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1 RESUMEN

P53 es una proteina supresora de tumores, que cumple un papel importante en la apoptosis
(muerte celular programada por el organismo) y el control del ciclo celular. Si p53 no
funciona de la forma correcta podria permitir que las células anormales proliferen, dando
como resultado cancer. El mal funcionamiento de p53 puede ser provocado por una mutacion

de él mismo.

Estudios basados en la proteina p53 demuestran que diferentes tipos de mutaciones
podrian estar ligados a especificos tipos de cancer. Estos estudios intentan analizar
especificamente el comportamiento de la secuencia aminoacidica de p53 con base a los
exones que pertenece cada codon, estableciendo asi las regiones que son consideradas
mutables o donde puede existir una mutacion y definiendo como afecta esta mutacion al

desarrollo de un tumor cancerigeno especifico.

El objetivo principal de esta investigacion es facilitar el estudio de la secuencia
aminoacidica de p53. De tal forma que se pueda realizar comparaciones entre la secuencia
de aminoécidos de p53 en su forma comudn con ejemplos de otras p53 que tendrian
mutaciones en su secuencia de aminoacidos, comparar los resultados obtenidos con otras
investigaciones que relacionan el tipo de mutacion con un tipo de hepatocarcinoma celular
(HCC) especifico y posteriormente graficar en un modelo 3D la estructura de la proteina

mutada.

Al finalizar esta investigacion se puede concluir que, con base a los estudios de p53 y
casos de HCC por parte de otros cientificos, se puede determinar uno o varios tipos de HCC
especifico cuando existe una mutacion en exén determinado de p53 y estudiar a nivel
molecular su estructura, y por ende, se considera que los resultados de la investigacion son
positivos y con posibilidad de mejora. Esto implica que se debe incentivar la investigacion
en este campo especifico de la bioinformatica para mejorar los resultados del analisis de p53
y su influencia en casos de HCC especificos.



2 ABSTRACT

P53 is a tumor suppressor protein, which plays an important role in apoptosis (cell death
programmed by the organism) and cell cycle control. If p53 does not work the right way it
could allow abnormal cells to proliferate, resulting in cancer. Malfunction of p53 can be

caused by a mutation of itself.

Studies based on the p53 protein show that different types of mutations may be linked to
specific types of cancer. These studies try to specifically analyze the behavior of the p53
amino acid sequence based on the exons belonging to each codon, thus establishing the
regions that are considered mutable or where a mutation may exist and defining how this
mutation affects the development of a specific cancerous tumor.

The principal objective of this research is to facilitate the study of the amino acid
sequence of p53. In such a way that comparisons can be made between the amino acid
sequence of p53 in its common form with cases of other p53 that would have mutations in
its amino acid sequence, compare the results obtained with other investigations that relate the
type of mutation to a type of Specific cellular hepatocarcinoma (HCC) and subsequently plot
the structure of the mutated protein in a 3D model.

At the end of this investigation it can be concluded that, based on p53 studies and cases
of HCC by other scientists, a type of specific HCC can be determined when there is a
mutation in exon determined of p53 and to study at molecular level its structure, And
therefore, it is considered that the results of the research are positive and with the possibility
of improvement. This implies that research in this specific area of bioinformatics should be

encouraged to improve the results of p53 analysis and its influence on specific HCC cases.



3 INTRODUCCION

Los laboratorios de genética y bioquimica requieren maquinarias e instrumentos muy
costosos que pocas industrias los fabrican, en especial en paises como Per y Colombia. La
elaboracion de software para el &mbito del &rea bioldgica y/o médica estd siendo muy
utilizada a nivel mundial como medio alternativo al uso de técnicas de alto costo, de tal forma
que permita simular un proceso quimico realizado por un espectrémetro de masas, por

ejemplo, desde un computador.

El enfoque de los ultimos afios en el campo de la genética y estudio de la tumorigénesis
se dirige al estudio de enfermedades que generan tumores cancerigenos y los posibles
marcadores que permiten identificarlos dentro del genoma humano, como es el caso de la
proteina p53 y la proteina p2l. La proteina p53 detalla precisamente el tipo de
Hepatocarcinoma Celular que puede presentar un paciente dependiendo de la mutacién que
esta haya tenido, dependiendo de atributos de la proteina (regién en que se encuentre y

cambio de la base nitrogenada del aminoacido mutado).

Estudiar la proteina p53 implica llevar a cabo los procedimientos de secuenciacion de la
proteina y de multiple alineamiento de las secuencias proteémicas, procedimientos quimicos
con pasos muy meticulosos los cuales deben ser realizados por expertos en el tema y con
maquinas e instrumentos necesarios en los laboratorios donde se lleve a cabo el estudio. En
el estado del arte se puede encontrar métodos quimicos utilizados por investigadores para
realizar estudio de las mutaciones en la proteina, explicando detalladamente el proceso y
evidenciando la necesidad que este proceso tiene de ser automatizado. Ademas se detalla en
el estado del arte los antecedentes de investigaciones con el mismo propdsito, especificando
los software que actualmente cumplen por separado los objetivos especificos de esta

investigacion.



Los co-investigadores Daniel Andrés Orozco Méndez! y Javier David Castillo Beltran?,
del grupo de investigacion GIMATICA, en conjunto de los investigadores Luis Carlos Tovar
Garrido? y Miguel Alcalde Alvites®, desarrollaron un software que permite analizar y
visualizar las distintas mutaciones puntuales de p53 en su estructura terciaria (modelo 3D) y
a lo largo de este documento se describira el proceso de desarrollo. De esta forma se espera
incentivar los estudios y procesos investigativos del Hepatocarcinoma Celular y los procesos
de alineamientos de secuencias proteémicas y acido nucleicas, e incluso investigaciones con
enfoques distintos como el disefio de farmacos en Colombia y Perl. Igualmente esta
investigacion es un gran aporte en los temas de investigacion relacionados con las técnicas
de inteligencia artificial aplicadas en bioinformética las cuales esta adscritas a la linea de

investigacion de inteligencia computacional suscrita al grupo de investigacion GIMATICA.

! Estudiante de Ingenieria de Sistemas de la Universidad de Cartagena.
2 Profesor de la Universidad de Cartagena. MsC en Ciencias Computacionales.
3 Estudiante de genética y bioinformatica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.



4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

4.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

El enfoque mundial acerca de buscar blancos* para enfrentar enfermedades que causan
tumores o actividades tumorigénicas ha ido variando con el tiempo convirtiéndose, al pasar
de los afios, en un tema de gran impacto a nivel investigativo en la comunidad biéloga y
médica. Actualmente, en Per( y Colombia, se buscan marcadores moleculares que estén
implicados en el proceso de tumorigénesis, es decir, el proceso en el cual las células normales
se transforman en células cancerigenas dando paso a los tumores relacionados con el cancer.

Uno de ellos es la proteina p53.

Esta proteina en su estado normal es un supresor de tumores, pero cuando adquiere
alguna mutacion puntual (cambia un solo nucleétido) o una acumulacion de ellas, pierde esta
funcién y ocurre la aparicion de tumores. Asi lo afirman Ledon & Bosques (2005)
“Normalmente la proteina p53 activada es requerida para detener el ciclo celular en la fase
G1 como resultado de la estimulacion directa a p21cip1®. Una ausencia o inhibicion de esta
propiedad conduce a inestabilidad genémica.12 Alternativamente, cuando los dafios en el
ADN son mas severos o cuando hay una gran replicacién viral, p53 puede activar la via

apoptotica”

Los estudios se enfocan en determinar las posiciones de las mutaciones que aparecen
en pacientes como los que presentan Hepatocarcinoma Celular (HCC), siendo este uno de los
principales enfoques de esta investigacion. Determinar la posicion mutada y a qué otra base
nitrogenada mutd la secuencia génica es de interés, como también lo es el analisis de las

proteinas. Esto quiere decir, enfocarnos también en la secuencia de aminoacidos que se

4 Un blanco en biologia se refiere a un gen que sirve como objeto de estudio por mostrar un patrén de
mutacion asociados a ciertas enfermedades.
> El gen p21 es el principal blanco transcripcional del gen de supresién tumoral p53



traduce y la estructura terciaria (aminoécido) que estd conforma, ya que es la estructura la

que determina la funcion correcta o incorrecta que tiene la proteina.

Hoy en dia estos estudios e investigaciones se estan haciendo de forma manual, el
proceso de identificacion de la mutacion y su cadena de aminoacidos esta retrasando la toma
de decisiones las cuales podria detectar y combatir algun tipo de tumor cancerigeno o
actividad tumorigénica. A nivel mundial existen alternativas a este tipo de problemas de
identificacion, en su mayoria existentes en papel, basados en estudios realizados previamente
en pacientes los cuales presentaron una anomalia comun en la proteina p53 y fueron

diagnosticados posteriormente con un tipo de cancer en especifico.

Para poder realizar estos estudios se necesita un espectrometro de masas que permite
realizar el proceso con mucha precision y certeza como dice Rosas, N. y Torres, E. (1999),
debido a que se especializa en el estudio de secuencias a nivel microscopico
independientemente del entorno en que se encuentre. El acceso a esta maquina es limitado,
puesto que sélo los mejores laboratorios de Perd y Colombia son quienes la poseen. Al
obtener la secuencia de aminoacidos es necesario realizar una serie de procesos quimicos en
laboratorios de genética y bioquimica para obtener la multiple alineacion de secuencias en la
que se establece la region en la que se presenta la mutacion (codon o exén) y el nucle6tido

gue cambio.

4.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Como se podria automatizar el multiple alineamiento de las secuencias de la proteina p53
y sus mutaciones a fin de detectar la presencia de Hepatocarcinoma Celular (HCC)

incluyendo un modelado 3D de la secuencia de esta proteina?



5 MARCO DE REFERENCIA

5.1 MARCO TEORICO

5.1.1 HEPATOCARCINOMA CELULAR

El Hepatocarcinoma Celular (HCC) es el tumor maligno primario mas conocido en el
higado. Relacionada con la cirrosis hepatica, virus de la hepatitis b y ¢ (VHC y VHB). Siendo
el més agresivo el VHC, comparandolo con el VHB. Ademés existe una diferencia de
incidencia geografica, con un mayor porcentaje de individuos afectados en Asia y Africa.
La sintomatologia caracteristica es sensibilidad o dolor abdominal, particularmente en el
cuadrante superior derecho, agrandamiento del abdomen (ascitis), tendencia al sangrado o a
la formacion de hematomas y la ictericia (coloracion amarillenta de la piel y los 0jos).

