
Universidad de Buenos Aires

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Qúımica Biológica
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Resumen

Las protéınas son las macromoléculas clave que modulan todos los procesos que ocurren en

los seres vivos. La diversidad de estos poĺımeros está dada por variaciones en las secuencias de

aminoácidos, las que condicionan la formación de estructuras tridimensionales, sus dinámicas

y su función.

En este trabajo de tesis diseñamos, implementamos y aplicamos, herramientas bioinformáti-

cas basadas en el “Principio de mı́nima frustración”, que establece que las protéınas se pliegan

minimizando sus conflictos energéticos. Sin embargo, este principio no impide que haya con-

flictos remanentes en la estructura proteica. Es más, se ha demostrado que estos conflictos

están relacionados a ciertos aspectos funcionales de las protéınas.

Nos enfocamos en el estudio del plegado y evolución de protéınas que contienen repeticiones

de la familia ankirina. También estudiamos protéınas que contienen regiones desordenadas

denominadas fuzzy y familias de protéınas evolutivamente relacionadas. Logramos caracteri-

zar los patrones de frustración de las regiones fuzzy y de los sitios de unión protéına-ligando,

los cuales se encuentran enriquecidos de interacciones altamente frustradas. De los estudios

de la conservación de la frustración en familias de protéınas, fuimos capaces de especificar

residuos implicados en el cambio conformacional, del estado no activado al estado activado,

del factor de elongación bacteriano.

Caracterizamos la estructura exón-intrón de la familia de ankirinas, encontrando que el largo

más frecuente de exones es de 99 nt, lo cual se corresponde con el largo de una repetición

de ankirina (33 aminoácidos). Además vimos que los eventos de barajado de exones y de

empalme alternativo actúan en estas protéınas, pero no pudimos detectar patrones claros

y recurrentes de ocurrencia espećıfica, indicando que estos eventos son variados. Caracteri-

zamos el mecanismo de plegado de protéınas de la familia de ankirinas de diferentes largos

usando el campo de fuerza AWSEM.

En śıntesis, caracterizamos y logramos predecir sitios funcionales de las protéınas usando

el concepto de frustración local. Caracterizamos la arquitectura de los genes que codifican

ankirinas y los eventos que están implicados en su evolución. Por último analizamos y carac-

terizamos la dinámica y mecanismos de plegado de protéınas ankirinas de diferentes largos.
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Estos resultados ofrecen nuevas herramientas y metodoloǵıas para el estudio de la bioloǵıa

estructural y la evolución de protéınas desde diferentes enfoques.

Palabras Claves: Evolución; Plegado de protéınas; Función proteica; Frustración; Protéınas

repetitivas; Ankirinas; Genómica; Dinámica molecular.

3



Abstract

Development, design, implementation and application of bioinformatics tools and methods

for the study of proteins.

Proteins are key macromolecules that modulate all processes occurring in living organisms.

The diversity of these polymers is determined by variations in the amino acid sequences,

which determine the formation of three-dimensional structures, their dynamics, and their

function.

In this thesis, we designed, implemented, and applied bioinformatics tools based on the

“Principle of Minimal Frustration”, which says that proteins fold by minimizing their energy

conflicts. However, this principle does not imply residual conflicts in the protein structure.

In fact, it has been shown that these conflicts are related to certain functional aspects of

proteins.

We focused on the study of folding and evolution of proteins containing ankyrin repeat mo-

tifs. We also studied proteins containing fuzzy regions, which are intrinsically disordered, and

families of evolutionarily related proteins.

We were able to characterize the frustration patterns in the fuzzy regions and protein-ligand

binding sites, which are enriched with highly frustrated interactions. By studying the con-

servation of frustration in protein families, we were able to identify residues involved in the

conformational change from the non-activated state to the activated state of the bacterial

elongation factor.

We characterized the exon-intron structure of the ankyrin family, finding that the most fre-

quent exon length is 99 nt, corresponding to the length of an ankyrin repeat (33 amino acids).

We also observed exon shuffling and alternative splicing events in these proteins, but we could

not detect clear and recurrent patterns of specific occurrence, indicating that these events

are diverse. We characterized the folding mechanism of ankyrin proteins of different lengths

using the AWSEM force field.

In summary, we characterized and predicted functional sites of proteins using the concept of

local frustration. We characterized the gene architecture encoding ankyrins and the events
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involved in their evolution. Lastly, we analyzed and characterized the dynamics and folding

mechanisms of ankyrin proteins of different lengths. These results provide new tools and

methodologies for the study of structural biology and protein evolution from different pers-

pectives.

Keywords: Evolution; Protein folding; Protein function; Frustration; Repetitive proteins;

Ankyrins; Genomics; Molecular dynamics.
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2.3. Construcción de la base de datos de Ankirinas . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

2.3.1. Base de datos de ankirinas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40

9



3. Diseño, desarrollo, implementación y testeo de herramientas bioinformáti-
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Caṕıtulo 1

Introducción

1.1. Plegado de protéınas, paisajes energéticos y frus-

tración local

Las protéınas son unas de las biomoléculas orgánicas más fascinantes que se encuentran en

la biosfera, además están implicadas en todos los procesos biológicos que ocurren en todos

los seres vivos. Son poĺımeros formados por la unión mediante enlaces pept́ıdicos de unidades

estructurales llamadas aminoácidos. En la naturaleza existen 20 tipos diferentes de aminoáci-

dos genéticamente codificados. La composición qúımica y el largo de las protéınas es variable,

es decir, pueden ser péptidos pequeños de tan solo unos 20 aminoácidos hasta protéınas de

miles. La estructura tridimensional, la dinámica, la función y la localización celular de una

protéına están determinados por las propiedades f́ısico-qúımicas de los aminoácidos que la

componen y el entorno, lo cual hace que estudiarlas sea un desaf́ıo. La estructura primaria

de una protéına es la secuencia continua de los aminoácidos de la cadena polipept́ıdica. La

estructura secundaria son plegados locales, que adopta la estructura primaria, en forma de

hélices alfa u hojas beta que se forman mediante la unión de puentes de hidrógeno entre

los átomos del enlace pept́ıdico. Estas estructuras secundarias pueden interactuar entre ellas

mediante diferentes tipos de interacciones, de manera tal que aminoácidos que estaban lejos

en secuencia queden próximos en localización espacial, logrando aśı un plegado global (es-

tructura terciaria). El proceso mediante el cual una protéına adquiere una estructura espacial
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definida a partir de su estructura primaria se conoce como “plegado proteico”.Este proce-

so es robusto, es decir, que cada vez que una protéına es sintetizada en el interior de una

célula en las mismas condiciones fisiológicas, va a adoptar el mismo conjunto de estructuras

que se corresponden con su estado nativo. También los paisajes energéticos son robusto a

mutaciones en la estructura primaria, permitiendo la exploración de secuencias que pueden

dar lugar a nuevas funciones (Morcos et al., 2014). Sin embargo, no cualquier secuencia de

aminoácidos puede plegarse, la capacidad de una cadena polipept́ıdica de plegarse y tener

una actividad biológica relevante está asociada a su éxito evolutivo, es decir, secuencias que

han sido positivamente seleccionadas debido a la acción de la selección natural.

El estudio del proceso de plegado proteico comenzó hace muchos años y aún sigue siendo un

tema abierto. Actualmente, sabemos que la estructura tridimensional que adopta una pro-

téına, en su mayoŕıa, esta determinada por la secuencia de aminoácidos y el entorno celular,

también conocemos que es un proceso colaborativo debido a las interacciones que se forman

entre los aminoácidos y que existen protéınas llamadas chaperonas y cofactores que ayudan

a las protéınas a plegarse. Lo que no conocemos con precisión son los mecanismo mediante

por el cual una secuencia de protéınas se pliega o se despliega o cual es la relación entre la

estructura y la función. En 1968, Cyrus Levinthal plantea que si una protéına tuviera que

explorar al azar todas las conformaciones posibles para alcanzar la conformación correcta

necesitaŕıa de un tiempo mayor a la edad del universo debido al gran número de grados de

libertad que tiene una cadena polipept́ıdica desplegada (Levinthal, 1968). Unos años más

tarde, Christian B. Anfinsen, sugirió que el proceso de plegado es una búsqueda sesgada de

un mı́nimo de enerǵıa libre, ya que pudo demostrar que la estructura de algunas protéınas

pod́ıa ser adquirida espontáneamente a partir de sus cadenas desplegadas (Anfinsen, 1972).

La teoŕıa utilizada para describir cómo las protéınas se pliegan es la teoŕıa de “Paisajes

Energéticos”, en la cual se explica que una protéına es un sistema evolucionado de forma que

las interacciones del estado nativo son energéticamente más favorables que las interacciones

que se forman al azar durante el proceso de plegado. Por lo tanto cada vez que se forma una

interacción presente en el estado nativo, la enerǵıa baja más que en el caso de que se forme

una interacción al azar. Debido a la cooperatividad entre las interacciones nativas el paisaje

energéticos de las protéınas tiene forma de embudo corrugado (Fig. 1.1) en donde existe un
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Figura 1.1: Esquema de un paisaje energético con forma de embudo corrugado que describe el
proceso de plegado de una protéına natural. El ancho representa la entroṕıa conformacional;
la profundidad el cambio total en la enerǵıa entre el estado desplegado y el nativo y Q la
fracción plegada.

fuerte sesgo energético hacia el estado nativo. Además, en la figura 1.1, podemos observar

que el paisaje energético de una protéına natural posee algunos valles o mı́nimos locales que

la protéına explora durante el proceso de plegado, los cuales representan estados estables,

que pueden corresponderse a conformaciones intermedias transitorias o estados metaestables.

