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Resumen

Objetivo. Predecir computacionalmente la estructura tridimensional de la proteina antigénica LIC10494 e inferir las regiones funcionales
asociadas importantes para su antigenicidad e inmunogenicidad. Materiales y métodos. Se realizd un anélisis computacional de la
estructura primaria de LIC10494 a partir de los servidores BLAST, PROTPARAM, PROTSCALE, DAS, SOSUI, TOPPRED, TMAP,
TMPRED, SPLIT4, PHDHTM, TMHMM?2, HMMTOP2, GLOBPLOT y PROSITE. La estructura secundaria se obtuvo por consenso de
los algoritmos SOPM, PREDATOR GOR4, DPM y DSC. La aproximacion a la estructura terciaria se obtuvo con el algoritmo MUSTER.
La minimizacion de energia se obtuvo a partir del campo de fuerza AMBER94 de la suite de analisis molecular SCHRODINGER, y la
validacion tanto estereoquimica como energética del modelo se realiz6 con el servidor RAMPAGE. El modelo final fue visualizado con
el programa PyMol v.0,98. Resultados. En el presente estudio se propone un modelo computacional que detalla la estructura
tridimensional de la lipoproteina hipotética LIC10494 y est4 de acuerdo con reportes experimentales previos; el estudio demuestra la
existencia de patrones que podrian tener un papel importante en la patogenicidad y la proteccion de la bacteria frente al sistema inmune
del hospedero; la presencia de una region desordenada entre los aminoacidos 80 y 140; y la presencia de un segmento transmembrana
entre los aminoacidos 8 y 22. Conclusion. La coincidencia entre segmentos estructurales y funcionales sugiere que el modelo puede
usarse para predecir ciertos aspectos del comportamiento bioldgico de la proteina en cuanto a la patogenicidad e inmunogenicidad de
la bacteria.

Palabras clave: antigeno, bacteria, leptospirosis, LIC10494, proteina periférica

Abstract

Protein L1C10494 of Leptospira interrogans serovar Copenhageni: structural model and associated functional regions. Objective.
Predict by computational means the 3D structure of the antigenic protein LIC10494 and report associated important functional regions
for its pathogenicity and immunogenicity. Materials and methods. We performed a computational analysis of the primary structure of
LIC10494 using the servers BLAST, PROTPARAM, PROTSCALE, DAS, SOSUI, TOPPRED, TMAP, TMpred, SPLIT4, PHDHTM,
TMHMM?2, HMMTOP2, GLOBPLOT and PROSITE. The secondary structure was obtained by consensus of the algorithms SOPM,
PREDATOR GOR4, DPM and DSC. The approach to the tertiary structure was obtained using the algorithm MUSTER. The energy
minimization was done using the AMBER94 force field of the Schrodinger suite of molecular analysis, and the stereochemistry and
energy model validation was performed by the RAMPAGE server. The final model was visualized using PyMol V.0,98. Results. This
study proposes a computational model that describes the 3D structure of the hypothetical lipoprotein LIC10494 and agrees with previous
experimental reports; thus, our study demonstrates the existence of patterns that could play an important role in the pathogenicity and
protection of the bacteria against the host immune system; the presence of a disorganized region between amino acids 80 and 140, and
of a transmembrane segment between amino acids 8 and 22. Conclusion. The coincidence between structural and functional segments
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suggests that our model can be used to predict certain aspects of the biological behaviour of the protein according to the pathogenic and
immunogenic characteristics of the bacteria.

Key words: antigen, bacteria leptospirosis, LIC10494, outer membrane protein.

Resumo

Proteina LIC10494 de Leptospira interrogans serovar Copenhageni: modelo estrutural e regioes funcionais associadas. Objetivo.
Predizer computacionalmente a estrutura tridimensional da proteina antigénica LIC10494 e inferir as regides funcionais associadas
importantes para a sua antigenicidade e imunogenicidade. Materiais e métodos. Foi realizada uma anélise computacional da estrutura
primaria da LIC10494 nos servidores, BLAST, PROTPARAM, PROTSCALE, DAS, SOSUI, TOPPRED, TMAP, TMPRED, SPLIT4,
PHDHTM, TMHMM?2, HMMTOP2, GLOBPLOT e PROSITE. A estrutura secundaria foi obtida por consenso dos algoritmos SOPM,
PREDATOR GOR4, DPM e DSC. A aproximagio para a estrutura terciaria foi obtida com o algoritmo MUSTER. A minimizag¢ao de
energia foi obtida a partir do campo de forca AMBER94 do conjunto de anélise molecular SCHRODINGER, e a validag@o estereoquimica
e energética do modelo foi realizada utilizando o servidor RAMPAGE. O modelo final foi visualizado com o programa PyMol V. 0,98.
Resultados. Este estudo propde um modelo computacional que descreve a estrutura tridimensional da lipoproteina hipotética LIC10494
e concorda com anteriores relatorios experimental; o estudo demonstra a existéncia de padrdoes que poderiam desempenhar um papel
importante na patogenicidade e na protec@o da bactéria ao sistema imune do hospedeiro; a presenca de uma regiao desordenada entre
os aminoacidos 80 e 140, e a presenga de um segmento transmembrana entre os aminoacidos 8 e 22. Conclus@o. A coincidéncia entre
os segmentos estruturais e funcionais sugere que o modelo pode ser utilizado para prever determinados aspectos do comportamento