Plantea Soussi, T. (1994) que los estudios genéticos moleculares han revelado que las
alteraciones genéticas de los proto-oncogenes y genes supresores de tumores, por ejemplo
p53 entre estos ultimos, son de gran importancia en la carcinogénesis humana. De hecho,
mas de 20 genes implicados en al menos cuatro vias cancerigenos estan implicados en el
desarrollo de HCC.

La activacion de oncogenes de la familia ras y otros ha sido detectada durante HCC
inducida quimicamente en roedores, pero hay poca evidencia de tal activacién en tumores
humanaos; las alteraciones en oncogenes se han detectado en s6lo una pequefia proporcion de
casos de HCC. Por el contrario, existen pruebas de que los genes supresores de tumores tales
como los que codifican p53, la pRb y pl6INKa se alteran en diferentes etapas de
hepatocarcinogenesis y que podrian causar directa o indirectamente la inestabilidad
cromosOmica, y promover esta proliferacion celular y la neovascularizacion. Es asi que la

frecuente pérdida de un alelo del gen supresor de tumores p53, localizado en el cromosoma



17p13.1, y las mutaciones en el alelo restantes reportan que ocurre en diversos tipos de cancer
humano incluyendo HCC.

5.1.2 EL GENY LA PROTEINA P53

El gen p53 codifica una fosfoproteina nuclear de 393 aminoacidos que se une a
secuencias especificas de ADN en el genoma humano. La proteina p53 se ha demostrado que
funcionan como una proteina reguladora de la transcripcion. Activa la transcripcion de varios
genes con papeles en el control del ciclo celular, incluyendo GADDA45 y los que codifican
p21WAF1 / CIP1, MDM2 (un regulador negativo de p53) y 14-3-3c¢ (un regulador de la
progresion en G2-M). También activa diversos genes que probablemente funcionan en la
apoptosis, incluyendo el gen para Bax (un pro-apoptotico, proteina relacionada con Bcl-2) y
varios genes que codifican proteinas implicadas en la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS).

El gen p53 ha sido implicado en el control del ciclo celular (la detencion del ciclo en G1
y G2 para evaluar la integridad gendmica), la reparacion del ADN vy la sintesis, la
diferenciacion celular, la represion de la transcripcién, plasticidad genomica y la apoptosis.
Desemperia un papel clave en el reconocimiento y la respuesta al dafio del ADN. Cuando el
ADN esté dafiado, la célula expresa un mayor nivel de p53. Esta proteina entonces bloguea
la fase G1, lo que permite a la célula para activar los sistemas de reparacion del ADN. Cuando
el dafio es demasiado grande para ser reparado, la sobreexpresion de p53 se activa la

apoptosis, la destruccién de la célula.



5.1.3 P53 Y LOS TIPOS DE CANCER

La secuenciacion del gen p53 en los mamiferos, anfibios, aves y peces ha revelado cinco
dominios altamente conservados, cuatro de los cuales caen dentro de los exones 5 a 8: el
dominio Il (codones 117-142), el dominio Il (codones 171-181), dominio 1V (codones 234-
258), y el dominio V (codones 270-286).

Tal como dice Harris, C. C. (1991), el noventa y ocho por ciento de las 280 mutaciones
de sustitucion de base cae dentro de una region de 600 pares de base del producto del gen
p53, de los codones 110 al 307. Esta secuencia abarca los exones 5 a 8, donde la mayoria de

los aminoacidos conservados evolutivamente se concentran.

R273
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Mutaciones en p53

Figura 1. Porcentaje de mutaciones por codones agrupadas en tres grupos de exones.
(Castarios, E. 2015).

La transiciones G: C a A: T constituyen la mayoria de las mutaciones de tumores de colon
0), a mayoria de éstas ocurren en dinucleétidos . En los canceres de mama
79% | d t d le6tidos CpG. En | d

esporadicos, se encontraron sélo cuatro tumores con transiciones gen p53 en los sitios CpG



(13%). Mutaciones G:C a T:A son la sustitucion més frecuente en el cancer de pulmén de
células no pequefias (nonSCLC). Las transversiones son también excepcionalmente
frecuentes entre las mutaciones de p53 en tumores de es6fago en comparacion con patrones

de sustitucion de base de la mayoria de otros tipos de cancer.

5.1.4 ACCION MOLECULAR DE P53

La proteina p53 es capaz de formar tetrdmeros que permiten actuar como un dominante
negativo. Los alelos mutantes de p53 que producen heterodimeros con p53 wild type,
producen un cambio conformacional que impide la union a los elementos regulados por p53.
Por lo tanto, p53 del tipo mutante suprime la actividad de p53 wild type. Y de hecho, ciertos
mutantes de p53 missense (mutacion sin sentido) pueden obtener "actividad oncogénica".
Unos diez afios mas tarde, a principios de 1990, la proteina p53 fue reconocido como un gen
supresor de tumores y el gen mas frecuentemente mutado en el cancer humano con una tasa
de mutacion de méas del 50% en los casos de cancer humano. La funcién de p53 en la
tumorigénesis después se demostré que p53 también puede actuar como un factor de
transcripcion implicado en la regulacion del ciclo celular y la apoptosis. Esto fue seguido por
el descubrimiento de sus mdltiples funciones en el desarrollo, la diferenciacion, la
amplificacion de genes, recombinacion de ADN, la segregacion cromosomica, y la
senescencia celular. Una variedad de estudios en los Gltimos afios proporciond evidencia de
que el gen supresor de tumores p53 desempefia un papel importante en hepatocarcinogenesis
independientemente de la etiologia. Sin embargo, la frecuencia de mutaciones de p53 y su
espectro de mutacion con 75% mutaciones sin sentido son excepcionalmente diversas en su
posicion y la naturaleza, que afecta a mas de 200 codones dispersos principalmente a lo largo

de la porcion central del gen.



5.1.5 P53 FUNCION Y DISFUNCION

p53 contiene un dominio de cido cerca de su extremo N-terminal que es similar a los
observados previamente en factores de transcripcion bien caracterizados, cuando este
dominio de acido se fusiona a la region de unién a ADN de GALA4, la proteina quimérica
resultante podria activar la transcripcion de un operén GAL4. Aunque muchas proteinas
contienen tales regiones acidas, la fuerza de la activacion y la localizacion nuclear de p53
sugieren que p53 esta implicado en el control transcripcional, ya sea directamente o a traves

de un complejo con otras proteinas que se unen a genes especificos.

Si p53 se une especificamente al ADN y contiene un dominio acidico de activacion en su
extremo N-terminal, seria de esperar que p53 pudiera activar la expresion de genes

adyacentes a un sitio de union de p53.

P53 puede unirse formando unidades tetraméricas, por la simetria y las cuatro copias del
sitio central 5 de ATGPyPyPyB. Ademas p53 puede activar directamente la transcripcién de
sitios de union de p53. El nivel de activacion de la transcripcion se correlaciona con precision
con la fuerza de la union a sitios de unién a p53 in vitro. La transactivacion p53 sitio de union
mediada de genes informadores por p53 se puede observar en levaduras asi como en células
de mamifero. La activacion transcripcional a través de sitios de union a p53 es una

caracteristica importante y bioquimicamente evaluables de la proteina p53 normal.



LA PROTEINA p53
FORMA LINEAL
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Figura 2. Representacion grafica de la proteina p53 y sus partes. (Asturnatura, 2011).

Un gran nimero de mutantes de p53 humanos se han descrito, la mayoria se producen
como cambios de sentido erréneo en uno de los cuatro hotspots, entre los aminoacidos 129 a
146, 171 a 179, 234 a 260, 270 a 277. Todos los mutantes pierden la capacidad de unirse a
sitios de union de p53 y en consecuencia no pueden activar la expresién de genes adyacentes.
Ademas de perder de manera uniforme la capacidad de unirse a sitios de union para p53,
algunos mutantes parecen cambiar la conformacion global de la p53. Algunos mutantes de
p53 permiten la union a proteinas de choque térmico (HSPs), y otros alterar la activacion del
dominio acido de manera que no puede funcionar cuando se fusiona al dominio de unién al
ADN de GALA4.

Ademas de mutaciones intragénicas de p53, las alteraciones de otros genes aparentemente
pueden llevar a las mismas consecuencias fisioldgicas. Los primeros ejemplos de esto fueron
proporcionados por oncogenes virales tumorales de ADN, tales como el gen de SV40, el gen
EIB de adenovirus, y el gen E8 del virus del papiloma humano. Cada uno de estos genes
codifican proteinas que se unen a p53, y en el caso de E8, estos resultados producen una
degradacion de p53.



5.1.6 ALTERACIONES DE P53Y LA HEPATOCARCINOGENESIS.

Aproximadamente el 50% de todos los canceres implican un gen p53 defectuoso,
normalmente inactivado por una mutacién puntual o delecion del gen. Estas alteraciones se
cree que previene la oligomerizacion y formacion de los complejos tetraméricos de p53 que
se unen a secuencias especificas de ADN, alterando asi la funcion fisiologica de la proteina
de tipo salvaje. Las mutaciones genéticas de p53 y la integracion del ADN del virus de la
hepatitis B (HBV) en el genoma del huésped son los cambios genéticos méas frecuentes
conocidos en HCC humano. Las alteraciones del gen p53 estan presentes en 30-60% de los
pacientes con HCC, y un punto de acceso mutacion en p53 se ha descrito en pacientes con
HCC en éreas de alta exposicion a la aflatoxina. Los metabolitos de la aflatoxina Bl
promueven sitios purinicos y mutaciones de G a T en el ADN cromosémico, y en el 50% de
los pacientes con HCC de las areas de exposicion alta de aflatoxinas se encontraron una
transversion (en la tercera posicién) en el codén 249 de G a T en p53 (ex6n 7); por lo tanto,
la aflatoxina B1 que contamina los alimentos en las zonas endémicas tiene un papel claro en
hepatocarcinogenesis. El wild type P53 es polimorfico en el residuo 72, donde un cambio de
una sola base de causa una sustitucion de prolina (Pro) para la arginina (Arg) (CCC — CGC)
en el dominio de transactivacion. También hubo un caso de transversion de G a C en el codon
249,

5.1.7 P53 ESPECTRO DE MUTACIONES EN HCC

Se han observado para 169 muestras de tejido resecado principalmente de pacientes
japoneses utilizando andlisis del polimorfismo de conformacion de cadena sencilla y
secuenciacion directa. Cuarenta y nueve tumores (29%) mostraron una mutacion p53 (39
mutaciones puntuales y 10 frameshifts). Las mutaciones puntuales componen 18

transiciones, sélo 4 de los cuales ocurrieron en los sitios CpG, y 21 transversiones. Dos



dominios conservadas evolutivamente, IV y V, contenian 65% de todas las mutaciones y el
coddn 249 fue el sitio de la mutacion mas frecuente.

