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RESUMEN.

ANTECEDENTES: Comprender las interacciones entre patogenos y hospederos en las enfermedades de cardcter infeccioso son todavia un
permitirfa la formulacién de tratamientos, vacunas, métodos de control y prevencion de la enfermedad. Se han catalogado ciertos tipos de
interaccién, motivos de interaccién y motivos lineales. Teniendo en cuenta, que los motivos lineales son cortos y pueden evolucionar
répidamente en proteinas virales. El objetivo de este trabajo es desarrollar, una metodologia de caracterizacién quimica in silico que pemrita
determinar interacciones tipo proteina-proteina tipo dominio-motivo para el estudio de interacciones hospedero-patégeno.

RESULTADOS: Se desarrollé una metodologia para encontrar caracteristicas estructurales comunes entre interacciones virus-hospedero. Se
aplicé la metodologia con un conjunto de interacciones entre una proteina viral y una proteina del hospedero, para las que existe el modelo
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estructural en la base de datos PDB, arrojando los siguientes caracteristicas: 1) las estructuras que interactian son “a-helix”, “B-sheets”y “loops”,
que se pueden verificar por medio de analisis como Area Superficial Accesible de Solvente (SASA), 2) cuando hay presencia de una “B-strand”
esta interacciona con una “B-strand” formando una “B-sheet” entre el hospedero y el patégeno, 3) un “loop” en cualquiera de las dos proteinas
va enlazado ala interaccién con un “a-helix”, 4) la SASA permite determinar los tipos de enlace encontrados, siendo los que tienen menor valor
los que se encuentran mas anclados en la interaccién, 5) por medio de la medicién de distancia del contacto de cada aminoécido del péptido
viral con la proteina hospedera se pudo determinar los tipos de enlace quimico que favorecen dichas interacciones, 6) los grupos ionizables son
determinantes para la estabilidad de la interaccién, 7) el pH 6ptimo para el minimo de estabilizacién de cada interaccién difiere del valor de
punto isoeléctrico. Ademds, se realizé un andlisis estadistico del contenido de aminodcidos en las secuencias de las zonas de interaccién tanto

para hospederos como patégenos virales.

CONCLUSION: Se desarrolls una metodologia de caracterizacion In-Silico de interacciones proteicas hospedero-huésped, por medio de
descriptores fisico y bioquimicos, con la cual se pueden entender las interacciones proteicas tipo dominio-motivo, desde el punto de vista
quimico-estructural. Estas ocurren en dreas con alta accesibilidad en las proteinas, sobre todo en su superficie periférica. Estas interacciones de
caricter superficiales se da gracias a la presencia de ciertos tipos de enlace como lo son: enlace de hidrégeno, enlaces de puentes salinos, enlaces
de Van der Waals. El anclaje que se da para genera las interacciones entre hospedero y huésped de tipo viral, se da gracias a residuos con baja
accesibilidad de solvente. El pH es un factor determinante para este tipo de interacciones debido a que dispone todo el ambiente para que la
interaccién hospedero-patégeno se genere de forma estable. La presencia de ciertos aminodcidos como la fenilalanina, el 4cido glutimico y
otros, definen la naturaleza quimica de las secuencias, las estructuras secundarias, en consecuencia, de las interacciones.

PALABRAS CLAVE: Interacciones Hospedero-Patdgeno, Virus, PDB, PANDAS, REGULEX, PYMOL, SASA, Propka.
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1. INTRODUCCION.

Las caracteristicas de las interacciones entre proteinas
dentro del mismo hospedero (interacciones endégenas) han
sido ampliamente estudiadas. Sin embargo, las interacciones
entre hospedero-huésped (interacciones exégenas) atin son
objeto de estudio, para ello se han implementado estrategias
de caricter experimental y de cardcter computacional para
hacer el proceso mas 4gil, sin embargo, siguen siendo un tema
de gran interés para la investigacién en ciencia actual. '

Las interacciones hospedero-huésped se han
convertido en objetos de total interés dentro de la
investigacién de sistemas bioldgicos debido a su importancia
en la identificacién de los mecanismos subyacentes a la
enfermedad.’Los logros en la identificacién de estos han
permitido que se den avances en el desarrollo de vacunas,
firmacos antivirales, disefio de terapias y otros medicamentos
para el control, manejo y prevencion de las enfermedades.’*
Sin embargo, la escasez de datos experimentales y tedricos
sobre las interacciones de los patégenos (huésped) en los
hospederos (ser humano) han dificultado la investigacion en
este campo.

La necesidad de conocer este tipo de mecanismos de
interaccién se da primordialmente, por la idea de intentar
solucionar el problema que ocasionan, enfermedades de tipo
infeccioso. La formulacidn de tratamientos, vacunas u otros
métodos de control de una enfermedad generada por
patégenos, se basan primero en el descubrimiento del
mecanismo de interaccion del patégeno con el hospedero.
Siguiendo este orden de ideas, se ha identificado que las
interacciones motivo-dominio, son las principales agentes
causales en la génesis de las enfermedades infecciosas.® Los
motivos lineales, son pequefios segmentos conservados, de
estructuras secundarias de las proteinas, compuestos por
aminoécidos o secuencias de nucleétidos. 5

Ahora bien, Los virus como los patégenos de los que
mas de los que es necesario en entender el mecanismo de
interacci6n con las proteinas hospederas sean de humanos o
de otros tipos de especies, tienden a copiar los mecanismos
celulares intrinsecos responsables de inhibir, sedalar y
prevenir enfermedades de tipo infeccioso. ° Estos al copiar las
mismas estructuras de las interacciones endc’)genas, (entre
proteinas del mismo hospedero) generan asf interacciones
exégenas muy similares a las primeras; y traspasando los
puntos de control del hospedero y generando asi,
enfermedad. Sin embargo, hay algo que permite encontrarlos
en las secuencias de interaccion, los motivos lineales. 7!42

Los motivos se relacionan directamente con los
dominios, que son estructuras terciarias y modulares de las
proteinas, haciendo que esta relaciéon motivo-dominio entre
huésped y patdgeno sea eficaz."'>'* Es por ello, que la
caracterizacion del comportamiento quimico de estds
interacciones permite un entendimiento mas fino del porque
se dan estas. Adicionalmente, la geometria del lugar de
reconocimiento y las reacciones involucradas favorecen los
mecanismos de produccion de enfermedad, en el momento el
que el patégeno interacciona con el hospedero. Como
objetivos adicionales se pretenden encontrar patrones a nivel

estructural dentro de los sitios de reconocimiento en las

proteinas y caracterizar la estructura del motivo y su entorno.
515,16

La naturaleza quimica de una interaccién proteina-
proteina no sélo depende de las estructuras primarias y
secundarias encontradas; esta depende de los tipos de enlace
que presenta la interaccién que, en general, son de tipo enlace
de hidrégeno, interaccidn electrostatica, interacciéon de Van
der Waals, entre otras. "~ Estas interacciones por tipos de
enlace son copiadas por los virus casi de manera idéntica.

Los ambientes donde se desarrollan las interacciones
son también muy importantes para generar una estabilidad en
esta, el pH es el factor determinante y el mds variable del
ambiente de interaccién dentro de un sistema como lo es el
cuerpo de un hospedero, debido a que condiciones como
temperatura y presion realmente no son muy variables. Sin
embargo, el factor pH segin el lugar donde se dé la
interaccion varia, es por ello que se debe tener en cuenta enla
estabilidad energética de la interaccién, adicionalmente, el
punto isoeléctrico también ayuda a determinar como se dala
interaccién y como es el comportamiento tanto de la proteina
hospedera como de la proteina viral.

En este documento se presenta la caracterizacién
quimica via computacional o In-Silico de veintidds
interacciones proteina-proteina tipo dominio-motivo para el
estudio de la actividad patégeno-hospedero en médelos
virales. A través de caracterizacion de estructuras
tridimensionales de veintidds interacciones hospedero-
patégeno viral, las cuales fueron identificadas, caracterizadas,
analizadas y de ellas se pudo inferir un tipo de caracteristicas
quimicas en comun

Todo esto se realiz6 haciendo uso de diversas
herramientas bioinforméticas como algoritmos, software,
bancos de datos y librerias de analitica de datos.



2. METODOLOGIA.

Para la realizacion de la caracterizacion quimica de diversas
interacciones patdgeno-hospedero en modelos virales haciendo uso
de un método computacional, el proceso fue dividido en tres etapas
fundamentalmente; la primera etapa fue la caracterizacién primaria de
las estructuras tridimensionales de las interacciones patégeno-
hospedero y su entorno molecular. La segunda etapa, consistio en la
identificacién y caracterizacién de las interacciones candidatas
teniendo en cuenta la forma de enlace, expresion regular y anclaje del
patdgeno en el hospedero. La tercera etapa, se basé en la inferencia de
caracteristicas quimicas en comun presentes en las interacciones
previamente estudiadas y caracterizadas.

La primera etapa, caracterizacién primaria de las estructuras
tridimensionales de las interacciones se realiz6 obteniendo las
interacciones candidatas, las cudles podrian ser muchas, pero el
criterio de eleccion fue la busqueda de motivos lineales y la presencia
de estructura tridimensional de la interaccién. El motivo lineal
contribuye a la formacién de la estructura terciaria, sin necesidad de
experimentar cambios, ademds, que poseen funciones primarias en los
dominios globulares de diversas proteinas. Estis son estructuras
conservadas, dependen tnicamente de su estructura primaria o de
aminoécidos y no de su contexto de estructura terciaria. ® La base de
datos ELM (Eukaryotic Linear Motif Resource)®! permite usar el
criterio de motivo lineal como la herramienta para encontrar
interacciones candidatas y proveer con gran exactitud el motivo
interaccionante, ademds de la estructura tridimensional que
representa la interaccién. Estas ultimas, pueden ser visualizadas como
formatos PDB. Los formatos PDB, permite observar las interacciones
patdgeno hospedero por medio de una interfaz gréfica en un software.

