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RESUMEN DEL PROYECTO

La generacién de biocombustibles ha sido un gran avance en la ciencia, pues
proporciona una alternativa muy util para reemplazar los combustibles derivados del
petréleo, los cuales a diferencia de los biocombustibles no son renovables (Dufey,
2006).

La produccion de biocombustibles presenta un reto que lo hace econémicamente
menos viable, y es que como derivado del proceso, se estan obteniendo grandes
cantidades de glicerol crudo, lo cual es una grave problemética para las refinerias.
Este Glicerol tiene un alto costo de purificacion, porque, cuenta con contaminantes
tales como metanol, sales y acidos grasos libres, los cuales no so6lo impiden que
pueda ser desechado libremente, sino también que sea Util para generar mas
productos facilmente (Jodo R M Almeida, 2012).

En éste proyecto se busca crear una secuencia primaria consenso para una enzima
Glicerol quinasa (GK). Este consenso se obtendra del alineamiento de multiples
secuencias de varias enzimas glicerol quinasas presentes en distintos organismos.

Para llevar a cabo esto, se emplearan herramientas computacionales y bases de
datos para realizar la seleccion del grupo de enzimas.

Se realizara un alineamiento mdltiple de las secuencias seleccionadas, a partir del
cual se reunira la informacion necesaria para construir la secuencia consenso de
una enzima glicerol quinasa, con la idea de obtener una secuencia no existente en
la naturaleza, que se busca usar como punto de partida para mejorar la conversion
de glicerol en moléculas de mayor interés comercial. Una vez obtenida la secuencia
deseada de la enzima, sera obtenida su estructura tridimensional por modelamiento
por homologia.



1. INTRODUCCION

En Colombia se produjeron 503.337 toneladas de biodiesel a partir de aceite de
palma, del cual entre 10 y 40% (p/p) es de glicerol crudo, ésta cifra corresponde al
total nacional de la produccion de biodiésel en el afio 2013, segun lo reportd la
Federacion Nacional de Biocombustibles de Colombia. El porcentaje de glicerol
obtenido por la produccion del biocombustible es tan alto que ha ocasionado un
grave impacto econémico, pues su sobreproduccion ha generado una sobreoferta
en el mercado mundial y ha llevado a que su precio descienda a valores minimos.
Teniendo en cuenta que, para que este compuesto pueda ser empleado en los
campos industriales debe ser purificado, pues debe de cumplir con un alto estandar
en niveles de calidad y pureza, lo cual requiere de altas inversiones monetarias
(Jorge Cardenas Gutierrez, 2003).

Lo que actualmente se busca es encontrar una manera para que pueda ser usado
como materia prima, mediante la transformacién enzimatica la cual, basicamente,
requiere de reactivos cataliticos, los cuales actian bajo pequefias cantidades y se
pueden emplear eficazmente en repetidas ocasiones para obtener productos de
mayor valor agregado.

La bioinforméatica como proceso de vital importancia para el desarrollo de este
proyecto, deriva el conocimiento del analisis informéatico de los datos biolégicos. La
investigacibn en bioinformatica incluye el desarrollo de métodos para el
almacenamiento, recuperacion y analisis de los datos. Esta es una rama de rapido
desarrollo de la biologia y es altamente interdisciplinaria, utilizando técnicas y
conceptos de informatica, estadistica, matematicas, quimica, bioquimica, fisicay la
linglistica (Linge, 2000).

Esta investigacidn busca caracterizar, a nivel computacional, enzimas tipo glicerol
quinasas eficientes provenientes de distintos organismos, con el fin de redisefar
una enzima que permita la degradacion de glicerina cruda, subproducto de proceso
de produccion del biodiesel, para facilitar su eliminacién o generacion de productos
de interés comercial. Es por esto que se busca caracterizar un conjunto enzimas de
tipo glicerol quinasas, que permitan seleccionar sus mejores dotes para asi crear un
ejemplar enzimatico que recopile toda ésta informacion y sea capaz de aumentar la
funcionalidad de la clase de enzima mencionada.

El proyecto hace parte de un area de investigacion muy activa en la que se busca
crear enzimas con caracteristicas y propiedades nuevas mediante disefio racional,
lo cual posee un alto grado de interés en el campo de enzimologia y protedmica,
porque puede servir como soporte para realizar procesos semejantes que ademas
tengan como funcion ayudar a mejorar el medio ambiente y/o la estabilidad de los
seres Vvivos.



Este proyecto puede causar un impacto positivo en las ciencias naturales ya que,
busca crear el disefio de una enzima modelo a la cual en un futuro se le podran
hacer modificaciones por técnicas computacionales en su estructura primaria, que
pueden lograr que ésta exprese una funcion de un interés biolégico como por
ejemplo la problematica que se ha expuesto sobre el glicerol.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION

Hoy en dia el glicerol se ha convertido en un producto que esta causando un grave
impacto a nivel industrial, econdmico y ambiental, pues es generado como
subproducto de la elaboracion del biodiesel.

Este subproducto a su vez esta teniendo una sobreproduccion que genera grandes
costos a las biorefinerias, dado a las restricciones que tiene para ser desechado por
los componentes que lo integran, los cuales impiden al mismo tiempo que se le dé
alternativas de uso o comercializacion a este subproducto.

Ademas, eliminar los componentes que lo limitan implica optar por procesos
costosos. ¢ Es posible encontrar una estrategia que pueda brindar alternativas de
salida a la acumulacién excesiva de glicerol crudo en las biorefinerias?

Una posible solucién, consiste en primero encontrar una solucion tipo bioinformatica
capaz de crear una molécula con la capacidad de darle un valor agregado a este
coproducto que por sus propiedades, no genera mayor beneficio y de paso, reducir
el costo de produccion del biocombustible.

En este proyecto se busca redisefiar, mediante herramientas computacionales la
secuencia primaria de una enzima consenso de tipo glicerol quinasa que pueda
convertir el glicerol crudo en un producto de interés comercial y con valor agregado.