La pérdida alélica frecuentes sobre especificos brazos cromosoémicos (1, 4q, 5q, 13q, 16p,
169 y 17p) indica que la disfuncién de diversos genes supresores de tumores localizados en
estos brazos cromosdmicos esta involucrado en el desarrollo de HCC. Entre éstos, el gen p53,
localizado en el cromosoma 17p13, ha sido bien analizado y frecuente pérdida de un alelo y
las mutaciones en el otro alelo se han informado de que ocurra en diversos tipos de cancer

humano, incluyendo en el HCC.

En el carcinoma de colon y de tipo Burkitt linfoma maligno, 50-65% de las mutaciones
estan representados por las transiciones de C a T en los sitios CpG. Por otro lado, en el cancer
de pulmén de células no pequefas, el 57% de las mutaciones puntuales son G a T
transversiones, lo que sugiere una forma especifica de lesion directa del ADN debido a la
presencia de benzo (o)) pireno en el tabaco. Un tipo especifico de mutacion de p53 también
se ha demostrado en los HCC de sujetos expuestos a alimentos contaminados con aflatoxina
B1, en los que la mayoria de las mutaciones son G a T transversiones que ocurre en el codon
249.

Se ha informado de que la transversion G a T en la tercera base del codon 249 es una
caracteristica especifica de los HCC endémicas relacionados con aflatoxinas. Se ha
encontrado siete mutaciones en el coddn 249, en diferentes sitios (dos en la primera posicion,
tres en la segunda posicién y dos en la tercera posicion), de diferentes tipos (cincoGa Ty
dos de A aT), y en diferentes tipos de la infeccion por el virus de la hepatitis (tres del VHB,
tres del VHC, y el ultimo no clasificado).

La inactivacion de p53 requiere alteraciones de ambos alelos, lo que indica que un papel
recesivo es predominante en la progresion del Hepatocarcinoma Celular en lugar de un papel
dominante negativo. Es concebible que las mutaciones en ambos alelos pueden inactivar el
gen p53; sin embargo, nunca encontramos estos casos. El gen p53 parece ser inactivado en

su mayoria por una combinacion de pérdida de un alelo y la mutacion en el alelo restante.



5.1.8 SECUENCIACION DE P53

Existen muchos métodos de secuenciacion desde que se inicid con Sanger hasta las méas

actuales que son las tecnologias NGS (Next Generation Sequencing) o conocidas como las

de alto rendimiento. El concepto detras de esta tecnologia es que unos pequefios fragmentos

de ADN son secuencialmente identificados a partir de sus sefiales emitidas, ya que cada

fragmento se resintetiza a partir de una hebra molde de ADN; entonces las NGS extienden

este proceso a través de millones de reacciones de una manera masiva en paralelo, en lugar

de limitarse a una sola o unos pocos fragmentos de ADN. Este avance permite una rapida

secuencia de las grandes extensiones de pares de bases de ADN que abarcan todo el genoma,

con esto son capaces de secuenciar cientos de gigabases de datos en una sola corrida.

Entre los métodos de tecnologias NGS més conocidas estan:

La amplificacion clonal in vitro, basicamente su uso se debe a que los métodos de
deteccion molecular frecuentemente no son lo suficientemente sensibles para la
secuenciacion de una sola molécula, y este si obtiene muchas copias de cada molécula
individualmente. Uno de los métodos es la PCR de emulsion, en la que se aislan las
moléculas individuales de ADN junto con microesferas recubiertas con cebadores en
burbujas acuosas dentro de una fase oleosa. Posteriormente una PCR recubre cada
microesfera con copias clonales de la biblioteca de moléculas aisladas y

seguidamente se inmovilizan para ser mas tarde secuenciadas.

El método Illumina, para esta técnica hay que considerar que la muestra de ADN
genoémico (ADNQ) se fragmenta en una biblioteca de pequefios segmentos que deben
ser uniforme y preciso por secuenciacion de millones de reacciones paralelas. Las
bases nitrogenadas recién identificados, llamadas lecturas, son luego montadas
usando un genoma de referencia conocido como un scaffold (resecuenciacion), o en
ausencia de un genoma de referencia (secuenciacion de novo). El conjunto completo
de lecturas alineadas revela la secuencia completa de cada cromosoma en la muestra
gDNA.



» La secuenciacion por ligacién, es otro método enzimético de secuenciacion que
emplea una ADN ligasa en lugar de una polimerasa para identificar la secuencia
objetivo. Este tipo de secuenciacion utiliza un reservorio de todos los
oligonucleodtidos posibles de una longitud especifica, marcados de acuerdo con la
posicion en la que se secuencia. Los oligonucledtidos se hibridan y ligan; el
ligamiento preferente de las ADN ligasas por su secuencia especifica produce una

sefial correspondiente con la secuencia complementaria en esa posicion especifica.

» EI pirosecuenciamiento es un método de secuenciacion de ADN en tiempo real
basado en la liberacion de los pirofosfatos (PPi) que tiene lugar en la reaccion de
polimerizacion del ADN a partir de sus dNTPs. Frente a otras técnicas de
secuenciacion, esta variante no requiere correr en un gel los fragmentos de ADN
generados en la reaccion de polimerizacion, ni marcadores fluorescentes o ddNTPs
(dideoxinucledtidos). Este método requiere de la preparacion de una molécula
monocatenaria de ADN a la cual se hibrida un pequefio cebador. Igualmente, la
pirosecuenciacion requiere de los 4 dNTPs, la polimerasa de ADN, asi como tres
enzimas: sulfurilasa (y el sustrato adenosina 5'- fosfosulfato o APS), luciferasa (y el
sustrato luciferina) y una apirasa. A medida que la reaccion transcurra, se irad
sintetizando la cadena complementaria e iremos obteniendo una serie de picos de

sefial en el pirograma que nos permitiran determinar la secuencia.

Todos estos métodos son en equipos de alto costo como el 454 GS FLX+ (Roche), HiSeq
2000/2500 (Illumina), 5500x1 SOLID (Life Technologies), PacBio RS (Pacific Biosciences),
454 GS Junior (Roche), lon Personal Genome Machine (Life Technologies), lon Proton (Life

Technologies) y MiSeq (Illumina).

Para el proceso de secuenciamiento de p53 generalmente se realiza previamente una
reaccion de secuenciacion, como en casi todas los tipos de secuenciamiento, en este caso
puede ser realizado por un kit de secuenciamiento BigDye Terminator v1.1 Cycle (Applied

Biosystems) realizando un protocolo como el siguiente:



Mix

* 7 ul de producto de PCR purificado

1.25 ul de Buffer

* 0.5 ul de primers 10 uM

1.5 ul de Big Dye

Programacion durante 30 ciclos

96 °C 10 sec
50°C 5 sec
60 °C 4 min

Luego se realiza una purificacion de la reaccion de secuenciamiento antes del analisis,
para esto la se lleva a cabo por el servicio de secuenciacién con placas de filtracion
multiscreen de 96 pocillos. Finalmente los productos se analizaron mediante un secuenciador
automatico capilar (ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems), basado en

el método de Sanger.



5.1.9 ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS

Las proteinas presentan niveles de estructuracion, estos son 4:

5.1.9.1 ESTRUCTURA PRIMARIA

La estructura primaria de las proteinas se refiere a la secuencia de aminoacidos, es
decir, la combinacién lineal de los aminoacidos mediante un tipo de enlace covalente, el
enlace peptidico. Los aminoacidos estan unidos por enlaces peptidicos siendo una de sus

caracteristicas mas importantes la coplanaridad de los radicales constituyentes del enlace.

Figura 3. Estructura primaria de una proteina. Muestra la cadena de aminoacidos de manera
lineal. (Asturnatura, 2011).



La estructura lineal del péptido definira en gran medida las propiedades de niveles de
organizacion superiores de la proteina. Este orden es consecuencia de la informacién del
material genético: Cuando se produce la traduccion del RNA se obtiene el orden de
aminoacidos que van a dar lugar a la proteina. Se puede decir, por tanto, que la estructura
primaria de las proteinas no es més que el orden de aminoacidos que la conforman.Los
aminoacidos son 20: leucina, prolina, alanina(Ala), valina(Val), metionina(Met),
triptéfano(Trp), fenilalanina(Phe), isoleucina(lle), glicina(Gly), serina(Ser),
asparagina(Asn), glutamina(GlIn), treonina(Thr), tirosina(Try), cisteina(Cys), aspartato(Asp),
glutamato(Glu), histidina(His), lisina(Lys) y arginina(Arg).
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Figura 4. Estructura y composicion de los 20 Aminoacidos. (Colegio Glenn Doman, 2011).



5.1.9.2 ESTRUCTURA SECUNDARIA

La estructura secundaria de las proteinas es la disposicion espacial local del esqueleto
proteico, gracias a la formacion de puentes de hidrégeno entre los &tomos que forman el
enlace peptidico, es decir, un tipo de enlace no covalente, sin hacer referencia a la cadena
lateral. Existen diferentes tipos de estructura secundaria: la estructura secundaria ordenada
(de forma repetitiva donde se encuentran hélices alfa y cadenas beta, y no repetitivos donde
se encuentran los giros beta y comba beta), la estructura secundaria no ordenada y la
estructura secundaria desordenada. Los motivos mas comunes son la hélice alfa y la lamina

beta (Hoja plegada beta).

Figura 5. Estructura secundaria de una proteina. Se muestra la hélice a, hoja plegada p y una

proteina mostrando los dos tipos de estructura en su cadena. (Asturnatura, 2011).



5.1.9.2.1 HELICE ALFA

Los aminoacidos en una a-hélice estan dispuestos en una estructura helicoidal
dextrdgira, con unos 3.6 aminoacidos por vuelta. Cada aminoacido supone un giro de unos
100° en la hélice, y los carbonos a de dos aminoacidos contiguos estan separados por 1.5A
(Armstrongs). La hélice esté estrechamente empaquetada, de forma que no hay casi espacio
libre dentro de la hélice. Todas las cadenas laterales de los aminoéacidos estan dispuestas

hacia el exterior de la hélice.6

El grupo amino del aminoéacido (n) puede establecer un enlace de hidrégeno con el
grupo carbonilo del aminoéacido (n+4). De esta forma, cada aminoacido (n) de la hélice forma
dos puentes de hidrégeno con su enlace peptidico y el enlace peptidico del aminoécido en
(n+4) y en (n-4). En total son 7 enlaces de hidrogeno por vuelta. Esto estabiliza enormemente
la hélice como indican Sippl, M. J., & Melo, F. (2013).

