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RESUMEN

La desmina es el mayor filamento proteico intermedio del miocito y desempefia un papel
importante respecto de las caracteristicas de calidad cdrnica, dada su funcién intracelular
de sostén y que es sustrato de los principales sistemas proteoliticos post-mortem. En la
determinacién de los pardmetros fisicoquimicos de dicha proteina y de su ARNm, se
consideraron siete mutaciones (polimorfismos de nucledtido simple, SNP) en bovino
y cinco en porcino ubicadas en regiones exénicas. Mediante procedimientos compu-
tacionales se obtuvo un modelo tridimensional que incluyé desde el aminodcido 39 al
470 de la secuencia DAA32384.1. Se identific que las mutaciones T49C y A45C del
ARNm del bovino son responsables de una modificacién en la estructura bidimensional
del ARNm y de la disminucion de su estabilidad in-silico, por lo que se les considera
como las mutaciones més significativas para evaluar experimentalmente en bovinos.
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APPROACH TO TRIDIMENSIONAL STRUCTURE OF BOVINE DESMIN AND
IN-SILICO DETERMINATION OF PUNCTUAL MUTATIONS EFFECT

ABSTRACT

Desmin is the major proteic intermediate filament protein of muscular cell and it has an
important effect on meat quality features because this protein is structural and during
post-mortem conversion is substrate of proteolysis systems. Seven functional SNP (Single
Nucleotide Polymorphisms) of bovine and five of porcine were evaluated in several
physicochemical features of the molecules RNAm and protein of Desmin. A 3D model
was obtained from aminoacid 39 to 470 of the sequence DAA32384.1. Mutations T49C
and A45C of bovine RNAm modify the molecular structure and these have less in-silico
stability. On this way, these should be tested to experimental level.
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INTRODUCCION

La desmina (DES) es el mayor filamento
proteico intermedio de la célula muscular
y su gen se considera altamente conservado
desde el tiburén hasta el humano (Bar ez al.
2004; Goldfarb et al. 2004). Se encuentra
localizado principalmente en la periferia
del disco-Z de los sarcémeros (Paulin y
Li 2004) y los conecta con la membrana
plasmdtica y lalimina nuclear en las células
musculares estriadas, cardiacas y lisas (Gol-
dfarb ez al. 2004). Esta proteina juega un
papel importante en el mantenimiento de
la integridad de la estructura celular (Paulin
y Li 2004) por ser uno de los filamentos
intermedios principales involucrados en
la conservacién del alineamiento lateral
de las miofibrillas adyacentes al unir la
capa periférica de éstas con la membrana
celular (Zhang ez al. 20006).

Huff-Lonergan y Lonergan (2005),
Ouali ez al. (2006) y Zhang ez al. (2006)
determinaron que la degradacién de pro-
tefnas estructurales, como la DES, durante
el perido post-mortem temprano tiene varias
consecuencias a nivel estructural que mo-
difican atributos del musculo permitiendo
su conversion a carne (Campo etal. 2000;
Monsén ez al. 2005, Monsén et al. 2004;
Safiudo et al. 2004; Kolczak et al. 2005).
Varias investigaciones han podido establecer
que la desmina tiene un rol importante en
varios pardmetros de calidad cdrnica, por ser
uno de los sustratos del sistema proteolitico
de la calpaina-calpastatina (Huff-Lonergan
y Lonergan, 2005; Zhang ez al. 2000).

Se han identificado varios polimorfis-
mos en genes de este sistema proteolitico
en bovinos y porcinos que se han asociado
con variaciones en la calidad cdrnica respecto
de pardmetros como la terneza (Curi ez al.
2010; Iwanowska et /. 2011; Motter et al.
2009; Pinto et al. 2010) y la Capacidad de
Retencién de Agua (CRA) (Zhang ez al.
2006; Bond y Warner 2007). En el estudio
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de Chang ez al. (2003), que emple6 un
microsatélite ubicado en la regién 3'UTR
del gen de la desmina del cerdo, se logré
determinar su asociacién con el valor de
pH a 45 minutos y 24 horas post-mortem,
dada la co-segregacién de este marcador
neutro con el polimorfismo responsable. Sin
embargo, es posible que la asociacién pueda
ser producida por una mutacién en el gen
PRKAGS3, gen que yace muy proximo a la
desmina, tanto en porcinos como en bovinos.

