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RESUMEN

La Beta-talasemia se describe como un grupo de trastornos sanguineos hereditarios
caracterizados por anomalias en la sintesis de cadenas beta de la hemoglobina. Estas anomalias
dan lugar a diferentes fenotipos que van desde sintomas clinicos moderados a severo, hasta no
tener ningln sintoma en absoluto. La mayoria de los defectos en la hemoglobina surgen

directamente de las mutaciones en la estructura del gen S-globina (HBB).

Avances recientes en herramientas computacionales han permitido estudiar la relacion entre el
genotipo y el fenotipo en muchas enfermedades, incluida la B-talasemia. Debido a la alta
prevalencia de B-talasemia, estos analisis han ayudado a comprender la base molecular de la
enfermedad de una mejor manera. En esta direccién, una base de datos relacionada,
denominada HbVar, fue desarrollada en 2001 por un esfuerzo colectivo académico para
proporcionar informacién de calidad y actualizada sobre las variaciones genémicas que
conducen a hemoglobinopatias y Talasemia. La base de datos registr6 detalles sobre cada
variante, incluida la secuencia alterada, los defectos hematolégicos, su patologia y su fecha de

aparicion, junto con su lugar de procedencia.

En el presente estudio, el objetivo fue investigar mutaciones de insercidn, sustitucion y delecion

en el HBB recogido de HbVar y sus efectos utilizando el enfoque in silico.

En este analisis comparativo se estudio tres secuencias una wild-type y dos secuencias mutadas
de HBB en la regién de América del Sur. Se determiné que la secuencia mutada Brazilian nd-
HPFH presenta la formacion de una cadena beta en la estructura de la proteina no pudiendo
alinearse o superponerse en la wild-type, ésto da por resultado la alteracion de la funcion de la

proteina, y por consiguiente el desarrollo de la enfermedad Talasemia.

Palabras clave: Hemoglobina, Mutacién, Talasemia.
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ABSTRACT

Beta-thalassemia is described as a group of inherited blood disorders characterized by
abnormalities in the synthesis of beta chains of hemoglobin. These abnormalities give rise to
different phenotypes ranging from moderate to severe clinical symptoms, to having no
symptoms at all. Most defects in hemoglobin arise directly from mutations in the structure of

the B-globin gene (HBB).

Recent advances in computational tools have made it possible to study the relationship between
genotype and phenotype in many diseases, including B-thalassemia. Due to the high prevalence
of B-thalassemia, these analyzes have helped to understand the molecular basis of the disease
in a better way. In this direction, a related database, called HbVar, was developed in 2001 by a
collective academic effort to provide quality and up-to-date information on genomic variations
that lead to hemoglobinopathies and Thalassemia. The database recorded details about each
variant, including the altered sequence, the hematologic defects, its pathology, and its date of

appearance, along with its place of origin.

In the present study, the aim was to investigate insertion, substitution, and deletion mutations

in HBB collected from HbVar and their effects using the in-silico approach.

In this comparative analysis, three sequences, one wild-type and two mutated HBB sequences,
were studied in the South American region. It was determined that the Brazilian nd-HPFH
mutated sequence presents the formation of a beta chain in the protein structure, not being able
to align or overlap in the wild-type, this results in the alteration of the function of the protein,

and therefore the development of Thalassemia disease.

Key words: Hemoglobin, Mutation, Thalassemia.
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INTRODUCCION

Las hemoglobinopatias son trastornos genéticos causados por variaciones de un gen en los
grupos de genes de la globina humana tipo o y . Estos son los trastornos hereditarios mas
comunes en humanos, con casi el 7% de la poblacion humana actuando como portadores de las
mutaciones en los genes de la globina. Las sustituciones de nucle6tidos individuales en las
regiones codificadoras o reguladoras de estos genes pueden conducir a diversos grados de
defectos en su expresion'2. E1 gen HBB pertenece al grupo de genes de B-globina que codifica
el polipéptido de B -globina. Se encuentra en el brazo corto del cromosoma 11 y contiene dos
intrones y tres exones. Defectos moleculares en HBB humano puede provocar defectos
estructurales que causan anormalidades en las hemoglobinas, como HbS, HbC y HbD, o puede

provocar la ausencia o la sintesis reducida de cadenas de B -globina que causan B- talasemia®.

Las mutaciones en el HBB pueden implicar la sustitucion, eliminacién o insercion de uno o
multiples nucleétidos dentro del gen o sus regiones flanqueantes, lo que resulta en anemia y
baja produccion de glébulos rojos*>®7. La B-talasemia se hereda de forma autosémico-recesiva
y su manifestacion clinica se puede dividir en talasemia mayor, intermedia y talasemia
menor.®® Algunas mutaciones en el HBB conducen a la inactivacion completa del gen que
resulta en la ausencia de cadenas de 3 -globina (0), lo que a su vez conduce a la forma mas
grave de talasemia. Otras mutaciones permiten la produccion de cadenas de B-globina en
proporciones variables que conducen a la 3-talasemia. Este caso se encuentra mas comunmente
en el Medio Oriente, Asia Central, paises mediterraneos, India y el sur de China y en algunas
partes de Africa y América del Sur®®. Es uno de los trastornos genéticos mas comunes causados
por mutaciones puntuales que causan efectos fenotipicos variables. Estas severidades
fenotipicas pueden surgir de defectos en la transcripcion, procesamiento de ARN o traduccion

del gen HBB!.
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Las mutaciones mas comunes en la mayoria de los paises poblados incluyen IVSI-110 (G> A),
IVSI-1 (G> A), IVSI-6 (T> C), IVSII-1 (G> A), IVSI-5 (G> C), codén 5 (-CT) y codén 39 (C>
T)!2 - 17, Debido a la alta prevalencia de fenotipos variables de talasemia y la notable
heterogeneidad de sus defectos moleculares, se emplearon diversas estrategias para investigar
los mecanismos moleculares de esta enfermedad. Recientes avances en las herramientas
computacionales, se ha convertido los andlisis in silico en uno de los métodos elegidos para
investigar los vinculos entre las caracteristicas fenotipicas, gendmicas y resultantes en la

talasemia.

HbVar ( http://globin.cse.psu.edu/globin/hbvar/ ) es la base de datos mas antigua y apreciada
de variantes de hemoglobina y mutaciones de talasemia establecida en 200181°2°, Es una base
de datos especifica de locus, que se desarrollé como un esfuerzo académico combinado para
mantener un registro de variantes de hemoglobina, nuevas entradas de datos, actualizaciones y
correcciones. Proporciona informacién actualizada y de alta calidad sobre las variaciones
genomicas, los efectos fenotipicos y hematoldgicos asociados, la patologia, la frecuencia de
diferentes mutaciones, la prevalencia étnica y la procedencia?*?2, HbVar se ha convertido en
un recurso primario para la comunidad de investigacion que trabaja en las proteinas de globina
y para los médicos que tratan con pacientes con hemoglobinopatias, para ayudarlos a hacer los
diagndsticos adecuados 2328, El objetivo de este estudio es investigar los efectos sobre la

estructura y funcién de la B-globina proteina utilizando el método in silico.
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HIPOTESIS

Al ser un estudio descriptivo no se precisa la formulacion de hipétesis.
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OBJETIVOS

General

Analizar mutaciones de insercién, sustitucion y delecion en el gen B-globina humana utilizando

herramientas computacionales.

Especificos

1. Determinar si el programa de analisis de homologia permite identificar casos de
mutacion.

2. Analizar la estabilidad estructural de la proteina mediante simulaciones de DM.

3. Evaluar los efectos de las mutaciones sobre la estructura de la proteina 3 -globina.

4. Determinar sus efectos sobre la funcion de la proteina [ -globina.

5. Analizar las alteraciones de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos con el tipo wild-

type / mutantes.
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1 MARCO TEORICO

1.1 LAHEMOGLOBINAY SUESTRUCTURA

1.1.1 EL ERITROCITO

Los eritrocitos normales son discos biconcavos con un didmetro medio de aproximadamente
7.8 umy en el centro de 1 um. El volumen de los hematies es de 90 fl. El género y la altitud a
la que vive la persona afecta al nGmero de eritrocitos. En los varones normales, el nimero de
eritrocitos por mm3 es de 5°200,000 (+/ 300,000) y en las mujeres normales de 4'700,000 (+/-

300,000) 2.

1.1.2 HEMOGLOBINA

La hemoglobina es una molécula casi esférica con un didmetro de cerca de 5,5nm. Es una
proteina tetramérica con 4 grupos prostéticos hemo, uno asociado con cada cadena
polipeptidica. La hemoglobina adulta (Hb A) contiene 2 tipos de globinas, 2 cadenas a
(constituidas por 141 residuos cada una) y 2 cadenas 3 (146 residuos cada una) con dos ejes de
simetria. En un término mas amplio, la hemoglobina es un tetrdmero de 2 homodimeros (2

cadenas o de globina y 2 cadenas no o) .

La estructura de la hemoglobina presenta niveles de complejidad. La estructura primaria esta
formada por la secuencia de aminoacidos ensamblada mediante uniones covalentes (enlaces
peptidicos y puentes disulfuro). Al contrario, la estructura secundaria hace semejanza a la
disposicidn de los aminoacidos en patrones estructurales tipicos como la hélice a o la lamina 3

que son especialmente estables. La estructura terciaria se define como el plegamiento de la
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estructura secundaria para dar lugar a una estructura globular o subunidad proteica. Finalmente,
la estructura cuaternaria esta constituida por la asociacion de las diferentes subunidades de la
proteina (Figura 1) .

Figura 1. De la estructura primaria de la hemoglobina a la cuaternaria.
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Extraida de: Lehninger. Principles of biochemistry. 52 Edicion. Nelson DL, Cox MM.
W.H. Freeman and company (2008), p 92.

La estructura primaria constituida por la secuencia de aminoacidos, la secundaria generada por
la disposicion en a-hélice de los aminoacidos. Estructura terciaria originada por plegamiento
de la cadena peptidica y la cuaternaria producida por la agrupacion de las 4 globinas para
conformar la molécula de hemoglobina. Dos tercios de los aminoacidos se disponen de forma
helicoidal, confiriendo rigidez a la estructura, que se estabiliza por puentes de hidrégeno, la
cual adopta en el espacio una forma tipica debido a varios plegamientos. La funcién principal
de cada subunidad consiste en proporcionar un ambiente estable para el grupo hemo, en el cual

pueda producirse la reaccion reversible de oxigenacion 3.

Este papel lo desempefia la estructura terciaria de cada subunidad, que estd compuesta por 8
segmentos helicoidales, replegados sobre si mismos, formando una estructura globular

compacta en el centro de la cual estéa situado el grupo hemo, dentro de un bolsillo hidrofébico,
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que mantiene el hierro en estado ferroso. Este bolsillo de unién al hemo esta conformado por

las hélices E y F de cada subunidad proteica 3032,

Estas hélices no se distribuyen al azar, sino que se encuentran orientadas siguiendo unas reglas
estandar de empaquetamiento de hélices, con el objetivo de formar una estructura globular 2.
Los residuos de aminoécidos situados hacia el interior de la molécula son apolares (alanina,
valina, leucina, etc), mientras que los situados en la superficie en contacto con el medio acuoso
exterior tienen cadenas laterales hidréfilas (lisina, glutamina). La exclusion de los residuos
hidréfobos del medio acuoso mantiene fija la estructura globular. Finalmente, la hemoglobina
tiene una estructura cuaternaria, resultado de la relacion entre las cuatro cadenas
polipeptidicas .

La estructura cuaternaria de la hemoglobina mantiene unas fuertes interacciones entre
subunidades desiguales. Las interfases alB1 y a2f32 involucran a mas de 30 residuos cada una,
mientras que en las interfases alB2 y a2p1 participan 19 aminoacidos. Las interacciones
hidrofdbicas son las que predominan en todas las interfases pero también hay algunos puentes

de hidrogeno y pocas uniones i6nicas o puentes salinos *.