Por lo tanto, durante el proceso de plegado una protéına no se pliega probando interacciones

al azar sino que lo hace minimizando sus conflictos energéticos internos a medida que va

adoptando conformaciones cada vez más parecidas a su estado nativo, el cual es un conjunto

de estructuras de mı́nima enerǵıa, es decir, que cumplen con el “Principio de mı́nima frus-

tración” (Bryngelson y Wolynes, 1987). Sin embargo, este principio no implica que todas

las interacciones de una protéına tienen que estar energéticamente minimizadas, sino que

pueden existir ciertos conflictos remanentes en la estructura, es decir, contactos que están

energéticamente frustrados. Más aún, se ha demostrado que esta frustración presente en los

estados nativos de las protéınas han sido evolutivamente seleccionados ya que estos conflictos

tienen implicancias funcionales como por ejemplo, sitios cataĺıticos (Freiberger et al., 2019),

sitios alostéricos (Das y Plotkin, 2013), sitios de unión a protéınas (Gianni et al., 2014), a

cofactores, a ligandos y a la dinámica de la protéına (Ferreiro et al., 2014). Además la frus-
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tración esta relacionada directamente a cómo las protéınas se pliegan, ya que, las trampas o

“desniveles” en el paisaje energético pueden demostrar la existencias de intermediarios de ple-

gado, dado a que estas trampas son manifestaciones de la frustración topológica o energética

(Ferreiro et al., 2018).

Para poder calcular la frustración en estructuras de protéınas en 2007 Ferreiro y colaborado-

res desarrollaron un método llamado “Protein Frustratometer” (Ferreiro et al., 2007). Este

algoritmo esta basado en la teoŕıa de paisajes energéticos y calcula la frustración energética

local a nivel de contacto y de residuo único. Para calcular el ı́ndice de frustración (FI), a nivel

de contacto o de residuo, el algoritmo primero calcula la enerǵıa de la protéına nativa, luego

define los residuos en contacto como aquellos residuos cuya la distancia entre C� (excepto

glicina que carece de este átomo y se define la distancia desde el C�), es menor a 9.5 Å y

que estén a más de 2 residuos de distancia en secuencia. Luego, para cada contacto definido

va a generar como máximo 2000 señuelos, los señuelos pueden ser calculados de dos mane-

ras diferentes, para el caso del ı́ndice mutational, solamente se modifica la identidad de los

aminoácidos en contacto por los 19 restantes. Por otro lado, para el ı́ndice con�gurational, no

solo se modifica la identidad de los residuos en contacto sino también la distancia del contac-

to, lo que modifica la exposición al solvente de los residuos y su configuración espacial. Por

último a nivel de residuo, para este modo no se definen contactos en la estructura, solamente,

para cada residuo, se modifica su identidad. Una vez generados todos los señuelos, se calcula

la distribución de la diferencia entre la enerǵıa nativa y la enerǵıa de cada señuelo, el FI, por

contacto o por residuo, se define como un Z-score de la distribución de la diferencia de las

enerǵıas (ec. 1.1). Este algoritmo fue luego fue implementado como un servicio web que se

encuentra disponible para su uso de forma libre (Parra et al., 2016). En el marco de esta tesis

implementamos el “Protein Frustratometer” como un paquete de R y además le agregamos

nuevas funcionalidades.

FIij = (HN
ij� < HU

i′j′ >)=

vuut1=N
nX
k=1

(HU
i′j′� < HU

i′j′ >)
2 (1.1)

Donde FIij es el ı́ndice de frustración par los residuos i y j en contacto, HN es la enerǵıa

nativa, n es la cantidad de señuelos y HU
i′j′ es la enerǵıa de los señuelos.
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1.2. Evolución de protéınas

El estudio de la evolución de protéınas es una disciplina que busca comprender cómo se pro-

ducen los cambios en la secuencia y estructura de los genes que codifican protéınas, aśı como

también cambios en la secuencia de las protéınas y cómo estos cambios afectan su estructura

y, a su vez, su función. Se han identificado varios mecanismos que contribuyen a la diversidad

genética y la aparición de nuevas protéınas (Force et al., 1999; Hughes, 1994; Ohno, 2013;

Xu et al., 2012). Uno de ellos es la acumulación de mutaciones puntuales, donde cambios

aleatorios en la secuencia de ADN generan variaciones en la secuencia de aminoácidos de

las protéınas codificadas (Saks et al., 1998). Otro mecanismo importante en la evolución de

protéınas, es la duplicación o deleción de material genético, es decir, cuando un fragmento de

material genético es duplica o elimina, las copias adicionales pueden acumular mutaciones y

evolucionar independientemente, adquiriendo nuevas funciones o especializaciones a lo largo

del tiempo (Conant y Wolfe, 2008; Force et al., 1999; Lynch y Conery, 2000). Por otro lado,

la transferencia horizontal de genes, que implica la transferencia de material genético entre

organismos no relacionados, puede introducir nuevos genes en una especie y contribuir a la

evolución de protéınas (Reeves, 1993; Zhaxybayeva y Gogarten, 2004). El barajado de exones

es otro mecanismo interesante que puede conducir a la formación de protéınas diferentes. Es-

te mecanismo también implica la duplicación de exones, pero a diferencia del mecanismo de

duplicación, el barajado de exones no solo tiene en cuenta la simetŕıa de los exones sino que

también a los intrones (regiones no codificantes). Estableciendo que solamente los exones

simétricos pueden dulpicarse y debe insertarse en intrones de la misma clase (Patthy, 1996).

Por último el empalme alternativo, en este proceso los exones, pueden ser reordenados o

combinados de diferentes maneras durante la maduración del ARN mensajero, generando

variantes de protéınas con funciones distintas (Gilbert, 1978; Rosenfeld et al., 1982; Sharp,

2005). Es importante destacar que el empalme alternativo, aunque no es un proceso evolutivo

en śı mismo, es un mecanismo regulador que permite la generación de múltiples transcriptos

de ARN mensajero a partir de un gen, a través de la combinación diferencial de exones. Esto

ampĺıa aún más la diversidad de protéınas que pueden ser producidas a partir de un solo gen

.

17



En resumen, la evolución de los genes eucariotas que codifican protéınas involucra una inter-

acción compleja entre mutaciones, duplicaciones, transferencias genéticas y otros mecanismos

que conducen a la diversificación de las secuencias, estructuras y funciones de las protéınas.

El estudio de estos mecanismos nos brinda una visión más completa de cómo han surgido

y diversificado las protéınas a lo largo de la historia evolutiva. En este trabajo de tesis nos

centraremos en aquellas mutaciones que dan lugar a la formación de nuevos genes que codifi-

can protéınas. Para poder entender como son los mecanismos evolutivos es necesario conocer

como es la estructura de un gen que codifica para una protéına.

1.2.1. Estructura de los genes que codifican protéınas

En la figura 1.2A, se muestra un esquema de la estructura de un gen eucariota que codifica

para una protéına. Un gen está compuesto de una parte que se transcribe y otra que no se

transcribe. La región “ŕıo arriba” de la parte que se transcribe (región 5’) contiene en su

mayoŕıa señales que regulan el proceso de iniciación de la transcripción, llamada “Región

Promotor”. Por otro lado, la región 3’, contiene señales para la terminación del proceso de

transcripción y una adición de cadena poli-A (Patthy, 2009).

T́ıpicamente, en eucariotas, la parte que se transribe consiste en los exones y los intrones.

Los intrones, son secuencias que son removidas del transcripto primario (pre-ARNm) duran-

te el proceso de pre-ARNm a ARNm (ARN mensajero), lo cual se conoce como maduración

del ARNm (Adams et al., 1996; Moore et al., 1993). Las secuencias que se conservan en

el ARNm maduro, los exones, se traducen en protéınas. Dentro de los exones, existe una

región espećıfica conocida como marco abierto de lectura (ORF por sus siglas en inglés,

Open Reading Frame). El ORF es la secuencia de nucleótidos en el ARNm que se traduce en

una secuencia de aminoácidos durante el proceso de śıntesis de protéınas. Esta secuencia de

aminoácidos en el ORF determina la composición y estructura de la protéına resultante.

Los intrones se clasifican en 3 fases, según la posición en el que interrumpen el marco de

lectura (1.2B). Si un intrón interrumpe el marco de lectura entre dos codones consecutivos

se denomina de fase 0, si lo interrumpe entre el nucleótido 1 y 2 de un mismo codón es de

fase 1 y por último si el intrón interrumpe el marco de lectura entre el nucleótido 2 y 3 de

un mismo codón es de fase 2 (Patthy, 1987).
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Figura 1.2: A) Esquema de un gen eucariota que codifica para protéına, los rectángulos
representan exones, los cuadrados chicos representan elementos regulatorios en la región
promotora y las ĺıneas representan los intrones. Esta figura se la extrajo de [Patthy, L. (2009)].
B) Clasificación de los intrones según su fase, en rectángulos se representan los codones de
un mismo exón, en ĺıneas los intrones. C) Clase de exones, en rectángulos se representan los
codones de un mismo exón, en ĺıneas los intrones y en fondo gris la clase de exones que se
clasifican como simétricos.

Por otro lado, los exones se clasifican según la fase de los intrones flanqueantes, en total hay

9 clases (1.2C). Hay 3 clases que se denominan clases simétricas las cuales son, (0-0), (1-1) y

(2-2), estos son los únicos que pueden insertarse en intrones, de la misma fase, bajo eventos

de duplicación en tándem en intrones adyacentes y pueden eliminarse o duplicarse sin alterar

el marco de lectura. Las demás clases, (0-1), (0-2), (1-0), (1-2), (2-0) y (2-1) son asimétricas

(Patthy, 1987).

1.2.2. Duplicación de genes

El primer evento de duplicación de genes se observó en el bar locus de Drosophila en 1936

por Bridges (Bridges, 1936). No obstante, el significado evolutivo de la duplicación de ge-

19



nes fue reconocido unos pocos años antes (Haldane, 1932; Muller, 1935), sugiriendo que la

duplicación redundante de un gen puede adquirir mutaciones divergentes y eventualmente

emerger como un nuevo gen. Años más tarde en los años 1970s y gracias al desarrollo de

los métodos de secuenciación y de herramientas para el estudio de procesos evolutivos, se

pudieron detectar más genes que evolucionaron mediante este mecanismo como por ejemplo

la hemoglobina (Braunitzer et al., 1961; Itano, 1957; Schroeder et al., 1963).

