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RESUMEN: Se presentan predicciones

de estructura secundaria, antigenicidad

y modelos tridimensionales para 1, 2y

6 repeticiones de 68 aminoacidos del
péptido FRA de Trypanosoma cruzi. Los
modelos tridimensionales fueron obtenidos
mediante servidores en la web utilizando
métodos de “fold-recognition”. Nuestros
resultados predicen para los tres péptidos
una estructura basicamente formada

por hélices alfa y espirales al azar. Se
identifican los aminoacidos responsables
del comportamiento antigénico de estos
péptidos, y los modelos los ubican en un
loop formado por 17 a 22 aminoacidos,
con anclajes cargados y practicamente
formado por aminodcidos hidrofébicos.
PALABRAS CLAVE: FRA, secuencias repetitivas,
antigeno Trypanosoma cruzi

SUMMARY: Secondary Structure, antigenicity
and tridimensional models predicted for 1,
2 and 6 repetitions of 68 aa of Trypanosoma
cruzi FRA peptides are presented. The
tridimensional models were obtained using
web servers and using fold-recognition.
For the three peptides, ours results
predicts a structure basically formed

by alfa helices and coils. The antigenic
aminoacids are identified as belonging

to a 17 to 22 aminoacids large loop, with
anchored charged but essentially formed
by hydrophobic amino acids.

KEY WORDS: FRA, repetitive sequence,
Trypanosoma cruzi antigen



l. Introduccién

Se ha descrito que los genomas de cier-
tos protozoos poseen secuencias gendmi-
cas de baja complejidad. (1) Estas se ex-
presan generalmente como regiones no
globulares de proteinas o como secuencias
repelitivas que separan dominios bien con-
servados, los cuales pueden ser alineados
con proteinas homologas de otros organis-
mos. En el caso del T. cruzi, a comienzos de
los anos 90, cuando comenzaron a clonar-
se y secuenciarse las proteinas mas antigé-
nicas de este protozoo, se determind que
estas estaban compuestas esencialmente
por esle tipo de secuencias repetitivas. (2)
A pesar del tiempo transcurrido desde esta
observacidn, la razén que incrementa la an-
tigenicidad de estas estructuras repetitivas
no esta aun aclarada.

Un caso particular, es el Antigeno Flage-
lar Repetitivo (Flagellar Repetitive Antigen,
FRA) correspondiente al extremo amino ter-
minal de la proteina calpain cistein pepti-
dasa de T.cruzi de 1342 aminoacidos (aa).
Esta proteina posee 6 repeticiones de 68
aa que ha resuliado ser uno de los pépti-
dos més antigénicos del T.cruzi, ademas de
maostrar alta especfﬁcidéd y sensibilidad (3)
en su utilizacién en ensayos de ELISA para
diagnostice de la enfermedad. (4) Esta pro-
telna se diferencia de las demas repetitivas
por poseer repeticiones de una media seis
veces mayor que las demds, las cuales pre-
sentan motivos repetidos que oscilan en ta-
manos de 5 a 14 aa. (2) Estas diferencias
de tamano podrian estar involucradas en la
importante interaccién antigeno-anticuerpo
que presenta esta molécula. Dado que has-
ta la fecha no se han descripto estructuras
tridimensionales de esta molécula, nos he-
mos propuesto analizar los posibles plega-
mientos de la misma para estimar la confor-
macién tridimensional de su interaccién con
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los anticuerpos. Por lo tanto, en el presente
trabajo se aborda el modelado tridimensio-
nal de los péptidos correspondientes a 1 y
2 repeticiones de 68 aa del extremo N termi-
nal de FRA que permitan tener una primera
aproximacién del plegamiento de las repeti-
ciones y evaluar si dicha conformacién esta
involucrada en la alta antigenicidad de la
molécula. En un trabajo posterior estos re-
sultados seréan contrastados con el compor-
tamiento experimental de estas moléculas
clonadas y expresadas en un sistema pro-
cariota. También se aborda el modelado de
los primeros 450 aa de la proteina tal como
es derivada del gen que la codifica, a fin de
entender cual es la correlacion con las repe-
ticiones clonadas.

En virtud del tamario de las estructuras
a modelar hemos decidido utilizar las téc-
nicas perienecientes al campo del modela-
do comparativo. En particular, la bisqueda
de proteinas homologas en el Protein Data
Bank (PDB) (http:/fAwww.rcsb.org/pdb, con-
sultado desde el 11-2006 al 03-2007), (5) es
decir proteinas cuya estructura tridimensio-
nal sea conocida y guarden alguna relacion
evolutiva con la FRA, muestra resultados de
baja identidad de secuencias, tal que hace
inviable un modelado por los métodos: tra-
dicionales de homologia. Por esta razon, se
emplean en este trabajo los métodos ba-
sados en reconocimiento de plegamiento
(Fold Recognition, FR), gue en la actualidad
combinan el analisis evolutivo (la secuencia
incégnita se compara con bases de datos
de secuencias, para generar alineamientos
multiples, que son a la vez usados como in-
cognitas para obtener secuencias moldes
del PDB) y el analisis estructural {threading).
(6,7) Los algoritmos modernos de FR han al-
canzado un alto grado de sensibilidad y es-
pecificidad, en promedio puede afimarse
que aproximadamente el 50% de los mode-
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los primarios generados por los servidores
publicos encuentran el tipo de plegamiento
correclo, y si bien poseen baja resolucion,
son de gran utilidad para el entendimiento
de la relacion estructura-funcion de las pro-
teinas y la asignacion de funciones a nivel
genomico. Desde 1994 se lleva adelante el
experimento colaborativo bianual “Critical
Assessment of Protein Structure Prediction
Methods” (CASP), (8) en el cual proteinas
préximas a ser resueltas por cristalogra-
fia son puestas a disposicién de la comuni-
dad de grupos predictores bioinforméticos.
Los resultados de la resolucidn cristalogra-
fica final son exhaustivamente comparados
con las predicciones y los métodos y algorit-
mos de prediccion que son luego clasifica-
dos segun su performance. Recientemente
surgieron otros nuevos experimentos comu-
nitarios para aclarar varias inquietudes de
la comunidad cientifica a la hora de decidir
entre qué métodos, algoritmos y servidores
publicos elegir para llevar adelante un pro-
ceso de modelado. “Critical Assessment of
Fully Automated Protein Prediction Methods”
(CAFASP), (9) evaliia sélo los servidores que
proveen procedimientos de trabajo ente-
ramente automatizados; LiveBench (10) es
una iniciativa para evaluar en lapsos semes-
trales la performance de los servidores pu-
blicos de modelado. En el presente trabajo,
utilizaremos los servidores de "fold-recogni-
tion" mejor posicionados en los experimen-
tos colaborativos mencionados. Por otra
parte, el andlisis de los modelos y el refina-
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miento de los mismos es uno de los proble-
mas mas activos dentro de la bioinformati-
ca actual, la evaluacién de la calidad de los
modelos se lleva cabo con algoritmos que
verifican el ambiente fisicoquimico de cada
aminodcido a partir de las coordenadas es-
paciales generadas por el programa predic-
tor. Los mas utilizados en la actualidad son
Verify3D, (11) ANOLEA, (12) PROSAII, (13)
PROCHECK. (14) Segun la sofisticacién del
método presentan desde sdlo valores dis-
cretos para cada aminoacido en funcién de
la secuencia o reportes completos con in-
formacion estereoquimica y datos de ener-
gia potencial de cada posicion y del modelo
total. En este trabajo usaremos sisternética-
mente el método Verify3D.