1.1.3 TIPOS DE HEMOGLOBINAS
Existen 6 tipos de cadenas de globina en la persona humana, alfa (), zeta (5), beta (j), delta
(), gamma (y) y épsilon (g). Las 2 primeras se les denominada cadenas tipo o y constan de 141
aminoacidos mientras que las restantes llamadas B-like o cadenas no a se forman levemente
mas largas, constituidas por 146 aminoéacidos. De las combinaciones entre cadenas de globina
tipo o y no a se van a instaurar las diferentes hemoglobinas, en los periodos germinal, fetal,

neonatal y adulto.
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1.1.4 FUNCION DE LA HEMOGLOBINA
La hemoglobina se localiza en el interior de los hematies, siendo su funcion principal la de
transportar oxigeno desde los pulmones hasta los tejidos, lo que se consigue gracias a la unién
de la globina con el hemo, el cual se hace soluble, asegurandose un ambiente hidréfobo para
captar de forma reversible el oxigeno. Para la realizacion de esta funcion es esencial el

mantenimiento de la estructura y configuracion espacial de la molécula de hemoglobina 332,

La hemoglobina tiene dos formas cuaternarias distintas. La primera es la forma T (tensa) o
desoxihemoglobina que es muy estable en ausencia de oxigeno a expensas de un gran nimero
de pares ionicos en las interfases alf2 y a2B1. La segunda, es la forma R (relajada) u
oxihemoglobina que se estabiliza gracias al oxigeno. Ademas, el oxigeno al unirse a la
hemoglobina induce el cambio de conformacion de T a R, lo que provoca la ruptura de parte

de los pares ionicos que estabilizan la forma T y la creacion de otros nuevos 3% 32,

La curva de disociacién del oxigeno es sigmoidea debido a la cooperatividad que existe para
unir las moléculas de oxigeno (Figura 2) **, ya que estas favorecen un cambio conformacional
(de laforma T a la forma R) en las subunidades restantes que facilita la unién de mas moléculas
de oxigeno en las otras subunidades. En consecuencia, la hemoglobina se comporta como una

enzima alostérica °.

Figura 2 Curva de disociacion de la hemoglobina.
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Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

Se indica la forma de calcular la P50. Cuando la afinidad por el oxigeno estd aumentada, la
curva de disociacion de la hemoglobina esta desplazada hacia la izquierda y por lo tanto, la P50

esta disminuida.

Por el contrario, se encuentran valores de P50 més altos en situaciones que impliquen una
disminucion de la afinidad por el oxigeno. En esos casos la curva de disociacion de la

hemoglobina esta desplazada hacia la derecha.

Se define P50 como la presion parcial de O2 para la cual la hemoglobina se encuentra saturada
al 50%. En condiciones fisioldgicas la P50 es de 26,6 mmHg. La P50 se entiende como una
medida inversa de la afinidad, es decir, a mayor afinidad de la hemoglobina por el oxigeno,

menor seré el valor de la P50 y viceversa.

Existen diversos factores fisiolégicos que regulan la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno
tales como el pH, la temperatura, la pCO2 (presion parcial de CO2) y la presencia de 2,3-

difosfoglicerato (2,3-DPG).

La influencia del pH se conoce como efecto Bohr y consiste en una disminucion de la afinidad
a pH acido, lo que facilita la liberacion de oxigeno en los tejidos donde el idn bicarbonato y el

acido lactico acidifican el medio. Lo mismo ocurre con el aumento de temperatura o de pCO2.

La presencia de 2,3-DPG aumenta el valor de la P50, es decir, disminuye la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno. Este metabolito se sitiia entre las cadenas 3 y forma cuatro puentes
salinos con aminoacidos polares de carga positiva que estabilizan la forma T pero no altera la
capacidad alostérica de la hemoglobina. El 2,3- DPG se une a la hemoglobina en un lugar
apartado del sitio de unién a oxigeno y por lo tanto, el 2,3-DPG ejerce una modulacion

alostérica heterotropica *°.
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Asimismo, existen otros factores exdgenos y enddgenos que pueden alterar a la P50. Entre los
que producen una descenso de la semejanza se encuentran el desarrollo de acomodacion a la
altura, el hipertiroidismo, la obstruccion pulmonar grave y la anemia crénica. Todas estas
situaciones generan una adicion del 2,3-DPG que es el encargado de la restriccion de la

semejanza. Ademas, existen hemoglobinas patoldgicas con la semejanza disminuida.

Por el contrario, los estados de shock o la sangre almacenada hacen que el 2,3- DPG disminuya
y en resultado la semejanza de la hemoglobina por el oxigeno aumenta. De similar modo, hay

variantes de hemoglobina patoldgicas con la semejanza aumentada.

1.1.5 ESTRUCTURA DE LOS GENES GLOBINICOS
Los genes globinicos son unidades activas que dan origen a las diferentes Hb's, se localizan en
dos cromosomas distintos de acuerdo a la familia a la cual pertenecen, dichos genes se hayan
limitados en su expresién de acuerdo al orden espacio-temporal en el cual es requerida su

actividad para el correcto desarrollo del ser humano.

En total existen ocho genes globinicos funcionales y cinco genes inactivos o pseudogenes
agrupados en dos familias®: la Familia de genes globinicos alfa y la Familia de genes

globinicos no alfa 0 semejantes a beta.

1.15.1 GENES GLOBINICOS a.

Esta familia se encuentra localizada en el cromosoma 16 pl13.3, en un reglén de
aproximadamente 40 Kb de longitud, estd conformado por cuatro genes: , a2, aly 6 de los
cuales solo los tres primeros son funcionales (Figura 3). El gen { Unicamente se expresa en la
etapa embrionaria y los genes a2 y al se expresan desde la etapa fetal hasta la fase adulta,
mientras que el gen e no se ha demostrado que forme una proteina estable. Ademas de los genes

antes mencionados, en esta region se encuentran tres pseudogenes: y, ya2, y yo2. A 40 Kb
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del gen embrionario ¢ en el extremo 5' se encuentra una region denominada HS40 que esta
relacionada con la regulacion de la expresion génica de esta familia, el arreglo de estos genes

globinicos a es de manera ontogénica *.

Figura 3 Esquema de la familia de genes globinicos a. El recuadro en blanco representa la region
HS40. Los recuadros en color negro indican los genes funcionales. Mientras que los recuadros
sombreados representan a los pseudogenes o genes inactivos.
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Fuente: Ibarra, 2001.

1.1.5.2 GENES GLOBINICOS p
La familia de los genes globinicos no o 0 semejantes a B se encuentra localizada en el

cromosoma 11 en la region p15.5 y abarca un segmento de 70 Kb.

Dicha familia esta constituida por cinco genes funcionales llamados €, ¢, v, § y B, ademas de
un pseudogen denominado B que esta localizado entre los genes y* y & (Thein, 2005).
Alrededor de 10 a 20 Kb hacia el extremo 5' del gen globinico ¢ existe una zona conformada
por cuatro sitios hipersensibles a la enzima DNAasa, conocida como region controladora del

locus o RCL (Figura 4) que tiene tres funciones:

1) Organizar el dominio de cromatina activa en células eritroides para la expresion ontogénica

de los genes globinicos;
2) Regula la actividad transcripcional de forma espacio temporal y,

3) Actuar como un amplificador de la transcripcion de dichos genes 2.
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Figura 4 Esquema de la familia de genes globinicos beta. Los circulos en negro representan la Region
Controladora del Locus (RCL), los recuadros en negro indican los genes funcionales, el recuadro
sombreado al gen inactivo 6 pseudogen.

Fuente: Thein, 2005

1.1.5.3 ESTRUCTURA INTERNA DE LOS GENES GLOBINICOS

El genoma humano es una molécula compleja que depende de la interaccion coordinada de
diversas unidades como son la region promotora, las regiones flanqueadoras (RF) y secuencias
COoNsenso para que éste sea capaz de realizar procesos como la transcripcion, de igual manera

su organizacion establece las condiciones en las cuales sera expresado.

La region promotora esta localizada en el extremo 5' de los genes globinicos (genes alfa y beta),
esta region no se transcribe y resulta indispensable para que la expresion de éstos sea normal,
el promotor de un gen globinico esta formado por las cajas consenso (Figura 5) que son
elementos cis altamente conservados, estas cajas consenso son las secuencias 5'-CATAAA-
AA-3' conocida como la caja TATA, la secuencia 5-CCAAT-3'y la secuencia 5-C(A 0 T)
CCC-3/, estas cajas participan en procesos importantes como son la apertura de la doble hélice
y unién del complejo de la transcripcidén asi como para la unién del factor transcripcional
especifico de células eritroides conocido como EKLF *. Se ha demostrado que el sitio para
union del EKLF resulta indispensable para que se lleve a cabo la transcripcion del gen globinico
B, y adicionalmente se ha demostrado que resulta necesario para la activacion de los genes

globinicos g y y *.
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Figura 5 Estructura interna de un gen globinico 4. En el extremo izquierdo, sobre la linea se sefialan las
cajas consenso en la region promotora de un gen globinico: 5'-CATAAA-3', 5'- CCAA T-3', 5-CACCC-3'.
En la RF5' se ubica la secuencia 5'-ACA T-3'. Los recuadros en color negro representan los exones mientras
que los recuadros claros representan los intrones. En el limite de la RF5' y el exon 1 el coddn de inicio de la
traduccion A TG, mientras que en el limite del exén 3 y fa RF3' se encuentra el coddn de terminacion TAA.
Las secuencias GT y AG establecen fas fronteras entre los exones y Jos intrones. En la RF3' se encuentra la
secuencia 5-ATAAA-3'.

| CATAAA
ATAAA
CUANT ATG GT AG GT At TaA
I 1] 131 L4 1§08 [
e v
| acat | . FXONI EXON 2 EXON 3 |
CACCE REFS RE3"

Fuente: Ibarra, 2001.

Como se muestra en la Figura 5 las regiones flanqueadoras, que también se conocen como
secuencias adicionales, no se traducen y forman parte del RNA nuclear y mensajero. La RF5'
contiene la secuencia consenso 5'-ACA(T 6 C)- 3', mientras que en la RF3' se encuentra la
secuencia consenso 5-AATAAA-3' cuya funcion es sefialar el sitio de unién de la enzima

poliadenilato sintetasa *.

En todos los genes globinicos existen 3 exones los cuales tienen como funcion codificar la
secuencia de aminoacidos (aa). De igual manera que los exones en los genes globinicos existen
intrones (IVS) de éstos solo existen dos (Figura 5) a los que también se les conoce como

secuencias intercaladas, que se encargan de separar a los exones en el DNA y RNAhn 3,

1.1.5.4 GENES GLOBINICOSYy

Los genes globinicos y© y y* han sido motivo de estudio debido a que dentro de la region
promotora de estos genes se han encontrado variantes en la secuencia de nucleétidos que han
sido denominadas polimorfismos, estas variantes resultan de interés para entender las
variaciones en el fenotipo clinico de P-Talasemia y Anemia Drepanocitica (AD) *’. Los genes
globinicos y conforman la Hb F sintetizan dos tipos de globina los cuales se diferencian entre
si en la posicion 136 de las cadenas y© esta presente una glicina mientras que en las cadenas y*

esta presente alanina; ademas la cadena y* presenta una variante en la posicion 75 que resulta
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en el cambio de isoleucina por treonina como se muestra en la Figura 6 *. En humanos la
expresion de los genes globinicos y dan origen a aproximadamente al 1 % de Hb F, en pacientes
con Persistencia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF) existe un incremento en los niveles

basales de globinas y del 5 - 20% %,

Figura 6 Diferencias bioquimicas entre las globinas y© y y*. A la izquierda la globina y© se muestra el aa
presente en las posiciones 75y 136. En la globina y" se puede observar que en la posicion 75 puede estar presente
una Isoleucina o Treonina, mientras que en la posicion 136 se aprecia una Alanina.

GAMA - G GAVMA - A
75 136 75 136
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Fuente: Bunn, 1986

1.1.5.5 POLIMORFISMOS DE LOS GENES GLOBINICOS

Estudios poblacionales realizados en la secuencia de los genes globinicos ha mostrado
variantes en la secuencia de nucleétidos detectadas por enzimas de restriccion, que como se
menciond anteriormente, han sido denominadas polimorfismos al observarse con una
frecuencia mayor al 1.0%. Se han descrito cerca de 17 sitios de restriccion en la familia de los
genes globinicos p de éstos se han seleccionado 7 para formar el denominado haplotipo (Hp),
de los cuales 5 sitios forman en el subhaplotipo 5'y dos el subhaplotipo 3' (Figura 7). Un Hp
es la combinacidn de los sitios polimorficos que conforman una region especifica de un gen'y
son una herramienta Gtil que nos puede ayudar a determinar la relacion genética entre
individuos, reconstruir la historia de una mutacién desde su origen y seguir las rutas de

migracion de poblaciones *°.
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Figura 7 Regidn del globinico g humano. Se muestran 10 Hp que son identificados por
7 enzimas de restriccion diferentes.
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Fuente: Flint, 1998.

1.2 HEMOGLOBINOPATIAS
Las hemoglobinopatias son alteraciones cualitativas o cuantitativas de la Hb originada por

mutaciones genéticas, cuyas consecuencias pueden ser:

- Una modificacion estructural debida al reemplazo de un aminoacido por otro en
cualquiera de los exones de los genes globinicos,
- Disminucion de la sintesis de una cadena globinica estructuralmente normal

(talasemias),

- Alteraciones que modifican el reemplazo de Hb F por Hb A en la etapa adulta “°.

