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RESUMEN

Francisella tularensis es una bacteria patégena que produce Tularemia en humanos y que
puede infectar a mas de 250 especies de animales. La reciente secuenciaciéon del genoma
de F. tularensis permitio la identificacion de la proteina FTDG_01454 de F. tularensis, la
cual, podria estar involucrada en la patogénesis de la bacteria siendo por tanto un posible
blanco terapéutico para la proteccién inmunolégica frente a la Tularemia. Debido a que el
mecanismo patogénico de esta bacteria continda siendo poco conocido, el objetivo de este
estudio consisti6 en predecir in silico la estructura tridimensional de la proteina
FTDG_01454 de F. tularensis, e inferir regiones funcionales asociadas importantes para
su actividad. Las estructuras primaria, secundaria y terciaria de la proteina FTDG_01454
fueron analizadas in silico; la estructura 3D de FTDG_01454 es presentada de acuerdo al
andlisis estereoquimico y energético. Se encontré que la proteina corresponde a una
enzima de actividad catalitica hidrolasa evidenciada en el dominio carboxilestarasa
fosfolipasa thioesterasa y que su estructura es estable. Estos resultados evidencian que la
actividad hidrolitica podria brindar resistencia a los antibiéticos, lo cual es importante para
un mejor entendimiento de la fisiologia de esta bacteria y la importancia de futuras

investigaciones acerca de esta.
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INTRODUCCION

La tularemia es una enfermedad infecciosa producida por Francisella tularensis que
presenta un patron epidemiolégico complejo, debido a que puede infectar a mas de 250
especies animales?. F. tularensis puede sobrevivir a bajas temperaturas y en ausencia de

Yy
puede transmitirse entre animales y de éstos a las personas por multiples vias, que

luz solar directa, en un gran numero de habitats terrestres, acuaticos, vegetales®*?

incluyen picaduras de insectos hematéfagos, contacto directo con animales y materiales
infectados, ingestion de alimentos y bebidas contaminados e inhalacion de
aerosoles'®%#325,

La infecciéon por F. tularensis muestra diferentes presentaciones clinicas dependiendo de
varios factores como son la virulencia del microorganismo infectante, la dosis y la via de
inoculacién. F. tularensis es una bacteria bacilar gram negativa, patogénica intracelular

1332 que puede penetrar a través de la

facultativa, no movil, y de metabolismo aerdbico
piel, la conjuntiva ocular y las mucosas de los tractos gastrointestinal y respiratorio*®®3. La
infeccion puede producir, distintos cuadros clinicos de gravedad variable: tularemia
ulceroganglionar, ganglionar, oculoganglionar, orofaringea, neumonica, tifoide y séptica®*.
La mayoria de los estudios clinicos y epidemiolégicos proceden de EE.UU, donde se
diagnostican entre 30-150 casos cada afio'®. De acuerdo con la clasificacion del Centro de
Control y Prevenciéon de Enfermedades'®, F. tularensis ha sido catalogada como un
microorganismos que puede provocar accidentes masivos dada su gran infectividad y
virulencia. EI CDC ha analizado las consecuencias de un ataque bioldgico con F. tularensis
y reporta que si se dispersara una nube de tularemia sobre una poblacién de 100.000
habitantes habria que esperar unos 82.500 casos de enfermedad con alrededor de 6.200
muertes, ya que la mayoria de los casos serian de las formas neumodnica y tifoidea, las
mas graves. Es decir, una tasa de ataque de 82.5% con una tasa de mortalidad del
6.2%".

Aunque F. tularensis subsp. tularensis es la forma mas sistémica y grave de tularemia,
probablemente debido a su capacidad de diseminacion intraorganica®, los factores que
determinan su virulencia no han sido ampliamente reportados. Algunos estudios han
relacionado la gran resistencia a la lisis de las cepas virulentas con la expresion de

lipopolisacaridos de tipo S (liso)?*%’.

También se ha reportado la relacion entre la
virulencia y la expresion de la fosfatasa acida AcpA, que actia como inhibidora de la
explosion respiratoria de los fagocitos, permitiendo a la bacteria sobrevivir en el interior
de dichas células®. Otro estudio ha relacionado la virulencia con la expresion de proteinas
inducibles por estrés, las cuales le confieren a la bacteria la posibilidad de sobrevivir en

condiciones ambientales adversas’.