ELM provee las interacciones candidatas y permite filtrarlas tanto
por expresion regular como por la presencia de estructura
tridimensional, ambos criterios que fueron de vital importancia para
esta investigacion, siendo este tltimo el mds importante, la presencia
de una estructura tridimensional (ya modelada), este dltimo serd el
criterio principal para determinar las interacciones candidatas El
proceso de filtrado se realizé haciendo uso de la libreria de Andlisis de
Datos, PANDAS, escrita en lenguaje Python, que permiti6 determinar
la ausencia o presencia de archivo PDB y asi las candidatas analizables.
Las interacciones candidatas patdgeno-hospedero en modelos virales
caracterizadas y filtradas terminaron correspondiendo a 22
(veintidés) estructuras. Las expresiones regulares proporcionadas por
labase de datos fueron verificadas por medio de la herramienta virtual,
“regulex” (https:/ /jex.im/regulex/# flags=&re=%SBPSAT%SD.%5BQE%SDE ) la cual es
una herramienta escrita en dos lenguajes de programacién PEARL y
Java Script que permiten determinar en un lenguaje simple, las
expresiones regulares que poseen los motivos lineales.

Ahorabien, la caracterizacién primaria de las estructuras candidatas
y su entorno molecular se realizé haciendo uso de una interfaz gréfica

como lo fue el software PyMol**>*

que permite la interaccién entre
una consola que permite interaccionar con el ambiente de comandos
en lenguaje Python y una interfaz grifica que muestra todos los

resultados y cambios que se van realizando.

Para la localizacién de las expresiones regulares previamente
obtenidas en la base de datos y verificadas con REGULEX, se ejecuta
el algoritmo instalado en el programa “findseq.py” el cual permite
localizar en la secuencia de datos de la interaccidn sefialar los sectores
donde se encuentra la expresion regular y conjunto a esto se puede
observar en la interfaz gréfica sefalada las zonas donde se encuentra el
motivo lineal. Este es sefialado y delimitado tanto en secuencia como
en la estructura tridimensional. Posteriormente, se determinan los

puntos de interaccién del motivo lineal del patégeno con la proteina
del hospedero, las zonas de contacto y luego se determina la superficie
accesible de solvente (SASA) ejecutando el algoritmo, SASA.py”,
instalado, también en el software Pymol.

La segunda etapa, consistio en la identificacion y caracterizacion de
las interacciones candidatas teniendo en cuenta la forma de enlace, la
expresion regular y el anclaje de los aminodcidos a la proteina del
hospedero. Para ello, primero se identificaron primero las secuencias
de interaccién tanto del patégeno o virus y la secuencia donde se
ejercia lainteraccién en el hospedero, sefialdndola en la interfaz gréfica

1.22 Al determinar esta secuencia, se determina la estructura

de Pymo
primaria de estas y se procedid a realizar el andlisis de SASA por
aminodcido. Este ultimo, s6lo se realiza a la estructura primaria del
virus o patégeno; este permite determinar los sitios de anclaje del virus
y asi los puntos donde se debe hacer mds hincapié para buscar

conexiones y puntos de contacto.

En este orden de ideas, el hallar los puntos de anclaje y contacto més
determinantes del virus permitié determinar aquellos aminodcidos
que tenian mayor enlace con el hospedero y asi determinar la
naturaleza quimica de estos, entonces, ejecutando el algoritmo,
instalado en PyMol, “measurement” determiné por medio de distancia
intermolecular la naturaleza quimica de los enlaces formados entre el
virus y el hospedero. Asi también, la clasificacién de estos enlaces en
tres tipos, enlaces de Van der Waals, enlaces de hidrégeno y enlaces de
puente salino.

Cabe aclarar que los algoritmos usados en la primera y segunda
etapa de caracterizacion de las estructuras candidatas se encuentran
ambos en PyMol y son proporcionados por las bases de datos del
programa, en algunos casos, como el “findseq.py” fueron modificados
debido a que no compilaban algunos datos.

La tercera etapa, estuvo dada por el estudio de los resultados
obtenidos anteriormente en etapas uno y dos, para asi generar una
inferencia de caracteristicas quimicas comunes de las interacciones;
sin embargo, se realizaron otros andlisis para asi encontrar més
evidencia de la relacién en comun en estas. Para ello se ejecuta el
algoritmo “Propka’, tanto en el software Pymol, como en el software
VMD y en la herramienta en linea “PDB2PQR™ server”
(http://apbs.poissonboltzmann.org/pdb2pqr ) la cual arrojaba al final de la
ejecucion un archivo “.propka” el cudl al final proporcionaba datos de
punto isoeléctrico, pH de estabilizacién y energia de estabilizacion.

Los archivos pKa, leidos en el software VMD, permiten visualizar
graficas de estabilizacion energética y la gréfica de punto isoeléctrico,
obtenida gracias a la optimizacién del algoritmo “Propka” que por
medio de la simplificacién de algunas interacciones permite obtener
los datos previamente mencionados y muchos otros. 2¢ Por ltimo, la
determinacion de caracteristicas quimicas se basé en un andlisis
descriptivo estadistico de la presencia o ausencia de los aminoécidos
en las estructuras primarias tanto de virus como del hospedero, el
andlisis permiti6 por medio de observacion bésica determinar algunas
caracteristicas quimicas importantes para estudiar a futuro otras
interacciones virus-hospedero.



3. RESULTADOS

3.1. Clasificacion de estructuras candidatas y sus
expresiones regulares.

Las interacciones candidatas fueron seleccionadas a
partir de la base de datos ELM, teniendo en cuenta dos criterios, la
expresion regular y la presencia de una estructura tridimensional
de la interaccién, como se puede observar en la tabla 1. Las
interacciones se filtraron usando la libreria de data analitica
PANDAS instalada en la terminal de Linux, teniendo en cuenta el
criterio de presencia o ausencia de formato PDB, como se
evidenciar en la tabla 1.

En la tabla 1, también se puede observar que las
interacciones candidatas tienen hospederos diversas proteinas
involucradas en diversos procesos y diversos tipos de virus.
Adicionalmente, las expresiones regulares, que posteriormente
corresponden a motivos lineales, encontradas en la base de datos
difieren de los verificados y obtenidos por medio de la herramienta
REGULEX, principalmente, ala que la obtencion de una expresion
regular responde a la probabilidad de encontrar el motivo lineal.
Estos, actualmente, ain no son ficilmente predecibles en un
contexto de experimentacion tanto computacional como in vivo.

Los motivos lineales son elementos cortos y pequefos
que se encuentran en grandes proteinas y operan en sitios de
regulacion, por lo general, se encuentran conservados y aunque
intervienen en los procesos no hacen que su presencia genere un
cambio significativo en la estructura terciaria tanto de la proteina
como de la interaccion; en bioinformdtica existen tres métodos
para determinar los patrones de conservacion, Los perfiles HMMs,
Las redes neuronales artificales y las expresiones regulares,
asociadas a motivos lineales que son faciles de encontrar. ©

Las expresiones regulares de los motivos lineales
permiten determinar ficilmente la posiciéon de una de las dos
partes interaccionantes, en los virus, estas se encuentran
conservadas por el modelo de mimica de los virus a las
interacciones proteina-proteina del hospedero, por tanto, se puede
encontrar el punto de encuentro del virus ficilmente teniendo en
cuenta la expresion regular.

Cabe resaltar, que las expresiones obtenidas por
REGULEX, se refinaron y también se contrastaron con la literatura
existente de cada una de las interacciones y asi se obtuvieron con
mayor exactitud y precision para su posterior trabajo con ellas.

Tabla 1. Interacciones patégeno hospedero, candidatas a estudio de caracterizacién quimica con su correspondiente expresion regular. 2-°

Complejo de interaccion Patogeno-Hospedero PDB EXPRESION REGULAR (ELM) EXPRESION REGULAR (REGULEX)
Calcineurina en complejo con dominio inhibidor de PLIT
calcineuring de la proteina del Afiican Swine Fever 4F0Z PIPIEPIIVIPP]
LV.
AZ3EL
- - ; —
Complejo del dominio ;gﬁi?.USPT con &l péptido YY6 P E[P] PP EsS
. RI'DE]{0,2){*DEPG)([ST])(([FWYLMV].)|([*PRIKGN]P Motiva general: LR.A
-3 Il
1433 ZetalFosfopepido complejado. 1055 J{PPRIKGN] 2 VILMPWYP]) Motivo Putativo: RS PSP
Estructura de Rotavirus NSP1 enlazado con [RF-3 5JER [VILPF].{1,31L1(S) PLLLISS
Complejo AL\X-AIPL(PICLJ.FJSTIV% Daminia tardio R LMYP. LU YR LL
Complejo ALIX-AIP1 CON HIV-1 Dominio tardio 2R03 [LM]YP.[LI] [LM]YP.[LI]
MAGI-1 PDZ-1/ EBCT 2KPL ...[ST).JACVILF]S (ST).(VIL)
MAGI-1 PDZ1 enlazado con el péptido C-terminal 2004 ..[ST]JACVILF]5 (ST).VIL)
Sap97 PDZ2 enlazado con el Péptido C-Terminal 210L ..[ST]JACVILF]S (ST).(VIL)
Sapd7 PDZ3 enlazado con el Péptido C-Terminal 2101 ..[ST]JACVILF]S [ST).(VIL)
hDLG/Sap97 PDZ2 en complejo con péptido HPV- 2008 ..[ST)JACVILF]3 (ST).(VIL)
Retinoblastoma packet en complejo con SVAD 1GH ([DEST]I).{0 4YL1].C.E.{1 4}FLMIVAWPHY].{0,8}[D 1L1.C.[DE]
Large T Antigen ESTIS) -
Proteina no estructural Fle Coronavirus MHV de tipo 2GTH ([DEST]").{0.4)[LI).C.E.{1 4}[FLMIVAWPHY].{0.84[D L€ 0]
salvaje nps1s ESTIS)
Retinoblastama pocket enlazado con E7 motivo ([DEST]").{0.4)[LI).C.E.{1 A}[FLMIVAWPHY].{0.84[D
LxCoE 1GUX EST]S) [LI.C.[DE]
Dominio de Retinoblastoma Pocket en complejo IRTG LMV [LMI[FY]D. [LIH.L[YF]
Proteina HIV-1 NEF en complejo can Dominio R961 1EFN P_PIKR] PP
Estructura del complejo entre el dominio humano 1CYZ FQ.D P.QTS0)
Dominio Mouse Itch 3rd WW enlazado con Péptido
derivado de Ia proteina 2A de la membrana latente 08 PRY Pa.D
Estructura de Ia glicoproteina de la envoltura del 2HG0 (N*PIIST].. W.ST
Dominio C-Terminal de la subunidad PB2 de la [KRKR]{7 A5} *DEJ(K[RKIIRK)([*DEJHRII[KR][
polimerasa del virus de la influenza A en complajo 2a “DE]))[*DE] (KRIKR][R]
Importina Affa de ratdn en complejo con péptido Q1T ["DE]((KIRK])IRK)[KRP][KR][*DE] [KR][KR].[KR]
Dominios similares a ubiquitina USPT en 4WPH K.K K.K