Se consideran hemoglobinopatias solo aquellas mutaciones que afectan regiones esenciales de
la molécula y que, por tanto, poseen expresividad clinica . Se ha estimado que cerca del 7%
de la poblacion mundial es portadora de alguna hemoglobinopatia y que cada afio nacen en el

mundo aproximadamente 300,000 - 400,000 nifios con formas severas de estas enfermedades*?.
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1.2.1 HEMOGLOBINOPATIAS ESTRUCTURALES

Son el resultado de mutaciones al nivel de alguno de los genes que codifican la sintesis de una
determinada cadena globinica: a, B, 3, € y . La alteracion estructural puede ser explicada por
la sustitucion de una sola base en el triplete del codon correspondiente en el DNA del gen
globinico. Unas pocas variantes tienen reemplazado un aminoéacido en diferentes sitios dentro

de la misma subunidad .

Las variantes estructurales raras surgen a consecuencia de la delecion de un nucle6tido de un
codon, lo que da lugar a un cambio en el marco de la lectura de los codones en sentido
descendente, con la consiguiente delecién de uno o mas residuos de aminoéacido, o a la inversa,
con extension de la cadena polipeptidica por alterarse el codon final *%. Se reconocen tres tipos

de alteraciones estructurales que seran descritas brevemente a continuacion:

1.2.1.1 HEMOGLOBINAS INESTABLES

Son las variantes caracterizadas por una alteracion estructural que causa una disminucién de la
estabilidad de la molécula, por lo que estas Hb pueden precipitar en los eritrocitos formando
cuerpos de inclusion conocidos como cuerpos de Heinz 4. Estas células poseen una menor
capacidad de deformacién y son eliminadas con mayor facilidad de la circulacion, con el

desarrollo de una anemia hemolitica *3.

En la actualidad mas de 100 diferentes variantes de Hb inestable han sido reportadas® de las
cuales alrededor del 85 % corresponden a mutaciones en el gen p, hay cinco clases de

mutaciones que conducen a la inestabilidad de la globina®:

Sustituciones en la cavidad del heme.

Mutaciones que interfieren con la estructura secundaria.

Insercidn de residuos polares que interfieren con interacciones hidrofobas.

Anormalidades estructurales.
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- Interferencia con los contactos interglobinas.

1.2.1.2 ALTERACION EN LA AFINIDAD POR EL 02

La Hb tiene 2 estructuras cuaternarias: una para la desoxi-hemoglobina y otra para la oxi-
hemoglobina. La sustitucion de un residuo de aminoécido, situado en la zona de contacto o1f2
en los alrededores del grupo hemo o en el lugar de union del 2-3 DPG puede causar un
desplazamiento del equilibrio alostérico, dando lugar a este tipo de variante de Hb. Cuando
este equilibrio se desplaza hacia la forma "relajada™ hay aumento de la afinidad; por el

contrario, cuando la forma "tensa” es la favorecida hay disminucion en la afinidad por el 0244,

1.2.1.3 METAHEMOGLOBINA
Es el derivado oxidado de la Hb en que el Fe del heme se encuentra en la forma férrica
(Fe*®) y no en la forma ferrosa normal (Fe*? ), en esta situacion, el Fe es incapaz de unirse
reversiblemente con el 02 y, por lo tanto, de transportar el gas. La metahemoglobina es
funcionalmente inttil **. Pequefias cantidades de metahemoglobina se forman de manera
continua en los eritrocitos normales, debido a la interaccion de la Hb con el i6n

superoxido 43,

1.2.2 SINDROMES TALASEMICOS

Constituyen un grupo muy heterogeneo de trastornos caracterizados por alteraciones
cuantitativas de la sintesis de cadenas polipeptidicas o o B de la Hb 3%, La disminucion de la
sintesis de cadenas a se denomina a-talasemia, mientras que la disminucion de cadenas 3 se
denomina P-talasemia, caracteristicas comunes a todos los sindromes talasémicos son las

siguientes:

- Trastorno global de la sintesis de Hb, lo que da lugar a unos eritrocitos microciticos e

hipocromicos.
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- Produccion desequilibrada de las cadenas de globina: ello conduce a la formacion de
tetrdmeros de una sola cadena y niveles elevados de Hb Az , Hb F o de ambas en -

talasemia 2.

1.3 MUTACIONES
el concepto de mutacion se entiende como un cambio heredable repentino en el material
genético que no puede justificarse a través de la segregacion o la recombinacion®®.
Las mutaciones son cambios repentinos en la estructura genética, siendo por ello
hereditarios. Desde hace mucho tiempo se esta tratando de inducir mutaciones bajo control
experimental, para asi lograr nuevas caracteristicas hereditarias en una poblacion®’.
Las mutaciones son la ultima fuente de variabilidad en los organismos; la variabilidad en
el caso de las mutaciones inducidas no es necesariamente diferente a aquella variabilidad
causada por las mutaciones espontaneas durante la evolucion 8.
Para que una mutacion sea detectada, debe ocurrir algiin cambio fenotipico en la planta.
Un cambio visible en alguna caracteristica morfolégica como altura de planta, color de
pericarpio, deficiencia de clorofila, entre otros que se identifican mas facilmente 4°.
Una mutacién genica es todo cambio en la secuencia nucleotidica de un gen, que no
proviene de una recombinacion normal. Estos cambios dan origen a un gen mutante, cuya
expresion sera una proteina anormal; sin embargo, también existe una enorme variedad de
cambios en la nucleotidica que no conllevan alteraciones en la expresion génica y que
constituyen los polimorfismos o variaciones normales entre la poblacién *°.
Las mutaciones no impulsan la evolucion, pero proporcionan la diversidad genética sobre
la cual acttan la seleccion natural y otros agentes °L.
La mutacién es un cambio heredable del material genético, los individuos que muestran

estos cambios heredables reciben la denominacion de mutantes®?.
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1.3.1 TIPOS DE MUTACIONES

1.3.1.1 POR SU ORIGEN
Las mutaciones se clasifican segin su origen en espontaneas o inducidas.
la mutacién espontéanea es aquella que ocurre en la naturaleza, mientras que una mutacion
inducida es la que resulta de la accion de un agente mutagénico o mutageno “.
las mutaciones espontaneas implican cambios permanentes en el material genético que
ocurren sin influencia externa; en cambio, las inducidas ocurren cuando algun agente
externo a la célula -un mutageno- causa un cambio permanente en el ADN 52,
Las mutaciones se generan de manera espontanea en la naturaleza, pero en una frecuencia
reducida (alrededor de 10° y 10%). Para poder incrementar la tasa de
ocurrencia (10° y 10%) se pueden utilizar diversos agentes mutagénicos quimicos y/o
fisicos 538,
La mutacion inducida debe considerarse un complemento para incrementar la cantidad de
variacion natural existente, en particular cuando se haya reducido excesivamente la

variacion genética por una intensa seleccion o cuando no se encuentra lo que se desea *°.

1.3.1.2 POR LA CANTIDAD DE DANO EN EL MATERIAL
Se clasifica las mutaciones en tres tipos: a) aquellas en las que ocurre cambio en la
estructura quimica del gen (mutaciones genéticas o puntuales), b) las que implican
alteraciones cromosdmicas (traslocaciones, inversiones, duplicaciones) y c¢) las que

implican cambios en el nimero de cromosomas (mutaciones gendmicas)®°.

a) Mutaciones génicas o puntuales
Son aquellas mutaciones que afectan a una sola base o bien a un nimero relativamente pequefio
de bases (hasta algunos miles) y que requieren técnicas de andlisis genético molecular para su

deteccion . Dentro de este tipo de mutaciones se incluyen:
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las adiciones, deleciones y las sustituciones. En estas Gltimas podemos distinguir las
transiciones (cambios de una pirimidinaa otra (Ca T, 0 de T a C) o de una purina a otra (de A
a G, o0de GaA)y las transversiones (cambio de purina (A o G) a pirimidina (T o C) o

viceversa).

Las sustituciones provocan la alteracién de un solo triplete, no suelen ser perjudiciales a no ser
que se forme un codon sin sentido o afecte a un aminoécido del centro activo de la proteina.
Las deleciones y adiciones son mutaciones mas graves que las sustituciones porque todos los
tripletes de bases estaran cambiados a partir del punto en el que se ha producido la mutacién y

por tanto el mensaje codificado sera totalmente distinto .

Figura 8 Tipos de mutaciones génicas.

wrAT-G-C-AT-G-T-A-C-C-...
- T-A-C-G-T-A-C-A-T-G-G-

SUSTITUCION DELECION ADICION
A-T-G-C-A-G-G-T-A-C-C-... A-T-G-C-A-G-T-A-C-C-... -A-T-G-C-A-T-C-G-T-A-C-C-...
o T-A-C-G-T-C-C-A-T-G-G-... «i-T-A-C-G-T-C-A-T-G-G-... e T-A-C-G-T-A-G-C-A-T-G-G-...

FUENTE: Fita et al, 2008

b) Mutaciones cromosémicas (Aberraciones estructurales)

Las mutaciones cromosdmicas son aquellas que afectan una parte de uno o varios cromosomas
0 bien que implican un reordenamiento o traslocacion®. EI mecanismo causante de las
mutaciones cromosomicas es la recombinacion no homologa entre los cromosomas, ocurriendo

con una frecuencia de 6 x 10/ divisién celular.

Tanto las aberraciones estructurales como numéricas de los cromosomas rara vez se perpettan

debido a que suelen ser incompatibles con la supervivencia y/o reproduccion.

Las mutaciones en la estructura cromosémica resultan de la rotura de un cromosoma seguida

de la reconstitucién en una combinacién anormal. Entre los cambios que afectan la estructura
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de los cromosomas se pueden encontrar distintos tipos de reordenamientos: deleciones,

inserciones, inversiones y translocaciones®?.

- Deleciones: Son aquellos cambios en los que, tras la ruptura del cromosoma, se produce
la reunién de los fragmentos con pérdida de un segmento cromosémico Yy
consecuentemente pérdida de informacion. Algunas consisten en perdida de tan solo
uno o pocos nucleétidos, mientras que en otros casos se pueden perder miles de
nucleétidos, afectando la secuencia de un gen o0 a un grupo de genes contiguos.

- Inserciones: Corresponde a la ganancia de material genético producto de la repeticién
de un segmento cromosdmico, ya sea en el mismo cromosoma o en otro *°.

- Inversiones: Se producen por dos roturas dentro de un mismo cromosoma y la unién
invertida del segmento involucrado®°.

- Translocaciones: En ellas se produce el cambio de posicion de un fragmento
cromosomico. Si la translocacién se produce dentro del mismo cromosoma se
denomina translocacion homologa; cuando el fragmento cromosdmico es trasladado y

colocado en otro cromosoma se denomina translocacion no homéloga o reciproca®?.

C) Mutaciones genémicas (aberraciones numeéricas)

Las mutaciones gendmicas como aquellas que implican la ganancia o pérdida de todo un
cromosoma (0 de varios) entero. EI mecanismo de las mutaciones gendmicas es la no
disyuncidn en la meiosis pero se desconoce la causa concreta. La frecuencia de las mutaciones
gendmicas es de 102 / division celular. Cuando el nimero de cromosomas es multiplo exacto

3

del nimero haploide se denominan con la terminacion “-ploidia” (triploidia, tetraploidia).
Cuando el nimero de cromosomas no es multiplo exacto del nimero haploide se denominan

aneuploidias (trisomia, monosomia) °2.
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1.3.1.3 POR EL TIPO DE CELULA A LA QUE AFECTA

Las mutaciones pueden afectar a las células somaticas o a las células germinales
(“reproductivas”). En el primer caso afectara solo al individuo que la padece, no se transmitira
a la descendencia y no habra ninguna manifestacion en la apariencia externa de la persona,
salvo que tenga efecto dominante. Si afecta a las células germinales o reproductivas, puede
transmitirse a la descendencia, que portara la mutacion tanto en sus células germinales como

en las somaticas®.

1.4 BIOINFORMATICA
Existen discusiones alrededor de la definicion y alcance de términos como bioinformatica,
biologia computacional, quimica computacional, etc., de las cuales no participaremos en esta
tesis. En un sentido amplio, puede entenderse el area de la bioinformatica como el conjunto de
técnicas computacionales para el almacenamiento, analisis y procesamiento de cualquier tipo

de datos biol6gicos.

Si nos remitimos a los origenes de la bioinformatica como campo de estudio, podemos hablar
de que los primeros algoritmos de procesamiento de informacion bioldgica estén
probablemente asociados al tratamiento de secuencias de ADN, ya que el volumen de los
mismos hizo impréactico su manejo manual a principios de los afios setenta, época en la que
otros datos que actualmente son procesados con técnicas bioinformaticas no estaban

disponibles o eran mas bien escasos®.

