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En el capítulo 1 de esta tesis se dan nociones introductorias que son importantes para el 

desarrollo de la tesis tales como el concepto del ensemble(1) nativo, plegado de proteínas, 

diversidad conformacional y una breve introducción sobre la biología de las proteínas 

intrínsecamente desordenadas. Luego se desarrollan conceptos introductorios de evolución 

molecular, modelos de evolución y métodos de evaluación de modelos.  

En el capítulo 2 nos enfocamos en encontrar posibles restricciones estructurales que 

restringen la divergencia de la secuencia en las IDPs.  

En el capítulo 3 mostramos el impacto diferencial de las velocidades de evolución sitio-

específicas para regiones ordenadas y regiones desordenadas de las IDPs y su relación con 

características estructurales de las mismas.  

En el capítulo 4 estudiamos la importancia de determinadas conformaciones en el ensemble 

de las IDPs en cuanto a definir el estado nativo, y de ahí su importancia en la función 

biológica de la proteína.  

En el capítulo 5 contiene las conclusiones generales de este trabajo y perspectivas a futuro.  

Palabras clave: proteínas intrínsecamente desordenadas - evolución - ensembles 

conformacionales - diversidad conformacional. 

 

(1) En este trabajo se usa la palabra ensemble en inglés ya que es el término utilizado en la 

literatura y además porque su traducción al español (conjunto o ensamble) no representa 

fidedignamente el concepto que se quiere ilustrar   
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1 Introducción 

1.1 Relación entre la estructura y función proteica 

Históricamente se ha entendido a la relación estructura-función de las proteínas de 

manera tal que la estructura de una proteína es aquella que le permite a la proteína 

cumplir su función biológica en su entorno fisiológico. La condición necesaria y suficiente 

para que una proteína tenga estructura es que cuente con al menos tres niveles 

estructurales: el primer nivel está establecido por la secuencia aminoacídica 

(considerada estructura primaria). El segundo nivel está establecido por la estructura 

secundaria que está definida como un arreglo local estabilizado por los puentes de 

hidrógeno del esqueleto covalente de la proteína (Pauling et al., 1951). La estructura 

terciaria corresponde a la organización en el espacio de los elementos de estructura 

secundaria, o el plegamiento completo de la cadena polipeptídica y es estabilizada por 

interacciones no covalentes y puentes disulfuro. En esta tesis se utilizará el término 

contactos terciarios, para hacer referencia a interacciones no covalentes entre los 

átomos pertenecientes a los residuos de los aminoácidos.  

El estado nativo, bajo la visión clásica, es una estructura que adquiere una conformación 

tridimensional única y de mínima energía libre que le permite a la proteína llevar a cabo 

su función en el entorno donde se encuentra (Figura 1.1). En este sentido, esa única 

estructura se conoce como el estado nativo de la proteína y de allí el paradigma bien 

establecido de una secuencia, una estructura, una función. Esta visión clásica de la 

relación estructura-función de las proteínas es consecuencia de un sesgo histórico en 

las proteínas que se estudiaron (mayormente globulares) y los métodos experimentales 

con los que fueron estudiadas (mayormente cristalografía de rayos X). Sin embargo, este 

concepto fue discutido y revisado extensamente en los últimos años debido al 

descubrimiento de nuevas proteínas y al desarrollo de nuevas técnicas de estudio. El 

objetivo de esta sección es examinar el recorrido histórico que tuvo el concepto del 

estado nativo, dar breves generalidades sobre la estructura de proteínas y una 

descripción general de las Proteínas Intrínsecamente Desordenadas (en inglés 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=322396&pre=&suf=&sa=0


http://sciwheel.com/work/citation?ids=239897&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=239897&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=10324798&pre=&suf=&sa=0


https://saylordotorg.github.io/text_the-basics-of-general-organic-and-biological-chemistry/s21-06-enzyme-action.html
https://saylordotorg.github.io/text_the-basics-of-general-organic-and-biological-chemistry/s21-06-enzyme-action.html
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4163155&pre=&suf=&sa=0
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libre. Si se asume esta hipótesis, es posible representar un diagrama de energía libre tal 

como se puede observar en Figura 1.3 en donde existe un único mínimo de energía libre 

que se corresponde  a la única estructura del estado nativo.  

 

 

 

 
Figura 1.3 Representación del estado nativo formado por una única conformación. 

El mínimo de energía libre corresponde a la estructura del estado nativo. Imagen tomada y 
adaptada de (James and Tawfik, 2003). 

 

El problema con esta visión es que no permitía explicar determinados fenómenos 

observados experimentalmente como la unión de anticuerpos (que tenían casi la misma 

secuencia) a una gran variedad de antígenos. Pauling en 1940 (Pauling, 1940)  propone 

que las proteínas debían existir como un conjunto de distintas estructuras en las que se 

podía plegar la cadena polipeptídica y que al menos una de ellas se corresponde con la 

estructura funcionalmente activa.  

En 1950 Karush (Karush, 1950) encuentra que la albúmina muestra distintas afinidades 

por una gran cantidad de moléculas pequeñas no polares que a su vez presentaban una 

diversidad enorme de formas. La explicación que propuso para este hecho fue que el 

sitio de unión a ligando en la albúmina debía presentar variaciones estructurales, es decir 

que no tenía una configuración única. Karush se refirió a este fenómeno como 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=314074&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=5639952&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=663423&pre=&suf=&sa=0


http://sciwheel.com/work/citation?ids=314074&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=322074&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=322074&pre=&suf=&sa=0


http://sciwheel.com/work/citation?ids=314074&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=314074&pre=&suf=&sa=0


http://sciwheel.com/work/citation?ids=54822&pre=&suf=&sa=0


http://sciwheel.com/work/citation?ids=314074&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=239906&pre=&suf=&sa=0


http://sciwheel.com/work/citation?ids=2023900&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=10489999&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4254787&pre=&suf=&sa=0


http://sciwheel.com/work/citation?ids=6620262&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=7536474&pre=&suf=&sa=0
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una proteína que se pliega podría representarse como en la Figura 1.8. Esta 

interpretación del proceso de plegado fue referida como la Teoría del golfista ciego, por 

analogía a la dificultad que tendría un jugador de golf ciego de encontrar el hoyo en un 

campo de golf plano. 

 

 
Figura 1.8 Superficie de energía potencial - Teoría del golfista ciego 

Superficie de energía potencial de una proteína con un espacio conformacional enorme y un 
estado nativo de energía mucho menor que el resto de las conformaciones. El punto N marca el 

estado nativo. Cada punto de la superficie describe un confórmero de la proteína. 

 

Sin embargo, las proteínas no exploran todas las conformaciones, sino que deben 

explorar un espacio reducido de conformaciones (o caminos) hasta llegar al estado 

nativo. Levinthal llama a este conjunto de caminos como folding pathways, es decir 

caminos que condujeran  a la proteína a la conformación del estado nativo (Figura 1.9). 
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Figura 1.9 Camino de plegado (Folding pathway) según Levinthal.  

A representa la estructura de partida que sigue una única ruta de plegamiento, con sus 
intermediarios, hasta la estructura nativa N. 

 

La siguiente pregunta a responder fue si este camino o pathway era único (Harrison and 

Durbin, 1985). En el trabajo (Bryngelson and Wolynes, 1989), proponen que en vez de 

existir caminos (pathways) únicos, debían existir caminos alternativos para llegar al 

estado nativo, ahora el proceso podría pensarse como un embudo de plegado 

(Bryngelson y Wolynes lo denominaron folding funnel) (Figura 1.10). 

 
Figura 1.10. Embudo de plegado (Folding funnel) - cooperativo.  

Distintas estructuras iniciales desplegadas total o parcialmente pueden tomar diversos caminos 
(marcados con los puntos y líneas negras) para llegar al estado nativo N. 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=1553816&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1553816&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=925536&pre=&suf=&sa=0
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Figura 1.12  Plegado proteico y el paisaje energético. 

Bajo esta interpretación no existe un único camino que conduzca al correcto plegado de la 
cadena polipeptídica. En una superficie con forma de embudo, existen distintas rutas en las 
cuales es probable que  la energía de la proteína disminuya hasta llegar al fondo rugoso de 

dicho embudo. Figura extraída y adaptada de (Onuchic et al., 1996). 

 

Las diferencias energéticas entre los distintos confórmeros nativos pueden ser grandes 

o pequeñas (hecho reflejado en la altura de las barreras energéticas que separan cada 

uno de los estados conformacionales en el paisaje de energía libre), pero todas estos 

confórmeros representan estructuras a las cuales puede acceder una secuencia proteica. 

Los confórmeros no se encuentran igualmente representados en su entorno fisiológico y 

esto se debe principalmente a la energía relativa de cada una de dichas estructuras 

(Bryngelson and Wolynes, 1989) (Frauenfelder et al., 1991).  

http://sciwheel.com/work/citation?ids=4038866&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=925536&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=54303&pre=&suf=&sa=0
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La idea de paisajes energéticos fue posteriormente extendida a una concepción dinámica 

donde se considera el entorno en el cual se encuentra una proteína. El entorno puede 

modificar el paisaje energético y entonces alterar la rugosidad del fondo del embudo y 

cambiar la distribución de las distintas poblaciones de confórmeros (Kumar et al., 2000). 

El efecto del entorno puede ser sobre las barreras energéticas que separan a los distintos 

confórmeros haciéndolas más bajas o más altas, es decir siendo más fáciles o más difícil 

de interconvertir (Figura 1.13, panel A) o bien cambiando la estabilidad relativa de los 

distintos confórmeros ver (Figura 1.13, panel B). Ambos esquemas describen lo que se 

denominó como population-shift. 

 

 

 
Figura 1.13 Esquema representativo del proceso de population shift. 

En el panel A) de la figura se muestra cómo el entorno altera el paisaje de energía haciendo 
que las barreras energéticas que separan los estados conformaciones sean más bajas. En el 

panel B) de la figura se muestra un esquema de cómo el entorno podría alterar la proporción de 
las distintas poblaciones de confórmeros. Ambos esquemas describen lo que en conjunto se 

denominó population shift. Imagen extraída y adaptada de (Kumar et al., 2000). 

