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RESUMEN

Objetivo. Caracterizar y predecir la estructura terciaria de la proteina C100rf25 en Homo
sapiens analizando las posibles regiones funcionales implicadas con la Enfermedad de
Alzheimer (EA). Materiales y métodos. Se realiz6 un andlisis computacional de la
proteina hipotética a partir de los servidores BLAST, PROTPARAM, PROTSCALE, STRING,
SWISS-Model, Predictprotein, InterProScan, EXPASY, RAMPAGE, y analisis de
acoplamiento. Resultados. Se hizo la prediccion de las estructuras secundarias, terciaras
e interacciones de la proteina C10orf25; Se generaron las interacciones de la proteina
hipotética que podrian tener una funcion y papel importantes en los procesos celulares. Se
hizo el analisis de acoplamiento Conclusiones. La proteina hipotética C10o0rf25 puede
estar involucrada en las primeras etapas de la fase degenerativa del Alzheimer
principalmente en el sistema motor y en los procesos cognitivos, sin embargo requiere

mayor investigacion para el conocimiento y posibles tratamientos de esta enfermedad.

INTRODUCCION

La enfermedad de alzheimer (EA) es la causa de demencia degenerativa primaria
mas frecuente en el mundo, dado que puede llegar a perjudicar aproximadamente
a 56 pacientes de cada 1000 personas al afio (Kukull et al 2002). Actualmente se
cree que la EA afecta a cerca de 35 millones de personas en todo el planeta y se
estima que para el afio 2030 esta cifra aumentara a 115 millones de enfermos
(Dartigues 2009). Dentro de las graves consecuencias de la EA se encuentra la
alteracion de las regiones de hipocampo, lo cual deteriora la memoria (Braak H &
Braak E. 1991), dafios en el metabolismo de la proteina precursora amiloide (APP)
asi como en varios neutrotransmisores (dopamina, serotonina, adrenalina,

acetilcolina, y glutamato), y la generacion de un conjunto de reacciones



inflamatorias, oxidativas y hormonales (Gazulla & Cavero-Nagore 2006). Dado lo
anterior, la EA dificulta el nivel funcionamiento normal del paciente y la ejecucion

de trabajos o actividades sociales habituales (Knopman, Boeve & Ronald 2003).

Los principales factores de riesgo de la EA son la senectud, esencialmente en
personas con edades superiores a los 60 afios y la historia familiar de la
enfermedad, siendo los genes relacionados aquellos que codifican para la proteina
precursora de péptido Beta- amiloide (APP) los genes de preselininas (PSEN1 y
PSEN2), y el gen de la apiloproteina E (APOE). A pesar de que se conocen estos y
otros genes implicados con la EA, aun no se sabe con total certeza su arquitectura
genética debido principalmente a la ausencia de estudios en lo concerniente a la

epigenética y la regulacion de la expresién (Seto-Salvia & Clarimén 2010).

Dado lo anterior, el conocimiento de las bases moleculares de la enfermedad es
trascendental para el desarrollo de nuevas propuestas terapéuticas que corrijan la EA en
estadios previos a su formacion (Fernandez-Valencia et al 2009). Con base en esto, el
objetivo del articulo fue caracterizar y predecir la estructura terciaria de la proteina
C10o0rf25 en Homo sapiens analizando las posibles regiones funcionales implicadas con la
EA

MATERIALES Y METODOS

Analisis computacional de la estructura primaria de C100rf25

La secuencia de la proteina hipotética no caracterizada C10orf25 (Acc. No. gi
|282847365]| ref| NP_001034469.2| ) fue obtenida a través de GenBank del Centro
Nacional de Informacion para Biotecnologia (NCBI). Los andlisis de similitud fue
contrastada con otras secuencias del Banco de Datos de proteinas (PDB) a través
de BLASTP, disponible en NCBI, para la deteccion de regiones homoélogas

Las propiedades fisicoquimicas, como el punto isoeléctrico (pl), el peso molecular,
la composicidn de aminoacidos, el indice de estabilidad (IE), el indice alifatico, el
tiempo de vida y el promedio general de hidropatia, PROTPARAM

(http://www.expasy.org/ tools/). Para el andlisis del indice de hidrofobicidad se

utilizé la herramienta PROTSCALE del servidor Expasy Proteomic Tools

(http://www.expasy.org/ tools/).