5.1.9.22 LAMINA BETA

La lamina- se forma por el posicionamiento paralelo de dos cadenas de aminoacidos
dentro de la misma proteina, en el que los grupos amino de una de las cadenas forman enlaces
de hidrogeno con los grupos carboxilo de la opuesta. Es una estructura muy estable que puede
Ilegar a resultar de una ruptura de los enlaces de hidrégeno durante la formacion de la hélice
alfa. Las cadenas laterales de esta estructura estan posicionadas sobre y bajo el plano de las
laminas. Dichos sustituyentes no deben ser muy grandes, ni crear un impedimento estérico,

ya que se veria afectada la estructura de la lamina.



5.1.9.3 ESTRUCTURA TERCIARIA

Es el modo en que la cadena polipeptidica se pliega en el espacio, es decir, como se enrolla
una determinada proteina, ya sea globular o fibrosa. Es la disposicion de los dominios en el

espacio.

La estructura terciaria se realiza de manera que los aminoécidos apolares se sitian hacia
el interior y los polares hacia el exterior en medios acuosos. Esto provoca una estabilizacion
por interacciones hidrofobicas, de fuerzas de van der Waals y de puentes disulfuro
(covalentes, entre aminoacidos de cisteina convenientemente orientados) y mediante enlaces

ionicos.
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Figura 6. Estructura terciaria de una proteina. Se muestra la cadena polipeptidica, sus
interacciones hidrofébicas y de van der Walls, interaccion iénica y sus puentes de hidrégeno y
disulfuro. (Asturnatura, 2011).



5.1.9.4 ESTRUCTURA CUATERNARIA

La estructura cuaternaria deriva de la union de varias cadenas peptidicas que, asociadas,
conforman un ente, un multimetro, que posee propiedades distintas a la de sus mondémeros
componentes. Dichas subunidades se asocian entre si mediante interacciones no covalentes,
como pueden ser puentes de hidrdgeno, interacciones hidrofobicas o puentes salinos. Para el
caso de una proteina constituida por dos mondémeros, un dimero, éste puede ser un

homodimero, si los mondémeros constituyentes son iguales, o un heterodimero, si no lo son.

Figura 7. Estructura cuaternaria de una proteina. Esta proteina consta de dos cadenas

polipeptidicas o y dos cadenas polipeptidicas B. (An6nimo, 2015).
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Figura 8. Resumen de estructura de una proteina. (Castafios, E. 2015)

5.1.10 SECUENCIACION DE AMINOACIDOS

Uno de los métodos es la degradacion de Edman, desarrollada por Pehr Edman, es un
método de secuenciacién de aminoacidos en un péptido. En este método, el residuo amino
terminal se etiqueta y se separa del péptido sin afectar a los enlaces peptidicos entre los otros

residuos.

El procedimiento es el siguiente:  Marcaje del aminodcido N-terminal con
Fenilisotiocianato (PITC) en medio alcalino, posteriormente ocurre una hidrélisis entre los
aminoacidos 1 y 2 en medio acido, el resto péptido se encontrara intacto, para luego
identificar del aminoacido N-terminal por HPLC, y finalmente repeticion de este proceso

hasta culminar con toda la secuencia peptidica.



5.1.11 DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA PROTEICA

Existen ciertos metodos para determinar la estructura terciaria de las proteinas:

5.1.11.1 CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X

La cristalografia de rayos X es una técnica experimental para el estudio y analisis de
materiales, basada en el fendmeno de difraccion de los rayos X por sélidos en estado

cristalino.

Los rayos X son difractados por los electrones que rodean los &tomos por ser su longitud
de onda del mismo orden de magnitud que el radio atomico. El haz de rayos X emergente
tras esta interaccidn contiene informacion sobre la posicion y tipo de &tomos encontrados en
su camino. Los cristales, gracias a su estructura periddica, dispersan elasticamente los haces
de rayos X en ciertas direcciones y los amplifican por interferencia constructiva, originando
un patron de difraccion. Existen varios tipos de detectores especiales para observar y medir
la intensidad y posicion de los rayos X difractados, y su andlisis posterior por medios
matematicos permite obtener una representacion a escala atdbmica de los &tomos y moléculas

del material estudiado

5.1.11.2 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La resonancia magnética nuclear (RMN) es un fenémeno fisico basado en las propiedades
mecanico-cuanticas de los nucleos atdbmicos. RMN también se refiere a la familia de métodos
cientificos que explotan este fendmeno para estudiar moléculas (espectroscopia de RMN),
macromoléculas (RMN biomolecular), asi como tejidos y organismos completos, mostrando

imagen por resonancia magnética.



La espectroscopia de RMN es una de las principales técnicas empleadas para obtener
informacion fisica, quimica, electronica y estructural sobre moléculas. Es una poderosa serie
de metodologias que proveen informacion sobre la topologia, dindmica y estructura

tridimensional de moléculas en solucion y en estado sélido.

5.1.11.3 ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas (ES) es una técnica de andlisis que permite determinar la
distribucion de las moléculas de una sustancia en funcion de su masa. El espectrometro de
masas es un dispositivo que permite analizar con gran precision la composicion de diferentes
elementos quimicos e isétopos atomicos, separando los nicleos atémicos en funcion de su
relacion carga-masa (z/m). Puede utilizarse para identificar los diferentes elementos
quimicos que forman un compuesto, o para determinar el contenido isotdpico de diferentes
elementos en un mismo compuesto. Con frecuencia se encuentra como detector de un

cromatdgrafo de gases, en una técnica hibrida conocida por sus iniciales en inglés, GC-MS.

El espectrdmetro de masas mide razones carga/masa de iones, calentando un haz de
material del compuesto a analizar hasta vaporizar e ionizar los diferentes atomos. El haz de

iones produce un patrén especifico en el detector, que permite analizar el compuesto.



5.1.12 ALGORITMO DE ALINEAMIENTO UNION DE VECINOS (NEIGHBOR-
JOINING)

Naruya, S. y Masatoshi, N (1987) fueron los creadores del algoritmo de union de vecinos
(Neighbor-joining) el cual estd enfocado en la reconstruccion de arboles filogenéticos desde
datos evolucionarios. El principio de este método es encontrar pares unidades
taxondmicamente operacionales (vecinos) que minimicen el nimero total de ramas de cada
area de alineamiento. El tamafio de la rama, al igual que la topologia de un éarbol
parsimonioso, pueden ser obtenidos rapidamente a través de este algoritmo. Naruya y
Masatoshi usaron una simulacion de computador para estudiar la eficiencia de este método
en la obtencion del correcto arbol sin raiz en comparacion con otros cinco métodos de
construccion de arboles: the unweighted pair group method of analysis, Farris’s method,
Sattath and Tversky’s method, Li’s method, y Tateno etal’s modified Farris method. El
algoritmo de Neighbor-joining al igual que el algoritmo de Sattath and Tversky’s fueron

generalmente mejores que los otros algoritmos.

5.1.13 HERRAMIENTAS PARA EL MODELADO 3D

El modelado 3D es la representacion esquematica de un mundo conceptual de tres
dimensiones, visible a través de un conjunto de objetos, elementos y propiedades que, una
vez procesados, se convertiran en una imagen y animacion en 3D. Este conjunto de
caracteristicas suele estar formado por objetos poligonales, tonalidades, texturas, sombras,
reflejos, transparencias, translucidez, refacciones, iluminacion (directa, indirecta y global),

etc. Algunas de las herramientas de modelado disponibles son:

Anim8or: Es un programa de modelado en 3D gratuito desarrollado por R. Steven
Glanville, donde se puede crear y editar objetos, figuras y escenas tridimensionales, partiendo
de las formas maés basicas. El programa tiene ademas soporte para fuentes TrueType, realiza

operaciones en tiempo real basadas en OpenGL y es capaz de importar ficheros 3DS (3D



Studio), LWO (Lightwave) y OBJ(Wavefront), crear animaciones y escenas 3D exportando
avideo AVI e imagen JPG o BMP, trabajar con texturas, sombras, focos de luz y mucho mas
(Glanville, 2011).

3ds Max: Software de modelado que proporciona una solucion completa de modelado,
animacion, simulacion y renderizacion a los creadores de juegos, cine y graficos de

movimiento.

Blender: Es un programa informéatico multiplataforma, dedicado especialmente al
modelado, animacion y creacién de gréaficos tridimensionales (Foundation, 2013). Blender
es una herramienta que realiza los procesos de modelado 3D, texturizado, animaciones y
render de una manera Optima. Ademas, Blender es un software libre, por tanto es gratis y
permite una facilidad de soporte y comunidad de desarrolladores.

Unity: Es un motor de videojuegos que permite crear entornos interactivos, ya sean
videojuegos o aplicaciones con diferentes fines (Unity Technologies, 2016). Unity permite
agregar funcionalidad por medio del lenguaje de programacion C, C++ o C# a modelos 3D

creados anteriormente.

Jmol: Visor de Java codigo abierto para estructuras quimicas en tres dimensiones. Jmol
es una herramienta muy util para el modelado de secuencias y contiene complementos muy

importantes para la estructura de una proteina.

Biojava: Es un proyecto de cédigo abierto dedicado a proveer un framework Java para el
proceso de informacion biol6gica. Biojava contiene mddulos para la instalacion de modelos
de proteina, permite cargar estructuras y modificarlas, permite hacer alineamiento de

estructuras y secuencias y visualiza las estructuras en un entorno 3D.



5.1.14 ENTORNO INTEGRADO DE DESARROLLO (IDE, INTEGRATED
DEVELOPMENT ENVIRONMENT)

Es un entorno de programacion que integra un conjunto de herramientas que facilita el
trabajo del desarrollador de software, incorporando solidamente la edicion orientada al
lenguaje, la compilacion o interpretacion, la depuracion, las medidas de rendimiento, la
incorporacion de los fuentes a un sistema de control de fuentes, etc., normalmente de forma

modular.

Eclipse (Murphy, Kersten, & Findlater, 2006): Entorno de desarrollo integrado de cddigo
abierto multiplataforma para desarrollar lo que el proyecto llama "Aplicaciones de Cliente

Enriquecido” y se integra facilmente con los SDK de AR a utilizar.

NetBeans: es un entorno de desarrollo integrado libre, hecho principalmente para el
lenguaje de programacion Java. Existe ademas un ndmero importante de modulos para

extenderlo. NetBeans IDEL es un producto libre y gratuito sin restricciones de uso.