Es posible que las mutaciones en el gen
de la desmina puedan contribuir a altera-
ciones fenotipicas en pardmetros cdrnicos
asociados, como la terneza y la CRA en
especies como el bovino y el cerdo, por
lo que se le considera como uno de los
genes-candidato asociados a pardmetros de
calidad cdrnica (Williams ez 2/. 2009). A
esto contribuye la alta variabilidad repor-
tada en otros mamiferos y en el humano
(Goldfarb ez al. 2004), en el cual se han
detectado maltiples variaciones que van
desde cambios nucleotidicos, hasta indels
(del inglés insertion-deletion, o insercién/
delecién) y splicings alternativos (del inglés
alternative splicing, o empalme alternativo),
lo que incrementa su valor en estudios de
asociacién fenotipo-genotipo.

El objetivo de este estudio fue deter-
minar la estructura 3D de la proteina
desmina en bovinos y el conjunto de SNP
(del inglés Single Nucleotide Polymorphism,
o polimorfismo en un solo nucleétido) con
una mayor probabilidad de producir alte-
raciones funcionales en el ARNm y en la
proteina mediante anlisis computacional.

MATERIALES Y METODOS

Secuencias y SNP empleados

Se emplearon las secuencias de ARNm
NM_001081575.1 y NM_001001535.1
(bovino y porcino, respectivamente) y para

las proteinas DAA32384.1 y AAD46492.1
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(bovina y porcina, respectivamente), las
cuales serdn denominadas en este articulo
como ‘alelo silvestre’. Las mutaciones pun-
tuales de las regiones exdnicas evaluadas se
listan en la Tabla 1 y fueron ubicadas ma-
nualmente. También se emplearon las se-
cuencias NM_001927.3 y NP_001918.3
correspondientes al ARNm y la proteina de
la desmina humana, asi como un total de
11 mutaciones missense que se ha reportado
se encuentran asociadas con miopatias en
humanos (Van Spaendonck ez al. 2011).

Construccion de modelos de ARNm

Para el modelamiento del ARNm de la
DES bovina fueron seleccionados siete
SNPs (secuencias 1 a 7 de la Tabla 1) de
los 25 reportados en la base de datos de
NCBI (National Center for Biotechnology
Information), debido a que se producen en
un nucleétido de la regién exénica y que,
por consiguiente, alteran la secuencia del
ARNmMm. Para el modelamiento del ARNm
del gen de DES porcino se utilizaron las

Rev. MED. VET. Z0OT. 60 (III), SEPTIEMBRE - DICIEMBRE 2013: 157-168

cinco mutaciones reportadas en la base de
datos de NCBI que afectan regiones ex6ni-
cas traducidas (secuencias 8 a 12 de la Tabla
1). También se realizé el modelamiento del
ARNm de la DES humana normal el cual
se designé como ‘humano silvestre’.

Para determinar la estructura secun-
daria adoptada mds probablemente por
las secuencias del ARNm y establecer el
valor de Energfa Minima Libre (AG) se
emple6 el software MFold (Zuker, 2003)
a temperatura fisiolégica.

Construccion de modelos
de la proteina DES

Para el modelamiento de la proteina DES
bovina fueron seleccionadas dos muta-
ciones (secuencias 3 y 4 de la Tabla 1)
debido a que son missense. Para realizar
una comparacion con el modelo obtenido
de la proteina DES bovina se ubicaron las
mutaciones missense reportadas que alteran
la proteina DES porcina (secuencias 10
y 12 de la Tabla 1) y las 11 mutaciones

TABLA 1. Mutaciones empleadas, posiciones alteradas y numeracion de secuencias.