Los tipos reconocidos de duplicación de genes son, (1) duplicación parcial o interna de un

gen, (2) duplicación completa de un gen, (3) duplicación parcial de un cromosoma, (4) du-

plicación entera de un cromosoma y (5) poliploid́ıa o duplicación de un genoma (Innan y

Kondrashov, 2010). Cabe aclarar que los genes que se duplican no están exentos a que otros

mecanismos evolutivos actúen sobre ellos para dar origen a nuevas funciones y que también

puede suceder que la copia pierda su funcionalidad mediante el truncamiento de la traduc-

ción o transcripción. En esta tesis nos centraremos en los eventos de duplicación que ocurren

dentro de un mismo gen.

La duplicación de un exón se refiere a la duplicación de uno o más exones en un gen y es uno

de los tipos más importantes de duplicaciones internas de un gen. Muchas de las protéınas

que conocemos actualmente muestran repeticiones internas de secuencias de aminoácidos, y

las repeticiones a menudo corresponden a dominios funcionales o estructurales dentro de las

protéınas (Barker et al., 1978).

1.2.3. Barajado de exones

El barajado de exones es un mecanismo importante en la evolución de los genes que codifican

protéınas. Este proceso involucra la duplicación de exones dentro de un gen, aśı como la

unión de exones de diferentes genes a través de la recombinación en intrones. Este proceso

puede contribuir a la generación de protéınas con caracteŕısticas novedosas o a la adición

de dominios funcionales provenientes de otros genes. Además ha ocurrido a lo largo de la

evolución y han desempeñado un papel fundamental en la creación de nuevos genes y en la

generación de diversidad en las protéınas. La comprensión de este mecanismo es importante

para el estudio de la evolución de las protéınas y su implicación en la diversidad biológica.

Como ya se comentó anteriormente, solamente los exones que son simétricos son los únicos
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Figura 1.3: Duplicación de un exón e inserción en un intrón de fase 0, A) Duplicación de un
exón de clase 0-0 (verde). B) Duplicación de un exón de clase 0-1 (verde). C) Duplicación
de un exón de clase 2-1 (verde). En cajas grises los codones de los exones flanqueantes a
la inserción del exón duplicado y los intrones se representan con ĺıneas entre los exones. En
rojo se muestra como se corre el marco de lectura cuando se inserta un exón que no es de la
misma clase que la fase del intrón en el cual se inserta.

que pueden ser duplicados en tandém o eliminados sin ocasionar un corrimiento en el marco

de lectura. Por lo tanto, la restricción del barajado de exones está dada por la fase de los

intrones y la clase de los exones ya que la duplicación de un exón asimétrico interrumpiŕıa el

marco de lectura consecuente al punto de inserción (Fig. 1.3).

La inserción de exones simétricos también esta restringida, ya que, los exones de clase (0-0)

solo pueden insertarse en intrones de fase 0, los exones de clase (1-1) solo pueden insertarse

en intrones de fase 1 y lo mismo para los exones de clase (2-2) que solo se pueden insertar

en intrones de fase 2 (Patthy, 1987). Esto sugiere que luego de que ocurra un evento de

duplicación por barajado de exones la fase de los intrones y la clase de los exones del nuevo

gen es no aleatoria, lo que indica que esta propiedad puede ser una caracteŕıstica importante

para detectar eventos de duplicación por barajado de exones. Un aspecto importante de la

combinación aleatoria de exones es que el impacto de la inserción de un exón puede mitigarse

inicialmente mediante eventos de empalme alternativo.
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1.2.4. Empalme Alternativo

Como ya se mencionó, los genes eucariotas están compuestos de exones e intrones. El em-

palme es el proceso mediante el cual se eliminan los intrones del pre-ARNm para dar lugar

a un ARN maduro que solo contiene a los exones (Leff et al., 1986). El empalme alternativo

es es un tipo de empalme mediante el cual los exones se combinan para generar distintos

transcriptos de ARNm. Su significancia evolutiva es que un solo gen puede codificar una

gran cantidad de transcriptos y de protéınas que pueden tener funciones diferentes (Gilbert,

1978).

Los eventos de empalme alternativo son procesos reguladores que ocurren durante la trans-

Figura 1.4: Mecanismo de empalme alternativo. A) Salto de exón. B) Exones mutuamente ex-
cluyentes. C) Sitio donante alternativo. D) Sitio aceptor alternativo. E) Retención de intrón.
En verde el exón implicado en el evento de empalme alternativo, en gris los exones que no se
ven afectados por este evento y los intrones se representan con ĺıneas entre los exones.

cripción del ARN precursor mensajero (pre-ARNm) y dan lugar a la generación de múltiples

variantes de ARNm a partir de un mismo gen. Estos eventos se pueden clasificar en cinco

modos básicos. Salto de exón, en este modo, un exón completo se omite durante el proceso de

empalme, lo que resulta en la ausencia de ese exón en la forma madura del ARNm. Exones

mutuamente excluyentes, dos exones diferentes se encuentran en la misma posición en el gen,
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pero solo uno de ellos se retiene en el ARNm final después del empalme. Esto significa que

solo una de las variantes de ARNm tendrá ese exón en particular, mientras que la otra lo

omitirá. Sitio donante alternativo, se produce una variación en el sitio donante del empalme

5’. Esto implica un cambio en el ĺımite 3’ del exón ŕıo arriba, lo que resulta en diferentes

variantes de ARNm con distintas longitudes de exones ŕıo arriba. Sitio aceptor alternativo, en

este caso, se produce un cambio en el sitio aceptor del empalme 3’. Esto implica un cambio en

el ĺımite 5’ del exón ŕıo abajo, lo que da lugar a variantes de ARNm con diferentes longitudes

de exones ŕıo abajo. Retención de intrón, un intrón que normalmente se eliminaŕıa durante

el proceso de empalme se retiene en la forma madura del ARNm. Esto puede resultar en la

presencia de una secuencia de intrón en la protéına final o en la generación de una protéına

truncada.

Las isoformas productos del empalme alternativo pueden tener caracteŕısticas diferentes a la

de referencia como la función, la afinidad por un ligando u otra protéına, la composición de

dominios, la localización celular y la vida media (Light y Elofsson, 2013). También se produ-

cen isoformas que no tienen función o dan como producto protéınas anormales, esto puede

estar asociado a que hay un sesgo hacia la producción de isoformas que eliminan dominios

completos (Kriventseva et al., 2003).

1.3. Protéınas Repetitivas

Las protéınas repetitivas están compuestas por repeticiones en tándem de uno o más moti-

vos estructurales y funcionales, que suelen tener una longitud de entre 20 y 40 aminoácidos.

Estas repeticiones se encuentran consecutivas en la secuencia de la protéına y pueden estar

presentes en distintas combinaciones y números. Las protéınas repetitivas desempeñan un

papel importante en numerosos procesos biológicos. Debido a su estructura modular, estas

protéınas pueden tener diversas funciones, como mediar interacciones con otras moléculas y

regulación de procesos celulares (Blatch y Lässle, 1999; Kobe y Kajava, 2001; Sedgwick y

Smerdon, 1999). Además, las protéınas repetitivas son muy abundantes en los organismos y

se estima que aproximadamente el 50% de las protéınas contiene al menos una repetición en

tándem. La presencia de repeticiones en tándem en las protéınas proporciona flexibilidad y
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plasticidad estructural, lo que les permite adaptarse a diferentes funciones y contribuir a la

diversidad y complejidad de los sistemas biológicos (Delucchi et al., 2020; Marcotte et al.,

1999).

Estas protéınas pueden clasificarse en 5 clases (Tabla 1.1), que depende del largo de la unidad

que se repite (Kajava, 2012), las más estudiadas son las de las clases III y IV. El la figura

1.5B se muestran ejemplos de protéınas pertenecientes a cada clase. En el marco de esta tesis

Clase Largo unidad que se repite (AA) Descripción

I < 5
Pueden formar agregados insolubles con es-
tructuras cristalinas

II < 5
Pueden formar largas hélices enrolladas de
estructuras fibrosas

III Entre 5-40
Pueden formar estructuras abiertas del tipo
solenoide

IV Entre 5-40
Pueden formar estructuras cerradas del tipo
toroidal

V > 50
Pueden formar dominios que se pliegan en
forma independiente

Tabla 1.1: Clasificación de las protéınas repetitivas

Figura 1.5: A) Esquema de la organización de una protéına que contiene repeticiones en
tándem. B) Ejemplo de estructuras para las 5 clases diferentes de protéınas repetitivas.

nos centraremos en las repeticiones que forman estructuras del tipo solenoide (clase III). Las

protéınas de esta clase se pueden diferenciar por la composición de estructuras secundarias,
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que pueden ser del tipo � (como por ejemplo las WD-40), de composición mixta �/� (co-

mo por ejemplo las Leucine rich) o de composición todo del tipo � (como por ejemplo, las

ankirinas, HEAT, armadillo y las TPR). Además se pueden diferenciar por la disposición y

orden de las repeticiones, pueden estar dispuestas en una secuencia lineal continua o pueden

formar estructuras superenrolladas en forma de hélice. También se pueden diferenciar por

su estructura primaria, es decir, por el largo de las repeticiones y por la composición de

aminoácidos de cada repetición. Como por ejemplo, las repeticiones de la familia ankirina se

caracterizan por tener un largo de 33 aminoácidos y un motivo lineal TPLH (Parra et al.,

2015), mientras que las repeticiones de la familia leucin rich son de largo de 24 aminoácidos

y están compuestas de motivos lineales LRR.