3.2. Caracterizacion primaria de las estructuras
candidatas por medio del software PyMOL.

3.2.1. Localizacion de motivo lineales y determinacion
puntos de interaccion en hospedero y en patégeno.

PyMOL es un software escrito en lenguaje Python y Biopython,
de licencia libre, que tiene entre sus principales caracteristicas una
interfaz gréfica intuitiva y ficilmente manejable para el usuario y
que brinda una facilidad por medio de la ejecucién en consola de
diferentes algoritmos escritos en lenguaje Python ser ejecutados y
asi poder estudiar entornos moleculares ademas de interacciones
como las presentadas en esta investigacién. »

La caracterizacién primaria de las estructuras candidatas se
realizé por medio de su estructura tridimensional en formato PDB,
en el software con interfaz grifica Pymol, este a usar algoritmos
como Findseq.py ejecutado en la consola y agregando la expresion
regular verificada por REGULEX en un lenguaje mas simple, se
pudo determinar el punto de interaccién de los virus y asi dar

comienzo ala caracterizacién quimica de cada una de las veintidés
interacciones.

Al correr el algoritmo, el programa permite determinar la zona
donde se encuentra la expresién regular, como se puede observar
enlafigura 2, enla cual se presenta la expresion regular sefialada en
puntos rojos, al encontrar esta que pertenece a la zona del motivo
lineal conservado del virus, y asi determinar donde se encuentra
este y con qué zona de la proteina hospedera se encuentra
interaccionando y asi en ambas, tanto en secuencia como en la
estructura tridimensional se sefialan.

La obtencién de las secuencias de interaccién del virus y de las
zonas de interaccién con la proteina hospedera, permiti6
determinar, por ejemplo, la forma de interaccién, las estructuras
secundarias que intervenian en cada uno de los procesos de
interaccion patégeno-hospedero; los tipos de enlace, la geometria

de la zona, entre otros.
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Figura 2. Estructura compleja HAUSP7 con el péptido EBNAT. PDB 1YY6. A. Estructura seleccionando los motivos de expresién regular encontrados. B.
Seleccién de las zonas interaccionantes, virus (azul) proteina hospedera (rojo). C. Determinacion de secuencias, en la parte superior de la consola.

32.2. Obtencién de las estructuras primarias o
secuencias de aminoacidos en las interacciones
hospedero-patégeno.

Las estructuras primarias de las proteinas corresponden a la
secuencia de aminodcidos que dan forma a las estructuras
secundarias que son las formaciones que conocemos como hélices
alfa, beta hojas y loops, que a su vez en conformacién conectada
hacen las grandes proteinas. De la estructura primaria o secuencia
de aminoacidos primaria se originan todas las formaciones
posteriores, esto es debido, a que el ambiente quimico de los
aminodcidos que conforman esta permite que se haga mas sencilla
la formacién de una estructura secundaria sobre otra.

Paralos casos estudiados, después de sefialar por medio del uso
del algoritmo findseq.py en la consola de Pymol, se encontré y
sefiald la zona donde se encontrabala seccidn de expresion regular
y por consiguiente el motivo lineal que se encontraba en el virus,
por tanto, segun la teorfa del mimicking, también debia tener la
proteina que iba a generar la interaccion endégena con el
hospedero. Esta determinacién permitié observar con ayuda de
otra de las herramientas del programa la secuencia de aminodcidos
que poseia la proteina viral en las 22 interacciones.

Por complementariedad, cercania y geometria de interaccion
entre patégeno-hospedero, verificadas en la literatura, se pudo
obtener la zona de interaccién de la proteina viral-patégena con la



proteina del hospedero. La zona de interaccion con la proteina del
hospedero fue sefialada y se pudo obtener a su vez, la secuencia de
aminodcidos que ayudard a determinar cudl seria la estructura
secundaria tanto del hospedero como del patégeno.

La tabla 2, presenta las secuencias de aminodcidos tanto de los
patégenos virales donde se pueden observar los motivos lineales
conservados, como las zonas de interaccién de las proteinas
hospederas con los patdgenos virales. Estas secuencias
probablemente dardn explicacién de las estructuras secundarias
que participan en las mencionadas interacciones.

Segun la literatura consultada, las zonas de interaccién de la
proteina hospedera hacen referencia a las zonas de interaccién

donde se realizan las interacciones enddgenas copiadas por los
virus para generar enfermedad, en casos como los virus que tienen
una sefial de traslocacién nuclear, estas son de vital importancia y
se encuentran altamente conservadas. Tanto en el virus como en el
hospedero asi “hackean” el sistema inmune y hacen que el
reconocimiento por parte de la célula se haga efectivo para generar
la interaccién y la posterior enfermedad. **

Las secuencias de aminodcidos son aquellas que dan pie a la
posterior conformacién tridimensional que serd conocida como
estructura secundaria. En este caso de estudio, las interacciones se
dan por la superficie o periferia de la proteina hospedera. *

Tabla 2. Secuencias de aminoacidos de la proteina viral y zonas de interaccion de la proteina hospedera con el virus.

Calcineurina en complejo con dominio HTAZSMVCKNL
_— . ,p ) , 206-211 PKIIT 327-333INVMIRQ
inhibidor de calcineurina de |a proteina del 4F0Z 22091 LCVK 314,345 PN

African Swine Fever A236L ) )
353-356 SLPF
Complejo del d'omllmo HAUSPIUSPT con el - 4447 EGPS {64170 WGFSNEM
péptido EBNA1
49-60 KNVWWGARRSSWR
14-3-3 ZetalFosfopeptido complejado. 1QJ8 ARSH sep YPA 121127 WKGDAR
178-180 VFYYE
222-228 RONLTLW
, 260-264 YVRHV
Estructura de RotawrusSNSN enlazado con IRF- SJER 190491 EEWELLISNS 285,290 RLGHCH
386-308 SLENTVDLHISNS
Complejo ALIX-AIP1 CON HIV-1 Dominio tardio 498-503 VLDKAV
YPLTSL R0 SAELILTSLRSL (66-681 LVANLKEGTKFYNELT
Complejo ALIX-AIP1 CON HIV-1 Dominio tardio 487-503 PLRAEGTNFRTVLDKAV
YPOL 203 2-28NHLDLSE 662-679 NFVELVANLKEGTKFYNE
30-36 TWGGDE
f 4547 8LV
MAGI-1 PDZ-1/E6CT 2KPL 151-161RSSRTRRETQV 7696 THAOWKIFGS
112-118 TSLVTSV
MAGI-1 PDZ1 enlazado con el péptido C-terminal . 463469 GFTWGG
de HPVIB E6 20 20207 RETANR 510-519 HTHAQWKIF
Sap87 PDZ2 enlazado con el Péptido C-Terminal f 330-335 FSIAGG
de HPVIB E6 20 2000-2006 RRRETCY 384-302 EFAVTALKN
Sap87 PDZ3 enlazado con el Péptido C-Terminal f 475481 LGFNNG
de HPVIBET 2101 2000-2006 RRRETQV 24531 HEQUML
hDLGISap97 PDZ2 en complejo con péptido HPV- 14-23FSIAGGYNQ
2005 301-306 RRETQV
18 papilomavirus E6 ¢ d 65-76 VTHEEAVTALKN




Retinoblastoma pocket en complejo con SV40

703-713 IMMCSMYGICKY

) 1GHE 103-107 LFCSE 719-130 LKFKINTAYKD
Large T Antigen 751.758 SINFYNS
Proteina no estructural de Coronavirus MHV de ) 259-264 YAFEHW
tipo salvaje nps15 2GTH 356-363 LWCNE 275-279 GLHLL
Retinoblastoma pocket enlazado con ET motive 1GUX -9 DLYCYEQLN 751762 SINEYNSVEMQ
LxCxE
460-468 MLKSEEERL
475-486 KLLNDNIFHMSL
- - - 527-534 DFYKVIES
D‘"”'"':;e;:::::'::;";:;::::‘T: g;:mp' % 76 4049 PPTLHELYDL 643.646 KSTSL
719-724 LKLFKII
733-T40 HAVQETFK
749-764 YDSIVFYNSVEMQRL
Proteina HIV-1 NEF en compleje con Dominie ] 89-95 ALYDYEA
R96El mutante FYN SH3 1EFN TI-T9RPQUPLREM 133-140 IPSNYVAP
393-395RIY
Estructura del complejo entre el dominio 399402DGTG
humano TRAF2 y un péptido de enlace LMP1 ievz 204-210PACATDD 453456 555F
467471 5GCPL
Dominio Mouse ltch 3rd WW enlazado con
Péptido derivado de la proteina 2A de la 2J08 101-109 EEPPPPYED 21-32 YFUNHNTRITQW
membrana latente del virus Epstein-Barr
Estructura de la glicoproteina de la envoltura del 2HGO Motiva Conservado Hélice de Glicosilacion.
West Nile Virus 153-158 GNYTSQ 151-162 SHGNYSTQVGAT
143-157 WVLTNIASG
190-193 VWAL
198-200 GDS
233-236 VWAL
DOI‘HII‘I.IO C-Termlnal.dela sub.unldad PB2 de la 736741 KRKRDS 276-280 WALSY
polimerasa del virus de la influenza A en 2JpDQ 748.756 QTATKRIRM 282-286 SDGPN
complejo con importina humana alfa 3168-319ALR
324-327TVTGD
358-365 ACWTISNI
398-403 KEAAWA
444447 LNGL
105-107 SRE
140-152 SAWALTNIASGTS
190-193 AGDG
230-232 TWT
Importina Alfa de raton en complejo con péptido Q1T 123-133 AAPPKKKRKVE 265-270 PEVLAD
SV40 CN no fosforilado 127-134 KKKRKVEY 280-284 DGPNE
307-309 LPI
313-325 ALRAIGNVTGTD
353-363 KEATWTMSNIT
398-404 AWAITNY
6295
Dominios similares a ubiquitina USPT en 687 M
conformacion compacta 4WPH 621-625 KCARK 680-687 DKDHDVML