 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=54873&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=54873&pre=&suf=&sa=0
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1.1.3 El estado nativo hoy: el ensemble conformacional 

 

La visión actual del estado nativo, integra lo abarcado en la sección 1.1.1 y en la sección 

1.1.2 y se concibe como una colección de estructuras o confórmeros que se encuentran 

en equilibrio dinámico. Cada uno de los diferentes confórmeros representan arreglos 

estructurales que puede adoptar una misma secuencia proteica y que se interconvierten 

sin ruptura de enlaces covalentes. Estas conformaciones pueden corresponder con un  

mínimo de energía libre local. A esta colección de confórmeros se la denomina como 

ensemble nativo (del inglés native ensemble) de una proteína (Tsai et al., 1999) (Wei et 

al., 2016). La primera evidencia experimental de la existencia de ensembles 

conformacionales surgió por la cristalización de la hemoglobina con sus dos estados T 

(desoxigenada) y R (oxigenada) (Perutz, 1976) donde cada una de las dos 

conformaciones cumple un rol específico en relación al proceso de unión  del oxígeno y 

tiene, una vinculación directa con el desplazamiento del equilibrio químico de dicho 

proceso (Figura 1.14). 

 

 
Figura 1.14 Esquemas de las formas T y R de Hemoglobina. 

Modificado de la figura original de Irving Geis, The Geis Archives, Howard Hughes Medical 
Institute (http://www.hhmi.org/). 
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Como se mencionara en la sección anterior, las distribuciones relativas de los 

confórmeros son entorno dependientes y de allí que la función biológica de una proteína 

va a estar también determinada por la distribución de los distintos sub-estados 

conformacionales y de su redistribución frente a cambios en las condiciones del entorno  

(Kumar et al., 2000). Esta noción del estado nativo permite explicar muchos fenómenos 

tal como los observados por Milstein y colaboradores (Foote and Milstein, 1994), donde 

encontraron que existían distintas conformaciones (llamados isómeros en su trabajo) en 

los anticuerpos, la comprensión de procesos de alosterismo y cooperativismo (Tsai and 

Nussinov, 2014) (Cui and Karplus, 2008), la función biológica de las proteínas 

(Eisenmesser et al., 2005), fenómenos de reconocimiento molecular (Boehr et al., 2009; 

Nussinov et al., 2013), la catálisis enzimática y el origen de nuevas funciones (Tokuriki 

and Tawfik, 2009).    

     

1.1.4 Cuantificación de la diversidad conformacional y distribución de movilidad  

 

Los distintos confórmeros que definen un ensemble nativo pueden diferir poco o mucho 

en su estructura terciaria y estas diferencias estructurales se describen como la 

diversidad conformacional del ensemble o entre confórmeros, y va a depender de la 

cantidad de confórmeros diferentes en un ensemble nativo, a su vez el número de 

mínimos en el fondo del embudo rugoso reflejando las estabilidades de estas estructuras 

alternativas que se interconvierten entre sí. Una forma de cuantificar la diversidad 

conformacional es a través de la superposición estructural de confórmeros. En su forma 

más sencilla que es la superposición de cuerpo rígido, se comienza con un alineamiento 

de las secuencias para asignar los residuos equivalentes, seguido de una traslación al 

mismo centro de masa y una posterior rotación de una de las estructuras. Estas 

rotaciones se realizan hasta minimizar la distancia cuadrática media (Root Mean Square 

Deviation, RMSD por sus siglas en inglés) entre los átomos equivalentes de las 

estructuras, con el algoritmo de Kabsch (Kabsch, 1978). Normalmente esta 
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et al., 1983) (Spolar and Record, 1994). Estas evidencias pusieron en jaque el paradigma 

de la necesidad de estructura para llevar adelante la función biológica (Figura 1.18). 

 

 
Figura 1.18 Impacto en la Biología Estructural por el descubrimiento de las IDPs.  

Figura extraída de (Chouard, 2011). 

 

El reconocimiento de la existencia de regiones o incluso, proteínas completamente 

desestructuradas dio lugar al origen a una nueva concepción del paradigma relación 

estructura-función (Figura 1.19). 
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Figura 1.19 Esquema de la evolución del paradigma de relación estructura-función. 

Figura extraída y adaptada de (van der Lee et al., 2014). 

 

Desde la primera proteína cristalizada (Kendrew et al., 1958) en 1958 hasta la actualidad, 

el campo de la biología estructural creció enormemente, en parte debido al refinamiento 

y al desarrollo de nuevas técnicas para la obtención de información estructural, desarrollo 

de nuevas técnicas como como NMR, SAXS y Single Molecule Spectroscopy. El 

crecimiento de la base de datos PDB (Protein Data Bank, https://www.rcsb.org/) gracias 

a estas nuevas  metodologías  antes mencionadas, redundó en un aumento en la 

disponibilidad de información estructural que permitió la caracterización de  ensembles 

conformacionales complejos. Con toda esta nueva información disponible, el universo de 

tipos estructurales proteicos se extendió más allá de las fronteras establecidas 

históricamente por las proteínas globulares: existen proteínas desordenadas (Tompa, 

2002), repetitivas (Kajava, 2001), circulares (Trabi and Craik, 2002), anudadas 

(Mansfield, 1994), y la lista sigue creciendo. 

Además, estas nuevas técnicas permitieron la determinación de estructuras imposibles 

de obtener por cristalografía de rayos X y por lo tanto fue posible mejorar y precisar la 

caracterización de los residuos desordenados de las proteínas, tanto que se pudieron 
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encontrar proteínas totalmente funcionales sin una estructura aparente: desordenadas 

de extremo a extremo (Daughdrill et al., 1997; Kriwacki et al., 1996) (Fletcher and 

Wagner, 1998) (Wright and Dyson, 1999). Las Proteínas Intrínsecamente Desordenadas 

(IDPs por sus siglas en inglés) son proteínas que se caracterizan por la carencia de una 

estructura terciaria estable bajo condiciones fisiológicas (Siltberg-Liberles et al., 2011) 

(Tompa, 2002). Lejos de tratarse de polímeros con una estructura azarosa o ensembles 

que podrían corresponder a estructuras simples como las random coil,  es cada vez más 

evidente que los ensembles de las IDPs no son completamente desordenados y 

muestran una organización estructural transitoria de corto y largo alcance (Tompa, 2011) 

(Figura 1.20).  

 
Figura 1.20. Representación de IDPs. 

Representación de la estructura del dominio PABC de unión a la proteína poly(A) humana. 
Código PDB: 1G9L_A. Ensemble conformacional compuesto por 30 estructuras. En rojo y 

verde se muestra una de esas conformaciones y en gris el ensemble completo. 
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Los ensembles de las IDPs están compuestos por una gran cantidad de confórmeros y 

con pequeñas barreras energéticas existentes entre ellos (Varadi et al., 2014) y por lo 

tanto estas proteínas presentan un alto grado de diversidad conformacional que puede 

en algunos casos llegar a estar limitada por las interacciones entre residuos, originando 

de esta manera una mezcla compleja de confórmeros en el ensemble (Sormanni et al., 

2017; Varadi et al., 2014) (Figura 1.21). Si se observa el panel superior derecho, se 

puede concluir que las proteínas estructuradas y ordenadas tienen paisajes energéticos 

con una conformación de preferencia. Por otro lado, si se observa el panel superior 

izquierdo, se puede ver que las proteínas desordenadas muestran en su estado nativo 

un paisaje energético rugoso (lo que implica la existencia de múltiples conformaciones) 

y plano (lo que indica la facilidad de interconversión entre los confórmeros). 

 

 
Figura 1.21 El paisaje de energía libre y los ensembles conformacionales de IDRs o IDPs. 
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El paisaje de energía libre representa esquemáticamente cualquier conformación posible (ejes 
x-y) que una proteína puede adoptar, así como su respectiva energía libre (eje z). En la fila 

superior se representa el paisaje de energía libre y describe la probabilidad de encontrar algún 
confórmero en un ensemble de estados conformacionales (ensemble estadístico, mostrado en 

la fila inferior). Imagen extraída y adaptada de (Flock et al., 2014). 

 
 

Los ensambles nativos de las IDPs o regiones desordenadas IDRs son extremadamente 

complejos y su estudio supone un desafío para la biología estructural. 

El desorden estructural, ya sea que esté presente en pequeñas regiones (IDRs) o en 

proteínas enteras (IDPs) se encuentra ampliamente distribuido. Se estima que entre el 

10 y el 35% de proteínas procariotas y que el 15 al 45% de proteínas eucariotas poseen 

regiones desordenadas de al menos 30 residuos consecutivos de longitud (Peng et al., 

2015) (Xue et al., 2012). Muchas de ellas cumplen roles claves para la célula 

principalmente relacionados con señalización celular y reconocimiento molecular (Habchi 

et al., 2014) (van der Lee et al., 2014) por lo que entender y conocer su biología resulta 

de vital importancia. En el trabajo de Dunker y colaboradores (Dunker et al., 2002) se 

tomó  información curada manualmente de 150 proteínas que contenían al menos 30 

residuos consecutivos desordenados y pudieron establecer 28 roles  relacionados a la 

presencia de desorden entre los que se incluyen: interacción de proteína con proteínas, 

con ácidos nucleicos (ADN y ARNs). En el caso de interacción con ARNs se encuentran 

ejemplos que involucran ARN de transferencia (ARNt), ARN ribosomal (ARNr), ARN 

mensajero (ARNm) y ARN genómico. También se reconocen interacciones de estas 

proteínas con lípidos, unión a sustratos, cofactores y metales, y de sitios de modificación 

post-traduccional (acetilación, glicosilación, acetilación y fosforilación). En un estudio 

posterior (Xie et al., 2007) se confirmó  este  amplio repertorio funcional en la que están 

involucradas las IDPs o IDRs, que esquemáticamente, se pueden clasificar en tres 

grandes grupos (Figura 1.22). 
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Figura 1.22 Funcionalidad de las IDPs. 

Las funcionalidades de las IDPs pueden entenderse en 3 grandes grupos. Pueden no unirse a 
ligando y llevar a cabo funciones de cadena entrópicas (mostradas en lila) tales como linkers o 
spacers, o pueden unirse de manera permanente a efectores (mostradas en azul) tales como 
proteínas, otras macromoléculas o moléculas pequeñas. También pueden unirse de manera 

transitoria a un blanco (mostradas en verde) por ejemplo en el display de sitios de modificación 
post traduccional (imagen tomada y adaptada de (van der Lee et al., 2014). 