biologico da proteina na patogenicidade e imunogenicidade da bactéria.

Palavras-chave: antigeno, bactéria, leptospirose, LIC10494, proteina da membrana externa.

Introduccion

La Leptospirosis es una zoonosis infecciosa considerada
como una enfermedad reemergente de comportamiento
endémico, y de distribucion mundial con brotes continuos
en varios continentes (1). Datos estadisticos revelaron en
el 2009 que la incidencia mundial de leptospirosis es de
aproximadamente 1:100.000 habitantes en climas templados,
100:100.000 habitantes en climas htimedos tropicales y
mas de 100:100.000 habitantes en poblaciones con alto
riesgo de exposicion (www.who.org). En Latinoamérica,
la leptospirosis humana ha alcanzado tasas superiores
a 10:100.000 habitantes, y en Colombia se estimd una
incidencia de 3:100.000 habitantes en el aho 2008 de acuerdo
a la notificacion de casos realizada al Sistema Nacional
de Vigilancia (Sivigila) (www.ins.gov.co). A causa de la
gran cantidad de especies de mamiferos reservorios y la
presencia de Leptospira interrogans en ambientes calidos
y hiimedos, la leptospirosis es considerada la zoonosis mas
importante en el mundo (1).

LaLeptospirosis es causada por la bacteria patogena Leptospira
interrogans, microorganismo espiroquetal con mas de 200
variedades o serovares resultantes de la heterogenicidad
estructural en el componente carbohidrato del lipopolisacarido
de lamembrana externa de Leptospira. Muchos serovares estan
adaptados a hospederos mamiferos especificos que albergan
la bacteria en sus tibulos renales para después excretarla por
la orina. Esta enfermedad es frecuente en sitios urbanos donde

la poblacion puede llegar a ser contagiada por contacto de
la piel y/o las mucosas con agua y/o suelos contaminados
por la orina de animales infectados, especialmente ratas. La
etapa inicial de la enfermedad es caracterizada por sintomas
como fiebre, escalofrios, dolores musculares y de cabeza
severos. La progresion de la enfermedad genera insuficiencia
pulmonar, renal y/o hepatica entre el 5 y el 15% de los
casos, con tasas de mortalidad del 5 al 40% (1). La principal
estrategia de intervencion contra la enfermedad consiste
en vacunas inactivas que no confieren inmunidad cruzada
frente a diferentes serovares, proporcionan una inmunidad
de menor intensidad y duracidon que las vacunas vivas, y
necesitan varias dosis de refuerzo para generar proteccion
a largo plazo (2).

La necesidad de crear nuevas vacunas para la prevencion de
la leptospirosis estimuld el estudio de proteinas antigénicas
de membrana que ademas de estar conservadas a través de
varias especies leptospirales y ser aptas para la generacion
de resistencia a largo plazo, tuviesen funciones involucradas
principalmente en la conversion de sehales extracelulares
en procesos intracelulares importantes para la presentacion
del antigeno y su interaccion con el anticuerpo (3). Varios
grupos de investigacion encontraron proteinas que pueden
estar envueltas en la patogenicidad y la virulencia de
leptospira resultando ser las lipoproteinas de membrana las
principales involucradas, razon por la cual se han convertido
en el objeto de estudio més importante para la creacion de
vacunas efectivas frente a la enfermedad (4, 5).
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La secuenciacion del genoma de Leptospira interrogans
facilitd la identificacion de: 15 genes codificantes para
probables proteinas de superficie extracelular y 174
lipoproteinas hipotéticas que podrian estar envueltas en la
patogénesis de la bacteria siendo por tanto posibles blancos
terapéuticos para la proteccidon inmunoldgica frente a la
Leptospirosis. LIC10494 fue identificada como una de éstas
lipoproteinas. Segtin el estudio llevado a cabo por Atzingen
y Colaboradores (6) la lipoproteina hipotética LIC10494
logrd generar en los animales de experimentacion, una
respuesta inmune caracterizada por el incremento de
anticuerpos, lo cual indujo la proteccion parcial frente
a la enfermedad. Sin embargo, la forma en la cual
LIC10494 confiere dicha proteccion es atin desconocida.