Nuestro objetivo es obtener modelos tridi-
mensionales para los péptidos formados por
1, 2 y 6 repeticiones de la proteina FRA de
Trypanosoma cruzi, utilizando los métodos
bioinforméticos de “fold-recognition” dispo-
nibles en la actualidad, y analizar la factibili-
dad de su comportamiento antigénico.

1l. Sistemas estudiados

y métodos empleados

Dado que los resultados aqui obtenidos
se contrastaran en un trabajo posterior con
estudios de antigenicidad experimental que
se llevara a cabo con construcciones reali-
zadas mediante ingenierfa genética, se mo-
delan aqui las secuencias tal como se ob-
tendran expresadas.
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FRA-1:
AMADIGSEFKKKLADRAFLEQKPEGVPLRELPLDDDSDFVAMEQERRQLLEKDPRRNAREIAALEESM
NARAQELAR

FRA-2:
AMADIGSEFKKKLADRAFLEDKPEGVPLRELPLDDDSDFVAMEQERRQLLEKDPRANAKEIAALEESM
NARAQEL AREKKLADRAFLDQKPEGVPLRELPLDDDSDFVAMEQERRQLLEKDPRRNAREIAALEESM
NARAQELAR

Los residuos en negrita corresponden a los aa aportados por el vector de expresion pET32a
gue se utilizara para la expresién de la proteina.

FRA-450:

LL EKDPRRNAKEIAALEESMNARAQELAREKKLADRAFLDQKPEGVPLRELPLDDDSDFVAMEQERR
QLLEKDPRRNAREIAALEESMNARAQELARKLADRAFLDQKPEGVPLRELPLDDDSDFVAMEQERRQ
LLEKDPRRNAREIAALEESMNARAQELAREKKLADRAFLDQKPEGVPLRELPLDDDSDFVAMEQERR
QLLEKDPRRNAKEIAALEESMNARAQELAREKKLADRAFLDQKPEGVPLRELPLDDDSDFVEMEQER
RQLLEKDPRRNVQKIADLEESMNARAQELAREKKLADRAFLDQKPEGVSLRELPLDDDSDFVSMEQE
RRQLLEKDPRKNVQIVADLEESMNARAQELAREKKLADRAFLDQKPEGVSLRELPLDDDSDFVAMEQ
ERRQLLEKDPHRNAKEIAALEESMNVCARNLAFDIRSRERDFLDDVVR

Esta es la secuencia nativa de los primeros 450 aa de la FRA, utilizada para corraborar
la coherencia entre las predicciones hechas para las porciones aisladas FRA-1 y FRA-2 y
el extremo N terminal de la proteina.

Secuencia completa de FRA segin GenBank XM_799896
LLEKDPRRNAKEIAALEESMNARAQELAREKKLADRAFLDQKPEGVPLRELPLDDDSDFVAMEQERR

LLEKDPRR Al ARKLADRA KPEGVPLRELPLDDDSDFVAMEQE
LLEKDPRRNAREIAALEESMNARAGQELAREKKLADRAFLDQKPEGVPLRELPLDDDSDFVAMEQERR

QLLEKDPRRNAKEIAALEESMNARAQELAREKKLADRAFLDQKPEGVPLRELPLDDDSDFVSMEQER
RQLLEKDPRRNVQKIADLEESMNARAQELAREKKLADRAFLDQKPEGVSLRELPLDDDSDFVSMEQE
RRQLLEKDPRKNVQIVADLEESMNARAQELAREKKLADRAFLDQKPEGVSLRELPLDDDSDFVAMEQ
ERRQLLEKDPHRNAKEIAALEESMNVCARNLAFDIRSRERDFLDDVVRGIPLDALSLNDDNELCLLEAR
RRELLKTSSAENSPELVELEKKIADRVDFLAVNFGEHLLSFLDSKPEGISLSELELNGDLEFCNMERVLV
ELMRARRQNAEAIKDQQYAMNNRVHELAQQLLRSDREYLHPEPQGVPQGDLPLDDPVFHEMELQRR
KLKKDPERNAIKISELEKKLNDRADIAKLLRAKERAFLELEPEGIPIERLPLNEDPILHELETNYRRLLKVT
PRDKKAIRGIEEKIRSRVHELAVQQRGWQDEEFHESNKHMAEEWPRICELYPEGIRDPVVPEKTLPSQ
VSSAPLELGYLAPFIAAMSRHPPLIDRLFDSKEHPVNGPYSFIFYDPNSNPYRVEIDDRVPYDANMEPKF
TRVPKRSWYPLLLEKAYAKFVGGYSRLDQCTPHETLRDLTGRPVTHIPFEDKRAEGIKMGDFRSAQFW
REIHSDLAKGDIITAMSNKHVPDGIHPLCSYALFAVIETVKESNDPADIVIKLHNCYFDEPFYSGPLNRND
GGWTTELMNACRYNPSEEEFLYLPQSVFLNNFSSMQRCHINCGDRLTAIGEWDKTSCGGNPKFTTFR
NNPIYLVENKSSRPVRILAELRHQAPVFYDADSVGHYHQTGLALLQHDGSVSVLSGIITNSTHNFIQKGI
MLDTREVCSRMEIPPTSTCILIPY TMKRGCLGKFSVSIYPGDSSVNFMPLTPLSVTHGFCDVDVILTPGSR
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EGKRIEFVVNGACDAHLLLRQNKITDPASIKKGDVLAEDDVMMMLYDEYMTRLASTGDATSAREHSLAL
QLPSAGRYSVLLACPNKPVTGNCPCSLYIYTPKQIATRILPRPTNGTPQILPFLSLPQSSKGAARGNVKG
KVIGAGDVATGTGNRPVETQGMKLPNPPRNGKPKYHR