En la actualidad, el principal problema al que se enfrenta la bioinforméatica como campo, es la
integracion y extraccion de informacién combinando de diferentes fuentes de datos de origen

heterogéneo®®.
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A lo largo del presente trabajo, manejaremos diferentes tipos de datos (que serviran como
insumo de cada uno de los desarrollos realizados) los cuales comparten las siguientes

caracteristicas:

= Son almacenables

= Tienen una sintaxis precisa

= Son legibles con una seméantica no ambigua

= Describen objetos o entidades bioldgicas mediante alguna o algunas de sus

caracteristicas fisicoquimicas.

Los primeros tres elementos se refieren todos aquellos datos que pueden ser procesados por
una computadora mediante técnicas informaticas. El ultimo agrega el componente bioldgico.
Esos datos sufriran combinaciones y transformaciones que daran lugar a nuevo conocimiento,

plausible de ser utilizado tanto para validar teorias, como para alimentar modelos predictivos.

En desarrollos bioinformaticos correctos y consistentes, los datos de salida deben poseer
caracteristicas recién enumeradas, para servir como insumo de futuros procesos, y que los

métodos utilizados sean replicables, como muestra la figura 9.

Figura 9: Diagrama de flujo del procesamiento computacional de la informacion
como sistema replicable, que en esta tesis tendrd como datos e informacion la
descripcion fisicoquimica y contextual de entidades biol4gicas.

ENTRADA PROCESQ

Datos '

5

SALIDA

Datos Informacién

RETROALIMENTACION

Fuente: Radusky, 2017
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1.5 BASE DE DATOS BIOLOGICAS

Una base de datos, como concepto general, es un banco de informacion que contiene registros
desglosados en propiedades y vinculados de una manera que permite relacionarlos como
conjunto, ejercer sobre dicho conjunto busquedas en funcién del valor de las propiedades,
clasificarlos en funcidn de filtros a las mismas, etc. En la actualidad, la mayoria de las bases
de datos se encuentran almacenadas de una manera digital porque esto permite su rapido

procesamiento debido a la capacidad de computo de los dispositivos en la actualidad.

Los programas que permiten interactuar de manera computacional con bases de datos digitales

se denominan "gestores de bases de datos".

Podemos definir como base de datos bioldgica cualquier coleccion de informacion cuyos
registros consistan en datos acerca de entidades bioldgicas. La misma puede provenir de
experimentos cientificos, literatura publicada, tecnologia de experimentacién de alto

rendimiento, analisis computacional, etc.

Una base de datos biolégica puede contener informacion de muy variadas areas de
investigacion incluyendo gendmica, protedmica, metabolémica, expresion génica mediante
microarrays, filogenética y un largo etcétera. La informacion contenida en bases de datos
biologicas incluye funciones, estructura y localizacion (tanto celular como cromosdmica),
efectos clinicos de mutaciones, asi como similitudes de secuencias Yy estructuras

tridimensionales de moléculas®®.

1.5.1 HbVar

HbVar (http://globin.bx.psu.edu/hbvar) es una de las bases de datos especificas de locus mas
antiguas y apreciadas, lanzada en 2001 por un esfuerzo académico multicéntrico para
proporcionar informacién oportuna sobre las alteraciones gendmicas que conducen a variantes

de hemoglobina y todo tipo de talasemias y hemoglobinopatias. Los registros de la base de
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datos incluyen descripciones fenotipicas extensas, efectos bioquimicos y hematolégicos,
patologia asociada y ocurrencia étnica. Informa actualizaciones de > 600 entradas de HbVar,
inclusion de datos especificos de la poblacion para 28 poblaciones y 27 grupos étnicos para o-
y PB-talasemias y opciones de consulta adicionales en la pagina de consulta de HbVar. El
contenido de HbVar también esta interconectado con otras dos bases de datos genéticas
establecidas, a saber, FINDbase (http://www.findbase.org) y la base de datos Leiden Open-

Access Variation (http://www.lovd.nl), que permite datos comparativos consulta y analisis®’.

1.6 PROCESAMIENTO DE DATOS BIOLOGICOS

1.6.1 Alineamiento de secuencias
Uno de los principales procesos en el estudio de la biologia, es el de la comparacién. Las
secuencias (de ADN, ARN y proteinas), por supuesto, no escapan a este proceso. La forma mas

basica en la que pueden compararse secuencias es de a pares.

Un alineamiento de a pares es una forma de representar y comparar dos secuencias de proteinas
(o de ADN, o de ARN) para resaltar sus zonas de similitud. Las mismas, podrian indicar
relaciones funcionales y evolutivas entre las proteinas involucradas. Cuando dos proteinas
comparten un ancestro comun, las posiciones del alineamiento que no coinciden pueden
interpretarse como mutaciones puntuales (sustituciones), y los huecos como indels (mutaciones
de insercion o delecién) introducidas en el proceso en el que se produjo la divergencia
evolutiva. En el alineamiento de secuencias proteicas, el nivel de semejanza entre los
aminodacidos que ocupan un lugar concreto en la cadena puede interpretarse como una medicion

aproximada de conserva en una zona especifica, o cadena motivo, entre linajes.

La extension natural de la comparacion (alineamiento) de a pares, es la que se realiza para

conjuntos de secuencias, lo que da lugar a alineamientos multiples. El problema de alinear
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multiples secuencias (MSA, por sus siglas en inglés) despert6 tempranamente, en la década de
1970, el interés de la comunidad por las inferencias que era posible extraer, en la medida que
la cantidad de secuencias disponibles fue siendo mas voluminosa. La misma involucra el
alineamiento de tres 0 mas secuencias y busca encontrar posiciones equivalentes a lo largo de

cada una de las secuencias alineadas (figura 10).

Figura 10: Visualizacion de un alineamiento de secuencias multiple en el software Clustal 19,
de secuencias relacionadas evolutivamente. Las posiciones estan coloreadas por caracteristicas
fisicoquimicas similares, permitiendo interpretar amigablemente sustituciones que provocan
pequefios o grandes cambios por pertenecer a grupos de aminodcidos de distintas
caracteristicas.

RLAO0 METVA --MIDAKSEHKIAPWKIEEV¥NALKELLKSANVIALIDMMEVPAY I
RLAO METJA ---METKVKAHVAPWEIEEVKTLKGLIKSKPVVAIVDMMDVPAP I
RLAO0 PYRAB -------- MAHVAE KEVYEELANLIKSYPVIALYDV¥SSMPAYPLSQ

RLA0 PYRHO -------- MAHVAE KEVEELAKLIKSYPVIALVYDVSSMPAYPLSQ
RLAO0 PYRFU -------- MAHYAE KEYEELANLIKSYPYYALYDY¥SSMPAYPLSQ
RLAO PYRKO -------- MAHVAE KEVEELANIIKSYPVIALYDVAGVPAYPLSK

RLA0 HALMA MSAESERKTETIPE EETDBI‘J"{IES SYGVVNIAGIP
RLAO0 HALYO MSESEVYRQTEYIPQ EEYDELYDF IES SV ‘.WB
RLA0 HALSA MSAEEQRTTEEYPE QEVAELVYDLLET SYGVVNYVT
RLAQ0 THEAC -------- MEKEVSQQEEELYNEIT IKASRSVAIVD.H I
RLRO:THEVO ———————— MEKINPK EIVSELHIEITKSKBVEI?DIK I
RLAO0 PICTO -------- MTEPRAQWEIDFVKNLENE INSRKVAAIVS IKGLRNN| I
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Fuente: Radusky, 2017

Un alineamiento multiple puede proveer informacion de peso acerca de la relacion estructural
y/o funcional dentro de un conjunto de secuencias de proteinas (por ejemplo: la conservacion
evolutiva de aminoécidos importantes estructural o funcionalmente se corresponde con
patrones en determinadas regiones de las secuencias). Pueden también ser Utiles, por ejemplo,
siendo almacenados como modelos ocultos de Markov2 0 para la asignacion de pertenencia de
una nueva proteina a una familia de proteinas, permitiendo en muchos casos inferir, por

ejemplo, su funcién o su dominio de plegado.

Los alineamientos multiples son un intento de representar secuencias relacionadas
evolutivamente en una forma consistente. Encontrar el alineamiento optimo en base a un
modelo evolutivo dado es equivalente a maximizar la probabilidad de que las secuencias hayan

evolucionado de la forma en la que el alineamiento indica °2.
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Existen rasgos criticos que definen la composicion y actividad de la proteina. La zona activa
de un catalizador, por ejemplo, requiere que determinados residuos de amino&cidos tengan una
disposicién tridimensional precisa. Ademas, una interfaz de unién proteina-proteina puede
constituir de una amplia area con restricciones en la hidrofobicidad o polaridad de los residuos
de amino&cidos. Las regiones funcionalmente restringidas de las proteinas evolucionan mas
lento que las regiones sin restriccion, como bucles superficiales, dando parte a bloques
discernibles de secuencias conservadas cuando se compara las secuencias de una estirpe de
proteinas. Esos bloques son designados como "motivos™ y proteinas que pertenecen a la misma
estirpe muestran un alto conservacién en estos motivos, presentando habitualmente una

estructura tridimensional (plegado) analogo, y un mismo desempefio.

1.6.2 Determinacion de la estructura proteica

La estructura tridimensional de una proteina es la disposicion en el espacio de los atomos que
la componen, provenientes de su secuencia de aminoacidos. Existen diferentes niveles de
estructuracion de una proteina, influyendo los niveles inferiores en la disposicion de los niveles

superiores.

La estructura primaria estad definida por la secuencia de aminoacidos que componen a la
proteina, unidos covalentemente mediante el enlace peptidico. El orden de los aminoacidos es
consecuencia del material genético: cuando se traduce el RNA se obtiene el orden que va a dar

lugar a la secuencia de la proteina.

La estructura secundaria es la disposicion espacial local que ocupa la "columna vertebral”
(backbone) de la proteina, y se determina mediante la conformacidn de enlaces tipo puente de
hidrégeno. Existen estructuras secundarias bien definidas y ordenadas, como alfa-hélices,

hojas-beta y regiones desestructuradas en cuanto a su estructura secundaria.
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La estructura terciaria se define como la estructura que adopta la cadena polipeptidica en el
espacio. EI modo en que la secuencia de aminoécidos se pliega en el espacio (de forma globular,
como fibra, etc) determinard el o los dominios de plegado que pueden ser asignados a la

proteina (figura 11).

Figura 11: Visualizacion de dos estructuras de proteina. A la izquierda una proteina cuyo
plegamiento es fibrilar y la la derecha una cuyo plegamiento es globular.

Fuente: Radusky, 2017

El plegado suele realizarse de modo tal que los aminoacidos apolares que componen la proteina
estudiada se sittan hacia el interno y los polares hacia el externo, en medios acuosos. Esto
provoca un equilibrio por interacciones hidrofobicas, de fuerzas de van der Waals y de puentes
disulfuro (covalentes, entre aminoacidos de cisteina convenientemente orientados) y mediante

enlaces ionicos (figura 12).
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Figura 12: Visualizacion de la estructura de una proteina
coloreando cada regién en base a su densidad de carga, siendo las
regiones mas polares las de un rojo mas fuerte y las regiones mas
apolares las de un azul més fuerte. Como puede observarse, los
aminodcidos se organizan de manera tal que las zonas expuestas
hacia el exterior son las mas polares. Regiones apolares pueden
constituir una zona expuesta al solvente con la consecuencia de
constituir zonas de probable acoplamiento a compuestos que estén
disponibles en el medio en el cual esté inserta la proteina.

Fuente: Radusky, 2017

Se denomina dominio estructural a una parte constitutiva de la organizacion de las proteinas
que estabiliza su plegado de modo auténomo. Los dominios, habitualmente, son seleccionados
evolutivamente puesto que poseen un desempefio caracteristico de la fisiologia de la proteina

que pertenecen.

La estructura cuaternaria se encuentra definida por diferentes cadenas peptidicas que se pliegan
formando dominios que interactian de una manera particular formando multimeros (figura 13),

el cual posee propiedades distintas a la de los monémeros que la conforman.
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Figura 13: Visualizacion de la entrada del Protein Data Bank
(PDB)[CITA] 1pkm, la cual estd compuesto por tres dominios
estructurales que han sido remarcados con distintos colores.

Fuente: Radusky, 2017

Alrededor del 90% de las estructuras de las proteinas conocidas actualmente han sido
determinadas mediante cristalografia de rayos X. Este método permite medir la densidad de
distribucion de los electrones de la proteina en las tres dimensiones del espacio, determinando

de esta forma las coordenadas de los atomos relativas a las demas posiciones con certeza.

