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Resumen

Este trabajo de graduación se enfoca en el análisis de los sitios conservados y desorden entre
las glicoproteínas que forman parte del factor Rh. Este factor es un componente sanguíneo que
indica la presencia u ausencia de los antígenos D en los glóbulos rojos de la sangre. Los sitios con-
servados son las secciones de las proteínas que no cambian a través de la evolución que se sufre.
[Stojanovic .Stojanovic .1999] Al realizar este análisis y encontrar los sitios conservados podemos
observar la conservación entre familias de proteínas y analizarlas estructuralmente. Estos modelos
de las estructuras serán analizados para comprobar la hipótesis de la conservación y variaciones de
las glicoproteínas que se encuentran en el mismo Rh. Con estas diferencias se comprueba la con-
servación estructural y la forma en que los cambios en la estructura podrían llegar a cambiar la
función. Toda la investigación de sitios conservados y desorden de la proteína es el inicio para poder
dar origen a la transformación experimental de las estructuras para cambiar el tipo de sangre de una
muestra. En este trabajo no se realizará nada experimental, se hará todo el análisis bioinformático
necesario para poder lograr el trabajo de laboratorio. Este análisis se inició con la búsqueda de
proteínas relacionadas a las codificadas del gen presente en el factor Rh. Los datos utilizados son
secuencias disponibles en la base de datos Uniprot. Estos datos fueron analizados mediante arboles
filogenéticos, modelados por homología, gráficas del desorden, alineación de la secuencia y las es-
tructuras tridimensionales. Los árboles filogenéticos ayudaron a identificar las relaciones evolutivas
entre las secuencias. Así como la relación que esto tiene con las regiones conservadas. Al realizar los
modelos por homología se generaron gráficas que ayudaron a clasificar los modelados como buenos
o malos. A este análisis se le agregan las regiones desordenadas y se concluye cómo estas regiones
pueden afectar o no la calidad de la estructura. Mediante el proceso de alineación de secuencias se
comparó estructuralmente la conservación de las secuencias así como la calidad de los modelos. Se
encontraron varias regiones conservadas en las proteínas estudiadas. También se pudo relacionar esta
conservación con la evolución de las proteínas. Como último resultado se logró analizar el desorden
de cada modelado para determinar si este era un factor importante en la calidad del modelo.
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CAPÍTULO 1

Introducción

Las proteínas forman parte de las funciones esenciales de la vida y son una de las cuatro macro-
moléculas principales. Están formadas por aminoácidos los cuáles les atribuyen su forma, tamaño
y funciones. [NelsonNelson2017] Se tiene un grupo de 20 aminoácidos los cuáles forman todas las
proteínas que existen, lo único que cambia entre ellos es el orden en que se unen y propiedades fisi-
coquímicas. Dentro del grupo de las proteínas existen las glicoproteínas, estas se encuentran común-
mente en la sangre humana. Son oligosacáridos formados de glicanos unidos a nitrógeno u oxígeno.
Dependiendo del tipo de glicoproteínas que se encuentren presentes en la sangre se determina el
grupo sanguíneo de la misma.[SpiroSpiro1973]

El sistema utilizado universalmente para clasificar los grupos sanguíneos se basa en los grupos
A, B, O, AB y el factor Rhesus positivo o negativo. El grupo obtiene su nombre por los antígenos
presentes en el mismo. Estos antígenos hacen que el grupo sanguíneo tenga un papel en las respuestas
inmunológicas del cuerpo. Por esta razón existe un sistema de donación de sangre en el cuál un
individuo no puede recibir cualquier tipo de sangre.[GoodwinGoodwin2021] El único grupo sanguíneo
que puede donar sangre a cualquier individuo es el grupo O-. Este es también el grupo menos común
por lo qué es importante realizar un estudio de las proteínas que determinan al mismo. Al investigar
las glicoproteínas presentes en el grupo Rh se pueden encontrar regiones conservadas que determinen
la funcionalidad al determinar el factor Rhesus en la sangre.[ClinicClinic20222]

Las glicoproteínas presentes en el grupo Rh pueden obtenerse a partir de la traducción de un
gen que las codifique. Este proceso puede llevarse a cabo con técnicas bioinformáticas como la
plataforma Expasy. La plataforma da como resultado las posibles secuencias de glicoproteínas que
van a utilizarse. Con estos datos es posible realizar búsquedas de alineación de pares como BLAST.
[NIHNIH] Esto hace que se puedan encontrar muestras similares y armar una base de datos concisa
para el uso del estudio. Esta base de datos hace referencia a Uniprot esta es una base en la cual las
proteínas se ven divididas en dos grupos: las revisadas por lo que son datos confiables para poder
estudiarlos según su estructura y características. El otro grupo son proteínas que aún no se han
estudiado a profundidad por lo que solo se tiene la secuencia. Tiene aproximadamente 120 millones
de entradas. [AokiAoki20171] Las proteínas pueden tener dentro de su secuencia de aminoácidos
regiones desordenadas. Esto indica que la proteína no tendrá una estructura tridimensional específica.
Estas regiones aunque parecen ser un problema son de hecho la parte esencial de muchas proteínas
para que se pueda cumplir su función.

La alineación de múltiples proteínas es una herramienta que permite encontrar regiones con-
servadas dentro de la secuencia. Este es uno de los objetivos de nuestro estudio ya que a partir
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de estas regiones se puede analizar cómo fueron evolucionando las proteínas, junto con los arboles
filogenéticos. También se puede ver que tanta diferencia existe entre las regiones conservadas y esas
mismas regiones en la estructura tridimensional. Estas regiones conservadas se encuentran utilizando
la herramienta bioinformática Jalview.[WaterhouseWaterhouse]

La herramienta de modelado AlphaFold es un sistema de AI desarrollado para predecir la estruc-
tura tridimensional de una secuencia de aminoácidos. La base de datos que utiliza tiene aproximada-
mente 200 millones de entradas, incluye la mayoría de la base de datos de UniProt. Actualmente es la
forma más efectiva de predecir una estructura por su alta precisión al modelar. [AlphaFoldAlphaFold]
Los modelos van a ser analizados para comprobar que su precisión sea aceptable y tener el análisis
completo en la investigación. Para evaluarlos y analizar su estructura se hace uso de las gráficas
pLDDT, PAE y sequence coverage, que produce el algoritmo. Con estos modelos se van a buscar los
sitios que se alinean para poder describirlos y ver qué papel están cumpliendo.

Chimera es la plataforma en la que se pueden visualizar las estructuras tridimensionales de
las proteínas y alinearlas estructuralmente. Se analiza cómo se conforma la secuencia y se pueden
realizar análisis como match entre proteínas, seleccionar partes específicas, etc. En Chimera se ve-
rá cómo las estructuras cambian entre ellas y también cómo se conservan. Esto hace posible la
conclusión entre la diferenciación que existe en las glicoproteínas presentes en el factor Rh. Tam-
bién ayuda a determinar si las secuencias conservadas de las proteínas pueden llegar a alinearse
estructuralmente.[Pettersen .Pettersen .2004]
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CAPÍTULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Identificar regiones conservadas entre diferentes glicoproteínas encontradas en eritrocitos huma-
nos y analizar las secciones desordenadas presentes en las mismas.

2.2. Objetivos específicos

Realizar alineamiento de secuencias de glicoproteínas humanas.

Realizar una búsqueda de proteínas homólogas mediante técnicas de alineación y familias.

Realizar modelos por homología de glicoproteínas.

Identificar sitios conservados y diferencias estructurales de glicoproteínas.
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CAPÍTULO 3

Justificación

Los problemas de falta de sangre O- en hospitales afectan especialmente a un país como Guatema-
la. Donde el acceso a servicios de salud básicos es limitado y los servicios de emergencia ineficientes,
son muy comunes. Agregando a este problema se tiene la rareza de la sangre O-, ya que solo el 7 %
de la población mundial tiene este tipo de sangre.[ClinicClinic20222] Por lo que aunque se tenga un
sistema de salud eficiente sería muy difícil tener un suministro de sangre apto para cualquier paciente
para que estos puedan recibir sus tratamientos. La solución que se propone para este problema es
el seguimiento de la investigación del análisis de las glicoproteínas. Con esto se podría llegar a tener
la forma más eficiente en la que el anticuerpo A y B pueden ser eliminados para tener sangre O-
segura para utilizar.

El lograr esto haría que se tuviera una forma de tener a disponibilidad de la población sangre O- en
los bancos sin importar el grupo sanguíneo al que pertenecen los donadores. De esta forma se tendrá
sangre para cualquier persona en todos los hospitales y servicios de emergencia. La identificación
de sitios conservados en las glicoproteínas específicas de grupos sanguíneos permite visualizar las
similitudes entre estas. Al saber qué secciones de la secuencia se comparten entre las proteínas se
puede empezar a desarrollar una mejor enzima que interactúe con las proteínas y así poder eliminar
los anticuerpos necesarios para conseguir un tipo de sangre O-. El análisis de las glicoproteínas es
necesario para los avances médicos. Ya que forman parte de funciones esenciales en el cuerpo como
el transporte, actividad de anticuerpos y coagulación. Algunos ejemplos de estas glicoproteínas tan
importantes son las estimuladoras de tiroides, hidrolasas, oxidasas y transferasas. [SpiroSpiro1973]

Al realizar la investigación se ha observado la falta de documentación que existe de las glicopro-
teínas de grupos sanguíneos específicos. Según la literatura y documentación se encontró solamente
estudios donde secuencian el genoma completo. A partir de eso obtienen genes que codifican especí-
ficamente glicoproteínas relacionadas con el grupo Rh. [JJ2020] La importancia del presente estudio
se hace más evidente ya que el modelado de las glicoproteínas no se ha realizado. Es importante
notar que las bases de datos de datos curados como lo es SwissProt no tienen a las glicoproteínas
utilizadas en el estudio. A partir de los datos procesados y analizados se puede llegar a trabajar
en conjunto con estas bases de datos para poder expandir el conocimiento que se tienen de estas
importantes proteínas.

El análisis bioinformático surgió una década antes de la secuenciación de ADN. Esto quiere decir
que las herramientas bioinformáticas no son solamente para este campo, si no vienen de principios
fundados desde hace mucho tiempo atrás. Las computadoras empezaron a surgir como herramienta
para el análisis biológico desde 1960. La necesidad surgió por la acumulación de datos y su necesi-
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dad de analizarlos. Actualmente la bioinformática es crucial para el análisis de conjuntos de datos
complejos y grandes. Permite a los investigadores manejar, guardar y analizar datos de genómica,
proteómica y biológicos. Esto ha abierto puertas para encontrar tratamientos específicos, la base
molecular de enfermedades y medicina personalizada.[HagenHagen2000]
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CAPÍTULO 4

Marco teórico

4.1. Aminoácidos

Las proteínas como ya se mencionó son macromoléculas fundamentales en la biología, tienen
una amplia gama de funciones esenciales en los seres vivos. La unidad básica de una proteína es
el aminoácido, este funciona como un bloque fundamental en la construcción de estas estructuras.
Comprender la estructura y la función que los aminoácidos tienen en las proteínas es esencial para la
biología y la bioquímica, ya que estos compuestos son los bloques de construcción que determinan la
diversidad funcional de las proteínas. El mismo grupo de 20 aminoácidos forman la diversa cantidad
de proteínas que existen, lo único que cambia es su conformación. El primer aminoácido descubierto
fue la Asparagina en 1806, la última fue la Treonina en 1938. Los nombres de estos aminoácidos
surgen generalmente del objeto del que fueron aislados, como es el caso del Glutamato que fue aislado
a partir del gluten. [NelsonNelson2017]

Estos aminoácidos que forman a las proteínas son llamados residuos representando al agua que
se pierde cuando los aminoácidos se unen. Por esto mismo las proteínas pueden romperse en sus
aminoácidos pasando por un proceso en el que se hidrolizan. Los 20 aminoácidos existentes son
moléculas orgánicas que tienen un grupo amino (-NH2) y un grupo carboxilo (-COOH) unidos a un
carbono central, llamado carbono alfa (α). Por lo que son llamados α-aminoácidos. Además, cada uno
tiene un grupo lateral único, también conocido como cadena lateral o radical (grupo R), que confiere
propiedades químicas y físicas especificas de cada uno. Entre estas características se encuentra la
carga eléctrica, solubilidad, tamaño.[NelsonNelson2017] Las estructuras de cada aminoácido son
conjuntos de un grupo carboxilo, amino y un residuo como se muestra en la Figura 4.1.

Para refererise a los aminoácidos se utilizan códigos de tres letras que en la mayoría de casos son
las primeras tres letras del nombre. Cuando se empezaron a realizar investigaciones con las secuencias
proteicas en computadoras surgió una nueva forma de referirse a estos aminoácidos. Margaret Oakley
Dayhoff fue la inventora de este nuevo sistema el cuál consiste solamente de una letra identificadora
a cada aminoácido. Ella es considerada la fundadora de la bioinformática ya que hizo importantes
aportes al campo. Este nuevo sistema hace que los archivos de datos que contienen secuencias de
proteínas ocupen menos espacio. Esto era de gran interés en aquella época por la poca capacidad
que tenían las computadoras. La Figura 4.2 muestra los códigos que se utilizan para cada uno de
estos aminoácidos. [NelsonNelson2017]

El grupo R permite clasificar a los aminoácidos en diferentes grupos según su polaridad y tenden-
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Figura 4.1: Estructura general de los aminoácidos. Extraída de: [NelsonNelson2017]

cia para interactuar con el agua. La asignación del grupo al que pertenecen los aminoácidos Glicina,
Histidina y Cisteína se realiza por el juicio de los investigadores más que como una verdad absoluta.
Esto ocurre por las cualidades tan específicas de estos aminoácidos que hace que no tengan lugar
en uno de los grupos determinados. En la Figura 4.3 se muestra la clasificación de los aminoácidos
según su estructura.

Aminoácidos No Polares: La característica de este grupo es que tienen cadenas laterales hidro-
fóbicas, lo que significa que repelen el agua. En este grupo se incluyen la Glicina, Alanina, Valina,
Leucina, Prolina, Isoleucina y Metionina. La Alanina, Valina, Leucina e Isoleucina tienden a agru-
parse dentro de las proteínas, esto hace que se estabilice la estructura proteica a través del efecto
hidrofóbico. La Glicina es el aminoácido con la estructura más simple, se clasifica como un aminoá-
cido no polar pero su cadena lateral pequeña no contribuye significativamente a las interacciones
hidrofóbicas. La Metionina tiene en su cadena lateral un grupo tioéter ligeramente no polar. La
Prolina tiene una cadena lateral alifática con una estructura cíclica distintiva. El grupo amino se-
cundario (imino) de sus residuos se encuentra en una conformación rígida que reduce la flexibilidad
estructural en las regiones de polipéptidos. [NelsonNelson2017]

Aminoácidos Polares: Este grupo tiene cadenas laterales hidrofílicas, forman enlaces de hidrógeno
con el agua. Lo que significa que interactúan favorablemente con el agua. Se incluyen la Serina,
Treonina, Cisteína, Asparagina y Glutamina. La polaridad de la Serina y la Treonina se debe a sus
grupos hidroxilos, en la Asparagina y Glutamina se debe a sus grupos amida. Estos aminoácidos son
fácilmente hidrolizados por base o ácido. La Cisteína tiene su polaridad contribuida por un grupo
sulfhídrico. Es una excepción al grupo ya que es un ácido débil y puede formar enlaces de hidrógeno
débiles con oxígeno o nitrógeno.[NelsonNelson2017]

Aminoácidos Aromáticos: En este grupo se incluye la Fenilalanina, Tirosina y Triptófano, tienen
sus cadenas laterales aromáticas. Son relativamente no polares lo que los hace ligeramente hidrofó-
bicos. El grupo hidroxilo de la Tirosina puede formar enlaces de hidrógeno y es un grupo funcional
importante en algunas enzimas. La Tirosina y Triptófano son significativamente más polares que
la Fenilalanina. Esto es por el grupo hidroxilo de la Tirosina y al nitrógeno del anillo de indol del
Triptófano. Estos aminoácidos absorben la luz ultravioleta, los que mejor lo hacen son la Tirosina y
Triptófano. Esto les da una absorción grande (280 nm) de luz a las proteínas.[NelsonNelson2017]

Aminoácidos con carga positiva: En este grupo se encuentra la Lisina, Arginina e Histidina.
Estos tienen los grupo R más hidrofílicos. Tienen carga significativamente positiva a un pH de 7.0.
La Lisina tiene un segundo grupo amino primario en la cadena alifática. La Arginina tiene un grupo
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Figura 4.2: Códigos de una letra de cada aminoácido según el sistema de
Margaret Oakley Dayhoff. Extraída de: [J.J.1984]

guanidinio cargado positivamente. La Histidina tiene un grupo imidazol aromático. Este es el único
aminoácido común con una cadena lateral ionizable, puede estar cargada positivamente o sin carga
a pH 7.0. Los residuos de este aminoácido facilitan muchas reacciones catalizadas por enzimas ya
que pueden actuar como donantes y aceptores de protones.[NelsonNelson2017]

Aminoácidos con carga negativa: Dentro de estos aminoácidos solo se encuentra el Aspartato y
Glutamato. Ambos tienen grupos R con carga neta negativa en un pH de 7.0. [NelsonNelson2017]

Los aminoácidos se unen entre ellos mediante enlaces peptídicos para formar las cadenas lineales
conocidas como péptidos o proteínas. Pueden unirse mediante un enlace peptídico, este se forma por
la deshidratación del agua del grupo α-carboxilo de un aminoácido y se une al α-amino del otro.
Este proceso se muestra en la Figura 4.4. Este es un ejemplo de una reacción de condensación, una
clase común de reacciones en las células vivas. En condiciones bioquímicas estándar, el equilibrio
para la reacción favorece a los aminoácidos en lugar de al dipéptido. Para que la reacción sea
termodinámicamente más favorable, el grupo carboxilo debe ser modificado o activado para eliminar
el grupo hidroxilo.