Estan resaltados los primeros 450 resi-
duos que contienen las 6 repeticiones de 68
aa, que es uno de los sistemas estudiados
en este trabajo. Asimismo, en este grupo de
450 aa, estan contenidas las dos primeras
repeticiones (subrayadas) correspondientes
a los otros dos sistemas estudiados.

Analisis de la estructura primaria

El analisis de la estructura primaria de la
secuencia completa se llevo a cabo a través
de la base de datos de alineamientos muil-
tiples y Modelos Ocultos de Markov (HHM),
Pfam. (15) Se identifican en este anélisis los
posibles motivos biologicos y/o estructura-
les presentes en nuestra secuencia incogni-
ta. El analisis del indice de antigenicidad se
llevd a cabo mediante el servidor del Euro-
pean Molecular Biology Laboratory (EMBL)
a través de su programa EMBOSS (http://
livbmc.uu.se/cgi-binfemboss/antigenic,
consultado el 26-02-2007) que implemen-
ta una modificacién del algoritmo de Jame-
son-Wolf (16) propuesta por Kolaskar y Ton-
gaonkar. (17)

Prediccién de la estructura secundaria

Los métodos de andlisis de la estructura
secundaria han alcanzado un alto grado de
precision y exactitud en la actualidad. Todos
los métodos modernos utilizan algoritmos
de redes neuronales y la informacién evo-
lutiva contenida en un alineamiento muiltiple
de la secuencia incognita con una base de
datos de secuencias, para aplicar algorit-
mos de desplazamiento por ventanas que
recorren toda la secuencia asignado pro-
pensiones de estructura secundaria en tres

categorias: hélices «, filamentos f y espira-
les al azar. La mayoria de los métodos ac-
tuales alcanza un nivel de confiabilidad de
76-84 % (mayor en hélices «). (18,19) Para el
presente trabajo se utilizaron los servidores
de preedicion Jpred (http://www.compbio.
dundee.ac.uk/~www-jpred/, consultado el
15-02-2007) (20) y SPINE (http://theory.med.
buffalo.edu, consultado el 21-02-2007). (21)

Prediccién de la estructura terciaria

La prediccién de la estructura terciaria se
realizd via web utilizando servidores publi-
cos. De la gran cantidad de opciones que
existen en la actualidad, se hizo una selec-
cién sobre la base de los andlisis de las Ul-
timas rondas de CASP, CAFASP y LiveBen-
ch y dentro de los mejores posicionados se
puso mayor énfasis en aquellos servidores
gue generan modelos completos (“full atom
models”), generalmente mediante la utiliza-
cion del software de modelado molecular
MODELLER. (22) Resulta de gran utilidad el
desarrollo de los metaservidores, que son
servidores publicos que envian consultas a
mliltiples servidores primarios. Algunos de
estos, poseen a su vez algoritmos de selec-
cién de los mejores modelos sobre la base
de criterios estructurales y evolutivos, como
por ejemplo PCONS. (23)
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Tabla 1: Servidores utilizados para consultas remotas. (FR), Fold Recognition; (Hom), Modelado
por Homologfa; (Ab), Ab Initio; (Me), metaservidor; (*) producen modelos tridimensionales comple-
tos minimizados utilizando MODELLER; (+) producen modelos crudos; (x) producen alineamientos
entre la secuencia incognita y un molde. (a) SwissModel posee su propio software de medelado por
homologfa, PROMOD. (33)

Nombre URL (http://) Referencias
|-TASSER Zhang. biointormatics.ku.edul-TASSER/ (consultado 05-2007) FR-Ab; *:(24)
SPARKS (sp3 — spd) sparks.informatics.iupui.edu/ (consultado 02-2007) FR; *;(25)
Genesilico genesilico.pl/meta/ (consultado 03/04-2007) FR-Me; *:(6, 26)
3D-Jury www.bioinfo.pl/meta/ (consultado 04-2007) FR-Me; +;(27)
@TOME bioserv.cbs.cnrs.i/HTML_BIO/Arame_meta.himl FR-Me: *; (28)
(consultado 04/05-2007)
LooPP chsuapps.ic.cornell.edu/loopp.aspx (consultado 03-2007) FR; *: (29)
PCONS www.bioinfo.se/pcons/ (consultada 04/05-2007) Me; *; (23)
FUGUE www-cryst.bioc.cam.ac.uk/~fugue/ (consultado 02-2007) FR; x {30)
3D-PSSM www.sbg bio.ic.ac.uk/3dpssmy/htmi/tirecog_simple.html FR; +; (31)
{consultado 03-2007)
mgenthreader bioint.cs.ucl ac.uk/psipred/ (consultado 02-2007) FR; x. (32)
PredictProtein www, predictprolein.org/ (consultade 02-2007) FR-Me; x; (33}
SwisshMode! swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL htm| Hom; *; (34)a
{consullade 11-2006, 02-2007 y 05-2007)
PROTINFO prolinfo.compbio.washington.edu/ (consultado 05-2007) FR-Ab; *; (35)
FFAS03 fias.ljerl.edu (consultada 03-2007) FR; x; (36)
SAM-T02 www.s0e.ucsc.edu/fresearch/compbio/HMM (consultado 03-2007) FR; x; (37)
INBGU www.cs.bgu.ac.l/~bioinbgu/Torm.html (consultado 04-2007) FR; *: (38)
WURST www.zbh.uni (consultado 03/2007) FR; +; (39)
ORFEUS grdb.bloinfo.pl (consultado 05-2007) FR;x; (40
Robetta rabetta, bakerlab.org/ (consultado 02/2007 resultados Ab-Me; * ; (41)
ablenidos 04/2007)
LOMMETS 2Zhang.bivinformatics.ku.edu--LOMMETS/ FR-AD; *;(42)
(consullado 06-2007)
HHPRED Toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred (consultado 02-2007) Hom; *; (43)
INUB inub. cse.bulfalo.edu/ (consuitado 03/04-2007) FR; + ; (44)
FORTE www.cbre.jp/lorte/ (consultado 04/05-2007) FR; *; (45)
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Verificacion de los modelos