El Protein Data Bank (PDB) nace en el afio 1971 en Brookhaven National Laboratory
conteniendo Unicamente 7 estructuras cristalograficas. Es en la actualidad el repositorio
internacionalmente admitido de estructuras tridimensionales de macromoléculas como
proteinas, acidos nucleicos y sus complejos: con lipidos, azlcares, como asimismo ademas con

diversos ligandos. En su dltima lectura cuenta con ~115.000 estructuras depositadas.
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La obtencidn de cristales y la resolucion de estructuras a partir de experimentos de difraccion
de rayos X enfrentan una limitacion practica; en la medida en que la cantidad de datos de
secuencias generados crecen de manera exponencial, gracias a nuevas técnicas de
secuenciacion, la cantidad de estructuras crecen de manera lineal. Esta limitacion, produce en
la practica una brecha que se amplia dia a dia, entre la cantidad de secuencias conocidas y

aquellas para las que se conoce (de manera experimental) su estructura tridimensional.

El uso de algoritmos para la determinacién mediante métodos computacionales de estructuras
de proteinas de la que s6lo tenemos su informacion de secuencia es denominado modelado.
Existen en la actualidad dos estrategias usadas mayoritariamente para modelar estructuras de

proteina: modelado ab-initio y modelado por homologia.

Los métodos ab-initio, que también pueden encontrarse bajo el nombre de métodos de-novo,
comparten la estrategia de intentar generar la estructura de la proteina de interés basandose
Unicamente en principios fisicoquimicos y teniendo como dato de entrada Gnicamente la
secuencia de aquella molécula que se intenta modelar. Fundamentalmente lo que computa el
algoritmo es, mediante el uso de algun potencial definido por el programa que estemos usando,
las transiciones que ocurren del estado desplegado de la proteina hasta su estado plegado final
mediante dindmica molecular o muestreo del tipo Monte Carlo. Estos métodos poseen la

desventaja de requerir grandes tiempos de computo®.

Por otro lado, los métodos de modelado por homologia (0 modelado comparativo) son
computacionalmente mucho menos costosos. El aspecto fundamental de estos algoritmos es
que incorporan informacion conocida sobre proteinas que ya tienen resuelta su estructura
tridimensional. EI modelado comparativo utiliza estructuras completas de proteinas conocidas
como molde (usualmente denominadas templados) para construir a partir de éste el modelo de

interés. Un esquema general se muestra en la figura 14 y en los métodos computacionales de
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esta tesis se desarrollara el concepto mas en detalle. Serviran como templado aquellas proteinas
que puedan ser consideradas homologas (que posean una identidad de secuencia tal, que en
base a los criterios que cada algoritmo defina, la relacion de homologia pueda ser establecida).
A medida que los datos aumentan, también aumenta el cubrimiento del espacio conformacional

de estructuras y por ende el poder descriptivo de esta técnica’.

Figura 14: Esquema general del algoritmo de modelado por homologia, Teniendo
dos proteinas homdlogas en secuencia, se usa como molde la estructura
desconocida, intentando predecir los cambios estructurales generados por las
diferencias de aminoacidos.

Estructura Conocida Estructura

~
g

/7 FLAGT AEKTA ELAICILTVSYIPSAEKIR

| % 4 :

\ Alineamiento de Secuencia
“—> | ELAGT-TLGVSYIPSAERKI-ARACELTT

ELA-IGILTVSYIPSAEKIRAP--ELTT

Modelado por
Homologia

&

Fuente: Radusky, 2017

Cabe destacar que hay proteinas de las cuéles no se obtiene informacion alguna buscando en
bases de datos, principalmente porque ninguna proteina que posea resuelta su estructura cumple

con la condicién de tener una identidad suficiente que permita que se la use como templado.
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La ventaja de estos métodos es que, a diferencia del modelado por homologia, los modelos
generados no se encuentran sesgados por las estructuras de proteinas actualmente resueltas, lo
que nos da el potencial de generar modelos de calidad sobre moléculas para las cuales su

plegado no se encuentra resuelto experimentalmente.

SWISS-MODEL https://swissmodel.expasy.org fue el primer servidor de modelado de
homologia de proteinas totalmente automatizado y se ha mejorado continuamente durante los
Gltimos 25 afios " Su funcionalidad de modelado se ha ampliado recientemente para incluir el
modelado de complejos homo y heteroméricos. Otras caracteristicas introducidas
recientemente incluyen el desarrollo de un nuevo motor de modelado, ProMod3, con mayor
precision de los modelos producidos, y un método de estimacién de calidad de modelo local

mejorado basado en una version novedosa de QMEAN 72,

SWISS-MODEL genera actualmente ~3000 modelos por dia (~2 modelos por minuto), frente
a ~1500 modelos por dia en 2014, lo que lo convierte en uno de los servidores de modelado de

estructuras mas utilizados en todo el mundo 2.

ERRAT es un servidor en linea para analizar las estadisticas de interacciones no unidas entre
diferentes tipos de atomos y traza el valor de la funcion de error frente a la posicion de una
ventana deslizante de 9 residuos, calculada en comparacion con las estadisticas de estructuras

altamente refinadas (https://servicesn.mbi.ucla.edu/ERRAT/). Es un método, de facil

disponibilidad, que utiliza informacion estructural para predecir la calidad de cada residuo.
Errat analiza las estadisticas de interacciones no enlazadas entre &omos de nitrégeno (N),

carbono (C) y oxigeno (O) ®.
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MOLPROBITY es un sistema ampliamente utilizado de validacion de modelos para estructuras
de proteinas y acidos nucleicos, al que se accede en http://molprobity.biochem.duke.edu. Se
basa en el trabajo de sistemas anteriores como ProCheck, Whatlf, y Oops, que introdujeron el
uso de la validacion mediante los criterios de rotamer de cadena lateral y diagrama de
Ramachandran. Complementa los sistemas para validar datos y la coincidencia de modelo a
datos como Rfree o residual de espacio real.MolProbity tiene algunas caracteristicas
especificamente disefiadas para cristalografia de rayos X, y también es adecuada y se utiliza

para crioEM, neutrones, RMN y modelos computacionales .

1.6.3 Simulacién de dinamica molecular

La simulacion de dinamica molecular (MD), desarrollada por primera vez a finales de los afios
70, ha evolucionado a partir la simulacién de varios cientos de atomos a sistemas con relevancia
bioldgica, proteinas incrustadas en la membrana o grandes complejos macromoleculares como
nucleosomas o ribosomas. La simulacion de sistemas que tienen ~ 50 000 a 100 000 &tomos es
actualmente una rutina, y las simulaciones de alrededor de 500 000 &tomos son comunes
cuando se dispone de las infraestructuras informaticas adecuadas. Este importante adelanto es
en gran detalle un resultado del uso de informatica de alto rendimiento (HPC) y la sencillez del
algoritmo MD basico (Figura 3). Se obtiene un modelo inicial del sistema a partir de estructuras
experimentales o de datos de modelos comparativos. El sistema simulado se podria caracterizar
con diferentes niveles de detalle. La representacion atomistica es la que conduce a la mejor
reproduccion de los sistemas actuales. Las representaciones se estan volviendo muy populares

cuando se requieren grandes sistemas o simulaciones largas’®.
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Una vez construido el sistema, las fuerzas que acttian sobre cada &tomo se obtienen derivando
ecuaciones, donde la energia potencial se deduce de la estructura molecular. Los campos de
fuerza son ecuaciones complejas, pero son féciles de calcular. La simplicidad de la
representacion del campo de fuerza de las caracteristicas moleculares: resortes para la longitud
y los &ngulos del enlace, funciones periddicas para las rotaciones del enlace y los potenciales
de Lennard-Jones, y la ley de Coulomb para las interacciones de van der Waals y
electrostaticas, respectivamente, asegura que los calculos de energia y fuerza son

extremadamente rapidos incluso para sistemas grandes’®.

Los campos de fuerza que se utilizan actualmente en las simulaciones moleculares atomisticas
difieren en la forma en que se parametrizan. Una vez que se obtienen las fuerzas que acttan
sobre los atomos individuales, la ley clasica de movimiento de Newton se utiliza para calcular
aceleraciones y velocidades y para actualizar las posiciones de los atomos. Como la integracién
del movimiento se realiza numéricamente, para evitar la inestabilidad, se debe usar un intervalo
de tiempo mas corto que los movimientos mas rapidos en la molécula. Esto se ubica
normalmente entre 1y 2 fs para simulaciones atomisticas. Las simulaciones de microsegundos,
que apenas alcanzan las escalas de tiempo de los procesos bioldgicos, requieren iterar este ciclo
de célculo 109 veces. Este es uno de los puntos fuertes de las estrategias generales. A medida
que se utiliza una representacion mas simplificada del sistema, son posibles pasos de tiempo
mucho mayores y, por lo tanto, la duracion efectiva de las simulaciones se amplia
drésticamente. Por supuesto, esto se puede obtener a expensas de la precision del conjunto de
simulacién. Los avances algoritmicos, que incluyen el ajuste fino de los calculos de energia, la
paralelizacion o el uso de unidades de procesamiento grafico (GPU), han mejorado en gran

medida el rendimiento de las simulaciones MD®.
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Figura 15 Algoritmo béasico de dindmica molecular. Notas: La salida de la simulacidn, la trayectoria, es una lista ordenada
de coordenadas de atomos de 3N para cada tiempo de simulacidn. Abreviaturas: Epot, energia potencial; t, tiempo de
simulacion; dt, tiempo de iteracion; Para cada coordenada espacial de los N atomos simulados (i): x, coordenada del atomo;
F, componente de fuerzas; a, aceleracion; m, masa atémica; v, velocidad.

v

Energy calculation E,. ix}
(force-field)

Forces F=-0E,/oX
a=F/m —> | Trajectory
Numerical 1
integration | | v, (t+dt) = v(t). + a, dt

l

x, (t+dt) = x(t), + v dt

I

Fuente: Gelpi et al, 2015.

1.6.3.1 GROMACS
Es un nombre propio. No es un acrénimo. Es un programa de alto rendimiento, de cddigo

abierto, multiplataforma utilizado para realizar la simulacion de la dinamica molecular de
sistemas con cientos de millones de particulas. Gromacs fue originalmente desarrollado en la
Universidad de Groningen, pero por ser de cddigo abierto ha sido reimplementado por muchos

otros desarrolladores.

Es un paquete versatil para realizar dinamica molecular, es decir, simular las ecuaciones de

movimiento newtonianas para sistemas con cientos o millones de particulas. Esta disefiado
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principalmente para moléculas bioquimicas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos que
tienen muchas interacciones enlazadas complicadas, pero dado que GROMACS es
extremadamente rapido para calcular las interacciones no enlazadas (que generalmente
dominan las simulaciones), muchos grupos también lo utilizan para la investigacion de -
sistemas bioldgicos, p. ej. polimeros. Es compatible con todos los algoritmos habituales que

espera de una implementacién de dinamica molecular moderna.

GROMACS proporciona un rendimiento extremadamente alto en comparacion con todos los
demas programas. Se han introducido muchas optimizaciones algoritmicas en el cédigo. Es
facil de usar, con topologias y archivos de parametros escritos en formato de texto claro. Hay

mucha verificacion de coherencia y se emiten mensajes de error claros cuando algo anda mal®:.
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CAPITULO I

2 MATERIALES Y METODOS

2.1 CAMPO DE APLICACION

2.1.1 Area de conocimiento

- Area: Ciencias de la salud
- Campo: Biotecnologia

- Linea: Bioinformatica

2.1.2  Campo de verificacion

2.1.2.1 UBICACION ESPACIAL
No se precisd una infraestructura especifica dado que el estudio es de tipo

descriptivo y como técnica se aplicé la observacion documental.
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2.1.2.2 UBICACION TEMPORAL
El estudio se llevd a cabo en el afio 2020 durante los meses de agosto a

diciembre.

2.1.2.3 UNIDADES DE ESTUDIO
Las unidades de estudio estuvieron conformadas por los datos informaticos de
las secuencias de nucledtidos obtenidas del NCBI que presentan mutaciones en

el HBB en la region Sudamérica.

2.2 MATERIALES

Materiales

1. EQUIPOS:

Computadora t7910. Dell server, Dual processors, Gtx 1080ti GPU

2. PROGRAMA INFORMATICO:

GROMACS 2020.4
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2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Recoleccion de secuencia:

Las secuencias del gen HBB no caracterizados que tienen mutaciones de sustitucion, delecién
y de insercion se recogen de HbVar. HbVar es una base de datos de hemoglobina humana y
Talasemias (http://globin.bx.psu.edu/hbvar/). En HbVar hay un total de 1.823 variantes de
HBB. Se recogieron variantes de HBB de la region de América del Sur a partir de 1823
secuencias. S6lo hubo 4 de las 1823 variantes, que eran de la regién de América del Sur, con
titulo de Venezuelan nd-HPFH, Hb Ecuador, -195 (C-> G) Agamma; the Brazilian nd-HPFH
82y Hb Chile (Hojas-Bernal et al., 1999). Venezuelan nd-HPFH, Hb Ecuador no estaban
disponibles las secuencias de ADN. De -195 (C-> G) Agamma,; the Brazilian nd-HPFH (Costa
et al., 1990) y Hb Chile 8 fue recolectado de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). La
secuencia de wild-type del gen HBB (gen ID 3043) también se recolect6 de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=3043).