El conocimiento de la estructura tridimensional de las
proteinas de membrana, importante para el entendimiento de
sus mecanismos de accion, es imposibilitado por dificultades
experimentales para la sobreexpresion y cristalizacion de
éstas (7). Los métodos computacionales permiten hacer una
aproximacion al conocimiento estructural de las proteinas de
membrana contrarrestando las dificultades experimentales
mencionadas, razon por la cual han tomado importancia
para el entendimiento de los mecanismos de accion de las
proteinas a partir de su estructura tridimensional (8).

Por lo anterior, el objetivo de este estudio consistido en
predecir computacionalmente la estructura tridimensional
de la proteina antigénica LIC10494 e inferir regiones
funcionales asociadas importantes para su antigenicidad
e inmunogenicidad. Los resultados evidencian la primera
aproximacion existente de la estructura tridimensional de
la proteina antigénica LIC10494 y el encuentro de patrones
funcionales asociados a ésta que podrian ser importantes
para los mecanismos de patogénesis e inmunogenicidad
de la bacteria. Tales resultados estan de acuerdo con
reportes experimentales de Atzingen en el 2009; Atzingen
y colaboradores en el 2010; y Barbosa y colaboradores
en el 2006 en cuanto a la composicion estructural de la
proteina (6, 21, 27).

Materiales y métodos

Analisis computacional de la estructura
primaria de LIC10494

La secuencia de la proteina hipotética LIC10494 (Acc.
No. 1455996261 gb IAAS 69115,11) fue obtenida a través
del GenBank en el Centro Nacional de Informacion para
Biotecnologia (NCBI) (9). La basqueda de similitud con
otras secuencias reportadas se llevd a cabo con BLAST
disponible en NCBI (9).

Las propiedades fisicoquimicas, tales como el peso molecular,
el indice de estabilidad, el punto isoeléctrico, el tiempo de
vida, el indice alifatico y el promedio general de hidropatia,
fueron calculadas con PROTPARAM (http://expasy.org/
tools/). Para el analisis del indice de hidrofobicidad se us6
la herramienta PROTSCALE vy el algoritmo de Kyte y
Doolittle del servidor Expasy proteomic tolos (http://expasy.
org/tools/). El tamano de la ventana para los analisis de
PROTSCALE fue de 7 amino4cidos por ser el recomendado
para encontrar regiones hidrofilicas que estan expuestas en
la superficie y posiblemente son antigénicas. La prediccion
de segmentos transmembranales se obtuvo a partir del
consenso de 9 programas (http://expasy.org/tools/): (DAS,
SOSUI y TOPPRED?), los cuales se basan en escalas de
hidrofobicidad; TMAP (10), TMPRED (http://expasy.org/
tools/) y SPLIT4 (10), los cuales se fundamentan en métodos
estadisticos de propension estructural; y PHDHTM (10),
TMHMM?2 (http://expasy.org/tools/) y HMMTOP2 (http://
expasy.org/tools/), los cuales usan redes neuronales para sus
predicciones. La prediccion de las regiones globulares y las
regiones no estructuradas de la proteina fueron determinadas
con GLOBPLOT (11), y la identificacion de motivos se
realiz6 con el servidor PROSITE (12).

Prediccion de estructuras secundaria y
terciaria de L1C10494

Para la prediccion de la estructura secundaria se realizd un
consenso de cinco algoritmos a partir del servidor NSP@
(http://www .bioinf.manchester.ac.uk/dbbrowser/bioactivity/
NPS2.html): Dos métodos fundamentados en el uso de
parametros de probabilidad determinados por las frecuencias
relativas de las apariciones de cada aminoacido en cada tipo
de estructura secundaria (SOPM y PREDATOR) y tres
métodos basados en probabilidad de inferencia bayesiana
como son GOR (GOR4, DPM y DSC). La estructura
terciaria de la proteina se predijo con el algoritmo MUSTER
(13). La minimizacion de la energfa total de interaccion
entre atomos del modelo estructural previamente obtenido
se llevd a cabo con el campo de fuerza AMBER 94 (14)
de MAESTRO 8.0 (15). La validacion estereoquimica y
energética del modelo se realizd con el servidor Rampage
http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). El
modelo final fue visualizado con el programa PyMol v.0,98
(http://www.pymol.org).

