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Resumen— En el presente trabajo se muestra el estudio in-
silico de la enzima uricas mediante un modelo por homologia
construido apartir de una secuencia concenso de la base
cristalograficas PDB. Al termino del modelado se valido para
verificar si el modelo fue construido con éxito. La validacion se
realiza por medio de servidores web especializados. El estudio
de esta enzima es de gran importancia para las ramas
Ambiental y Nefrologia, ya que la uricasa es usada como un
detector tanto en aguas como en seres humanos y para
metabolizar acido urico y asi comprender su estructura para su
mejor estudio y aplicacion.

Palabras clave—Enzima, Uricasa, Candida, -Modelo 3D,
Homologia.

I. INTRODUCCION

Hoy en dia, la moderna biotecnologia es frecuentemente
asociada con el uso de microorganismos alterados genéticamente
como el E.coli o levaduras para producir sustancias como la
insuina o algunos antibioticos.

En el campo actual de la medicina se estd empleando el uso de la
enzima URICASA la cual ha sido producida bildégicamente en un
laboratorio, esta fue adquirida a partir del hongo candida sp, de la
cual se desconoce hasta el dia de hoy su estructura. La
metabolizacion del acido Urico en humanos es casi nula ya que
carecemos de esta enzima. La acumulacion de acido trico
desemboca en enfermedades cronicas nefrologicas y articulares. Se
sabe que un método de tratamiento es la aplicacion de “uricasa
obtenida del hongo candida” de la cual no hay un estudio que
detalle las partes estructurales de esta enzima. Debido a que hay
diversas sepas de candida y diversos métodos de obtencion se
plantea un modelo homodlogo de dicha enzima. Conocer con
exactitud la estructura de la enzima es uno de los principales
objetivos del estudio in silico mediante la homologia. La obtencion
de un modelo 3D se fundamenta en la construccion de un modelo a
partir de enzimas ya estructuradas en un banco de datos como base.

II. METODOLOGIA

Para la creacion del modelo de la enzima “Uricasa
obtenida del hongo candida” por homologia se toman en cuenta
todas las estructuras coincidentes en el servidor NCBI ‘“National
Center for Biotechnology Information”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=uricase+from+candid
a). Constituidas por 300 proteinas para que el estudio sea
homologo. Luego se realiza un alineamiento multiple con el fin de
reducir al minimo los espacios y maximizar las coincidencias entre
las secuencias a comparar mediante el servidor CLUSTALW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ ) asi como obtener la
linea consenso proveniente del alineamiento la cual sera nuestra
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cadena problema. Al obtener la linea consenso se procede
construir el modelo 3D mediante el programa MODELLER9.14
(https://salilab.org/modeller/ ), se generan 5 modelos de los cuales
se toma el menor valor proporcional al DOPE. El modelo fue
realizado exitosamente. La validacion de este modelo se realizo en

el servidor MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/ ) asi
como en el servidor PROSA “Protein Sequence Analyzer”.

Estudio por homologia de la enzima uricasa proveniente del
hongo candida
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III. RESULTADOS

En el estudio in silico se aplicaron herramientas
computacionales que permitieron obtener los datos de construccion
y visualizacion asi como de validacion del modelo 3D.

Al realizar la busqueda de estructuras para poder construir el
modelo se obtuvieron 96 resultados en la base de datos del NCBI
“National Center for Biotechnology Information”, de la cual solo
se tomaron en cuenta las que estuvieran en un rango de 300
proteinas en su constitucion. Se obtiene el FASTA de estas para ser
usado posteriormente en BLAST “Basic Local Alignment Search
Tool” en la seccion protein blast del servidor web.

Para realizar el alineamiento multiple se ocupd6 CLUSTALW?2 el
cual nos dio un alineamiento donde se observa que algunas
enzimas aun presentan gaps.
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Fig. 1 esquema resultante del uso de ClustalW2 mostrando las
secuencias con gaps y la depuraciéon para tener una mejor
homologia.

Finalizando con 34 proteinas como base del estudio homologo. Del
mismo estudio se obtiene la linea consenso la cual nos servird para
construir el modelo 3D.

Linea consenso

MQSELYSSTYGKGNVKFLKVKKDPSNPTVQDVLEANVQVL
LRGKFDESYTKADNSSIVPTDTVKNTILVEAKTTDVWPIERF
AAHLAKHFTTKYGHVDGIEVTIIQAKWSKIKLEGKEHAHSF
KHEGPETRRTYLNYDKHTKKLQLSSSIKDLTVLKSTGSMFY
GYNVCDYTTLQPTKDRILSTDVDASWTFDPTQIATLDDILSQ
PKKGLFDTTYNTARDVTLELFCKENSPSVQSTMYNMSHKIL
ETVKQVGTVSYVLPNKHYILFNLEWKGIKDNKDLFYPAPDP
NGLIKSTVGRKGDKAKF

Realizar un BLAST se refiere a identificar la secuencia de
nucleodtidos o proteinas de un organismo o identificar el mismo
organismo a través de esta herramienta. Esta busqueda arroja 4
enzimas similares. Una vez terminado el BLAST nos muestra con
que proteinas tiene mayor afinidad, para poder crear un modelo 3D
es necesario que estas tengan una coincidencia mayor al 80%

De las proteinas mostradas se usaron las cuatro primeras para
poder crear el modelo homologo de estas mediante el uso de
MODELLER. Usamos los cuatro primeros niimeros en la seccion
de “Accession” para buscar la estructura en cristalizada en el banco
de datos PDB y obtener un documento PDB text.