2.3.2 Alineacion de secuencias multiples (MSA):

Para alinear las 3 secuencias, -195 (C-> G) Agamma; Brazilian nd-HPFH, HBB de Wild-type
y Hb Chile se realizo a partir de Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
Clustal Omega es una herramienta en linea para la alineacion de secuencias multiples desde el
servidor web EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/). La alineacién de multiples secuencias se

realizd utilizando parametros de formato de salida: ClustalW con recuento de caracteres.
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2.3.3 Traduccion:

Para la traduccion a proteinas de las secuencias alineadas -195 (C-> G) Agamma; the Brazilian
nd-HPFH, HBB de Wild-type y Hb Chile, fue usado ExPASy translate, es un servidor de
traduccion en linea. Se introduce secuencias de ADN y proporciona una secuencia de proteinas
como salida. Se utiliz6 pardametros de formato de salida: Compacto: M, -,sin espacios; Hebras

de DNA: forward. (https://web.expasy.org/translate/).

2.3.4 Modelado de homologia:
El modelo de homologia de HBB de wild-type y de los tipos mutantes (Hb Chile y -195 (C->
G) Agamma; the Brazilian nd-HPFH) se realiz6 para comparar la estructura 3D de las

proteinas. EI modelado de homologia se realizo utilizando SWISS-MODELER &,

SWISS-MODEL es un servidor de modelado de homologia de estructuras de proteinas
totalmente automatizado al que se puede acceder a través del servidor web Expasy o desde el
programa DeepView. El propdsito de este servidor es hacer que el modelado de proteinas sea
accesible para todos los investigadores de ciencias de la vida en todo el mundo.
(https://swissmodel.expasy.org/). Se buscd la plantilla para cada secuencia antes de construir

el modelo. La mejor plantilla se eligio sobre la base de la similitud de secuencia.

2.3.5 Evaluacion del modelo:
Los 3 modelos construidos con SWISS-MODELER fueron evaluados méas a detalle por

ERRAT para verificar los factores de calidad de las estructuras .

ERRAT es un servidor en linea para analizar las estadisticas de interacciones no enlazadas
entre diferentes tipos de atomos y traza el valor de la funcion de error frente a la posicion de

una ventana deslizante de 9 residuos, calculada mediante una comparacién con estadisticas de
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estructuras altamente refinadas (https://servicesn.mbi.ucla.edu/ERRAT/). Ademas, estas
estructuras se evaluaron a partir de molprobity (http://molprobity.biochem.duke.edu/)*.
Molprobity es un servidor web de uso general que ofrece validacion de calidad para estructuras

3D de proteinas, acidos nucleicos y complejos &’.

2.3.6 Simulacion de dindmica molecular

GROMACS Se utiliz6 el paquete de simulacion (GROMACS 2020.4) para realizar
simulaciones de dindmica molecular. Se realizaron simulaciones de wild-type y proteinas
mutantes (HPFH y Hb Chile) durante 30 ns en agua utilizando el campo de fuerza GROMOS96

53A6; Los archivos de trayectoria y energia se escribieron cada 2 ps.

Estos sistemas se solvataron en una caja octaédrica truncada periédicamente, que contenia
8805, 4611, 3502 SPC moléculas de agua para la de wild-type, HPFH y Hb Chile,
respectivamente. La proteina se centrd en la caja de simulacién a una distancia minima del
borde de la caja de 1 nm para satisfacer de manera eficiente la convencion de imagen minima.
Los estados de protonacion de los grupos protonables se establecieron en pH neutro. Se
agregaron iones de cloruro (2 en wild-type y 2 en hb chile) para neutralizar el sistema general.
Sin embargo, no se agregaron iones en el sistema de proteina HPFH ya que ya estaba

neutralizado.

La minimizacion de los tres sistemas se llevo a cabo durante 5000 pasos utilizando el método
de descenso mas pronunciado y la convergencia se logré dentro de la fuerza maxima <1000
(KJ mol nm™), para eliminar cualquier choque estérico sequido de equilibrio del sistema en

el conjunto NPT durante 1000 ps a 300 K.
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Las corridas de produccion para todas las simulaciones se llevaron a cabo a una temperatura
constante de 300 K y una presién de 1 atm (NPT) utilizando un escalado de velocidad de
acoplamiento débil (termostato Berendsen modificado) y algoritmos Parrinello-Rahman,
respectivamente. Los tiempos de relajacion se fijaronent T =0,1 ps y t P = 1,0 ps y se utilizd
una compresibilidad isotérmica estimada del agua de 4,5¢ — 5 (kJ mol — 1 nm — 3) —1. Todas
las longitudes de enlace que involucran atomos de hidrégeno se mantuvieron rigidas en
longitudes de enlace ideales utilizando el algoritmo Linear Constraint Solver (lincs), lo que
permite un intervalo de tiempo de 2 fs. Se utilizé el esquema Verlet para el calculo de
interacciones no vinculadas. Se utilizaron condiciones de contorno periddicas (PBC) en todas
las direcciones X, Y, z. Se calcularon las interacciones dentro de un limite de corto alcance de

1,0 nm en cada paso de tiempo.
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CAPITULO Il

3 RESULTADOS

3.1 Variantes mutacionales:
4 variantes de la region HBB de América del Sur tienen diferentes mutaciones en diferentes
ubicaciones (Tabla 1). La informacién de diferentes mutaciones de HBB en la region de

América del Sur es la siguiente:

Tabla 1 Variantes HBB

ID de | Nombre de Ubicacion de
Nombre Categoria Procedencia
HbVar HGVS la mutacion
No dentro de
la unidad de
Origen étnico
Venezuelan HBG1: c.-264C> transcripcion
2513 Talasemias Negro
Nd-HPFH T conocida
hg38: chrll
5.250.068
Exdn Encontrado en
HBALl: c.416C> | Variantes de
Hb Ecuador | 2586 hg38: chrl6 | una mujer de
G Hb
177,398 Ecuador
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No dentro de
-195 (C-> G) la unidad de
Origen étnico
Agamma; The HBG1: c.-248C> transcripcion
1011 Talasemias brasilefio
Brazilian nd- G conocida
HPFH hg38: chrll
5,250,052
Origen étnico
exon
Variantes de indio
Hb Chile 287 HBB: ¢.85C> A hg38: chrll
Hb americano
5,226,937

Hb Ecuador y Hb Chile tienen mutaciones en la parte del exén que alteran la secuencia de
proteinas. La variante de Hb Ecuador cambia la serina en cisteina mientras que la Hb Chile

variante transforma leucina en metionina.

3.2 Exploracion del MSA entre HB wild y proteinas mutadas:

La alineacion de secuencias multiples se realizd utilizando Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). La alineacion mostrd que-195 (C-> G) Agamma,;
the brazilian nd-HPFH tiene 587 nucleétidos, el Wild-type contiene 1608 y el Hb Chile
contiene 628 nucledtidos (Figural6). Los resultados mostraron que las 3 secuencias son
diferentes entre si. Hb Wild-type y Hb Chile tienen regiones mas conservadas, mientras que
Hb wild-type y -195 (C-> G) Agamma; the Brazilian nd-HPFH tienen regiones menos

conservadas.
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Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile

Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb—chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hbchile

Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-ckile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile
Hb-Brazilian
Hb-wild
Hb-chile

360

Hb-Brazilian

Hb-wild 1403
Hb-chile 423
Hb-Brazilian -
Hb-wild 1467 4
Hb-chile 487 £
Hb-Brazilian -
Ho-wild 1531 ©
Ho-chile 551 |

Hb-Brazilian =000 - - - - - - - Sners

T
Hb-chile 615 WA cAA

Fuente: Generado por Clustal Omega, 2020.
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3.3 Traduccion:
La secuencia de proteinas se obtuvo del servidor EXPASy Translate

(https://web.expasy.org/translate/).

La secuencia de proteinas muestra que -195 (C-> G) Agamma, the Brazilian nd-HPFH contiene
195 residuos de aminodcidos, la proteina de Wild-type contiene 536 residuos de aminoacidos
mientras que la proteina Hb Chile contiene 209 residuos de aminoacidos. La traduccion de las

secuencias muestra que las 3 variantes tienen diferencias debido a la mutacién (Figura 17).

Figura 17 Traduccion de las secuencias. Mostro que las 3 secuencias son diferentes entre si debido a la mutacion.

-195 (C->G) Agamma; the Brazilian nd-HPFH

TLASGTSEVINKLLVQTPWVISQRRTRLLSQACGAR-MWEKMLEEKPWEGSWLSTHGPRGSTTATATCPLPLPSWATPKSREMARRC - LPWEMPOSTWMISRAPLPS
-VNCTVTSCMWILRTSSSWEMCHW-PFWOSISARKNSPLRCRLPGRRW-LOWPVPCPPDTTELTAHDSELSRIGFILOAIQIINLFC-EIT

Hb Chile

TFASDTTVFTSNLEQTPWCI-LLRRSLPLLPCGAR-TWMKLVVRPWAGCWWSTLGPRGSLSPLGICPLIMLLWATLR-RIMARKCSVPLVMAWLTWITSRAPLPH-
VSCTVISCTWILRTSGSWATCWSVCWPITLARNS PHOCRLPIRKWWLVWIMPWPTSITRLAFLLSNEY -RFLCSLSPTTRLGDIMRGLEHLDSA--KTFIFIA

Wild Type

TFASDTTVFTSNLKQTPWCI-LLRRSLPLLPCGAR-TWMKLVVRPWAGWYOGYKTGLRRPIETGHVETERTLGFLIGTDSLCTLVYFPTLRLLVVYPWTORFFESE
GDLSTPDAVMGNPRVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRVSLWDA-CFLSPSFLWLS SCHRKGISNRVOFRMGNRRMIASVIWKSOD
RESFFYLLEITIVFFCLILAFFFFLLRNEYYYT-CLNIVYNKRRKYL-DTLSNLKRNFTQSA-YITIWNICVLICIFIISLLYFLLFLIDT-SLYIFMG-SVME-YV
YTY-PNQGNFAFVILKNAFFF-YTFLFILFLILSLISFFQGNNDTMYHASTHHSKE-Q--FLG-GNSNISAYKYFCI-IVTDVRGFILLIAATIQLPFCFYFMUGT
RLDYSESKLGPFANHVHTSYLPPTAPGORAGLCAGPSLWORIHEPTSAGCLSESGGWCG-CPGPQVSLSSLSCCPISIKGSFVP-VOLLNWGIL-RALSIWILPNRK
HLFSLQ

Fuente: Generado por el servidor ExPASy Translate, 2020.

3.4 Modelado por homologia:

El modelado por homologia se realizo utilizando SWISS-MODELER . La busqueda de
plantillas para cada secuencia se realizé antes de construir el modelo. EI modelo se construy6
contra la mejor plantilla que se eligio sobre la base de la similitud de secuencia. Para generar
estructura 3D de secuencias, plantilla con ID 1dxu.1 8 se eligi6 para la secuencia de wild-type
de HBB que tiene una identidad de secuencia del 73,64% (Figural8), plantilla con ID 2Ip6.1

%fue elegido para -195 (C-> G) Agamma; el nd-HPFH Brazilian tiene una identidad de
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secuencia 28,57% (Figural9) y plantilla con 1D 2w7k.187 se eligié para la Hb Chile que tiene

una identidad de secuencia del 6,25% (Figura20).

Figura 18 Modelo de wild-type HB

Fuente: Generado por SWISS-MODEL, 2020.

Figura 19 Modelo de -195 (C-> G) Agamma; the Brazilian nd-HPFH

Fuente: Generado por SWISS-MODEL, 2020.
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Figura 20 Modelo Hb Chile

Fuente: Generado por SWISS-MODEL,2020.

3.5 Evaluacion:

Los 3 modelos construidos con SWISS-MODELER fueron evaluados mas a fondo por ERRAT
para verificar los factores de calidad de las estructuras 8. Los resultados muestran que la Hb
de Wild-type (Figura2l) tiene una estructura que tiene un factor de calidad 88,7931, -195 (C-
> G) Agamma,; the Brazilian nd-HPFH (Figura22) tiene una estructura que tiene un factor de
calidad de 18,75 y Hb Chile (Figura23) tiene una estructura que tiene un factor de calidad 100.
Una estructura que tiene un factor de calidad superior a 95 significa una estructura de alta
resolucién. Entonces, Hb Chile tiene una estructura de alta resolucion mientras que otros 2 no
tienen una estructura de alta resolucion. El grafico muestra los factores de calidad de la

estructura.
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Figura 21 Grafico de Wild type de Hb. Las lineas rojas muestran que hay algunos errores en la estructura.