 

Desde el momento del reconocimiento del desorden estructural hace más de 20 años, 

además de su caracterización experimental también se ha avanzado en el desarrollo de 

estrategias teórico-computacionales (Liu et al., 2019), (Atkins et al., 2015) (He et al., 

2009). En la predicción del desorden existen métodos basados en distintos principios y 

técnicas computacionales y por el momento no existe un estándar completamente 

definido para la asignación de desorden. En líneas generales los algoritmos de predicción 

de desorden pueden clasificarse en cuatro grandes grupos:  

 

(1) Predicción de desorden a partir de la secuencia y la propensión de determinados 

aminoácidos vinculados al desorden. Aplican estadística básica sobre las 

características fisicoquímicas de los aminoácidos FoldIndex (Prilusky et al., 2005), 
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sobre la tendencia de adoptar cierta estructura secundaria como GlobPlot (Linding 

et al., 2003b) o en regiones con factores de alta temperatura estructural DisEMBL 

(Linding et al., 2003a) 

 

(2) Predictores basados en funciones de pseudo-energía (por ejemplo a través de 

potenciales de contacto) que se basan en estadísticas derivadas de contactos 

entre residuos en proteínas plegadas para poder determinar residuos con alta 

energía (y por lo tanto desordenados) IUPred (Mészáros et al., 2018) (Dosztányi 

et al., 2005). 

 

(3) Predicción de desorden por métodos de aprendizaje automatizado (machine 

learning en inglés) sobre estructuras determinadas por cristalografía de rayos X: 

PrDOS (Ishida and Kinoshita, 2007), DISORPRED3 (Jones and Cozzetto, 2015), 

Spritz (Vullo et al., 2006), AUCpreD (Wang et al., 2016), ESpritz (Walsh et al., 

2012), SPINE-D (Zhang et al., 2017).  

 

(4) Meta predictores que integran la información de predicción de distintos softwares 

citas MFDp (Mizianty et al., 2010), MobiDBLite (Necci et al., 2017), CSpritz (Walsh 

et al., 2011), PONDR-FIT (Xue et al., 2010) 

 

En esta tesis en particular se utilizó el predictor ESpritz (Walsh et al., 2012) que se trata 

de un predictor que utiliza redes neuronales para predecir distintos tipos de desorden 

utilizando información secuencial.  

 

Tal fue el crecimiento de la disponibilidad de información sobre este tipo de proteínas 

que fue necesario desarrollar recursos informáticos que centralizaran y organizaran dicha 

información en forma de bases de datos MobiDB (Piovesan et al., 2018), IDEAL (Ota et 

al., 2013), DIBS (Schad et al., 2018), MFIB (Fichó et al., 2017) y las recientemente 

actualizadas DisProt (Hatos et al., 2020) y PED (Lazar et al., 2021). Más aún, las IDPs 

fueron incorporadas en la edición del año 2002 de las CASP (Critical Assessment of 

Protein Structure Prediction, por sus siglas en inglés, http://predictioncenter.org), 
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competencias bianuales en las que distintos grupos de investigación y desarrollo buscan 

predecir la estructura de una proteína a partir de su secuencia. Sin embargo, a los pocos 

años, las predicciones de desorden fueron retiradas del CASP fundamentalmente por 

falta de estandarización. Recientemente, en 2020 se reanudó el denominado Critical 

Assessment of Protein Intrinsic Disorder Prediction (CAID) cuyos primeros resultados 

fueron recientemente aceptados en la revista Nature Methods (Necci et al., 2020).  

 

Sin lugar a dudas la existencia de las IDPs refleja que el término "proteínas" dista mucho 

de haber alcanzado un concepto definitivo de estas macromoléculas y la importancia de 

la consideración del desorden no es menor para mejorar la comprensión de la relación 

estructura-función. En este sentido y retomando el trabajo de Burra (Burra et al., 2009), 

previamente comentado, se rescataba que la mayoría de las proteínas no cambian de 

conformación para poder llevar a cabo correctamente su función biológica. Sin embargo, 

cuando se analizó siguiendo el protocolo de este mismo trabajo sobre un conjunto de 

datos curado de confórmeros extraídos de la base de datos de diversidad 

conformacional, CoDNaS (Conformational Diversity of Native State) (Monzon et al., 

2016), se reconocieron 3 grandes grupos de mecanismos conformacionales de relación 

estructura-función, establecidos características estructurales y dinámicas del ensemble 

conformacional (Monzon et al., 2017a) :  

 

- Proteínas rígidas: todos sus confórmeros son ordenados y tienen un RMSD 

máximo promedio entre confórmeros de 0.83 Å. Estas proteínas no requieren de 

grandes movimientos para cumplir con su función biológica. La manera propuesta 

de funcionamiento de este tipo de proteínas es la apertura y cierre de túneles. 

 

- Proteínas parcialmente desordenadas: que tienen en promedio el 67% de sus 

confórmeros desordenados y presentan RMSD máximo promedio entre 

confórmeros de 1.11 Å. 

 

- Proteínas maleables: solamente el 25% de sus confórmeros son desordenados y 

presentan RMSD máximo promedio entre confórmeros de 1. Å. 
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Si bien estos resultados son novedosos y nos dan valiosa información biológica sobre 

las proteínas, se debe tener en cuenta que se basan en el estudio de proteínas 

globulares, mayormente ordenadas (estructuradas) cuyas estructuras fueron obtenidas 

por cristalografía de rayos X.  La inclusión de resultados obtenidos por otras técnicas ha 

permitido ampliar estas categorías y así entender mejor el rol del desorden y las 

restricciones evolutivas que soportan este tipo de proteínas. 

 

1.2 Evolución de Proteínas 

 

Hasta este momento de la tesis se habló sobre el estado nativo de las proteínas y la 

relevancia de los distintos modelos para explicar la función biológica de una proteína. El 

enfoque primario para comprender la función biológica implica estudiar cómo las 

proteínas interactúan con sus ligandos, efectores, moduladores y otras macromoléculas. 

Sin embargo, un estudio más integral tendría que incorporar la variación3 y modulación 

de dichas funciones desde su origen, esto es contemplar un enfoque evolutivo. 

Quedarnos únicamente con el aspecto estructural y fenomenológico, de las proteínas 

sería negar la enorme importancia que tienen otros factores sobre la función biológica de 

las mismas como lo son los procesos evolutivos. En esta sección se tratarán 

generalidades sobre evolución molecular, modelos de evolución molecular y su 

evaluación.  

 

1.2.1 Evolución molecular 

 

Las proteínas son entidades dinámicas que cambian su secuencia a lo largo del tiempo  

por procesos aleatorios de base molecular como mutaciones o recombinaciones 

ocurridas a nivel de ADN (o ARN). Estas modificaciones están sujetas a procesos de 

 
3 En buena parte de la bibliografía de Evolución Molecular, los términos variación y mutación suelen usarse 
como sinónimos 
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selección natural y a la deriva génica y de acuerdo al impacto que generen en el 

organismo y pueden o no ser mantenidas a lo largo del tiempo en el acervo genético de 

una población. La vida se originó hace más de 4000 millones de años y toda la historia 

de variación en las secuencias viables para los organismos y que se fijaron en la 

población quedó registrada en los genomas de los seres vivos que vivieron y viven 

actualmente en el planeta Tierra. Estudiar y comprender cuáles fueron los eventos 

moleculares que tuvieron lugar en los genomas de los seres vivos, es otra forma de 

estudiar la historia de la vida en la Tierra (Zuckerkandl and Pauling, 1965).  

La homología es la propiedad que indica la presencia de similitud debido a un origen 

común. De aquí que, los genomas, los genes, las regiones no codificantes o las proteínas 

homólogos son aquellos que comparten un origen común, o dicho de otro modo, que 

comparten un ancestro común. Las proteínas denominadas ortólogas, son proteínas que 

tienen un ancestro común y cuya divergencia se dio por un proceso de especiación. En 

cambio, las  proteínas parálogas se originan por  procesos de duplicación génica (Figura 

1.23). 

 
Figura 1.23 Esquema de relación entre proteínas ortólogas y parálogas. 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=239902&pre=&suf=&sa=0
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Las proteínas ortólogas son producto de un proceso de especiación y las parálogas son 
producto de procesos de duplicación génica dentro de una misma especie. En la figura se 
esquematiza con genes porque son estos los que llevan la información codificante de las 

proteínas. 

 

Las proteínas ortólogas tienden a conservar una función similar en los distintos 

organismos. Esta función, según el paradigma clásico, debe estar sostenida por una 

estructura tridimensional determinada. Por lo tanto, las proteínas homólogas presentan 

variantes secuenciales que preservan la estructura. Sin embargo, y de acuerdo a lo 

mencionado previamente, las proteínas desordenadas también sufren cambios en sus 

secuencias y cumplen funciones, por lo que la preservación de la función también está 

presente sin que implique la restricción impuesta por la estructura. Más adelante y dentro 

del trabajo realizado durante esta tesis, profundizamos sobre este tema.  

 

Independientemente del tipo de proteína, si se reclutan secuencias de proteínas 

homólogas y se realiza un alineamiento múltiple de secuencias (Multiple Sequence 

Alignment  MSA por sus siglas en inglés, acrónimo que se utilizará de aquí en adelante), 

es posible observar que mientras algunas posiciones se conservan, otras varían casi al 

azar. Independientemente del tiempo de divergencia entre las secuencias de proteínas 

utilizadas para la construcción del MSA, una posición se considera conservada cuando 

para ese sitio, todas o una gran parte de las secuencias tienen el mismo aminoácido o 

bien aminoácidos que presentan características fisicoquímicas similares (Figura 1.24). Si 

bien esta tesis se ha centrado en la descripción de un alineamiento múltiple de 

secuencias de aminoácidos, también podríamos extender a alineamientos de secuencias 

de nucleótidos o ribonucleótidos, independientemente que sean regiones codificantes o 

no. La conservación diferencial en cualquiera de ellos es informativa.  
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Figura 1.24 Ejemplo de un alineamiento múltiple de secuencias de aminoácidos (MSA). 

A partir de un MSA es posible observar que existen posiciones más conservadas (columnas en 
azul) que otras. 