. ARNm Proteina Valor de
Secuencia Numert_)'de . . L. . . .. AG (kcal/
accesion  Silvestre Cambio  Posicion Silvestre Cambio Posicion mol)
Bovino
Bovino NA NA NA NA NA NA NA 91981
silvestre
1 rs135943644 A C 45 NA NA NA -911,83
2 rs136748725 T C 49 NA NA NA -911,07
3 rs110342944 G A 177 A T 38 -914,41
4 rs134655764 A C 213 T P 50 -926,91
5 rs132973368 T C 1588 NA NA NA -917,97
6 rs110633827 C T 1723 NA NA NA 917,11
7 rs209238371 C T 1965 NA NA NA -919,81
Cerdo
Porcino NA NA NA NA NA NA NA 891,36
silvestre
8 rs81494989 A G 305 A A 86 -897,90
9 $586225527 C T 384 L L 13 -891,36
10 rs81213204 T G 719 | M 224 -891,43
n rs81213205 G A 920 S S 291 -890,26
12 $586225530 T G 933 W G 296 -895,86
NA: no aplica,
AG: Energfa Minima Libre,
159
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missense reportadas para la proteina DES
humana (Van Spaendonck ez a/. 2011).

La estructura secundaria de las secuen-
cias proteicas se determiné mediante el
servidor Quick2d (toolkit.tuebingen.mpg.
de/quick2_d) y las regiones desordenadas
con Disorrep (Ward ez al. 2004). Adi-
cionalmente se detectaron los dominios
constituyentes de la proteina mediante el
servidor CD-Search (Marchler y Bryant
2004) del NCBI.

Se utilizé el modelamiento por homo-
logia para la determinacién de la estructura
terciaria del Multidominio Tipo Filamento
mediante el servidor Swiss-MoODEL 'y el
software Deep Viewer (Guex y Peitsch
1997; www.expasy.org/spdbv/), mientras
que para el modelamiento de la Superfa-
milia Cabeza de Filamento (aminod4cidos
38 al 110) y los segmentos 240-271 y
407-470, se empleé el servidor I-Tasser
(Zhang 2008; Roy ez al. 2010), efectuando
la minimizacién energética de cada seg-
mento mediante la herramienta Gromos96
del soffware Deep Viewer (Guex y Peitsch
1997) para su posterior ensamblaje. El
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punto isoeléctrico (PI) y peso molecular
se determinaron mediante el servidor
Protparam (www.expasy.org/spdbv/).

RESULTADOS

En la Figura 1 se presenta la estructura y
tamano del gen de la DES bovina. Adi-
cionalmente se presentan, los dominios
predichos en la proteina lineal. De igual
forma se ilustran las regiones modeladas
con el servidor Swiss-MoDEL . Para el
proceso de modelamiento se emplearon
los templetes 1gk7A con una identidad de
78,95% (entre los aminodcidos 106 y 143),
3s54rB con una identidad del 69,23% (entre
los aminodcidos 139 y 194), 3swkA con
una identidad del 68,61% (entre los ami-
nodcidos 158 y 243), 3kltC con 76,06%
de identidad (entre los amino4cidos 268
y 338) y 1gk4B con 77,22% de identidad

modelando los aminodcidos 333 al 411.

Modelos de ARNm

En la Figura 2 se presenta la estructura
secundaria adoptada por el ARNm silvestre

/2233t
| ARNm

1410 nt
traducidos

LgkdB

470 aa

MULTIDOMINIO TIPO FILAMENTO

FIGURA 1. Distribucion del gen de la desmina bovina.
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del gen de la DES bovina (bovino silvestre)
y las tres modificaciones estructurales que
producian los mayores cambios visibles en
el plegamiento del ARNm: en orden des-
cendente se encuentran las secuencias 2, 1 y
5, lo que las convierte en buenas candidatas
para contribuir a la variacién fenotipica
en el bovino, especialmente en cuanto a
pardmetros de calidad cdrnica, puesto que
generan polimorfismos conformacionales
en el ARNm. Por su parte, en la Figura 3
se muestran las estructuras del ARNm del
gen DES porcino silvestre y el modelo de la
secuencia 8 debido a que fue la que tuvo el
mayor impacto sobre el modelo bidimen-
sional y, adicionalmente, la estructura del
ARNm del gen DES silvestre del humano.