Se us6 NetBeans debido a su versatilidad en el desarrollo de aplicaciones de escritorio,
facilidad de soporte, comunidad de desarrolladores para ayudas técnicas y por su condicion

de software libre.


http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3digo_abierto
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3digo_abierto
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%B3digo_abierto

5.2 ESTADO DEL ARTE

52.1 RELACION ENTRE LA PROTEINA P53 Y CASOS DE
HEPATOCARCINOMA CELULAR

Torres E y Rosas N (1999c) realizaron un estudio en Lima-Per( llamado: Asociacion
entre la proteina p53 mutada, grado de infiltracion y tamafio del tumor en cancer colorrectal;
se pretendia determinar una mutacion en la proteina p53 de pacientes con cancer colorrectal
y relacionarla con el tamafio del tumor y su grado de infiltracion. Este estudio fue realizado
con 40 casos diagnosticados como carcinoma colorrectal de los registros del Hospital Central
FAP en los afios 1987 — 1996. Se emple6 el método inmunohistoquimico estreptavidina-
biotina-peroxidasa con el anticuerpo do-7 y con pretratamiento con microondas para

determinar la mutacion de la proteina p53.

La maxima incidencia del carcinoma colorrectal se produce entre los 60 y 70 afios, y
menos del 20% de los casos se presentan en personas menores de 50 afios de edad. En los
tumores rectales, la proporcion varén/mujer es de 2:1. En tumores méas proximales no existen
diferencia entre sexo. Los paises con mayor incidencia de este caso de carcinoma son
EE.UU., Canada, Australia, Suecia y otros paises desarrollados. Su frecuencia es

significativamente inferior en Japon, América del sur y Africa.

En el 70-80% de los carcinomas de colon se han encontrado deleciones en la region
que contiene el gen supresor p53, el cual esta localizado en 17p 13.1. El gen p53 es el objetivo
mas frecuente de las alteraciones genéticas en el cancer humano segun Chang (1993) citado
por Torres (1999a). La proteina p53 tiene el papel de suprimir el crecimiento de tumores,
evitando la propagacion de células con dafios genéticos, convirtiéndola en un blanco facil

para los carcindgenos durante la transformacién neoplasica.

En los 40 casos seleccionados se hizo una evaluacion de la expresion de la proteina

p53 mutada, se hizo un corte histologico de 4um y se recogio en una lAmina portaobjetos con



adherente (poli-1lisina) para evitar el desprendimiento del tejido en el proceso de
inmunotincion. Luego de desparafinar e hidratar el corte histolégico, se procedio a la
recuperacion antigénica en un horno microondas por 10 minutos a una temperatura
estandarizada para la visualizacion final de la inmunotincion. Luego se lleva a cabo el
proceso de inmunotincién agregando al corte histoldgico un anticuerpo primario comercial,
un segundo anticuerpo marcado con moléculas de biotina para reconocer el primer anticuerpo
como antigeno, y moléculas de Streptavidin marcadas con enzima peroxidasa quienes
reconocen a las moléculas de biotina como moléculas afines. Por Ultimo se agrega un sustrato
cromdgeno para obtener una visualizacion de color marrén dorado en la mutacion de la

proteina.

Los resultados de esta investigacion indican que el tamafio del tumor en los casos de
cancer de colon en la poblacion estudiada se relaciona directamente con la proteina p53,
luego de comparar los grados de color del corte histologico con el tamafio del tumor y el
porcentaje de mutacion de la proteina. Ademas los resultados indican un bajo grado de
diferenciacion en la proteina p53 mutada, de tal manera que no se presento relacion entre

estas, lo cual es similar al trabajo realizado por Poller (1999b).

52.2 MULTIPLE ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE AMINOACIDOS
USANDO CLUSTAL

Chenna R, Sugawaral H, Koikel T, Lopez R, Gibson T, Higgins D y. Thompson J
(2003) exponen el uso de series de programas Clustal para el alineamiento de aminoacidos
entre secuencias acidos nucleicas y proteinas. EI enfoque de esta investigacion es exponer la
importancia del método Clustal y su popularidad en la practica de estudios bioquimicos
relacionados con secuencias de aminoacidos, al igual que describir el funcionamiento de este

método.

Uno de los pilares de la informéatica moderna es el alineamiento de secuencias de

proteinas, el cual habilita a bidlogos a estudiar el alineamiento de secuencias conservadas a



través de la evolucion y la relacion ancestral entre diferentes organismos. ElI maltiple
alineamiento se construye progresivamente por una serie de parejas alineadas, siguiendo el
orden en su arbol de guia donde la comparacién inicial usa un rapido algoritmo de

alineamiento basado en palabras y a partir de este se construye un arbol guia.

Los programas mas usados a nivel mundial para el multiple alineamiento de
secuencias provienen de series de programas Clustal, donde Des Higgins (1988) escribio y
disefio el primer programa Clustal el cual contiene un algoritmo de programacién dinamico-
eficiente y usa estrategias de alineamiento progresivo desarrollado por Feng y Doolittle
(1987). ClustalV, segunda generacion de Clustal, nace en 1992 cuando se incorpora perfiles
de alineamiento (alineamientos de los alineamientos existentes) y la facilidad para generar
arboles de maultiples alineamientos usando el algoritmo llamado neighbor joining. Dos afios
después nace la tercera generacion de Clustal, Llamada ClustalW, quien implement6 una
serie de mejoras al algoritmo, como lo es el tamafio de las secuencias y la posicion especifica
de las mutaciones. Y la Gltima generacidn es ClustalX quien mejord la experiencia del usuario
al usar el programa, agregando ventanas con scrollbars y todos los parametros son visibles a

través del mend.

1fdr/100-247
indh/129-270
1fnc/132-287
2pia/106-223

1fdr/100-247 LSYLPLNQELEKRYEGKLRIQTVVSRETAAGSLTGRIPALIESG
indh/129-270 ILLRPELEELR} FELWYTVDR 5=---QGF¥ JHLPI
1fnc/132-287 LLYKEEFEKMKE! [ JEXGE---KNYIQTRMAQYAVELVEN

2pia/106-223 TAFFDELTS--DEVRSDVEIHHDHGDPTEAFDFU---SVFEKS

1fdr/100-247 SHVMLCGNPC
indh/129-270 PLVLNCGPPPHIQ
1fnc/132-287 TYVYNCGL
2pia/106-223 QHVYCCGPQALN

Figura 9. Mdltiple alineamiento de cuatro oxidorreductasas unido a una secuencia proteinica
dominante en ClustalW. Los cambios de colores representan el rango de residuo. Colegio Glenn
Doman (2011).



Las series de Clustal fueron desarrolladas para ofrecer robustez y portabilidad de
programas que bioldgicamente precisen alineamientos dentro de un razonable limite de
tiempo. ClustalW y ClustalX son actualizados periddicamente para permanecer con las
caracteristicas principales por el cual fueron desarrollados. La razon de su portabilidad es
atribuida a la facilidad de guardar el resultado de mdltiples alineamientos en formato FASTA,
el cual es un formato universal de secuencias de amino&cidos representados por una cadena

lineal de caracteres.

Se puede concluir de esta investigacion que la serie de programas Clustal posee
algoritmos de alineamientos muy éptimos para los trabajos realizados por bi6logos, sin
embargo permanece en constante mejora, lo cual nos dice que es posible mejorar la
experiencia visual de los resultados obtenidos en los formatos FASTA llevandolo a un
modelo 3D.

Es necesario resaltar que no se han encontrado en Colombia, evidencias de estudios
realizados para la automatizacion de secuencias de aminoécidos ni existe registro de un

software desarrollado que permita realizar este proceso.



6 JUSTIFICACION

La deteccion de Hepatocarcinoma Celular (HCC) implica una mutacion de la
secuencia de la proteina p53, siendo esta un indicio de presencia tumorigénica en el cuerpo
de quien se realiza el andlisis de la proteina. Es de interés saber queé tipo de mutacion presenta
una persona, para asi hallar un patron y prevenir posibles futuros casos de tumores
cancerigenos. Un estudio de la proteina p53 que permita encontrar los diferentes cambios
que se presentan en esta misma, es de utilidad para diagnosticar diferentes tipos de cancer.
Evaluar casos que presenten similitudes tanto en mutaciones como en diagndsticos hace
pensar que existe un patron identificable para las personas que son propensas a padecer un
caso especifico de cancer, y lo hay. Pero para llegar a estas conclusiones se necesita evaluar
los distintos casos presentados anteriormente lo cual conlleva un extenso y cuidadoso anélisis

investigativo.

El analisis investigativo hablado anteriormente se realiza por medio de una serie de
procesos quimicos en laboratorios de genética y bioquimica. Esto implica analizar la proteina
con un espectrometro de masas para hallar la secuencia proteémica y luego se procede a
identificar las mutaciones de cada aminoacido por medio de alineamiento de secuencias. Este
procedimiento requiere laboratorios con instrumentos muy costosos — el costo de un
espectrometro de masas puede llegar hasta unos $250.000 USD MedWOW (2014) - y no
muy comunes en paises como Colombia o Peru, dificultando asi el estudio de este tipo de

investigaciones en los paises mencionados.

Estudios realizados anteriormente, como indica Naruya, S. y Masatoshi, N (1987),
hablan de la posibilidad de software que permiten realizar el proceso de mudltiple
alineamiento de secuencias entre proteinas. Asi como explica Waterhouse, A.M. (2009) este
método implementa la automatizacion del proceso de alineamiento, de tal forma que se
disminuyen los costos de las investigaciones de manera significativa (debido a la definicion
de software libre con fines investigativos) y es viable econdmicamente porque se desarrollo

el software a partir de los conocimientos de los coinvestigadores y librerias con



licenciamiento libre, no hubieron costos adicionales durante la investigacion y el desarrollo
del software. Ademas, esta investigacion incentivo el estudio de identificacion de casos de
Hepatocarcinoma Celular tanto para bidlogos como para las ciencias de la computacion en

paises como Colombia y Peru.

El modelado 3D de la proteina p53 es de gran ayuda para la toma de decisiones en el
diagnostico de casos de Hepatocarcinoma Celular, debido a que permite observar
graficamente el estado en que se encuentra cada aminodcido de la proteina y muestra de

manera rapida y facil como se veria una mutacion en la proteina.