 

Los mecanismos por los que una secuencia de ácidos nucleicos puede cambiar en el 

tiempo son 3: sustituciones, deleciones e inserciones. Las sustituciones son el tipo de 

cambio más frecuente, siendo a su vez las transiciones más frecuentes que las 

transversiones. Estos cambios, si ocurren en regiones codificantes del genoma pueden 

dar origen a cambios en las secuencias de las proteínas correspondientes. Aún, cuando 

no cambien la cadena polipeptídica final pueden causar alteraciones en la síntesis de la 

proteína correspondiente por falta de la maquinaria necesaria para procesar el cambio.  

Asimismo la velocidad con que una secuencia varía en el tiempo no es uniforme y se han 

planteado cuatro puntos de control a través de los cuales la selección natural puede 

modular lo que en el campo se llama velocidad de mutación: fidelidad de la replicación, 

exposición a mutágenos y mecanismos de reparación y buffering (Lynch et al., 2016) 

(Baer et al., 2007). 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=2301046&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=2266975&pre=&suf=&sa=0
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Desde la perspectiva de la evolución molecular, el origen de variaciones secuenciales en 

la población y su posible conservación puede ser explicada según cuál fue el proceso 

que operó mayormente en el curso de la evolución. Muy sucintamente, estos procesos 

se pueden explicar por las teorías denominadas seleccionista o neutralista 

(respectivamente moduladas por la selección natural o por la deriva génica (Futuyma, 

2009)). 

 

- Para la rama seleccionista, aquellas variantes que producen una tasa diferencial 

de reproducción a los organismos que las portan, es decir que otorgan una ventaja 

adaptativa frente a otras variables, serán seleccionadas positivamente y serán 

fijadas en el acervo génico de la población. 

 

- Para la rama de evolución neutralista (Kimura, 1968) (King and Jukes, 1969), la 

mayor parte de las variaciones en secuencia  que fueron fijadas en la población 

no otorgaron necesariamente una ventaja adaptativa y son en gran medida 

neutras y por lo tanto el curso de la evolución de secuencias va a estar 

determinado primariamente por procesos de deriva génica y no por un proceso de 

selección. Esta rama sostiene que la mayor parte de las sustituciones observadas 

en secuencias de proteínas homólogas se consideran neutrales en el sentido que 

no afectan de manera notable a la función biológica de la proteína en cuestión ni 

su síntesis y que por lo tanto no tienen mayor impacto en la funcionalidad de la 

célula o del organismo. Sin embargo, es posible observar que existen variaciones 

en las velocidades de sustitución entre distintas clases de proteínas y Kimura 

(Kimura, 1968) explica que la razón de dicha variación se debe al efecto que ejerce 

la selección natural sobre la conservación de la estructura. Aquellos residuos que 

comprometen la función biológica de la proteína, debido a que están 

estrechamente relacionados a la misma (una relación sencilla es pensar en 

aminoácidos que forman parte del sitio activo) tienden a variar menos durante el 

curso de la evolución (Kimura, 1968) y que por lo tanto van a estar más 

conservados que (Conrad, 1977) (Kimura and Ohta, 1974). Podríamos limitar 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=10518922&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=10518922&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=997113&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1210171&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=997113&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=997113&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=10508178&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=387903&pre=&suf=&sa=0


http://sciwheel.com/work/citation?ids=511141&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=511141&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=5552875&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=2960497&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=2960497&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=389164&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1605988&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1605988&pre=&suf=&sa=0
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Figura 1.25 Relación entre la divergencia estructural y la divergencia secuencial. 

Relación entre el grado de divergencia secuencial entre dos proteínas (medido con base en el 
porcentaje de identidad secuencial) y el grado de divergencia estructural (medido con base en 

RMSD) (Chothia and Lesk, 1986). 

 

En trabajos posteriores, se estudió la relación entre la divergencia secuencial y otros 

parámetros de divergencia estructural (conservación de accesibilidad al solvente, 

estructura secundaria, número de inserciones y deleciones, número de contactos 

establecidos entre residuos) y en todos se encontró que existe una relación decreciente 

(no estrictamente exponencial) entre el grado de divergencia secuencial y el grado de 

divergencia estructural entre dos proteínas homólogas (Wood and Pearson, 

1999),(Flores et al., 1993; Russell and Barton, 1992). Las proteínas que tenían un grado 

de divergencia no mayor al 25% de identidad secuencial, tenían valores bajos de RMSD 

lo que significa que secuencias muy diferentes pueden adoptar el mismo plegamiento. El 

corolario clave de todos estos resultados es que la estructura diverge menos que la 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=389164&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4165545&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4165545&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9955378,5389724&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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secuencia (Illergård et al., 2009) ya que la conservación de la estructura asegura la 

conservación de la función biológica. De esta forma, necesariamente, la conservación de 

la estructura de una proteína debe imponer restricciones sobre la divergencia de las 

secuencias, esto es sobre el patrón de sustitución de los aminoácidos. Nuevamente, se 

puede agregar que se podrá pensar en las restricciones que operan sobre las proteínas 

desordenadas.  

 

1.2.3 El Patrón de sustitución y los modelos de evolución 

 

Como se concluye de la sección anterior, la conservación del plegamiento de una 

proteína puede imponer una fuerte presión de selección sobre la divergencia de 

secuencia de la proteína. Como consecuencia algunas posiciones tenderán a estar más 

conservadas que otras (Figura 1.24), dando lugar a patrones de variabilidad 

característicos denominados patrones de sustitución y que son insumo de información 

clave para el estudio de la evolución molecular. Una forma de estudiar y caracterizar los 

eventos moleculares que tuvieron lugar para dar origen a la variabilidad observada en 

las secuencias partiendo de un MSA es a través de los modelos de evolución molecular. 

En líneas generales muchos de estos modelos son modelos matemáticos probabilísticos 

que se encuentran enmarcados dentro del formalismo de los procesos de Markov4 (de 

tiempo homogéneo) cuya característica principal es que la probabilidad de que un evento 

tenga lugar solamente depende del estado actual y no de la historia de dicho estado. A 

continuación se dan las generalidades matemáticas en relación a los modelos de 

evolución, las ecuaciones que se muestran y su desarrollo pueden encontrarse en (Kosiol 

and Goldman, 2011). En el marco de la evolución molecular de proteínas los estados son 

los aminoácidos y el evento a modelar es la variación en dicho sitio. Se puede pensar 

que en una secuencia aminoacídica, donde cada sitio o posición evoluciona 

independientemente uno de otro, la sustitución del aminoácido i por el j durante un 

 
4 Los procesos de Markov son ampliamente utilizados en otras áreas disciplinares como la meteorología 
y economía entre otras. 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=702931&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6687370&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6687370&pre=&suf=&sa=0
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o de un codón por otro, o de un aminoácido por otro según el modelo esté basado en 

ácidos nucleicos, codones o proteínas, respectivamente. Con el crecimiento de 

información secuencial y la disponibilidad de mejores herramientas computacionales, los 

modelos de evolución son más que numerosos donde cada uno de ellos toma diferentes 

aproximaciones para estimar la matriz Q. 

 

Una forma posible de clasificar a los modelos es en: 

 

- Paramétricos (o mecanicistas): estos modelos tienen la particularidad de tener en 

cuenta para la estimación de la matriz Q, parámetros relacionados con las 

propiedades fisicoquímicas o mecanismos biológicos (ej. Sesgos de sustituciones 

en el caso de modelos de ADN, degeneración  del código genético, etc.) para 

estimar las tendencias relativas de sustitución de nucleótidos, codones o 

aminoácidos. A modo de ejemplo una observación frecuente en este tipo de 

modelos es que establecen que las transiciones (cambio de una purina por una 

purina o de una pirimidina por otra pirimidina) son más frecuentes que las 

transversiones (cambio de una purina por una pirimidina o viceversa) o bien que 

los intercambios entre aminoácidos que son similares fisicoquímicamente son 

más frecuentes que cambios entre aminoácidos disímiles. La ventaja de este tipo 

de modelos es que la estimación Q es específica para cada conjunto de datos 

utilizados para su construcción. 

 

- Empíricos: estos modelos estiman la matriz Q de manera empírica, utilizando la 

información contenida en un gran número de secuencias. como por ejemplo 

contando los intercambios de aminoácidos que tuvieron lugar entre secuencias 

que estén relacionadas de manera cercana. A diferencia de los modelos 

paramétricos, la matriz Q es fija y es potencialmente aplicable a cualquier conjunto 

de secuencias. Si bien estos modelos son menos interpretativos del proceso de 

evolución que los modelos mecanicistas, debido a la facilidad de su 

implementación fueron ampliamente estudiados y utilizados. 

 



59 

 

Otra forma de clasificar a los modelos de evolución, que no es excluyente a la 

recientemente mencionada, es en función a si tienen en cuenta (restrictos) o no 

(irrestrictos) a la estructura tridimensional de las proteínas a la hora de establecer las 

matrices de sustitución aminoacídica. En la próxima sección, se mencionarán 

generalidades de estos modelos. 

 

1.2.4 Modelos de evolución irrestrictos 

 

Los modelos que se detallan a continuación son  modelos irrestrictos, es decir que no 

tienen en cuenta de manera explícita la restricción impuesta por la estructura sobre la 

divergencia de las secuencias para la construcción de la matriz Q. Margaret Dayhoff y 

colaboradores, en el año 1978 recopilaron las secuencias disponibles de 78 proteínas 

distintas, analizaron todas las secuencias disponibles de proteínas homólogas que 

tuvieran al menos un 85% de identidad secuencial. Luego de alinearlas contaron los 

cambios observados construyendo una matriz de intercambiabilidad llamada 1 PAM (por 

point-accepted mutation) con la cual se puede construir una matriz de velocidad (Q) 

conocida como matriz Dayhoff (Dayhoff et al., 1978). Jones y colaboradores, mejoraron 

la estimación de la matrices de sustitución al incorporar una cantidad mucho más grande 

de secuencias, dando origen a la matriz conocida como JTT (David T. Jones et al., 1992). 

Tiempo más tarde se propusieron otras matrices como la WAG y  (Whelan and Goldman, 

2001). En la actualidad se cuenta con varios modelos de evolución parametrizados de 

distintas formas (para un review ver (Thorne, 2000)). 