Los modelos obtenidos fueron analizados
con el algoritmo Verify3D, que actualmente
es uno de los mecanismos de andlisis mas
utilizados para evaluar los modelos prima-
rios de los servidores, (6,7) en conjunto con
diversas herramientas adicionales. A pesar
de ser uno de los algoritmos mas antiguos
y sencillos, se ha visto excelentemente po-
sicionado en las Ultimas rondas de evalua-
cién de los métodos de andlisis de modelos.
(46) El algoritmo se ejecutd en forma remota
en el servidor del National Institute of Health
(NIH)  (http://nihserver.mbi.ucla.edu/NVerify_
3D/, consultado en 06/2007). Cada posicion
aminoacidica es evaluada con referencia a
18 categorias fijadas por los autores, segun
los ambientes fisicoquimicos estandar de los
aminoécidos en las proteinas con estructura
conocida. Para cada posicion el algoritmo
devuelve un valor que cuanto mas cercano
a cero es, menor calidad del modelo indica;
y en caso de ser negativo, indica una zona
con problemas que debiera ser refinada.

Los modelos seleccionados por Verify3D
fueron posteriormente optimizados por mi-
nimizacion energética con el programa
Swiss-PDB-Viewer. (47) Se utilizd una ruti-
na de optimizacién aplicando el método de
gradientes conjugados, de 3000 pasos en
tres series de 1000 pasos con el campo de
fuerzas GROMOGS36. (48)

Ill. Resultados y Discusion

Andlisis de la estructura primaria:

Los resultados del andlisis de la estruc-
tura primaria se muestran en la Fig. 1. La
secuencia completa posee cinco dominios
asignables por alineamiento con los perfi-
les alojados en Pfam, dos de los cuales no
poseen un nivel de probabilidad suficiente
para ser considerados confiables. Como se
aprecia en la Fig. 1 la proteina es una Cis-
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tein Proteinasa Calcio Dependiente tipo Cal-
paina. El dominio catalitico se encuentra
entre los residuos 720-995. Un Dominio Cal-
paina Il adicional se encuentra entre 995-
1140. Dos regiones a las que no se puede
asignar dominios con significacion estadis-
tica suficiente ocupan las porciones de 428-
720 y 1140-1342 aminoécidos. Finalmente
la porcién en estudio posee similitud con un
dominio conservado de ATPasa de repara-
cion del ADN.

La actividad enzimética de la FRA no ha
sido experimentalmente comprobada hasta
el momento, pero del anélisis bioinfarmético
de la secuencia primaria se infiere, con una
gran probabilidad, que actie como una cal-
paina. Las calpainas de otros organismos
estudiadas hasta el momento poseen exten-
siones variables que van de los 345 aa has-
ta los 968 aa en calpainas multidominio. (49)
Es una caracteristica general de ciertas pro-
teinas presentes en protozoos que infectan
a los seres humanos la presencia de inser-
ciones aminoacidicas de hasta 900 aa. En
algunos casos corresponden a la presencia
de varios dominios funcionales de las cis-
tein proteasas que actdan en la regulacion
enzimatica, pero es comun observar, como
ocurre en el caso de FRA, la existencia de
zonas de baja complejidad de informacién
y secuencias repetitivas. (1) La presencia de
estas grandes inserciones supone un incre-
mento en el gasto energético considerable
para estos organismos unicelulares, en or-
den de replicar, transcribir y reparar ADN y
para traducirlo en proteinas. Este gasto di-
ferencial debe estar plenamente justificado
desde el punto de vista evolutivo, ya que la
vida como sistema termodindmico es su-
mamente conservadora en cuanto al gasto
energético. Por ello estas inserciones, que
en el caso de FRA estan representadas por
los primeros 720 aa y los Ultimos 202, de-
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Figura 1: Anélisis de la estructura primaria de la protelna FRA completa utilizando la base de datos
Pfam. Se muestran esquematicamente los dominios encontrados y aquellos donde la propia base de
datos no puede encontrar dominios asignables.

NN\

Pfam - PFO0648 — Cisteinproteinasa, Dominio Calpaina |l Calcio dependiente — E =310

==\
1 4z8
B Sbec — COG 0419.2 — ATPasa de reparacion del DNA — E = 0,0004
[l Pfam - PFO1067— Subunidad Calpaina Dominio Ill - E = 0.003
E sin dominio asignable

T20 B35 1140

Figura 2: Esquema de la estructura secundaria predicha por consenso entre los algoritmos Jpred y
SPINE. Se observa esquematicamente la repeticion de un arreglo de estructura secundaria que se
conserva aun en las porciones separadas analizadas en forma aislada. 1, 2, 3, 4, 5 y 6 indican las

repeticiones.
= |
1 - 7 a

m

Espiral

ben tener una funcion biolégica justificada.
Para los primeros 428 aa, la hipdtesis ac-
tual es considerar estas secuencias repeti-
tivas como sefiuelos antigénicos que evitan
el desarrollo de anticuerpos por parte del
huésped hacia los epitopes de la proteina
presentes en la porcién con actividad catali-
tica, asf pues la proteina desarrolla su activi-
dad catalitica aun en presencia de respues-
ta de anticuerpos por parte del huésped. (1)