En la linea de investigacién en la que se enmarca esta investigacion, se usara la
secuencia consenso obtenida aqui, para construir experimentalmente la enzima y
evaluarla en el laboratorio.

En un futuro, se busca que la enzima consenso pueda suplir las necesidades que

demande una empresa que necesite convertir la glicerina cruda en un producto de
desecho o en producto de interés industrial de una manera mas rapida y efectiva.
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2.2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

La produccion de biodiesel hoy en dia es llevada a cabo a nivel industrial, usando
como materia de produccidén grasas o aceites vegetales. Para tal proposito, éstos
deben ser refinados, por lo cual son sometidos a procesos de desgomado, filtracion,
neutralizacion y secado (Valérie Dossata, 1999), con el fin de obtener
triacilgliceroles.

Adicionalmente, se requiere de un alcohol ligero o monovalente (p. ej. metanol) que
se debe encontrar en exceso y de la presencia de un catalizador basico (esto es un
agente que acelere la reaccion) que puede ser hidréxido de sodio (Ganduglia, 2009).
Todos estos reactivos son sometidos a una transesterificacion, es decir, un proceso
conformado por tres reacciones reversibles seguidas para formar un éster metilico
acompafado de un diglicérido en la primera reaccion, un monoglicérido en la
segunda reaccion y finalmente la glicerina en la tercera reaccion (Marchetti, 2007)
(ver Fig. 1).

Fig 1: reacciones quimicas de la transesterificacion.

H1CO—O-HQC\ HO-HEC\
CH-O-COR, + CH,O0H ——> CH_-O-COR, + GH-O-COR,
R,CO-OH,C R,CO-O-H,C
Triglicérido Metanol Metiléster Diglicérido
HO-H,C, HO-H,C,
CH-O-COR, + CHOH —— CH_-O-COR, + CH-O-COR,
R,CO-0-H,C HO-H,C
Diglicérido Metanol Metiléster Monoglicérido
HO-H,C, HO-H,C,
CH-O-COR, + CH,OH —— CH_-O-COR, + CH-OH
HO-H,C HO-H,C
Monoglicérido Metanol Metiléster Glicerina

Fuente: Herguedas, A. I. (2012). BIOMASA, BIOCOMBUSTIBLES Y SOSTENIBILIDAD. Madrid:
Centro Tecnoldgico Agrario y Agroalimentario. ITAGRA.CT.
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Una vez terminada la reaccion de transesterificacion para la produccion de
biodiesel, el glicerol (GC) que aparece como producto representa un 10% en peso
de la produccién total del éster metilico (esto es, el biocombustible). En el caso de
las biorefinerias, dicho 10% de GC es equivalente a una gran cantidad de galones
gue deben ser sometidos a procesos adicionales de purificacion (Garcia José,
2014).

Las cifras obtenidas por la Federacion Nacional de Biocombustibles en Colombia,
reportaron el total de toneladas producidas de biodiesel generado a partir de aceite
de palma entre los afios 2009 y 2014. Dichas cifras evidencian un incremento
constante en el tiempo hasta alcanzar un total de 246.158,1 toneladas de GC
generado durante estos seis afos (Jorge Cardenas Gutierrez, 2003).

Una solucién para la problemética que viven las plantas de biocombustibles por
excesiva acumulacién de GC, es darle una vida util a este producto de manera que
resulte econbmicamente rentable y que a su vez no tenga efectos adversos para el
medio ambiente. Con este proposito, el GC debe ser purificado, es decir, recuperar
el glicerol libre de contaminantes. Esto, dado que el GC esta compuesto no solo por
aproximadamente 86.95% de glicerol, sino también por 0.03 % de metanol, 3.2 %
de cenizas, 3.1% de cloruro de sodio, 0.3% de acidos grasos y 0.005% de potasio
(Muhammad Ayoub, 2012).

A nivel industrial, el proceso de purificacion del GC consta, en primera instancia, de
su acondicionamiento mediante su dilucibn en agua. Luego, se procede a
neutralizarlo usando acido sulfarico, mas adelante debe ser filtrado y finalmente, es
sometido a una serie destilaciones a vacio y destilaciones simples para lograr
obtener el glicerol puro. Finalmente éste podra ser sometido a una reaccion mediada
por una enzima tipo glicerol quinasa. A partir de este proceso, se inicia la generacién
de un nuevo producto de interés comercial (W. G. Morales, 2010).

Es importante reconocer que la reaccion mediada por esta clase de enzimas cataliza
la etapa limitante de la velocidad en la principal via metabdlica de utilizacion de
glicerol. Esto se logra mediante la transferencia de un fosfato desde el ATP al
glicerol, obteniéndose glicerol 3-fosfato (ver Fig. 2), que es un intermediario
importante tanto para el metabolismo energético y la produccién de glicolipidos
(Cheng Chenga, 2014).
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Fig 2: Conversion del glicerol en L-glicerol-3-fosfato por la glicerol quinasa.

HG-oH o AT H,C-OH
HO-C-H Lt HO-C -H
H,C-OH H.C-0-9

glicero L-glicerol
3-fosfato
Fuente: Miller-Esterl, W. (2008). Bioquimica. Fundamentos para Medicina y Ciencias de la Vida.
Barcelona, Espafia: REVERTE.

Dentro de las importancias del glicerol-3-fosfato generado por la enzima, es que no
sélo participa en la glicélisis, sino que también puede generar mediante una serie
de reacciones reversibles, intermediarios del ciclo de Krebs, del cual se pueden
obtener ya sea por via anaerdbica o aerdbica productos de interés industrial tales
como los &cidos citrico, isocitrico, fumarico, malico (Pena, 2004) y entre otros
productos de valor agregado.