Prediccion de la estructura secundaria, terciaria y tridimensional de
C10o0rf25



La prediccion de la estructura secundaria y la accesibilidad al solvente se
obtuvieron en base a alineamientos multiples de secuencias y un sistema multinivel
(Rost&Sander 1993) a través del servidor PredictProtein

(https://www.predictprotein.org/). La prediccion de la estructura terciaria se llevo

a cabo mediante la busqueda de dominios a través del servidor en EBI
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/) empleando InterProScan 4., herramienta
que utiliza 13 diferentes programas, tales como PFRAM, PROSITE, PHANTHER, GO,

entre otros. De la misma forma, se  utiliz6 el servidor ProDom

(http://prodom.prabi.fr/prodom/current/htmi/home.php), una base de datos

completa de dominios de familias de proteinas generados a partir de la
comparacion global de todas las secuencias de proteinas disponibles. (Bru et al
2005)

La prediccion de la estructura tridimensional (3D) se elaboré a través del servidor
web LOMETS (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/LOMETS/), mediante la

recopilacion de alineamientos con secuencias de alta puntuacion relacionados con
nueve programas instalados localmente. La validacion estereoquimica y energética
del modelo en 3D se realizd a través de la herramienta de modelamiento
automatico Swiss-Model del servidor Expasy Proteomic Tools

(http://www.expasy.org/ tools/) y el servidor Rampage

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). Por dltimo para Ila
visualizacion en 3D de la proteina hipotética se utiliz6 PyMOL v. 0,98

(http://www.pymol.org/).

La prediccion de sitios activos de la proteina hipotética no caracterizada se utilizé

la plataforma Q-SiteFinder (http://www.modelling.leeds.ac.uk/gsitefinder/) para

obtener los archivos del Protein Data Bank con la prediccion grafica de los sitios
activos de la proteina hipotética.

Analisis de acoplamiento

El acoplamiento proteina-proteina se obtuvo por ClusPro (Comeau et al 2004)

(http://cluspro.bu.edu/publications.php), el cual es un programa web totalmente

automatizado basado en CAPRI (Evaluacion Critica de Prediccion de Interacciones).
Prediccidon de interacciones Proteina-Proteina

La prediccién de interaccidon proteina-proteina se realizé por medio de la Herramienta de
busqueda para la recuperacién de interacciones genes/proteinas, STRING (http://string-
db.org/), base de datos que predice las interacciones entre proteinas, incluyendo
asociaciones directas o fisicas e indirectas o funcionales, que se derivan de cuatro fuentes:
Contexto gendémico, experimentos de alto rendimiento, Co-expresiéon (Conservado) y el

conocimiento previo.



RESULTADOS

Analisis computacional de la estructura primaria de C10orf25

El alineamiento local de secuencias realizado con BLAST no presento resultados
concluyentes en la bulsqueda de secuencias homodlogas. Las propiedades
fisicoguimicas obtenidas mediante PROTPARAM 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 C10orf25 (Tabla 1). El analisis
hidrofébico de PROTSCALE (Figura 1) revel6é que la proteina C10orf25 es en su
mayoria hidrofilica, sin embargo presenta regiones hidrofébicas principalmente en
los primeros 22 aminoacidos.

El peso molecular calculado de la proteina C10orf25 fue 14440.8 D. El punto
isoeléctrico (pl), el cual es definido como el pH o el punto en el que las cargas
contrarias u opuestas de los grupos basicos y acidos se equilibran o se vuelven
neutras (Werner, 2008; Sivakumar, 2007), arrojé un resultado de 10.26 lo que
revela el caracter basico de la proteina. El indice alifatico que se define como el
volumen relativo ocupado por las cadenas laterales alifaticas segun lkai 1980,
mostré un resultado de 70.33. Dado lo anterior es posible que el valor sea alto, lo
cual significa que la proteina presenta estabilidad en un amplio rango de
temperaturas (Sivakumar, 2007). El indice de hidropatia es una métrica empleada
para la energia [kJ/mol] la cual se usa para transferir un segmento de secuencia de
longitud definida de un medio hidrofébico a un medio hidrofilico (Muller- Esterl,
2008). Por lo tanto, un alto valor del indice de hidropatia (Figura 1) es evidencia de
una regién transmembranaria, mientras que valores bajos como el del promedio
general (GRAVY) de la proteina C100rf25 (Tabla 1), son muestra de regiones de la
proteina que estan localizadas dentro de la membrana. El tiempo de vida de la
proteina es de 30 horas, esto quiere decir que la proteina, luego de ser sintetizada
por una célula desaparece en el transcurso de tiempo mencionado (Barreto, 2012)
Estructura secundaria y terciaria