ERRAT Error Values
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Fuente: Generado por ERRAT, 2020.

Figura 22 Gréfico de -195 (CG) Agamma; the Brazilian nd-HPFH. Las lineas rojas muestran que hay errores en
la estructura.

ERRAT Error Values

25
20

15

95% Warning

10

5 . I I

[}
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Fuente: Generado por ERRAT, 2020.

Figura 23 EI gréafico de Hb Chile. Muestra que no hay errores en la estructura.

ERRAT Error Values

. =

95% Warning

4
llll---lllllllllll--llll

164 165 166 167 168 169 170 m 172 180 181 182 183 184 185 186

Fuente: Generado por ERRAT, 2020.

Las estructuras también se analizaron por molprobity. Analiza la geometria de las proteinas,
como los rotameros pobres, los rotameros favorecidos, los valores atipicos de Ramachandran,
los favorecidos de Ramachandran, Puntaje Z de distribucion de Rama, desviaciones Cp>

0.25A, malos enlaces y malos angulos.
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También analiza péptidos de omegas como cis-Prolines y péptidos retorcidos, los criterios de

baja resolucion incluyen valores atipicos de CaBLAM Yy valores atipicos de CA Geometry y

algunas otras validaciones adicionales como valores atipicos de volumen quiral. Para cada

analisis se establece un objetivo. Segun el objetivo, los resultados se dividen en 3 tipos: Bueno,

Precaucion y Advertencia, que se muestran en color verde, amarillo y rojo, respectivamente.

Los resultados muestran que la Hb Chile tiene una buena estructura que la de tipo salvaje y -

195 (C> G) Agamma; la nd-HPFH brasilefia (Tabla2).

Tabla 2 Resultados de Molprobity, los colores se muestran segln el objetivo, el color rojo muestra una advertencia y el

color amarillo muestra precaucion mientras que el color verde muestra bien. El recuento sin procesar y su porcentaje se

muestra en cada columna.

-195 (C-> Q)
3 J Agamma; the _ o
Parametros Hb Wild type y Hb Chile Objetivo
brazilian nd-
HPFH
Rotameros Obijetivo:
5 (4,55%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
pobres <0,3%
Rotameros Objetivo:>
101 (91,82%) | 29 (96,67%) 29 (100,0%)
preferidos 98%
Proteina
Valores
Geometria Obijetivo:
atipicos de | 4 (3,28%) 4 (12,12%) 0 (0,00%)
<0,05%
Ramachandran
Ramachandran Objetivo:>
108 (88,52%) | 25 (75,76%) 28 (93,33%)
favorecido 98%
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Puntaje Z de

Objetivo: abs

distribucion de | -1,11 £ 0,77 -3,72+£1,44 1,83+£1,58 | (puntuacion
Rama Z) <2
Desviaciones
4 (3,45%) 1 (3,12%) 0 (0,00%) Objetivo: 0
de CB> 0.25A
0/261
Malos enlaces: | 7/1020 (0,69%) | 0/284 (0,00%) Objetivo: 0%
(0,00%)
Malos 29/1383 2/350 Objetivo:
12/390 (3,08%)
angulos: (2,10%) (0,57%) <0,1%
Esperado: <1
Cis Prolines: 0/6 (0,00%) 0/5 (0,00%) 0/1 (0,00%) | por cadena, o
Omegas de
<5%
péptidos
Péptidos
2/123 (1,63%) | - - Objetivo: 0
retorcidos:
Valores
Obijetivo:
atipicos de | 7 (5,8%) 2 (6,5%) 1 (3,6%)
<1.0%
Criterios de | CABLAM
baja Valores
resolucién atipicos de Obijetivo:
4 (3,33%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
geometria de <0,5%
CA
Valores
Validaciones | atipicos de
0/152 0/41 0/41
adicionales | volumen
quiral
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Estructuras modeladas en 3D:

Se crearon estructuras a partir de Chimera para comparar los cambios estructurales debidos a

mutaciones.(Figura 24-27)

Figura 24 Estructura 3D de Hb Wild type.

Fuente: Obtenida de Chimera, 2020.

Figura 25 Estructura 3D de -195 (C-> G) Agamma; Brazilian nd-HPFH.

Fuente: Obtenida de Chimera, 2020.
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Figura 26 Estructura 3D de Hb Chile.

Fuente: Obtenida de Chimera,2020.

Figura 27 Estructura 3D de comparacion de las 3 estructuras. El naranja muestra el Wild-type, el verde muestra -195 (C->

G) Agamma; Brazilian nd-HPFH y azul muestra Hb Chile.

Fuente: Obtenida de Chimera, 2020.
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3.6 Cambios conformacionales:
Hay un cambio significativo en la conformacion o estructura de wild-type, -195 (C-> G)
Agamma; the Brazilian nd-HPFH y Hb Chile (Tabla 3). Los cambios se analizaron a partir del

analisis PSIPRED.

PSIPRED es un servidor en linea para la prediccion de la estructura secundaria de proteinas

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/). Los cambios conformacionales son los siguientes.

Tabla 3 Cambios conformacionales en las 3 secuencias por analisis PSIPRED, Generado por PSIPRED.

B5S 6NGS)
Estructuras

Wild-type Agamma,; The | Hb Chile
secundarias
Brazilian nd-HPFH

Hebras 14 7 8
Hélice 21 6 6
Coil 31 13 14
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3.7 Simulaciones de dindmica molecular de -195(C->G) Agamma, the Brazilian

nd-HPFH.

3.7.1 RMSD:

Se realiz6 un total de simulacion de 35 ns y, para el analisis promedio, se descarto la trayectoria
de los primeros 5ns (5000 ps). EI RMSD medio es de 0,54 nm con una desviacion estandar de
0,04 nm. El grafico RMSD indica que en el primer 2000 PS el sistema muestra una desviacion
hasta ~ 0.5 nm que permanece estable hasta 27 ns. Luego nuevamente se observa una fuerte

fluctuacion de 30 a 35 ns (Figura 28)

Figura 28 Gréfico de la desviacién cuadratica media de la raiz (RMSD) del carbono alfa de la

proteina.
RMS Deviation
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020.
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3.7.2 RMSF

Se realiz6 un total de simulacién de 35 ns y para el anélisis RMSF, se descartd la primera
trayectoria de 5 ns (5000 ps). El grafico RMSF muestra que la fluctuacion de los terminales N
y C alcanza hasta 0,6 nm y 0,7 nm, respectivamente. Sin embargo, el resto de residuos estan

por debajo de 0,3 nm (Figura 29).

Figura 29 Gréfico de la fluctuacion cuadratica media (RMSF) del carbono alfa de la proteina.

RMS fluctuation
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Fuete: Obtenida de GROMACS, 2020.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE A UNIVERSIDAD

&~ CATOLICA
TESIS UCSM : DE SANTA MARIA

3.7.3 ROG

Se realizo6 un total de simulacion de 35 ns y, para el analisis promedio, se descarto la trayectoria

de los primeros 5ns (5000 ps).

Se han observado ligeras fluctuaciones hasta 30 ns. Sin embargo, se observaron fluctuaciones

pronunciadas entre 30 y 35 ns. El radio medio de giro es de 0,98 nm con una desviacién

estandar de 0,04 nm (Figura 30).

Figura30 Gréfico del radio de giro (ROG) del carbono alfa de la proteina.
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Fuente: obtenida de GROMACS, 2020
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3.7.4 Temperatura
El grafico de temperatura representa que, a lo largo de las simulaciones, la temperatura se
mantuvo constante a 300 K. También muestra la estabilidad del sistema con ligeras

fluctuaciones (Figura 31).

Figura 31 Temperatura
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020.
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3.7.5 Presion

La gréfica de presion ilustra que la presion permanecio constante a 0 bar durante toda la

simulacion que representa la estabilidad del sistema (Figura 32).

Figura 32. Presion.
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020.
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3.7.6 Energia

La energia total del sistema alcanza aproximadamente -1,5e + 05 KJ / mol, lo que ilustra la

estabilidad del sistema (Figura 33).

Figura 33. Gréafico que representa la energia cinética, potencial y total del sistema.
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020
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3.7.7 Andlisis de estructura secundaria (DSSP)

El grafico DSSP muestra las fluctuaciones entre la cadena principal de proteinas a lo largo de

la escala de tiempo de simulacion (Figura 34).

Figura 34 Fluctuacion entre la estructura secundaria de la proteina (cadena principal).
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Fuente: obtenida de GROMACS, 2020
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3.7.8 Superposicion de proteinas

La proteina se superpuso en diferentes escalas de tiempo, es decir, 0 ns, 10ns, 20ns, 30ns para

analizar los cambios en la estructura y posicion de la proteina (Figura 35).

Figura 35 Superposicion de proteinas en diferentes escalas de tiempo en nanosegundos

mmmm Ons
= 10nS
mmmm 20ns
—— 30ns

Fuente: Obtenida de Chimera,2020.
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3.8 Simulaciones de dindmica molecular de la proteina Hb de Wild-type

3.8.1 RMSD:

Se realiz6 un total de simulacion de 35 ns y, para el analisis promedio, se descarto la trayectoria
de los primeros 5ns (5000 ps). RMSD de aprox. 6 ns alcanza 0,4 nm, y luego alcanza una
meseta con algunas fluctuaciones notables hasta 30 ns. Se observé un cambio estructural visible
entre 30 y 35 ns donde la RMSD alcanza hasta 0,5 nm. Es probable que esta fuerte desviacion
esté asociada con el terminal C de la proteina (como lo indica su valor de RMSF mas alto). La

RMSD media es 0,42 + 0,05 que representa la estabilidad general de la estructura (Figura 36).

Figura 36 Grafico de la desviacion cuadratica media (RMSD) de los carbonos alfa de la proteina.
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020.
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3.8.2 RMSF

Se realiz6 un total de simulacién de 35 ns y para el anélisis RMSF, se descartd la primera
trayectoria de 5 ns (5000 ps). El grafico RMSF muestra que el terminal N es bastante estable.
Sin embargo, los residuos que van desde 79-83, 101-118 y 167-173 muestran una mayor
fluctuacién con un valor de RMSF superior a 0,3 nm. El terminal C es muy fluctuante y alcanza

hasta 1,1 nm, lo que indica un cambio notable en la estructura (Figura 37).

Figura 37 Gréfico de fluctuacion cuadratica media (RMSF) que muestra los carbonos alfa de la proteina
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020
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3.83 ROG

Se realizo6 un total de simulacion de 35 ns y, para el anélisis promedio, se descarto la trayectoria

de los primeros 5ns (5000 ps). En general, el ROG es bastante estable con un valor medio de

1,47 + 0,04 nm (Figura 38).

Figura 38 Grafico del radio de giro (ROG) de los carbonos alfa de la proteina.
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020.
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3.8.4 Temperatura
El grafico de temperatura representa que, a lo largo de las simulaciones, la temperatura se
mantuvo constante a 300 K. También muestra la estabilidad del sistema con ligeras

fluctuaciones (Figura 39).

Figura 39 Temperatura
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020
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3.8.5 Presion

El grafico de presion ilustra que la presion se mantuvo constante a O bar durante toda la

simulacion que representa la estabilidad del sistema (Figura 40).

Figura 40 Presion
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020.
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3.8.6 Energia

La energia total del sistema alcanza aproximadamente -3e + 05 KJ / mol, lo que ilustra la

estabilidad del sistema (Figura 41).

Figura 41 Grafico que representa la energia cinética, potencial y total del sistema.
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020.
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3.8.7 Andlisis de estructura secundaria (DSSP)

El grafico DSSP muestra las fluctuaciones entre la cadena principal de proteinas a lo largo de

la escala de tiempo de simulacion (Figura 42).

Figura 42 Fluctuacion entre la estructura secundaria de la proteina (cadena principal).
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Fuente: obtenida de GROMACS, 2020.
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3.8.8 Superposicion de proteinas
La proteina se superpuso en diferentes escalas de tiempo, es decir, 0 ns, 10ns, 20ns, 30ns para

analizar los cambios en la estructura y posicion de la proteina (Figura 43).