Por otra parte el glicerol 3-fosfato también sirve como precursor del 1,3 propanodiol,
el cual es usado para sintetizar algunos polimeros como el polietilenglicol y el
poliéster; los acidos lactico y acético tienen un alto grado de aplicabilidad en la
campo de la industria quimica, textil, de alimentos, de medicamentos, de plasticos,
en la agricultura, entre otros. Por otra parte, el etanol también tiene una amplia
gama de aplicaciones de interés industrial en la produccion de licores, en la industria
farmacéutica, en la sintesis quimica, en su uso como combustible, entre otros
(Duane T. Johnson, 2007).

En esta investigacion se busca ofrecer una nueva enzima tipo glicerol quinasa, dada
la capacidad que tiene de fosforilar al glicerol para formar al precursor que puede
dar inicio a los muchos destinos que puede tener la glicerina.

Gran parte de la importancia de este proyecto se basa en el estudio de distintas
secuencias, por esto es importante definir dicho concepto como el orden de distintos
aminoacidos unidos por enlaces peptidicos (Rios, 1985). También se debe
diferenciar entre semilla o secuencia molde, consenso siendo ésta la que muestra
cuales son los elementos comunes en distintas secuencias que cumplen una
funcién comun y mutante o secuencia que ha sufrido alteraciones genéticas.

Para la fase inicial del proyecto, la base de datos que va a ser consultada es el
Protein Data Bank, ya que es una base de datos en linea nutrida por cientificos de
todo el mundo, que cuenta en su version de diciembre de 2015 con 10002
secuencias y estructuras de proteinas distintas, las cuales han sido obtenidas bajo
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los métodos de cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear o
microscopia electrénica de alta resolucion. La principal importancia de esta base de
datos es que ademas de permitir obtener las secuencias de interés, también, brinda
los modelos en tercera dimension, los cuales son necesarios para predecir la
estructura 3D de la enzima consenso que se va a disefiar (Helen M. Berman, 2000).

El RCSB PDB es administrado por dos miembros de la Research Collaboratory for
Structural Bioinformatic, y operado por la Universidad Rutgers (Universidad Estatal
de Nueva Jersey) y el Centro de Supercomputacion de San Diego en la Universidad
de California (Andrei Kouranov, 2005).

Una vez obtenidas todas las secuencias de las enzimas que hayan cumplido los
criterios de seleccién, se realiza un alineamiento multiple de secuencias (MSA por
sus siglas en ingles), el cual organiza las secuencias de proteinas en una matriz
rectangular con el objetivo de que queden en una columna dada los residuos
idénticos (derivados de una sola posicion en una secuencia ancestral),
superponibles (locales rigido en una alineacion estructural) o que jueguen un papel
funcional (Robert C Edgar, 2006).

La validacion de un programa de MSA normalmente utiliza un conjunto de datos de
alineaciones de referencia. Un alineamiento producido por el programa se compara
con la alineacién de referencia correspondiente, dando una puntuacion de precision.

Existen diversos programas que permiten realizar MSA tales como CLUSTALW,
MAFFT, MEGA, T-COFFEE y PROBCONS, siendo CLUSTALW el programa mas
popular, sin embargo no serd el elegido para ejecutar las finalidades de este
proyecto porque desde mediados de 1994 no se le han realizado mejoras a su
algoritmo de ejecucion (Edgar, 2004). Debido a esto sera empleado MEGA, pues
es mas rapido y mas preciso que CLUSTALW, pues cuenta con una buena
compensacion de precision y opciones para correr las secuencias aln mas rapido
y con una precision promedio mas alta para aplicaciones de alto rendimiento.

MEGA tiene una herramienta conocida como MUSCLE, el cual es un programa
informatico para realizar multiples alineamientos de secuencias de proteinas que
permite la alineacién progresiva mediante una nueva funcion de perfil llamada log-
expectation score (Edgar, 2004). Este algoritmo realiza el alineamiento multiple para
un grupo de secuencias de aminoacidos dadas; su estrategia de operacion consiste
en la ejecucién iterativa de tres etapas, a saber: Draft progressive, Improved
progressive y Refinement.

Draft progressive: consiste en realizar un primer alineamiento mdltiple haciendo
enfasis en la velocidad del célculo y no en la precision, donde primero se genera
una matriz de distancia creada a partir de las distancias K-mer de las entradas
(secuencias). A partir de ésta matriz se genera un primer arbol binario que determina
el orden de la alineacion progresiva.
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Improved progressive: realiza un realineamiento de la primera matriz, usando esta
vez la distancia Kimura (M, 1980), que es mas precisa que la distancia K-mer de la
etapa anterior. Con las distancias calculadas, se genera una segunda matriz de
distancia, que a su vez permite la generacion de un segundo arbol binario. Como
resultado se obtiene un nuevo alineamiento multiple de secuencias mas preciso que
el anterior.

Refinement: divide el arbol de la etapa anterior en dos subarboles, mediante un
proceso iterativo, que busca mejorar la puntuacion en cada iteracion, por lo tanto
cada iteracion produce un realineamiento mejor o igual que el anterior.

En la Fig 3. se resume el algoritmo empleado por MUSCLE para realizar el
alineamiento multiple de secuencias.

Fig 3: Resumen del flujo del algoritmo de MUSCLE.

1.1 k-mer 1.2 1.3 progressive
counfing 1] UPGMA & alignment
. e [ . — MSAT
unaligned B

SEqUENCcas k-mer distance TREE1
matrix D1 2.1 compute
%eids from M3AT

f——— &7 11 Kimura distance
— — ' 1 matrix D2
2.3 progressive 2 2 LUBGMA

MSAZ alignment TREEZ
— No,
[—— o dealete
= 3.3 re-afign MSA = Yes,
% 3.2 compute  profiles 3.4 Ei , T save
\5\ subtree profiles Score pefter: MSAS

2.7 delete ’
repeat
edge from TREE2 P
giving 2 sublrees

Fuente: Edgar, R. C. (2004). MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high
throughput. Nucleic Acid Research, 1792-1797.