235 303 n

| | Residuos agregados por el vector de expresién

Prediccion de estructuras

secundarias

La prediccion de la estructura secundaria
se resume en la Fig. 2 para las tres secuen-
cias analizas y, en detalle, en las Figs. 3, 8
y 13, para la FRA-1, FRA-2 y FRA-450, res-
pectivamente. La concordancia entre los re-
sultados de los dos métodos de prediccion
de estructura secundaria utilizados es prac-
ticamente total. La Fig. 2 incluye un consen-
so de las dos predicciones, donde puede
observarse un arreglo regular de estructura
secundaria (formado por dos hélices con un
pequenio loop entre ellas), que se unen al
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motivo de la repeticidn siguiente a través de
un loop manifiestamente mas grande que el
anterior, que se mantiene incluso en las se-
cuencias aisladas FRA-1 y FRA-2 alineadas
con respecto a la secuencia nativa FRA-
450. Se realizd, ademds, un andlisis de la
presencia de hélices transmembrana lleva-
do a cabo con los algoritmos de prediccion
primarios consultados por el meta-servidor
BPROMPT  (www.jenner.ac.uk/BPROMPT,
consultado el 16-02-2007). (50) No se de-
tect6 presencia de hélices transmembrana
en ninguna de las secuencias en estudio,
ni en ningun otra parte de la secuencia pro-
teica completa (resultados no mostrados).
Esto indicaria que FRA no es una proteina
de membrana, en acuerdo con la actividad
de las calpainas, que es principalmente ci-
tosdlica. (49)

Prediccion de antigenicidad

Los resultados de la prediccién de la an-
tigenicidad se encuentran resumidos en las
Figs. 3, 8 y 13. Es de destacar que estos
resultados son coherentes con las predic-
ciones de estructura secundaria, y los ele-
mentos de mayor potencial antigénico se
encuentran en las zonas predichas como
espirales al azar, las cuales forman los loops
de conexion entre hélices, y son por lo ge-
neral sus partes mas expuestas al solvente.
Adquiere ademas relevancia el hecho que el
mayor indice de antigenicidad se encuentre
alojado en un tipo de loop en particular, de
16 a 22 aa de extension separando dos hé-
lices, una cormiente abajo de 19-22 aa y otra
corriente arriba, de 13-15 aa. Estas zonas,
ademds, cuando se estudian en conjun-
to con la secuencia primaria muestran pre-
sencia de residuos acidos y basicos en los
extremos y no polares en el centro. Es de
resaltar que, patrones similares pueden ser
encontrados en las regiones determinantes

111

de la complementariedad de los anticuer-
pos (RDC). (52) Se predice ademas que el
segmento de mayor antigenicidad, conteni-
do en el loop de tipo largo posee entre 9
y 12 aa, longitud congruente con el tipo de
péptidos presentados por las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad tipo
1l (CPHII).

Esta coherencia entre los resultados mar-
ca una pauta importante y nos han llevado
a tomar como criterio el de utilizar la con-
gruencia de los resultados de prediccion de
estructura secundaria en conjunto con los
de prediccién de la antigenicidad para eva-
luar los modelos tridimensionales.

Prediccion de estructura terciaria

Los modelos tridimensionales presenta-
dos en este trabajo corresponden a los ob-
tenidos directamente por los servidores, a
los que solo se les ha efectuado una mini-
mizacién de energias utilizando el campo
de fuerzas GROMOS96. Son, por lo tanto,
modelos preliminares que requeriran refina-
mientos por técnicas de Dinamica Molecu-
lar o Monte Carlo. Sin embargo, estos mo-
delos preliminares, ya permiten orientar la
validacién experimental por medio de hidré-
lisis selectiva, mutagénesis dirigida o medi-
ciones de dicroismo circular. (6)

Péptido FRA-1

De los servidores publicos incluidos en la
Tabla 1, se obtuvieron 221 resultados que
se clasifican en la Tabla 2:
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Tabla 2: Tipos de resultados obtenidos de los servidores publicos para FRA-1

Modelos completos |Modelos incompletos | Sélo alineamientos Total
Servidor N° de Servidor N°® de Servidor N° de
resultados resultados resultados
@TOME 4 INUB 1 3DPSSM 20
Genesilico |3 Wurst 5 FFAS 20
I-TASSER 5 3D-Jury 10 FUGUE 10
_LOOPF’ 50 HHPRED 20
PCONS 16 PHYRE 20
PROTINFO |4 PsiPred 8
Robetta 10
SPARKS 5
a7 26 98 221

Sélo se procedid al andlisis detallado de
los 97 “full-atom models”. Los restantes re-
sultados requerian de un procesamiento
posterior con el software MODELLER que
hubiera sido extremadamente intensivo des-
de el punto de vista computacional. La sim-
ple inspeccidn visual de los modelos, vy el
hecho de que varios de ellos no cubrian la
secuencia completa fue el primer criterio de
seleccion. Muchos modelos mostraban cla-
ras faltas de congruencia con los supuestos
basicos acerca de la estructura secundaria
y terciaria de las proteinas. De esta inspec-
cion se seleccionaron 46 modelos para ser
evaluados con el algoritmo Verify3D. Los re-
sultados de esta evaluacion, fueron grafica-
dos para todos los modelos de forma tal de
poder inferir la calidad de los mismos a lo
largo de la secuencia {datos no mostrados).
La suma de los valores puntuales de Veri-
fy3D para cada aa se utiliz6 como un para-
metro escalar Unico con el cual caracterizar
la calidad global de un modelo en particular.
Luego de esta segunda ronda de analisis
quedaron so6lo 12 modelos seleccionados.
A continuacion, se compararon los elemen-