Aunque se ha demostrado que F. tularensis puede inducir la sintesis de prostaglandina E2
(PGE2) en macrofagos, inhibiendo el desarrollo de las respuestas inmunes de las células
T, los eventos de transduccién de sefiales en el macréfago que conducen a la sintesis de
PGE2 en respuesta a F. tularensis, asi como la base molecular de la infeccién por
Francisella, no han sido comprendidos en su totalidad.

La reciente secuenciacién del genoma de F. tularensis®® permitié la identificacion de 1741
genes codificantes para proteinas, dentro de las cuales la proteina FTDG_01454 de F.
tularensis fue identificada como una proteina que podria estar envuelta en la patogénesis
de la bacteria, siendo por tanto un posible blanco terapéutico para la proteccion
inmunoldgica frente a la Tularemia®.

Debido a que el mecanismo patogénico de esta bacteria continla siendo poco conocido, el
objetivo de este estudio consistié en predecir in silico la estructura tridimensional de la
proteina FTDG_01454 de F. tularensis, e inferir regiones funcionales asociadas
importantes para su actividad.

Todo el trabajo serd en Verdana 10, con el texto justificado, la bibliografia acotada, que
no excedan de 12 paginas y no mas de 5 imagenes. El trabajo completo en Word no
excedera de los 450 kbytes, y las imagenes que no deben pasar de 80 kbytes.

Al final de la intoduccidn se deben incluir los objetivos.

MATERIALES Y METODOS

Analisis computacional de la estructura primaria de FTDG 01454

La secuencia de la proteina FTDG_01454 (Acc.No. EDN38632.1) fue obtenida a través del
GenBank del Centro Nacional de Informacién para la Biotecnologia®®. La blisqueda de
similitud con otras secuencias reportadas se llevé a cabo con el algoritmo BLAST?,
disponible en NCBI. Las propiedades fisicoquimicas, tales como los perfiles de
accesibilidad, hidrofobicidad, indice de estabilidad, indice alifatico, promedio general de la
hidropatia, entre otras, fueron calculadas con PROTPARAM?'’ del servidor Expasy Proteomic
Tools®. En el caso del perfil de hidrofobicidad se utiliz6 el algoritmo de Kyte y Doolittle,
cuya escala considera valores entre 3,0 y 4,0'’. El tamafio de la ventana para los analisis
de ProtScale fue de 9 aminoacidos, el cual es recomendado para garantizar la 6ptima
cobertura de la secuencia. El punto isoeléctrico (pl) y el peso molecular se obtuvieron por
medio del programa Comput pl/Mw®’, mientras que las regiones funcionales fueron

identificadas con PFAM™ del Trust Sanger Institute de Inglaterra.

Prediccion de la estructura secundaria y terciaria de FTDG_01454
Para predecir la estructura secundaria de la proteina hipotética FTDG_01454 de F.
tularensis se realiz6 un consenso de 12 algoritmos: SPOM, SOPMA, HNN, MLRC, DPM,



DSC, GORI, GORRI, GORIV, PHD, PREDATOR y SIMPA96, mediante el servidor NSP@'2.
Los métodos usados se fundamentan en el uso de parametros de probabilidad
determinados por las frecuencias relativas de las apariciones de cada aminoacido en cada
tipo de estructura secundaria y en probabilidad de inferencia bayesiana. La busqueda de
dominios de la proteina FTDG_01454 se realiz6 a través de InterProScan®. La prediccion
de la estructura 3D se realizé6 por homologia con el programa MOE'. La minimizacion
energética se llevd a cabo con el campo de fuerza AMBER 943" de MAESTRO 8.0%. Por
dltimo, la validacion estereoquimica y energética del modelo se realizé con el servidor

Rampage®, y el modelo predicho fue visualizado con el programa Pymol V. 0,983,

RESULTADOS

Analisis computacional de la estructura primaria de FTDG_01454

El alineamiento local de la secuencia de la proteina FTDG_01454 permiti6 la identificacion
de una secuencia de aminoacidos similar en un 99%, correspondiente a la secuencia de la
familia de las proteinas caboxilesterasas/fosfolipasas de Francisella tularensis subsp.
Holarctica (Zp_04984590.1). Las propiedades fisicoquimicas obtenidas mediante
ProtParam y Computpl/Mw (Tabla 1) permitieron determinar el peso molecular, punto
isoeléctrico, indice de inestabilidad, tiempo de vida, indice alifatico y promedio general de
la hidropatia. Por otra parte, los resultados arrojados por ProtScale (Figura 1) revelaron
que la proteina FTDG_01454 es anfipatica, permitiendo identificar las regiones
hidrofébicas e hidrofilicas de ésta, en donde se observa el puntaje en funcidén del residuo.
Los picos mas altos corresponden a las regiones hidrofébicas, mientras los mas bajos
cercanos a -1.5 indican las regiones hidrofilicas. Se determiné que la proteina presenta 8

regiones hidrofébicas y 7 regiones hidrofilicas.