Resultados y discusion

Analisis computacional de la estructura
primaria de L1C10494

El alineamiento local de secuencias realizado con BLAST
permitid la identificacion de una proteina con secuencia de
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aminoacidos similar en un 99,9% a la secuencia de LIC10494:
La lipoproteina putativa con funcion desconocida LA3735
(Namero de acceso: refINP_713915.1) de Leptospira
interrogans serovar Lai. Teniendo en cuenta que la identidad
de cada proteina se basa en el orden preciso de cada uno de
sus aminoacidos (16), el porcentaje de identidad o similitud
entre las secuencias LIC10494 y LA3735 permite deducir
que éstas son probablemente homdlogas y casi idénticas en
cuanto a la conformacion de su estructura tridimensional
y por tanto en sus funciones. Lo anterior constituye un
buen hallazgo teniendo en cuenta que la proteina putativa
LA3735 no tiene informacion disponible con respecto a su
estructura y funcion.

Las propiedades fisicoquimicas obtenidas mediante
PROTPARAM (Tabla 1) permitieron establecer el peso
molecular, el indice de estabilidad, el punto isoeléctrico,
el tiempo de vida, el indice alifatico y el promedio general
de hidropatia de LIC10494.

Generalmente los compuestos de peso molecular entre
10.000 a 100.000 Da y con indices de estabilidad menores
a 40 son inmundgenos potentes (17). La proteina tiene
un peso molecular, entre los 10.000 y los 100.000 Da,
acorde con la inmunogenicidad descrita por Atzingen (6)
y un indice de estabilidad que la clasifica como estable.
En consecuencia, los datos obtenidos permiten inferir que
LIC10494 es un inmundgeno potente. Varios autores han
descrito que el incremento de la estabilidad conformacional
de las proteinas antigénicas puede aumentar o disminuir la
inmunogenicidad de las mismas (18), razon por la cual es
posible que la proteina LIC10494 sea capaz de incrementar
su inmunogenicidad en condiciones experimentales.

El punto isoeléctrico, donde las cargas positivas de la
proteina se igualan a las negativas anulando la existencia de
movimiento en un campo eléctrico representa por tanto el pH
al cual LIC10494 podria mostrar un minimo de solubilidad
durante ensayos experimentales facilitando su aislamiento
en un campo eléctrico durante los mismos (19).

El tiempo de vida calculado por PROTPARAM hace
referencia al tiempo (in vitro) que tarda la proteina en
desaparecer una vez es sintetizada por la célula. El resultado
del tiempo de vida de LIC10494 puede ser atil para la
identificacion de su residuo N terminal por medio de métodos
experimentales (20). El indice alifatico, o volumen relativo
ocupado por las cadenas laterales alifaticas, permite inferir
que la proteina es altamente termoestable obedeciendo a
las observaciones de Ikai en las cuales las proteinas de
origen mesofilico con alto indice alifatico tienden a ser mas
termoestables (21). Por otra parte, el indice de hidropatia
es una medida de la energia [kJ/mol] que se debe usar para

transferir un segmento de secuencia de longitud definida
de un medio hidrofobico a un medio hidrofilico, es asf,
como los perfiles hidropaticos constituyen una medida de la
hidrofobicidad de una secuencia proteica que permite tener
indicios sobre la topologia, dominios transmembranales y
probables sitios antigénicos expuestos en la superficie de
la proteina (19). Con el fin de hacer una aproximacion a la
estructura y topologia de LIC10494, PROTPARAM posibilito
el conocimiento de un promedio general de hidropatia
(GRAVY) que indica la posibilidad para LIC10494 de
establecer interacciones con el agua sugiriendo que puede
encontrarse altamente hidratada en medios acuosos, ésto
dado que a mas bajo indice general de hidropatia hay mayor
posibilidad de establecer dicha interaccion (22).

Tabla 1. Resultados de 6 parametros de evaluacion de
las propiedades fisicoquimicas de LIC10494 revelados
por Protparam.

Propiedades Fisicoquimicas de LIC10494

Peso molecular (Da) 25811,2
Indice de estabilidad 29,76
Punto isoelectrico 8,48
Tiempo de vida (Horas) 30
Indice alifatico 72,21
Promedio general de hidropatia (GRAVY) 0,483

Para el resultado de ProtScale el tamahno de la ventana usada
tuvo un valor de 7, lo cual fue apropiado para encontrar las
regiones hidrofilicas expuestas en la superficie y por tanto
potencialmente antigénicas (23). El analisis hidrofobico de
ProtScale (Figura 1) reveld que LIC10494 es altamente
hidrofilica, es decir que gran parte de su estructura esta
en contacto con el entorno acuoso, tambien exhibid 4
regiones hidrofobicas en contacto con la parte interna de
la membrana celular (entre los aminoacidos 4-24, 59-70,
182-189 y 219-227).