tos de estructura secundaria predichos por
los servidores de estructura terciaria para
estos 12 modelos, con aquellos predichos
por los métodos de prediccion de estructu-
ra secundaria. Aquellos que se alejaban no-
toriamente (mas del 15 % de error) de las
pautas predichas por Jpred y SPINE fueron
descartados. Solo cuatro modelos llegaron
a la dltima etapa del andlisis que es la mini-
mizacion energética por relajamiento de las
cadenas laterales y algunos angulos diedros
del esqueleto carbonado. Finalmente se se-
leccionaron sélo dos modelos para el pépti-
do FRA-1, que poseian la mejor conjuncién
de calidad segtin Verify3D, acuerdo con la
estructura secundaria y menor energia lue-
go de la minimizacién: estos fueron los mo-
delos |-TASSER-5 y @ TOME-2. La Fig. 3 re-
sume la estructura secundaria obtenida por
cada uno de estos modelos para el pépti-
do FRA-1, junto con las predicciones de es-
tructura secundaria y de antigenicidad.
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Figura 3: Resultados alineados de la prediccién de estructura secundaria por Jpred y SPINE; de anti-
genicidad por EMBOSS y de la estructura secundaria asignada en los modelos tridimensionales fina-
les @TOME-2 e |-TASSER-5 para FRA-1. Puede verse el acuerdo entre los resultados de cada método
de prediccidn y la presencia de antigenicidad maxima en las zonas de mayor flexibilidad y accesibili-
dad al solvente. H, hélice «, C, espiral al azar. Secuencia aminoacidica en codigo de una letra,
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Los resultados de la calidad de los mode-
los en funcidn de la posicién seguin Verify3D
son presentados en la Fig. 4. Ambos mode-
los poseen todos valores positivos para las
77 posiciones de FRA-1, lo que indica con
alta probabilidad, que la calidad de la pre-
diccion es buena. Cada modelo, ademas,
posee mejor calidad en ciertas porciones
del péptido, asi |-TASSER-5 es méas ade-
cuado para explicar la porcion 0-41 de FRA-
1, mientras que @TOME-2 posee mayor ca-
lidad en la porcion 42-77.

La forma tridimensional de los dos mode-
los seleccionados se presenta en las Figs. 5,
6y 7. En la Fig. 5 se muestra una superposi-
cién de ambos modelos para apreciar sus si-
militudes y diferencias. Se observa claramen-
te que el lazo largo esta expuesto al solvente
y de esta manera seria accesible para inte-
ractuar con la regién determinante de la com-
plementariedad del anticuerpo (RDC).

Ambos modelos ademas, presentan una
estructura compacta, con un nucleo hidro-

turas de los modelos desde el punto de vis-
ta biolodgico y permiten explicar de manera
coherente su actividad antigénica. En la Fig.
6 se muestran dos vistas del modelo obte-
nido por el servidor I-TASSER en las que se
aprecian el empaquetamiento compacto de
las tres hélices o que se predicen para la
estructura secundaria y la exposicién del
loop en donde se predice el mayor indice
de antigenicidad.

La Fig. 7 presenta los mismos resulta-
dos, pero ahora obtenidos por el servidor @
TOME para la FRA-1, con el agregado de
la orientacion de las cadenas laterales en el
loop largo del modelo. Puede verse que las
cadenas laterales se exponen al solvente a
pesar de ser hidrofébicas, lo que indicaria
que a pesar de incrementar la energla, se
adopta una estructura tal como la sugerida,
que puede interactuar con posibles zonas
hidrofébicas en las RDC de los anticuerpos.
Esto explicaria la respuesta antigénica de
esta secuencia aminoacidica en términos
de estructura terciaria tridimensional.
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[ ANTIGENICIOAD o | o |ie]oe)im]ime]iefia] o [ o] ¢ | o [rm]im]ie w|ofofe ojolofofjefefofofofolofol
Madﬂo%—_a cls]c BB« 1 H H HHHHHHEHHEHH
Modelo ITASSER-5 ~lale gESEs H H H H H H H H HHMHH H
Poslon DI B B e D
Secusnciamminoaciics | W] AlrRlAJolEJL]ALlR
st E
Preciocion est. Sec. JPRED T :
T T fobico y un exterior hidrofilico. Todas estas
Modeio ITASSERS st caracteristicas hacen plausibles las estruc-
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Figura 4: Gréfica de resultados de Verify3D en funcién de la secuencia de aa para los modelos de
FRA-1 |-TASSER-5 y @TOME-2. Se observa una mejor calidad en el modelo I-TASSER-5 en la por-
cién inicial del péptido y mejor calidad en el modelo @TOME-2 para la segunda porcion de FRA-1.
Valores cercanos a cero indican zonas con probables problemas en el modelado; valores negativos
indican zonas probablemente erréneas en el modelo. Notar que todos los valores son positivos para
ambos modelos, indicando la buena calidad de los mismos.
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Figura 5: Modelos
superpuestos de FRA-
1.I-TASSER-5 (negro)

y @TOME-2 (gris).
Vista en perspectiva de
los loops principales
expuestos al solvente.
Imagen generada con
Swiss-PDB-Viewer. (47)
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Figura 6: Vistas del modelo I-TASSER-5S para FRA-1, luego de la minimizacién energética. (a) Detalle
del empaquetamiento de las hélices a. (b) Perspectiva del modelo mostrando la forma en que extru-
de del empaqguetamiento de hélices a el loop donde se encuentra predicho el mayor ndice de anti-
genicidad. Imagen generada con Swiss-POB-Viewer. (47)

Figura 7: Vistas del modelo @TOME-2 para FRA-1 luego de minimizacion energética. (a) Detalle
de la orientacién de las cadenas laterales del loop principal. (b) Vista del modelo mostrando el loop
donde se encuentra predicho el mayor indice de antigenicidad. Imagen generada con Swiss-PDB-
Viewer. (47)
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Péptido FRA-2

Siguiendo el mismo esquema de trabajo
que para FRA-1, para el péptida con dos re-
peticiones, FRA-2, se obtuvieron 194 resul-
tados de los servidores, seg(in se detalla en
la Tabla 4.