Tanto la matriz de Dayhoff como la JTT caen en la clasificación de modelos empíricos, y 

fueron y son   aplicadas a cualquier conjunto de secuencias cuya evolución se desee 

estudiar. Para evitar la excesiva generalidad de dichas matrices otros autores utilizaron 

grupos específicos de secuencias, por ejemplo conjunto de secuencias de proteínas 

mitocondriales de vertebrados(mtREV)  (Adachi and Hasegawa, 1996) , secuencias de 

proteínas de mamíferos (MTMAM) (Yang, 1998) o secuencias de proteínas del 

cloroplasto (cpREV) (Adachi et al., 2000). En 1994, Yang desarrolla un modelo de 

evolución basado en ácidos nucleicos que además de estimar la matriz Q y contener la 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=10512420&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=3207455&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1341498&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1341498&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=2019524&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4078053&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1210135&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=9367142&pre=&suf=&sa=0


60 

 

frecuencia de equilibrio de los nucleótidos, estima la heterogeneidad de las velocidades 

de evolución entre las distintas posiciones de una secuencia introduciendo una 

distribución gamma (Yang, 1994). Esta consideración  permitió la mejora sustancial de 

los modelos de evolución. El desarrollo de modelos continuó incorporando nuevos 

parámetros y aumentando su complejidad y mejorando su capacidad predictiva, pero 

quitando interpretabilidad biológica a cada uno de los parámetros derivados del modelo. 

Es decir, un aumento en el número de parámetros no necesariamente redunda en una 

mejora del conocimiento del proceso que se quiere modelar, aunque las estimaciones 

den mejores resultados numéricos. Algunas de las matrices más usadas en este tipo de 

modelos se muestran en la Figura 1.26. 

 

 
Figura 1.26 Ejemplos de matrices de sustitución basadas en proteínas. 

Matrices de sustitución estimadas bajo distintos modelos empíricos: DAYHOFF (Dayhoff et al., 
1978), JTT (David T. Jones et al., 1992), WAG, MTMAM (Yang, 1998). El volumen de las 

burbujas representa el grado de intercambiabilidad entre los  aminoácidos, cuanto más grande 
es la burbuja mayor probabilidad de intercambio entre esos dos aminoácidos. Imagen extraída 

de (Yang, 2006). 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=2066250&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=10512420&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=10512420&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=3207455&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1210135&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=10392746&pre=&suf=&sa=0


http://sciwheel.com/work/citation?ids=1713973&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4162560&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=3978865,123222,4436682&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=3978865,123222,4436682&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
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mutación, es decir que asumen que la estructura puede cambiar por efecto de una 

mutación. Dentro de este grupo se encuentra el SCPE (Parisi and Echave, 2001) (por 

sus siglas en inglés Structurally Constrained Protein Evolution, acrónimo utilizado de aquí 

en adelante) que debido a su rol central en esta tesis será detallado en la sección 

siguiente. 

 

1.2.5.1 Modelo SCPE 

 

El SCPE es un modelo de evolución que busca entender cómo el plegamiento proteico 

impone restricciones estructurales que modulan la variación secuencial durante la 

evolución molecular. El objetivo de este modelo es simular computacionalmente la 

evolución de secuencias de proteínas tomando el cumplimiento de restricciones 

estructurales, dadas por el plegamiento, como único criterio de selección. En este 

proceso evolutivo simulado, las mutaciones en dicha secuencia tendrán o no lugar en 

función del grado de perturbación estructural que hayan introducido. Si una mutación 

desestabiliza completamente la estructura de la proteína, dicha mutación es considerada 

deletérea y por lo tanto rechazada. De otra manera, es aceptada.  

 

Una posible manera de estimar el grado de perturbación estructural causado por una 

mutación podría ser a través de la observación de un incremento en la energía libre de 

la proteína o alguna función derivada de ella. Así, es posible seleccionar secuencias que 

se adecuen en grado variable a la estructura de la proteína que se está estudiando y por 

lo tanto la simulación de la evolución consistiría en establecer un valor de corte de 

adecuación estructural y en función de ello aceptar o rechazar sustituciones. El modelo 

SCPE simula la divergencia secuencial bajo una determinada presión de selección dado 

por un valor de corte de adecuación estructural. El SCPE realiza n simulaciones 

independientes para poder alcanzar un grado de significancia estadística adecuado.  

En líneas generales el modelo del SCPE consta de la repetición de una serie de pasos 

representados en la Figura 1.27. 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=483155&pre=&suf=&sa=0
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Para ilustrar esto último, en la Figura 1.28 se muestra la energía total (utilizando la 

ecuación-x-tesis (la de la energía) para la familia de proteínas Lpxa y tal como se puede 

apreciar la mutación Ile38Glu (catalogada como una sustitución no conservativa que 

cambia un aminoácido alifático por uno cargado a pH=7) produce un aumento en la 

energía total del sistema para esa posición, mientras que la sustitución Ile38Val 

(sustitución conservativa) no produce cambios significativos en la energía total del 

sistema para esa posición. 

 

 
Figura 1.28. Perfil energético de la proteína Lpxa. 

Perfil energético de la proteína Lpxa mutada y nativa, demostrando los efectos de sustituciones 
no conservativas (rojo) y conservativas (azul) en la energía del sistema (expresada de E/kT, 
donde k es la constante de Boltzman y T la temperatura en grados Kelvin, figura extraída de 

(Parisi, 2001). 

 

5) Si el score 

a) Es mayor al valor de corte establecido, esa mutación es rechazada.  

b) Es menor al valor de corte establecido, esa mutación es aceptada.  

 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=10551773&pre=&suf=&sa=0
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- Estudiar el comportamiento diferencial de velocidades de evolución en regiones 

ordenadas y desordenadas de las IDPs y su relación con las características 

estructurales de las mismas. 

 

- Analizar la información evolutiva presente en todo el ensemble para poder 

detectar conformaciones biológicamente relevantes en ensembles 

conformacionales.  
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sobre la estructura para el mantenimiento de la función biológica es similar en ambos 

tipos de proteínas.  

Con estos resultados se hace evidente la importancia de la información evolutiva a la 

hora de obtener resultados que permitan caracterizar biológicamente a los ensembles 

conformacionales complejos como los de las IDPs.  

2.2 Introducción   

Como ya se mencionó anteriormente, el estado nativo de una proteína puede ser descrito 

por el conjunto de distintas conformaciones a las que la secuencia de dicha proteína 

puede acceder. Este estado nativo, se denomina ensemble conformacional y  es esencial 

para entender la biología las proteínas (Tsai et al., 1999; Wei et al., 2016). Los ensembles 

de IDPs pueden estar formados por numerosas conformaciones: hay ensembles de 10 

confórmeros, de 20 confórmeros e incluso existen más de 60. En cambio, las proteínas 

globulares cuentan con una menor cantidad de confórmeros en su estado nativo. Entre 

estas, se pueden encontrar proteínas con poca flexibilidad en su esqueleto carbonado, 

llamadas rígidas y que poseen un solo confórmero en su ensemble (Monzon et al., 

2017a) como es el caso de  la celulasa de C. cellulolyticum (Parsiegla et al., 2000). Un 

ensemble conformacional paradigmático de proteínas globulares con dos confórmeros 

es el de hemoglobina (Perutz et al., 1964) Figura 1.14, mientras que la proteína 

activadora por catabolitos (Popovych et al., 2006) y la glucoquinasa humana son 

ejemplos de ensembles proteicos con tres conformaciones (Kamata et al., 2004). 

También existen ensembles de proteínas globulares más complejos, en general se tratan 

de proteínas que están formadas por distintas cadenas, como el caso de la ATP sintasa 

mitocondrial (Zhou et al., 2015) que puede llegar a tener hasta siete confórmeros. Si bien 

estos datos provienen de casos particulares de estudio, no existe al momento un estudio 

a gran escala sobre la distribución del número de confórmeros en el estado nativo de 

proteínas globulares. A medida que la flexibilidad estructural aumenta, el número de 

confórmeros que describen al estado nativo, también aumenta, dando lugar a la aparición 

de ensembles conformacionales muy complejos, como lo son los de las proteínas 

intrínsecamente desordenadas (IDPs) o regiones desordenadas (IDRs). En las IDPs e 

IDRs las transiciones orden desorden se observan frecuentemente, fenómeno que puede 
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estar asociado al proceso de unión a ligando (Zea et al., 2016) o simplemente reflejando 

la heterogeneidad en la composición de este tipo particular de ensembles proteicos 

(Monzon et al., 2017a)  (DeForte and Uversky, 2016). 

 

En este capítulo de la tesis, se estudió el nivel de restricciones estructurales presentes 

en los ensembles de IDPs y se los comparó con el nivel de restricciones estructurales 

observados en ensembles de proteínas globulares. Las restricciones estructurales 

pueden ser estudiadas a través de métodos directos tal como puede ser la medición de 

contactos entre residuos en algún confórmero dado o algún otro parámetro derivado de 

la información estructural como puede ser la densidad de contactos (promedio de 

contactos entre residuos por residuo) o redes de interacción (Piovesan et al., 2016). Sin 

embargo, en el caso de ensembles complejos como los de IDPs, es frecuente encontrar 

contactos que son artefactos o arreglos estructurales que son irrelevantes en relación a 

la biología, haciendo difícil establecer entonces la importancia biológica de los mismos 

(Sormanni et al., 2017). Esto se debe principalmente al grado de movilidad y de 

flexibilidad de los ensembles de IDPs. Para estudiar el impacto de las múltiples 

conformaciones y multitud de contactos con distinto grado de permanencia (porcentaje 

de confórmeros que poseen el mismo contacto), en este trabajo se propone un enfoque 

evolutivo para estudiar las restricciones estructurales en ensembles conformacionales y 

derivar su importancia biológica.  