A nivel de estabilidad molecular, el
ARNmM del alelo silvestre de la DES bovina
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mostr6 un valor de Energfa Minima Libre
(AG) de -919,81 kcal/mol. En orden des-
cendente, las mutaciones de la DES bovina
que desestabilizan en mayor medida a esta
molécula son los SNP 2, 1y 3, con valores
de AG de 911,07, -911,83 y —-914,41
kcal/mol respectivamente. Se destaca el
SNP 4 cuyo valor de AG -926,91 kcal/
mol le puede conferir un cardcter esta-
bilizante mayor a esta molécula. El alelo
silvestre del cerdo presenté un valor de AG
de —891,36, mientras que sus secuencias
8 y 11 mostraron un valor de —890,26 y
—-897,90 kcal/mol, respectivamente.

Modelo proteico

En la Figura 4 se presenta la estructura
secundaria predicha de la proteina DES
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FIGURA 2. Polimorfismo conformacional de la desmina bovina. Se presenta la desmina silvestre y las
estructuras adquiridas por las secuencias 2, 1y 5, como las mas importantes puesto que generan

polimorfismos en el ARNm.
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Cerdo silvestre

Humano
silvestre

FIGURA 3. Polimorfismo conformacional de la desmina porcina (secuencias silvestre y 8) y la del tipo

silvestre del humano.

bovina. En la Tabla 2 se muestran los
pardmetros de punto isoeléctrico (PI) y
peso molecular para las secuencias selec-
cionadas. Se debe tener en cuenta que, para
obtener la prediccién final del modelo, el
segmento anterior al aminodcido 39 fue
eliminado debido a que la prediccién
realizada por CD-Search no lo establecia
como constituyente de la Superfamilia
Cabeza de Filamento. Los ocho segmentos
modelados de la proteina DES bovina
(cinco resueltos mediante Swiss-MoODEL
y tres con I-TAsSER) tenfan fragmentos
solapados (=5 aminodcidos) por lo que
pudieron ser ensamblados con el programa
Deep Viewer.

En la Figura 5a se presenta el mode-
lo final de la proteina desmina bovina
comprendida entre los aminodcidos
39 y 470 de la secuencia problema
DAA32384.1. Se senala la presencia

de los segmentos constituyentes de la
secuencia Rod (PCD, 1A, L1, 1B, L12,
2A, L2 y 2B); dentro de este tltimo se
ubica el denominado ‘Stutter’ que co-
rresponde a 10 aminodcidos (350 a 359)
altamente conservados en las proteinas
de los filamentos intermedios celulares
(Bar et al. 2004).

En el modelo obtenido de la proteina
DES bovina se indican las posiciones 38
y 50 correspondientes a las secuencias
missense 3 y 4 (Figura 5b). Sobre este
modelo se sefialan también las posicio-
nes homélogas a los aminodcidos 224
y 296 del cerdo de las secuencias 10 y
12 respectivamente (Figura 5¢) y las
posiciones 213, 337, 342, 345, 357,
360, 370, 385, 389, 406 y 449 corres-
pondientes a las 11 mutaciones missense
reportadas para la proteina DES humana

(Figuras 5d y Se).
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FIGURA 4. Estructura secundaria de la desmina bovina. En los rectangulos grises se presentan las
regiones desordenadas y en los rectangulos blancos, la prediccion de a-hélices.

TABLA 2. Parametros alterados de la proteina muscular desmina. Se presentan las secuencias silvestres del
bovino, porcinoy humano; se emplearon 11 de las mutaciones més frecuentes reportadas en el ser humano.

o Parametro
Peso molecular Punto isoeléctrico
Bovino silvestre 53531,8 5,21
3 53561,8 5,21
4 53527,8 5,21
Cerdo silvestre 53628,9 5,21
10 53646,9 5,21
12 53499,8 5,21
Humano silvestre 53535,7 5,21
A213V 53563,8 5,21
A337P 53561,8 5,21
N342D 53536,7 517
L345P 53519,7 5,21
A357P 53561,8 5,21
A360P 53561,8 5,21
L370P 53519,7 5,21
L385P 53519,7 5,21
Q389P 53504,7 5,21
R406W 53565,8 517
Ka449T 53508,7 517
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FIGURA 5. Estructura terciaria de la desmina bovina: A. Se detallan los segmentos Head, Rod y
Tail constituyentes de la proteina DES bovina; dentro del segmento Rod se detallan las hélices
1A, 1B, 2A y 2B y las regiones desordenadas L1, L12 y L2; dentro del la regién 2B se resalta en
rojo el segmento constituyente del Stutter. B. Posiciones 38 y 50; se incluyd el segmento 1-39
para mostrar la primera posicién. C. Posiciones 224 y 296. D. Posicion 213. E. Posiciones 337, 342,
345, 357, 360, 370, 385, 389, 406 y 449 de la proteina DES sujetas a cambio aminoacidico segun el

polimorfismo evaluado.