756-766 ALDELMDGDII




3.2.3. Estructuras secundarias encontradas en la zona de
interaccion entre el patdégeno viral y la proteina
hospedera.

Las estructuras secundarias son las primeras unidades
estructurales tridimensionales que hacen parte de las proteinas,
entre ellas tenemos: -helix, -sheet, p-strand y loops, todas estas
son las principales encargadas de generar interacciones con el resto
de la proteina y con otras proteinas tanto del mismo hospedero
(interacciones endégenas) como con proteinas externas, como las
patégenas (Interacciones exc’)genas). Estas ultimas se deben a que
son la copia perfecta de las interacciones enddgenas y el cuerpo no
las detecta y es por ello que los patégenos pueden generar
enfermedad. %

Como se puede observar en las tablas 3 y 4, de las estructuras
secundarias mds comunes que son a-helix, p-sheet, B-strand y
loops, los virus y las proteinas hospederas reaccionan como
previamente se ha mencionado, en la periferia de las proteinas
hospederas donde, en su mayoria, interacttian B-sheet, B-strand y
loops. Como se evidencia en la tabla 3, se pueden observar que la
mayoria de los virus optan por conformaciones que
energéticamente son mds estables y sencillas como lo sonlosloops
y las B-strands.™*

Tabla 3. Estructuras secundarias formadas en las proteinas
de los patégenos virales.

4F0Z (CALCINEURINA con
African Swine Fever Virus L.V. P.LIT
A238L)

1YY6 (Deubiquitina con EBNA1,
Epstein Barr Virus)
1QJB (Fosfopéptidos con Murine
Polioma Virus)
5JER (IRF-3 con Rotawvirus) PL.IS

2R02 (Alix-AIP1 con HIV-1) YP..L

E.S

ARSH

2R03 (alix-AIP1 con YDPL) LYP.L
2KPL (MAGI-1 PDZ1/ E6CT) ST).(VIL)

(

2104 (MAGH-1 PDZ1/ HPV18-E6) (ST).(VIL)
(
(

2I0L (PDZ2 CON HPV E6)

ST).(vID)
2101 (SAP 97 PDZ 3 CON HPV
15 £6) ST).(VIL)
2Q0S (PDZ2 CON HPV-18) (ST).(VIL)
1GH6 (Rb con SV40 Large T) [LI].C.[DE]
2GTH (nsp15 con MHV) LCE
1GUX (Rb con E7 LxCxE) [LI].C.[DE]
2R7G (Rb con E1A CR1) [LH.L[YF]
1EFN (HIV-1 Nef con R961 FYN
SH3)
1CYZ (TRAF2 LMP1) P.Q.[TSD]
2J09 (WW domain con Eps-Barr
Virus 2A)
2HGO (West-Nile Virus) .(N)["P][ST]
2JDQ (Influenza Virus A con
PB2 con importina alpha 5) [KRIKR.(KR]
1Q1T (Mouse importin Alpha:
SV40 CN)
4WPH (USP7 con ICPO Herpes
Virus Simple 1)

P.P

PPLP

[KRIIKR].[KR]

K.K

Por otro lado, la tabla 4, donde se pueden observar las
estructuras secundarias que participan por el lado de las proteinas
hospederas en los casos de estudio. En el caso de los hospederos
las estructuras secundarias si se extienden a tener mayor diversidad
y no se quedan sélo en los loops y las p-strands sino también en
conformaciones de a-helix y B-sheets, que dan pie a posteriores
conformaciones tipo V, tipo sandwich que encierran a la proteina
viral generando mas puntos de contacto con la proteina hospedera
y asi una interaccién mds fuerte por varios puntos de la proteina
hospedera, lo que también se puede observar con los diferentes
fragmentos de secuencia de proteina hospedera presentados en la
tabla 3%, en interacciones como, por ejemplo, la del dominio C-
terminal de la subunidad PB2 de la polimerasa del virus de la
influenza A en complejo con la importina humana alfas. (PDB

2JDQ)

Las interacciones entre hospederos y patdgenos de tipo viral se
ha evidenciado en diversos estudios, utilizando diferentes
enfoques, entre ellos el bioinformédtico para determinar
caracteristicas en comun, hasta ahora lo que se resalta
mayoritariamente es el poder del virus de evolucionar y copiar
perfectamente el mecanismo de las interacciones enddgenas y no
ser detectado por los mecanismos de sistema inmune.

Tabla 4. Estructuras secundarias formadas en las proteinas
hospederas.

4F0Z (CALCINEURINA con

African Swine Fever Virus PxIXIT Contacto Contacto con

LxV:
A238L) VX
1YY6 (Deublgumna cgn EBNAL, Contacto E..S
Epstein Barr Virus)
1QJB (Fosfopéptidos con Murine Contacto con
Polioma Virus) 579y3

) contacto con

5JER (IRF-3 con Rotavirus) PLXIS
2R02 (Alix-AIPL con HIV-1) C"”;icml_co"

Contacto tipo
sandwich LYP.L

Contacto con Contacto con Contacto con

2R03 (alix-AlP1 con YDPL)

2KPL (MAGI-1 PDZ1/ E6CT)

RSSRTR (ST).(VIL) (ST).(VIL)
Contacto con Contacto con
2104 (MAGI-1 PDZ1/ HPV18-E6
‘ ) (ST.(VIL) (ST.(VIL)
Contacto con Contacto con
2I0L (PDZ2 CON HPV ES6,
¢ ) snvn | snvy
2101 (SAP 97 PDZ 3 CON HPV Contacto con Contacto con
18 E6) (ST).(VIL) (ST).(VIL)
Contacto con Contacto con
2Q0S (PDZ2 CON HPV-18
Q0S¢ ) (ST.VIL) (ST
Contacto con
1GH6 (Rb con SV40 Large T) [LI].C.[DE]
Contacto con Contacto con
2GTH (nspl15 con MHV) LCE LCE
1GUX (Rb con E7 LXCXE) Contacto con
[LI].C.[DE]
Contacto con
2R7G (Rb con E1A CR1) [LIH.L[YF]
1EFN (HIV-1 Nef con R961 FYN| Contacto con Contacto con
SH3) P..P P..P

1CYZ (TRAF2 LMP1) Contacto con Contacto con

P.Q.[TSD] P.Q.[TSD]
2J09 (WW domain con Eps-Barr Contacto con
Virus 2A) PP.Y
2HGO (West-Nile Virus) No tiene contacto
2JDQ (Influenza Virus A con Contacto con
PB2 con importina alpha 5) [KR][KR].[KR]
1Q1T (Mouse importin Alpha: Contacto con
SV40 CN) [KR][KR].[KR]
4WPH (USP7 con ICPO Herpes Contacto con
Virus Simple 1) K..K




3.3. Andlisis por Area Superficial Accesible de Solvente
(ASAS) o SASA.

Una secuencia de aminoécidos en formacion de una estructura
secundaria, por lo general, se encuentra expuesta a otros factores al
conformar una proteina, como tales, la solvatacién o efecto del
solvente en los aminoacidos que corresponden a esta estructura,
los enlaces de hidrogeno, puentes electrostaticos o fuerzas de Van
der Waals que se estén ejerciendo dentro de la misma proteina o
con el ndcleo de esta. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que
la fuerza impulsora a formar este tipo de estructuras responde ala
presencia de aminodcidos de tipo aromitico y su capacidad de
crear enrollamientos con nucleos hidrofébicos.

Con este orden de ideas, los aminodcidos de la secuencia forman
estructuras secundarias dando respuesta al impulso de creacién los
nucleos hidrofébicos; a la medida geométrica del drea superficial
en el entorno molecular de la exposicion de estos aminodcidos que
no generan ndcleo hidrofébico se le llama Area Superficial
Accesible de Solvente (ASAS o SASA sigla en inglés). El SASA
permite predecir de alguna manera la estructura de una proteina.
En el caso de estudio, permite corroborar y verificar que las
estructuras secundarias encontradas previamente. 56

Como se evidencia en la tabla §, los valores calculados gracias al
algoritmo SASA.py en la herramienta PyMOL, en los casos donde
se presentan interacciones entre loop y p-strand o p-sheet, sea para
virus o para hospedero el SASA aumentard, sin embargo, si se
presentan interacciones con varias fracciones de secuencia
pertenecientes a una a-hélice se presentard el mismo efecto.
También, la presencia de a-hélice debido a la conformacién
enrrollada como se puede apreciar en la figura 3, representa una
exposicion superficial menor de drea al solvente lo que disminuirfa
considerablemente el SASA como se puede observar en los casos
de las interacciones codificadas como 4F0Z y 1YY6, donde se
puede observar claramente este comportamiento. En casos como
el PDB 2JDQ, que tiene varios segmentos de interaccién por
medio de alfa hélices se encuentra una disminucion por este mismo
efecto en el hospedero, sin embargo, en el patdgeno, se encuentra
mas expuesto al solvente debido a tener varias zonas de
interaccién.

Para el PDB 2HGO, hay que destacar que como este no se
encuentra interaccionando con alguna proteina hospederaylo que
se realizd fue el estudio de las zonas de interaccion del sitio de
glicosilacién que permite el enlace de este virus a la proteina del
hospedero y el cambio conformacional de la Hélice N-Glicosilada
también determinante en la interaccién del hospedero se
encuentra el efecto de que esta Hélice al cambiar su conformacion
aumenta su exposicion al solvente lo que la hace tener un mayor
SASA.

Tabla 5. Area Accesible de Solvente (SASA) Calculado para proteina viral y proteina hospedera.