Los péptidos pueden identificarse por su comportamiento de ionización. Estos tienen grupos α-
amino y α-carboxilo libres en extremos opuestos de la cadena. Los enlaces péptidos que unen los
aminoácidos no se ionizan y no afectan el comportamiento ácido-base de los péptidos. Al contrario,
los grupos R de algunos aminoácidos pueden ionizarse, lo que contribuye al comportamiento ácido-
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Figura 4.3: Clasificación de los aminoácidos según su grupo R y
propiedades químicas. Las estructuras mostradas son los estados en

ionización a un pH de 7.0. Extraída de: [NelsonNelson2017]

base general de un péptido. Por lo que se puede decir que la predicción de este comportamiento de
un péptido se basa en los grupos α-amino y α-carboxilo libres, junto con la naturaleza y número de
grupos R ionizables en el péptido.[Loo, Udseth SmithLoo .1989]

4.2. Proteínas

Existe una gran variedad de proteínas y cientos de estas pueden encontrarse en una sola célula.
Esto se debe a la gran cantidad de procesos que dependen de ellas y lo especializadas que son.
[NelsonNelson2017] Las diferentes propiedades y funciones de las proteínas se forman a partir de
las diferentes combinaciones que las células pueden formar con el mismo set de 20 aminoácidos.
[NelsonNelson2017] Las proteínas están formadas de aminoácidos que se unen a polímeros por di-
ferentes tipos de enlaces. Las uniones peptídicas, uno de estos tipos de enlaces, se forman por la
síntesis de deshidratación, este proceso se ejemplifica en la Figura 4.4. [TeamTeam] Estas uniones
peptídicas hacen posible la formación de proteínas, también pueden confundirse con los péptidos.
El término péptido y proteína son generalmente intercambiados y usados para referirse a la misma
cosa. La diferencia es que el péptido tiene un peso molecular menor a 10,000. [NelsonNelson2017]
Hay seis grupos principales de proteínas, cada grupo cumple una función específica en el organismo
en el que se presente. Las funciones por las que se dividen son: transporte, defensa, estructurales,
hormonales, contráctiles.

La estructura proteica se divide en cuatro niveles según la complejidad que se está estudiando. A
las diferentes estructuras se les llama primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. Su conformación
va de más simple a más compleja como puede observarse en la Figura 4.5. La estructura primaria
es la más simple y consiste de una sola cadena de aminoácidos.[TeamTeam] Esta es la que codifica
el ADN de la proteína, cualquier cambio en los aminoácidos que conforman esta estructura significa
una alteración considerable en la función de la proteína. La estructura secundaria se diferencia por
la presencia de puentes de hidrógeno, esto hace que la estructura se doble o enrolle. Las formas
que puede tomar la proteína son hélices alfa o láminas beta. En algunos casos las proteínas tienen
presentes ambas formas formando una proteína más compleja. La estructura terciaria es la que forma
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Figura 4.4: Proceso de síntesis por deshidratación para la formación de
las uniones peptídicas que unen a los aminoácidos. Extraída de:

[TeamTeam]

la conformación 3D de la proteína. Esta depende del tipo de uniones presentes como: Van der Waals,
puentes de hidrógeno, enlaces iónicos, etc. La estructura cuaternaria se conforma por subunidades
específicas por lo que no todas las proteínas son consideradas cuaternarias. [TeamTeam]

Figura 4.5: Cuatro niveles estructurales que las proteínas pueden obtener
en su estructura. Extraída de: [KnappKnapp]

4.2.1. Glicoproteínas

Las glicoproteínas se conforman de cadenas de oligosacáridos, glicanos que se unen a los aminoáci-
dos de forma covalente. Se denominan como glicoconjugados o carbohidratos complejos. [ReilyReily2019]
Estos se encuentran en la parte externa de la membrana plasmática, matriz extracelular y la san-
gre. También tienen funciones dentro de la célula y en este caso se encuentran en el aparato de
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Golgi, glándulas secretoras y lisosomas. La parte de los oligosacáridos en las glicoproteínas son
bastante heterogéneas, contienen información, reconocen sitios específicos y se unen con lectinas.
[NelsonNelson2017]

Estas proteínas se pueden formar por glicanos unidos a nitrógeno u oxígeno. De ahí surgen sus
nombres N-glicanos u O-glicanos, estos dos grupos tienen diferentes uniones y subclasificaciones como
puede verse en la Figura 4.5. [ReilyReily2019] Las glicoproteínas tienen su unión al carbohidrato en
su carbono anomérico mediante un enlace glucosídico al –OH de una Serina o Treotina (O-glicanos).
Los enlaces N-glicanos se unen al nitrógeno amino del residuo de Asparagina. [NelsonNelson2017]

Dependiendo a que están unidas las cadenas de carbohidratos se forman glicoproteínas o glicolí-
pidos. Los glicolípidos son componentes de la membrana plasmática en los que la cabeza hidrofílica
está formada por oligosacáridos. [NelsonNelson2017] Funcionan igual que las glicoproteínas al unirse
con lectinas. En ambos casos la unión de las cadenas de carbohidratos se lleva a cabo por un proceso
llamado glicosilación y ocurre en el retículo endoplasmático y aparato de Golgi. Está asociado a
enfermedades genéticas. Ahora se puede asociar este proceso a la mejora de respuesta inmune, a la
metástasis de las células, etc. [ReilyReily2019]

Figura 4.6: Tipos principales de glicosilación en humanos. Se muestran
los diferentes procesos por lo que los glicanos pueden unirse a lípidos o
proteínas. Como resultado de este proceso se obtienen glicoconjugados.

Extraída de:[ReilyReily2019]

Dentro de la categoría de glicoproteínas se encuentra una extensa cantidad de proteínas y hor-
monas. Como por ejemplo las proteínas plasmáticas y hormonas peptídicas. También podemos en-
contrarlas en sustancias del cuerpo sanguíneo. Las alteraciones de las glucoproteínas han sido es-
tudiadas para alterar células cancerosas en el proceso de la metástasis. Esto nos indica que según
la estructura de las mismas se puede alterar su función. Esta alteración en la función hace que la
determinación del tipo de sangre de una persona se vea ligada al tipo de glicoproteínas que están
presentes [BenderBender2019]

Las glicoproteínas que pueden encontrarse en la membrana celular de los eritrocitos, es decir los
glóbulos rojos, varían en su estructura por el grupo sanguíneo al que pertenecen. Algunas de las
glicoproteínas que encontramos son inmunoglobulina y hormonas como la reguladora de la tiroides.
La banda 3, un tipo de glicoproteína, tiene un oligosacárido ligado a N. Las glicoforinas en su
mayoría tienen oligosacáridos ligados a O. Este tipo de oligosacáridos están unidos a ácido siálico
el cual puede ser NeuAc. Estas no son las únicas glicoproteínas que se encuentran en la sangre por
la variedad en la estructura que pueden tomar. [AokiAoki20172] La hipótesis de este trabajo de
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graduación es que se puede tener un análisis estructural de estas glicoproteínas. Con esto se busca
encontrar los sitios conservados que tienen las glicoproteínas y ver como cambian entre las presentes
las pertenecientes al mismo grupo. Esto dará el precedente para la experimentación de cambios de
tipo de sangre según sus glicoproteínas.

4.3. Transformación gen a proteína

Los datos utilizados en este estudio se encontraron a partir de dos genes obtenidos de la se-
cuenciación de un genoma completo.[JJ2020] Por esto es importante entender como se realizó este
proceso y todo lo que esto implica. La plataforma Expasy es la herramienta bioinformática más
utilizada en el área de proteómica. Su nombre significa Expert Protein Analysis System, este surgió
cuando era de los primeros servidores para el análisis de las ciencias de la vida. Actualmente es
un portal completo para el análisis bioinformático, incluyendo la conversión de un gen a secuencias
proteicas.[Artimo .Artimo .2012] Para realizar este proceso se debe tener claro el concepto del Dog-
ma Central. Este es un conjunto de instrucciones que transforma el ADN a un producto funcional, en
este caso proteínas. Explica el flujo de información genética que se tiene en el proceso. Para empezar
se considera que el ADN tiene la información suficiente para hacer las proteínas que necesitamos.
Luego se convierte en el ARN, el cual es el mensajero que pasa esa información a los ribosomas.
Acá es donde se genera el producto final. Las secuencias de nucleótidos que codifican un polipéptido
contienen un codón de inicio y de fin. Este mismo proceso es el que se lleva a cabo en Expasy solo
que bioinformáticamente. En la Figura 4.7 se observa el proceso que se lleva a cabo para traducir el
ADN.

Figura 4.7: Proceso de traducción a partir de un gen para obtener una
secuencia proteica. Se demuestra el proceso que conlleva la traducción de

un gen para obtener las proteínas que este codifica. Extraída de:
[TutorialsTutorials]

La secuencia de ADN consta de cuatro letras A, C, G y T; adenina, citosina, guanina y timina
respectivamente. La combinación de estas letras forma las diferentes secuencias de ADN que pueden
existir. Dentro de estas secuencias hay divisiones que llamamos codones. Estos codones son combi-
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nación de tres letras que pueden ser A, C, G y T, existen 64 codones diferentes. De los 64 solo 61
de ellos representan a uno de los 20 aminoácidos existentes. Los tres codones sobrantes son los en-
cargados de identificar el codón fin de la secuencia. Este sistema se describe como el código genético
y es redundate ya que un aminoácido puede ser identificado por varios codones, más un codón solo
puede identificar a un aminoácido.[TutorialsTutorials]

Este código se utiliza universalmente, hay algunas excepciones especificas como lo es la mito-
condria. Esto significa que una secuencia proteica representa un codón (tres nucleótidos) por cada
letra (un aminoácido). La Figura 4.8 muestra todas las combinaciones que puede tener un codón y el
aminoácido que va a ser agregado a la secuencia proteica. El codón de inicio generalmente es AUG,
el cuál representa una Metionina. El codón final puede ser UAA, UAG o UGA e indican el final de
la secuencia, es decir termina la traducción. Para leer la secuencia se utiliza el sistema de lectura de
seis cuadros. Como el ADN se divide en codones de tres letras, se tienen tres cuadros distintivos de
lectura. La hebra de ADN es doble por lo que se tiene dos hebras anti-paralelas. Como cada hebra
tiene su propia secuencia se tienen en total seis cuadros de lectura. Expasy muestra el resultado de
la traducción con este sistema[TutorialsTutorials]

Figura 4.8: Tabla que contiene el código para poder leer los diferentes
codones y los aminoácidos que representan. Se muestran los códigos

utilizados para identificar los diferentes tipos de aminoácidos. Extraída
de: [TutorialsTutorials]
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4.4. Árboles filogenéticos para el análisis evolutivo de las pro-
teínas

Los árboles filogenéticos son una herramienta utilizada en la biología y la bioinformática, se
pueden usar para comprender la evolución de las proteínas y sus relaciones. Los árboles filogenéticos
permiten analizar la historia evolutiva de las secuencias proteicas, revelar similitudes y diferencias
genéticas. Estos árboles se conforman por nodos y ramas. Los nodos representan los puntos de
bifurcación del grafo y las ramas son las líneas de conexión entre los nodos. Existen dos tipos de
árboles filogenéticos, enraizado y sin enraizar. El árbol sin enraizar muestra de mejor manera las
relaciones evolutivas de las proteínas. Este árbol tiene un nodo raíz, el cual representa el punto del que
surgen todas las proteínas. [LageLage2013] Esto muestra la evolución de proteínas, implica cambios
en las secuencias de aminoácidos a lo largo del tiempo a partir de un ancestro común. Gracias a
esta evolución se forma la diversidad de funciones y estructuras proteicas. Los procesos que generan
los cambios entre las secuencias de aminoácidos de las proteínas son mutaciones, selección natural y
eventos de duplicación genética. [NelsonNelson2017]

El resultado de un árbol filogenético muestra una hipótesis de los posibles hechos evolutivos,
no es un diagrama definitivo. El patrón que se forma a partir de los nodos muestra la forma en
la que los organismos evolucionaron. La forma en la que se leen los árboles para entender que tan
relacionados están dos puntos es ver su ancestro en común. Mientras menos cercano esté estos estarán
menos relacionados y mientras más cercanos estarán mas relacionados. Por lo que cada uno de los
nodos representan un evento que creó divergencia entre los organismos. Cuando a partir de un nodo
surgen varias especies u organismos de interés se genera una Politomía. Esto significa que más de
dos organismos surgieron de un evento de divergencia, por lo que no se tiene suficiente información
para determinar el orden de las ramas.[AcademyAcademy]

El método que se utiliza para analizar las proteínas es el de unión de vecinos. Este método
busca parejas taxonómicas que minimicen la cantidad de ramas del árbol. Se ha comprobado que
es el método más efectivo cuando se hacen simulaciones computacionales para obtener la topología
correcta. La idea es siempre tener una pareja que surja de cada nodo, de esta forma hay un organismo
asignado en la posición 1 y 2. Cuando esto no ocurre es cuando sucede la Politomía. La cantidad de
formas que puede tomar una pareja en este método se calcula por N(N - 1)/2. Para escoger la forma
en la que se colocarán se busca el valor más pequeño de la suma de la longitud de las ramas. Este
proceso se repite hasta tener N-3 ramas. Este método muestra las especies de interés y la longitud
de cada rama como se muestra en la Figura 4.9. Esta figura representa como se miran los nodos a
partir de los cuales surgen las especies de interés.[Saitou NeiSaitou Nei1987]

Figura 4.9: Ejemplo de un árbol filogenético generado por el método de
unión de vecinos. Las letras muestran los nodos internos, los números

grandes las especies de interés y los pequeños la distancia de las ramas.
Extraída de: [Saitou NeiSaitou Nei1987]
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4.5. Alineación de proteínas y las herramientas bioinformáti-
cas

La alineación de proteínas es una tarea computacional bastante compleja, esto se aplica pa-
ra modelados, identificación de grupos funcionales, análisis filogenético y búsqueda de secuencias.
Existe la alineación por pares la cuál tiene algoritmos simples y manejables que usan la programa-
ción dinámica. La aplicación de estos métodos es costosa computacionalmente y poco factible para
números grandes de secuencias. Se han desarrollado algoritmos aproximados para alineaciones de
secuencias múltiples como la técnica de alineación progresiva. La forma en la que estos funcionan es
que ensamblan una alineación múltiple realizando una serie de alineaciones por pares de secuencias
o grupos prealineados. Esto no garantizan una solución óptima y no corrige los errores cometidos en
cada paso de alineación por pares. Para corregir o minimizar estos errores, se utilizan dos técnicas: el
refinamiento iterativo y la puntuación de consistencia. El refinamiento iterativo se aplica después del
ensamblaje progresivo de una alineación. La puntuación de consistencia en la alineación progresiva
se ha utilizado para mejorar la calidad de la alineación.[PeiPei2008]

La alineación múltiple de proteínas Clustal es un método progresivo. Este mejora la sensibilidad
de los resultados por peso de secuencias, penalizaciones de brechas específicas de posición y elección
de matriz de peso. Esto lo hace con una matriz de sustitución, generalmente BLOSUM. Esta matriz
califica a las secuencias según su similitud. Inicia el proceso alineando a las secuencias más parecidas
entre ellas, luego va agregando secuencias según la alineación. Le da más importancia a las secuencias
similares ya que se ponderan. El método es progresivo, esto quiere decir que se dividen las secuencias
en clústers y mediante estos se van alineando los aminoácidos. No es tan exacto ya que puede producir
algún error que debe corregirse a mano, en caso se desee. Los error se producen por secuencias
divergentes, como lo son las proteínas desordenadas.[PeiPei2008]

Jalview es una plataforma de software para la visualización, edición y análisis de alineamientos
múltiples de secuencias biológicas. También permite la manipulación de estructuras de proteínas
y ácidos nucleicos. La función de Jalview con respecto a el método de alineación Clustal es la
visualización y manipulación de alineamientos ClustalW o Clustal Omega. Jalview tiene como una
de sus características la integración de este algoritmo por lo que puede correrse directamente desde la
plataforma. La alineación que se realiza tiene el mismo enfoque progresivo mencionado anteriormente,
a partir de esto se pueden generar árboles filogenéticos.[Clamp, Cuff BartonClamp .1998]

Como ya se sabe este método no es infalible, especialmente cuando se trabaja con proteínas
divergentes puede causar problemas. Para este problema Jalview le permite al usuario editar la
alineación de los aminoácidos corriendo y eliminando posiciones vacías. Esto permite correcciones
que el investigador puede haber observado que le serán útiles para su estudio. Cuando se observa
el alineamiento Jalview tiene como una de sus herramientas la coloración Clustal de las secuencias.
Esto hace más visible las secciones alineadas así como las regiones conservadas que pueden tener
las secuencias.[Clamp, Cuff BartonClamp .1998] Esta coloración se muestra en la Tabla 13.8 como
referencia para analizar resultados.