DISCUSION

El gen de la desmina se considera como
uno de los genes candidato que se asocia
con fenotipos relativos a pardmetros de
calidad cdrnica. Por tanto, se puede asumir
que la existencia de un bajo niimero de
mutaciones reportadas en bases de datos
(25 SNP en bovino y 5 en porcino),
posiblemente se deriva de una reducida

cantidad de estudios. lo que permite su-
gerir la necesidad de implementar andlisis
que contribuyan a la caracterizacién de su
estructura y funcionamiento fisiolégico.

Variaciones en el ARNm

Las configuraciones andlogas adoptadas
por la molécula de ARNm (Figura 2),
ocasionadas por las mutaciones T49C,
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A45C, T177A y A213C (secuencias 2,
1, 5y4), pueden tener un efecto sobre la
regulacién en la expresién de la proteina
(Andrade 2001). Adicionalmente a las
variaciones en la estructura tridimensional
adoptada por esta molécula, varias de las
mutaciones mencionadas modifican su
valor de Energifa Minima Libre, hacién-
dola in-silico mds o menos estables. Las
mutaciones T49C y A45C modifican,
tanto la estructura conformacional como la
Energia Minima Libre, lo que hace menos
estables a las moléculas de ARNm de la
DES bovina.

Estudios previos utilizando estos mis-
mos pardmetros (configuracién bidimen-
sional y AG) han permitido confirmar
que mutaciones sinénimas o mutaciones
ubicadas en las regiones no traducidas del
ARNm de genes candidato son causantes
de variaciones fenotipicas en humanos
(Duan et al. 2003; Johnson et al. 2011;
Shen ez al. 1999). Por su parte, Halvorsen
etal. (2010), examinando SNP asociados
con enfermedades del genoma humano
que alteran significativamente la confor-
macién de las regiones reguladoras UTR,
definieron los RiboSNitches que inducen
cambios conformacionales permanentes
de la estructura del ARNm, actuando
como interruptores moleculares (mole-
cular switch) que apagan o encienden la
expresion del gen. Ello se puede contrastar
con los polimorfismos T49C y A45C, los
cuales estdn ubicados en la regién 5"UTR
del ARNm de la DES y, por lo tanto,
pueden tener un efecto fenotipico sobre
pardmetros de calidad cdrnica, como la
CRA y la terneza, entre otras.

Efecto de mutaciones missense en la
proteina DES

De las mutaciones missense evaluadas en
las tres especies analizadas, Gnicamente
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se presentd modificacién del PI en tres
de las 11 de la DES humana (N342D,
K449T y R406W) (Van Spaendonck ez al.
2011) siendo la R406W la que presenta
el cuadro clinico mds severo, que incluso
puede conducir a la muerte (Park ez al.
2000). El PI se modifica desde 5,21 para
la DES humana silvestre hasta 5,17 en
los tres casos citados anteriormente. En
los casos de la DES de bovino y cerdo, el
PI no se presentd variacién alguna que
permita postular a estas mutaciones como
candidatas para una evaluacién in-vivo.

Es interesante resaltar la ubicacién de
10 de las 11 mutaciones humanas con
efecto fenotipico en la regién comprendida
entre la regién 2B del Rod (Figura 5e) y la
parte terminal de la proteina, lo que podria
senalar a este segmento como prometedor
para llevar a cabo estudios de asociacién
fenotipo-genotipo en especies como el
bovino y el porcino, con el fin de establecer
su posible efecto sobre pardmetros de cali-
dad cdrnica, dadas las funciones de sostén
estructural, generacién y transmision de
fuerza activa y pasiva desempenadas por
la desmina (Paulin y Li 2004).