Figura 43 Superposicion de proteinas en diferentes nanosegundos.
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Fuente: Obtenida de Chimera, 2020.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

3.9 Simulaciones de dindmica molecular de Hb Chile

3.9.1 RMSD:

Se realizo6 un total de simulacion de 35 ns y, para el analisis promedio, se descarto la trayectoria
de los primeros 5ns (5000 ps). La desviacién alcanza hasta 0,3 nmen los primeros 2,5 ns, luego,
después de 17 ns, la RMSD aumenta aln mas y se mantiene estable durante el resto de la
simulacién. En general, hay algunas fluctuaciones pronunciadas, que reflejan cambios
estructurales. EI RMSD medio es de 0,33 nm con una desviacion estandar de 0,05 nm (Figura

44).

Figura 44 Gréfica de la desviacion cuadratica media (RMSD).
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3.9.2 RMSF

Se realiz6 un total de simulacién de 35 ns y para el analisis RMSF, se descartd la primera
trayectoria de 5 ns (5000 ps). Ambos terminales N y C son comparativamente menos
fluctuantes y permanecieron por debajo de 0,4 nm. Sin embargo, los residuos 179-181 son muy

fluctuantes y alcanzan més de 0,5 nm. (Figura 45).

Figura 45 Gréfico de fluctuacion cuadratica media (RMSF).
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3.93 ROG

Se realizo6 un total de simulacion de 35 ns y, para el analisis promedio, se descarto la trayectoria
de los primeros 5ns (5000 ps). El grafico muestra que ROG disminuyé en la simulacion general.
Sin embargo, después de 22 ns se observaron fluctuaciones prominentes, lo que indica algln

cambio estructural. El ROG medio es de 0,92 nm con una desviacién estandar de 0,05 nm

(Figura 46).
Figura 46 Grafico del radio de giro (ROG)
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020.
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3.9.4 Temperatura
El grafico de temperatura representa que a lo largo de las simulaciones, la temperatura se
mantuvo constante a 300 K. También muestra la estabilidad del sistema con ligeras

fluctuaciones (Figura 47).

Figura 47 Temperatura a 300 K
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3.9.5 Presion

El grafico de presion ilustra que la presion se mantuvo constante a O bar durante toda la
simulacion que representa la estabilidad del sistema (Figura 48).

Figura 48. Presion a 0 bar.
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Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




' UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE .~ CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

3.9.6 Energia

La energia total del sistema alcanza aproximadamente -1,3e + 05 KJ / mol, lo que ilustra la

estabilidad del sistema (Figura 49).

Figura 49 Grafico que representa la energia cinética, potencial y total del sistema.
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020.
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3.9.7 Andlisis de estructura secundaria (DSSP)

El grafico DSSP muestra las fluctuaciones entre la cadena principal de proteinas a lo largo de

la escala de tiempo de simulacion (Figura 50).

Figura 50 Fluctuacion entre estructura secundaria de la proteina (cadena principal)
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Fuente: Obtenida de GROMACS, 2020.
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3.9.8 Superposicion de proteinas
La proteina se superpuso en diferentes escalas de tiempo, es decir, 0 ns, 10ns, 20ns, 30ns para

analizar los cambios en la estructura y posicion de la proteina (Figura 51).

Figura 51 Superposicion de proteinas en diferentes nanosegundos.
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3.10 Superposicion de estructuras de todas las proteinas
Las tres estructuras de proteinas se superpusieron usando PyMol. Como la HPFH tiene cadena

beta, no se superpone con otras proteinas (Figura 52).

Figura 52 Superposicion de las tres proteinas
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Fuente: Obtenido de PyMol,2020.
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4 DISCUSION:

Construir la relacion entre el fenotipo y el genotipo en el entorno clinico es uno de los
principales objetivos de la investigacion tradicional ®. Sin embargo, los estudios sobre una
gran cantidad de mutaciones son problematicos, principalmente debido a los anélisis
experimentales. En contraste, el analisis in silico es mas rapido y facil de ejecutar, produce mas
resultados y cuesta menos, lo que lo hace méas eficiente. Este tipo de analisis se basa en
alteraciones en las secuencias de nucleotidos y / o aminoécidos. y su comparacion con la
secuencia nativa para correlacionar el efecto de estas alteraciones en el fenotipo del individuo8®-
92 Las mutaciones en el gen HBB, que se encuentra en el cromosoma 11 p15.5 %, son
responsables de varias hemoglobinopatias graves, como anemia falciforme y B-talasemia. La
anemia falciforme y la -talasemia pueden provocar anemia grave y otras condiciones que

amenazan la vida®*.

Aunqgue el HBB esta bien caracterizado, mutaciones en este gen registrados en la base de datos
de HbVar son poco conocidos y no se han estudiado adecuadamente antes. En este estudio se

recogié variantes de HBB de la region de América del Sur a partir de 1823 secuencias.

El analisis in silico mostré que la variante -195 (C-> G) Agamma; the Brazilian nd-HPFH
adquirié una formacién de bucle en la estructura 3D de la proteina (Figura 52). La variante Hb
Chile a diferencia del anterior, no mostré formacion de una cadena beta, pero en la simulacion
de dindmica molecular se presentd evidencia de efectos causados por la mutacion en la
flexibilidad de la proteina. El analisis RMSF mostr6 un alto grado de fluctuaciones en -195 (C-
> G) Agamma; the Brazilian nd-HPFH, con la de wild-type en comparacion con Hb Chile.
(Figuras 29, 37 y 45 respectivamente). La sustitucién de nuevos aminoacidos probablemente
puede alterar el entorno de la proteina, lo que resulta en un nuevo conjunto de interacciones

entre aminoacidos, que a su vez, podrian tener flexibilidad de las proteinas afectadas.
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Esta pérdida de flexibilidad puede resultar en la pérdida de funcion de la proteina. Los estudios
sugieren que un cambio en la funcion podria deberse debido al plegamiento de la secuencia de
proteinas, ésto particularmente ocurre debido al cambio en las propiedades fisicoquimicas,
como hidrofobicidad, carga y geometria debido a la cadena lateral de los residuos de
aminodcidos. Para probar aun més los efectos de estas mutaciones de sustitucion sobre la

estructura y funcion de las proteinas, es necesario realizar un analisis mas profundo.

Los estudios sobre el radio de giro de C &omos de las proteinas de wild type y mutantes
representadas en la estructura 3D, se ve mas compacto y estable la wild type en comparacion
con las dos variantes. Estos datos sugieren que la sustitucion en las mutaciones en la proteina
HBB pueden estar afectando su estructura y funcién como se muestra en ambas variantes, pero
se requieren mas estudios intensivos para comprender completamente el alcance de estos
efectos. Aln tenemos que determinar como, estas mutaciones afectan la flexibilidad de la
proteina HBB y si esta pérdida afecta la funcion de las proteinas y en qué medida. Los estudios

In vitro evaluaran ain mas el comportamiento funcional de proteinas mutantes.

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) reporta que las hemoglobinopatias representan
un importante problema sanitario cada afio nacen mas de 330 000 nifios afectados (83% de
casos de anemia de células falciformes y 17% de casos de talasemia). Las hemoglobinopatias

causan aproximadamente un 3,4% de las defunciones entre los nifios menores de 5 afios.

En Peru que representa un complejo étnico importante en Latinoamérica el conocimiento sobre
la situacion actual de las hemoglobinopatias es limitado. El alto costo que significa realizar
tamizaje de hemoglobinas anormales en recién nacidos, aunado a la importante mortalidad
perinatal, contribuye a la escasez de diagndsticos de sindromes derivados de hemoglobinas
anormales que tenemos, influye en la escasez de diagnésticos de sindromes derivados de

hemoglobinas anormales. Las anormalidades de hemoglobina descritas en su forma homo u
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heterocigotas, son todas producto de la inmigracion, s6lo podria ser demostrado si se realizan
los estudios respectivos y se promueve el tamizaje neonatal de hemoglobinas anormales.
Debido al entrecruzamiento genético podemos observar desde el punto de vista clinico tres
tipos de talasemias: mayor u homocigota, intermedia y menor, que es la mas frecuente
anormalidad de hemoglobina que existe a nivel mundial, lamentablemente sub diagnosticada
en nuestro medio por la costumbre que existe de dar hierro a todo paciente anémico sin
realmente investigar la causa y porque esta alteraciéon genética se confunde con la anemia por
deficiencia de hierro. Del tipo mayor no hemos identificado un solo caso y aparentemente no
se da todavia en el Per(. Dentro de las intermedias y las menores hemos encontrado varios
pacientes, tanto en su forma alfa y beta. Solo se cuenta con informacidn de un trabajo realizado
en Lima por Castillo y colaboradores (1998) quienes estudiaron 5206 muestras de sangre,
encontrando que un 7.2% eran hemoglobinas anormales, con 16 tipos de variantes, de los cuales
el 3.2% correspondia a Hemoglobina S; 2.1% tenian Talasemia y 0.4% presentaban
Hemoglobina S/ Talasemia %. Por otro lado, Roa y colaboradores analizaron 234 muestras de
sangre de recién nacidos de tres ciudades andinas (Huancayo, Puno y Cerro de Pasco), ubicadas
entre 3500 y 4400 metros sobre el nivel del mar. En dicha evaluacién, no se detectd ninguna

variante anormal de hemoglobina®®.
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CONCLUSIONES
PRIMERA: Se estudid tres secuencias una wild-type y dos secuencias mutadas de HBB en la
region de América del Sur. Se determiné que la secuencia mutada -195 (C-> G) Agamma; the
Brazilian nd-HPFH presenta la formacion de una cadena beta en la estructura de la proteina no
pudiendo alinearse o superponerse en la Wild-type, ésto da por resultado la alteracion de la

funcién de la proteina, y por consiguiente el desarrollo de la enfermedad Talasemia.

SEGUNDA: Se logro realizar el anélisis de homologia usando como plantilla con ID 1dxu.l
para la secuencia de Wild-type de HBB que tiene una identidad de secuencia del 73,64% ,
plantilla con ID 2Ip6.1 fue elegido para -195 (C-> G) Agamma,; the Brazilian nd-HPFH tiene
una identidad de secuencia 28,57% , y la plantilla con ID 2w7k.1se eligi6 para Hb Chile que

tiene una identidad de secuencia del 6,25%

TERCERA: Se analizé la estabilidad estructural de la proteina mediante simulaciones de DM.

-195 (C-> G) Agamma,; the Brazilian nd-HPFH su grafico RMSF muestra que la fluctuacion
de los terminales N y C alcanza hasta 0,6 nm y 0,7 nm, respectivamente. Sin embargo, el resto
de los residuos estan por debajo de 0,3 nm. Wild-type su grafico RMSF muestra que el terminal
N es bastante estable. Sin embargo, los residuos que van desde 79-83, 101-118 y 167-173
muestran una mayor fluctuacién con un valor de RMSF superior a 0,3 nm. El terminal C es
muy fluctuante y alcanza hasta 1,1 nm, lo que indica un cambio notable en la estructura. Hb
Chile su grafico RMSF, se descarto la primera trayectoria de 5 ns (5000 ps). Ambos terminales
N y C son comparativamente menos fluctuantes y permanecieron por debajo de 0,4 nm. Sin

embargo, los residuos 179-181 son muy fluctuantes y alcanzan mas de 0,5 nm

CUARTA: Se evaluo los efectos de las mutaciones sobre la estructura de la proteina 3 -globina.
Las tres estructuras de proteinas se superpusieron usando PyMol. Como la HPFH tiene cadena

beta, no se superpone con otras proteinas.
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QUINTA: Se determiné sus efectos sobre la funcion de la proteina B -globina. La formacion
de una cadena beta en la estructura de -195 (C-> G) Agamma; the Brazilian nd-HPFH explica
la alteracién de la funcion de la proteina, y por consiguiente el desarrollo de la enfermedad

Talasemia.

SEXTA: Se analiz6 4 variantes de la region HBB de América del Sur, tienen diferentes
mutaciones en diferentes ubicaciones. La informacién de las diferentes mutaciones de HBB se

encuentra en la tabla 1.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE k-~ CATOLICA

TESIS UCSM ”" DE SANTA MARIA

RECOMENDACIONES
PRIMERA: El presente trabajo de investigacion y las conclusiones que se desprenden de él,
es orientado a la obtencion de informacion de las mutaciones que ocurren a nivel del gen beta
hemoglobina en pacientes de procedencia sudamericana, se espera sea utilizada para

posteriores estudios en busca de la terapéutica para las hemoglobinopatias.

SEGUNDA: Son escasas la documentacion e investigaciones que analizan la frecuencia de
hemoglobinopatias y su prevalencia en la poblacion peruana, se recomienda la identificacion
temprana y correcta de ésta patologia para asegurar el consejo genético e implementar los
controles clinicos regulares con la correspondiente disponibilidad de tratamientos de apoyo (p.
Ej., Transfusiones de glébulos rojos, TIC orales), terapias génicas (p. Ej., Luspatercept) y

opciones curativas (p. Ej., trasplante de médula 6sea).
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