Tanto los resultados obtenidos a partir de la herramienta
computacional Protscale como los referentes al perfil de
hidropatia de la proteina se ajustan positivamente a un estudio
experimental previo, llevado a cabo con PAGE/SDS, que
sugiere la naturaleza altamente soluble de la proteina (24).

El resultado del consenso para la prediccion de helices
transmembranales coincide con los resultados de Protscale,
dado que la region transmembranal predicha en el consenso
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Figura 1. Analisis hidropatico de LIC10494 con base en los valores de Kyte y Doolittle y usando una

ventana de 7 residuos.

se encuentra entre los aminoacidos 8 y 22 (Figura 2),
segmento de aminoacidos que corresponde con la region
altamente hidrofdbica revelada por ProtScale.

Se ha descrito que las regiones donde hay bajos niveles
de aminoacidos hidrofdbicos junto con largos tramos
de residuos hidrofilicos pero con cargas netas altas y a
pH neutro, estan tedricamente asociadas con la falta de
compactacion de las proteinas bajo condiciones fisiologicas
normales resultando en estructuras nativas estructuralmente
desordenadas (25). Se ha descubierto que los segmentos
desordenados de las proteinas contienen importantes sitios
funcionales predichos como motivos lineales (25). Las
regiones desordenadas de LIC10494 fueron analizadas
para predecir su comportamiento en solucion e identificar
regiones que pueden ser funcionalmente importantes para
su inmunogenicidad. Teniendo en cuenta la ausencia de
proteinas homologas a LIC10494, la prediccion de dominios
globulares y regiones desordenadas de la proteina se realizo
con GLOBPLOT, un servicio web que permite predecir
dominios estructurales por medio de herramientas basadas

en la escala de propension de los aminoacidos y, por lo tanto,
no esta limitado por la bisqueda de secuencias homologas
estructuralmente conocidas (26). La prediccion de regiones
desordenadas reveladas por GLOBPLOT (Figura 3) sugieren
que LIC10494 tiene 2 regiones flexibles y desordenadas
(residuos entre las posiciones 80-140y 163-172) que podrian
estar involucradas en funciones importantes para Leptospira
interrogans. Los resultados combinados de GLOBPLOT y
PROTSCALE coinciden en cuanto a la prediccion de una
region desordenada entre los aminoacidos 80 y 140.

En cuanto a los motivos se identificd una region rica en
treonina (PS50325), 2 regiones de N-miristilacion, 6 sitios
de N-glicosilacion, 8 sitios de C fosforilacion y 6 sitios de
fosforilacion para la casein-quinasa II (Tabla 2). Como
se sugiri6 en un estudio realizado con el hongo Candida
albicans, la existencia de regiones ricas en treonina para
proteinas como la Als5p, una adhesina extracelular de la cual
depende el estado patogénico del hongo, puede tener un papel
importante en la adhesion a glicoproteinas de membrana
celular y proteinas de la matriz extracelular de éste (27);
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Figura 2. Resultado del consenso de 9 programas que predicen segmentos transmembranales. Los asteriscos indican los residuos
que hacen parte de la helice transmembrana. La prediccion consenso se da en la parte inferior: H. prediccion consenso de los 9
programas (residuo 8 al 22), h. prediccion consenso de 6 programas (residuo 6 al 25).

Propension al Desorden

-6.6

9.1

40

i Region no estructurada

60

80

100

[ Dominio Globular

120
Residuo

140 160 180 200 220

[ZZ3 Dominio Transmembranal

Figura 3. Analisis de GLOBPLOT para LIC10494. Las regiones con desordenes intrinsecos
corresponden a las regiones de color azul (aminoacidos 80-140 y 163-172).
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Tabla 2. Patrones funcionales encontrados mediante PROSITE para la proteina hipotética LIC10494.