BLAST es una herramienta utilizada en el área de bioinformática para encontrar secuencias
proteicas similares. Su nombre significa Basic local alignment search tool y fue inventada en 1990. El
objetivo de una búsqueda BLAST es realizar una alineación por pares de la secuencia y así obtener
secuencias con similitudes de otras bases de datos. Las aplicaciones de este software incluyen la
identificación de especies, mapeo de ADN y búsqueda de secuencias relacionadas. Hay cinco tipos
de programas BLAST y cada uno es específico al tipo de secuencia que se quiere estudiar y el
resultado que se quiere. Existe un programa para proteínas, nucleótidos, nucleótidos traducidos con
sus diferentes resultados, estos se muestran en la Figura 4.10. El BLAST que se usa para analizar
proteínas y buscar secuencias proteicas parecidas es BLASTP. Este programa necesita como entrada
una secuencia de proteína. Esta es la secuencia que queremos alinear y buscar similares dentro de
las bases de datos que se ofrecen. Al realizar la búsqueda cada secuencia se califica según la similitud
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que tienen con la secuencia original. Mientras más alta sea la puntuación más similar es la secuencia,
estos resultados pueden descargarse en archivo de texto y también puede accederse a las secuencias
desde la página web.[Donkor, Dayie AdikuDonkor .2014]

Figura 4.10: Diferentes programas del algoritmo BLAST según el tipo de
secuencia que se va a trabajar y el resultado que quiere obtenerse.

Extraída de: [Donkor, Dayie AdikuDonkor .2014]

Chimera es una plataforma programada en Python para el análisis, visualización y selección de
secuencias proteicas y de nucleótidos. Está conformado por un centro y extensiones, estas extensiones
permiten a los investigadores tener todo lo necesario y extender su estudio hasta donde lo requieran.
Las principales utilidades de esta plataforma son la visualización 3D, alineación de estructuras,
análisis estructural, manipulación y edición de estructuras, generación de imágenes y secuenciación.
Las herramientas que serán útiles para el estudio de las glicoproteínas es la visualización 3D y
alineación estructural.[Pettersen .Pettersen .2004]

La parte de alineación estructural se basa en la herramienta de MatchMaker que incluye la
plataforma. Esta herramienta crea alineaciones de pares y a partir de esto se sobreponen las es-
tructuras de las secuencias. Para poder iniciar el proceso se debe de seleccionar que secuencia va
a ser usada como referencia, generalmente se utiliza la más grande y/u ordenada para que sea un
buen modelo. La calidad de la alineación se califica con el valor RMSD (Desviación Cuadrática
Media). Este valor representa la diferencia promedio que hay entre las posiciones de los átomos
correspondientes en las dos estructuras superpuestas. Mientras más bajo es el valor significa que
las estructurales se parecen estructuralmente. Un RMSD alto demuestra estructuras que difieren
significativamente.[Meng, Pettersen, Couch, Huang FerrinMeng .2006]

4.6. Regiones conservadas

Al analizar grupos de proteínas se pueden buscar regiones conservadas entre ellas. Estas regio-
nes pueden encontrarse luego de hacer una alineación de las secuencias. Cuando se analiza una
proteína en un algoritmo como BLAST se encuentran proteínas con similitud de más de 25 %, sin
embargo para algunos estudios es importante conocer que regiones exactamente son las similares.
Esto nos provee de información para entender la historia evolutiva de las proteínas, o cualquier
secuencia que se esté analizando. Así como también ayuda a identificar que regiones pueden lle-
gar a ser esenciales para la función que un grupo de proteínas está desempeñando. Cuando no
existen regiones conservadas significa que las secuencias evolucionaron a tal punto que no puede
identificarse a donde pertenecen. También puede significar que las proteínas no comparten ninguna
relación.[PietrokovskiPietrokovski1996]

Las regiones conservadas son cruciales para la detección y estudio de proteínas. Estas se vuelven
conservadas por su importancia biológica ya que representan un rol muy importante para la función
de la proteína. Cuando tenemos un grupo de proteínas, en este caso glicoproteínas del grupo Rh
encontradas en la sangre humana, con regiones conservadas quiere decir que estas regiones son
importantes para su función. Por lo que es probable que si esta región se viera afectada por evolución
o tratamientos la proteína podría cambiar la función que tiene en el cuerpo. Desde el punto de vista
bioquímico se sabe que generalmente estas regiones tienen sitios activos o residuos críticos para la
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secuencia. También pueden ser parte importante de la unión con sustratos, cofactores, ligandos, etc.
Conocer estas regiones permite a los investigadores en el área de salud poder diseñar fármacos que se
enfoquen en la región conservada que está causando daño o bienestar.[PietrokovskiPietrokovski1996]

Para poder identificar estas regiones pueden utilizarse plataformas como Jalview, al terminar la
alineación puede utilizarse una utilidad que permite colorear las secuencias. Esta coloración puede
hacerse de forma clustal y utiliza diferentes colores según el aminoácido que encuentre, los colores
pueden observarse en la Tabla 13.8. Los aminoácidos que son coloreados son los que se encuentran en
regiones conservadas. En la tabla se puede leer cuál es el porcentaje mínimo de presencia requerido de
cada aminoácido para ser considerado conservado. Cuando este porcentaje se cumple el aminoácido se
colorea y de esta forma pueden irse alineando las secuencias para identificar que regiones conservadas
existen.[Clamp, Cuff BartonClamp .1998] A parte de esta conservación también deben compararse
los resultados con los árboles filogenéticos para ver si la evolución de las proteínas influyó de alguna
manera con las regiones conservadas. Por ejemplo una proteína que evolucionó en una rama diferente
que tanta conservación mantuvo.[PietrokovskiPietrokovski1996]

4.7. Regiones desordenadas

Alguna proteínas contienen dentro de su secuencia regiones desordenadas. Estas proteínas se lla-
man PID, proteínas intrínsecamente desordenadas. Christian Anfinsen en 1960 dijo que la estructura
3D de una secuencia era única y determinada completamente por sus aminoácidos. Los polipéptidos
que no cumplían con este postulado son considerados PID. El estudio de estas regiones ha sido
cada vez más común, el nuevo paradigma de las PID dice que aunque las regiones no tengan una
estructura 3D definida aún cumplen con su función. Casi un 40 % de los proteomas de eucariotas
tienen en sus secuencias regiones desordenadas. Esto ha abierto puertas a estudios que han dado
como conclusión que estas regiones pueden estar ligadas con enfermedades humanas como el cáncer
y problemas neurológicos.[M.M.2006]

Estas regiones son partes de la secuencia que no tienen suficientes aminoácidos hidrofóbicos
para mediar el modelado de la estructura. Los aminoácidos comúnmente encontrados en desorden
son entonces la Glicina, Alanina, Valina, Leucina, Prolina, Isoleucina y Metionina. También tie-
nen una carga más fuerte de aminoácidos polares como la Serina, Treonina, Cisteína, Asparagina,
Glutamina, Lisina, Arginina e Histidina. Esto no quiere decir que la estructura puede tomar todas
las conformaciones posibles. Las proteínas con alta carga y poco hidrofóbicas generalmente tienen
una conformación completamente extendida. Una conformación compacta se forma cuando hay un
balance entre la carga y la parte hidrofóbica.[M.M.2006]

Iupred Anchor2 es una herramienta bioinformática utilizada para la predicción de desorden. La
predicción la realiza realizando cálculos aproximados de la energía de la secuencia. Utiliza modelos de
aprendizaje y estadísticos para calcular estos niveles. El nivel de energía se basa en las propiedades
que tienen los aminoácidos presentes. Hay un limite predefinido del número en el que debería estar
esta puntuación para ser considerado ordenado o desordenado. El resultado de esta plataforma es una
gráfica que incluye todas las posiciones y en qué umbral se encuentra cada aminoácido. Las regiones
que se encuentren por encima de 0.5 son consideradas desordenadas.[DosztányiDosztányi2018]

4.7.1. Rol del desorden en proteínas

Entre las ventajas que tienen estas regiones se encuentra la mediación con los péptidos lo cual
da lugar a la unión con múltiples secuencias. Su flexibilidad facilita la regulación de la función de
las proteínas por modificaciones post traduccionales que ocurren dentro de la región desordenada.
Regula la vida media de las proteínas que fueron marcadas para degradación por el prosteoma. La
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flexibilidad les permite unirse a diferentes secuencias, esto hace que puedan señalizar y regular más
fácilmente.[M.M.2006]

Una de las proteínas más estudiadas pero menos conocidas es la p53. Esta es un ejemplo perfecto
cuando queremos hablar del rol de las regiones desordenadas en una proteína. El papel que tiene en el
cuerpo es crucial, actúa en el ciclo celular y apoptosis. Se considera uno de los supresores de tumores
por estas funciones, así como también reparar el ADN. Las regiones desordenadas encontradas en
esta proteínas fueron determinadas como la clave para que esta pueda realizar sus importantes
funciones. Si estas regiones se vieran afectadas la proteína perdería su capacidad de interacción y
no tendría sus capacidades reguladoras que la hacen capaz de reparar ADN. La presencia de esta
proteína mutada ha sido ligada a la presencia de tumores en los individuos de estudio. Esto inició la
investigación que descubrió que al tener presencia de desregulaciones en las proteínas desordenadas
pueden presentarse enfermedades neurodegenerativas y metabólicas.[UverskyUversky2016]

4.8. Técnicas para modelado de proteínas

Los modelados de las estructuras 3D de las proteínas proveen de bastante información al inves-
tigador, se analiza su función en un nivel molecular. Desde el 2018 la cantidad de modelados de
proteínas en plataformas como PDB ha ido en aumento por su extensa cantidad de aplicaciones y
beneficios que trae a esta área de estudio. El modelaje se realiza con técnicas por homología, esto
quiere decir que se construye a partir de estructuras conocidas así como aproximaciones para llegar
a la mejor forma. El primer algoritmo para generar estos modelos fue SWISS-MODEL, este utiliza la
secuencia de aminoácidos como punto de inicio. Desde su creación este ha sido mejorado y también
se han generado mejores plataformas para realizar estos modelos.[Waterhouse .Waterhouse .2018]

AlphaFold2 es una de las plataformas que utiliza el modelaje por homología para presentar sus
estructuras. Este fue creado por DeepMind, tuvo su lanzamiento oficial a la comunidad científica
cuando liberó los modelos del proteoma humano. La plataforma utiliza redes neuronales y técnicas
de aprendizaje para predecir la estructura 3D de proteínas con una precisión alta. Se utiliza en
biotecnología, farmacia, biomedicina, bioinformática, etc. Aunque no todos los modelos generados
son aceptados al 100%, esta es la mejor herramienta que se tiene en la actualidad para realizar estos
modelos. Hasta hace unos años el uso de una plataforma como esta era solo un sueño, por lo que las
investigaciones han avanzado más rápidamente.[Jones ThorntonJones Thornton2022]

Cuando se realiza un modelado en AlphaFold2 solo se necesita, en el caso de las proteínas, su
secuencia de aminoácidos. El proceso suele ser algo tardado por la cantidad de análisis y lo complejo
que es el proceso. Cuando termina se descarga automáticamente un archivo comprimido con las
gráficas y archivo utilizado para la visualización de la secuencia. Una de las gráficas generadas sirve
para medir la distancia entre los aminoácidos de la secuencia, este es el gráfico de PAE. Esta distancia
se obtiene a partir de la posición del primer residuo modelado por AlphaFold2 según la posición real
alineada del segundo residuo mediante la prueba de diferencia de distancia local. Los valores pueden
estar entre 0-35 Angstroms y se muestra como un mapa de calor. En la Figura 4.11 se muestra un
ejemplo de cómo debería de verse un diagrama PAE. Los gráficos de AlphaFold2 muestran color
azul la distancia es más cercana a cero y rojo cuando es mayor. En los gráficos se espera una línea
azul en la diagonal ya que esta es la interacción de cada aminoácido consigo mismo.[PhDPhD2022]

AlphaFold2 genera varios modelados para compararlos y poder determinar cuál es el mejor. Para
esto se genera una gráfica pLDDT. Esta gráfica es la que se utiliza para medir el nivel de calidad de
la estructura. Muestra cada posición de los diferentes modelos evaluados según el criterio pLDDT.
Este indica que si una posición tiene <90 es un modelado con alto grado de confianza. Entre 70 y
90 son buenos modelos, 50 y 70 tienen un grado de confianza bajo y se utilizan con precaución. Los
modelos más bajos, con <50 generalmente tienen apariencia de cinta y no deben ser interpretados.
La última gráfica que se utiliza es la de la cobertura de secuencia. Esta muestra la cantidad de
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Figura 4.11: Ejemplo de cómo se visualiza un gráfico PAE resultante de
AlphaFold. Este gráfico muestra una estructura con varias curvas en sus
estructuras. Esto se debe a las áreas verdes que se encuentran alrededor

de la diagonal. En este caso el color verde indica una distancia corta
entre los aminoácidos. Extraída de: [PhDPhD2022]

homólogos identificados y se colorean según su identidad. Este sirve para visualizar la cobertura de
la secuencia que se tiene en la estructura.[PhDPhD2022]

Se genera un archivo PDB, este representa la secuencia de la proteína. Lleva su nombre por el
Banco de datos de proteínas y contiene toda la información para visualizar el modelo 3D en cualquier
plataforma que lo soporte. Este modelo será el que generamos y el que va a ser evaluado a partir
de las gráficas mencionadas anteriormente. Una de las plataformas utilizadas para la visualización
del modelo es Chimera. Para poder verlo solo debe de cargarse el archivo, pueden cargarse varias
secuencias para visualizarlas y analizarlas de forma grupal. Esto es útil para este estudio para poder
evaluar grupos de proteínas correspondientes a la misma hebra.[PeitschPeitsch1995]