 

En la sección 1.2.2 se expuso que la conservación de la estructura proteica restringe la 

divergencia secuencial, modulando de esta manera el patrón de sustitución aminoacídica 

para determinadas posiciones que podrían, en principio, ser importantes para mantener 

la función de la proteína (Overington et al., 1990) (Worth et al., 2009). Las posiciones 

que están restringidas estructuralmente se ponen en evidencia a partir de alineamientos 

múltiples de secuencia (MSA), como aquellas posiciones que se encuentran 

diferencialmente conservadas o que muestran un determinado patrón de sustitución de 

aminoácidos. Esto puede deberse a que esas posiciones se encuentran sujetas a 

procesos de co-evolución o porque presentan cierto sesgo fisicoquímico debido a su 

importancia en el mantenimiento de la estructura, la cinética del plegado, la interacción 
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con otras proteínas o ligandos y la dinámica de la proteína. Un ejemplo de este último 

fenómeno puede ser la conservación de determinados residuos debido a que la 

interacción de los mismos incrementa la estabilidad estructural u otorga movilidad a la 

proteína. Los patrones de sustitución que poseen conservación estructural, han sido 

ampliamente explotados para:  mejorar los modelos existentes de evolución molecular, 

(Bastolla et al., 1999) (Kleinman et al., 2010; Parisi and Echave, 2001), explicar la 

heterogeneidad en la velocidad de evolución (Echave et al., 2016), realizar predicciones 

funcionales  (Simon et al., 2002), comparar los procesos de sustitución aminoacídica 

tanto en proteínas ordenadas como en proteínas desordenadas (Karpati et al., 1988) y 

en la deducción (inferencia) de ciertos plegamientos de estructura terciaria (Surkont and 

Pereira-Leal, 2015), entre otros. La información evolutiva puede ser utilizada también 

para predecir contactos nativos y establecer modelos estructurales para dominios 

globulares (Hopf et al., 2014), (Booth and Bradford, 1963), (Ovchinnikov et al., 2014). 

Recientemente, estos métodos fueron adaptados para predecir de manera satisfactoria 

estados globulares en IDPs y para mostrar las restricciones evolutivas presentes en 

interfases proteicas entre proteínas ordenadas y desordenadas, lo cual demuestra 

nuevamente la importancia de estudiar las restricciones estructurales durante el curso 

de la evolución (Ovchinnikov et al., 2014) (Pancsa et al., 2018). En los últimos meses el 

caso paradigmático de la importancia del uso de información evolutiva para la predicción 

de contactos lo constituye el uso de inteligencia artificial representado por el algoritmo 

desarrollado por Google Alphafold (Senior et al., 2020) mostrando un éxito arrollador 

sobre otros métodos para estimar la estructura terciaria de proteínas usando información 

evolutiva.  

 

En la sección 1.2.1 se mencionó que los modelos de evolución molecular pueden 

describir de manera satisfactoria los patrones de sustitución observados en MSA 

(Thorne, 2000). Existen numerosos modelos de evolución, donde cada uno es generado 

asumiendo distintas hipótesis evolutivas respecto al patrón de sustitución de la proteína 

en estudio. En este trabajo el foco estuvo puesto en evaluar el desempeño de dos 

grandes grupos de modelos de evolución proteica a la hora de explicar el patrón de 

sustitución secuencial observado en un MSA. El primer grupo es el de los modelos 
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irrestrictos, que son aquellos modelos de base netamente secuencial y que no tienen en 

cuenta la información estructural. Algunos ejemplos: JTT (David T. Jones et al., 1992), 

Dayhoff (Dayhoff et al., 1978) y WAG (Whelan and Goldman, 2001).  El segundo grupo 

es el de los modelos restrictos, que a diferencia de los irrestrictos tienen en cuenta de 

manera explícita el rol de la estructura en la evolución y divergencia de secuencias 

(Bastolla et al., 2017; Goldstein, 2011; Serohijos and Shakhnovich, 2014). En particular, 

se  evaluó cuál era el desempeño del modelo de evolución SCPE (Parisi and Echave, 

2001). 

 

Para poder comparar el desempeño de los distintos modelos en la explicación de los 

patrones de sustitución observados y decidir cuál es la hipótesis que mejor explica la 

evolución de la proteínas en este estudio, se utilizaron métodos de Maximum Likelihood 

(ML).A pesar que las proteínas ordenadas y las IDPs difieren enormemente en sus 

características estructurales (Figura 1.14 y Figura 1.20, respectivamente), se encontró 

que cuando se consideran todos los confórmeros presentes en ensembles de proteínas 

globulares e IDPs, las restricciones estructurales en este tipo de proteínas son similares 

a las restricciones estructurales observadas para ensembles de proteínas globulares. 

 

2.3 Resultados 

2.3.1 Descripción del conjunto de datos 

 

Desde el punto de vista del universo conocido de proteínas, sus distintos ensembles 

contienen conformaciones conectadas entre sí por medio de dinámicas muy diversas. Si 

bien no está probado fehacientemente, la idea generalizada es que existe un continuo 

en el espacio dinámico de las proteínas (Motlagh et al., 2014). En uno de los extremos 

de este continuo se encuentran las proteínas rígidas, cuyos confórmeros presentan 

escasa diferencia entre sí en su esqueleto carbonado (evidenciado por sus bajos valores 

de RMSD de los carbonos alfa) y solo exhiben diversidad conformacional a nivel de 

residuo (Monzon et al., 2017a).  La presencia de desorden podría ser evidenciada debido 
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al aumento en la diversidad conformacional a nivel del esqueleto carbonado, donde el 

surgimiento de una dinámica de corto alcance permitiría la ampliación del muestreo en 

el  espacio conformacional (Berlow et al., 2015). En la Figura 2.1 se muestran distintos 

tipos de ensembles conformacionales en función de la diversidad conformacional que 

presentan.  

 

 
Figura 2.1 Diversidad conformacional en función de la flexibilidad. 

Distintos ensembles proteicos en función del incremento en la flexibilidad (dado por la dirección 
de la flecha). El panel superior de la figura muestra un solo confórmero, mientras que el panel 

inferior muestra todos los confórmeros disponibles. En la izquierda se muestra a la 
maltodextrina fosforilasa una proteína rígida (solamente el 6.53 % de sus residuos se encuentra 

desordenado) tomada como representante de proteínas ordenadas (códigos PDB: 1AHP_A, 
1AHP_B, 1L5V_B). En la derecha se muestra a la fosfoproteína soluble del tilacoide como 

representante de una típica proteína intrínsecamente desordenada con el 100% de sus 
residuos desordenados (códigos PDB: 2FFT_A). En el centro del panel se muestra a la 

calmodulina como una estructura intermedia en el continuo estructural con 10.64 % de sus 
residuos desordenados (códigos PDB: 2FOT_A, 1LIN_A, 1NIW_E, 3G43_A, 2BE6_A, 1CDL_A, 

3GP2_A, 4L79_B, 1CCL_A). 
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flexibles. El otro conjunto de datos contenía proteínas desordenadas representadas por 

93 ensembles derivados de NMR para distintas proteínas. El grado de desorden fue 

predicho utilizando el predictor ESpritz (información más detallada se puede encontrar 

en la sección de métodos de este capítulo). Como se muestra en la Figura 2.2, las 

proteínas ordenadas muestran un bajo nivel de desorden predicho a diferencia de las 

proteínas del conjunto de datos desordenado. En promedio el 58% de los residuos de 

las proteínas desordenadas, son desordenados (con un mínimo de 40% y un máximo de 

98%). Es de esperar que estas proteínas cuenten con más de la mitad de su estructura 

en estado desordenado y presenten solamente pequeñas regiones globulares. 

 

 

 
Figura 2.2 Distribución del porcentaje de desorden en IDPs y proteínas globulares. 

Estimación del contenido de desorden utilizando NMR-ESpritz (Walsh et al., 2012). y Mobi 2.0 
(Piovesan and Tosatto, 2018)  para las proteínas desordenadas y ESpritz X-Ray (Walsh et al., 

2012). para las proteínas ordenadas. Se puede observar que las proteínas ordenadas 
presentan una menor proporción de desorden incluso menor que el valor reportado en la 

estimación del método (Walsh et al., 2012). 

 

Los MSA utilizados para estudiar la proporción de sitios estructuralmente restringidos 

desde un punto de vista evolutivo para los dos conjuntos de datos fueron extraídos de la 

base de datos HSSP (ver la sección de métodos de este capítulo). Estos MSA fueron 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=4692467&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=5806615&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4692467&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4692467&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4692467&pre=&suf=&sa=0


80 

 

estudiados y se omitieron aquellas proteínas que tuvieran regiones con alto porcentaje 

de inserciones y deleciones y se tomaron en cuenta únicamente secuencias que tuvieran 

al menos un 30% de identidad respecto a la secuencia de la proteína de interés para la 

cual es necesario que se conociera su estructura tridimensional. Se tomó este porcentaje 

de 30% de identidad como cota inferior para evitar en la medida de lo posible la 

incorporación de proteínas con gran divergencia secuencial y posiblemente estructural 

y/o funcional. Información adicional puede encontrarse en la sección de métodos de este 

capítulo. 

 

2.3.2 Determinación de restricciones estructurales a partir de los contactos 

físicos  

 

Una manera de evaluar las restricciones estructurales en ensembles conformacionales 

es cuantificando la cantidad de contactos entre residuos. En general, los contactos entre 

átomos se dan por el establecimiento de interacciones débiles como puentes de 

hidrógeno, van der Waals e interacciones de tipo coulómbicas que en general estabilizan 

los distintos niveles estructurales de la proteína. Este efecto estabilizador derivado de la 

formación de interacciones explica la conservación de las propiedades fisicoquímicas de 

los aminoácidos observado en numerosas posiciones de las proteínas globulares u 

ordenadas: el proceso de sustitución tiende a conservar el número y tipo de interacciones 

débiles que establecen los aminoácidos en determinadas posiciones u entornos 

estructurales (Overington et al., 1990) (Overington et al., 1992). Para cuantificar el 

número de restricciones estructurales, se decidió estudiar las distribuciones de los 

contactos para cada confórmero de cada ensemble del conjunto de datos, esto es se 

calculó para una proteína el porcentaje de posiciones que tenían al menos un contacto 

(la definición de contactos terciarios puede encontrarse en la sección de métodos de este 

capítulo). Se encontró que las proteínas ordenadas presentan en promedio un porcentaje 

de contactos del  ~94, mientras que para las IDPs este promedio es del ~74, siendo esta 

diferencia estadísticamente significativa (Figura 2.3). 
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Figura 2.3 Porcentaje de posiciones con contactos entre residuos por confórmero. 

Tal como se puede apreciar las posiciones ordenadas tienen un porcentaje muy alto de 
contactos por confórmero. Para las comparaciones estadísticas se realizó un test de Wilcoxon, 

los asteriscos representan valores de distinta significancia: **** representan valores-p <= 
0.0001; *** representan valores-p <= 0.001; ** representan valores-p <= 0.01; * representa un 
valor-p <= 0.05; y la expresión ns (no significativo) implica que se obtuvo un valor-p > 0.05. 