Patron ID Descripcion Nu.me’r 0. de Aminoacidos involucrados
aminoacidos
26-29 NKTA
135-138 NSSK
ASN- Sitio de 151-154 NLSS
N-APHISTHPY 1 veosiLaTION N-glicosilacion 171-174 NGSI
178-181 NFTT
206-209 NFSD
28-30 TAR
37-39 TVK
84-86 TSK
[ST]-X-[RK] PKC_PHOSPHO_ Sitio de /Fosfor.ilaci()n 123-125 TPK
SITE de proteina quinaza C 136-138 SSK
140-142 SKR
153-155 SSK
191-193 TGK
119-122 TTPE
130-133 TSTE
CK2_PHOSPHO_ Sitio de fosforilacion 136-139 SSKD
[STI-X(2)-{DEI SITE de casein quinasa II 173-176 SILD
208-211 SDAD
219-222 SLVD
G-{EDRKHPFYW }- Sitio de 25-30 GNKTAR
X(2)-[STAGCN]-{P}  MYRISTYL N-miristilacion 167-172 GMSDNG
THR_RICH Regidn rica en 34134 TSKTNPPTPVATSNPMLQNPEATTTA

Threonina

PSTPTAPTTTTPETPKPTTTTSTET

E1 ID corresponde al nombre del sitio funcional encontrado. Se especifica las regiones entre los aminoécidos en la cual est presente el patron funcional

y los aminoacidos involucrados en dicha region.

lo anterior permiti6 inferir que dicha region en la protefna
LIC10494 podria ser de alta importancia, sin embargo, es
conveniente estudiar a fondo esta probabilidad. Los 2 sitios
potenciales de N-miristilacion pueden tener un rol importante
en la lipidacion de la proteina, la cual es necesaria para el
transporte de ésta por el plasma sanguineo. Por otra parte,
los sitios de glicosilacion en proteinas de superficie de
bacterias gram negativas son importantes para la patogénesis
de la bacteria por su papel en la adhesion, en la proteccion
contra la degradacion proteolitica, en el incremento de la
solubilidad y en la variacion antigénica. Teniendo en cuenta
que LIC10494 es una proteina de superficie y Leptospira
interrogans serovar Copenhageni es una bacteria Gram-
negativa, es posible inferir la importancia de los 6 sitios
potenciales de N-Glicosilacion para generar proteccion
de la bacteria frente al sistema inmune del hospedero.
Considerando dicha importancia en cuanto a la patogénesis
y las interacciones con el sistema inmunoldgico, los sitios de

glicosilacion de LIC10494 podrian representar en el futuro
nuevas dianas terapéuticas para el desarrollo de antibioticos
por alteracion de los sitios de glicosilacion mediante la
inhibicion de las interacciones carbohidrato-receptor. Sin
embargo las interacciones carbohidrato-receptor que se
puedan dar en los sitios de glicosilacion de LIC10494 atin
se deben estudiar. El encuentro de sitios de fosforilacion
para LIC10494 puede ser importante para la regulacion de
la trascripcion y la replicacion de la bacteria llevada a cabo
por medio de Quinazas Celulares (28).

Estructura secundaria

Debido a que la calidad de prediccidon de la estructura
secundaria puede ser mejorada por clasificaciones basadas
en consensos, donde los diferentes métodos pueden ser
combinados para obtener una prediccion mas confiable

22

Barreto et al



Estudio computacional de la proteina LIC10494

que a partir de uno de los métodos (29), la prediccion de
la estructura secundaria se realizd con el servidor NPSA
(http://www.bioinf.manchester.ac.uk/dbbrowser/bioactivity/
NPS2.html) , un servidor que arroja los resultados promedio
de la prediccidn realizada con los algoritmos SOPM;
PREDATOR; GORIV; DSCY DPM; SOPM y PREDATOR
fundamentados en la probabilidad condicional de que
determinado aminoacido haga parte de una estructura
secundaria considerando que los aminoéacidos adyacentes
adquieran la misma estructura, mientras que GORIV, DSCy
DPM utilizan conjuntos de entrenamiento cuyos elementos
son estructuras resueltas para identificar secuencias motivo
comunes asociadas a disposiciones particulares de estructuras
secundarias.

El resultado del consenso de NPSA para la estructura
secundaria de LIC10494 (Figura 4) reveld la existencia
de 5 hélices a entre los aminoacidos: 28-41, 60-69, 141-
150y 210-227; y 4 laminas o entre los aminoacidos: 7-17,

10 zo
| |
LIC1D4G4

30

158-162, 181-186 y 194-200. Los aminoacidos restantes
fueron regiones no estructuradas. Estos resultados coinciden
con el reporte experimental basado en el método de CD
espectroscopia que reveld la predominancia de hélices a
y laminas a en la estructura secundaria de LIC10494 (30).