FABICIB = 2007 = 11

Tabla 4: Tipos de resultados obtenidos de los servidores publicos para FRA-2

Modelos completos Modelos incompletos Sdlo alineamientos Total
Servidor N° de Servidor N° de Servidor N° de
resultados resultados resultados
@TOME 3 INUB 10 3DPSSM 20
Genesilico |3 Wurst 5 FUGUE 10
I-TASSER 5 3D-Jury 10 HHPRED 10
LOOPP 50 PHYRE 10
PCONS 20 PsiPred 10
PROTINFO |2
LOMMETS |11
Robetta 10
SPARKS 5
109 25 60 194

Luego de la inspeccion inicial se procedid
al andlisis sistematico por Verify3D a sdlo 47
de los 109 full-atoms models. La aplicacion
del algoritmo de evaluacién solo dejd 7 mo-
delos como posibles candidatos para un ul-
terior analisis segin la congruencia con la
estructura secundaria predicha y la predic-
cion de antigenicidad. Los 7 modelos fue-
ron evaluados por minimizacién energética.
Finalmente el mejor modelo segin la con-
juncién de calidad segun Verify3D, coheren-
cia en la prediccion de la estructura secun-
daria y menor energia fue forte-5, que fue
seleccionado a su vez, por el metaservidor
PCONS. La Fig. 8 resume la estructura se-
cundaria obtenida para este modelo, com-

paréndola con las obtenidas utilizando los
predictores de estructura secundaria y la
prediccidn de antigenicidad.

El modelo reproduce las pautas predi-
chas para FRA-1 por I-TASSER y @TOME,
es decir, la presencia de un empaqueta-
miento compacto de las tres hélices a que
conforman una repeticion de 68 aa en la se-
cuencia primaria con un loop exienso entre
dos hélices que se expone al solvente. Este
esquema aparece repetido dos veces en el
modelo tridimensional, tal como ocurre con
la prediccién de estructura secundaria. La
posibilidad de interaccion con las RDC de
los anticuerpos es también altamente pro-
bable para una estructura de este tipo.



Peralta, J.M. y col. - Modelado Molecular de péptidos... 117

Figura 8: Resultados alineados de la prediccion de estructura secundaria por Jpred y SPINE; de an-
tigenicidad por EMBOSS y de la estructura secundaria asignada en el modelo tridimensional final
forte-5 de FRA-2. Puede verse el acuerdo entre los resultados de cada método de prediccién y la
presencia de antigenicidad méaxima en las zonas de mayor flexibilidad y accesibilidad al solvente. H,

hélice «, C, espirales al azar. Secuencia aminoacidica en cédigo de una lefra.
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Los resultados de la calidad del modelo
forte-5 para FRA-2, versus la posicién se-
gun Verify3D, son presentados en la Fig. 9.
En este modelo pueden apreciarse zonas
que necesitan ser refinadas por alguna téc-
nica mas sofisticada. Sin embargo este mo-
delo presenta los valores mas altos en las
zonas de los loops largos gque son las con-
sideradas claves para explicar la antigenici-
dad, de 24-32 y de 84-100 aa.

Uno de los principales interrogantes acer-
ca de las secuencias repetitivas es la rela-
cién entre la antigenicidad y el nimero de
repeticiones. Esta estructura por si sola no
aporta claridad en esta cuestién, ya que lo
Unico gque corrobora es la repetitibilidad de
la secuencia primaria en la estructura tercia-

soa] vos] vou] ror] 1oa] sea] 1s0] sref inaf ssaf ava] 1esf va] s anaf 19 ] 1] 124
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ria. La Fig. 10 muestra dos vistas del mode-
lo, una con detalle de las cadenas laterales
en los lazos donde se predice la mayor an-
tigenicidad.

Con el objeto de tener una relacién de es-
cala entre los modelos generados y un an-
ticuerpo, se tomd del PDB un modelo para
una Inmunoglobulina IgG1 (53) genérica rea-
lizado a partir de varios fragmentos crista-
lizados de anticuerpo. El objetivo es com-
parar las dimensiones del marco rigido
(framework) que poseen tanto las cadenas
pesadas como las livianas y que soportan
los loops que dan la forma definitiva a las
RDC. Luego se acercaron ambos modelos
hasta que sus superficies moleculares entra-
ran en contacto (radios de van der Waals).
Estos esquemas se presentan para FRA-1
ITASSER-5 y @TOME-2 en la Fig. 11 y para
FRA-2 Forte-5 en la Fig. 12. Si bien, este




118 FABICIB » 2007 = 11

procedimiento debe ser realizado formal-
mente mediante una simulacién por docking
de proteinas, esta comparacién de tamarios
relativos sugiere que tal docking es posible,
tanto para la FRA-1 como para la FRA-2.

Figura 9: Gréfica de resultados de Verify3D en funcién de la secuencia de aa para el modelo forte-5.
Pueden observarse zonas con valores negativos, que indican zonas a refinar. Las zonas en la que se
predice una alta antigenicidad poseen un alto valor y por tanto son de buena calidad.
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Figura 10: Modelo de FRA-2 generado por el servidor primario FORTE y seleccionado por el meta-
servidor PCONS. (a) Vista del modelo luego de la minimizacién energética. (b) Detalles de las cade-
nas |aterales de los dos loops principales. Imagen generada con Swiss-PDB-Viewer. (47)

Figura 11: (a) Relaciones de escala entre las estructuras predichas para FRA-1 y un modelo de un
anticuerpo IgG1 tedrico tomado del PDB. (b) @TOME-2 con detalles de las cadenas laterales. Ima-
gen generada con Swiss-PDB-Viewer. (47)

Figura 12 (a) Relacién de escala entre un modelo de IgG1 y el modelo forte-5 para FRA-2. (b) Posi-
ble arreglo intermolecular del modelo de FRA-2 y el modelo de IgG1, donde se muestra un detalle
de las cadenas laterales que podrian entrar en contacto con las RDC del anticuerpo. Imagen gene-
rada con Swiss-PDB-Viewer. (47)




120

Péptido FRA-450:
De los senvidores publicos se obtuvieron
135 resultados que se clasifican en la Tabla 6:

FABICIB = 2007 = 11

Tabla 6: Tipos de resultados obtenidos de los servidores publicos para FRA-2

Modelos completos Modelos incompletos Sélo alineamientos Total
Servidor N° de Servidor N° de Servidor N” de
resultados resultados resultados