4.9. Factor Rh

El factor Rhesus, comúnmente abreviado como Rh, es un componente sanguíneo de gran impor-
tancia en la medicina y la hematología. Se le llama así en referencia al macaco Rhesus, el cual fue
de suma importancia en el descubrimiento de este factor.[GeographicGeographic] Fue investigado
por primera vez en 1940 cuando una mujer dio a luz a un bebé fallecido. Esto ocurrió luego de que
la mujer recibiera una donación de sangre por parte de su esposo y tuviera una mala respuesta. El
sistema Rh se refiere a la presencia o ausencia del antígeno RhD en la superficie de los glóbulos
rojos. Su identificación y estudio han sido fundamentales para comprender la inmunohematología y
la genética de la sangre.[Avent ReidAvent Reid2000]

El antígeno RhD es una proteína integral de membrana con múltiples dominios. La presencia o
ausencia de esta proteína determina si un individuo es Rh positivo o Rh negativo. La estructura del
antígeno RhD es esencial para su interacción con anticuerpos y su función en el sistema inmunológico.
Ahora se sabe que este sistema es de los más complejos cuando se habla de grupos sanguíneos,
incluye aproximadamente 45 antígenos independientes. Este sistema junto con el ABO es el más

19



utilizado al momento de catalogar los tipos de sangre en donaciones de sangre, su compatibilidad,
etc.[WesthoffWesthoff2007]

Su función principal es actuar como un antígeno, lo que significa que puede desencadenar una
respuesta inmunológica si un individuo Rh negativo recibe sangre de un donante Rh positivo. Esto
es un factor crítico en las transfusiones de sangre y en el embarazo, donde la incompatibilidad Rh
puede tener consecuencias graves para el feto. Cuando una madre es Rh negativa y el feto es Rh
positivo, existe un riesgo de incompatibilidad Rh que puede llevar a la enfermedad hemolítica del
recién nacido. La medicina moderna ha desarrollado estrategias efectivas para prevenir y tratar la
incompatibilidad Rh, como la administración de inmunoglobulina Rh(D) (anti-D) a las madres Rh
negativas durante el embarazo y después del parto.[WesthoffWesthoff2007]

Las proteínas Rh tienen siempre el antígeno Rh pero solo se expresan en la superficie de los
eritrocitos cuando una Glicoproteína asociada al factor Rh está presente. En estudios anteriores se
encontró que el 40% de las secuencias de las proteínas Rh y glicoproteínas Rh muestran homología.
Esto quiere decir que tuvieron una relación ancestral por lo que son llamadas la familia de proteínas
Rh. Las proteínas accesorias del Rh hacen referencia a otras glicoproteínas que están asociadas a la
familia de proteínas Rh debido a su ausencia o deficiencia en los glóbulos rojos Rh nulo. La asociación
de la familia de proteínas Rh y las proteínas accesorias del Rh se denomina el ’complejo Rh’. Su
densidad es aproximadamente 170 000 daltons.[Avent ReidAvent Reid2000] El complejo Rh tienen
como posible función el cotransporte de amonio con otros cationes. También se ha reportado que las
glicoproteínas relacionadas al factor Rh tienen gran homología con MEP2, el cual es un sensor de
amonio y transportador de levaduras.

Las complicaciones clínicas que pueden surgir relacionadas al factor Rh resultan de la destruc-
ción de los glóbulos rojos debido a la interacción de un aloanticuerpo con los glóbulos rojos que
llevan el antígeno correspondiente. El antígeno D es altamente inmunogénico e induce una respuesta
inmunológica en el 80% de las personas con sangre D-negativa cuando se les transfunde con 200
mL de sangre D-positiva. Por esta razón, en la mayoría de los países se realiza rutinariamente la
tipificación del antígeno D en cada donante de sangre y receptor de transfusiones. Los pacientes
D-negativos reciben productos de glóbulos rojos D-negativos. Como resultado, las complicaciones
clínicas debidas a transfusiones incompatibles son poco frecuentes. [Avent ReidAvent Reid2000]

A pesar del uso de terapia inmunosupresora con profilaxis de inmunoglobulina anti-D, la aloinmu-
nización por D durante el embarazo todavía ocurre. [Avent ReidAvent Reid2000] Los aloanticuerpos
son producidos cuando el cuerpo se encuentra expuesto a glóbulos rojos que no pertenecen a su grupo
sanguíneo. Es decir que se produce una aloinmunización. La producción de estos aloanticuerpos de-
pende de la edad, sexo, cantidad de transfusiones de sangre, etc.[Schonewille, Van De Watering, Loomans BrandSchonewille .2006]
Así como existen problemas inmunológicos en el embarazo también hay otras condiciones relaciona-
das al factor Rh. Entre estos está el factor Rh nulo y la Leucemia mieloide.

4.10. Tipos de sangre

Existen glicoproteínas específicas al grupo de sangre presente en los eritrocitos humanos y puede
analizarse su estructura. El objetivo de este análisis es encontrar las secuencias conservadas entre las
proteínas para estudiar si existe alguna relación entre estas y el tipo de sangre en donde se encontró
la secuencia. El tipo de sangre de cada persona se determina por los genes de sus padres. Existen
cuatro categorías del grupo ABO para clasificar cada tipo los cuales son: A, B, O , AB. De estos
grupos surgen 8 tipos de sangre que se diferencian dentro del mismo grupo por su factor Rh. La
sangre se compone de glóbulos rojos y blancos, plasma y plaquetas. Los antígenos que se encuentran
en la superficie de los glóbulos rojos son los que determinan el grupo al que pertenece la sangre.
Estos antígenos pueden ser proteínas o azúcares, se dividen entre antígenos para el grupo ABO y
para el factor Rh. Solo algunos glóbulos rojos tienen los antígenos RhD, si lo tienen la sangre es Rh
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positiva y si no será Rh negativa. [GoodwinGoodwin2021] Esta estructura de cada grupo sanguíneo
se presenta en la Figura 4.12.

Figura 4.12: Esquema visual de la composición de los grupos sanguíneos
según las glicoproteínas presentes. Extraída de: [ByjuByju]

4.10.1. Conformación de cada grupo

La conformación de cada grupo sanguíneo cambia según los anticuerpos presentes. Para el grupo
A los glóbulos rojos tienen antígeno A y el plasma anticuerpos anti-B. El grupo B tiene antígeno B y
anticuerpos anti-A. La sangre AB tiene antígenos A y B pero el plasma no tiene ningún anticuerpo,
por lo que pueden recibir cualquier tipo de sangre del grupo ABO. El tipo de sangre del grupo O
no tiene ningún antígeno en su superficie, más tiene anticuerpos A y B. Por esta razón cualquier
tipo de sangre del grupo ABO puede recibir sangre O. [GoodwinGoodwin2021] El factor Rhesus,
nuestro interés en el estudio, es una proteína que se encuentra en la superficie de los glóbulos
rojos. Es importante conocerlo al momento de hacer donaciones de sangre ya que las personas
que tienen un factor Rh positivo no producen los anticuerpos anti Rh. Por esto una persona Rh
negativa solo puede recibir sangre de otro factor Rhesus negativo. Este factor también puede generar
complicaciones en los embarazos de las madres Rh negativo que están esperando un bebe con factor
Rh positivo. El cuerpo de la madre puede generar anticuerpos D que dificultan el desarrollo del bebe.
[DonationDonation]

4.11. Enfermedades relacionadas a la necesidad del acceso a
sangre

La anemia es una enfermedad asociada con la mala composición de la sangre en las personas. Se
da cuando hay un conteo bajo de glóbulos rojos aptos para transportar oxígeno al cuerpo. Es una
enfermedad que puede estar presente por un período corto o largo de tiempo dependiendo el tipo.
Los tipos principales de anemia son aplásica, de células falciformes, por deficiencia de hierro, por
deficiencia de vitaminas y talasemia. La anemia aplásica se presenta cuando el cuerpo es incapaz
de producir la cantidad de células sanguíneas necesarias. Sus tratamientos incluyen transfusiones
sanguíneas o de células madre. [ClinicClinic20221]
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La anemia falciforme afecta la estructura de los glóbulos rojos afectando su forma para llevar
oxígeno. Este tipo de anemia aún no tiene un tratamiento efectivo por lo que solo se tienen proce-
dimientos para manejar sus síntomas. Cuando su causa es la deficiencia de hierro no se produce la
cantidad necesaria de hemoglobina. Su tratamiento principal es tomar suplementos de hierro. En la
anemia por deficiencia de vitaminas ocurre lo mismo, solo que por niveles bajos de B12 y folato.
Esto hace que los glóbulos rojos sean muy grandes. La talasemia es un tipo de anemia hereditaria,
el cuerpo va a tener menos hemoglobina de lo necesario. Para poder tener un transporte normal de
oxígeno en la sangre se deben realizar transfusiones sanguíneas de forma regular [ClinicClinic20221]

Según la OMS la salud mundial es un problema grave en niños y mujeres embarazadas. El
estimado mundial que se tiene acerca del porcentaje de la población que sufre de algún tipo de esta
enfermedad es el siguiente. El 42% de niños menores a 5 años y el 40 % de mujeres embarazadas son
víctimas de esta enfermedad. Esto representa una cantidad grande de personas que necesitaran algún
tipo de tratamiento en el transcurso de su vida. Como se mencionó anteriormente el tratamiento
viable para los tipos de anemia más graves son las transfusiones sanguíneas. Es por eso que es vital
que se tengan centros con acceso constante a sangre para que cualquier paciente pueda llevar a cabo
su tratamiento. [de la Saludde la Salud]

Para muchas enfermedades asociadas con la sangre como la anemia el mejor tratamiento que se
tiene actualmente es la transfusión de sangre. Así como esta enfermedad hay muchas más condiciones
en las que la opción más viable es tener un donador de sangre. Este proceso es largo y tedioso ya que
para que se puedan realizar las donaciones el donador debe ser compatible con el paciente. La trans-
fusión de sangre conlleva ciertas reglas que indican qué tipo de sangre pueden recibir los pacientes.
Esto se debe a los glóbulos blancos que producen anticuerpos los cuales identifican cualquier objeto
o sustancia extraña. Hay un tipo de sangre, O-, la cual es aceptada por todos los grupos sanguíneos.
Las personas que tienen este tipo de sangre son la minoría en la población, conformando un 7 %
de la misma. Esta pequeña cantidad de posibles donadores hace difícil que los hospitales puedan
mantener en disponibilidad este tipo de sangre. [ClinicClinic20222]

22



CAPÍTULO 5

Marco metodológico

5.1. Datos iniciales

Los datos que fueron utilizados para el análisis de glicoproteínas se produjeron a partir de la
publicación Blood group typing from whole-genome sequencing data.[JJ2020] Para conseguir los datos
de esta publicación secuenciaron el genoma completo de 79 individuos de Asia Central para estudiar
el gen HLA-DRB1 y 9 antígenos de grupos sanguíneos.[JJ2020] A partir del estudio de estos genomas
se obtuvo uno de los genes asociados al factor Rh de la sangre humana.[60056005] La glicoproteína
que codifica este gen está asociada al transporte de amonio y dióxido de carbono en la membrana.
Es específica a los eritrocitos e interactúa con los antígenos del grupo Rh. Se realizó una conversión
del gen 6005[60056005] a proteína para poder encontrar proteínas similares y así estudiar los sitios
conservados. Los datos utilizados fueron las secuencias de ADN de este gen, estos se muestran en
las figuras 6.1 y 6.8.

5.2. Procesamiento Expasy

Para poder convertir las secuencias del gen específico a proteínas correspondientes al grupo
sanguíneo Rh se utilizó la plataforma de Expasy. Los parámetros que se utilizaron para el análisis
se muestran en la Figura 13.1. El proceso se realizó dos veces utilizando cada una de las secuencias
mencionadas en la sección anterior. Para el análisis de los resultados se utiliza el sistema de lectura de
6 frames de ADN que maneja el sistema de conversión. El resultado del proceso fueron 12 proteínas
en total, estas estaban divididas según la hebra de ADN en la que se encuentran, su frame y gen.
Las figuras 6.2 a la 6.7 y 6.9 a la 6.14 muestran el formato en el cual se leen las secuencias de las
proteínas que se estarán utilizando en el estudio.

5.3. BLAST de las proteínas resultantes

Para encontrar y formar la base de datos de las glicoproteínas que se analizan en el estudio
se realizó una búsqueda en la plataforma BLAST, específicamente un BLASTP. Los parámetros
utilizados se muestran en la Figura 13.2, la búsqueda se realizó para encontrar proteínas específicas
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de Homo sapiens. Este cambio en los parámetros se realizó ya que el estudio busca analizar las
secuencias conservadas de las glicoproteínas en humanos. Cada BLAST de los 12 que se realizaron
mostraron las proteínas que se relacionaban a cada uno de los frames de interés. Las figuras 6.15 a
6.20 y 6.21 a 6.26 muestran el formato que contiene todas las proteínas que se relacionan a cada uno
de nuestros segmentos de interés.[NIHNIH] De todas las proteínas se seleccionaron las primeras 15
de cada documento las cuales son las que más parecidas son a la secuencia ingresada. Esto permite
tener un primer filtro de datos para poder armar una base de datos de glicoproteínas que sean
adecuadas para el estudio.

5.4. Filtración de proteínas en base de datos Uniprot

Al realizar el primer análisis de los datos resultantes se pudo hacer evidente la repetición de datos
que ocurría. Por la forma de lectura del sistema de seis cuadros los datos que resultaron de los frames
de cada hebra de ADN tenían duplicados entre ellos. Para poder analizar de la mejor manera los
datos se hizo una búsqueda en Uniprot de las primeras 15 proteínas de cada uno de los BLAST para
encontrar sus respectivos códigos. Se utilizaron solamente las proteínas que se encontraban en esta
base de datos para asegurar la calidad y procedencia de los mismos.[ConsortiumConsortium2018]

5.5. Creación de dos grupos de proteínas según su hebra

Como existían repeticiones se crearon dos listados de códigos Uniprot, se separaron en dos grupos:
hebra 3’5 y 5’3. Se realizó una tabla de Excel y se filtró para eliminar a los duplicados. Con esto
se logró tener una base de datos compacta de todas las proteínas asociadas a las glicoproteínas del
grupo sanguíneo Rh. A partir de este momento las proteínas no se separan por los distintos frames
y se refieren solamente a la hebra en la que se encuentran. La Tabla 6.1 hace referencia a los códigos
de Uniprot de las glicoproteínas que se utilizaron para el posterior análisis.

5.6. Árbol filogenético

La herramienta Jalview se utilizó para generar los dos árboles filogenéticos que van a ser utilizados
en el estudio. Dentro de la aplicación con las secuencias cargadas se siguen los siguientes pasos para
obtener el árbol: Calcular -> calcular árbol o ACP -> unir vecinos -> Ver -> Mostrar distancias.
Los arboles se encuentran en la Figura 6.27 para la hebra 3’5 y en 6.28 para la hebra 5’3.

5.7. Análisis de regiones desordenadas

Las glicoproteínas que se utilizaron no se encontraban en la base de datos SwissProt por lo
que son proteínas no curadas. Al momento de empezar a procesarlas se notó que eran proteínas
intrínsecamente desordenadas por la alta cantidad de aparentes regiones desordenadas presentes.
Estas regiones deben ser analizadas para saber qué implica esto en las glicoproteínas. Para poder
determinar si las proteínas tienen regiones desordenadas se analiza el puntaje que cada posición
tiene en la gráfica de análisis. Un puntaje arriba de 0.5 se considera desorden, mientras que todas
las posiciones con menos de 0.5 son ordenadas.
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5.7.1. IUPred

El primer análisis que se realiza es en la plataforma de IUPred2 Anchor siguiendo los parámetros
que se muestran en la Figura 13.3. Se realizó el análisis de las proteínas que fueron modeladas para
poder completar el estudio de las mismas. Cada gráfica resultante fue adjunta como una imagen al
análisis individual de cada proteína, el primer ejemplo que se presenta es la gráfica D de la Figura
6.34.

5.7.2. Algoritmo en R

Se realizó un algoritmo en R que predice las secciones desordenadas más a profundidad que el
gráfico IUPred y las muestra en forma de cuatro distintas gráficas. En la primera gráfica se usan
los datos de IUPred para realizar una gráfica que muestra las secciones desordenadas de color rojo
y las ordenadas de color azul. La segunda gráfica es un análisis más profundo de las secciones
desordenadas, se analiza que porcentaje de los residuos según los aminoácidos presentes en las
secuencias se encuentran en una sección desordenada. Estos resultados se muestran en forma de
gráfico de barras para facilitar su visualización. En la tercera gráfica se comparan los resultados con
los datos pLDDT graficando ambos sets de datos. Al comparar ambos datos se puede observar si hay
correlación entre la calidad del modelado y las secciones desordenadas. Esta correlación se muestra
en la cuarta gráfica, el programa completo se encuentra en la Figura 13.9. El primer resultado de
las gráficas resultantes del programa de una de las proteínas se observa en la Figura 6.35.

