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Desde los experimentos de Anfinsen se sabe que la estructura tridimensional (3D) de una proteína está enteramente determinada por su secuencia de aminoácidos. Sin embargo, nuestro desconocimiento del proceso de plegamiento (fuerzas implicadas, magnitud de estas, etc.) hace que aún no tengamos un sistema para determinar la estructura 3D de una proteína a partir únicamente de su secuencia de aminoácidos. Por otra parte están los métodos experimentales de determinación de estructura (difracción de rayos-X y resonancia magnética nuclear, principalmente) que son costosos y tienen problemas para ser aplicados a ciertas proteínas. Esta dificultad en conocer estructuras 3D contrasta con la enorme facilidad para obtener secuencias de aminoácidos, debido a la mejora y automatización de las técnicas de secuenciación de ADN. Es por ello que conocemos la secuencia de un gran número de proteínas pero las estructuras 3D de una fracción muy pequeña de estas. Es, sin embargo, en la estructura 3D de las proteínas don de reside su función, de ahí que sea muy importante ese conocimiento estructural.


La importancia de conocer la estructura 3D de las proteínas unida a la dificultad en determinarla experimentalmente ha justificado la aparición métodos de predicción de estructura. Los principales métodos de predicción de estructura 3D son el “modelado por homología” y el “reconocimiento de plegamiento” (threading). Estos dos tipos de métodos usan información no contenida en la secuencia de aminoácidos y en ello se diferencian de los métodos ab-initio, que solo usan esa información pero que aún están en un grado de desarrollo que los hace inaplicables de manera general en la predicción de estructura. La información “extra” que usan ambos métodos proviene, básicamente, de otras proteínas cuya estructura se ha determinado experimentalmente. 


Ambos métodos se basan en la relación encontrada entre parecido estructural y parecido en secuencia. En resumen, podemos decir que pares de proteínas con un parecido en secuencia mayor que un cierto umbral, van a tener básicamente la misma estructura en el núcleo, mientras que los pares con parecido inferior a ese umbral pueden tener la misma estructura o pueden no tenerla. Este umbral depende del tamaño de las proteínas pero está alrededor del 30% de identidad de secuencia. Este hecho se debe a la relación asimétrica que hay entre los espacios de secuencias y estructuras: Muy pocas estructuras son estables y por ello el espacio de estructuras está muy poco poblado, sin embargo el espacio de secuencias está mucho más poblado ya que hay muchas más secuencias qué son estables y van apareciendo por evolución. Esto hace que varias secuencias tengan que converger a la misma estructura.


Los métodos de “modelado por homología” se basan en lo primero (alta id.seq. => misma estructura) mientras que los métodos de threading intentan localizar los pares del segundo caso (baja id.seq. pero misma estructura). Para ello, estos métodos de threading se basan en el hecho de que, para que una secuencia problema adopte el mismo plegamiento que otra proteína (diferente en secuencia) la primera ha de ser estable en el plegamiento de la segunda, es decir, sus características han de ser compatibles con ese plegamiento. De manera que la estrategia general de estos programas consiste en ir “colocando” la secuencia problema en una serie de plegamientos y evaluar en cual de ellos esta secuencia se “encaja” o “se encuentra bien”. El resultado de estos programas es una lista de plegamientos  ordenada por un valor que indica como encaja la secuencia problema en cada uno de ellos. Además, se proporciona, para cada plegamiento, el correspondiente alineamiento con la secuencia problema. 


A grandes rasgos, una algoritmo de threading necesita una librería de plegamientos y un sistema de evaluación de encaje secuencia-estructura (función de puntuación). El conjunto de plegamientos donde se va probando se conoce como librería de plegamientos y, aunque en un principio podrían ser todas las proteínas de estructuras conocidas, se usa un subconjunto no redundante en estructura para ahorrar tiempo de computación. En cuanto a la evaluación del encaje secuencia-estructura, se usan sistemas similares a los usados en alineamiento binario de secuencias adaptados al caso especial de alinear una secuencia con una estructura: De manera análoga a los algoritmos de alineamiento binario global de dos secuencias, se construye una matriz donde una coordenada representa la secuencia problema y otra uno de los plegamientos a evaluar. En el caso del alineamiento secuencia-secuencia, cada posición de la matriz se rellenaba con el valor de similaridad entre los correspondientes aminoácidos según una determinada matriz de sustitución, mientras que en el caso de los alineamientos secuencia-estructura cada posición se rellena con un valor que indica como encaja ese aminoácido de la secuencia problema en esa posición de la estructura (ver más abajo). Una vez llena esa matriz, y de manera análoga al caso de alineamientos secuencia-secuencia, se busca en ella el camino que maximice las coincidencias y esto produce ya el alineamiento entre la secuencia y la estructura y un valor asociado.


Los distintos programas de threading, en general, se diferencian en que valores usan para rellenar esa matriz, es decir, como evalúan la colocación de un determinado residuo en una determinada posición estructural. Algunos ejemplos:

· Potenciales de contactos: Representan las preferencias de determinados aminoácidos a rodearse de otros. Se extraen de estructuras conocidas. Para un determinado par de aminoácidos (también se puede hacer por átomos, etc.) se cuenta cuantas veces aparecen a cada valor de distancia y, a partir de estas frecuencias se obtienen los valores de energía a cada distancia aplicando mecánica estadística. Para obtener luego un valor de energía para un aminoácido de una secuencia problema colocado en un determinado ambiente estructural se ve que vecinos tiene y a que distancias y se suman las correspondientes energías.

· Potenciales de solvatación: Análogos a los anteriores. Representan preferencias de aminoácidos a estar más o menos expuestos al solvente.

· Coincidencia de estructura secundaria predicha: Se usa una predicción de estructura secundaria (y accesibilidad) de la secuencia problema para luego evaluar si un residuo de esta en una determinada posición de la estructura está en el mismo estado de estructura secundaria (y accesibilidad) o no.

· Matrices de sustitución extraídas de alineamientos de homología remota: Se aplica un programa normal de alineamiento secuencia-secuencia pero usando una matriz de sustitución extraída de alineamientos de homólogos remotos conocidos, en vez de las matrices de sustitución estándar. 


Existen además técnicas que si bien no son de threading en el sentido estricto de la palabra, ya que no siguen la metodología descrita, si que persiguen el mismo fin: la detección de homología remota, y por tanto pueden usarse como métodos de threading. Es el caso de las búsquedas de secuencias usando modelos ocultos de Markov (HMM) capaces de encontrar homólogos remotos basándose en relaciones muy sutiles.


La tendencia actual es que los programas de threading combinen más de una de las técnicas descritas.


El principal problema de estos programas es el gran número de falsos positivos y negativos incluidos en su lista de posibles plegamientos. Se ha visto que es importante combinar los resultados de varios programas de threading y filtrar los modelos resultantes según información adicional que podamos tener de nuestra proteína (posiciones conservadas, mutantes, centro activo, etc.). Esto se puede hacer manualmente, ayudándose de programas que permiten inspeccionar los modelos y mapear sobre ellos características de la secuencia problema, o automáticamente mediante redes neuronales u otros sistemas entrenados para distinguir modelos buenos y malos según determinadas características.


Cada vez el threading y el diseño por homología se van confundiendo más, tanto en las técnicas usadas como en el rango de aplicación.