MEGA (Molecular Evolution Genetic Analysis) es un software informatico que
contiene instalaciones para la construccidon de la secuencia de alineaciones,
infiriendo historias filogenéticas, y la realizacion de andlisis evolutivo molecular,
ademas de permitir el uso del programa MUSCLE, también permite la edicién y
depuracion del alineamiento de secuencias biologicas (Koichiro Tamura, 2013).

Otro programa que ejecuta buenas alineamientos de secuencia es MAFFT, pues
ofrece diversas estrategias multiples para la alineacién, mediante el uso de tres tipos
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de algoritmos tales como, el método progresivo, el método de refinamiento iterativo
con la puntuacion WSP, y el método de refinamiento iterativo utilizando tanto el PSA
y las puntuaciones de consistencia (Katoh, 2002).

A continuacion, se introducen el mecanismo de accion de estos algoritmos:
Métodos progresivos: FFT-NS-1 y FFT-NS-2

Son métodos sencillos progresivos. FFT-NS-1, primero busca hacer una matriz de
distancia aproximada contando el nimero de tuplas compartidas entre cada par de
secuencias, luego, construye una guia de arboles y finalmente alinea las secuencias
de acuerdo con el orden de ramificacion.

Por otras parte, FFT-NS-2 ejecuta el mismo procedimiento que el FFT-NS-1, pero
aumenta dos pasos mas, donde el &rbol de guia se vuelve a calcular a partir de la
alineacion FFT-NS-1, y luego, se lleva a cabo una segunda alineacion progresiva,
la cual es ligeramente superior que la alineacion progresiva realizada por FFT-NS-
1.

Método de refinamiento iterativo: FFT-NS-i y i NW-NS

Busca mejorar la alineacidn progresiva explicada anteriormente, donde la alineacion
realizada por FFT-NS-2 se somete a un proceso de refinamiento iterativo, ésta vez
dos algoritmos, FFT-NS-i y i NW-NS. FFT-NS-i, repite el refinamiento iterativo hasta
que se llegue a una mejoria en la puntuacioén del PSA o hasta alcanzar un el nUmero
de ciclos igual a 1000.

El i NW-NS, realiza s6lo dos ciclos mas, con el fin de mejorar el procedimiento
anterior.

Métodos de refinamiento iterativo utilizando WSP y las puntuaciones de
consistencia: L-INS-i, E-INS-i, G-INS-i.

Estas opciones utilizan una nueva funcion objetivo combinando la puntuacion WSP
(Gotoh) con la puntuacién empleada en T-COOFFEE, Con el fin evaluar la
coherencia entre una alineacion mdultiple y alineamientos de pares (Katoh et al.
2005).

Una vez realizado el alineamiento tanto en MEGA como en MAFFT, se buscara
verificar cual de estos dos programas brinda un mejor alineamiento, segun el mayor
namero de zonas conservadas que genere cada uno.

Cuando se decida cual alineamiento sera empleado, se buscara determinar la

secuencia de la enzima tipo consenso, para esto, sera empleado Jalview, el cual es
un programa gratuito y de facil acceso, que permite usar un alineamiento de
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secuencias multiples para generar a partir de éste una secuencia consenso (buscar
gue algoritmo emplea).

Una vez determinada la secuencia consenso de la enzima glicerol quinasa, se
procedera finalmente a determinar cual sera su posible estructura 3D usando Swiss-
Pdb Viewer, que es una aplicacién que permite generar modelos en una plantilla en
3D a partir de una secuencia primaria, donde se espera que tenga una gran similitud
con las estructuras en 3D de la secuencia usada para realizar el alineamiento.

Finalmente, se realizara un analisis estructural, para lo cual se usara UCSF chimera,
es un programa que cuenta con una herramienta que permite superponer
estructuras tridimensionales de distintas proteinas. El algoritmo que emplea éste
programa es conocido como MatchMaker, éste comando realiza un ajuste después
de identificar automaticamente qué residuos deben ser emparejados, permitiendo
superponer estructuras similares o incluso estructuras con baja similitud.
Basicamente, éste comando lo que hace es primero generar una alineacion de
secuencias por pares y luego, realiza la superposicion de las estructuras de acuerdo
con los alineamientos de pares (Resource for Biocomputing, Visualization, and
Informatics , 2015).

La finalidad de este proyecto es que la secuencia consenso optimizada en un futuro

sea capaz de someter al glicerol a una reaccién de fosforilacién y asi pueda propiciar
la formacion de precursores para la produccién de compuestos de valor agregado.
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2.3. OBJETIVOS
2.3.1. OBJETIVO GENERAL

Generar una secuencia consenso de aminoacidos para una enzima de tipo glicerol
quinasa.

2.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seleccionar una secuencia a partir de un grupo de enzimas glicerol quinasas del
PDB, la cual debe ser determinada por cristalografia de rayos X y tener una
resolucion menor a 2.5 A, a partir de esta, identificar una secuencia wildtype que
actué como semilla.

Seleccionar un grupo de glicerol quinasas para hacer un alineamiento multiple de
secuencias en MEGA y MAFFT, e identificar las zonas conservadas y no
conservados para generar una secuencia consenso en JalView.

Realizar un modelado por homologia de la secuencia consenso.

Identificar las diferencias estructurales que se puedan presentar entre la
estructura de la proteina semilla y la consenso.
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2.4. METODOLOGIA

Para llevar a cabo la ejecucion de este proyecto, se realizé una blisqueda en el PDB
de un grupo de enzimas de tipo glicerol quinasa, las cuales han sido obtenidas por
cristalografia de rayos X, método de obtencion predilecto, pues, es una técnica muy
fiable que ademas, permite obtener una alta resolucion. De los resultados arrojados
por esta base de datos, se seleccion6 una secuencia reportada como “1GLJ”, con
la que, segun el articulo que se encuentra enlazado a ésta, es posible conocer la
secuencia WildType (WT) (Bystrom CE, 1999), donde el término wiltype se refiere
a cualquier enzima que se encuentra en la naturaleza y no ha sido modificada.