5.8. Alineación de proteínas en JalView

El análisis y detección de los sitios conservados de las proteínas se hizo en JalView. Para realizar
este análisis se abrió el archivo con todas las secuencias Fasta de ambos grupos a analizar. Con las
secuencias cargadas se siguieron los siguientes pasos para realizar la alineación inicial: Servicio Web
-> Alignment -> Clustal -> por defecto. Luego de completar estos pasos se trabajó sobre la nueva
ventana emergente. Para hacer evidente las secciones conservadas entre las distintas proteínas se
colorearon con los siguientes pasos: Color -> Clustal. La alineación al ser de proteínas desordenadas
se tenía algunos problemas que tuvieron que ajustarse manualmente. Para poder eliminar o agregar
espacios vacíos a las secuencias se utiliza el comando Fn + F2 para editar posición por posición. De
esta forma fueron ajustandose las regiones conservadas así como encontrando nuevas.

5.9. Modelado en AlphaFold

La plataforma AlphaFold fue utilizada para realizar los modelados de las proteínas de ambos
grupos del estudio. Esta plataforma se encuentra en un Jupyter Notebook y como input se coloca
la secuencia Fasta de la proteína a modelar. El resultado es un archivo en formato zip. Los archivos
de esta carpeta que nos interesan son un archivo pdb, el cuál se utilizó para visualizar la estructura
en Chimera, y tres gráficas. El programa genera cinco archivos pdb y se ordenan según la calidad
del modelado. Para el estudio solo se utilizó el primero, es decir el mejor modelado. La primera
gráfica lleva por nombre PAE. La segunda gráfica es la pLDDT que muestra el score que califica la
aceptación del modelo, mientras más alto mejor score. La tercera gráfica que se analiza de AlphaFold
es la cobertura de la secuencia en el modelado. Todas estas gráficas se adjuntaron al modelo de las
proteínas de cada grupo de estudio. El primer ejemplo del formato de este análisis puede observarse
en la Figura 6.34.
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5.10. Análisis y alineación de modelados en Chimera

Chimera es una herramienta para la visualización y análisis de estructuras en 3D. Las proteínas
de cada grupo fueron cargadas en la plataforma, se realizaron dos sesiones: para la hebra 3’5 y 5’3.
El archivo utilizado fue el pdb rank 1 del archivo zip resultado de AlphaFold. Esto se realizó para
tener acceso a todas las proteínas del mismo grupo al momento de querer alinearlas. La imagen de
cada modelado individual se adjuntó como la figura A de cada proteína, como puede observarse en
la Figura 6.34. Se realizaron dos alineaciones por grupo, la primera tomando en cuenta 5 de las
proteínas de la hebra a estudiar. La segunda se realizó con la proteína más desordenada y las más
ordenada de cada grupo. La alineación se realizó siguiendo los siguientes pasos: Tools -> Structure
Comparison -> MatchMaker. Dentro de esta nueva ventana se selecciona la estructura de referencia,
esta será la más ordenada de cada grupo. Las estructuras a alinear serán todas las demás del grupo.
Cuando todas las proteínas estuvieron seleccionadas se usa el botón Apply y OK para obtener las
estructuras alineadas. Estas imágenes se encuentran en la sección 6.6 de resultados.
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CAPÍTULO 6

Resultados

6.1. Dataset inicial y resultados Expasy

A partir de la secuencia de ADN en la Figura 6.1 se obtuvieron las secuencias de las glicoproteínas
específicas al factor Rh que codifica el gen. Estas secuencias resultantes del algoritmo Expasy se
muestran a partir de la Figura 6.2.

Figura 6.1: Primer gen de Dataset obtenido de la secuenciación del genoma completo.[JJ2020] Fue
procesado en Expasy y del cual se obtienen los diferentes frames de lectura de la hebra 5’3 y
3’5.[60056005]

En las figuras 6.2, 6.3 y 6.4 se muestra la secuencia proteica de los diferentes frames de lectura
de la hebra 5’3 del primer gen a analizar. Las figuras 6.5, 6.6 y 6.7 muestras las secuencias proteicas
de los frames de lectura de la hebra 3’5. Estos resultados fueron utilizadas para buscar secuencias
similares mediante el algoritmo BLAST como puede verse en la parte 6.2 de la presente sección.
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Figura 6.2: Resultado Expasy de Gen 1 proteína en Frame 1 Hebra 5’3
[60056005]

Figura 6.3: Resultado Expasy de Gen 1 proteína en Frame 2 Hebra 5’3
[60056005]
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Figura 6.4: Resultado Expasy de Gen 1 proteína en Frame 3 Hebra 5’3
[60056005]

Figura 6.5: Resultado Expasy de Gen 1 proteína en Frame 1 Hebra 3’5
[60056005]
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Figura 6.6: Resultado Expasy de Gen 1 proteína en Frame 2 Hebra 3’5
[60056005]

Figura 6.7: Resultado Expasy de Gen 1 proteína en Frame 3 Hebra 3’5
[60056005]
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El segundo gen del dataset utilizado se muestra en la Figura 6.8 y se realizó el mismo proceso para
analizarlo en Expasy. Las diferentes secuencias de las proteínas encontradas resultantes de Expasy
se muestran desde la Figura 6.9.

Figura 6.8: Segundo gen de Dataset obtenido de la secuenciación del genoma completo.[JJ2020] Fue
procesado en Expasy y del cuál se obtiene la hebra 5’3 y 3’5.

[60056005]

Las figuras 6.9, 6.10 y 6.11 muestran las secuencias de las proteínas obtenidas en la hebra 5’3
a partir de Expasy del segundo gen del dataset. Las secuencias de las proteínas de la hebra 3’5 se
observan en las figuras 6.12, 6.13 y 6.14. Estas secuencias también fueron analizadas en BLAST con
el mismo proceso que el primer gen como se presenta en la parte 6.2 de la presente sección.
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Figura 6.9: Resultado Expasy de Gen 2 proteína en Frame 1 Hebra 5’3
[60056005]

Figura 6.10: Resultado Expasy de Gen 2 proteína en Frame 2 Hebra 5’3
[60056005]
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Figura 6.11: Resultado Expasy de Gen 2 proteína en Frame 3 Hebra 5’3
[60056005]

Figura 6.12: Resultado Expasy de Gen 2 proteína en Frame 1 Hebra 3’5
[60056005]
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Figura 6.13: Resultado Expasy de Gen 2 proteína en Frame 2 Hebra 3’5
[60056005]

Figura 6.14: Resultado Expasy de Gen 2 proteína en Frame 3 Hebra 3’5
[60056005]
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6.2. BLAST de las 30 proteínas mejores rankeadas de cada
frame

En las siguientes figuras se presentan los resultados de la alineación BLAST de cada uno de los
frames de lectura de ambas hebras. Se tienen en total 12 figuras, 6 por cada gen y 3 por cada hebra.
Se pueden observar los códigos que mostró el algoritmo, estos identifican a las proteínas que más se
asemejan a la secuencia que se está estudiando. Las proteínas están ordenadas según la similitud,
es decir que la primera es la que más coincide con la búsqueda. Esto puede verse en la columna de
similitud. El formato resultante de BLAST nos indica el nombre científico del organismo en el que
se encuentra la proteína. En todos los casos será Homo sapiens ya que nos enfocamos en proteínas
en la sangre humana. Estos resultados fueron utilizados como la base inicial de datos que se van a
trabajar. Esta base de datos fue curada para obtener el set final de datos, este set se encuentra en
la Tabla 6.1 con sus códigos de identificación de Uniprot.

Figura 6.15: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 1 en la Hebra
3’5 Frame 1. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]
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Figura 6.16: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 1 en la Hebra
3’5 Frame 2. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]

Figura 6.17: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 1 en la Hebra
3’5 Frame 3. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]
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Figura 6.18: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 1 en la Hebra
5’3 Frame 1. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]

Figura 6.19: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 1 en la Hebra
5’3 Frame 2. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]
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Figura 6.20: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 1 en la Hebra
5’3 Frame 3. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]

Figura 6.21: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 2 en la Hebra
3’5 Frame 1. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]
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Figura 6.22: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 2 en la Hebra
3’5 Frame 2. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]

Figura 6.23: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 2 en la Hebra
3’5 Frame 3. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]
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Figura 6.24: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 2 en la Hebra
5’3 Frame 1. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]

Figura 6.25: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 2 en la Hebra
5’3 Frame 2. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]
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Figura 6.26: Resultado de la búsqueda BLAST para el gen 2 en la Hebra
5’3 Frame 3. Se muestran las secuencias similares con su puntaje de

similitud. También se clasifican por las organismos en donde fue
encontrado.
[NIHNIH]
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6.3. Set de Proteínas y árbol filogenético

En esta sección se presentan los árboles filogenéticos realizados con la herramienta JalView. Se
muestra la filogenética de los dos grupos de proteínas presentados en la Tabla 6.1. La imagen de cada
árbol fue colocada en un ángulo de 90 grados para visualizar mejor los nombres de las proteínas, las
cuales se encuentran en sus respectivas ramas. Los grupos de datos presentados en la Tabla 6.1 son
los datos seleccionados de Uniprot a partir de los códigos resultantes en el proceso de BLAST. Cada
columna representa a una de las hebras donde encontramos las proteínas. Se unieron ambos genes
mostrados en las figuras 6.1 y 6.8, así como los frames de lectura de cada una de las hebras. Con
esto se obtuvieron solamente los datos utilizados ya que permitió eliminar resultados duplicados. A
partir de estos datos se modeló la proteína más desordenada y menos desordenada de cada grupo.
Para el grupo perteneciente a la hebra 5’3 se modeló la proteína M1SZX7 en la Figura 6.40 y la
Q9UI50 en la Figura 6.38. Las proteínas de la hebra 3’5 fueron Q8N8C2 en la Figura 6.36 y Q6ZQR8
en la Figura 6.34.

En la Figura 6.27 se muestra el árbol de las proteínas encontradas en la hebra 3’5. Podemos
observar que la proteína Q6ZTX9 es la menos relacionada con el grupo. Esta se divide a partir del
primer nodo. A pesar de no estar relacionada con el grupo de proteínas de la hebra 3’5 se observa
que tiene algunas secciones conservadas. Estas secuencias conservadas se muestran en las figuras
6.29, 6.30 y 6.31. Las demás proteínas surgen de las mismas ramas y se encuentran más relacionados
filogenéticamente. El árbol de las proteínas en la hebra 5’3 se encuentra en la Figura 6.28. La proteína
fuera del grupo de clados relacionados es la B7Z407. A pesar de ser la proteína menos relacionada
al resto del grupo se pueden observar algunas secuencias conservadas en las figuras 6.32 y 6.33.
Este árbol muestra diferencias respecto al árbol de la hebra 3’5. Pueden observarse clados mucho
más grandes, es decir que del mismo nodo surge una cantidad de proteínas más grande. Esto puede
sugerir una relación más estrecha entre las proteínas.
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Proteínas encontradas en la hebra 5’3 Proteínas encontradas en la hebra 3’5
Q8WYX4 Q6ZPB0
Q16416 Q6ZP21
M1SZX7 Q9H743
Q9UBB8 Q6ZPB2

A0A1A9C9I6 Q6ZPA0
A0A0A1TSG9 Q9P195
A0A0A8IKZ2 Q9H728
A0A8D5ZBQ7 Q6ZP99

Q02094 Q8N9K0
Q9UHG9 Q9NX85
X5MNR9 Q9H387
Q96E98 C3UJR9

A0A7S8RGC4 Q9H397
A0A7S8RFX7 Q6P1K1

Q9UK70 Q6ZUA3
A0A6S6PEI8 Q8WZ27
A0A023UN48 Q8N8C2
A0A7S8MU46 Q6ZUK0
A0A411HBG8 Q6ZP34

Q6ZPC1 Q96JR5
Q9UI50 Q9BYA9
Q969H1 Q8N210
A2NVG1 Q6ZUG4
Q6ZP50 Q6ZNU7
Q9UP76 Q6ZQR8
Q9UK69 Q6ZNZ6
B2RNZ7 Q6ZTF6
Q1KSG2 Q6STG2
Q96NR6 A0A895FY86
Q6ZNU8 A0A248J1I3
Q9H389 P10242
B4DHX3 Q70AC3
Q6ZP44 Q708E2
B7Z407 B4XZE4
Q6ZPB6 Q306F7
Q6ZP20 Q6ZUH1
Q6FG63 B4E0H0
Q13629 Q1M183
Q0VFX3 A0A024RC64

B7Z559
Q96LS9
Q6ZSR7
Q6ZTX9
Q6ZT71
Q6ZS53
Q9UHT1
Q9NWI4

Tabla 6.1: Códigos en Uniprot de las proteínas estudiadas de las
primeras 15 mejores rankeadas en BLAST separadas por la hebra en que

fueron encontradas.
[ConsortiumConsortium2018]
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Figura 6.27: Árbol filogenético de las proteínas encontradas en la hebra
3’5

[WaterhouseWaterhouse]
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Figura 6.28: Árbol filogenético de las proteínas encontradas en la hebra
5’3

[WaterhouseWaterhouse]
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6.4. Alineación JalView

Los resultados de la alineación clustal de las proteínas en JalView se muestran en las figuras de
esta sección. Las figuras 6.29, 6.30 y 6.31 muestran la alineación de las proteínas encontradas en la
hebra 3’5. Las secciones con coloración indican que es una sección conservada. Las imágenes fueron
recortadas para ser mostradas por partes y poder visualizar bien cada posición. Las figuras 6.32 y
6.33 muestran la alineación de las proteínas encontradas en la hebra 5’3. Las figuras de los resultados
muestran la alineación en diferentes secciones, es decir que la imagen original tuvo que ser recortada
en diferentes partes para poder visualizar todas las posiciones de los aminoácidos. Los colores que
se observan se leen según la tabla de coloración para alineación clustal en JalView en la Figura
13.8. Estos colores indican que existen secciones conservadas así como las propiedades químicas de
las mismas, los porcentajes mostrados en la tabla indican que criterio se utiliza para considerarlos
conservados. El porcentaje es la cantidad mínima que debe estar presente del grupo de aminoácidos
para considerarlo ordenado. Podemos ver que en ambos grupos de proteínas existen estas secciones
por lo que se tienen grupos de proteínas altamente conservadas.

Para las proteínas pertenecientes a la hebra 3’5 podemos observar en la Figura 6.29 que todas las
secuencias, menos C3UJR9 y Q9BYA9 inician con una Metionina en su secuencia. Esta es considerada
como la primera region conservada del grupo de proteínas. Las proteínas P10242, Q70AC3 y Q708E2
presentan una alta conservación. En las figuras 6.29, 6.30 y 6.31 se observa que las secuencias de
estas tres proteínas cambian en lo más mínimo y la diferencia más significativa se encuentra en
la terminal. Las otras proteínas aunque no se ven iguales entre ellas se pudieron encontrar varias
secuencias conservadas. La segunda sección conservada significativa esta en la posición 104 a la
121. Se observan los aminoácidos Leucina, Valina, Fenilalanina, Alanina, Metioninas e Isoleucina.
La última posición de esta secuencia se encuentran aminoácidos Serina. En esta sección también se
encuentran Glicinas y Prolinas.

La tercera sección conservada se encuentra en las posiciones 146 a la 168. En esta sección se
encuentran basicamente los aminoacidos Leucina, Valina, Fenilalanina, Alanina, Metioninas e Iso-
leucina. Aunque tambien hay algunas Prolinas y Glicinas como en la sección anterior. Estas regiones
conservadas se observan en la Figura 6.29. En esta figura también se observa una región con alta
cantidad de Prolinas a partir de la posición 220. En la Figura 6.30 se observan dos de las seccio-
nes conservadas más grandes del grupo de proteínas en la hebra 3’5. La sección conservada que se
consideraría como la cuarta inicia en la posición 241 y termina en la 283. Los aminoácidos que se
encuentran en esta sección son similares a las secciones anteriores. La diferencia es que acá se agrega
Ácido Glutámico, Glutamina y Treonina. Estos aminoácidos son también los que están presenten
en la quinta sección conservada del grupo, se encuentra en la posición 328 a la 355. La ultima re-
gión conservada que podemos considerar es en la posición 388 donde los aminoácidos conservados
se muestran con coloración celeste. Las terminales de las proteínas observadas en la Figura 6.31 no
tienen ningún tipo de conservación, a excepción de las tres proteínas mencionadas al inicio.