Tabla 1 Resultados obtenidos del servidor BLAST dando los
resultados y la estructuras coincidentes.

Accession | Query cover | Total score | Max score
3BJP A 99% 247 247
2ZKA A 99% 247 247
4D12 A 99% 247 247

1R4S 98% 246 246

Ya obtenidos los archivos en formato .PDB se renombran
sucesivamente [1-4] en el mismo orden como se descargd. Se
necesita un archivo madre el cual lleva la linea consenso. El
archivo se crea con las especificaciones que modeller proporciona.
Se crean los script segun las especificaciones de modeller y se
corren en el programa obteniendo 5 modelos, de los cuales se usa
el de menor valor directo al DOPE y es usado como un modelo
teorico de la proteina.

Se visualizdo en VMD “Visual Molecular Dynamics” mostrando el
siguiente resultado:

La evaluacion de la calidad del modelo es un aspecto fundamental
para verificar la veracidad del mismo. Por tal razon su evaluacion
se realizo en el servidor MolProbity.

Uno de los resultados es el diagrama de ramachandran el cual
muestra el “estrés” de los angulos diedros (psi) y contra (phi) en
los aminoacidos que constituyen la estructura de dicha proteina por
lo tanto nos permite aproximar la ubicacion de los angulos y de las
torsiones fuera de lugar en el modelo.
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Fig. 2 diagrama de ramachandran mostrando los angulos Phi y Psi
con estrés o angulo no permitido.
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Anilisis de la geometria

Por rotamers 40 3.61%

Ramachandran outliers 12 0.99%

Name outliers A 26 ASN (-163.7, -150.5)
A 193 ASP (-135.7,-80.7)
A 212 PHE (-68.3, -101.3)
B 26 ASN (-163.7, -150.5)
B 193 ASP (-135.7, -80.7)
B 212 PHE (-68.3, -101.3)
C 26 ASN (-163.7, -150.5)
C 193 ASP (-135.7, -80.7)
C 212 PHE (-68.3, -101.3)
D 26 ASN (-163.7, -150.5)
D 193 ASP (-135.7,-80.7)
D 212 PHE (-68.3, -101.3)

Ramachandrian favored 1156 95.38%

Cp deviations >0.25" 8 0.69%

Bad backbone bonds 0/9980 0.00%

Posicion del carbon B es favorable y dentro de la rotacion
permitida. El estudio muestra que 8 atomos estan fuera del rango
permisible.

Fig. 3 carbon § mostrando el radio de van der Waals y la posicion
de los 4tomos

Otro método de evaluacion del modelo es el uso del servidor
PROSA, el cual mostr6 resultados favorables ya que a través del
estudio por NMR (Nuclear magnetic resonance) los dtomos caen en un
rango de 300 como la estructura de aminoacidos conformante de la
enzima uricasa.
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El grafico con la evaluacién con NMR muestra sance p
que los aminodcidos caen dentro del rango | el grafico muestra la energia del modelo
coincidiendo con la constitucin de la cadena | aminoacido-aminoacido, el  valor  positive
enzimatica de la enzima Uricasa. representa valores de los aminoacidos con algln
problema en su lugar o proximidad a otro
creando “estrés”

Fig. 4graficas correspondientes al estudio en PROSA
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asi también se realiz6 un estudio para conocer el tamaiio de la
superficie por medio del servidor 3V.

&

Informacién
Voxel size | 1.0 A
volumen | 207421 A3
Surface area | 33590 a2
sphericity | 0.50

Effective radius | 18.53 A

Center of mass | (10.9-1.8,-15.9) A

Tabla del volumen interno

Volumen Interno

Voxel size | 1.0 A
volumen | 16479 A3
Surface area | 5160 a2
sphericity | 0.61
Effective radius | 9.58 A

Center of mass | (10.9-1.8, -15.9) A

Se realizo el estudio de la cavidad donde se aloja el acido
urico en la estructura de la enzima uricasa.




IV. DISCUSION

El estudio por homologia ofrece una base para los métodos que
predicen las caracteristicas estructurales de una nueva enzima sin
estructura 3D, basando en su similitud con las ya conocidas

La similitud en las secuencias permite la prediccion y modelizacion
de todos los dominios estructurales. El modelo obtenido hasta
donde se sabe es el primer reporte que se hace sobre un modelo por
homologia de la enzima uricasa obtenida del hongo candida.

Lo que permite proponer el modelo con validacion para
proporcionar un modelo confiable y realista a investigadores en la
rama del estudio de la nefrologia o interesados en el estudio de esta
enzima ya que puede dar mayor estudio y entendimiento de la
enzima estudiada en este trabajo para su investigacion y
aplicaciones en el tratamiento de la acumulacion del &cido urico en
seres humanos.

La utilizacion de las biotecnologias reporta multiples beneficios en
la simplificacion de procesos, mejoras en la calidad de los
productos, menor impacto ambiental, y ahorro de costos. También
han permitido el desarrollo de nuevos productos. Por ejemplo, las
tecnologias de ADN recombinante han permitido la produccion de
proteinas terapéuticas, que serian econdémicamente inviables de
obtener por métodos extractivos.

V. CONCLUSION

Se cre6 un modelo 3D bajo un estudio in silico de la enzima
uricasa obtenida del hongo candida, por medio del uso de software
especializado tales como MODELLER y VMD. El modelo
obtenido por homologia de la enzima uricasa supero diversas
estrategias de validacion, lo que permite proponerlo como un
modelo valido y ser usado dentro del campo de investigacion como
referencia estructural entendiendo a fondo sus caracteristicas
constituyentes.
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