Uno de los desaf́ıos que presentan estas protéınas es el estudio del plegado ya que, a diferencia

de las protéınas globulares, no forman interacciones entre residuos distales en secuencias, es

decir, que las interacciones entre los aminoácidos se dan de forma local o entre repeticiones

vecinas (Main et al., 2003a). Esto tiene un efecto en la estabilidad estructural, en el em-

paquetamiento de las repeticiones y en su función. Por lo tanto, mutaciones de cambio de

aminoácidos en las repeticiones pueden tener implicaciones en la estabilidad y la función de

la protéına, ya que puede influir en el empaquetamiento de las repeticiones y en su capacidad

de interactuar con otras protéınas o moléculas. Todas estas caracteŕısticas de las protéınas

repetitivas, las hacen un buen modelo para estudiar el plegado, ya que es más fácil cuantificar

y localizar el efecto de modificaciones en la secuencia, debido a pueden alterar su estabilidad,

estructura y función.

El hecho de que las protéınas repetitivas formen contactos locales no significa que el plegado

de cada repetición sea independiente. Recientemente se ha demostrado que esto no ocurre

aśı, sino que el plegado es cooperativo en donde las interacciones vecinas cooperan en la esta-

bilización de la estructura de las repeticiones (Espada et al., 2015). Para estudiar el plegado

de estas protéınas se han generado diferentes tipos de variantes, en la cuales se eliminaron

o insertaron repeticiones enteras con el objetivo de ver si estas mutantes eran capaces de

plegarse. Se llegó a la conclusión de que los arreglos resultantes, de eliminar o insertar re-

peticiones, mantienen su plegado y que para el caso de las Ankirinas y TPR incrementa la

estabilidad de la protéına a medida que se aumenta la cantidad de repeticiones (Main et al.,
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2003a). Además para las ankirinas se observó que, a mayor cantidad de repeticiones, más

parecidas en secuencia son entre repeticiones vecinas y que las repeticiones que constituyen

arreglos largos son energéticamente más favorables que las que forman arreglos más cortos

(Galpern et al., 2020). También se observó que los arreglos de largo entre 22 y 24 son los que

presentan menor cantidad de inserciones y deleciones de residuos y son las de menor enerǵıa,

esto puede estar asociado a que la cantidad de repeticiones necesarias para completar una

superhélice es de 23 (Galpern et al., 2020).

A lo largo de los años se han realizado diversos tipos de experimentos en diferentes protéınas

con el objetivo de caracterizar cómo es el proceso de plegado de las protéınas repetitivas. Los

mecanismos de plegado de estas protéınas generalmente comienzan con una nucleación de

algunas de sus repeticiones que luego se propaga a las demás. Recientemente se ha demostra-

do que hay protéınas que presentan un plegado totalmente cooperativo, mientras que otras

presentan un plegado no cooperativo. Esta diferencia en el plegado esta dada por la simetŕıa

en secuencia y por la enerǵıa de las interacciones entre las repeticiones, cuanto mayor es la

similitud y más fuerte son las interacciones más cooperativos es el plegado (Galpern et al.,

2022).

1.3.1. Plegado de protéınas repetitivas

Como ya se mencionó, las repeticiones sólo se pliegan en elementos estructurales similares que

se empaquetan y forman estructuras superhelicoidales extendidas, estabilizadas únicamente

por interacciones dentro de las repeticiones y los vecinos adyacentes (Main et al., 2003a). Por

lo tanto, las protéınas repetitivas carecen de interacciones distales, lo cual puede afectar a

que el plegado de estas protéınas sea cooperativo, ya que la alta cooperatividad en el plegado

de las protéınas globulares se debe a los contactos que se forman entre aminoácidos distales

en secuencia (Onuchic y Wolynes, 2004). Sin embargo se ha demostrado experimentalmente

que el plegado es cooperativo en las protéınas repetitivas y que depende de las interacciones

que forman las repeticiones con sus repeticiones vecinas más cercanas (Lowe, 2007; Mello

y Barrick, 2004; Mosavi et al., 2002b; Tang et al., 1999). También se ha demostrado, me-

diante experimentos de simulaciones de recocido simulado de protéınas repetitivas naturales
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de diferente largo, que a medida que aumenta el número de repeticiones, la cooperatividad

tiende a romperse (Ferreiro et al., 2005). Por otro lado, la existencia de interacciones de corto

alcance no significa que una repetición por śı sola sea un dominio de plegado independiente,

ya que necesita de la formación de contactos con las repeticiones vecinas para estabilizar su

estructura (Ferreiro et al., 2008).

La teoŕıa de paisaje energético de las protéınas, nos dice que la enerǵıa de una protéına

baja más cuando adquiere conformaciones más parecidas al estado nativo. En el caso de

las protéınas repetitivas, debido a la similitud entre las repeticiones, da lugar a diferentes

conformaciones con enerǵıas libres similares lo que genera rutas paralelas de plegado (Ferrei-

ro et al., 2008). Los experimentos de simulaciones de dinámica molecular basadas en paisajes

perfectamente embudados sugieren que los “dominios” se pliegan por un mecanismo por nu-

cleación-propagación. Una vez que tiene lugar la nucleación inicial, los módulos estructurales

individuales de la protéına repetitiva se pliegan en serie de una forma altamente cooperativa

que da lugar al plegado completo de los “dominios”. Usando modelos de Gõ, se ha estu-

diado el plegado de la protéına P-16 demostrando que esta protéına muestra un plegado de

dos estados y que las repeticiones localizadas en el C-Terminal son las primeras en plegarse

(Tang et al., 2003). Otra caracteŕısticas de las protéınas repetitivas es que pliegan mucho

más lento de lo esperado, suelen plegarse en al menos tres ordenes de magnitud más lento

(Ivankov et al., 2003), esto está relacionado a su orden de contactos (Mello et al., 2005). La

mayoŕıa de los dominios repetitivos adquieren un estado plegado consolidado cuando inter-

actúan con sus ligandos.

Las protéınas repetitivas también se pueden diseñar y esta capacidad de diseño se relaciona

a su regularidad estructural y a la modularidad de las repeticiones, lo que permite crear pro-

téınas con una estructura espećıfica, ya que si se eliminan o agregan repeticiones el arreglo

resultante puede plegarse en una conformación estable (Main et al., 2003a). Una de las estra-

tegias usadas para el diseño de protéınas repetitivas es el diseño por consenso, que se refiere

a protéınas diseñadas utilizando información y patrones obtenidos directamente de la conser-

vación de secuencia de las repeticiones presentes en la naturaleza. Usando esta metodoloǵıa

se han diseñado protéınas de diferentes familias de protéınas repetitivas, ANK (Binz et al.,

2003; Mosavi et al., 2002a; Plückthun, 2015), TPR (Main et al., 2003b), LRR (Stumpp et al.,
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2003), HEAT(Urvoas et al., 2010), ARM (Varadamsetty et al., 2012). Las protéınas repeti-

tivas se diseñan con el propósito de estudiar la relación entre la secuencia y la estructura

de protéınas repetitivas naturales y para explorar cómo estas repeticiones pueden afectar la

función de la protéına.

1.3.2. Familia de protéınas con repeticiones de ankirina

Las repeticiones de ankirinas (ANKs) fueron identificadas por primera vez en las protéınas

Notch, Swi6 y cdc10 en Drosophila melanogaster. Breeden y Nasmyth detectaron que estas

protéınas teńıan en común la presencia de la misma repetición de 33 aminoácidos de largo y

que sus estructuras tridimensionales eran similares (Breeden y Nasmyth, 1987). Las ankiri-

nas se encuentran en los tres súper reinos, bacterias, arqueas y en eucariotas, y también se

han encontrado en varios tipos de virus, siendo más abundantes en organismos eucariotas,

presentes en aproximadamente el 6% de la secuencias de protéınas (Björklund et al., 2006;

Mosavi et al., 2004). Aún no se ha demostrado que las ankirinas tengan algún tipo de acti-

vidad enzimática, sino que su función t́ıpica es mediar la interacción protéına-protéına y se

encuentran involucradas en muchos procesos metabólicos. Se han encontrado mutaciones en

las protéınas repetitivas de ankirina en varias enfermedades humanas (Chagula et al., 2020).

La secuencia consenso de la repetición de ankirinas está defina por una serie de firmas. El

motivo más prevalente es el TPLH que está localizado en la posición 4 al 7 (según la fase

definida por Peng, se denomina fase al aminoácido que es considerado el que comienzan y

terminan las repeticiones dado un arreglo de varias repeticiones). La prolina ubicada en la

posición 5 es la responsable de la formación de la estructura en forma de L la cual es es-

tabilizada mediante enlaces de hidrógeno de la cadena lateral de la histidina de la posición

7 (ubicada en la hélice) y la treonina en la posición 4 (ubicada en el �-harping). El núcleo

hidrofóbico está formado por los residuos en las posiciones 6, 8, 9, 10, 17, 18, 20, 21 y 22,

los cuales tiene baja exposición al solvente. A diferencia de las repeticiones ubicadas en los

terminales, en los cuales estos residuos tiene una mayor exposición al solvente, son reempla-

zados por residuos polares (Mosavi et al., 2002a).

Generalmente se las describe como un arreglo lineal de copias en tándem de un motivo de

aproximadamente 33 aminoácidos de largo. Un estudio reciente ha revelado que el 80% de
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estos arreglos están compuestos de al menos 7 repeticiones, y existe una longitud de arre-

glo particularmente abundante que consta de 22 a 24 unidades de repetición (Galpern et al.,

2020). En la figura 1.6 se muestran ejemplos de diferentes estructuras de protéınas que contie-

nen repeticiones de ankirinas. Se puede observar que el motivo ANK adopta una conformación

hélice–turn–hélice–loop (Main et al., 2005; Mosavi et al., 2004; Sedgwick y Smerdon, 1999).