Esta base de datos es un sitio web de libre acceso y sin animo de lucro, que ademas
cuenta con muchas herramientas computacionales y modelos matematicos
similares a las de otras bases de datos, pero, tiene la ventaja de proveer archivos
de coordenadas moleculares para un gran nimero de moléculas que tienen su
estructura tridimensional obtenida por los métodos de difraccion de rayos-x,
resonancia magnética nuclear, microscopia electrénica de alta resolucion y otros
métodos menos usados.

La secuencia WT de 1GLJ fue introducida en el banco de datos NCBI para
seleccionar secuencias con un porcentaje de identidad mayor al 75%, dado que por
arriba de este valor, la probabilidad de relacién evolutiva es mas alta.

Al realizarse la busqueda de las secuencias, el programa NCBI retornd un total de
1.000 resultados, donde se encontraban secuencias repetidas, secuencias mutadas
cuyo aporte al proceso era sustituido por la secuencia original, y secuencias con un
porcentaje bajo de similitud. Para filtrar la informacién se elabor6 un algoritmo en
JavaScript (lenguaje de programacion), el cual selecciond autométicamente
secuencias que cumplan criterios, donde primen la escogencia de distintos
organismos, se excluyan modelos y ademas donde cada una contenga
efectivamente su estructura primaria y un articulo enlazado a ellas que afirme que
se trata de una secuencia que no ha sufrido modificaciones, es decir, que no se
encuentre mutada.

Con las secuencias glicerol quinasas seleccionadas, se realizaron dos
alineamientos multiples. Primero fue empleado MEGA, programa bioinformético que
permite hacer alineamientos con MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-
Expectation), comando que identifica las zonas conservadas y no conservadas de
todas las secuencias, después se realizé un segundo alineamiento con el mismo
grupo de secuencias en MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform),
gue es un programa de alta velocidad y esta disponible gratuitamente para uso
académico.

Para iniciar con los dos alineamientos tanto en MEGA como en MAFFT, se introdujo
la secuencia semilla, la cual es la encargada de definir el tamafio de la enzima
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consenso y una vez realizado el AMS, permite identificar las zonas conservadas y
las zonas no conservadas presentes en las secuencias seleccionadas.

Para realizar ambos alineamientos se emplearon los mismos pardmetros. Los
alineamientos fueron realizados usando la matriz BLOSUM62, pues se adopta
como una matriz de puntuacién por defecto, BLOSUMS8O0, 45, JTT200PAM, 100PAM
y Gonnet. También se pidi6 que se emplearan penalizaciones de huecos o0 GAPs
por defecto para las alineaciones de aminoacidos para el residuo en un hueco un
valor de 1,53 y para residuos adicionales en una brecha un valor de 0.123.

Una vez terminados los alineamientos en ambos programas, se opt6é por emplear el
generado por MAFFT, ya que con este se logré obtener uno mejor, pues arrojé un
total de 14 residuos alineados méas en comparacién con el ejecutado por MEGA.

Este alineamiento fue guardado en formato fasta para luego abrirlo en el programa
JalView, que se basa en las predicciones de los seis algoritmos de prediccién de
estructura secundaria que aprovechan la informacién evolutiva de mudltiples
secuencias, mostrando debajo del alineamiento el porcentaje del residuo por
columna modal, resultado que es traducido como secuencia consenso.

Ya obtenida la secuencia tipo consenso, se verificé que no fuera idéntica a ninguna
de las secuencias del alineamiento, ni que fuera igual a ninguna otra secuencia en
el Genebank. Para esto, primero se hizo una busqueda a modo de comparacion
entre las 282 secuencias que fueron empleadas para hacer el alineamiento, donde
se corrobord que no existian secuencias idénticas. Posteriormente se consultdé en
el nchi, donde se encontré que de todas las secuencias arrojadas por el buscador,
la mas préxima cuenta con un porcentaje de identidad del 95%, valor que
corresponde al total de residuos de aminoacidos idénticos de los 501 residuos de la
consenso, lo que lleva a inferir que no existen secuencias exactamente iguales
reportadas a la fecha en la web, pues ninguna alcanz6 un 100% de identidad.

Con respecto a la secuencia consenso generada, se obtuvo una secuencia
compuesta por un total de 501 residuos al igual que la semilla, pero incluye 34
mutaciones. Las mutaciones de la consenso con respecto a la secuencia semilla
son las siguientes: M21L, 128V, E36T, P42A, E110D, H114K, D122E, S126H, 1132V,
H147N, S151A, R156E, 1170V, E205D, V206A, E212A, S240A, F251Y, E258P,
M271L, K278E, K281T, E283K, T295R, A309G, N324S, Q337K, N338D, T339S,
A373S, E393D, N456D, A484K, M494Q.

En general no se presentaron numerosos cambios, porque, las mutaciones que
generaron cambios significativos representan el 3.4% del total de residuos de la
secuencia, razén por la cual se puede inferir que a nivel estructural no se deberian
presentar grandes cambios.
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Para corroborar el anterior enunciado, se elaboraron los modelos tridimensionales
de las secuencias semilla y consenso empleando el programa SWISS-MODEL,
donde a simple vista, se logra observar que las estructuras terciarias presentan un
alto grado de similitud, sin embargo, se consideré mas interesante sobreponer las
estructuras entre si para notar ain mejor los cambios que se encuentren presentes.

Un aspecto que fue considerado en esta instancia, fue que los modelos creados en
tercera dimension debian ser comparados primero con un modelo que haya sido
obtenido bajo criterios experimentales, es decir, que se tenga evidencia a partir de
un proceso altamente preciso, como lo es la cristalografia de rayos-x para poder
hacer una comparacion mas ajustada a un modelo real.

Una cantidad para expresar la similitud estructural es la distancia de la raiz
cuadréatica media (rmsd) calculada entre atomos equivalentes en dos estructuras,
se encuentra definida como:

Yid?
n

rmsd= Ecuacion (1)

, donde d es la distancia entre cada uno de los n pares de atomos equivalentes en
dos estructuras superpuestas. Si el valor de rmsd es cercano a cero, indica que se
trata de estructuras idénticas, mientras que si su valor aumenta, se infiere que las
dos estructuras se hacen mas diferentes. Los valores de rmsd se consideran como
indicadores fiables de la variabilidad estructural (Pongor, 2001).