Prediccion de la estructura secundaria

La prediccion de la estructura secundaria (Figura 2) se realizé con base en un consenso
de 12 algoritmos. El modelo predicho muestra que la proteina contiene 6 hélices alfa
correspondientes a un 30.63%, 8 hebras no plegadas correspondientes a un 18.47% y un

41.89% de bucles intercalados entre las hélices y las hebras no plegadas.

Prediccion de la estructura terciaria y funciéon

La plantilla escogida para el modelamiento de la estructura tridimensional de la proteina
FTDG_01454 corresponde a la estructura cristalografica de la cadena A de la enzima
carboxilesterasa de la familia fosfolipasas identificada con el cédigo 4F21 (Res. 2.5A). El
modelo predicho se presenta en la Figura 3. La minimizacion de energia se realizé a

partir del software Macromodel V 9.7 disponible en la suite de analisis molecular de



Schrodinger usando el campo de fuerzas AMBER 94. La energia minima del modelo
predicho fue de -7455,676 KJ/mol. La validacién del modelo de FTDG_01454 cumpli6
esencialmente con los parametros estereoquimicos de una estructura estable con un alto
porcentaje de residuos en zonas favorables (99.5%) y permitidas (>99.8%; Figura 3;
Figura 4) con un valor de Qmean de 0.65.

En cuanto a la prediccion de la funcion de FTDG_01454 se identific6 un pliegue alfa/beta
hidrolasa, cuyo ndcleo es una lamina alpha/beta con 8 hebras conectadas por hélices y los
pliegues conforman una triada catalitica® involucrada en la sintesis no ribosomal de

péptidos.

CONCLUSIONES

Analisis computacional de la estructura primaria de FTDG_01454

Teniendo en cuenta que la identidad de cada proteina se basa en el orden preciso de cada
uno de sus aminoacidos', el porcentaje de identidad entre las secuencias FTDG_01454 y
Zp_04984590.1 permite deducir que éstas son homodlogas y por lo tanto altamente
similares en su estructura tridimensional. Lo anterior constituye un buen hallazgo teniendo
en cuenta que la proteina hipotética FTDG_01454 no cuenta con informacion disponible
con respecto a su estructura y su funcién.

De acuerdo al peso molecular y al indice de estabilidad de FTDG_01454, esta proteina se
puede clasificar como un inmunogeno potente, ya que generalmente los compuestos con
peso molecular entre 10.000 a 100.000 Da y con indices de estabilidad menor a 40 se

pueden clasificar como tal*®

. Diferentes estudios han descrito que el incremento de la
estabilidad conformacional de las proteinas antigénicas puede aumentar o disminuir la
inmunogenicidad de las mismas?®, razén por la cual es posible que la proteina FTDG_01454
sea capaz de incrementar su inmunogenicidad en condiciones experimentales.

El indice alifatico, el cual determina el volumen relativo ocupado por las cadenas laterales
alifaticas, presentdé un valor alto que indica que la proteina FTDG_01454 tiende a tener
gran termoestabilidad. En cuanto al promedio general de la hidropatia, que indica la
capacidad de la proteina para establecer interacciones con el agua, se encontré un valor
muy bajo que sugiere que la proteina puede estar altamente hidratada en medios
acuosos, ya gue entre mas bajo sea este valor hay mayor posibilidad de establecer dicha
interaccion. Esta medida se basa en la cantidad de energia (k/mol) que se usa para
transferir un segmento de secuencia de longitud definida de un medio hidrofébico a un
medio hidrofilico**. De acuerdo a las regiones hidrofilicas e hidrofébicas reveladas por
Protscale, éstas sugieren que una parte de su estructura se encuentra en contacto con un
medio acuoso, mientras que la otra parte podria estar en contacto con la parte interna de

la membrana celular.