Las repeticiones de ANKs tienden a apilarse juntas en forma lineal (Fig. 1.6), en dónde

Figura 1.6: Ejemplo de estructuras de protéınas que contienen diferentes cantidades de repe-
ticiones de Ankirina. Se uso el método de color arco iris para colorear los residuos.

predominan las interacciones hidrofóbicas entre las hélices y los enlaces de hidrógeno entre

las regiones hairpin{loop, los aminoácidos no conservados se localizan preferentemente en la

superficie (Forrer et al., 2003; Mosavi et al., 2002a), creando aśı superficies no polares que

son altamente complementarias en forma y terminan ensamblándose para generar esa forma

helicoidal extendida. El empaquetamiento de múltiples repeticiones tiende a orientar los mo-

tivos que tienen forma de �-harping uno al lado del otro formando enlaces de hidrógeno con

la repeticiones vecinas. Este empaquetamiento se estabiliza aún más por las interacciones

de enlaces de hidrógeno entre residuos polares conservados y átomos de la cadena principal

de módulos de repetición ANK adyacentes. Todas estas interacciones locales entre repeti-

ciones se combinan para dar lugar a una estructura no globular estable (Jacob y Harrison,

1998; Sedgwick y Smerdon, 1999). La interfase entre repeticiones consiste mayormente de
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interacciones hidrofóbicas que estabilizan la hélice y de enlaces de hidrógeno que conectan al

�-harping.

Mediante el estudio del proceso de plegado de varias protéınas naturales se ha demostrado

que las ankirinas, al igual que las protéınas globulares, también presentan un plegado coope-

rativo. Como por ejemplo, la protéına P16 (Fig. 1.6), un supresor de tumores compuesto

de 4 repeticiones de ankirinas, mediante varios ensayos experimentales (dicróısmo circular

(Boice y Fairman, 1996; Lowe, 2007; Tevelev et al., 1996), espectroscopia de fluorescencia y

cromatograf́ıa en filtración de gel (Tang et al., 1999)) se observó que tiene una transición de

plegado cooperativo (Tang et al., 1999).

Otra protéına muy estudiada, que también presenta una transición de plegado cooperativo

entre sus repeticiones y un plegado de dos estados, es el receptor Notch (Fig. 1.6), una pro-

téına conformada por 6 repeticiones de ankirinas bien definidas a diferencia de las dos últimas

repeticiones del C-Terminal que muestra una región desordenada (Zweifel y Barrick, 2001).

Los estudios in silico de modelos de Gõ (Ferreiro et al., 2005) y estudios experimentales

(Bradley y Barrick, 2002), han demostrado que esta protéına tiene dos estados de transición,

en el cual el primero es más estable que el segundo, y puede estar formado por el plegado

de las repeticiones 5 y 6 y la interfaz entre ellas o por el plegado de la repetición 2 y la

primer hélice de la repetición 3 y la interfaz entre ellas. Para el caso de la protéına I��� (Fig.

1.6), protéına conformada por 6 repeticiones de ankirinas, de las cuales las dos repeticiones

localizadas en el C-Terminal se encuentran desplegadas debido a la falta de interacciones

estabilizadoras. Los estudios in silico del plegado de I���, usando modelos de Gõ, muestran

que tiene dos temperatura de plegado, a diferencia de las protéınas anteriormente descriptas

que solo tienen una temperatura de plegado (Ferreiro et al., 2005).

Debido a la conservación en la estructura de las repeticiones de ankirinas y al plegado coope-

rativo, el efecto de mutaciones puntuales puede ser muy significativo, caracteŕıstica que hace

atractivo el estudio de estas protéınas. El efecto de esas mutaciones puede impactar directa-

mente en el proceso de plegado aśı como también puede cambiar la afinidad de unión de las

protéınas con las que forma interacciones. Por ejemplo, se han identificado mediante muta-

ciones puntuales, dos residuos de I��� (Y254 y T257) que al mutarlos por sus contrapartes

del consenso provocan un aumento significativo en su capacidad de plegado (Truhlar et al.,
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2008). Sin embargo, el aumento de la capacidad de plegado producto de esas mutaciones

no es favorable porque se degrada más lentamente. Además no solamente se ve afectada la

afinidad de unión con NF��� ya que se ve disminuida, sino que también afecta al proceso de

despojamiento molecular, mediante el cual se libera al factor NF-�� (Potoyan et al., 2016).

1.3.3. Evolución de las protéınas con repeticiones de ankirinas

Las ankirinas no solo son atractivas porque se encuentran en los tres súper reinos o por

su conservación estructural o su capacidad de mediar interacciones protéına-protéına, sino

también porque aún no esta totalmente claro cómo es que estas protéınas evolucionan. La

secuencia de aminoácidos del dominio ankirinas y la cantidad de repeticiones es variable en-

tre ortólogos, aunque los residuos espećıficos que son cŕıticos para la estructura se conservan

(Javadi y Itzhaki, 2013). Es decir, que a lo largo de la evolución las ankirinas han conservado

su estructura terciaria caracteŕıstica, pero han modificado algunos residuos impactando en

la especificidad y afinidad con las protéınas con las que forman interacciones (Islam et al.,

2018). Los residuos implicados en las interacciones protéına-protéına, son 7 residuos no con-

servados ubicados en las posiciones 3, 5, 6, 9, 17, 18 y 30 de las repeticiones (Parra et al.,

2015).

Con respecto al mecanismo evolutivo involucrado en la generación de nuevos genes con di-

ferentes cantidad de repeticiones en las diferentes protéınas de la familia de ankirinas, hay

muchas hipótesis y estudios que tratan de entender esta problemática pero aún no esta

totalmente resuelta (Björklund et al., 2006). Se consideran dos posibles escenarios, que las

ankirinas tienen un origen muy antiguo, antes de la evolución de las eucariotas o que evolucio-

naron independientemente en los diferentes linajes por evolución convergente que seleccionó

positivamente el diseño modular de algunas de estas protéınas (Al-Khodor et al., 2010). La

hipótesis más estudiada en cuanto a la expansión en el número de repeticiones de ankirinas

es que ocurre a través de la duplicación génica de los dominios repetitivos (Andrade et al.,

2001; Björklund et al., 2006; Pâques et al., 1998; Schüler y Bornberg-Bauer, 2016). Además,

las tasas de inserción o deleción de dominios repetitivos es muy alta, es decir, que estas

protéınas pueden modificar su estructura y estabilidad, aśı como también su función muy

rápidamente (Schüler y Bornberg-Bauer, 2016). Por ejemplo, en las ankirinas identificadas
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en el arroz (OsANK), en la que se han encontrado nueve eventos de duplicación segmentaria

(Huang et al., 2009).

1.4. Objetivos

Este trabajo de tesis tiene como objetivos, desarrollar métodos computacionales y técnicas

avanzadas para el estudio del plegado, la función y evolución de familias de protéınas. Se

desarrollaran e implementarán algoritmos basados en la “Teoŕıa del paisaje energético de las

protéınas”, que serán aplicados para el estudios de los patrones energético de las regiones

fuzzy y para analizar la conservación de la frustración en protéınas evolutivamente relaciona-

das. Se recopilará y analizará de manera integral los datos genómicos existentes relacionados

con protéınas de la familia de ankirinas, con el objetivo de identificar patrones y clasificar

estas protéınas según sus caracteŕısticas estructurales y funcionales. Se implementarán sis-

temas de simulación computacional de reacciones de plegado de protéınas, permitiendo el

estudio detallado de sus propiedades termodinámicas y cinéticas. Al alcanzar estos objetivos,

se espera contribuir al avance del conocimiento en el campo de la proteómica y la genómi-

ca, generando nuevas herramientas y enfoques para el análisis del plegado, la función y la

evolución de protéınas.
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Caṕıtulo 2

Métodos

2.1. Frustración energética local

La teoŕıa de paisajes energéticos nos dice que la forma del paisaje energético de una protéına

natural es de un embudo corrugado en dónde existe un fuerte sesgo energético hacia el estado

nativo. Además, nos dice que las protéınas se pliegan minimizando sus conflictos energéticos,

lo cual se conoce como “Principio de mı́nima frustración” (Bryngelson y Wolynes, 1987). Sin

embargo este principio no implica que no puedan existir ciertos conflictos remanentes en la

estructura proteica. En los últimos años se ha demostrado que la presencia de estos conflictos

en la estructura están asociados a varios aspectos funcionales (Ferreiro et al., 2007, 2014;

Freiberger et al., 2019; Gianni et al., 2014).

En el 2007, Ferreiro y colaboradores (Ferreiro et al., 2007), desarrollaron un algoritmo, basado

en el paisaje energético de las protéınas, para localizar y cuantificar frustración en estructu-

ras proteicas. Posteriormente, dicho algoritmo fue implementado de forma general como un

servicio web, disponible para el público y fue llamado Protein Frustratometer (Parra et al.,

2016). Actualmente se pueden calcular los patrones de frustración para cualquier estructura

proteica en formato PDB, ya sea obtenida por cristalización o por algún método de modelado

de protéınas, accediendo a la dirección web http://www.frustratometer.tk/.

Para localizar frustración el Frustratometer lo hace de dos maneras diferentes, una es a nivel

de residuo y la otra a nivel de contacto. Para calcular la frustración a nivel de contacto,

primero define los residuos que están en contacto en la estructura, para ello mide la distancia
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eucĺıdea (DE) entre C�, excepto para la glicina que utiliza el C� debido que carece de C�.