La conservación de las glicoproteínas pertenecientes a la hebra 5’3 se encuentran en las figuras
6.32 y 6.33. La primera sección conservada se observa en la primera posición, todas inician con
una Metionina a excepción de Q16416 y Q9UP76. Luego se puede observar que toda la primera
parte de las proteínas, es decir de la posición 4 a la 196 está altamente conservada. En la primera
franja de esta sección se nota una gran dominación de los aminoácidos Leucina, Valina, Fenilalanina,
Alanina, Metioninas e Isoleucina con coloración celeste. También hay franjas con coloración morada
con aminoaácidos Ácido Glutámico. Y con coloración verde los aminoácidos Glutamina, Serina y
Treonina. Hay varias posición con los aminoácidos Prolinas y Glicinas conservados. Esta sección
conservada se presenta en la Figura 6.32. La terminal de estas proteínas así como en el grupo de la
hebra 3’5 no se encuentran conservadas de una forma que podamos considerar significativa. En la
Figura 6.33 se pueden observar estas terminales, solo tenemos a los aminoácidos Prolinas y Glicinas
conservados.
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Figura 6.29: Parte 1 de la alineación en JalView de las proteínas en la
hebra 3’5, se presentan las secuencias conservadas encontradas. La
coloración depende del tipo de aminoácido conservado, el código de

colores se encuentra en la Figura 13.8.
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Figura 6.30: Parte 2 de la alineación en JalView de las proteínas en la
hebra 3’5, se presentan las secuencias conservadas encontradas. La
coloración depende del tipo de aminoácido conservado, el código de

colores se encuentra en la Figura 13.8.
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Figura 6.31: Parte 3 de la alineación en JalView de las proteínas en la
hebra 3’5, se presentan las secuencias conservadas encontradas. La
coloración depende del tipo de aminoácido conservado, el código de

colores se encuentra en la Figura 13.8.
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Figura 6.32: Parte 1 de la alineación en JalView de las proteínas en la
hebra 5’3, se presentan las secuencias conservadas encontradas. La
coloración depende del tipo de aminoácido conservado, el código de

colores se encuentra en la Figura 13.8.
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Figura 6.33: Parte 2 de la alineación en JalView de las proteínas en la
hebra 5’3, se presentan las secuencias conservadas encontradas. La
coloración depende del tipo de aminoácido conservado, el código de

colores se encuentra en la Figura 13.8.
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6.5. Modelados de proteínas

En esta sección se muestran los cuatro modelados que mejor representan los casos que se quieren
estudiar. Se escogió la proteína más ordenada y menos desordenada de cada uno de los grupos
(hebra 5’3 y 3’5). El análisis de los modelados incluye cuatro gráficas para analizar cada aspecto. La
figura a) es el modelado 3D realizado en Chimera a partir del archivo PDB resultante de AlphaFold.
La figura b) muestra la gráfica PAE resultante de AlphaFold que muestra la distancia entre los
aminoácidos en el modelado, de esta gráfica solo se toma en cuenta la rank 1, ya que es el mejor
modelo. En la figura c) se tiene la cobertura de la secuencia incluida en el modelado, la gráfica es
resultado de AlphaFold. La figura d) tiene la gráfica pLDDT resultado de AlphaFold, se observa
cuál de los modelos tiene mejor puntaje de calidad de modelado en cada posición de la secuencia.
La figura e) es la gráfica resultante de IUPred Anchor2 que muestra el desorden de las diferentes
secciones de la proteína, una puntuación arriba de 0.5 es desorden. Este análisis se muestra en las
figuras 6.34, 6.36, 6.38 y 6.40. Los demás modelados realizados de las otras proteínas se muestran en
la sección de Anexos para futura referencia. También se tienen las gráficas resultantes del programa
en R para analizar las secciones desordenadas. Este análisis solo se realizó con las proteínas más
desordenadas y ordenadas para visualizar cómo funciona el programa y comprobar los resultados.
Para presentar estos resultados se muestran cuatro gráficas, la a) se realiza haciendo uso del archivo
de IUPred Anchor2 para recrear la gráfica de desorden. La gráfica b) hace un análisis de los residuos
y compara que porcentaje de los aminoácidos presentes se encuentran en una sección ordenada y
desordenada. En la gráfica c) se compara el gráfico pLDDT y IUPred para saber como se relacionan.
Esta correlación también se muestra en la gráfica d). Este análisis se muestra en las figuras 6.35,
6.37, 6.39 y 6.41.
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6.5.1. Proteína más desordenada hebra 3’5

Figura 6.34: Análisis proteína Q6ZQR8 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE de
los cinco modelos generados ordenados de mejor a peor. C) Cobertura de

la secuencia en el modelo. Muestran todas las secuencias alineadas e
indica su similitud con la secuencia, se ordenan de arriba para abajo. La

línea negra califica la cobertura relativa de la secuencia respecto al
número de secuencias alineadas. D) Gráfico pLDDT de los cinco modelos

generados. Muestra el puntaje de calidad de cada uno. E) Análisis
IUPred Anchor 2 de secciones desordenadas.
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Figura 6.35: Gráficos de programación R para analizar a fondo las
secciones desordenadas de la proteína Q6ZQR8. A) Gráfico de desorden

según el análisis IUPred. Los colores rojos muestran posiciones en
desorden y los azules en orden. Se realiza un corte en 0.5 para indicar
que todo lo que esté por arriba es desorden y por abajo es orden. B)

Porcentaje de residuos en orden y desorden de la secuencia. La gráfica se
lee viendo el eje y y tomando en cuenta el porcentaje. Por ejemplo si la

barra de un aminoácido llega a 6 se toma como el 60 %. C) Gráfico
IUPred (azul) y pLDDT (rojo). Muestra como el desorden puede verse
relacionado con la calidad del modelo que se genera. D) Correlación

entre IUPred y pLDDT. Se grafican los puntos de acuerdo a la calidad
del modelo y su respectivo orden. Los colores que analizan los diferentes
rangos de calidad del modelo que se tienen se muestran del lado derecho.
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6.5.2. Proteína más ordenada hebra 3’5

Figura 6.36: Análisis proteína Q8N8C2 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE de
los cinco modelos generados ordenados de mejor a peor. C) Cobertura de

la secuencia en el modelo. Muestran todas las secuencias alineadas e
indica su similitud con la secuencia, se ordenan de arriba para abajo. La

línea negra califica la cobertura relativa de la secuencia respecto al
número de secuencias alineadas. D) Gráfico pLDDT de los cinco modelos

generados. Muestra el puntaje de calidad de cada uno. E) Análisis
IUPred Anchor 2 de secciones desordenadas.
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Figura 6.37: Gráficos de programación R para analizar a fondo las
secciones desordenadas de la proteína Q8N8C2. A) Gráfico de desorden

según el análisis IUPred. Los colores rojos muestran posiciones en
desorden y los azules en orden. Se realiza un corte en 0.5 para indicar
que todo lo que esté por arriba es desorden y por abajo es orden. B)

Porcentaje de residuos en orden y desorden de la secuencia. La gráfica se
lee viendo el eje y y tomando en cuenta el porcentaje. Por ejemplo si la

barra de un aminoácido llega a 6 se toma como el 60 %. C) Gráfico
IUPred (azul) y pLDDT (rojo). Muestra como el desorden puede verse
relacionado con la calidad del modelo que se genera. D) Correlación

entre IUPred y pLDDT. Se grafican los puntos de acuerdo a la calidad
del modelo y su respectivo orden. Los colores que analizan los diferentes
rangos de calidad del modelo que se tienen se muestran del lado derecho.
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6.5.3. Proteína más desordenada hebra 5’3

Figura 6.38: Análisis proteína Q9UI50 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE de
los cinco modelos generados ordenados de mejor a peor. C) Cobertura de

la secuencia en el modelo. Muestran todas las secuencias alineadas e
indica su similitud con la secuencia, se ordenan de arriba para abajo. La

línea negra califica la cobertura relativa de la secuencia respecto al
número de secuencias alineadas. D) Gráfico pLDDT de los cinco modelos

generados. Muestra el puntaje de calidad de cada uno. E) Análisis
IUPred Anchor 2 de secciones desordenadas.
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Figura 6.39: Gráficos de programación R para analizar a fondo las
secciones desordenadas de la proteína Q9UI50. A) Gráfico de desorden

según el análisis IUPred. Los colores rojos muestran posiciones en
desorden y los azules en orden. Se realiza un corte en 0.5 para indicar
que todo lo que esté por arriba es desorden y por abajo es orden. B)

Porcentaje de residuos en orden y desorden de la secuencia. La gráfica se
lee viendo el eje y y tomando en cuenta el porcentaje. Por ejemplo si la

barra de un aminoácido llega a 6 se toma como el 60 %. C) Gráfico
IUPred (azul) y pLDDT (rojo). Muestra como el desorden puede verse
relacionado con la calidad del modelo que se genera. D) Correlación

entre IUPred y pLDDT. Se grafican los puntos de acuerdo a la calidad
del modelo y su respectivo orden. Los colores que analizan los diferentes
rangos de calidad del modelo que se tienen se muestran del lado derecho.
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6.5.4. Proteína más ordenada hebra 5’3

Figura 6.40: Análisis proteína M1SZX7 con gráficos generados por AlphaFold y
IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE de los cinco modelos

generados ordenados de mejor a peor. C) Cobertura de la secuencia en el modelo.
Muestran todas las secuencias alineadas e indica su similitud con la secuencia, se
ordenan de arriba para abajo. La línea negra califica la cobertura relativa de la

secuencia respecto al número de secuencias alineadas. D) Gráfico pLDDT de los cinco
modelos generados. Muestra el puntaje de calidad de cada uno. E) Análisis IUPred

Anchor 2 de secciones desordenadas.
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Figura 6.41: Gráficos de programación R para analizar a fondo las
secciones desordenadas de la proteína M1SZX7. A) Gráfico de desorden

según el análisis IUPred. Los colores rojos muestran posiciones en
desorden y los azules en orden. Se realiza un corte en 0.5 para indicar
que todo lo que esté por arriba es desorden y por abajo es orden. B)

Porcentaje de residuos en orden y desorden de la secuencia. La gráfica se
lee viendo el eje y y tomando en cuenta el porcentaje. Por ejemplo si la

barra de un aminoácido llega a 6 se toma como el 60 %. C) Gráfico
IUPred (azul) y pLDDT (rojo). Muestra como el desorden puede verse
relacionado con la calidad del modelo que se genera. D) Correlación

entre IUPred y pLDDT. Se grafican los puntos de acuerdo a la calidad
del modelo y su respectivo orden. Los colores que analizan los diferentes
rangos de calidad del modelo que se tienen se muestran del lado derecho.
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6.6. Alineación en Chimera de proteínas seleccionadas

Las figuras en esta sección muestran las alineaciones de las proteínas en Chimera, se observan
las diferentes secuencias y las secciones que estructuralmente coinciden. Esto sirve para comparar la
relación de las regiones conservadas de la sección 6.4 y las secciones vistas estructuralmente. En la
primera parte de este análisis se muestran 5 proteínas de cada grupo (hebra 5’3 y 3’5). Las proteínas
se seleccionaron buscando las más desordenadas y menos desordenadas. Cada alineación contiene
dos proteínas ordenadas, dos desordenadas y una proteína intermedia. Para saber que proteína
corresponde a cada color se pueden utilizar la imágenes de referencia citadas en cada imagen. Se
indica que proteína se utilizó como referencia en Chimera al momento de hacer la alineación. La
proteína seleccionada como referencia es la proteína más ordenada. Al inicio del análisis de cada
hebra se muestra una tabla con las puntuaciones RMSD de cada interacción. Se tiene en la fila la
proteína que fue utilizada como referencia y en cada fila las proteínas que fueron superpuestas. Para
el análisis del grupo de la hebra 3’5 se tomó como referencia la proteína Q8N8C2 y para el grupo
5’3 se toma como referencia la proteína M1SZX7.

6.6.1. Alineación de cinco proteínas de la hebra 3’5

Tabla 6.2: Tabla que muestra la puntuación RMSD obtenida luego de
hacer la alineación estructural en Chimera de las proteínas seleccionadas

del grupo de la hebra 3’5. Mientras más bajos sean los valores quiere
decir que las proteínas tienen un mayor numero de similitudes y

viceversa.

Figura 6.42: Vista cercana a la alineación en Chimera de proteínas
Q8WZ27, Q8N8C2, Q6ZQR8, Q1M183, B4E0H0 haciendo referencia a

Q8N8C2. El color correspondiente a cada proteína se muestra en la
Figura 13.4.
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Figura 6.43: Vista total de la alineación en Chimera de proteínas
Q8WZ27, Q8N8C2, Q6ZQR8, Q1M183, B4E0H0 haciendo referencia a

Q8N8C2. El color correspondiente a cada proteína se muestra en la
Figura 13.4.

62



6.6.2. Alineación de las proteínas presentadas de la hebra 3’5

Luego de analizar cinco proteínas de cada grupo se seleccionaron solo las dos proteínas presenta-
das en la sección 6.5, es decir la más desordenada y ordenada. En la Figura 6.44 y 6.45 se observan
las proteínas correspondientes al grupo de la hebra 3’5. Como referencia se utilizó la proteína más
ordenada del grupo.

Figura 6.44: VIsta completa de la alineación en Chimera de proteínas
Q8N8C2 y Q6ZQR8 haciendo referencia a Q8N8C2. El color
correspondiente a cada proteína se muestra en la Figura 13.5.
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Figura 6.45: Vista cercana de la alineación en Chimera de proteínas
Q8N8C2 y Q6ZQR8 haciendo referencia a Q8N8C2. El color
correspondiente a cada proteína se muestra en la Figura 13.5.
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6.6.3. Alineación de cinco proteínas de la hebra 5’3

Tabla 6.3: Tabla que muestra la puntuación RMSD obtenida luego de
hacer la alineación estructural en Chimera de las proteínas seleccionadas

del grupo de la hebra 5’3. Mientras más bajos sean los valores quiere
decir que las proteínas tienen un mayor numero de similitudes y

viceversa.

Figura 6.46: Vista completa de la alineación en Chimera de proteínas
A0A0A1TSG9, A2NVG1, M1SZX7, Q8WYX4, Q9UI50 haciendo
referencia a M1SZX7. El color correspondiente a cada proteína se

muestra en la Figura 13.6.
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Figura 6.47: Vista cercana de la alineación en Chimera de proteínas
A0A0A1TSG9, A2NVG1, M1SZX7, Q8WYX4, Q9UI50 haciendo
referencia a M1SZX7. El color correspondiente a cada proteína se

muestra en la Figura 13.6.
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6.6.4. Alineación de las proteínas presentadas de la hebra 5’3

En la Figura 6.48 se muestran las proteínas resultantes expuestas en la sección 6.2 correspondien-
tes al grupo de la hebra 5’3. Se presenta la proteína más desordenada y ordenada para compararlas
estructuralmente. La proteína más ordenada se utilizó como referencia para realizar la alineación.
Con esto se termina de analizar los resultados y se observan los cambios de cómo se mira la secuencia
en teoría y estructuralmente.

Figura 6.48: Alineación en Chimera de proteínas M1SZX7 y Q9UI50
haciendo referencia a M1SZX7. El color correspondiente a cada proteína

se muestra en la Figura 13.7.
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CAPÍTULO 7

Discusión de resultados

7.1. Transformación de gen codificante a secuencias proteicas

La recolección de los datos de glicoproteínas específicas a un grupo sanguíneo disponibles en bases
de datos bioinformáticas inició al principio del estudio. Rápidamente se pudo notar que los datos
específicos que se querían encontrar no estaban disponibles en ningún recurso. Por lo que se cambió
el enfoque de búsqueda para encontrar un gen codificante de glicoproteínas relacionadas al grupo Rh.
Este gen se encontró en un estudio de secuenciación del genoma humano.[JJ2020] Este cambio de
enfoque permite utilizar herramientas de traducción de ADN así como tener dos grupos de proteínas,
provenientes de la hebra 5’3 y 3’5 del ADN. Al analizar glicoproteínas relacionadas al factor Rh se
determina el proceso que se debe de llevar con las secuencias pertenecientes a otros grupos sanguíneos
y comprobar que pueden existir regiones conservadas. Este análisis bioinformático es una predicción
de las regiones conservadas y desorden más tiene que ser comprobado experimentalmente.