INTERACCIONES SASA Virus (A?) SASA Hospedero (A?)
4F0Z (CALCINEURINA con African
Swine Fewver Virus A238L) 642,327 630,472
1YY6 (Deubl_qumna Cc_)n EBNA1, 543,554 205,862
Epstein Barr Virus)
1QJB (Fosfopeptldqs con Murine 1586,082 1732,626
Polioma Virus)
5JER (IRF-3 con Rotavirus) 3610,881 4673,893
2R02 (Alix-AlIP1 con HIV-1) 803,650 891,722
2R03 (alix-AlIP1 con YDPL) 768,738 1736,218
2KPL (MAGI-1 PDZ1/ E6CT) 833,003 893,137
2104 (MAGI-1 PDZ1/ HPV18-E6) 1076,033 1309,058
2I10L (PDZz2 CON HPV E6) 505,381 535,099
2101 (SAP 97 PDZ 3 CON HPV 18 E6) 1840,353 1193,149
2Q0S (PDz2 CON HPV-18) 659,160 818,982
1GH6 (Rb con SV40 Large T) 233,382 629,304
2GTH (nspl15 con MHV) 832,948 269,361
1GUX (Rb con E7 LXCXE) 730,677 488,073
2R7G (Rb con E1A CR1) 1632,129 4032,591
1EFN (HIV-1 Nef con R961 FYN SH3) 1109,632 1097,140
1CYZ (TRAF2 LMP1) 1019,856 746,069
2J09 (WW domain con Eps-Barr Virus 1082,426 783,445
2A)
SHGO est-Nile Virus Sitio N-Glicosilado Hélice N-Glicosilada
w ile Virus) 338,066 588,846
2JDQ (Inﬂl._lenza.vlrus A con PB2 con 7416,079 2248,26
importina alpha 5)
1Q1T (Mouse importin Alpha: SV40 1355,726 1592,645
CN)
AWPH (Virus del Herpes con USP7) 734.681 271.030
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Figura 3. Calcineurina en complejo con el dominio inhibidor de calcineurina del virus de la fiebre porcina africana (African Swine
Fever A238L) (PDB 4F07)

3.4. ANCLAJE DEL VIRUS.

Las PPIs entre hospederos y patégenos se dan por medio de la
copia de la interaccion endodgena de la proteina por el virus. Esto
conlleva a que la proteina viral tenga unos puntos de enlace, unos
puntos de anclaje mds distinguidos y que en cierta forma son los
puntos que copia. Por tanto, para este estudio es relevante analizar
los puntos de anclaje del virus, esto se realiz6 por medio de la
medicion por residuo del SASA para la proteina viral, encontrando
asi que los aminoécidos mds involucrados en la formacion de
enlaces dentro de la interaccién son aquellos que presentan un
porcentaje de SASA més pequenio. El SASA permite dar cuenta del
drea superficial que tiene disponible una estructura en este caso,
residuo de aminodcido, para interactuar con un solvente. Cuando
se mide por residuo se mide es por porcentaje y

permite determinar la exposicién de cada uno de los residuos o
cadenas laterales del aminodcido que estdn expuestas y las que
estan formando enlaces con la proteina hospedera.

Enlatabla 6, se presentan los resultados por SASA en porcentaje
por aminodcido segun la interaccién estudiada, se puede deducir
que aquellos que se encuentran “mds libres” son aquellos que
tienen menos enlaces con la proteina hospedero, y los que se
encuentran con porcentajes mas pequefios, puede deberse a dos
razones, a que presentan varios enlaces con la zona de interaccién
en proteina hospedera o que se encuentran ocultos y no expuestos
en un ntcleo o core hidrofébico.

En la figura 4, se aprecia la forma de interaccién del virus
Epstein-Barr con la proteina HAUSP/USP7, y como se ancla este
virus generando unos puntos especificos, los cuales se observan
como esferas de color azul més claro, mientras que aquellas esferas
en azul mds intenso son aquellas con porcentaje de SASA por
residuo mayor.

Figura 4.
Presentacion
g anclaje del virus de
= Epstein-Barr en el dominio

de la proteina HAUSP/USP7. (PDB 1YY6)




Tabla 6. Datos de SASA por residuo de las secuencias de virus o patégeno

INTERACCION/Aminocacidos = T ) N Y = < A v L ! M P = w D = K H R SECUEN
Ser Thr Gin Asn Tor Gy Cvs Ala Val Leu [y Met Pro Phe Tro Asp Giu Lys His Arg cA
4F0Z (CALCINEURINA con 33 4 P
African Swine Fever Virus az 33 5 20 s 84 Levik
A238L) 21
4
1YY6 (Deubiquitina con EBNAL, 26 27 PGEGPS
Epstein Barr Virus) 16 83 so T
s as
10QJB (Fosfopéptidos con 80 ARSH
Murine Polioma Virus) 17 31 25 35 7o SEP YPA
68
25 24 57
S5JER (IRF-3 con Rotavirus) oo 84 30 20 16 83 EEFELLI
g3 SNS
39 34
i 77 27 ELYPLTS
2R02 (Alix-AIP1 con HIV-1) 62 3 z 5 73 72 cR
a9
2R03 (alix-AlP1 con YDPL) 77 78 i<} 46 28 85 87 NLYDLSE
36
52 7 o8
s0 o 36 RSSRTR
2KPL (MAGK1 PDZ1/ E6CT) 59 6 21 31 =S RETOv
37
2104 (MAGKL PDZ1/ HPV18- 21 oa S s a6 RETOVR
) 100
)
210L (PDZ2 CON HPV E6) 19 55 6 66 =) SRRETQ
a6
o
2101 (SAP 97 PDZ 3 CON HPV =0 s 10 s b RRRETQ
18 E6) v
67
2Q0S (PDZ2 CON HPV-18) 32 64 17 54 s ORRETR
a0
1GH6 (Rb con SVv40 Large T) |82 3 1 az 23 LFCSE
2GTH (nsp15 con MHV) 71 S8 > a8 23 LWCNE
1GUX (Rb con E7 LXCXE) 78 7a 36 3 © 68 16 oryeveE
70 17 o
5 30
11 13 10 19 37 34 14
39
5 Px)
PPTELLH
2R7G (Rb con E1A CR1) 10 14 s, 19 a0 34 13 erlsEsy
S a8
39 63 83 100 82 8 39
o
31 50
az 1 s6 29 11 1a
1EFN (HIV-1 Nef con R961 FYN 78 RPQVPL
SH3) 32 67 RPM x2
ae 3 52 22 12 14
83
57 53
65 11 34
1CYZ (TRAF2 LMP1) a5 28 PQQATD
- 29 o a1 56 D x2
a3 a2
EE) EE)
2309 (WW domain con Eps- =0 63 Vs 62 EEPPPP
Barr Virus 2A) 28 84 YED
83
MOTVO
) ) 7.6,60,52, CONSER
2HGO (West-Nile Virus) 70 as 2 a0 35 65 gy NP
GNYSTQ
17 s Corto:
23D Q (Influenza Virus A con aa 24 KRKRDS
PB2 con importina alpha 5) S 12 10 o
4 7 Largo:
as 72 63 a3 51 18 37 PN
22 coRrTO:
31 34 s6 33 14 KKKRKVY
1Q1T (Mouse importin Alpha: 34 EY
SV40 CN) gi ég 421; LARGO:
64 az 31 QTATKRI
33 2
22
a1 o1 20 78
AWPH (USP7 con ICPO Herpes oo KCARK
Virus Simple 1) 52 xX2
az 87 57

17




3.5. Determinacion de tipos de enlace entre el patégeno y
la zona de contacto con la proteina hospedera.

Las interacciones proteina-proteina (PPls) sean
enddgenas o exdgenas poseen caracteristicas en comun, las cuales
se repiten cuando los modelos se hacen similares. Las PPIs juegan
papeles vitales en diferentes procesos celulares, tanta inhibicion,
traslocaciéon de sefiales nucleares, replicacién e inhibicién de
ciclos. Para el caso de las interacciones exdgenas con patégenos,
son copias de las interacciones enddgenas naturales del proceso
celular del hospedero.

En las PPIs, las fuerzas o enlaces que contribuyen a su
formacién son: primero, la complementariedad estérica, que
permite analizar los contactos entre las interfases superficiales de
cada una de las proteinas para determinar su complementariedad;
el grado de complementariedad depende del grado de interaccién
y de la durabilidad de la interaccién. Como se puede apreciar en la
tabla 7 y en las figuras S, 6, 7 y 8. La complementariedad de las
estructuras secundarias en cuestion de impedimento estérico juega
un rol vital en los casos estudiados puesto que en muchos de los
casos se observa que se repiten patrones, por ejemplo,
interacciones de una fracciéon de proteina viral en forma de p-
strand interacciona con otra B-strand encontrada en el hospedero.
en la interaccién entre el virus del Herpes con la proteina
deubiquitina (PDB 1YY6)¥. Esta informacién se puede verificar,
ademds, en la tabla 4 donde se presenta mds detalladamente las
estructuras secundarias que participan en cada uno de los casos
estudiados. Otro caso de complementariedad estérica se presenta
en interacciones de forma “Hélice, Loop, Hélice”, ejemplos de ello
son las interacciones entre el virus causante de la Anemia equina
infecciosa (PDB 2R03)* o el virus de la Influenza A con el
complejo con la importina Alpha humana. La interaccién tipo
“Sandwich” como algunos autores la califican, se presenta
comunmente en factores de transcripcion y homeoproteinas.”’

Segundo, la interaccién hidrofébica o enlaces de Van der
19,58-60,
Waals f

cantidad de aminodcidos de tipo apolar o de tipo aromatico

estas son particularmente dependientes de la

presentes en las estructuras primarias o secuencias de las zonas
donde se realizan las interacciones patégeno-hospedero, como se
puede se puede apreciar en las figuras 5,6,7 y 8; se encuentra que
constituyen una porcién significativa de los enlaces realizados
entre las zonas y que son determinantes para el anclaje de la
proteina viral dentro de la proteina hospedera.

Tercero, las interacciones electrostaticas'”% -

O puentes
salinos, es otras de las fuerzas que se estudiaron como motivos de
interacci6n entre una proteina hospedera y una proteina patégena
viral, en los casos estudiados, los puentes salinos, aunque se
encuentran presentes dependen mucho de la cantidad de
aminodcidos con carga, sea positiva o negativa que tenga la
fraccion o motivo lineal interaccionante. Interacciones
dependientes de sefiales de localizacién nuclear como lo es la del
virus de la influenza A con la proteina de la importina Alpha 5
humana. (PDB 2JDQ)* o lainteraccién entre el virus del papiloma
humano y el “pocket” de la proteina retinoblastoma (PDB
1GUX)*, son especificos para puentes salinos. En ambos casos, se
hacen necesarios aminodcidos con cargas positivas como lo son los
aminodcidos acidicos como lo son el 4cido glutdmico y el dcido
aspartico o aminodcidos basicos como lo son la arginina, la

histidina y la lisina.