El resultado de PredictProtein revelé una proporcién de 45.08% de hélices y
54.92% de Bucles para la estructura secundaria de la proteina hipotética no
caracterizada C10orf25. La accesibilidad al solvente para la proteina C10orf25
presento un 47, 54% expuesto, 12,30% intermedio y 40,16 inmersa.

El analisis realizado en InterProScan (Figura 2) reveld la presencia de un péptido
sefial no integrado entre los aminoacidos 1 y 28 predichos mediante SignalP, lo que
significa que posteriormente se pierde. Por otra parte la predicciéon de dominios por
el servidor ProDom revela la caracterizacidon de una glicoproteina.

Prediccién de la estructura 3D.



Las probabilidades de la prediccion de la estructura 3D (Figura 3) muestran que
entre los aminoacidos 5 y 21 existe una alta probabilidad de encontrar Hélices
dentro de la estructura, de igual forma en los aminoacidos 42 a 45, 61 a 67, 84 a
95y 101 a 104 (Wu & Zhang 2007)

Las probabilidades de encontrar colas en la prediccion terciaria de la estructura son
igualmente altas en los aminoéacidos 21 a 31, 39 a 41, 49 a 51 y del 111 al 122.
Caso contrario de las Hélices beta que presentan una baja probabilidad de aparicién
en toda la prediccion 3-D, donde la mas alta probabilidad es de 0,2 entre el
aminoacido 71y 73.

Validacion de la estructura 3D

La comparacion de la estructura 3-D con las bases no redundantes muestra que la
estructura predicha de la proteina Hipotética C10orf25 se encuentra fuera de los
promedios del Z-score presentando un valor de QMEAN de -5.38 (Figura 4), lo que
indica que no se encuentran homologias predicha en los set no redundantes del
Protein Data Base (PDB).

El modelo adquirido por SWISS-MODEL se comparé con la proteina obtenida
mediante la plataforma de LOMETS en PyMol v.99. Tanto la proteina predicha como
el modelo obtuvieron estructuras similares (Figura 5). El Ramachandran plot (Figura
6), muestra que la prediccién de la proteina Hipotética C100rf25 presentan un alto
porcentaje en regiones permitidas (93.3%), un porcentaje en regiones favorecidas
de 5.8% y un bajo porcentaje en regiones no permitidas de Glicina (0.8%) (Lovell
et al 2002).

Prediccion de sitios activos

La prediccion de los sitios activos de la proteina hipotética C10o0rf25 (Figura 7)
muestra que se encuentran 3 sitios activos principales de leucina, Valina y Cisteina
ademas de otros 4 sitios activos que se encuentran al interior de la proteina
hipotética y que no presentan una superficie expuesta a para la interaccion. Los
sitios activos representados con la malla dentro de la proteina hipotética C100rf25
muestra la superficie expuesta para la interaccion de estos sitios activos.

Red de interaccién proteina-proteina

Las interacciones proteina-proteina muestran que la proteina Hipotética C10orf25
(Figura 8), interactia directamente con la proteina Clorf25; las cuales estan
directamente relacionadas en la coordinacibn motora y en el comportamiento
exploratorio.

Analisis de acoplamiento

La cadena C del péptido 20TK interactia con la proteina Hipotética C100rf25 por su sitio

activo prioritario y de mayor superficie siendo un sitio activo de Cisteina, Valina y Leucina,



el Docking flexible muestra que este es el sitio mas Optimo para la interaccion con el
péptido 20TK (Figura 9) (Kozakov et al 2013; Kozakov et al 2006; Comeau et al 2004;
Comeau et al 2004b)

Los resultados de hidrofobicidad predichos por PROTSCALE para los primeros 22
aminoacidos son congruentes con la prediccidon realizada por InterProScan el cual
muestra la presencia en esta misma region de un pepetido sefial. Probablemente

esta proteina esta relacionada con el paso de la proteina a través de una membrana
(Rastogi, 2005). Lo anterior se relaciona con los resultados de PROTPARAM el cual
predijo regiones de la proteina que estan localizadas dentro de la membrana, lo que
concuerda con los resultados de ProDom con la prediccion de dominios
caracterizados de una glicoproteina.