Se desarroll6 un software que puede realizar un alineamiento de secuencias de la
proteina p53 y su mutacion, que ademas sefiala los puntos importantes de la mutacion vy el
comportamiento de los aminoacidos que componen la proteina en un modelo 3D. De esta
manera se espera facilitar futuros estudios del Hepatocarcinoma Celular desde el ambito
investigativo hasta la parte econémica, teniendo en cuenta que también nos permite ahorrar
un recurso tan importante como lo es el tiempo, ya que un sistema que integre alineamiento
de secuencias y modelado 3D ahorraria el tiempo invertido en ambas fases, agilizando la

investigacion y los diagnosticos encontrados.

Se espera que al haber elaborado este software haya un aumento del estudio en areas
como la farmacogendmica y proteémica, poniéndole interés a la automatizacion de procesos

de analisis por medio de software.



7 OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un software que permita analizar mutaciones de la proteina p53 e identifique
casos de Hepatocarcinoma Celular (HCC), mediante comparaciones entre la secuencia de la
proteina p53 y casos evidenciados de Hepatocarcinoma, a fin de automatizar el proceso en el

estudio de tumorigénesis.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desarrollar un software que identifique las mutaciones a partir de la informacion

obtenida en el analisis de la secuencia de la proteina p53.

» Clasificar la mutacién hallada con respecto a la region a la cual pertenece y a la

secuencia de bases nitrogenadas que la compongan.
» Predecir la estructura 3D de la proteina p53 mutada.

« Reconocer el posible tipo de Hepatocarcinoma Celular que puede estar relacionado

con la mutacidn hallada en la proteina p53.



8 ALCANCE

El alcance de este proyecto se delimitd por los siguientes aspectos:

El horizonte temporal marcado por el estudio y la investigacion corresponde a lo
establecido en el diagrama de actividades extendiéndose aproximadamente seis
(6) meses.

El alcance espacial del estudio se limita a investigaciones realizadas en los paises
de Per( y Colombia. En Peru, especificamente a la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, en su facultad de ciencias y biologia. En lo que a Colombia
respecta, especificamente a la Universidad de Cartagena.

Por tratarse de una investigacion de tipo bibliogréfica, aplicada y experimental.
Basada en investigaciones previas y con informacién solida y eficaz, se espera
obtener resultados que contribuyan a la comunidad cientifica a seguir
descubriendo nuevas formas experimentales de continuar con este proyecto.

El objetivo principal del proyecto es desarrollar un software que identifique tipos
de hepatocarcinoma celular (HCC) ya identificados a fin de automatizar el
proceso en el estudio de tumorigenesis. El software hard modelado 3D de la
proteina estudiada. El proyecto no identificara nuevos hepatocarcinomas
celulares, solo reporta los casos detectados de HCC, sin embargo también reporta
los casos como ‘“caso desconocido” cuando la mutacion presentada no tiene
coincidencia en los registros de la base de datos. El proyecto no diagnosticara a
personas de enfermedades diferentes al hepatocarcinoma celular. el software no
editard modelos 3D después de creados, solo creara modelos 3D a partir de una
secuencia dada.

el codigo fuente del software a entregar se hara de codigo abierto para ayudar a la

comunidad cientifica en futuras investigaciones referentes al tema.



9 METODOLOGIA

9.1 TIPO DE INVESTIGACION

Con el fin de alcanzar el completo desarrollo de los objetivos planteados en este proyecto,
el proyecto se dividio en distintas clasificaciones para entender el tipo de naturaleza de su
investigacion y definir la metodologia que permitié alcanzar dicho propdsito, el proyecto se

enmarca en las siguientes clasificaciones:

e Investigacion bibliogréfica: Debido a la importancia de otras investigaciones
relacionadas con el estudio de la proteina p53 en la identificacion de
Hepatocarcinoma Celular.

e Investigacion aplicada: Debido al perfil indagatorio que lleva a este proyecto a la
estructuracion de una herramienta para la deteccion de Hepatocarcinoma Celular con
base a la proteina p53.

e Investigacion experimental: A razén de que es necesario investigar la estructura

grafica de cada base nitrogenada que conforma la proteina para su modelado 3D.

Para obtener la informacion necesaria del estudio de la proteina p53 y el proceso de
alineamiento de las mutaciones se realizaron veinte (20) reuniones con profesores e
investigadores biotecnoldgicos que se encuentran vinculados a la Universidad de Cartagena
y a la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Cinco (5) reuniones presenciales y cuatro
(4) reuniones virtuales a través de la herramienta Skype con el investigador Miguel Alcalde
Alvites estudiante de genética y biotecnologia de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos y once (11) reuniones presenciales con el ingeniero de sistemas Luis Carlos Tovar
Garrido profesor de la Universidad de Cartagena, ademas de dar un respaldo y un aval del

proceso investigativo proteinico, genético y bioquimico.



Para alcanzar los objetivos planteados se determind utilizar la metodologia de desarrollo
RUP (Rational Unified Process) cumpliendo con las fases de dicha metodologia y haciendo
el uso de UML (Lenguaje Unificado de Modelado)

9.2 FASES DEL DISENO Y DESARROLLO

Se utiliz6 RUP como metodologia de desarrollo. Su avance tuvo un proceso iterativo por
fases e internamente por objetivos, de tal manera que pudimos controlar a nivel general y

especificamente toda la evolucion del software y la investigacion.

9.2.1 FASE INICIAL

El objetivo principal de esta fase fue establecer los limites del sistema de analisis y
modelado 3D de la proteina p53. Inicialmente se realizaron reuniones para establecer el flujo
y comportamiento del sistema, donde se planted la estructura de los archivos FASTA que se
ingresan al programa, cdmo esta secuencia iba a ser mostrada al usuario final y como deberia
ser visualizado el modelo 3D para optimizar la experiencia del usuario con el sistema.
También se definié un modelo de como se veria la interfaz de usuario y sus interacciones con
el sistema. Por altimo se concret6 la estructura del modelo 3D general y como se resaltaria
la presencia de una mutacion especifica en p53. Con la informacion recogida en dichas
reuniones se disefio los artefactos tales como: modelo de requisitos, modelo de dominio,
diagrama de casos de uso, descripcion de los casos de uso y diagrama de actividades que se
encuentran mas adelante en los resultados de esta investigacion. En segunda instancia, en la
fase de prueba, se disefiaran simples pruebas técnicas que podran ser realizadas por uno de

nuestros usuarios finales para conocer su grado de satisfaccion al usar el sistema.



9.2.2 FASE DE ELABORACION

Desde este punto el enfoque se rige a través del desarrollo de la arquitectura del sistema
basada en la obtencion y gestion de los requerimientos, tanto funcionales como no
funcionales. A través de la gestion de los requerimientos se hizo la recolecciéon de
informacion, deteccion de inconsistencias, validacion, los cambios y vinculacién de estos
dentro del sistema de informacion (GUILLERM, DEMMOU, & SADQOU, 2008).

Desde esta fase y hasta la fase de construccion se constroyeron los artefactos tales como
diagrama de casos de uso, diagramas de actividades y diagrama de clases que se encuentran
mas adelante en los resultados de esta investigacion. Para la descripcion de tal arquitectura
se tuvo en cuenta los diferentes modelos o vistas (estatica, dindmica, funcional) en las cuales

de incluyeron los diferentes artefactos de la Ingenieria de Software.

9.2.3 FASE DE CONSTRUCCION

En esta fase se comenzd a desarrollar el sistema para el analisis y modelado 3D de la
proteina p53. El proceso de desarrollo estuvo ligado a los objetivos especificos de esta
investigacién, considerando cada objetivo como una etapa clave durante el proceso y
evaluando y desarrollando cada objetivo en tiempos diferentes. EI proceso de desarrollo de

cada objetivo fue asi:

Desarrollar un software que identifique las mutaciones a partir de la informacion
obtenida en el analisis de la secuencia de la proteina p53.

Se desarroll6 un software en lenguaje Java con codigo abierto (para futuras
investigaciones relacionadas) donde el usuario puede primeramente ver la secuencia de bases
nitrogenadas de p53 y luego ingresar al software un archivo de texto simple en formato
FASTA el cual contiene una fraccion de la secuencia de una p53 mutada y se es almacenada

en el software. Posteriormente el sistema busca las diferencias mas notorias de bases



nitrogenadas entre ambas secuencias para encontrar las posibilidades de cambio o mutacion

en la proteina para su posterior estudio.

Clasificar la mutacion hallada con respecto a la regién a la cual pertenece y a la
secuencia de bases nitrogenadas que la compongan.

En este punto, y con la informacion recibida por el software en la actividad anterior, el
sistema procede a realizar un alineamiento de la mutacion puntual gracias a un algoritmo de
ordenamiento de secuencias que se implementd. Este alineamiento se realiza con base a los
exones y codones de la proteina p53 y asi se puede validar la mutacion, la secuencia de bases

nitrogenadas que la compone y la posicion en la que se encuentra el aminoéacido mutado.

Predecir la estructura 3D de la proteina p53 mutada

Durante el proceso de desarrollo se hizo un analisis de los requerimientos funcionales y
no funcionales del sistema, y se planted en principio realizar el modelado 3D con la
herramienta Blender y posteriormente realizar el modulo 3D del software con Unity. Al
seguir avanzando con el desarrollo, se determind que Jmol era una herramienta que cumplia
los principales objetivos de esta investigacion, ademas que fue hecho en java permite hacer
una integracion facil y comoda con el software. Tras realizar el andlisis de la secuencia de
aminoéacidos, el software permite la opcidn de exportar la secuencia mutada y posteriormente

ejecutar un visualizador del modelo 3D de la proteina.

Reconocer el posible tipo de Hepatocarcinoma Celular que puede estar relacionado
con la mutacion hallada en la proteina p53

Por medio de estudios de los casos de Hepatocarcinoma Celular relacionados directamente
con la proteina p53 hechos por otros investigadores, se realizé un estimado del posible tipo
de Hepatocarcinoma Celular presentado en el gen ingresado anteriormente. Para esto existe
una base de datos global donde investigadores relacionan mutaciones con tipos de canceres
desarrollados, llamada UMDTP53 en la version actualizada en 2012. Se utilizo la base de
datos UMDTP53 como base para el desarrollo de este objetivo, como sustentan Hainaut, P.,
Soussi, T., Hollstein, M., Greenblatt, M., Hovig, E., Harris, C., Montesano, R. (1997)



9.2.4 FASE DE TRANSICION

En esta fase se realizaron pruebas del software en conjunto con participantes de esta
investigacion. De esta manera se llevo a cabo el proceso de retroalimentacion, donde se busca
afiadirle mejoras o corregir problemas con el software, dependiendo del resultado de las
pruebas. Al culminar esta fase se realizo la documentacion y el software termind su fase final

en el desarrollo.