 

En principio este resultado es razonable ya que se asumió que las conformaciones 

individuales de IDPs son más flexibles que las proteínas ordenadas y de ahí que posean 

menor cantidad de restricciones estructurales. Ahora bien, no es posible comprender a 

las proteínas si no se tienen en cuenta todo el ensemble conformacional. Como se 

mencionó anteriormente la enorme diversidad conformacional de las IDPs puede hacer 

que algunos confórmeros en una determinada posición establezcan contactos con ciertos 

residuos y que esa misma posición en otro confórmero no establezca ningún contacto 

(Figura 2.4). Para cuantificar la información de contactos se acumuló la información 

derivada de los contactos para cada confórmero en cada ensemble proteico de cada 

conjunto de datos. Esto significa que a lo largo del ensemble una posición era catalogada 

como un sitio de contacto si al menos un confórmero de todo el ensemble registraba al 

menos un contacto en dicha posición (Figura 2.5) .Si una posición está haciendo contacto 
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con 2 o más posiciones, esta posición de todas maneras se contabiliza como una 

posición de contacto. La información acumulada, es una aproximación razonable, ya que 

retiene la información sobre las contribuciones que cada confórmero en particular hace 

a la totalidad del ensemble para poder mantener la función biológica (Wei et al., 2016).  

 

 
Figura 2.4 Representación de distintos confórmeros de un ensemble proteico. 

Representación en formato del dominio UBA de ratón  (código PDB 1WJ7_A, obtenida por 
NMR). En el panel superior se muestra el ensemble completo. En el panel inferior se muestran 
distintas conformaciones, de izquierda a derecha: modelo 19, modelo 1, modelo 7, modelo 1. 

La enorme flexibilidad de las regiones desordenadas hace que las conformaciones tengan 
diferencias estructurales notables y que por lo tanto la distribución de contactos por posición 

sea distinta. 
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Figura 2.5 Esquema del cálculo de sitios de contactos. 

Dado un ensemble que contiene 3 confórmeros, para cada confórmero se calcula si una 
determinada posición está haciendo contactos (1) o no (0) con otro residuo. Si hay al menos un 
confórmero que presenta contactos en una determinada posición (como puede ser el caso de la 
posición 8 del esquema donde solo el confórmero 3 presenta contacto en dicha posición),este 
sitio es considerado un sitio de contacto. Si ninguno de los confórmeros presenta contactos en 

una determinada posición como la posición 9 del esquema, esa posición no es sitio de 
contacto). En el ejemplo ilustrado en este esquema 7 de las 10 posiciones de la proteína son 

sitios de contactos a lo largo de todo el ensemble. 

 

Se pudo determinar, tal como se muestra en la Figura 2.6, que para los dos tipos de 

proteínas, la mayoría de las posiciones de las proteínas presenta al menos un contacto 

(a lo largo de todo el ensemble). A pesar de que las IDPs presentan una enorme 

flexibilidad estructural, tienen la misma cantidad de sitios de contactos acumulados a lo 

largo de todo el ensemble que las proteínas globulares (3er cuartil 100% y 97% para 

IDPs y proteínas globulares respectivamente)(Figura 2.6). Esto demuestra que cuando 

se tienen en cuenta la información disponible en el ensemble completo, la gran mayoría 

de las posiciones de las IDPs tanto como la de las proteínas ordenadas, se encuentran 

bajo restricciones estructurales que son comparables y que están debidas al menos a la 

presencia de contactos entre residuos.  
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Figura 2.6 Porcentaje de posiciones con contactos entre residuos acumulado a lo largo del 

ensemble. 

El porcentaje de posiciones con contactos entre residuos para el conjunto de datos de 
proteínas desordenadas y ordenadas tiene un valor promedio medio de  96.1%. 

 

2.3.3 Determinación de restricciones estructurales por medio de métodos 

evolutivos. 

 

En la sección anterior se estudiaron las restricciones estructurales debidas mayormente 

al establecimiento de contactos terciarios entre residuos, práctica muy bien establecida 

y casi fundacional de la Biología estructural de proteínas (Xia and Li, 1998), (Overington 

et al., 1992), (Overington et al., 1990), (Wood and Pearson, 1999), (Tourasse and Li, 

2000). En esta sección se propone estudiar esas restricciones desde un enfoque 

evolutivo donde no solamente se tenga en cuenta el mantenimiento de una estructura 

dada sino las restricciones impuestas por la misma en la divergencia de las secuencias. 

El patrón de sustitución de ambos tipos de proteínas es sustancialmente distinto: las 
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IDPs, por un lado, presentan una alta conservación en la composición de aminoácidos 

(Moesa et al., 2012) mientras que las proteínas ordenadas presentan un patrón de 

sustitución sitio-específico conservado (Fornasari et al., 2002). Además, tanto las IDPs 

como las IDRs presentan velocidades de evolución y de inserciones y deleciones mucho 

más altas en comparación con las proteínas ordenadas (Forman-Kay and Mittag, 2013; 

Siltberg-Liberles et al., 2011) (Brown et al., 2011). Si se tiene en cuenta todo esto, el 

grado de restricción estructural encontrado derivado del conjunto de confórmeros del 

ensemble para las IDPs es más elevado de lo esperado. En este punto la hipótesis de 

trabajo fue la siguiente y básicamente deriva de la teoría neutral de evolución molecular. 

Si una posición es importante para mantener la estructura y/o la función de la proteína, 

esta posición tendrá un patrón de sustitución diferencial a otras posiciones que no son 

relevantes para la función y/o estructura de la proteína. Dicho de otro modo, si los 

contactos observados entre residuos son relevantes para la conformación, estructura, 

función de la proteína, estas posiciones deberían mostrar un patrón de sustitución 

diferencial. La hipótesis de trabajo entonces viró a considerar que los contactos 

observados entre residuos no son suficiente como para evaluar la importancia biológica 

de los mismos. En este punto entonces se considera complementar la información de los 

contactos físicos con estudios evolutivos del patrón de sustitución.  

Mediante comparaciones de Maximum Likelihood (ML) (Figura 2.14) se estudió si el 

patrón de sustitución observado en el conjunto de proteínas homólogas a la proteína bajo 

estudio, era mejor explicado por un modelo evolutivo que utiliza la información estructural 

(SCPE) o por otros modelos que no tienen en cuenta esta información como (JTT, 

Dayhoff, WAG). Este análisis se realizó en forma sitio-específica y para todas las 

proteínas y confórmeros de los dos conjuntos de datos. Cuando se utiliza el criterio de 

ML, el árbol utilizado en la estimación del likelihood no afecta la selección de uno u otro 

modelo, en tanto la topología del árbol no esté definida al azar (Posada and Crandall, 

2001) y pueden compararse sobre el mismo MSA los valores de ML obtenidos para 

distintos modelos en este caso SCPE, JTT, Dayhoff y WAG. Aquellas posiciones que se 

encuentren sometidas a restricciones estructurales definidas, por ejemplo en caso de 

posiciones que son claves para la estructura proteica, es de esperar que el valor de 

maximum likelihood alcanzado con las matrices SCPE sea superior al obtenido con JTT, 
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Dayhoff o WAG. Estos sitios fueron como sitios restringidos SC (por la expresión en 

inglés, vinculada al modelo utilizado, Structurally Constrained para referir a 

estructuralmente restringidos). Más detalles sobre la manera en que estos sitios fueron 

definidos puede encontrarse en la sección de métodos de este capítulo.  

En una primera instancia, se calculó el porcentaje de sitios SC para confórmeros 

individuales, es decir sin acumular a lo largo del ensemble y se encontró que la 

proporción de sitios restringidos estructuralmente era de 32.1% para IDPs y 36.1% para 

proteínas ordenadas (Figura 2.7) mostrando un valor menor que el obtenido a partir de 

la información de los contactos terciarios (Figura 2.3). Esto podría evidenciar que la 

información proveniente únicamente de contactos físicos no es del todo sensible para 

evidenciar los condicionamientos estructurales a los que está sometida una proteína.  

Una vez definidos los sitios SC para cada confórmero de cada ensemble, se calculó el 

porcentaje de sitios restringidos evolutivamente a lo largo de todo el ensemble de manera 

análoga al cálculo de porcentaje de sitios de contacto (Figura 2.8). Si una posición en al 

menos un confórmero es catalogada como SC, entonces esa posición es registrada 

como SC en el ensemble.  
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Figura 2.7 Distribución de sitios estructuralmente restringidos (SC) por confórmero. 

Mediana de 32.1% de sitios para las proteínas desordenadas y un 36.1% para las proteínas 
globulares. 

 

 
Figura 2.8 Esquema de determinación de sitios estructuralmente restringidos (SC) 

evolutivamente a lo largo del ensemble. 

Para cada confórmero, una determinada posición es catalogada como SC (1) o no SC (0). Si 
para una determinada posición al menos un confórmero presenta restricciones evolutivas (SC) 
entonces esa posición es SC en todo el ensemble (ejemplo posición 3,5,10 del esquema). Si 
una posición es catalogada como SC en más de un confórmero, de todas manera se cataloga 

simplemente como SCa lo largo del ensemble (posiciones 4,6 y 8 del esquema). Si una 
posición no es catalogada como SC en ningún confórmero entonces ese sitio  es no SC para 

todo el ensemble (posiciones 1,2,7 y 9 del esquema) 
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Bajo esta nueva forma de determinar las restricciones estructurales, sorprendentemente 

se encontró que el porcentaje de sitios estructuralmente restringidos (SC) a lo largo de 

cada ensemble es casi el mismo en ambos tipos de proteínas. Las proteínas 

desordenadas presentan un promedio de 41.6 % de sitios SC y las ordenadas un 

promedio de 40.5% de sitios SC (Figura 2.9) y que este porcentaje es mucho menor que 

el calculado cuando se considera únicamente la cantidad acumulada de contactos entre 

residuos (Figura 2.6). 

 
Figura 2.9 Distribución del número de sitios restringidos estructuralmente (SC) acumulados a lo 

largo del ensemble. 

Las proteínas desordenadas presentan un 41.6% de SC sites, mientras que las proteínas 
globulares presentan un 40.5%. Las distribuciones son estadísticamente similares. La 

significancia estadística se calculó usando un test Kolmogorov-Smirnov que arrojó un p-valor = 
0.39 y  Mann-Whitney-Wilcoxon test con un p-valor = 0.45. 