Cuarto, los enlaces de hidrégeno o puentes de
hidrégeno constituyen la gran mayoria de los enlaces formados
entre los aminodcidos de las zonas en contacto entre proteinas
hospederas y proteinas virales. Estos en su mayoria se daban por
medio de los nitrégenos y oxigenos, encontrados tanto en las
cadenas laterales como en los “backbones” o esqueletos de las

cadenas de la proteina. ®-%

Tabla 7. Relacién entre la formacion de enlaces y las estructuras secundarias encontradas en las interacciones particulares de las proteinas

PDB/interaccion Virus Formacién de enlaces e interaccién entre estructuras secundarias.
AF0Z African Swine Virus A238L El motiv_o P_.I.IT que corresponde a una B-strand se contacta con ot_ra B-strand
El motivo lineal L.V. que corresponde a un loop se enlaza por medio de un a-
2R03 Equine infectious angm|a virus Loop en la proteina viral, entre dos a-helix en el hospedero
(Isolate Wyoming)
AWPH Herpes Simplex Virus Loop en el virus entre un B-strand y un a-helix del hospedero
Interaccién entre un loop del virus y a-hélice del hspedero
2R7G Human Adenovirus 5 Otra de las fracciones del virus interactua por medio de un a-helix que se enlaza
con a-helix del hospedero
Human Epstein-Barr Virus Strain Enlace por medio de un loop en el virus y un B-strand hospedero.
2J09 Nota: para la interaccién 1CY Z, la interaccion es similar, la Unica diferencia se encuentra en la presencia de
B95-8 un pequeiio fragmento de a-hélice interaccionando con la parte final del loop del virus
1YY6 Human Herpes Virus (Strain B95{ Enlace por medio del contacto de dos B-Strands, una en el virus, la otra en el
8) hospedero.
1EEN Human Inmunodeficiency virus Enlace de un loop en la proteina viral entre a-hélice en el hospedero y un loop
type 1- (BRU Isolate) también el hospedero.
Human InmunodeﬂClenc_:y' virus Enlace se da entre tres a-helix, una en el virus, y las otras dos en el hospedero
2R02 type 1- group M subtype j, isolate en forma de sandwich.
SE9173
1GUX Human Papillomavirus type 16 Contacto entre un B-Strand en el virus con a-helix en el hospedero
200s Human Papillomavirus type 18 Contacto entre un B-Strand del virus con un a-hélice y un B-Strand del
hospedero
2JDQ Influenza Virus A Interaccion entre loops en el virus y a-helix en el hospedero
1QJB Murine Polyomavirus strain A3 Interaccion entre un loop y cuatro a-hélice en el hospedero
2GHT Murine coronavirus Enlace de un loop de la proteina viral, a-hélice en el hospedero y un loop también
5JER Simian rotavirus A-SA11 Interaccion entre un loop de la proteina viral y a-hélice en el hospedero
1GH6 Simian Virus 40 Interaccion entre un loop de la proteina viral y a-hélice en el hospedero
2GHO West Nile Virus a-hélice en el virus

Nota: dentro de la tabla 7, se encuentran 16 de las 22 interacciones que corresponden los 16 diferentes virus estudiados. Y se generaliza, para las otras interacciones.




Figura 5 Primera parte de las interacciones entre proteinas hospederas (rojo) y proteinas virales (azul) con enlaces destacados (amarillo). 1) interaccién entre Calcineurina y el dominio inhibidor de
Calcineurina del virus de la fiebre porcina africana, a) vista de la interaccion entre las {3 strand correspondiente al motivo PxIXIT del patégeno y B-strand del hospedero. b) vista de la interaccion del loop
del virus correspondiente al motivo LxVx con el a-helix del hospedero en enlace. (PDB 4F02Z). 2) Interaccién entre la proteina Alix-AIP1 con le virus de la anemia equina infecciosa. (PDB 2R03) 3) Interaccion
entre la protefna USP7 con el virus del herpes simplex. (PDB 4WPH).
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Figura 6. Segunda parte de las interacciones entre proteinas hospederas (rojo) y proteinas virales (azul) con enlaces destacados (amarillo). 4. Interaccién entre el “pocket” de la proteina retinoblastoma
humana con el Human Adenovirus (PDB 2R7G), 4.3) vista de la interaccion el loop del virus y las a-hélices del hospedero. 4.b) vista de la interaccion entre el fragmento de a-hélice del Adenovirus humano
con a-hélice del hospedero. 5) Interaccién entre el virus del Epstein Barr con la proteina del Dominio WW del ratén. (PDB 2J0O9) 6) Interaccién del virus del herpes con la proteina HAUSP/USP7 (PDB 1YY6)
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Figura 7. Tercera parte de las interacciones entre proteinas hospederas (rojo) y proteinas virales (azul) con enlaces destacados (amarillo). 7) Interaccién entre virus del VIH con el dominio SH3 (PDB 1EFN)
8) Interaccion entre el virus del VIH-1 con la proteina del dominio ALIX en formacion V por medio del motivo LYPxL. (PDB 2R02) 9) Interaccién entre virus del papiloma humano tipo 16 con la proteina
“pocket” retinoblastoma. (PDB 1GUX) 10) interaccién entre virus Papiloma humano tipo 18 con la proteina Magi-1 PDZ1. (PDB 2Q0S5)11) Interaccion entre el virus de la influenza A con la proteina Alpha5
importina humana. PDB (2JDQ)



Figura 8. Cuarta parte de las interacciones entre proteinas hospederas (rojo) y proteinas virales (azul) con enlaces destacados (amarillo). 12) Interaccion entre Murine Poliomavyrus Strain A3y el complejo
14-3-3 Zeta/Phosphopeptide (PDB 1QJB), 13) Interaccién entre el Murine Coronavirus y la protefina NSP15 (PDB 2GTH) 14) Interaccion entre Simian Rotavirus A-SA11 y la proteina IRF-3 (PDB 5JER), 15)
Interaccién entre el virus Simian Virus 40 con el “pocket” de retinoblastoma (PDB 1GH6) 16) Virus del Este del Nilo o West Nile Virus sefalizando la Hélice de Glicosilacion, PDB 2GHO



3.6. Andlisis de Energia de estabilizacion vs. pH de
estabilizacion.

La dependencia del pH y las proteinas se da gracias a la
contribucién de este a la energia libre de los grupos ionizables de
la proteina generando asi una desnaturalizacion de esta. Para las
interacciones proteina-proteina en interacciones hospedero-
patégeno, sucede de la misma manera, que el pH genera una
desnaturalizacién causando asi que ambas proteinas pierdan su
conformacion natural y asf cambien su energia de estabilizacion.
Para calcular los puntos de desnaturalizacién de cada proteina es
necesario calcular primero los pKa de los grupos ionizables dentro
de esta y asi calcular la dependencia de pH vs. La energia de
desnaturalizacién de la proteina. ¢

La energia de estabilizacién de una proteina se define como el
balance entre las fuerzas que determinan si una proteina estd en un
equilibrio entre su estado nativo y su estado desnaturalizado®. El
balance entre las energias libres de estados enrrollado y
desenrollado. Los estados enrrollados estabilizados por los
diferentes enlaces dados entre proteinas, por ejemplo, enlaces
disulfuro, no covalentes, hidrofébicos, electrostaticos, enlaces de
hidrégeno y enlaces de Van der Waals. &

Ahora bien, las interacciones entre proteinas cumplen las
mismas leyes pero el que se tengan dos o mds proteinas o
fragmentos de proteinas en el proceso hace que el cilculo de la
energia de estabilizacién dependiente del pH también sea més
complejo, por tanto, se han desarrollado algoritmos como PropKa
que por medio de una simplificacién de las interacciones permite
determinar de forma acertada la energfa de estabilizacién vs el pH
de cada interaccion y permite su visualizacion a través de gréficos,
como se puede observar en la figura 9 y tablas donde presenta los
resultados del anilisis. 7%

Los archivos obtenidos al correr el algoritmo PropKa, sea en
consola nativa del sistema operativo Linux o en la herramienta en
linea PDB2PQR server son de carécter “.propka”, como el que se
puede observar en la figura 9 el cual es una archivo que toma la
interacciéon de cada proteina, la separa y sefiala cada grupo
ionizable dentro de cada proteina interactuante y determina en sus
ultimos pasos la energia de estabilizacién vs. pH y posteriormente,

el pI de la interaccidn proteina-proteina, del cual se hablara mas
adelante. ™"

Adicionalmente, el pH de mdxima estabilizacién depende de
dos factores principales, el primero es la composicién de
aminodcidos, es decir, la estructura primaria, previamente
estudiada y detallada, y la organizacién de los grupos ionizables en
la estructura tridimensional de cada PPI, de la determinacién de
los grupos ionizables se pueden determinar también diversas
fuerzas impulsoras a la formacién de las estructuras
tridimensionales.”