10 RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 FASE INICIAL

Inicialmente se hizo necesario dos reuniones presenciales, en un salon de la Universidad
de Cartagena, entre los co-investigadores Daniel Andrés Orozco Méndez y Javier David
Castillo Beltran, del grupo de investigacion GIMATICA, en conjunto de los investigadores
Luis Carlos Tovar Garrido y Miguel Alcalde Alvites, donde se propuso el inicio de este
proyecto. En esta reunion se explicé el objetivo, alcance, y el resultado esperado y asi mismo
se establecieron los puntos clave del software, requerimientos funcionales y no funcionales,

y las limitaciones que tiene el software durante el proceso del analisis y modelado 3D.

10.2 FASE DE ELABORACION

Atendiendo a las indicaciones de la segunda fase del modelo RUP, se inici6 con la
elaboracion de los modelos para identificar los artefactos de ingenieria de software que
permiten el anlisis y de p53 y el modelado 3D. Ademas de la basqueda de la base de datos
con informacion relevante a casos de hepatocarcinoma celular y sus mutaciones en p53 y la
identificacion de los factores importantes de estos estudios para el resultado esperado en el

software elaborado.

Con base a los estudios de la informacion mostrada en la base de datos de los casos de
hepatocarcinoma celular y sus mutaciones en p53 realizados por Hainaut, P., Soussi, T.,
Hollstein, M., Greenblatt, M., Hovig, E., Harris, C., Montesano, R. (1997) podemos definir

como factores importantes los siguientes factores:
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Figura 10. Seccion de la base de datos de Excel como ejemplo. Hainaut, P (1997)

N

Posicién de la mutacion: Existen 394 aminoacidos donde cada uno tiene 3 bases

nitrogenadas en la cadena original de aminoacidos de la proteina p53. Este factor

determina la posicion, entre todas las bases nitrogenadas de la cadena de aminoacidos,

donde se presenta una mutacion.

Exon: La proteina p53 esta conformada por 11 exones (del 1 al 11) los cuales son la

forma en que se distribuyen los 394 aminoacidos que componen a la proteina p53. En

otras palabras, este factor determina la region en la que se encuentra el aminoacido

donde se presenta una mutacion.

Codon: El codén es la posicién del aminoacido, en un rango de 394 posibilidades,

donde se presenta la mutacion.

Coddn normal: Este factor es la cadena de tres bases nitrogenadas que representa el

codon o aminoacido donde se encuentra una mutacion.

Codon mutado: Dependiendo de la mutacion, este factor contiene la cadena de tres

bases nitrogenadas resultantes después de la mutacion en el codén o aminoacido

presentado anteriormente.



e Aminoacido normal: Este factor es el nombre del codon o aminoacido donde se

encuentra una mutacion.

e Aminoacido mutado: Este factor es el nombre del codén o aminoacido nuevo

resultante de la mutacion presentada anteriormente.

e Origen: El origen es el tipo de tumor o alteracion del cuerpo humano relacionado con
la mutacion de p53. Este factor determina cual fue el origen en caso de haberse

presentado una mutacién en las personas que aparecen en la base de datos.

e Cancer: Este factor es el tipo de cancer asociado a la mutacién presentada en la base

de datos

e Autores: Este factor contiene los autores de los articulos cientificos o investigaciones
que respaldan la informacion presentada en cada fila de la base de datos. Estos autores
son quienes hicieron la relacion entre una mutacion de la proteina p53 de un paciente

con cancer y el tipo de cancer y origen que este presenta.

Los criterios de aceptacion en el analisis de una mutacion se basan en que una mutacion
es presentada cuando sélo una base nitrogenada, de la cadena natural de aminoacidos de p53,
presenta un cambio. Teniendo en cuenta que las bases nitrogenadas son: A (adenina), C
(citocina), G (guanina), T (timina); una mutacion es entonces el cambio de una de ellas a
cualquier otra de las tres restantes. Este cambio a su vez produce un cambio en la cadena de
aminoéacidos de p53 y dependiendo del cambio puede tener o no coincidencia con los estudios
de mutaciones en p53 y su relacion con hepatocarcinomas celulares realizados por los

cientificos respectivos.

Una mutacion puede ser presentada en archivo con formato FASTA,; el cual es un
archivo de texto plano que contiene informacion relevante a la cadena misma o una porcion

de la cadena de p53 donde hubo una mutacién. Cuando la mutacién es encontrada en una



porcion de la cadena de aminoécidos de p53 entonces esta porcion debe ser una secuencia
continua de amino&cidos, uno tras otro, que se alinean de inicio a fin en la cadena normal de

aminoéacidos de p53.

10.2.1 ESPECIFICACION DE REQUISITOS DEL SISTEMA

Teniendo en cuenta la informacion recolectada tras las reuniones presenciales y con base
a los procesos referentes al analisis de mutaciones en p53 y el modelado 3D de su estructura,

se establecieron los requisitos del software.

Los requisitos se dividieron en funcionales y no funcionales. Los requisitos funcionales
describen las transformaciones que el sistema realiza sobre las entradas para producir salidas.
Los requisitos no funcionales son caracteristicas que de una u otra forma puedan limitar al

sistema, por ejemplo seguridad, confiabilidad, etc.

10.2.1.1 REQUISITOS FUNCIONALES

La lista de requisitos funcionales para el desarrollo del software de Identificacion de
anomalias no comunes en la proteina p53 y casos de hepatocarcinoma celular fue disefiada
basado en los objetivos del proyecto, reuniones presenciales entre investigadores y co-

investigadores y los requerimientos. A continuacién se presentan los requisitos funcionales



ID. Nombre del Usuario Descripcion
Requisitos Requisito
RF-001 Agregar archivos al Investigador El investigador debe agregar
software archivos formato FASTA por
medio de un gestor de archivos
al software.
RF-002 Analizar secuencia Software El software debe analizar la
de aminoacidos cadena de aminoécidos del
archivo FASTA.
RF-003 Alinear secuencia Software El software debe mostrar la
de aminoacidos subcadena de aminoacidos del
archivo FASTA alineada con
base a la cadena de
aminoéacidos de p53.
RF-004 Visualizar modelo Software El software debe graficar en un
3D modelo 3D la proteina p53,
resaltando la zona donde hubo
una mutacion
RF-005 Visualizar casos de Software El software debe mostrar la
hepatocarcinoma lista de casos de
celular hepatocarcinoma celulares que
coincidan con la mutacion
presentada anteriormente
basado en la base de datos de
estudios de cientificos.

Tabla 1. Requisitos funcionales




10.2.1.2 REQUISITOS NO FUNCIONALES

La lista de requisitos no funcionales para el desarrollo del software de Identificacion de
anomalias no comunes en la proteina p53 y casos de hepatocarcinoma celular fue disefiada
basado en los objetivos del proyecto, reuniones presenciales entre investigadores y co-
investigadores y los requerimientos, teniendo en cuenta que la interfaz grafica de usuario

deberia ser agradable y el software facil de usar para los usuarios. A continuacion se

presentan los requisitos no funcionales:

ID. Nombre del Descripcion
Requisitos Requisito

RF-001 Entorno visual El interfaz grafico debe ser
agradable para los usuarios del
software.

RF-002 Usabilidad El software es desarrollado para
que los usuarios investigadores
puedan usarlo de manera facil.

RF-003 Seguridad El software debe garantizar
veracidad e integridad en los
datos entregados.

RF-004 Rendimiento El software maneja varias

ventanas abiertas en simultaneo,
debe ser capaz de manejar varias

tareas.

Tabla 2. Requisitos no funcionales




10.3 FASE DE CONSTRUCCION

10.3.1 DESARROLLO DEL SOFTWARE

Para un desarrollo correcto y apropiado de la fase de construccion de la metodologia de
desarrollo RUP, se realiz6 una investigacion acerca de las tecnologias que permitieran
desarrollar la mejor solucion informética a los requisitos planteados, esto para evitar posibles
riesgos que se presenten durante el desarrollo. Una de las tecnologias que se decidio
implementar fue la libreria de Biojava ya que esta tecnologia posee un amplio conjunto de
herramientas que facilitan el desarrollo de software orientados a la bioquimica y son de gran
ayuda para la realizacion de los requisitos funcionales planteados. También se defini6 la
interfaz como una interfaz facil y rapida de usar para que la experiencia con el usuario sea

mas amena.

Se decidi6 utilizar la tecnologia JAVA como entorno de trabajo para el desarrollo del
software por ser una tecnologia de cddigo abierto (open source) y por su facilidad para la
integracion con Biojava, el cual también fue desarrollado en JAVA. Asi mismo, la interfaz
de usuario se desarroll6 bajo las herramientas nativas que incluye java para la creacion y
modelo de vistas. La integracién con la base de datos que contiene los estudios previos de
los de hepatocarcinoma celular, y su relacion con las mutaciones en la proteina p53, se realizé
con una conexion entre JAVA y una base de datos en Excel, debido a la facilidad de esta para
realizar consultas a la base de datos cuando se trabaja de manera local y aprovechando la

naturaleza de este proyecto al ser un software para uso local.

Para el analisis de la cadena de aminoéacidos de la proteina p53 mutada, la cual se ingresa
al software a través de un archivo en formato FASTA, fue desarrollado bajo los principios
del algoritmo de alineamiento de unién de vecinos (neighbor joining) y con complementos
que fueron utilizados por Biojava para realizar un alineamiento mas preciso. El modelado 3D
de la estructura de la proteina p53, tanto mutada como en su estado principal, se desarroll6

con ayuda de las herramientas que provee la libreria Jmol, la cual es una tecnologia



especializada en el modelado 3D de estructuras moleculares y contiene las caracteristicas

necesarias para desarrollar este requerimiento.

El modelo de casos de uso propuesto muestra los procesos relacionados con el analisis de
una mutacion en la proteina p53 en formato FASTA y el modelado 3D

Analizador de aminoadidos

Ingresar Archivo fasta
Analizar Proteina ingresada
Analista
Encontrar y visualizar er“"‘?“’e
mutaoones hepatocardnoma
7
#
s
ainvokes®

e
Generar diagnostico

Figura 10. Modelo de casos de uso



Para analizar el modelo de negocio se emplearon el modelo de dominio y parte de la vista
I6gica de la arquitectura del software y los requisitos funcionales del mismo. En el modelo
de dominio (Ver figura 11 Modelo de Dominio), se delimita el software, definiendo

claramente sus principales entidades y las relaciones entre ellas, tal como ocurre en el mundo

real.

analizador Base de datos

|

Archivo fasta convertidor

Resultados

Figura 11. Modelo del dominio



10.4 FASE DE TRANSICION

10.4.1 PRUEBA DE MODULOS EN TIEMPO REAL

Para comprobar el correcto funcionamiento del sistema, se hicieron pruebas en tiempo

real. En esta prueba se tomd como base los procesos referentes al analisis de la cadena de

aminoacidos de la proteina p53 mutada, la integracion con la base de datos que contiene los

estudios previos de los de hepatocarcinoma celular, y su relacion con las mutaciones en la

proteina p53 y el modelado 3D de la estructura de la proteina p53, en la cual participo el

investigador y estudiante de genética y bioinformatica de la Universidad Nacional Mayor de

San Marcos, Miguel Alcalde Alvites en representacion del usuario analista.