Estructura terciaria

La prediccion de la estructura terciaria de la proteina se
realizé6 con MUSTER, un programa de modelamiento por
threading disponible en el meta-servidor LOMETS, que
difiere del modelamiento por homologia en que no se cuenta
con estructuras similares reportadas, por lo tanto el modelo se
deriva del alineamiento de fragmentos de la secuencia sobre
diferentes plantillas estructurales con pliegues reconocidos
y reportados en bases de datos biologicas. La minimizacion
de energfa, obtenida a partir del software Macromodel V9.7
disponible en la suite de analisis molecular de Schrodinger,
fue de primer orden, usando el campo de fuerzas AMBER94

420 S0 &0 70
| | 1 |

MMOLFYEIIILFFTSIILNGCWVIFGNE TARAAEKA A TVEANY IGY IENREDFREFDPFRIFENFISLLEFET

DPFM hheescecceoececeesceeceageae hhhhhhhhhhehh eeceeht hhhhh hheheseehhhhhe
DSC hheecesceceeceae ese hhhhhhhhheeeecsecaesee hhhhhhese
GOR4 ecessesseee ece hhhhhhhhhhhhhh es hhhhhhhhhhhhhh
FPredator hhhbhbhhhhhhhh hhhhhhbhhbhbhhhhhhh hhhhhhhhhh
SOFPHM hhhhhheeeeseecsesse L eesetr hhhhhhhhhhhhhheesesettT eehhhhhhheesee
Sec.Cons. hhheeceecseeeeee ecee hhhhhhhhhhhhhh?eecee ???hhhbhhhhbhhh?
80 =]u] 100 110 120 130 140
I | | | | | |
LICL1D494 IFRNGHNGLVEEEPETSKETHNPPTPVATSHNPNLONPEATTTAPSTPTAPTTTTPETPEPTTTTSTETHNSSEDS
DPHM ettt hhhh ttct hoctchh tttttott
DSC == L — ]
GOR4 hh eec 1= ===
Predator
SOPH ectttcese =]
Sec.Cong. 77 272 ec?
150 1&0 170 180 i1s0 200 210

I
LIC1D04S4

|
FRIFMENE IFNLSSEVNF DY YLOGSFGMSDNGS ILDENFTTLIFLDVHDETGELVESVSTTODSENFSDA

DPM hhehhhhhh t etececect ttttt eechceeeeseechectt eceeee tt tcth

DSC hheehbhhhhh ceceseEEE eceeee eceecee hh

GOR4 hhhhhhhhhh ceee ec eceeee eceecee h

Predator hhhhhhhhhh ecece eeehhhhhheee eeseeEe

SOPH esechhhbhhhbhhhh ceceees eeectt eectt seeceee ttt ecseeee h

Sec.Cons. hhhhhhhhhh cecees ] seeceee ecseeee h
220 230

LICl1O494g DDLEQASISLVDEIMEKESEMNE

DPHM hhhhhhecseesehehh

DsC hhhhhhheshhhhhhhl
GOR4 hhhbhhhbhhhhhhhhhh ec
Predator hhhhhhbhhhhhhhhhhhh
SOPM hhhbhhbhhhhhhhhhhtttttT

Sec.Cons.

hhhhhhhhhhhhhhhh?

Figura 4. Consenso de la estructura secundaria de LIC10494 generado por NPSA con base en 5 programas de
prediccién. La secuencia consenso se puede ver en la parte inferior (Sec. Cons) indicando las regiones con hélices
a (h), laminas B (e) y regiones no estructuradas (c).
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con 50 iteraciones, donde la energia minima obtenida para
el modelo fue de -6300,2251 kJ/mol.

Se ha establecido que una estructura estable depende de
parametros estereoquimicos correspondientes a los angulos
de torsidon que determinan su plegamiento proteico. Dado
que el rango permitido de angulos dentro de una estructura
es muy restrictivo, las variaciones en el angulo de torsion son
muy pocas y han hecho posible la identificacion de angulos
posibles que permiten una aproximacion a la probabilidad de

que la conformacion estructural de la proteina sea correcta
(31). La validacion del modelo de LIC10494 evaluado
con RAMPAGE cumpli6 esencialmente los parametros
estereoquimicos de una estructura estable con 197 (86%)
residuos en regiones favorecidas, 28 (12,2%) residuos en
regiones permitidas y 4 (1,7%) residuos fuera de regiones
favorecidas (Figura 5). De acuerdo a la probabilidad de que
los pares de angulos sean posibles dentro de la estructura
de la proteina, Las regiones favorecidas corresponden a los
sitios donde hay mayor probabilidad de que los angulos que
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Figura 5. Plot de Ramachandran que muestra la distribucion de las combinaciones de los angulos para la estructura de LIC10494
con alta resolucion. El contorno azul oscuro comprende las regiones mas favorecidas, el contorno azul claro muestra las regiones
permitidas. El contorno naranja y lila muestran las regiones favorecidas y las regiones permitidas para el aminoacido de la Gli-
cina, el cual generalmente se encuentra altamente conservado en las secuencias proteicas y permite la combinacion de angulos