La transformación gen a proteína fue realizada por la plataforma Expasy. Podemos observar en
las figuras 6.2 - 6.7, 6.9 - 6.14 las secuencias proteicas resultantes. Estas secuencias son de un tamaño
bastante grande y están divididas por secciones. De cada uno de los dos genes utilizados para la
transformación se obtuvieron las lecturas basadas en el sistema de seis cuadros. Hay tres cuadros por
cada hebra del gen codificante, las secuencias de aminoácidos de cada uno son las diferentes lecturas
que se puede tener de la secuencia de ADN del gen.[TutorialsTutorials] Estas secuencias contienen
la información de las glicoproteínas que se codifican, por lo que son los datos de entrada para la
búsqueda por pares.

7.2. Búsqueda BLAST para analizar los grupos de proteínas
de cada hebra

Las figuras 6.15 - 6.20, 6.21 - 6.23 muestras las proteínas que fueron encontradas en cada uno de
los análisis. La principal observación que se puede realizar es la diferencia en el tipo de secuencia
que se encontró en cada hebra. En las búsquedas pertenecientes a la hebra 3’5 de ambos genes se
encuentran proteínas como dedos de Zinc, los cuales son estabilizadores de pliegues. También hay
proteínas transportadoras de aminoácidos y proteínas hipotéticas, es decir que no hay evidencia que
existan pero se predice que son expresadas. Hace sentido que no se hayan encontrado glicoproteínas
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en esta hebra ya que es la hebra molde del gen, esto también puede darse por no haber encontrado
otras glicoproteínas con secuencias similares.[TutorialsTutorials]

Ahora en cambio cuando observamos los resultados de los cuadros en la hebra 5’3 hay bastante
diferencia en el tipo de proteínas encontradas. Entre estas podemos encontrar subunidades de gli-
coproteínas del complejo de antígeno nulo del grupo sanguíneo R, glicoproteínas asociadas a Rh,
glicoproteínas Rh50 de la membrana de los eritrocitos, glicoproteínas Rh 50, transportadores de
amonio Rh tipo A isoforma X1 y glicoproteínas del complejo antígeno del grupo sanguíneo Rh. Este
grupo de datos muestra un mejor enfoque al tipo de datos que se quieren analizar. El hecho que esta
hebra 5’3 codificó este tipo de secuencias se debe a que es la hebra con ARN mensajero el cuál es
el que participa en el proceso de transcripción. Esto se debe a que es la hebra informativa y la que
muestra la funcionalidad. Por esto se encuentran otras glicoproteínas que probablemente tengan un
ARN parecido que los lleva a tener secuencias similares. [TutorialsTutorials]

7.3. Formación de base de datos del estudio a partir del aná-
lisis de ambas hebras

Cuando se comparan los datos de las secuencias encontradas por BLAST en los diferentes frames
es notorio que las secuencias se repiten. Lo único cambiante es el porcentaje de similitud por lo
que se presentan en orden diferente. Como los frames son posibles lecturas de la misma secuencia
de nucleótidos es normal que se identifiquen las mismas proteínas. Por esta razón se decide unir
todos los frames pertenecientes a la misma hebra e iniciar la creación de la base de datos a estudiar
mostrada en la Tabla 6.1. Estos códigos de identificación se buscaron en la plataforma Uniprot, los
datos no pertenecían al conjunto de datos curados. Esto quiere decir que no se ha hecho una revisión
de estas secuencias por lo que se decide también analizar sus regiones desordenadas.

7.4. Ajuste de posiciones en alineación Jalview, detección de
regiones conservadas y desordenadas

Las secuencias cargadas en Jalview al ser alineadas mediante Clustal mostraron secuencias que
se veían conservadas más no estaban alineadas. Como esta herramienta permite añadir y eliminar
los espacios vacíos, que la plataforma crea para poder alinear las diferentes regiones, se alineó ma-
nualmente. La primera secuencia que aparece es la base de la alineación. Esto permitió alinear las
secuencia de forma que la mayor cantidad de aminoácidos mostrara su región conservada. Uno de los
primeros ajustes y el más importante fue alinear la primera posición de las secuencias. Las figuras
6.29 y 6.32 muestra que en ambos grupos de estudio se observa que la primera posición se conserva
como una Metionina. Esto hace sentido ya que se sabe que el codón de inicio de las secuencias es
representado por nucleótidos que identifican a este aminoácido.[TutorialsTutorials]

Mediante la coloración Clustal es evidente la alta cantidad que se tiene de Glicinas y Proli-
nas. Estos aminoácidos están en la agrupación de no polares. Las Glicinas en las proteínas tienen
la característica de actuar como los aminoácidos flexibles.[NelsonNelson2017] Es decir que crean
las bisagras necesarias para permitir el movimiento de las proteínas. Al ser este un aminoácido
tan pequeño permite cambios en la conformación de la cadena polipéptida.[NelsonNelson2017] La
Prolina en cambio se ha asociado con la rigidez de una proteína. La presencia de estos dos ami-
noácidos (Glicina y Prolina) no polares pueden asociarse al desorden que se observa en nuestras
secuencias.[Francois-Xavier TheilletFrancois-Xavier Theillet2013] Estos aminoácidos se asocian a las
regiones desordenadas por sus grupos R.[Francois-Xavier TheilletFrancois-Xavier Theillet2013] Va-
mos a analizar primero la alineación de la agrupación 3’5.
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La proteína intrínsecamente desordenada analizada del grupo 3’5 fue Q6ZQR8, en la Figura
6.34 en la gráfica E se observa la región desordenada de la secuencia. Se puede observar que a
partir de la posición 130 a la 240 se predice desorden. Según la alineación en la Figura 6.30 en
estas últimas posiciones hay una alta concentración de Glicinas y Prolinas. Para comprobar si estos
aminoácidos se relacionan con el desorden se puede ver la Figura 6.35 en la gráfica B. Este gráfico de
barras indica que del porcentaje de Glicinas presentes aproximadamente un 30 % está en desorden
a comparación de un 20% de orden. Esto quiere decir que la Glicina si tiene un papel importante
en el desorden. Las Prolinas no muestran un porcentaje mayor que este presente en el desorden.
Según esta gráfica el aminoácido con más presencia en desorden son las Serinas. Este aminoácido
polar según la teoría también está presente en desorden. Esto se debe a su baja hidrofobicidad, bajas
restricciones en las conformaciones de la columna y la capacidad de interactuar fácilmente con el
solvente [Francois-Xavier TheilletFrancois-Xavier Theillet2013]

La proteína menos desordenada de este grupo es la Q8N8C2, en la Figura 6.36 en la gráfica
E se observa que la línea que predice el desorden está completamente bajo el nivel de 0.5. En
la alineación mostrada en las figuras 6.29 y 6.30 se muestra que hay menos presencia de Glici-
na y Prolina. La terminal que fue la que mostró el desorden en la proteína anterior no presen-
ta concentración de aminoácidos asociados al desorden. Por lo que se puede llegar a determinar
que las proteínas con terminal con Glicinas, Prolinas y Serinas pueden mostrar altos grados de
desorden.[Francois-Xavier TheilletFrancois-Xavier Theillet2013]

La primera de las regiones conservadas observadas en resultados se conforma de aminoácidos
con coloración celeste (ver Tabla 13.8). Estos aminoácidos son polares y aromáticos. Aunque la
conservación es del grupo en general de estos aminoácidos se observa una concentración de Fenilala-
nina y Leucina. Esto indica que esta región puede ser capaz de hacer interacciones hidrofóbicas con
otras moléculas. Esta región termina con coloración verde, específicamente con Serinas las cuáles son
polares. La segunda región conservada se muestra en la Figura 6.29. Hay más Glicinas y Prolinas
presentes, específicamente al centro y final de la región. Los aminoácidos no polares y aromáticos
indican estabilidad en la estructura terciara. En la posición 223 también hay una alta concentra-
ción de Prolinas en la mayoría de las secuencias. Esto puede indicar rigidez en esta sección de las
proteínas.[Francois-Xavier TheilletFrancois-Xavier Theillet2013]

En la Figura 6.30 se muestra le región conservada más grande de la hebra 3’5. Esta región también
es predominada por la coloración celeste. Es decir que tiene aminoácidos hidrofóbicos. Por lo que
cuenta con las mismas características. También hay presencia de Prolinas y una alta concentración de
Glicinas en la posición 261, 280 y 283. En las regiones con coloración verde hay Serinas, Treoninas y
Glutaminas.[NelsonNelson2017] También hay en coloración azul regiones con Histidinas, aminoácido
con carga positiva. Estas colaboran a la síntesis de las proteínas, producción de glóbulos rojos y
blancos así como relación con el sistema inmunológico. La región hidrofóbica es importante para
las proteínas ya que es un punto de acceso para las mismas, por ejemplo pueden crear puentes de
hidrógeno.[Eisenhaber1 ArgosEisenhaber1 Argos1996]

Con coloración azul también hay presencia de Tirosinas, aminoácido aromático. Esto puede indi-
car presencia de sitios activos y potencial para ligarse con otras moléculas.[Ramnath AnjanaRamnath Anjana2012]
Otra de las características de esta región conservada, que también veremos en la siguiente es la co-
loración morada. Esta coloración indica presencia de ácido glutámico. La presencia de esto ayuda a
la interacción con iones metálicos.[María D. López-LeónMaría D. López-León2006] Esto hace senti-
do ya que se habían encontrado varios dedos de Zinc en este grupo de proteínas. La cuarta región
conservada de este grupo tiene los mismos tipos de aminoácidos conservados. Es una región polar
e hidrofóbica. En las terminales mostradas en la Figura 6.31 se observa una alta concentración de
Glicinas y Prolinas. Con esto se podría concluir que las proteínas tendrán regiones desordenadas al
final de sus secuencias.[Francois-Xavier TheilletFrancois-Xavier Theillet2013]

Ahora se analizará el grupo de proteínas en la hebra 5’3. La proteína más desordenada de este
grupo es la Q9UI50 en la Figura 6.38 en la gráfica E se observa el análisis del desorden. En la Figura
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6.32 se observa que es una secuencia relativamente corta cuando la comparamos con las demás.
El orden se presenta en toda la secuencia menos de la posición aproximadamente 25 a 40. Los
aminoácidos que presentan un mayor porcentaje en regiones de desorden se presentan en la Figura
6.39 gráfico B. La Arginina y ácido glutámico son los aminoácidos más desordenados en esta proteína.
El ácido glutámico está en desorden por ser un aminoácido ácido.[CEDILLOCEDILLO2021] En la
alineación podemos ver que ambos están dispersos por toda la secuencia, lo cuál se comprueba en
el desorden de toda la proteína. Según la gráfica de aminoácidos en desorden se puede ver que el
porcentaje mayor en todos los casos está en región desordenada. Lo cual se asocia con el análisis
anterior de los aminoácidos presentes en desorden.

La proteína más ordenada correspondiente a la hebra 5’3 es M1SZX7, en la Figura 6.40 gráfica
E se observa que la línea del desorden es prácticamente cero en toda la secuencia. Esto quiere decir
que todos los aminoácidos deberían encontrarse en orden. En la Figura 6.41 gráfica B comprobamos
que todas las barras están de color rojo y el código de color indica que eso es orden. El programa
de R que genera estos gráficos coloca el color rojo como orden en este caso así como en la proteína
ordenada Q8N8C2 ya que no hay regiones desordenadas. En el análisis de la proteína ordenada
de la hebra 3’5 se vio que era la secuencia más corta del grupo. En la Figura 6.32 vemos que este
fenómeno también se cumple para M1SZX7. Aunque hay aminoácidos asociados al desorden, es decir
Prolinas y Glicinas, estas regiones desordenadas no existen. Esto significa que la presencia de estos
aminoácidos no quiere decir que habrá desorden si no que en las regiones desordenadas estarán estos
aminoácidos.[M.M.2006]

En las secuencias de este grupo vemos una alta conservación de Leucinas, Metioninas, Isoleu-
cinas, Valinas y Fenilalaninas. Estos son aminoácidos no polares y la Fenilalanina aromática, esto
hace esta región conservada hidrofóbica. Se tiene un comportamiento bastante parecido al análisis
de la hebra 3’5. Podemos ver la coloración verde más presente, especialmente de la Treonina y Se-
rina. Estos aminoácidos se relacionan con la capacidad de la proteína de tener sitios de anclaje de
carbohidratos. Esto ayuda a la glicosilación que en las glicoproteínas presentes es bastante impor-
tante. Otro aminoácido muy presente es el ácido glutámico que a comparación con la hebra 3’5 está
más frecuente. Vemos también Glicinas y Prolinas bastante alineadas, esto puede indicar regiones
desordenadas pero se deben analizar las gráficas de desorden IUPred ya que no es el único factor.
Hay proteínas en este grupo que son prácticamente la misma secuencia desde el inicio hasta el final.
Esto es buen indicio del estudio ya que por la forma en la que las proteínas fueron seleccionadas
se nota que estas regiones seguirán conservadas. En la Figura 6.33 se muestran las terminales de
las secuencias, hay alta conservación de Prolinas y Glicinas. Como se mencionó anteriormente esto
puede indicar desorden de la terminal.

7.5. Calidad de modelados por técnicas de homología y su
relación con el desorden

La proteína más desordenada de la hebra 3’5 muestra su estructura y gráficas de AlphaFold en la
Figura 6.34. Podemos ver en la gráfica A que la estructura tiene hélices alfa y secciones aparentemente
desordenadas en sus extremos. Cuando vemos la gráfica de PAE esto hace sentido, ya que no muestra
distancias cortas entre los aminoácidos más que un leve cambio en donde se asume están las hélices.
Podemos observar en la gráfica C que solamente 100 posiciones aproximadamente se ven cubiertas
en la estructura. La calidad del modelo se muestra en la gráfica D, ninguna sección muestra un
puntaje por arriba de 90 por lo que no se considera una estructura con grado alto de confianza. El
modelo mejor rankeado es el celeste y se observa que el puntaje más alto apenas llega a 70. Luego
se tienen secciones con un grado de confianza bajo y la mayoría está con menor a 50. Esto quiere
decir que es un modelado con nivel de confiaza bajo. En la gráfica C de la Figura 6.35 podemos ver
la relación que tiene este análisis con el desorden. En general podemos ver que la gráfica pLDDT
sube cuando el desorden baja y viceversa. Por lo que el desorden si afecta la calidad del modelado.
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Esto se debe a la conformación no fija que tienen las regiones desordenadas, por lo que AlphaFold
no puede predecirlas.[M.M.2006]

Al analizar esta misma gráfica C en la Figura 6.37 de la proteína más ordenada de la hebra 3’5
vemos que se tiene un comportamiento similar. Es decir que mientras más baja la gráfica del desorden
más sube la de la calidad del modelado. En la Figura 6.36 gráfica D vemos que la calidad del modelo
celeste bastante buena en la mayoría de la región. Ambas cúspides se encuentran en una puntuación
de 50-70 confianza baja (pequeña región) y 70-90 confianza buena (la mayoría de la región) lo
que indica que es un modelo apto para usarse, siempre analizandolo adecuadamente.[PhDPhD2022]
Podemos ver en la gráfica A que la estructura tridimensional tiene dos hélices alfa paralelas y
en los extremos estructuras aparentemente desordenadas. Aunque estos extremos parecen no tener
estructura definida la gráfica E del desorden confirma que son ordenadas. La gráfica B muestra la
distancia corta que se tiene entre las dos hélices alfa como dos pequeñas áreas azules. La gráfica C
indica una buena y alta cobertura de la secuencia en la estructura.