Para el usuario analista se realizaron las siguientes actividades:

Ingresar mutacion en formato FASTA: El usuario analista utiliza archivos en
formato FASTA con secuencias de aminoacidos de la proteina p53, con una mutacion,

para ingresarlo al software a través de un gestor de archivos que este mismo provee.

Visualizar resultado del analisis: Una vez el software recibe una mutacion en archivo
de formato FASTA, este procede a analizarlo, mediante el algoritmo de alineamiento,
y muestra en pantalla los resultados encontrados al detectar una mutacion en la
secuencia ingresada, los cuales son: codon de la mutacion, posicién del codon y

aminoéacido al que muté.

Visualizar relacién de la mutacién encontrada en casos de HCC: Con los datos
obtenidos del analisis de la secuencia mutada se realiza una consulta a la base de datos
para encontrar una relacién entre la mutacion y uno o muchos casos de
hepatocarcinoma celular que presentaron también esta mutacion, incluyendo datos

importantes de estos casos de hepatocarcinoma celular como el cientifico encargado



de la investigacion, tipo de carcinoma y forma en que se presenta en el cuerpo humano.

Posteriormente el software muestra en pantalla los resultados encontrados.

e Visualizar modelo 3D de la proteina p53: Para finalizar el estudio por el cual se hace
uso de este software, se muestra en pantalla un modelo 3D de la proteina p53
resaltando la posicion molecular donde se present6 la mutacion. El usuario tiene la
posibilidad de interactuar con el modelo, permitiendo acercarlo o alejarlo, cambiar las

caracteristicas del modelo y modificar la estructura en la que se muestra.

El usuario analista realiz6 las actividades correspondientes, para lo cual el software
funciond adecuadamente, cumpliendo a satisfaccion todos los requerimientos establecidos

en la fase inicial del proyecto, logrando asi satisfacer al usuario final.



10.4.2 PRUEBAS DE REQUISITOS FUNCIONALES

e Agregar archivos al software: El investigador debe agregar archivos formato

FASTA por medio de un gestor de archivos al software.

| £ ClustalUDC - X
Archivo Accion Ayuda
= 369 370 371 372 373 374 375 376 377 378 379 380 381 382 383 384 385 386 387 388 389 390 391 392 393 394

>
>Gen en estado norma | CTG AAG TCC AAA AAG GGT GAG TCT ACC TCC CGC CAT AAA AAA CTC ATG TTC AAG ACA GAA GGG CCT GAC TCA GAC TGA|

Figura 12. Ventana principal del software.



[£] Clustalupc - X

Archive Accion Ayuda

369 370 371 372 373 374 375 376 377 378 379 380 381 382 383 384 385 386 387 3BB 389 390 391 392 3093 394

Gen en estado norma |CTG AAG TCC AAA AAG GGT GAG TCT ACC TCC CGC CAT AAA AAA CTC ATG TTC AAG ACA GAA GGG CCT GAC TCA GAC TGA

Figura 13. Gestor de archivos para ingresar archivos FASTA.

e Analizar secuencia de aminoacidos: El software debe analizar la cadena de

aminoacidos del archivo FASTA.

[£] Clustalupc - X

Archivo Accion Ayuda

> 91 092 093 094 095 096 097 098 099 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116
[>
>Gen en estado norma [GG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA ACC TAC CAG GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT
[-Proteina_p53_mutaci

PProteina_p53_mutaci CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA ACC TAC CAG GGC AGC TCC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG

*

>Proteina_p533_mutaci [GG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA ACC TAC CAG GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT

L] I I Tl (4] Lom ] »

Archivo nimero 2 —
Se halla mutacidn en la posicidn 319

El aminodcido del coddn 107 ha mutado: TAC -= TCC
Aminodcido mutado: Tirosina (Y) -= Serina ()

Archivo nlmero 3
Se halla mutacidn en |a posicidn 392 —
El aminodcido del coddn 131 ha mutado: AAC > AAG
Aminoacido mutado: Asparagina (M) -= Lisina (K) -

Figura 14. Ventana de resultados al analizar y alinear una secuencia mutada.



e Alinear secuencia de aminoacidos: El software debe mostrar la subcadena de
aminodcidos del archivo FASTA alineada con base a la cadena de aminoacidos de
p53. (Ver figura 14)

e Visualizar modelo 3D: El software debe graficar en un modelo 3D la proteina p53,
resaltando la zona donde hubo una mutacion.

About

Figura 15. Ventana del modelo 3D.

e Visualizar casos de hepatocarcinoma celular: El software debe mostrar la lista de
casos de hepatocarcinoma celulares que coincidan con la mutacién presentada

anteriormente basado en la base de datos de estudios de cientificos.



- O >

B

Mo, [Mutatio.| Exon | Codon |WT Co.|Mutant.| WTAA [Mutant .| Origin Cancer Authors
1 383.0 5.0 1310  |AAC AAG Asn Lys Tumour |Bladder carcinoma [Spruck CH, Rideo...
2 3930 50 131.0 AAC AAG Asn Lys Tumour |Esophageal ADC |Soslow RA, Altorki...
3 383.0 5.0 131.0  |AAC AAG Asn Lys Tumour |Esophageal SCC  [Goan YG, Chang ...

Figura 16. Ventana de resultados al realizar la consulta a la base de datos.




11 CONCLUSIONES

Este proyecto tiene como resultado un software para identificar anomalias no comunes en
la proteina p53 y casos de hepatocarcinoma celular, alinear secuencias de aminoacidos y
graficar en modelos 3D mutaciones de la proteina p53. Este sistema es utilizado para facilitar
el estudio de la proteina p53 por parte de investigadores de ciencias relacionadas con la

bioguimica y bioinformaética.

Para la realizacion de este proyecto se propuso un objetivo general y objetivos especificos,

de tal forma que al cumplirlos satisfactoriamente se obtienen las siguientes conclusiones:

e La proteina p53 es el principal supresor de tumores cancerigenos del cuerpo
humano, el analisis de su estructura puede determinar mutaciones en casos de
hepatocarcinoma celular o diferentes tipos de cancer.

e Cuando una persona posee un tipo de hepatocarcinoma celular, o tumores
cancerigenos, le es realizado un estudio enfocado a la proteina p53. Estudiar esta
proteina tiene como resultado avances en la prevencion y tratamiento del cancer y
los registros de su estudio son almacenados en bases de datos como la usada para
realizar este proyecto. Hainaut, P. (1997).

e Es importante contar con la ayuda de un experto en el campo en el cual se realiza
el proyecto, en este caso el de la bioinformatica, para realizar un estudio mas
preciso y certero. La comunicacion con los demas investigadores fue posible a
través de las iteraciones que recomienda la metodologia RUP durante el desarrollo
del proyecto.

e Destacar los requerimientos funcionales y no funcionales es una de las labores mas
importantes en la planeacion de un producto software. Gracias a los tiempos
propuestos por la metodologia RUP y a las reuniones con los investigadores y co-
investigadores se realiz6 un estudio adecuado a los requerimientos del software.

e Parte del desarrollo del proyecto estuvo enfocado a librerias de cddigo abierto en

lenguaje JAVA llamadas BioJava y Jmol. Este tipo de librerias contienen material



suficiente para que investigadores puedan tomar el trabajo de otros expertos en
sistemas de informacion y aplicarlo en sus propias investigaciones. Estas librerias
son de uso gratuito y contienen términos y condiciones establecidas por sus duefios
y dependiendo de su uso. Andreas Prlic (2012)

e Al comparar los resultados provenientes de la base de datos, se evidencia que
existen casos donde mutaciones en la proteina P53 también se relacionan con tipos
de canceres diferentes al hepatocarcinoma celular. Esta conclusion puede generar

nuevas investigaciones relacionadas.

El desarrollo de este proyecto responde la pregunta inicial de la formulacion del problema
planteada “;Como se podria automatizar el multiple alineamiento de las secuencias de la
proteina p53 y sus mutaciones a fin de detectar la presencia de Hepatocarcinoma Celular
(HCC) incluyendo un modelado 3D de la secuencia de esta proteina?” entregando como
resultado un software que cumple los objetivos generales y especificos, los requerimientos
planteados y es respaldado por el aval del investigador y experto bioinformatico del proyecto.

Al culminar este proyecto, es necesario resaltar como resultado inesperado los casos en
los que una sola mutacién coincide con muchos casos de HCC basado en la base de datos
utilizada. Este resultado permite concluir que existen mutaciones que son presentadas en
maultiples casos de HCC y otras mutaciones que tal vez pueden presentarse solo en un caso
de HCC, una interesante discusion que puede ayudar a cientificos e investigadores en futuros

proyectos.

Ademas, esta investigacion es pionera en el estudio de la bioinformaética aplicada en el
programa de Ingenieria de Sistemas de la Universidad de Cartagena, abriendo paso asi a un
grupo de posibilidades para investigaciones futuras en el programa en convenio con

programas de esta u otras universidades interesadas en estudios relacionados.



12 RECOMENDACIONES

e Es necesario contar con un experto en el tema, quien pueda resolver las dudas
cuando se hace el andlisis de requerimiento, especialmente en proyectos de
investigacion.

e Como ayuda para programadores, existen proyectos de cddigo abierto y
tecnologias que pueden ser usadas de forma gratuita en investigaciones, teniendo
en cuenta los términos y condiciones de los creadores de estos, en especial para
proyectos con alto nivel de dificultad en el campo de la programacion.

e EI software desarrollado con este proyecto puede ser mejorado por futuros
investigadores, ya sea mejorando el algoritmo de alineamiento que se ha utilizado,
actualizando la interfaz de usuario o adaptandolo a un requerimiento similar que
alguien pueda necesitar.

e EI estudio realizado en este proyecto puede ser tomado como referencia para
futuros proyectos que busquen investigar y analizar esta u otra proteina

relacionada con otras enfermedades.
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