Según la distancia que hay entre los carbonos, se definen tres tipos de contactos, los de corto

alcance son los que la DEC� < 6,5Å, los de largo alcance son los que 6,5Å< DEC� < 9,5Åy

por último los mediados por agua que están definidos igual que los de largo alcance pero don-

de la exposición al solvente (SASA) tiene que ser mayor a 0,05 (SAS > 0,05) y para terminar

de definir el contacto se tienen que cumplir la condición de que la distancia en secuencia

tiene que ser mayor a 2 aminoácidos. Una vez definido los pares de aminoácidos en contacto

en la estructura proteica, se generan 2000 señuelos (decoys) en los que se modifican algunos

parámetros de la interacción nativa. Luego se mide la enerǵıa de la interacción nativa y de

los señuelos usando el potencial de AMW (Associative Memory Hamiltonian optimized with

Water-mediated interactions (Papoian et al., 2004)) y el ı́ndice de frustración (FI) es calcula-

do mediante un Z-score definido como Fi =EN−<ED>
�D

donde EN es la enerǵıa nativa, < ED >

es la media de la distribución de la enerǵıa de los señuelos y �D es su desv́ıo estándar.

Existen 2 variantes para el ı́ndice de frustración a nivel de contacto y difieren en la forma en

que se crean los señuelos.

Mutational: Dados dos residuos en contacto, los señuelos se crean cambiando de forma alea-

toria la identidad de los mismos y conservando los demás parámetros en sus valores nativos.

Configurational: dados dos residuos en contactos, los señuelos se crean cambiando aleato-

riamente no solo la identidad de los aminoácidos, sino también se modifica la accesibilidad

al solvente y la distancia de la interacción.

Por último la frustración también se puede calcular a nivel de residuo único (single resi-

due level), en este caso no se definen residuos en contacto en la estructura sino que dado un

residuo i, solamente se cambia la identidad del mismo conservando los demás parámetros en

sus valores nativos.

El ı́ndice de frustración (FI) se puede clasificar en tres tipos lo cual depende del valor del

mismo. Para la frustración a nivel de contacto los grupos se definen como, si el FI � 0,78

se clasifica como mı́nimamente frustrado, si -1 < FI < 0,78 se clasifica como neutro y si FI

< -1 el contacto es altamente frustrado. Para la frustración a nivel de residuos estos valores

cambian, para los mı́nimamente frustrados el FI � 0,55, para los neutros -1 < FI < 0,55 y

para los altamente frustrados FI < -1.
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2.1.1. Función de distribución radial

Esta función es ampliamente utilizada en estad́ıstica para calcular la probabilidad de encon-

trar una part́ıcula r desde una part́ıcula de referencia en un sistema de part́ıculas, es decir,

describe la variación de la densidad como función de la distancia medida desde una part́ıcula

de referencia (Fig. 2.1A). Para calcular la g(r) se utiliza la siguiente fórmula 2.1:

g(r) = 4�r2�dr (2.1)

donde � es la densidad numérica y está definida como � = N/V, donde N es el número

total de objetos en un volumen V. Para poder utilizar la función de distribución radial

Figura 2.1: A) Ejemplo de un sistema de part́ıculas, el ćırculo de color azul representa la
part́ıcula de referencia, en ćırculos de ĺınea punteada negra la distancia r+dr, la rojo se
representan los contactos altamente frustrados, en verde los mı́nimamente frustrados y en
gris los neutros. B) Ejemplo del frustratograma de una protéına (PdbID: 1a1x), El esqueleto
de la protéına se representa en cartoon en color gris, los contactos mı́nimamente frustrados
se representan con ĺıneas verdes, las interacciones altamente frustradas se representan con
ĺıneas rojas. Las interacciones neutras se omitieron para mejor visualización y en ćırculos
amarillos se muestran algunas part́ıculas virtuales generadas entre los residuos en contacto.

se generaron part́ıculas virtuales (VP) entre los residuos en contacto (Fig. 2.1B), cada VP

contiene información sobre su disposición tridimensional (coordenadas en los ejes x, y y z) y
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el valor del ı́ndice de frustración del contacto. Para generar los sistemas de part́ıculas para

cada protéına se utilizaron scripts en lenguaje Python2,7.

2.2. Simulaciones de dinámica molecular de grano grue-

so

Las protéınas y otras biomoléculas pueden ser simuladas in silico, es decir utilizando métodos

computacionales, que pueden ser por ejemplo campos de fuerza a nivel atomı́stico o a nivel

de grano grueso. En el marco de esta tesis nos centraremos en simulaciones del tipo de grano

grueso.

Para las simulaciones de dinámica molecular se utilizó el campo de fuerza de AWSEM-MD. El

cual es un modelo de memoria asociativa, mediada por agua, estructura y enerǵıa (AWSEM ).

Es un campo de fuerza basado en estructuras locales, es decir, que contiene un término de

sesgo de estructura local basado en bioinformática, que tiene en cuenta muchos fragmentos

de secuencias cortas de diferentes estructuras que están modulados por su secuencia local.

Para predecir la estructura de una protéına de novo, primero se definen una colección de

fragmentos cortos (denominados memorias) que van a ser parte del sesgo de estructura local.

A modo de definir los fragmentos se generan alineamientos de secuencia locales y globales

de la secuencia de la protéına en estudio con la secuencia de todas las protéınas de la base

de datos de PDB (Protein Data Bank). Las protéınas resultantes de estos alineamientos, se

denominan homólogos, en caso de que no se detecte ningún homólogo, la simulación se correr

en modo single-memory (memoria única) y solamente se utiliza como memoria los fragmentos

de la protéına de entrada de la simulación.

2.2.1. Modelo

Como se comentó AWSEM es un campo de grano grueso, a cada uno de los aminoácidos

que componen la protéına se los representa usando el modelo estructural de tres cuentas por

residuo (C�,C�,O) excepto para la glicina que carece de C�.
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Además utiliza un Hamiltoniano, definido por los siguientes potenciales de la ec.2.2:

Vtotal = Vbackbone + Vcontact + Vburial + Vhelical + VFM (2.2)

donde, el potencial de contactos (Vcontact), depende del tipo de aminoácido y del término

de interacción terciaria, actúa en pares de residuos que están a más de 10 residuos de dis-

tancia en la secuencia. El termino potencial de entierro (Vburial) al igual que el Vcontact son

obtenidos por optimización que maximiza la relación entre la temperatura de plegado y la

transición v́ıtrea (Tf/Tg). El potencial de hélice Vhelical es el término expĺıcito de los puentes

de hidrógeno, la fuerza de la interacción depende de la propensión helicoidal de los 2 residuos

que participan en la interacción. El potencial VFM es el término bioinformático que hace

uso de toda la información experimental de PDB, está compuesto de la suma de todos los

fragmentos alineados y la suma de todos los posibles pares de átomos C� y C� contenidos

en los fragmentos y separados por más de 2 residuos. Por último, el Vbackbone es el potencial

responsable de la geometŕıa del esqueleto de la protéına (ec. ??), este potencial esta definido

por el potencial VC� , el cual garantiza la conectividad de la cadena mediante una serie de

enlaces armónicos.

2.2.2. Coordenada Qw

A lo largo de las simulaciones la conformación de la protéına que se está analizando va a sufrir

cambios, esto se debe a la propia dinámica de la protéına. Para poder captar esos cambios

en las trayectorias de dinámica molecular se utilizó la coordenada Qw (ec. 2.3), el valor Qw

se utiliza para evaluar el grado de plegado y la similitud estructural de las conformaciones

de protéınas simuladas con sus estados nativos.

Qw =
1

Np

X
i

X
j

exp
�(ri;j � rui;j)2

2�2
i;j

(2.3)

Las posiciones de los aminoácidos i y j en la cadena polipept́ıdica se representan por los

sub́ındices de i y j. Np es el número total de pares (i,j). La distancia entre los C� de los

residuos i y j se representa con rui;j es la misma distancia pero medida en la estructura nativa
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de referencia. La constante �ij esta definida como (1 + ji � jj)0:15 que es la anchura de la

separación en secuencia de los residuos. Los valores que puede tomar Qw son entre 0 y 1. Un

valor de Qw cercano a 1 indica una conformación mas cercana al estado nativo y un valor de

Qw cercano a cero es una conformación desplegada.

2.2.3. Predicción de la estructura de las protéınas

Para todas las simulaciones de dinámica molecular que se corrieron en esta tesis se utilizó el

paquete de AWSEM-MD.

Las estructuras de las protéınas que se analizaron se descargaron de la base de datos de

PDB. Los correspondientes PdbIDs son, para la protéına de ankirinas diseñada con cuatro

repeticiones idénticas del consenso se usó el PdbID: 1N0R. Para I��� PdbID: 1NFI (para

generar el archivo que solo contiene 4 repeticiones se eliminaron manualmente las dos últimas

repeticiones), para P16 se usó PdbID: 1A5E y por último para la protéına Notch se utilizó

el PdbID: 1OT8.

También se usaron 3 modelos por homoloǵıa que se obtuvieron utilizando el software Mode-

ller (Webb y Sali, 2017) que genera modelos basados en una protéına que se denomina molde

(template). Fueron modelados utilizando como molde la protéına 1N0R, el primer modelo

contiene solamente 3 repeticiones idénticas del consenso, el segundo contiene 5 y el tercer

modelo contiene 6.

Se modificaron, del código fuente del AWSEM, algunos de los valores por defecto de los

parámetros definidos por el campo de fuerza para adaptarlos a los sistemas de protéınas

que fueron evaluados. Los parámetros modificados fueron: Enerǵıa del fragmento (defec-

to:20): se utilizó 16, Tamaño del fragmento (defecto: 9 aminoácidos): se usó 12, El

valor de temperatura a la cual se comenzó la simulación fue 1200 y el valor final 200, las va-

riaciones de temperatura se realizaron a lo largo de 16 millones de pasos. A modo de estimar

la Tf , que es la temperatura a la cual se observa una transición entre el estado plegado y

desplegado, es decir es el punto medio de la pendiente de transición entre ambos estados, se

analizaron los valores de Qw en función de la temperatura.