Las interacciones proteina-proteina muestran la interaccion cercana de la proteina
hipotética C100rf25 con la proteina hipotética C10rf25 (Fig. ), la proteina Clorf25

esta involucrada directamente en el sistema motor y en el comportamiento
exploratorio en humanos, por lo que la proteina hipotética C100rf25, al igual que la
proteina hipotética Clorf25, estén implicadas en los primeros estados del
alzheirmer dados sus efectos sobre los sistemas motores y cognitivos exploratorios
(Sood et al 2001).

A demas de la interaccién con la proteina Clorf25, la proteina hipotética C100rf25
mediante el acoplamiento mediante Dockin con el ligando 20TK_C mostro que este
ligando interactia por el sitio activo de Cisteina, Valina y Leucina. El ligando
20TK_C es una cadena C de un péptido de unién involucrado en el proceso del
Alzheimer por lo que se puede asumir que la proteina hipotética C100orf25 puede
estar involucrada en los proceso degenerativos iniciales del Alzheimer (Gronwall et
al 2007).

La proteina hipotética C10orf25, al ser una proteina de bajos estudios y
aparentemente bajas interacciones, no presenta homologias distinguibles con otras
estructuras descritas por cristalografia o por otros métodos in silico (Fig.) por lo
que la informacién de la prediccion de las estructuras 3D y de las interacciones de

la proteina hipotética son escasas y poco estudiadas.

CONCLUSIONES

La proteina hipotética no caracterizada C100rf25 puede estar involucrada en las primeras

etapas de la fase degenerativa del Alzheimer principalmente en el sistema motor y en los



procesos cognitivos por lo que el andlisis de cristalografia y predicciones de nuevas
proteinas hipotéticas al ser tan escasos requieren de mayor cuidado e investigacion para

el conocimiento y posibles tratamiento de esta enfermedad.
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Figura 1. Analisis hidropatico de Smltl810 basandose en los valores

de Kyte y Doolittle



Figura 2. Ubicacion del peptido sefial en la proteina hipotetica C100rf25 predicha

por InterProScan

Figura 3. Probabilidades de presencia de Hélices, colas y Hélices Beta en la
proteina Hipotética C10o0rf25, con probabilidades entre O y 1 a lo largo de los 122

aminoéacidos que conforman la proteina hipotética.

Figura 4. Modelo tridimensional generado por LOMETS y visualizado con PyMOL
v,99. Las hélices de la proteina estan ubicadas entre los aminoacidos 6-13; 22-24;
36-45; 62-67; 73-78; 84-102; 117-119. Validacion del modelo tridimensional
generado por SWISS-MODEL vy visualizado con PyMOL V,0.99. Muestra que las dos



proteinas son iguales al compararlas mediante el comando “align (Lomets Protein

and name ca), QMEAN Validation Protein”.

Figura 5. Calidad estimada de la predicciéon de la estructura 3-D comparando con

un set no redundante de estructuras de Protein Data Base (PDB).

Figura 6. Prediccion del Ramachandran plot donde se muestra las regiones

permitidas, regiones favorecidas y regiones no permitidas.



Figura 7. Prediccion de los sitios activos de la proteina C1l0orf25 donde se
observan las zonas donde se encuentran los sitios activos de Cisteina, Leucina,

Valina.

Figura 8. Interaccion de la proteina hipotética C100rf25 por sus sitios activos de
Cisteina, Valina y Leucina con la cadena C del péptido Ab (20TK), disefiada como

proteina de union.



Figura 9. Red de interaccion proteina-proteina de la proteina hipotética C100rf25

interactuando con sus proteinas mas cercanas funcionalmente.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de C100rf25 reveladas por Protparam
Fisicoquimicas

Propiedades C10o0rf25

de

Peso Molecular (Da) 14440.8
Indice de Inestabilidad 70.40
Punto Isoeléctrico 10.26
Tiempo de Vida (Horas) 30

indice Alifatico 70.33

Promedio General de Hidropatia -0.432

(GRAVY)