Prediccion de la estructura secundaria

Debido a que la calidad de la prediccion de la estructura secundaria puede ser de mejor
calidad si se realiza por clasificaciones basadas en consensos que utilizando solo uno de
los métodos?®, para obtener una prediccion mas confiable se realiz6 un consenso de 12
algoritmos. De acuerdo a la estructura secundaria de FTDG_01454, la estabilidad de la
proteina se evidencia claramente por la preponderancia de bucles que hacen a estas
moléculas mas ddctiles y se explica por la necesidad funcional de establecer facilmente
interacciones con otras proteinas®!, lo cual es corroborado por el indice de estabilidad de
26.89 mencionado anteriormente. Este hallazgo constituye un indicio que la proteina

podria presentarse realmente de forma natural.

Prediccion de la estructura terciaria y funcion

Una estructura es considerada como estable con base en los parametros estereoquimicos
derivados de los valores de las variables internas de la macromolécula (enlaces, angulos y
torsiones) que determinan su plegamiento. Dado que el rango permitido de angulos
dentro de una estructura es restrictivo, es posible identificar los valores de los angulos
que permiten una aproximacion a la probabilidad de que la conformacién estructural de la
proteina sea correcta®*. De acuerdo con lo anterior, los valores presentados segun la
evaluacion estereoquimica permiten determinar que la estructura presentada para
FTDG_01454 corresponde a una correcta aproximacién de su estructura real.

De acuerdo a la prediccién de la funcién de FTDG_01454, se identific6 que FTDG_01454
tendria actividad fosfolipasa, con un rol importante en el catabolismo de fosfolipidos para
producir mensajeros secundarios que inician eventos de transduccién de sefiales y esta
implicada en la produccion de PGE2, lo cual es importante puesto que se ha encontrado
por medio del uso de inhibidores de fosfolipasas y lipasas que la actividad de cPLA2
(Fosfolipasa Calcio Dependiente Humana) Y DAGL (Diacilglicerol-Lipasa) son necesarias
para que F. tularensis induzca la sintesis de PGE2 en los macréfagos desencadenando la
Tularemia®, lo que aduce al hecho que la bacteria utiliza fosfolipasas, ya sean endégenas
0 exégenas para generar la patologia.

De las posibles funciones predichas para la proteina hipotética FTDG_01454,
particularmente la catalisis hidrolitica de la carboxilesterasa, jugaria un papel muy
importante al darle una resistencia especial a los antibidticos ya que permite la hidroélisis
de enlaces como C-O, C-N, 6 C-C*® y la detoxificacién celular de xenobioticos®. La
proteina FTDG_01454 parece tener también una funcion hidrolitica de fosfolipidos para la
produccién de &cidos monocarboxilicos alifaticos. El futuro estudio de la carboxilesterasa
de F. tularensis y de sus posibles interacciones con diferentes ligandos y metabolitos

podria generar informacidon valiosa que permita desarmar los mecanismos de defensa de



la bacteria y evitar que ocurran las cascadas bioquimicas necesarias para el desarrollo de

la tularemia.
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ANEXOS

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la proteina hipotética FTDG_ 01454 de F.tularensis

calculados con Protparam.

Propiedades Fisicoquimicas de la
proteina hipotética FTDG_01454

Numero de aminoéacidos 222
Peso molecular (Da) 24638,3
indice de estabilidad 26,89
Punto Isoeléctrico 5,43
Tiempo de vida (Horas) 30
indice alifatico 102,75

Promedio general de hidropatia 0,081




Figura 1. Andlisis hidropatico de la proteina hipotética FTDG_01454 con base en los

valores de Kyte y Doolittle, usando una ventana de 9 residuos.
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Figura 2. Estructura secundaria predicha con el servidor NPS@ en donde se muestra la
secuencia consenso de 12 algoritmos. Los aminoacidos marcados con la letra c,
corresponden a las regiones en bucle (41.89%), la letra h corresponde a las hélices alfa

(30.63%), y la letra e corresponde a las hebras no plegadas (18.47%0).

Figura 3. Estructura tridimensional de la proteina FTDG 01454. A: Vista lateral derecha,

B: perspectiva lateral izquierda.



Figura 4. Residuos implicados en el sitio de interacciéon de FTDG 01454. En azul Leu. 22,
GIn 117, Ser 110, Hist 202, Asp 170.