Se realizaron cuatro sobreposiciones: Fig. 5, 1GLJ vs modelo 1GLJ, 1GLJ vs
semilla, 1GLJ vs consenso, semilla vs consenso, a las cuales, se les determiné el
valor de rmsd empleando chimera ver Tabla 2, donde, se encontr6 que la
sobreposicion de la semilla vs consenso, fue el menor valor, éste fue igual a 0.023
A, lo cual indica que estas dos secuencias son muy similares.

En un alineamiento de secuencias, es importante determinar el porcentaje de
identidad que se refiere, al nimero de coincidencias de los mismos residuos de
aminoacidos entre las dos secuencias alineadas, por esto se determiné dicho valor
para la consenso vs la semilla, donde el porcentaje obtenido fue de 93.2%, lo cual
indica que son altamente parecidas entre si.

En referencia a la secuencia consenso, resulta importante exponer de manera visual
las diferentes mutaciones resultantes; para esto se generd una representacion
tridimensional de la estructura, donde las 34 posiciones mutadas se muestran con
color rojo, ver Fig. 6.

Finalmente, se determinaron las propiedades que podria presentar la enzima
consenso. Para esto, se acudié a expasy, programa que cuenta con un calculador
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que permitié determinar las propiedades fisicoquimicas de la secuencia consenso,
ver tabla 3.
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2.5 RESULTADOS

En primera medida se selecciond una enzima semilla, ésta fue tomada del articulo
Crystal structures of Escherichia coli glycerol kinase variant S58-->W in complex
with nonhydrolyzable ATP analogues reveal a putative active conformation of the
enzyme as a result of domain motion, porque es una enzima que cuenta con altos
parametros cinéticos, (Bystrom CE, 1999):

Tabla 1: Parametros cinéticos de enzima WildType de glicerol quinasa y 1GLJ.

Vmax KATP | Kglicerol | Ki,ATP
Secuencia (units/mgq) (um) (M) (UM)
Glicerol quinasa WildType 15.3 8.4 4.9 86
1GLJ 79 23 14 108

Fuente: Bystrom CE, Pettigrew DW, Branchaud BP, O'Brien P, Remington SJ.(1999). Crystal_
structures of Escherichia coli glycerol kinase variant S58-->W in complex with nonhydrolyzable ATP
analogues reveal a putative active conformation of the enzyme as a result of domain motion. Oregon,
USA.

Una vez obtenida la secuencia semilla, se realiz6 una basqueda en NCBI, la cual
arrojé mil resultados, de los que se necesitaba seleccionar un grupo de secuencias
aptas para realizar el alineamiento. Debido a que la realizacion manual de este
proceso resulta muy extenuante y propensa a equivocaciones, fue empleado un
algoritmo que facilitara dicha seleccion:

Fig 4: Algoritmo para seleccion de secuencias.

1. Function Select

2. SeqUENCEs =: New array

3. For each sequence s IN results do:

4., IF NOT(sequences.contains(s)) AND (MNOT(isMutated(s)) OR similarity(s) > 95%)
5. then

6. sequences.add(s)

7. End

3. End

9. MarkInTable (sequences)

18. End

Fuente: autoria propia.
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Este algoritmo hizo una seleccién sistematica de secuencias que representan a
cada uno de los distintos organismos que se encontraban en los resultados, verificd
gue efectivamente la secuencia se encontrara incluida y finalmente buscé palabras
claves en los articulos vinculados a cada una de las secuencias tales como wildtype
0 no mutant, con el fin de garantizar que las secuencias seleccionadas no hayan
tenido modificaciones genéticas y asi lograr obtener un alineamiento con mayor
contenido de secuencias naturales conservadas.

Dicho algoritmo permiti6 escoger un grupo selecto de secuencias, con lo cual se
procedio a ejecutar los alineamientos multiples de secuencias primero en Muscle
(herramienta de MEGA), con el fin de realizar una depuraciéon de las secuencias,
para luego si hacer un alineamiento en MAFFT.

Mas adelante fueron construidos los modelos tridimensionales de la secuencia
semilla, consenso y de la 1GLJ en Swissmodel. Una vez hecho esto, se hizo un
alineamiento estructural o superposicion de las estructuras 3d.versus la estructura
tridimensional de la 1GLJ obtenida directamente del PDB, y que fue resuelta
experimentalmente, mediante cristalografia de Rayos X. A continuacion son
mostradas las comparaciones de las estructuras mencionadas:

Fig 5: Sobreposicion de un monémero de la estructura tridimensional de a) 1GLJ vs
modelo 1GLJ, b) 1GLJ vs WildType (semilla), c) 1GLJ vs Consenso y d) Semilla vs
Consenso.

a) 1GLJ (azul) vs modelo 1GLJ b) 1GLJ (azul) vs semilla (naranja)
(rojo)
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d) Semilla (naranja) vs Consenso
(verde)

c) 1GLJ (azul) vs Consenso (verde) ‘

Fuente: autoria propia

Es importante resaltar que aqui se realizd la superposicion de los mondémeros en
lugar de los dimeros, con el fin de simplificar la visualizacién de las estructuras
tridimensionales y la conservacion de las mismas.

En el mismo programa se calcularon los valores de rmsd obtenidos en los
alineamientos estructurales mostrados en la Fig. 4, se encuentran enmarcados en
la tabla a continuacion:

Tabla 2: Valores de rmsd obtenidos para los alineamientos estructurales.

Secuencia Modelo 1GLJ Semilla consenso
1GLJ 0.577A 0.578 A 0.577 A
Semilla - - 0.023 A

Fuente: autoria propia

Ya obtenidos los valores de rmsd para los alineamientos estructurales, se genero
un representacion visual en chimera de la posicion que ocupa cada una de las

mutaciones, ver Fig. 6.
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Fig 6: Representacion de las cadenas laterales (rojo), de las 34 mutaciones
presentes en la secuencia consenso, representadas en la estructura 3d de un
mondmero de la proteina 1GLJ.