 

A partir de estos resultados se puede concluir que, por un lado, los métodos evolutivos 

son más sensibles que los contactos a la hora de evidenciar los condicionamientos 
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estructurales. Por otro lado, se esperaría encontrar que los porcentajes de sitios SC en 

confórmeros individuales fuera mucho menor al porcentaje de sitios SC en el ensemble 

completo, por lo que resulta llamativo encontrar que en el porcentaje sitios SC para 

confórmeros individuales en IDPs (36.1%, Figura 2.7) no es un valor estadísticamente 

diferente del porcentaje de sitios SC en el ensemble entero (41.6%, Figura 2.9). Podría 

ser entonces un indicio de información estructural en el ensemble es redundante. Un 

desarrollo más profundo sobre esto último se puede encontrar en la sección 4.1.  

 

2.3.4 Sitios restringidos en proteínas desordenadas 

 

Como se mencionó anteriormente las IDPs, a pesar de ser mayormente desordenadas, 

pueden poseer regiones globulares ya sean transitorias o permanentes ( 

Figura 2.10), que al presentar mayor cantidad de contactos entre residuos podrían causar 

un incremento en las restricciones estructurales. Para poder ahondar sobre esta 

hipótesis, se investigó cómo era la distribución de sitios SC en proteínas desordenadas. 

Si se tiene en mente que los sitios SC son aquellos que modulan la divergencia de la 

secuencia en esa posición específica, es esperable que estos sitios estuvieran 

localizados en regiones ordenadas o globulares de IDPs debido a que en estas regiones 

es donde se encuentra la mayor restricción estructural debida al establecimiento de 

contactos y que no se encuentren en posiciones desordenadas.  Sin embargo, cuando 

se estiman los sitios SC únicamente en proteínas desordenadas, encontramos que estos 

sitios se encuentran en promedio en el 40% de las posiciones ordenadas y en promedio 

en el 27% de las posiciones desordenadas. Es decir que las restricciones estructurales 

encontradas en proteínas desordenadas no solo están impuestas sobre posiciones 

ordenadas, las posiciones desordenadas también se encuentran restringidas 

estructuralmente (Figura 2.11).  
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Figura 2.10 Representación del ensemble conformacional conformacional de IDP. 

Representación esquemática de la enzima conjugadora de ubiquitina de clase II, Ubc1 (código 
PDB: 1TTE_A). Se puede observar que esta proteína posee elementos de estructura 
secundaria mostrados en rojo y también regiones flexibles (mostradas en verde). Para 

simplificación en la interpretación de la imagen, se coloreó solo un confórmero mientras que el 
resto del ensemble se muestra en gris. 
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Figura 2.11 Distribución de sitios estructuralmente restringidos (SC) en IDPs 

Boxplots mostrando la sitios estructuralmente restringidos (SC) en IDPs que caen en 
posiciones desordenadas (media 27%) y en posiciones ordenadas (media 40%). 

 

En la Figura 2.12 se muestran en color rojo los sitios restringidos SC en color rojo y tal 

como se puede deducir las proteínas desordenadas pueden tener un alto grado de 

diversidad conformacional, sin embargo entre todas esas distintas conformaciones se 

puede observar que algunas de ellas adoptan una estructura más globular que otras, 

posiblemente incrementando de esta manera el número de contactos por sitio. 
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Figura 2.12 Se muestra la distribución de sitios estructuralmente restringidos (SC) en 

ensembles de IDPs. 

Los sitios SC se muestran en color rojo. A la izquierda de los tres paneles A (código PDB: 
2JRF_A), B (código PDB: 2ADZ_A) y C (código PDB: 5MRG_A) se muestra el ensemble 
completo de las citadas proteínas, mientras que en el centro y a la derecha se muestran 

confórmeros individuales de dichos ensembles. 
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En este trabajo también se estudió qué porcentaje de los sitios SC tenían contactos en 

el 100% de sus confórmeros. Como se puede apreciar en la Figura 2.13 el 51% de los 

sitios SC presentan contactos en la totalidad de los confórmeros que forman parte del 

ensemble. Sin embargo, tal como se puede ver en la Figura 2.13 existe una cola en la 

distribución hacia valores más bajos implicando que a lo mejor solamente algunas pocas 

conformaciones entre el conjunto total del ensemble pueden presentar contactos entre 

residuos que modulen el patrón de sustitución para esas posiciones determinadas. 

 

 
Figura 2.13 Porcentaje de conformaciones con contactos terciarios en sitios sitios 

estructuralmente restringidos (SC). 

Aproximadamente el 51% de los sitios SC tienen contactos en el 100% del ensemble. 
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2.4 Discusión 

 

En ambos tipos de proteínas, el número de posiciones que tienen contactos terciarios 

(determinados por los residuos de los aminoácidos y no por el esqueleto carbonado de 

la proteína (ver sección métodos de este capítulo)) entre residuos acumulado a lo largo 

de todas las conformaciones del ensemble, es alrededor del 100% (Figura 2.6) sin 

embargo, el porcentaje de sitios estructuralmente restringidos, determinados no solo 

desde el punto de vista estructural sino desde una aproximación evolutiva, es mucho 

menor (alrededor del 40% Figura 2.9). Esta reducción es esperable, si se tiene presente 

que no todos los contactos físicos establecidos entre residuos son igualmente relevantes 

para la estabilización de la estructura terciaria (Sathyapriya et al., 2009). También es 

posible que los modelos estructurales y los potenciales energéticos para su derivación 

sean inadecuados y la incertidumbre en las coordenadas atómicas impacten en la 

diferencia observada entre la cantidad de contactos físicos y la restricción estructural 

impuesta por la evolución (Garbuzynskiy et al., 2005),(Spronk et al., 2002), (Spronk et al., 

2003). 

 

Esta disminución entre el número de contactos físicos y los derivados del análisis 

evolutivo,  también puede ser atribuida a la falta de información estructural confórmero 

específica en los alineamientos múltiples (Spronk et al., 2003). Esta última razón podría 

tener efecto sobre las matrices de sustitución generadas por el SCPE, debido a que las 

mismas son sitio-específicas y plegamiento y/o confórmero específicas y fueron 

evaluadas utilizando alineamientos de secuencias de proteínas homólogas. Estos MSA 

contienen información evolutiva de distintos tipos como pueden ser divergencia 

estructural (Illergård et al., 2009) o adaptaciones en la dinámica molecular  (Monzon et 

al., 2017b; Zea et al., 2018) que podrían en cierta medida modificar el patrón de contactos 

en proteínas homólogas. Por todo lo anteriormente dicho, es esperable que ese 40% de 

sitios estructuralmente restringidos promediados a lo largo de todo el ensemble, en 

ambos tipos de proteínas, no capturen contactos o interacciones entre residuos que son 

sutiles y probablemente originados como consecuencia de adaptaciones funciones para 

confórmeros particulares. En concordancia con esta última observación, recientemente 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=2045684&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6285304&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6285296&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6285295&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6285295&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=6285295&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=702931&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4164053,5724774&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4164053,5724774&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0


http://sciwheel.com/work/citation?ids=5724774&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=1510869,1451100&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=711269&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=711269&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4162473&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=485365&pre=&suf=&sa=0
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de la variabilidad conformacional (Best et al., 2006). Para el conjunto de datos de 

proteínas ordenadas, sólo se tomaron los confórmeros que tuvieran el máximo RMSD 

entre todos los confórmeros del ensemble. Estas proteínas mostraban niveles 

insignificantes de desorden predicho con  ESpritz X-ray (Walsh et al., 2012)  

Para el caso de las proteínas desordenadas, se predijo y se estimó el desorden en todas 

los NMR disponibles en la PDB ( a mayo 2018), utilizando NMR-ESpritz y Mobi 2.0 

(Piovesan and Tosatto, 2018). Luego de un proceso de curado a mano, en donde se tuvo 

en cuenta la biología de la proteína y su longitud, el set de datos quedó finalmente 

conformado con 93 ensembles de NMR que tenían más del 40% de sus residuos 

predichos como desordenados Figura 2.2.  

 

2.5.2 Estimación de contactos terciarios 

 

Los contactos terciarios entre residuos fueron estimados como aquellos en donde los 

átomos pesados de dos residuos que no estuvieran posiciones contiguas y que tuvieran 

sus respectivas esferas de van der Waals a una distancia menor a 1.0 Å. Los residuos 

de largo alcance fueron determinados usando la misma definición que para los contactos 

terciarios, pero esta vez considerando dos posiciones que estuvieran al menos a 4 

residuos contiguos de distancia.  

 

2.5.3 Estimación de sitios estructuralmente restringidos SC 

 

Para las proteínas desordenadas se tuvieron en consideración todos los confórmeros 

presentes en el ensemble de NMR. En el caso de los ensembles de proteínas globulares 

solo se tuvieron en cuenta para el análisis, el par de confórmeros de máximo RMSD de 

acuerdo con la información provista en CoDNaS (Monzon et al., 2016).  

Para cada confórmero de cada ensemble de cada conjunto de datos se corrió el modelo 

SCPE (Parisi and Echave, 2001). El SCPE deriva matrices de sustitución sitio-

específicas, mediante simulaciones evolutivas bajo condiciones neutrales para la 

http://sciwheel.com/work/citation?ids=321495&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4692467&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=5806615&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=4162473&pre=&suf=&sa=0
http://sciwheel.com/work/citation?ids=483155&pre=&suf=&sa=0
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conservación de plegamiento (Fornasari et al., 2002; Parisi and Echave, 2005). Como 

fue explicado en capítulos anteriores, el SCPE utiliza cálculos energéticos para evaluar 

el grado de perturbación estructural como consecuencia de la introducción de una 

mutación no sinónima, durante el proceso de simulación. Utilizando estimaciones de 

Maximum Likelihood (ML) es posible comparar las matrices del SCPE con modelos que 

carecen de información estructural como JTT (D T Jones et al., 1992), Dayhoff (Dayhoff 

et al., 1978) and WAG (Whelan and Goldman, 2001).  En la Figura 2.14 se puede 

encontrar un esquema del flujo de trabajo utilizado para el cálculo de ML sitio-específica. 

 

 
Figura 2.14 Esquema de flujo de trabajo. 
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