Los grupos ionizables son aquellos grupos que pueden ser
titulables al someter la proteina o el complejo de proteinas a una
curva de pH. Estos forman residuos que pueden ser identificados
muy facil quimicamente, son los determinantes de la estabilizacién
de una proteina en cuestion energética pues a cierto pH poseen
una configuracién que permite a la proteina encontrarse en un
minimo de estabilidad. Los grupos ionizables para estudiar en una
proteina o en un complejo de interaccién son, por ejemplo, los
aminodcidos de carga negativa (Acido Aspartico (ASP o D) y
Acido Glutimico (Glu o E)), aminoacidos de carga positiva (
Lisina (Lis o K), Histidina (His o H), Arginina (Arg o R)),
aminodcidos polares sélo de dos clases, Tirosina (Tyr o Y) y
Cisteina (Cis o C)., segtn la cantidad de grupos ionizables se
podria pensar en una explicacion para el pH donde se presenta el
minimo de energia de estabilizacién. *47°7

En la tabla 8, se pueden evidenciar los resultados obtenidos en
cada una de las veintidés PPIs caracterizadas en este estudio,
incluyendo la cantidad de grupos ionizables en cada uno de los
complejos de interaccidn, estos podrian explicar en cierta manera,
la dependencia del pH para establecer un minimo de energia en
cada complejo. Los complejos, donde la mayoria de los grupos
ionizables presenten cardcter o carga positivos como lo son; Lisina,
Arginina e Histidina, darian pie a que los pH de estabilizacién
minima posean una naturaleza bésica (pH > 7) Y de la misma
manera, los complejos donde la mayoria de los grupos ionizables
sean de carcter negativo o dcido, como Acido Aspirtico o Acido
Glutdmico, tengan un pH de estabilizacién de naturaleza dcida
(PH < 7) 6767,68,72,74

B S/

Figura 9. Gréficos correspondientes a la energia
—— libre de desenrollamiento de tres complejos de
/ interaccion hospedero-patégeno; A) corresponde a

la interaccion en el complejo Calcineurina con el
virus de la fiebre porcina africana (Interaccién con
pH de estabilizacién acido). B) corresponde a la
interaccion entre la proteina HAUSP en hospedero
humano con el virus EBNAT (Interaccion pH de
estabilizacion  basico) C) corresponde a la
interaccién entre la proteina Retinoblastoma y la
oncoproteina causante del cancer de cuello
uterino. E7. (HPV-E7) (interaccion con pH de
estabilizacién neutro).



Tabla 8. Resultados del andlisis de pH de estabilizacion vs. Energia de estabilizacion y grupos ionizables de cada interaccion.

. Energia de Grupos lonizables (cantidad
INTERACCION PDB pH g L. P ( )
estabilizacion
ASP (D) GLU (E) HIS (H) CYS (C) TYR(Y) LYS (K) ARG (R)
4F0Z (CALCINEURINA con
African Swine Fever Virus 4F0Z 41 63,7 41 37 12 15 22 37 24
A238L)
1YY6 (Deubiquitina con
EBNA1, Epstein Barr Virus) 1YY6 88 34 10 10 4 3 ! ! 8
1QJB (Fosfopéptidos con 1QJB 86 353 28 25 4 6 2% 40 2
Murine Polioma Virus)
5JER (IRF-3 con Rotavirus) 5JER 3.9 115,6 48 76 24 20 24 24 56
2R02 (Alix-AlP1 con HIV-1) 2R02 3,8 48,4 42 57 9 10 21 58 58
2R03 (alix-AlP1 con YDPL) 2R03 3,8 46,1 43 57 9 10 21 58 29
2KPL (MAGI-1 PDZ1/ E6CT) 2KPL 41 6,5 11 7 3 2 1 9 8
2104 (MAGI-1 PDZ1/ HPV18-E6) 2104 29 16 14 10 6 4 0 10 10
2|0L (PDZ2 CON HPV E6) 210L 10,1 0,5 8 14 6 2 4 18 3
2101 (SAP 97 PDZ 3 CON HPV 2101 12,9 138 12 18 6 0 0 9 21
18 E6)
2QO0S (PDZ2 CON HPV-18) 2Q0S 8,6 5,2 4 7 4 1 2 10 2
1GH6 (Rb con SV40 Large T) 1GH6 6,9 39,3 21 15 3 9 20 36 20
2GTH (nsp15 con MHV) 2GTH 4,3 41,3 28 18 7 9 10 25 14
1GUX (Rb con E7 LxCxE) 1GUX 7,7 24,3 12 24 9 8 18 25 15
2R7G (Rb con E1ACR1) 2R7G 7,2 1071 29 53 21 14 35 52 35
1EFN (HIV-1 Nef con R961
FYN SH3) 1EFN 38 28,4 18 24 14 2 22 12 20
1CYZ (TRAF2 LMP1) 1CYZ 3,8 45,6 40 18 6 9 18 27 33
2J09 (WW domain con Eps- )
Barr Virus 2A) 2J09 56 6.6 3 5 1 0 2 1 3
2HGO (West-Nile Virus) 2HGO 8,9 27,9 17 23 11 12 11 23 14
2JDQ (Influenza Virus A con
PB2 con importina alpha 5) 2JDQ 3.9 108,7 47 66 8 24 18 54 46
1Q1T (Mouse importin Alpha:
V40 CN) 1Q1T 41 38,2 19 27 8 6 7 32 13
AWPH (USPT con ICPO Herpes | o, 41 82,9 58 43 12 12 28 54 44
Virus Simple 1)




3.7. Andlisis de pl en estados enrrollados y desenrollados
de cada PPIs.

El punto isoeléctrico o pl es el pH en el cudl una proteina o una
interaccién entre proteinas tiene una carga electrostitica que
equivale a cero, es decir, es neutra. Si el pI de una proteina es de
tipo neutro, se dan interacciones mayoritariamente entre proteina-
proteina, mientras que cuando este se acerca a condiciones
maximas, la interacciéon con los solventes del sistema donde se
encuentran las proteinas (agua) generan que las interacciones se
den por enlaces tipo hidrégeno e hidréfobos leves. 7

Al tener un sistema en presencia de una PPI con un pH inferior
o superior al de pl las fuerzas electrostaticas generaran repulsién
para la generacion efectiva de la interaccion proteina-proteina, en
el caso estudiado hospedero-patégeno viral. El pl genera un
balance de cargas positivas y negativas y genera que en este punto
la interaccion sea 6ptima entre proteina-proteina.

En los casos de interaccién hospedero-patdgeno caracterizados,
los pI se establecen para la proteina tanto en estado desenrollado
como en el estado enrrollado, como se presenta en la tabla 9, estos
datos permiten entender mejor la naturaleza quimica del ambiente
donde seria mds efectiva la interaccion, de alli la motivacion para
realizar este andlisis tan especifico. 7

Datos experimentales para calcular el pI de una proteina e
incluso de una interaccién de proteinas son muy complicados de
obtener, esto es debido al diverso ndmero de variables que
cambian en el ambiente donde se realizar la medicién y calculo de
esta, por tanto, se recurre a medios como los algoritmos usados en
este estudio. El pl, para estos algoritmos se calcula teniendo en

cuenta la fraccién entre residuos dcidos y bésicos de los grupos
ionizables.

Al contrastar los datos de la tabla 8 yla tabla 9, se puede observar
que los pH de estabilizacion méxima de las PPIs no coinciden con
los pI de estas. Esto se puede deber a que los pI no son
necesariamente los puntos donde se genera la mixima estabilidad
para que las interacciones se realicen entre proteinas de los
hospederos y los patdgenos, pero si los ambientes de pH
adecuados para que se den interacciones mas fuertes entre ellas y
puedan dar pie al mecanismo de infeccion por parte del virus.

Enlatabla 9, se presentan los datos de los pI de cada interaccién
estudiada, como el algoritmo propKa permitié obtenerlos, en
estado desenrollado y en estado enrrollado. En general, se
presentan valores de pl entre 4-7, correspondiente al
comportamiento tipico de una proteina. ’®

En la figura 10, se pueden observar las gréficas de carga vs. pH
de tres de las interacciones estudiadas, los cambios entre las dos
graficas que representan los estados enrrollados y desenrollados,
son ligeros y como se puede verificar en la tabla 9 estos son
menores a 1 unidad de pH.

Figura 10. Gréficos correspondientes la
carga electrostatica vs. pH para
determinacion del punto isoeléctrico (pl)
A) corresponde a la interaccién en el
complejo Calcineurina con el virus de la
fiebre porcina africana. B) corresponde a la
interaccion entre la proteina HAUSP en
hospedero humano con el virus EBNAT C)
corresponde a la interaccion entre la
proteina Retinoblastoma y la oncoproteina
causante del cdncer de cuello uterino. E7.
(HPV-E7)



Tabla 9. Datos de punto isoeléctrico determinado para diversas interacciones proteina-proteina tipo hospedero-patégeno para
estado enrollado y estado desenrollado

INTERACCION PDB Enrrollado Desenrollado
4F0Z (CALCINEURINA con
African Swine Fever Virus 4F0Z 5,78 5,34
A238L)
1YY6 (Deubiquitina con
EBNA1, Epstein Barr Virus) 1YY6 513 5:42
1QJB'(Fosfo'pephdols con 1QJB 5.11 5,12
Murine Polioma Virus)
5JER (IRF-3 con Rotavirus) 5JER 5,42 5,01
2R02 (Alix-AlP1 con HIV-1) 2R02 5,78 5,76
2R03 (alix-AIP1 con YDPL) 2R03 5,65 5,59
2KPL (MAGI-1 PDZ1/ EBCT) 2KPL 6,62 6,76
2104 (MAGI-1 PDZ1/ HPV18- o104 6.1 6
E6)
2I0L (PDZ2 CON HPV E6) 210L 6,74 7,03
2101 (SAP 97 PDZ 3 CON
HPV 18 E6) 210 6,99 7,26
2Q0S (PDZ2 CON HPV-18) 2Q0S 7,55 7,99
1GH6 (Rb cc_>rn) SV40 Large 1GH6 6,65 6,75
2GTH (nsp15 con MHV) 2GTH 6,15 5,79
1GUX (Rb con E7 LxCxE) 1GUX 8,76 8,35
2R7G (Rb con E1A CR1) 2R7G 8,35 8,16
1EFN (HIV-1 Nefcon R961
FYN SH3) 1EFN 6,2 6,18
1CYZ (TRAF2 LMP1) 1CYZ 7,77 7,73
2J09 (WW domain con Eps-
Barr Virus 2A) 2J09 4,31 4,52
2HGO (West-Nile Virus) 2HGO 6,73 6,93
2JDQ (Influenza Virus A con
PB2 con importina alpha 5) 2JDQ 6.22 559
1Q1T (Mouse importin Alpha:
5V40 CN) 1Q1T 6,93 7,16
4WPH (U$P7 con ICPO AWPH 7.41 6,93
Herpes Virus Simple 1)




3.8. Estadistica descriptiva aplicada al contenido de
aminodcidos en las secuencias pertenecientes las
proteinas hospederas (zonas de interaccién con el
virus) y proteinas patdégenas.

El anilisis de estadistica descriptiva se realizé creando una
matriz que permitia determinar con 0y 1 la ausencia o la presencia
de cierto aminodacido en la secuencia fuera del proteina hospedera
o de la proteina patdgena.