En la anteriror figura han sido representados los residuos (rojo) que fueron
remplazados de la secuencia semilla, para formar la estructura de la secuencia
consenso.

Finalmente fueron determinadas las propiedades fisicoquimicas de la enzima
consenso y semilla, para esto fue empleado la herramienta protparam de Expasy y
son mostradas a continuacion:

Tabla 3: Propiedades fisicoquimicas de la secuencia consenso y semilla.

Propiedades de la secuencia consenso y semilla
Propiedad Consenso Semilla
Peso molecular 55825.2 g/mol 56099.5 g/mol
Punto isoeléctrico 5.42 5.35
Coeficiente de extinciéon | 280 Mt cm? 280 Mt cmt
Indice de inestabilidad 25.76 28.89
indice alifatico 85.2 84.51

Fuente: autoria propia
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2.6 DISCUSION

Un paso crucial en el desenvolvimiento de este proyecto fue la escogencia de la
secuencia que se iba a tomar como semilla, porque se usé como secuencia inicial
para basar en ella la busqueda de secuencias similares, que fueron usadas en el
alineamiento multiple. Para esto se realiz6 una busqueda en el PDB, donde sélo se
obtuvieron secuencias que ya habian sufrido modificaciones genéticas. La
secuencia semilla a su vez, se emple6 como el principal punto de referencia para la
obtencion de la consenso, porque, permite identificar mas facilmente los cambios
gue fueron introducidos en la consenso.

Debido a que se trabajé con la secuencia de una enzima wiltype de Escherichia coli,
gue no cuenta con una estructura tridimensional obtenida por cristalografia de
rayos-X, se opto por acudir a la secuencia 1GLJ que solo difiere en el cambio de
una Serina por un Triptéfano en la posicion 58 y si se tiene la estructura 3D que fue
obtenida por dicho método y ademas tiene altos pardmetros cinéticos que permiten
especular sobre el nivel de eficacia que podria tener la secuencia consenso para
llevar a cabo la fosforilacion del glicerol que permite obtener glicerol 3 fosfato. En
sintesis, la escogencia de la secuencia 1GLJ, esta basada en el hecho que tiene
caracteristicas similares a la semilla. La Tabla 1 muestra los pardmetros cinéticos
de la semillay la 1GLJ.

Con esta secuencia se buscaron las secuencias con las cuales se realizé el MSA,
el cual en bioinformatica es una forma de representar y comparar dos 0 mas
estructuras primarias proteicas. De este modo, al compararlas, se resaltan sus
zonas de similitud, las cuales podrian indicar relaciones funcionales o evolutivas
entre los genes o proteinas consultados. El grupo seleccionado para realizar el MSA
debia tener un porcentaje de identidad mayor al 75% para asi garantizar que éstas
tengan un alto grado de homologia (es normal en ort6logos) y asi obtener una
secuencia consenso que conserve informacion comdn a todas las secuencias
seleccionadas.

Dentro de los parametros determinados para llevar a cabo los alineamientos en
MEGA y en MAFFT se trabajo con la matriz BLOSUM, ya que es una matriz de
sustitucion utilizada para el alineamiento de secuencias de proteinas y realiza
puntuaciones en los alineamientos entre secuencias de proteinas evolutivamente
divergentes, ademas se basa en alineamientos locales, que generan alineamientos
de las zonas mas similares de las secuencias. También se asignaron penalizaciones
por abrir y extender GAPs de 1,53 y 0.123 respectivamente. La razon por la que se
escogi6 el alineamiento de MAFFT fue porque segun una revision de literatura en la
gue se comparaban los diferentes programas para alineamiento de secuencias, se
encontré que éste es el mas confiable y preciso para el alineamiento multiple de
secuencia, ademas logré alinear 169 residuos de 501, mientras que MEGA alineo
s6lo 155
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Una vez realizado el alineamiento, se uso el programa JalView, para producir una
secuencia consenso a partir del MSA. Jalview genera la secuencia consenso a partir
del alineamiento, considerando las frecuencias de aparicién de cada residuo de
aminoacido en cada posicion de la proteina, y asigna un puntaje de probabilidad de
aparicion de cada residuo en la secuencia consenso

Una vez obtenida la consenso, se identificaron 34 mutaciones con respecto a la
secuencia que se us6 como semilla (la wildtype de E. coli), de los cuales, diecisiete
de ellos son conservativas dado que los aminoacidos que fueron reemplazados en
la consenso presentan las mismas propiedades que los aminoacidos que se
encontraban presentes en la secuencia semilla original, mientras que, las otras
diecisiete mutaciones corresponden a aminoacidos con caracteristicas diferentes a
su correspondiente residuo en la misma posicién de la secuencia semilla, tal es el
caso de las mutaciones H147N, R156E, K278E, E283K, Q337K, que cambiaron
propiedades &cidas por béasicas o viceversa. También se presentan casos donde
las mutaciones M21L, M271L y M494Q, reemplazaron residuos azufrados, otra
mutacion como la S126H cambia un residuo polar por una basico, lo cual se debe
considerar de gran importancia si tal residuo hace parte del corazon hidrofébico y
en general se lograron observar otros cambios en los residuos alifaticos e
hidroxilados.

Al comparar dos secuencias en un alineamiento las no coincidencias se interpretan
como mutaciones puntuales, debido a la procedencia de un ancestro comun,
mientras que los huecos o0 GAPs son mutaciones por adicion o delecion de residuos
introducidas en las secuencias a través del tiempo que haya transcurrido desde
que divergieron.