La proteína más desordenada de la hebra 5’3 se encuentra en la Figura 6.38, la gráfica A muestra
que tiene una estructura con hélices alfa de forma bastante lineal, aunque hay dos secciones de
las hélices cercanas. El gráfico B confirma esta cercanía de las hélices ya que hay áreas azules
presentes. La gráfica C también indica una buena cobertura de la secuencia en la estructura. Por
último calificaremos la calidad del modelado según la gráfica D, prácticamente toda la secuencia se
encuentra arriba de 50 por lo que si puede usarse. Solo una pequeña cúspide de la gráfica indica
un puntaje mayor a 70.[PhDPhD2022] Cuando comparamos esta gráfica con la del desorden en la
gráfica C de la Figura 6.39 tiene el comportamiento esperado. La cúspide con mejor puntaje de
calidad es la región de la proteína que más ordenada está. En cambio las regiones desordenadas
muestran un mal modelado.

La gráfica C de la Figura 6.41 muestra el análisis de la proteína más ordenada de la hebra 5’3
y comprueba el comportamiento esperado, con esto podemos confirmar que mientras más desorden
exista en una región de más baja calidad será su modelado. Esto se comprueba con la teoría del
desorden la cual dice que estas regiones tienen dificultad encontrando su estructura fija.[M.M.2006]
En la Figura 6.40 gráfica D podemos ver que el modelado se encuentra mayoritariamente en una
puntuación de 70 a >90. Es un modelo con un alto grado de confianza, justamente es el modelo
que analizamos con una puntuación de desorden de prácticamente cero.[PhDPhD2022] La gráfica A
nos muestra una estructura con forma de ü"formada por dos hélices alfa. La gráfica B muestra que
en efecto estas hélices se encuentran bastante cercanas y son prácticamente toda la estructura. La
cobertura que se muestra en la gráfica C es excelente, incluye prácticamente todo.[PhDPhD2022]

7.6. Diferencias estructurales entre las proteínas

A parte de la alineación de secuencias también se realizó la alineación de las estructuras tri-
dimensionales de un grupo seleccionado de cada hebra. En las figuras 6.42 y 6.43 se tienen cinco
proteínas alineadas. La Figura 6.2 nos muestra la puntuación a base de la similitud entre pro-
teínas, todas se comparan con Q8N8C2 por ser la más ordenada de las cinco. Podemos ver que
la puntuación RMSD está entre 6 y 8 a excepción de la alineación con Q6ZQR8. Estos núme-
ros no son tan buenos indicadores ya que un RMSD con valor menor a 4 es señal de proteínas
similares.[LiebeschuetzLiebeschuetz2015] A pesar de tener un valor RMSD alto se observan re-
giones alineadas y conservadas. Esto quiere decir que la conservación no siempre se ve reflejada
estructuralmente.[PietrokovskiPietrokovski1996] En las imágenes podemos ver que hay algunas sec-
ciones "sobrantes". Esto es algo esperado ya que no todas las secuencias son del mismo tamaño
como se vio en las imágenes de su alineación en Jalview. La proteína que más difiere en su puntaje
RMSD es la proteína más desordenada de este grupo. La alineación de solo estas dos puede verse en
las figuras 6.44 y 6.45. Aunque el RMSD fue de 20, un poco más alto a las demás, podemos ver que
estructuralmente si se tiene una hélice alfa prácticamente igual.
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En las figuras 6.46 y 6.47 vemos la alineación de las proteínas correspondientes a la hebra 5’3.
Los puntajes RMSD en la Figura 6.3 muestran valores más diversos entre 4 y 31. Las tres proteí-
nas que tienen más similitud a la de referencia (M1SZX7) tienen valores de 4, 7 y 11. Solo la proteína
Q8WYX4 tiene una similitud estructural aceptable con un valor RMSD de 4.[LiebeschuetzLiebeschuetz2015]
Esta alineación tiene más hélices presentes por lo que hace la vista un poco más obstruida que en
el análisis anterior. La proteína que muestra mayor diferencia es la A0A0A1TSG9, su modelado se
encuentra en la Figura 13.27. Este modelado muestra una proteína altamente ordenada y con una ca-
lidad muy buena de modelado. En la gráfica B (PAE) de esta figura podemos ver que prácticamente
toda el área de un color azul.[PhDPhD2022] Esto nos indica que hay mucha cercanía entre aminoá-
cidos y esto es comprobable al ver la gráfica A. Esto dificulta la alineación con otras proteínas, en la
alineación de Jalview (6.32) se observa que la secuencia si tiene regiones conservadas. Se demuestra
que la conservación no siempre se observa de forma estructural. La Figura 6.48 se alinea la proteína
más desordenada y ordenada del grupo. Podemos ver que la puntuación RMSD es de 11, lo cual no
indica una similitud significativa. En la alineación (Figura 6.32) vemos que las secuencias no tienen
las mismas regiones conservadas. Por lo que hace sentido que no tengan similitudes significativas.

7.7. Creación y análisis de árboles filogenéticos

Los dos árboles filogenéticos, uno de la hebra 5’3 y otro de la 3’5 del ADN se muestran en las
figuras 6.27 y 6.28 respectivamente. La cercanía de las secuencias entre ellas indica una alta relación
evolutiva. Se analizaran las secuencias tomando en cuenta las regiones conservadas encontradas y su
cercanía evolutiva en el árbol. Primero se discutirán las relaciones evolutivas de las proteínas en la
hebra 3’5. En la alineación de Jalview mostrada en la Figura 6.29 hay tres proteínas con práctica-
mente la misma secuencia. Estas son P10242, Q70AC3 y Q708E2. En el árbol se puede ver que estás
proteínas están en la rama más alejada y su ancestro en común más cercano esta a poca distancia.
Esto hace que se pueda relacionar la similitud de sus secuencias con su evolución. Ya que las regiones
conservadas no cambian por su importancia en la funcionalidad.[PietrokovskiPietrokovski1996]

Dos de las proteínas que no tienen la primera región conservada son Q9P195 y Q6ZNZ6. Según la
alineación de Jalview estas secuencias no tenían mucho en común, al buscarlas en el árbol filogenético
se pudo determinar que son dos proteínas que surgen del mismo nodo. Cuando se volvió a ver sus
secuencias se notaron las similitudes que estas tienen en esa región. Las otras regiones conservadas
se mantuvieron, por lo que se puede determinar que la primera región conservada no es tan esen-
cial como las otras.[PietrokovskiPietrokovski1996] La proteína A0A024RC64 es una proteína cuya
secuencia es más corta que las demás por lo que no llega a la última región conservada. Sin embargo
puede analizarse su posición en el árbol y ver que del nodo más cercano surgen proteínas que si tienen
esta región conservada. Estos análisis de las secuencias pueden realizarse con todas las proteínas con
comportamientos inusuales y que se quieran comprender de donde vienen.[LageLage2013]

En la Figura 6.28 se muestra el árbol filogenético de las proteínas correspondientes a la hebra
5’3. La primera observación que es interesante ver en el árbol son las secuencias seleccionadas en la
Figura 7.1. Podemos ver que las secuencias son prácticamente iguales. En el árbol tenemos un nodo
que tiene a 9 proteínas, estas proteínas son las más similares en sus secuencias. Estas secuencias
no son las únicas seleccionadas lo que significa que esta región se conservó por otras generaciones
como pueden verse en las proteínas de ramas vecinas. Las proteínas que tienen menos similitud son la
M1SZX7 y Q9UBB8. Estas proteínas aunque vienen del mismo ancestro que las demás seleccionadas
se separan desde el inicio y se quedaron más alejadas. Esto da como indicio que mientras más se
alejan las proteínas las regiones conservadas pueden perderse y van quedando solo las más esenciales.
A partir del árbol filogenético construido se observa que la mayoría de las proteínas, menos 1 surgen
del mismo nodo. Esto explica la alta cantidad de regiones conservadas que encontramos e indica que
son regiones esenciales para el funcionamiento de estas proteínas.[LageLage2013]
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Figura 7.1: Secuencias de proteínas altamente conservadas
correspondientes al grupo de estudio de la hebra 5’3.
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CAPÍTULO 8

Antecedentes

Se puede encontrar un trabajo similiar en la investigación Intrinsic disorder in PRAME and its
role in uveal melanoma. En este trabajo se realiza un análisis del desorden similar al de nues-
tro estudio, se utilizan proteínas de la base de datos Uniprot y se analiza el desorden en IU-
Pred. También se analizan las características y calidad de la estructura por el algoritmo de Alpha-
Fold. Concluyen acerca de las regiones desordenadas y posibles funciones que pueden tener en la
estructura.[Antonietti .Antonietti .2023]
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CAPÍTULO 9

Alcance

Con este estudio se puede llegar a generar un análisis de las consecuencias que pueden tener los
cambios en las regiones conservadas de las proteínas. También se puede analizar la forma en que el
desorden contribuye a la función de las proteínas. Es interesante analizar si la edición de este desorden
y conservación tiene consecuencias graves como lo es en la proteína p53. Ya que se comprobó que
las proteínas correspondientes al grupo Rh están conservadas puede hacerse este mismo análisis con
proteínas presentes en los eritrocitos de cualquier grupo sanguíneo.
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CAPÍTULO 10

Conclusiones

El desorden en las secuencias de las proteínas influye en la calidad de modelado que se realiza
por técnicas de homología.

Se encontraron regiones conservadas entre las proteínas, estas se conservan a través de varios
nodos de árboles filogenéticos por lo que se concluye que estas regiones son esenciales para el
funcionamiento.

No existen similitudes estructurales significativas según los valores RMSD generados por Chi-
mera. Por lo que la conservación no indica similitud estructural.

Las regiones conservadas de los grupos de proteínas son hidrofóbicas, polares y aromáticas.

Se encontraron funciones importantes en estas regiones como sitios activos y anclaje de car-
bohidratos que contribuyen a la glicosilación de las glicoproteínas.

Las regiones desordenadas se asocian con la presencia de aminoácidos Prolinas, Glicinas y
Serinas.
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CAPÍTULO 11

Recomendaciones

Documentar cada paso del proceso que se va realizando, especialmente de los códigos de pro-
teínas. Los códigos llegan a ser difíciles de memorizar por lo que es útil tener varios archivos
para ir escribiendo que se realiza.

Tener los archivos y programas a utilizar ordenados. Se recomiendo tener una carpeta por
cada parte del análisis. Las carpetas recomendadas son AlphaFold, árboles, BLAST, FASTA,
IUPred, Jalview. También es útil tener un archivo de texto donde se apunten las observaciones
preliminares de los resultados.

Se recomienda tener la teoría a la par de los resultados para asociar teóricamente lo que se
observa y comprobar si hace sentido el resultado.

Para estudios futuros se recomienda analizar las regiones conservadas en una alineación es-
tructural según las proteínas relacionadas en los árboles filogenéticos.

Analizar la proteína más ancestral con la más lejana en el árbol para analizar que tanto cambian
las regiones conservadas y el desorden por la evolución.
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CAPÍTULO 13

Anexos

13.1. Parámetros para los análisis en las distintas plataformas.

Figura 13.1: Parámetros utilizados durante el procesamiento de datos en Expasy.
[E.E.2003]
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Figura 13.2: Parámetros utilizados durante el procesamiento de datos en BLAST.
[NIHNIH]

Figura 13.3: Parámetros utilizados durante el procesamiento de datos en
IUPred2A.
[NIHNIH]
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Figura 13.4: Parámetros de las proteínas alineadas en Chimera de la
hebra 3’5 para el análisis de las figuras 6.42 y 6.43.

Figura 13.5: Parámetros de las proteínas alineadas en Chimera de la
hebra 3’5 para el análisis de las figuras 6.44 y 6.45.
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Figura 13.6: Parámetros de las proteínas alineadas en Chimera de la
hebra 5’3 para el análisis de las figuras 6.46 y 6.47.

Figura 13.7: Parámetros de las proteínas alineadas en Chimera de la
hebra 5’3 para el análisis de la Figura 6.48.
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Figura 13.8: Código de color de los aminoácidos para analizar la
alineación de múltiples proteínas en JalView según coloración Clustal.

Figura 13.9: Programa en R análisis de desorden.
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13.2. Análisis proteínas en hebra 3’5

Figura 13.10: Análisis proteína Q6ZP21 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.11: Análisis proteína B4E0H0 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.12: Análisis proteína Q1M183 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.13: Análisis proteína Q6ZNU7 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.14: Análisis proteína Q6ZP34 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.15: Análisis proteína Q6ZP99 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.16: Análisis proteína Q6ZPA0 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.17: Análisis proteína Q6ZPB0 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.18: Análisis proteína Q6ZPB2 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.19: Análisis proteína Q6ZUG4 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.20: Análisis proteína Q6ZUK0 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.21: Análisis proteína Q8WZ27 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.22: Análisis proteína Q9H387 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.23: Análisis proteína Q9H728 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.24: Análisis proteína Q9H743 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.25: Análisis proteína Q9NX85 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.26: Análisis proteína Q9P195 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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13.3. Análisis proteínas en hebra 5’3

Figura 13.27: Análisis proteína A0A0A1TSG9 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.28: Análisis proteína A0A0A8IKZ2 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.29: Análisis proteína A0A1A9C9I6 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.30: Análisis proteína A0A8D5ZBQ7 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.31: Análisis proteína A2NVG1 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.32: Análisis proteína B2RNZ7 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.33: Análisis proteína Q1KSG2 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.34: Análisis proteína Q6ZP50 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.35: Análisis proteína Q6ZPC1 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.36: Análisis proteína Q8WYX4 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.37: Análisis proteína Q9UBB8 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.38: Análisis proteína Q96NR6 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.39: Análisis proteína Q969H1 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.40: Análisis proteína Q02094 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas
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Figura 13.41: Análisis proteína Q16416 con gráficos generados por
AlphaFold y IUPred. A) Modelado 3D en Chimera. B) Gráficos PAE. C)
Cobertura de la secuencia en el modelo D) Gráfico pLDDT E) Análisis

IUPred de secciones desordenadas

120


	Agradecimientos
	Índice
	Lista de figuras
	Lista de cuadros
	Resumen
	Introducción
	Objetivos
	Objetivo general
	Objetivos específicos

	Justificación
	Marco teórico
	Aminoácidos
	Proteínas
	Glicoproteínas

	Transformación gen a proteína
	Árboles filogenéticos para el análisis evolutivo de las proteínas
	Alineación de proteínas y las herramientas bioinformáticas
	Regiones conservadas
	Regiones desordenadas
	Rol del desorden en proteínas

	Técnicas para modelado de proteínas
	Factor Rh
	Tipos de sangre
	Conformación de cada grupo

	Enfermedades relacionadas a la necesidad del acceso a sangre

	Marco metodológico
	Datos iniciales
	Procesamiento Expasy
	BLAST de las proteínas resultantes
	Filtración de proteínas en base de datos Uniprot
	Creación de dos grupos de proteínas según su hebra
	Árbol filogenético
	Análisis de regiones desordenadas
	IUPred
	Algoritmo en R

	Alineación de proteínas en JalView
	Modelado en AlphaFold
	Análisis y alineación de modelados en Chimera

	Resultados
	Dataset inicial y resultados Expasy
	BLAST de las 30 proteínas mejores rankeadas de cada frame
	Set de Proteínas y árbol filogenético
	Alineación JalView
	Modelados de proteínas
	Proteína más desordenada hebra 3'5
	Proteína más ordenada hebra 3'5
	Proteína más desordenada hebra 5'3
	Proteína más ordenada hebra 5'3

	Alineación en Chimera de proteínas seleccionadas
	Alineación de cinco proteínas de la hebra 3'5
	Alineación de las proteínas presentadas de la hebra 3'5
	Alineación de cinco proteínas de la hebra 5'3
	Alineación de las proteínas presentadas de la hebra 5'3


	Discusión de resultados
	Transformación de gen codificante a secuencias proteicas
	Búsqueda BLAST para analizar los grupos de proteínas de cada hebra
	Formación de base de datos del estudio a partir del análisis de ambas hebras
	Ajuste de posiciones en alineación Jalview, detección de regiones conservadas y desordenadas
	Calidad de modelados por técnicas de homología y su relación con el desorden
	Diferencias estructurales entre las proteínas
	Creación y análisis de árboles filogenéticos

	Antecedentes
	Alcance
	Conclusiones
	Recomendaciones
	Bibliografía
	Anexos
	Parámetros para los análisis en las distintas plataformas.
	Análisis proteínas en hebra 3'5
	Análisis proteínas en hebra 5'3