3.8.1. Contenido de aminoacidos en la secuencia

perteneciente a la zona de contacto de la proteina
hospedera con la proteina patégena.

La tabla 10, presenta el conteo de variables discretas
(aminoécidos) presentes en las secuencias de las zonas de
interaccion de la proteina hospedera. Estos andlisis fueron
realizados a través de la herramienta estadistica Minitab.

Como se puede observar en la tabla 10, el aminoacido presente
en las zonas de contacto de la proteina hospedera que més se
encuentra en todas las interacciones es la Fenialanina (Phe, F), que
se encuentra 14 de las 22 interacciones, seguido por Asparagina
(Asn, N) encontrandose en 12 de las 22 interacciones. Y Serina
(Ser, S) y Acido Glutamico (Glu o E) ambos encontrandose en 10
de las 22 interacciones.

Ahora bien, la fenilalanina al ser el amino4cido encontrado en la
mayorfa de las secuencias de las proteinas hospederas, podria
explicar el comportamiento de estas y el tipo de enlaces que se
emplean para hacer efectivo el proceso de infeccion por parte del
virus. La figura 11, presenta la estructura de la fenilalanina, la cual
posee un gran anillo aromatico por el cudl puede realizar muchos
enlace de tipo hidrofébico o enlaces de Van der Waals,
caracteristicos de este tipo de interacciones.*®

La presencia de como Asparagina y Acido Glutimico dan
explicacion a tipos de enlace como el de hidrégeno y puentes
electrostiticos, también presentes en estas interacciones. Por
ultimo, la presencia de un aminoé4cido como la serina, puede
explicarse a través del hecho de que permite cierta flexibilidad
dentro de la zona de interaccién adicional a que es un aminodcido
de carcter polar que permite una interaccién por enlaces como los
previamente mencionados. ™!
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Figura 11. Fenialanina en configuraciéon de Zwitterion.”

Tabla 10. Conteo de variables discretas, aminoacidos contenidos en las secuencias de la zona de interaccion en proteinas

hospederas

S| Conteo | Porcentaje | T | Conteo | Porcentaje | Q | Conteo | Porcentaje

0 11 50,00 0 16 72,73 0 18 81,82

1 11 50,00 1 6 2127 1 4 18,18
N= 22 N= 2 N= 2

N | Conteo | Porcentaje | Y | Conteo | Porcentaje | G | Conteo | Porcentaje

0 10 4545 0 12 54,65 0 12 54,66

1 12 5456 1 10 4545 1 10 4545
N= 22 N= 2 N= 2

C | Conteo | Porcentaje | A | Conteo | Porcentaje | V | Conteo | Porcentaje

0 21 9545 0 14 63,64 0 12 54,65

1 1 455 1 8 36,36 1 10 4545
N= 22 N= 2 N= 22

L | Conteo | Porcentaje 1| Conteo | Porcentaje | M | Conteo | Porcentaje

0 13 59,09 0 14 63,64 0 18 81,82

1 9 091 | 1 8 36,36 | 1 4 18,18
N= 22 N= 2 N= 2

P | Conteo | Porcentaje | F | Conteo | Porcentaje | W | Conteo | Porcentaje

0 18 81,82 0 8 36,36 0 15 68,18

1 4 18,18 1 14 63,64 1 7 31,82
N= 22 N= 2 N= 22

D | Conteo | Porcentaje | E| Conteo | Porcentaje | K | Conteo | Porcentaje

0 13 59,09 0 1 50,00 0 15 68,18

1 9 4091 1 1 50,00 1 7 31,82
N= 22 N= 2 N= 22

H| Conteo | Porcentaje | R | Conteo | Porcentaje

0 14 63,64 0 15 68,18




382. Contenido de aminodcidos en la secuencia
perteneciente a la proteina del patégeno viral.

La tabla 11, presenta los resultados del conteo de aminoécidos
pertenecientes la secuencia del patégeno viral, al igual que en literal
anterior, todo se obtuvo haciendo uso de la herramienta Minitab.

Como se puede observar en la tabla 11, el aminoacido que se
encuentra mayoritariamente en las secuencias de las proteinas
virales que interacttan en los 22 casos de estudio trabajados, es el
Acido Glutéimico (Glu, E) estando presente en 16 de las 22
interacciones, seguido de la Treonina (Thr, T) presente en 13 de
las 22 interacciones. Seguido por la Prolina (Pro, P) y por la
Arginina (Arg, R).

La existencia de un aminoacido como el Acido Glutimico, un
aminodcido de cardcter mayoritariamente dcido en las secuencias
de las proteinas de los patégenos, podria deberse al carcter de
estas y al tipo de enlace que el patégeno intenta formar con la
proteina hospedera tipo enlaces puentes salinos, enlaces de
hidrégeno, los cuédles més fécilmente se hardn con la proteina

hospedera.

Ahora bien, el dcido glutimico puede tener muy buena
interaccién con la Asparagina de las proteinas hospederas o con Ia
Serina de estas en enlaces de hidrégeno. Por otro lado, se
encuentra también la treonina que corresponde a un aminodcido
de tipo polar, relativamente pequefio y que brinda flexibilidad para
la conformacién de la estructura y la formacién de enlaces. El
grupo OH que este posee puede formar varios enlaces de

hidrégeno con la proteina hospedera.

La prolina, sin embargo, es uno de los aminoécidos que, aunque
no genera flexibilidad al enlace, permite una unién por medio de
enlaces de hidroégeno para las interacciones entre hospederos y
patégenos, estos favorecidos por la presencia de un anillo
nitrogenado. La presencia de la Arginina contrasta con la presencia
de Acido Glutdmico en las proteinas hospederas creando enlaces
de cardcter electrosttico o puentes salinos. 7%

En la figura 12, se pueden apreciar la estructura de la Prolina 'y
su anillo nitrado que favorece enlaces tipo hidrégeno y del acido
glutdmico que es el mayoritario en las proteinas patégenas virales.

m\"H OH
N
H

Figura 12. Estructuras de acido glutdmico (A) y Prolina
(B)78,79

Tabla 11. Conteo de variables discretas, aminodcidos contenidos en las secuencias de la proteina patdgena viral.

S| Conteo| Porcentaje] T| Conteo| Porcentaje] Q| Conteo| Porcentaje

0 13 59,09) 0 9 4091 0 12 54,55

1 9 40,91 1 13 59,09 1 10 45,45
N= 22 N= 22 N= 22

N| Conteo| Porcentaje| Y| Conteo| Porcentaje] G| Conteo| Porcentaje

0 17 7721 0 14 6364 0 20 90,91

1 5 22,73 1 8 36,36| 1 2 9,09
N= 22 N= 22 N= 22

C| Conteo| Porcentaje] A| Conteo| Porcentaje] V| Conteo| Porcentaje

0 17 77,27 0 17 77,27 0 14 63,64

1 5 22,73 1 5 22,73 1 8 36,36
N= 22 N= 22 N= 22

L| Conteo| Porcentaje I| Conteo| Porcentaje] M| Conteo| Porcentaje

0 14 63,64 0 17 77,27 0 20 90,91

1 8 36,36 1 5 22,73] 1 2 9,09
N= 22 N= 22 N= 22

P| Conteo| Porcentaje] F| Conteo| Porcentaje] W| Conteo| Porcentaje

0 11 50,00 0 20 90,91 0 20 90,91

1 11 50,00/ 1 2 9,09 1 2 9,09
N= 22 N= 22 N= 22

D| Conteo| Porcentaje] E| Conteo| Porcentaje] K| Conteo| Porcentaje

0 16 72,73 0 6 21,27 0 17 77,27

1 6 2727 1 16 7273 1 5 22,73
N= 22 N= 22 N= 22

H| Conteo| Porcentaje] R| Conteo| Porcentaje

0 19 86,36 0 11 50,00

1 3 13,64 1 11 50,00
N= 22 N= 22




4. CONCLUSIONES.

A partir de los resultados presentados, se puede decir que la
caracterizacién quimica In-Silico de interacciones proteina-
proteina tipo dominio-motivo para el estudio de actividades
patdgeno-hospedero en modelos virales es posible gracias a
diversas al desarrollo de la metodologia implementada de para el
estudio.

Para resumir, las interacciones proteina-proteina tipo dominio-
motivo en actividades patégeno-hospedero en modelos virales,
son interacciones que presentan caracteristicas tales como,
motivos lineales repetidos y conservados, que permiten identificar
facilmente a las proteinas virales y asi obtener unas secuencias de
aminodcidos correspondientes a la estructura primaria de una
proteina tanto hospedera como viral. El obtener la estructura
primaria de las zonas de interaccion entre hospederos y patogenos
permite determinar que estructuras secundarias van a
interaccionar y se verificaria esto con el cdlculo de drea superficial
accesible de solvente (SASA).

Adicionalmente, estos motivos lineales conservados, pueden ser
caracterizados y estudiados teniendo en cuenta su anclaje en las
zonas de interaccién hospedero-patégeno y esto permite
determinar cudles de estos generardn enlaces que serdn de tipo
enlace de hidrégeno, puente salino y puente salino, ademas de
interacciones hidr6fobas como enlaces de Van der Waals. Enlaces;
este tipo de enlaces permiten relacionar este tipo especifico de
interaccidn entre proteinas (interaccién exdgena) con el resto de
las interacciones (interacciones endc’)genas).

Por tltimo, los andlisis de estabilidad teniendo en cuenta el pH y el
punto isoeléctrico dan respuesta a como se hace mds estable este
tipo de interacciones. Y, el anilisis estadistico ayuda a entender
como el contenido de aminoécidos de las secuencias en las zonas
de interaccién de proteinas hospederas y proteinas patégenas
tienen una relacién directa en como se dan los tipos de enlaces y
las estructuras secundarias.

Las interacciones entre proteinas hospederas y patégenos es un
campo al que todavia le queda mucha investigacién y el uso de la
caracterizacion de las estructuras tridimensionales desde un punto
de vista de descripcion de factores fisicoquimicos que intervienen
en las interacciones, adicionalmente, a estudios de la naturaleza
netamente quimica de las interacciones pueden dar resultados
como los presentados anteriormente. Es de vital importancia
continuar con este tipo de investigaciones, debido a que pueden
abrir puertas para entender més sobre ellas y sus caracteristicas
generales.
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