Genesilico |3 INUB 10 @TOME 16
ITASSER 5 3D-Jury 10 SAM-T02 30
LOOPP 50
HHPRED 1
SPARKS 10

169 | 20 46 135

Luego de la inspeccion inicial de los mo-
delos se seleccionaron sélo 15 para ser
evaluados por Verify3D, la comparacién de
la congruencia de los resultados de la pre-
diccion de la estructura secundaria, la anti-
genicidad y los resultados mismos de Ve-
rify3D indicaron que sélo 3 modelos eran
adecuados para encarar un minimizacion
energética. La Fig. 13 resume el andlisis de
prediccién de estructura secundaria, de an-
tigenicidad y estructura secundaria asigna-
da por el modelo -TASSER-5 para FRA-450.
Puede verse el acuerdo entre los resultados
de cada método de prediccion y la presen-
cia de antigenicidad méxima en las zonas
de mayor flexibilidad y accesibilidad al sol-
vente. En la Fig. 14 se muestra un esquema
de la estructura tridimensional de los 450 aa
iniciales de FRA.

Figura 13 (pég. siguiente): Resultados alinea-
dos de la prediccion de estructura secundaria
por Jpred; de antigenicidad por EMBOSS y de
la estructura secundaria asignada en el mode-
lo tridimensional final I-TASSER-5 de FRA-450.
H, hélice «, C, espirales al azar. Secuencia ami-
noacidica en cédigo de una letra.
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Figura 14: Modelo ITASSER-5 para FRA-450.
Imagen generada con Visual Molecular Dynamics-VMD (54)

FABICIB * 2007 *« 11

La calidad de prediccién de la estructu-
ra terciaria se muestra en funcién de la po-
sicion segun Verify3D, en la Fig. 15. Existen
zonas con claros problemas de asignacién
de estructura, indicados por valores negati-
vos de Verify3D. La minimizacion energética
no fue suficiente para relajar estas distorsio-
nes y seguramente es necesario un método
de refinamiento méas sofisticado. Compa-
rando los resultados de Verify3D para FRA-
1, FRA-2 y FRA-450, podemos apreciar que
la calidad del modelo disminuye con la can-
tidad de repeticiones. En la Fig. 16 pueden
apreciarse dos representaciones esquema-
ticas del modelo sugerido para FRA-450,
esta comparacion de escala permite apre-
ciar que la porcion antigénica es incapaz
por su tamano de interactuar con las dos
RDC de la molécula de inmunoglobulina,
por lo que es poco probable que se pueda
unir a ésta de manera divalente.

IV. Conclusiones

En este trabajo hemos presentado mo-
delos tridimensionales para los péptidos
repetitivos FRA de la proteina calpain cis-
tein peptidasa putativa de Trypanosoma
cruzi, consistentes en 1y 2 repeticiones de
68 aa y los primeros 450 aa de la proteina.
Los modelos fueran seleccionados utilizan-
do varios criterios; por un lado, a través de
analisis exhaustivos de los modelos provis-
tos por los servidores de “fold-recognition”,
y por otra parte, exigiendo que dichos mo-
delos tengan alta similitud de estructura
secundaria con aquella predicha, por sus
predictores especfficos, en forma indepen-
diente. De esta forma, se predice para los
tres péptidos estudiados, una estructura se-
cundaria formada por dos hélices alfa para
cada repeticién, conectadas por un loop
largo de 17 a 22 aa. Dicho loop formado
mayoritariamente por residuos hidrofobicos
posee anclajes cargados. Las prediccio-
nes de antigenicidad ubican precisamente
en este loop el comportamiento antigéni-
co, lo que permite comprender la presencia
de tales residuos hidrofébicos en una zona
tan expuesta al medio. Los modelos tridi-
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Figura 15: Gréfica de resultados de Verify3D en funcion de la secuencia de aa para el modelo I-TA-
SSER-5 de FRA-450. Pueden observarse zonas con valores negativos, las cuales es necesario refinar.
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Figura 16: (a) Relacidn de escala entre un modelo de IgG1 y el modelo I-TASSER-5 para FRA-450.
(b) Posible arreglo intermolecular del modelo de FRA-2 y el modelo de IgG1. Imagen generada con
Swiss-PDB-Viewer. (47)
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mensionales obtenidos para FRA-1 presen-
tan un péptido formado por tres hélices alfa
que forman una estructura compacta, mien-
tras que el loop que une dos de ellas esté
expuesto al solvente. El modelo predicho
para FRA-2, consiste basicamente en la re-
peticion del modelo de FRA-1 (a menos de
algunos cambios de arientacién de las es-
tructuras de alfa hélices), presentando dos
loops hacia la misma zona expuesta al sol-
vente. Al sélo efecto de efectuar una com-
paracion de escala, se han enfrentado las
estructuras modelos de FRA-1 y FRA-2 con
la porcién RDC de una inmunoglobulina to-
mada del PDB. Esta comparacion sugiere
que las superficies de contacto presenta-
das por FRA-1 y FRA-2 no tienen una dife-
rencia de tamano que permita predecir una
interaccion divalente o polivalente con el an-
ficuerpo. Por eso, nuestros modelos no pre-
vén encontrar una mayor antigenicidad de
FRA-1 con respecto a FRA-2. Finalmente, el
modelo obtenido para la FRA-450, corres-
pondiente al nimero de repeticiones en la
molécula nativa, sugiere una estructura re-
petitiva de los péptidos anteriores, pero que
tampoco seria lo suficientemente grande
como para actuar en forma divalente o poli-
valente con la Inmunoglobulina.

Par lo tanto, las conclusiones de nuestros
modelos para FRA-1, FRA-2 y FRA-450 indi-
can que, todas ellas, deberian presentar un
nivel similar de antigenicidad. Esta predic-
cion debera ser contrastada con los resul-
tados de la determinacion experimental de
la antigenicidad segln el nimero de repeti-
ciones, que es un tema de investigacion aln
abierto, no habiendo resultados concluyen-
tes a la fecha. Las predicciones hechas en el
presente trabajo pueden ser refinadas y, en
particular, se implementaran simulaciones
de dindmica molecular y Monte Carlo para
verificar la estabilidad de estas estructuras.
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