Luego de estimar la Tf , se realizaron simulaciones a esta temperatura y a otras temperaturas

cercanas a la Tf , usando el método de muestreo de Umbrella Sampling. Umbrella Sampling
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es un método computacional, que tiene como objetivo la exploración de las estructuras cer-

canas a un valor de Qw determinado. Los valores de Qw que se usaron fueron entre 0 y 1,

con intervalos de 0,05, es decir se que se muestrearon 21 valores de Qw. Para cada intervalo

de Qw se simuló el sistema durante 1.000.000 de pasos. Las 20 trayectorias obtenidas pa-

ra los diferentes sesgos de umbrella son integradas mediante el método WHAM (Weighted

Histogram Analysis Method), que es un método computacional que se utiliza para analizar

y calcular propiedades termodinámicas de sistemas f́ısicos, particularmente en sistemas en

equilibrio, como ĺıquidos, sólidos o sistemas biológicos (Kumar et al., 1992), obteniéndose de

esta forma los valores de Enerǵıa Libre proyectados en diferentes coordenadas como Qw y el

Radio de Giro (Rg). Se basa en la utilización de histogramas ponderados, en simulaciones

de dinámica molecular, se generan histogramas que representan la probabilidad de encontrar

el sistema en ciertos estados. El WHAM utiliza estos histogramas, pero los pondera para

dar más importancia a ciertas regiones del espacio de fase, corrigiendo aśı las fluctuaciones

estad́ısticas y los sesgos. Además es capaz de manejar múltiples ventanas de simulación con

diferentes condiciones termodinámicas (por ejemplo, diferentes temperaturas o presiones) y

combina los datos de todas las ventanas para calcular el perfil de enerǵıa libre final.

2.3. Construcción de la base de datos de Ankirinas

Al trabajar con grandes volúmenes de datos, cualquiera sea su tipo, siempre es necesario la

construcción de una base de datos que almacene toda la información contenida en los datos a

analizar. El modelo de base de datos que mejor se ajusta a nuestros datos son la de entidad-

relación (ER).

Modelo Entidad-Relación o ER: este tipo de modelos de bases de dato describe a los datos

como entidades, relaciones y atributos. Para poder entender como es la estructura de este

modelo hay que comprender los aspectos básicos del mismo. Entidades: es el objeto básico

del modelo ER, que puede ser un objeto con existencia f́ısica (por ejemplo, un producto, una

persona, etc.) o puede ser un objeto con una existencia conceptual (por ejemplo, una materia

de la facultad, un cargo laboral, etc.). Atributos: son parte de la entidad y cada entidad

tiene su atributo, es decir, son propiedades particulares que la describen. Por ejemplo, la
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entidad ALUMNO se puede describir por, su Nº de legajo, su nombres y apellidos, la carrera

que cursa y sus notas. Los valores que contienen los atributos que describen a cada entidad

son los datos almacenados en la base de datos.

Los atributos de las base de datos ER pueden ser de varios tipos simple o compuesto, mono

valor o multivalor, y almacenado o derivado. Los atributos se pueden utilizar para identificar

a cada entidad de forma uńıvoca la cual se denomina clave o llave primaria. Una llave

primaria puede estar compuesta por uno o más atributos de la entidad y tiene que cumplir

con el requisito de que identifica de forma única a cada fila de una tabla. También pueden

ser clave o llave foránea la cual identifica una columna o grupo de columnas en una tabla

que se refiere a una columna o grupo de columnas en otra tabla.

Y por último para que sea un modelo ER, tienen que existir relaciones entre las entidades,

es decir, que dos entidades pueden estar asociadas definiendo una relación mediante algunos

de sus atributos. Existen 3 tipos cardinalidades en una relación lo cual indica el número de

entidades con las que puede estar relacionada una entidad dada. Una a una: una entidad

de A está asociada únicamente con una entidad de B y una entidad de B está asociada solo

con una entidad de A. Una a muchas: una entidad en A está asociada con varias entidades

de B, pero una entidad de B puede asociarse únicamente con una entidad de A. Muchas a

Muchas: una entidad en A está asociada con varias entidades de B y una entidad en B está

vinculada con varias entidades de A.

2.3.1. Base de datos de ankirinas

Siguiendo los pasos descriptos anteriormente, diseñamos y construimos una base de datos

ER que contiene datos de secuencias de protéınas y genómicos, aśı como también todas

las anotaciones disponibles en las bases de datos de UniProt KB, GenBank y EMBL, para

todas las protéınas con repeticiones de ankirinas detectadas usando el método descripto en

(Galpern et al., 2020). En la figura 2.2 se puede ver el diagrama de Entidad-Relación de

nuestra base de datos. La base de datos contiene 8 tablas en las cuales están almacenadas,

las secuencias de protéınas y genómicas, anotaciones sobre los exones e introness, organismos,

IDs correspondientes a las bases de datos biológicas de donde fueron descargados los datos,

entre otras.
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Figura 2.2: Diagrama de Entidad-Relación de nuestra base de datos de ankirinas.

Descripción general de la base de datos

Se descargaron de la base de datos de UniProt KB (Consortium, 2019) las secuencias de pro-

téınas, anotaciones como, el tipo celular (Procariota, Eucariota, Virus y archea), el TaxID

(identificación del organismo según su taxa), Pfam (ID de la familia de protéına) y el largo

de la secuencia, estos atributos pertenecen a la tabla ANK Entry. Se descargaron de las

bases de datos de EMBL (Kanz et al., 2005) y GenBank (Sayers et al., 2019) las secuencias

de genes, anotaciones de la localización de los exones e intrones, localización del gen en el

cromosomas (Locus Tag), una breve definición, el ID del gen, el largo de la secuencia codifi-

cante y se almacenaron en las tablas ANK EMBL y ANK GenBank. Se generó una tabla,

llamada ANK Repeats, con las anotaciones de las posiciones de comienzo y de fin de cada

repetición. Y por último con las anotaciones sobre las posiciones de comienzo y fin de cada

repetición, generamos otra tabla, llamada ANK GenSeqRepeat, que contiene la secuencia

de protéınas de cada repetición y su correspondiente secuencia génica. Todas las tablas se

relacionan a través del atributo llamado UniProtID que es la identificación de cada protéına

almacenada en la base de datos de UniProt. Una vez diseñado el diagrama de ER de la base

de dato se la construyó usando un motor de MySQL. Mediante el uso de stripts en Python 2,7

se descargaron de las bases de datos biológicas previamente descriptas, todos los datos que
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luego fueron almacenados en las tablas correspondientes. La base de datos está almacenada en

https://drive.google.com/file/d/1IKmHeKlcv bJO297rhg2TWUgCwI4FGUe/view?usp=sharing.
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Caṕıtulo 3

Diseño, desarrollo, implementación y

testeo de herramientas

bioinformáticas para el análisis de

patrones energéticos de protéınas

3.1. FrustratometeR: implementación del Protein Frus-

tratometer como un paquete de R

En el marco de esta tesis, hemos implementado la herramienta del Protein Frustratometer

como un paquete R, al cual llamamos FrustratometeR. Uno de los motivos principales del

porqué se implementó como un paquete de R es debido a que la última versión stand alone

del algoritmo está programada en Perl, un lenguaje de programación que está casi obsole-

to y además la implementación como un paquete de R es más fácil de instalar, de usar y

de agregar nuevas funcionalidades. FrustratometeR no solo calcula la frustración energética

local en estructuras proteicas, sino que además ofrece la posibilidad de analizar la frustra-

ción en trayectorias de de simulaciones de dinámica molecular y evaluar el efecto de las

variantes de aminoácidos. En las figuras 3.1 y 3.2, se muestra un resumen las funcionalida-

des del FrustratometeR y el código mı́nimo necesario para generar los gráficos de la figura
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3.2C. Se puede instalar y correr en una computadora personal, en supercomputadoras o

clusters, la implementación del paquete de R está disponible en un repositorio de GitHub:

https://github.com/proteinphysiologylab/frustratometeR. En las siguientes secciones se de-

tallaran las funciones principales del FrustratometeR.

Figura 3.1: Frustración en I�B� (PDB ID 1NFI, F). (A) Mapa de contactos, gráfico 5Adens
y representación pymol. (B) Frustración de I�B� en complejo con Nf�B (cadenas A, B, F).
(C) Cambios de frustración al mutar un residuo espećıfico a todas las alternativas canónicas
de aminoácidos. Eje X: se muestran todos los residuos que interaccionan con el residuo de
interés para todos los mutantes. Eje Y: se muestran los valores de frustración y se colorean en
función de su clasificación de frustración. La variante nativa aparece en azul. Cada mutante
está representado por su código de aminoácido de 1 letra para identificar a qué variante
corresponde.

En las siguientes secciones y caṕıtulos de esta tesis, se utilizarán todas las nuevas funcio-

nalidades del FrustratometeR, en diferentes protéınas y familias de protéınas, para realizar

diferentes tipos de análisis de la frustración local.

3.1.1. Funciones del FrustratometeR

Calculo de la frustración

En la figura 3.3 se muestra como es el flujo de trabajo de la función calculate frustration() la

cual calcula la frustración de una estructura proteica y también se muestran las funciones para

generar los gráficos necesarios para visualizar los resultados. La función calculate frustration()
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Figura 3.2: Frustración en I�B� (PdbID 1NFI, F). (A) Se identifican los residuos que vaŕıan
su frustración a lo largo de los fotogramas en simulaciones de dinámica molecular basándose
en sus valores de frustración media y rango dinámico. B) Los residuos variables se conectan
entre śı en una red de correlación que luego se agrupa para encontrar módulos con un com-
portamiento dinámico similar. C) Valores de frustración en función del tiempo (fotogramas
de simulación) para residuos representativos en los Clusters 1-7. Cada uno de los clusters
contiene residuos, que a lo largo de una trayectoria de dinámica molecular, en cada foto-
grama, tienen una frustración similar (Ver Anexo para visualizar en detalle cada uno de los
clusters). Por ejemplo, todos los residuos que conforman el cluster 1, comienzan con un ı́ndice
de frustración neutro y luego, a lo largo de la simulación, su ı́ndice de frustración cambia
a mı́nimamente frustrado. Dado que la entrada procede de una simulación, los residuos se
renumeran consecutivamente desde 1 y no como en el PDB original.