que no son posibles para otros aminoacidos.
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conforman la estructura proteica sean posibles, mientras que
las regiones permitidas y las no permitidas corresponden
a sitios con menor probabilidad de acercamiento al angulo
correcto. Por lo anterior y tomando como base los resultados
de la evaluacion, es posible deducir que el modelo constituye
un buen acercamiento a la estructura real de la proteina.

El modelo tridimensional predicho coincide en gran parte
de su estructura con la estructura secundaria predicha
en este estudio, asi mismo coincide con los estudios de
hidrofobicidad y desordenes intrinsecos asociados a la
secuencia de la proteina (Figura 6).

[/

)

Estos resultados estan respaldados por su concordancia con
los reportes experimentales de estudios anteriores que se
aproximaron a la estructura de la proteina pero no revelaron
los residuos especificos involucrados en la conformacion de
las hélices a, las laminas 3 y las regiones no estructuradas
(23, 6, 30). Dentro de las regiones que coinciden con la
estructura secundaria y con los demas analisis del presente
estudio, estan involucrados varios de los patrones funcionales
encontrados durante este estudio, tales patrones involucrados
en la estructura final son los relacionados con los sitios de
N-Glicosilacion (entre los aminoacidos 28-39, 178-180 y
206-209) y fosforilacion por enzimas quinazas entre los

Figura 6. Modelo tridimensional generado por MUSTER vy visualizado con PyMol v. 0,98. Las hélices color verde (residuos
28-36; 60-69; 146-150; 214-226) y las laminas color magenta (182-186; 196-200) corresponden a las regiones donde hay coin-
cidencia con la aproximacion a la estructura secundaria de LIC10494. Las regiones no estructuradas color naranja (187-193; 228-
230) corresponden a los segmentos que coinciden con la aproximacion a la estructura secundaria y a las regiones desordenadas
predichas por GLOBPLOT. Las regiones mostradas como “sticks” corresponden a los sitios de N-Glicosilacion que coinciden
tanto con la estructura secundaria como con la estructura terciaria y con los analisis de GLOBPLOT reportados en este estudio
(175-180; 204-209). La region color azul claro rodeada por una malla corresponde a la region transmembrana reportada en este

estudio por consenso de 9 programas (8-22).
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aminoacidos 28-30, 84-86, 191-193, 208,209, 219-222).
La prediccidon de dichos residuos, generada por este
estudio, es importante para el conocimiento de las regiones
potencialmente importantes para la patogenicidad e
inmunogenicidad de la bacteria y por tanto para el futuro
desarrollo de estudios enfocados hacia la creacion de
vacunas a largo plazo efectivas contra varios serovares y
varias especies leptospirales, pues la conservacion de la
proteina LIC10494 ha sido reportada experimentalmente
para varios serovares (20, 6), ademas el encuentro de
homologia de LIC10494 con la lipoproteina putativa
LA3735 de Leptospira interrogans serovar Lai permite
generar una aproximacion importante a la estructura de
ésta Glltima. Aunque se reportan varios patrones funcionales
importantes para la antigenicidad e inmunogenicidad de
la bacteria y estos se encuentran claramente asociados
con la estructura tridimensional predicha en el presente
estudio, atn faltan estudios que investiguen a fondo la
importancia de estos patrones y los posibles mecanismos
de inhibicidén de los sitios de N-Glicosilacidn para
desarrollo de antibidticos y/o vacunas efectivas contra
la enfermedad. También merece especial atencion llevar
a cabo estudios que revelen el mecanismo exacto por el
cual cada uno de los patrones, reportados en este estudio,
intervienen en la funcionalidad de LIC10494 como
antigeno para entender el mecanismo de interaccion
antigeno-anticuerpo generado por LIC10494 en la
respuesta inmune de ratones infectados con Leptospira
interrogans serovar Copenhageni.

Conclusiones

La asociacion de la estructura, establecida en el presente
estudio, con las regiones funcionales permite proponer
un modelo tridimensional, para la proteina LIC10494,
que coincide con estudios experimentales previos y puede
usarse para inferir varios aspectos del comportamiento de
la misma en cuanto a la patogenicidad e inmunogenicidad
de Leptospira interrogans serovar Copenhageni.
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