En un MSA, el grado de similitud entre los aminoacidos en posiciones determinadas
en la secuencia, se pueden interpretar como una medida aproximada de
conservacion en una regiéon determinada. Es por esto que cuando se da una
sustitucion o no sustitucion de residuos con propiedades quimicas de caracteristicas
semejantes, las secuencias indican que la zona tiene importancia de tipo estructural
o funcional.

De las mencionadas mutaciones, se identificé que no se generaron cambios en los
aminoécidos del centro activo donde se presenta la actividad catalitica de la enzima,
tales residuos son prinicpalmente la His232 que es el encargado de llevar a cabo la
fosforilacion (Joanne I. Yeh, 2009), y Arg84, Trp104, Tyrl36 y Asp246, los cuales
permiten que se dé la union del glicerol mediante la formacion de enlaces de
hidrogeno (Hagspiel, SF). En general, las mutaciones introducidas en la consenso
no son de caracter catalitico, pues se introdujeron residuos que no interaccionan
directamente con el sustrato, por tanto se puede inferir que dichos cambios podrian
formar parte del andamiaje de la enzima.
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Con respecto a la creacion de los modelos en 3D, primero se generé el modelo de
la secuencia 1GLJ, para compararlo con la estructura obtenida bajo cristalografia
de rayos-X que brinda una estructura real que se toma como referencia comparativa
para verificar la prediccion que se genera con el modelo, éste resultado mostro que,
la prediccidn presenta caracteristicas muy similares a la estructura real obtenida por
medios experimentales. Del mismo modo se procedié con las secuencias semilla 'y
consenso, para comparar tales modelos con una estructura determinada bajo
criterios experimentales. Esto se ejecutd con el Unico fin de comparar los modelos
generados con uno que permita inferir si realmente el resultado obtenido es acorde
con los ya existentes.

Para hacer un analisis de los resultados mostrados en la Fig.4, primero se iniciara
explicando que en el literal a, se muestra la sobreposicion de la estructura 3D del
modelo reportado por el PDB con el modelo generado por swissmodel, esto con el
fin de identificar la proximidad de prediccion del modelo creado por el programa, con
respecto a la estructura obtenida por un método experimental muy preciso como el
ya mencionado. En el literal b, se ha sobre puesto la secuencia mutada 1GLJ
encontrada en el PDB con la secuencia semilla, este resultado es un tanto peculiar,
dado a que la secuencia 1GLJ sélo tiene una mutacion con respecto a la semilla 'y
corresponde al reemplazo en la posicién 58 de una Serina de caracter polar por un
Triptéfano que es aromatico de caracter medianamente apolar, sin embargo a nivel
estructural se perciben varios pequefios cambios con respectos a los bucles
presentes.

Por otra parte en el literal ¢ se compara la estructura de la 1GLJ con el modelo
generado de la secuencia consenso, en este caso, ocurre un cambio muy similar al
presentado en el literal b, aunque la consenso posea mas mutaciones con respecto
a la 1GLJ, finalmente, en el literal d, se muestra una perfecta sobreposicion de la
secuencia consenso con la que usamos como semilla (wt de E. coli).

Seguido a esto, fueron calculadas las propiedades fisicoquimicas de la secuencia
consenso y semilla usando la plataforma Expasy, como se puede notar en la tabla
3, no se presentan grandes diferencias en dichas secuencias, lo que nos da
confianza en la proteina consenso obtenida, y nos ofrece parametros a tener en
cuenta tanto en los ensayos enzimaticos, como en la purificacion de la proteina, una
vez se pase a la fase de experimentacion en wet-lab.

Finalmente EIl proyecto en las fases venideras pasa a un campo aplicativo, donde
se va a realizar la sintesis y la expresion de la enzima Glicerol Quinasa, para llevar
a cabo la evaluacion experimental de la actividad y las propiedades fisicoquimicas
de la misma.
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2.7. CONCLUSIONES.

Se realizaron dos alineamientos multiples de secuencias glicerol quinasas en
MEGA y en MAFFT de los cuales es escogio el alineamiento realizado por MAFFT,
pues, arrojé un mayor de residuos alineados.

Se obtuvo una secuencia tipo consenso generada a partir de un alineamiento de
multiples secuencias de enzimas glicerol quinasas, que presenta 34 mutaciones con
respecto a la semilla (wildtype).

Se modeld la estructura tridimensional de la secuencia tipo consenso, la cual como
se habia predicho, tuvo un alto grado de similitud con la secuencia empleada como
semilla.

Las secuencias semilla y consenso presentaron un porcentaje de identidad del
93.2%, lo cual representa un grado de coincidencias de los aminoacidos de ambas
secuencias, e implica 34 residuos de aminoacido diferentes entre la secuencia de
la enzima wildtype y nuestra enzima consenso.
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2.8 RECOMENDACIONES

En esta investigacion se han empleado herramientas computacionales, que han
permitido la ejecucion de los objetivos de la misma. Dado a que todos los comandos
que se emplearon son de caracter estandar y s6lo son modificados cada que sale
una version actualizada, es de esperar que si se emplean los mismos parametros
empleados para la culminacion del proyecto, es de esperar que los resultados
obtenidos sean facilmente replicables, incluso pueden ser modificados si los
estudios demuestran que la generacion de cambios en los pardmetros, se puede
lograr obtener resultados aun mejores.

Se espera que se construya experimentalmente la enzima que obtuvimos
computacionalmente como proteina consenso, para evaluar sus propiedades
fisicoquimicas y cinéticas, con el fin de considerar su aplicacion en la transformacion
del glicerol.

Como medio de obtencion computacional de los parametros cinéticos de la enzima
consenso, se sugiere la base de datos Netlogo MODELING COMMON, que sirve
como simulador para estudiar la cinética enzimética de un sistema Michaellis de
anico sustrato.

Si en un futuro se logra obtener la enzima por medio experimentales de laboratorio,
y se determina que sus propiedades cinéticas pueden ser superadas si se
reemplazan ciertos residuos determinantes en la actividad catalitica, es posible
realizar el disefio a nivel computacional y crear una nueva secuencia que tenga un
mejor grado de eficacia.
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