(Fig. 3.3) es la que calcula la frustración local a partir de un PdbFile o PdbID de una es-

tructura proteica, creando un “Objeto de Frustración del Pdb” que se utiliza para generar
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visualizaciones, obtener datos de frustración y otros procesos cómo analizar mutaciones pun-

tuales. El PdbFile puede ser descargado de PDB (Protein Data Bank) o también pude ser

un modelo de protéına (obtenido por AlphaFold2 (Jumper et al., 2020), Meta AI (Lin et al.,

2023) o cualquier otra herramienta de predicción de estructura de protéınas). Usando esta

función se puede calcular la frustración en los tres modos (con�gurational, mutational o sin-

gleresidue, ver métodos), la generación de los gráficos, en este caso es opcional, a diferencia

de la versión Protein Frustratometer del servicio web que son generados automáticamente.

Los cálculos y pasos para calcular la frustración a partir de un Pdb se encuentran detallados

en la sección de Métodos.

El código mı́nimo necesario para calcular la frustración es:

Figura 3.3: Flujo de trabajo de la función calculate frustration() que se utiliza para calcular la
frustración local. En verde los objetos de frustración, en rosa procesos principales, en celeste
otros procesos, en naranja obtención de datos y en magenta visualizaciones.

library(frustratometeR)

calculate_frustration(PdbFile = PdbFile, Mode = Mode, Chain = Chain,

46



Electrostatics_K = Electrostatics_K, SeqDist = SeqDist,

ResultsDir = ResultsDir, Graphics = Graphics, Visualization = Visualization)

Los parámetros usados son, PdbFile es el PdbID, Mode es el modo de frustración por defecto

se calcula el configurational, Chain es la cadena si este parámetro se omite la frustración

se calcula para toda la estructura, Electrostatics K su valor por defecto es NULL pero si se

utiliza un valor numérico se creará un nuevo término en el hamiltoniano, que tendrá en cuenta

las interacciones electrostáticas para calcular la frustración. SeqDist separación en secuencia

utilizada para calcular las densidades locales de los aminoácidos por defecto es 12, ResultsDir

es el directorio en donde se almacenarán los cálculos y gráficos, Graphics los valores posibles

son True o False, en caso de usar True se generarán todos los gráficos, en caso contrario se

usa False y por último Visualization al igual que Graphics los valores son True o False, en

caso de usar True se generarán todos los scripts de visualizaciones.

Medición de la frustración de mutaciones puntuales

El diagrama de la figura 3.4 muestra que a partir del objeto Frustración del Pdb obtenido

al ejecutar calculate frustration(), explicado en la sección anterior, se pueden analizar las 20

posibles variantes de aminoácidos en una determinada posición. Para calcular la medición

de la frustración de mutaciones puntuales, primero se calcula la frustración de la protéına

nativa en uno de los tres modos de frustración. Luego, usando la función mutate res() (Fig.

3.4), utilizando el ı́ndice de frustración especificado previamente en calculate frustration() se

genera un modelo de la protéına para cada una de las 19 mutantes posibles y vuelve a calcular

la frustración con calculate frustration(), pero ahora de la protéına mutada. Se implementan

dos modos para generar los mutantes: threading (no modifica las coordenadas del backbone)

y Modeller (realiza una optimización energética generando un modelo de homoloǵıa con

Modeller (Webb y Sali, 2017)). Los resultados obtenidos pueden ser visualizados en gráficos

como que se muestran en la figura 3.4.

El código mı́nimo necesario para calcular la predicción de la frustración para el ı́ndice

con�gurational para una mutación puntual es:

library(frustratometeR)

Pdb_conf <- calculate_frustration(PdbID = PdbID, Chain = Chain,
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Figura 3.4: Flujo de trabajo de la función mutate res() que se utiliza para calcular la predic-
ción de la frustración de mutaciones puntuales. En verde los objetos de frustración, en rosa
procesos principales y en magenta visualizaciones.

Mode = "configurational")

Pdb_conf <- mutate_res(Pdb = Pdb_conf, Resno = NoRes, Chain = Chain)

Los parámetros para la función calculate frustration() ya fueron detallados en la sección

anterior. Para la función mutate res() Pdb es el calculo de la frustración obtenida con cal-

culate frustration() y almacenada en Pdb conf, Resno es el número del aminoácido para el

cuál se quiere calcular la predicción de la frustración y Chain es la cadena en donde está el

aminoácido de interés.

Análisis de la frustración local en simulaciones de dinámica molecular

El diagrama de la figura 3.5A muestra cómo, a partir de un directorio que contiene las

estructuras de cada fotograma de una simulación de dinámica molecular (MD), la frustración

local puede ser analizada con la función dynamic frustration(). Para ello, primero se genera

un objeto de frustración de la simulación que puede utilizarse para obtener visualizaciones y
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otros procesamientos. Para crear este objeto de frustración, la función dynamic frustration(),

calcula la frustración para cada uno de los fotogramas en el directorio, usando la función

calculate frustration(). Si el modo de frustración seleccionado es con�gurational o mutational,

además genera un archivo en formato GIF juntando todos de los mapas de contacto de cada

fotograma. En este GIF se puede ver no solo como vaŕıan los contactos sino también como

cambia la frustración de los contactos a lo largo de la simulación.

El código mı́nimo necesario para calcular la frustración de una simulación de dinámica

molecular para el ı́ndice con�gurational es:

library(frustratometeR)

OrderList <- c("pdb1,pdb", "pdb2,pdb", .... ,"pdbn.pdb")

Dynamic_conf <- dynamic_frustration(PdbsDir = PdbsDir, OrderList = OrderList,

ResultsDir = ResultsDir)

Los parámetros PdbsDir y ResultsDir ya fueron explicados, OrderList es la lista secuencial

de los fotogramas de una MD.

El diagrama de la figura 3.5B muestra uno de los posibles procesos de un objeto de frustración

de la simulación obtenido con dynamic frustration(), la función dynamic res() se utiliza para

analizar la frustración de un determinado residuo a lo largo de una MD, esto devuelve un

objeto de frustración de la dinámica modificado, añadiendo los datos resultantes del proceso.

Esta función se puede utilizar para visualizar espećıficamente como cambia la frustración de

un solo residuo a lo largo de una MD. Si el modo de frustración calculado es con�gurational o

mutational utilizando la función plot dynamic res 5adens proportions(), mediante un gráfico

se puede observar como cambia la frustración alrededor de de una esfera de 5Åde un residuo

en particular a lo largo de una MD. Por otro lado si el modo de frustración calculado es

singleresidue utilizando la función plot res dynamics() se puede observar como cambia la

frustración a nivel de residuo único de un residuo en particular a lo largo de una MD.

Otro de los procesos que pueden aplicarse al objeto de frustración de la simulación obtenido

con dynamic frustration(), es detect dynamic clusters() que encuentra grupos de residuos con

dinámicas de frustración similares. La función detect dynamic clusters() modifica el objeto

de frustración de la simulación para que pueda ser utilizado para obtener la información

de los clusters y múltiples visualizaciones. Los residuos que se van a agrupar en clusters
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Figura 3.5: Flujo de trabajo de las funciones, A)dynamic frustration() y dynamic res() que
se utilizan para analizar la frustraci�on de simulaciones de din�amica molecular. En verde los
objetos de frustraci�on, en rosa procesos principales, en celeste otros procesos y en magenta
visualizaciones.

se de�nen por residuos que cumplen con dos condiciones, primero que el valor de la media

de frustraci�on del residuo supere el umbral de�nido enFiltMean (por defecto es 0.15) y
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que el rango din�amico sea mayor al umbral de�nido enMinFrstRange (por defecto 0.7),

para mayor detalle ver el c�odigo necesario para calcular la frustraci�on de una simulaci�on

de din�amica molecular. Para todos los residuos que superen estos dos �ltros se calcula un

an�alisis de componentes principales (PCA), el par�ametroNcp se utiliza para de�nir cu�antos

componentes se conservan (valor por defectoNcp=10). Los valores de correlaci�on se calculan

(utilizando el test de correlaci�on despearman por defecto o tambi�en se puede seleccionar

pearson) en el espacio PCA entre todos los pares de residuos. El par�ametroMinCorr de�ne

qu�e coe�cientes de correlaci�on se mantendr�an para de�nir que dos residuos est�an conectados

en la red. La matriz de adyacencia resultante se utiliza para generar un grafo no dirigido y el

m�etodo de agrupaci�on deLeiden (Traag et al., 2019) para detectar losclusters. El par�ametro

LeidenResolde�ne la resoluci�on a la que se detectar�an losclusters (valor por defecto 1.00).

Dicho en otras palabras losclustersson residuos que presentan cambios correlacionados en su

frustraci�on energ�etica local y variantes a lo largo de una trayectoria de din�amica molecular.

En la �gura 3.6 se muestra el 
ujo de trabajo de la funci�on.

El c�odigo necesario para calcular la frustraci�on de una simulaci�on de din�amica molecular

para el ��ndice singleresiduees:

library(frustratometeR)

OrderList <- c("pdb1,pdb", "pdb2,pdb", .... ,"pdbn.pdb")

Dynamic_sing <- dynamic_frustration(PdbsDir = PdbsDir, OrderList = OrderList,

ResultsDir = ResultsDir, Mode = "singleresidue")

Dynamic_sing <- detect_dynamic_clusters(Dynamic = Dynamic_sing, CorrType = "spearman",

FiltMean = 0.15, MinFrstRange = 0.7, MinCorr = 0.95)

Los par�ametros utilizados en esta funci�on ya fueron explicados.

3.2. FrustraEvo: Una herramienta para estudiar los pa-

trones energ�eticos en familias de prote��nas

FrustraEvo es una herramienta que calcula la conservaci�on de la frustraci�on local, es decir,

calcula la conservaci�on de los patrones energ�eticos de la frustraci�on local para prote��nas re-
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