Modelo tridimensional
de la DES bovina

En el modelo de estructura bidimensional
de la DES bovina se predijo la existencia de
una o-hélice continua desde el aminodcido
99 al 417; sin embargo Bar ez al. (2004) y
Van Spaendonck ez a/. (2011) mencionan
en esta misma ubicacién la existencia de
una estructura de o-hélice interrumpida
por tres enlaces o linkers (L1, L12 y L2),
lo que permite la formacién de cuatro
segmentos separados en o-hélice deno-
minados 1A, 1B, 2A y 2B (Figura 5a).
Cabe destacar que en humanos (Park
et al. 2000; Goldfarb et al. 2004) se han

encontrado mutaciones de novo en 45% de
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los casos clinicos asociados con fenotipos
especiales, como en el caso de la presen-
tacion de cardiomiopatias causadas por la
agregacién proteica con un gran contenido
de desmina y menores proporciones de
alfa-B-cristalina, distrofina y miotilina, ge-
nerando la inhabilidad de la desmina para
interactuar con otras estructuras celulares
(Van Spaendonck ez 4/. 2011). Lo anterior
evidencia una susceptibilidad del gen
DES a sufrir mutaciones principalmente
en el segmento 2B (Park ez 2/. 2000; Van
Spaendonck ez al. 2011) estableciendo
al exén 6 de este gen como un Hoz-spor
(Goldfarb ez al. 2004).

El bajo niimero de mutaciones repor-
tadas en el gen DES de bovinos y porcinos
podria indicar la necesidad de realizar
estudios que contribuyan al conocimiento
de la estructura y funcionamiento de este
gen, ya que se postula la existencia de una
gran variabilidad con posibles efectos
fenotipicos. Es posible que en especies de
animales domésticos, como el bovino, no
se encuentren mutaciones con un efecto
tan evidente como en el humano, dados
los mecanismos de seleccion artificial a los
que vienen siendo sometidos; sin embar-
go, no se puede descartar la existencia de
mutaciones que contribuyan a la varia-
bilidad fenotipica (Goldfarb ez /. 2004)
y que permitan relacionar la estructura y
funcionalidad del miocito con parimetros
de calidad cdrnica como la CRA y la ter-
neza. Con relacién a lo anterior, Goldfarb
et al. (2004) destacan que los filamentos
de desmina que poseen un plegamiento
diferente al normal, presentan una mayor
resistencia al remodelamiento in vitro
producido por los sistemas enzimdticos
responsables. Cabe resaltar que uno de esos
sistemas de remodelamiento 77 vivo a nivel
celular, el sistema calpaina-calpastatina, es
el responsable del proceso de tenderizacion
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post-mortem en el paso de musculo a carne,
por lo que una mutacién en el gen de la
desmina podria modificar este proceso,
alterando su protedlisis post-mortem, lo
que afectarfa por consiguiente parimetros
de calidad de la carne como la CRA y la
terneza de la carne (Campo ez al. 2000;
Kolczak ez 2/. 2005; Monsén et al. 2005,
Monsén et al. 2004; Sanudo et al. 2004;
Zhang et al. 20006).

CONCLUSIONES

Se logré modelar la proteina DES del bo-
vino en su totalidad y se pudo confirmar la
presencia de los segmentos caracteristicos
de los filamentos intermedios del miocito
de los mamiferos, que habian sido repor-
tados previamente. La desmina es uno de
los genes candidato con un posible efecto
sobre pardmetros de calidad cdrnica en
bovinos y en porcinos; sin embargo, en
la actualidad sélo existe un ndmero redu-
cido de polimorfismos identificados en
ambas especies, en comparacién con los
reportados para la DES humana, proteina
en la que se ha podido determinar una
amplia variabilidad de la regién 2B del
Multidominio Tipo Filamento.

A través de la evaluacion del polimor-
fismo conformacional del ARNm de la
DES del bovino se logré determinar que
las mutaciones T49C y A45C pueden ser
reconocidas como las mds importantes,
ya que al incrementar el valor de Energfa
Minima Libre de la molécula, la hacen
menos estable.
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