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RESUMEN

Nuestro estudio se centra en la prediccién de la estructura y funcién de la proteina
Poly(ADP-ribosa) glicohidrolaza (PARG) en Caernorhabditis remanei. Inicialmente se
realizé un alineamiento local por medio de BLAST con el fin de encontrar proteinas
homélogas PARG.n Posteriormente se determinaron las caracteristicas
fisicoquimicas por medio del servidos ProtParam, seguidamente se realiz6 la
prediccion de la estructura secundaria mediante la herramienta Jpred3 de EXPASY.
Finalmente se determind la estructura terciaria de la proteina hipotética por medio
de Phyre2. Con el fin de validar la estructura arrojada por dicho programa se utilizd
SwissModel. Al emplear las herramientas anteriormente mencionadas se encontré
la presencia del dominio PARG_Cat el cual esta asociado a una funcion catalitica,
hidrdlisis de compuestos N-glicosil. La estructura 3D al ser validada se encontré por
medio del diagrama Ramachandran que Unicamente el 1,5% de los residuos se
encontraban en zonas no permitidas. Se encontré que PARG esta directamente
relacionada con la funcién de una proteina presente en C. elegans, debido al 99%
de cobertura mostrado al realizar el alineamiento local (BLAST). De tal manera se
puede inferir que la proteina hipotética tiene una funcién similar en ambos
nematodos, la cual es la actividad catalitica de la proteina, particularmente de
hidrélisis de compuestos N-glicosil y ademas la posible relacion de PARG con la
eliminaciéon por apoptosis de células en exceso que debe eliminar el nematodo para
llevar a cabo su ciclo de vida completo.

PALABRAS CLAVE: PARG, C. remanei, actividad catalitica, Hidrolisis de compuestos

N-glicosil, apoptosis.
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INTRODUCCION

Caenorhabditis remanei es un microorganismo, caracterizado como un gusano
redondo de vida libre. Su héabitat por lo general son lugares ricos en nutriente estos
microorganismo se encuentran en todo tipo de de ambientes. Se han caracterizado
dentro de la cadena tréfica. Estas caracteristicas hacen que C. remanei sea
considerado como un indicador de la calidad del suelo y controladores bioldgicos de
fitopatogenos principalmente.*

C. remanei, posee la proteina Poly(ADP-ribosa) glicohidrolaza (PARG), la cual se ve
involucrada en las primeras respuestas celulares ante el dafio del ADN, apoptosis,
la supervision de la integridad del genoma, entre otras funciones. PARG trabaja
junto con la enzima poly(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), pues la funcion de PARP
es basicamente la deteccidon de dafios en el ADN los cuales son ocasionados durante
el proceso de muerte celular, isquemia, entra otras condiciones. PARP utiliza como
sustrato NAD(+) con el fin llevar a cabo diversos procesos de sefalizacién y asi
producir polimeros de ADP-ribosa, dichos polimeros seran degradados por PARG
dicha proteina aun no se ha caracterizado, aunque en nematodos como
Caenorhabditis elegans la actividad de la PARG se ve evidenciada en la eliminacion
por apoptosis de células en exceso, pues es necesario que se 131 células para
llegar a estado adulto, por ende se puede decir que dicho proceso es esencial para
que dicho microorganismo lleve a cabo su ciclo de vida completo. Evidenciandose
asi, la importancia de la actividad PARG en el desarrollo del nematodo es
importante tener conocimiento acerca de la estructura tridimencional y la funcién
de esta proteina hipotética para avanzar en el mecanismo de accién de la misma.
Debido a que este estudio se ve obstruido por dificultades experimentales para la
sobreexpresiéon y cristalizacibn de esta es necesario hacer estudios
bioinformaraticos para poder obtener mas conocimiento sobre esta proteina.? Es
debido a esto que nuestro estudio se centra en la prediccion de la estructura y
funcion de la proteina Poly(ADP-ribosa) glicohidrolaza en Caernorhabditis remanei.

MATERIAL Y METODOS

Para el analisis de la estructura y funcién de la proteina hipotética, se emplearon
diversas herramientas y software. La primera secuencia de la proteina hipotética
(Acc. No. =>gi|308253153|gb|EFO97105.1) se obtuvo del GenBank en National
Centre for Biotechnology Information (NCBI). Posterior a esto, la secuencia fue
comparada para hallar secuencias homologas que se encuentras en distintas bases
de datos usando Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Para el céalculo de las propiedades fisico-quimicas de la proteina se emple6 el
servidor ProtParam. Los pardmetros que se utilizaron fueron el peso molecular, pl
tedrico, composiciéon de los aminoacidos, composiciéon atdémica, coeficiente de
extincion (se estima para la vida media), indice de inestabilidad, indice alifatico y
promedio general de hidropaticidad.?

La estructura secundaria de la proteina se analizo mediante la herramienta Jpred3
de EXPASY, esté emplea el algoritmo Jnet para realizar predicciones mas precisas.
Ademas de la estructura secundaria de la proteina JPred también hace predicciones
sobre la accesibilidad de solventes y regiones en espiral (método Lupas).*

Se empled la herramienta Phyre2 la cual permitio realizar la estructura terciaria de
la proteina a partir de la secuencia de aminoacidos obtenida del NCBI. Esta
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herramienta predijo los residuos que estan probablemente mas relacionados a la
funcion de la proteina permitiendo realizar ademas un plegamiento inverso.”

El servidor en linea Swiss Model se empleo para la evaluacion de la estructura 3D
de la proteina a partir de proteinas homoélogas de esta. Esta herramienta identifica
plantillas estructurales a partir de secuencias homologas halladas en BLAST.®

Para la prediccion celular de la proteina se llevo acabé mediante el servidor CELLO
v 2,5, esté se emplea para tanto organismos procariotas como eucariotas.’

Adicionalmente, se realizé la blusqueda de sitios activos de la proteina hipotética

mediante el servidor I-TASSER.
RESULTADOS

Al realizar un alineamiento local por medio de BLAST, se encontré presencia del
dominio PARG_cat(Poly(ADP-ribose)glycohydrolase), el cual tiene una expresion
ubicua exo y endoglicohidrolaza, y tiene como funcién mediar procesos de muerte
celular. El andlisis fisico-quimico llevado a cabo mediante Protparam, revela que la
proteina hipotética estd compuesta por 619 aminoacidos y un punto isoeléctrico
tedrico de 4,67. El acido glutamico es el aminoacido presente con mayor frecuencia
en la secuencia de la proteina hipotética, con un porcentaje de 13,7; y el
aminoacido con menor porcentaje en la secuencia es el triptéfano con 0,2%. El
numero total de residuos negativamente cargados (Asp + Glu) fue de 118, y el
numero total de residuos positivamente cargados (Arg + Lys) fue de 72. El indice
de inestabilidad de la proteina fue de 55,09, lo que la clasifica como una proteina
inestable; por dltimo el andlisis fisico-quimico revelé que el promedio general de
hidropaticidad de la proteina fue de -0,762. (Anexo 1-Tablal)

Para la prediccion de la funcidon de la proteina se utilzé InterProScan, mediante
dicho servidor fue posible confirmar la presencia de dicho dominio relacionado con
la actividad catalitica de la proteina, particularmente de hidroélisis de compuestos N-
glicosil (Anexo 2-Figura 1). Adicionalmente mediante la herramienta PANTHER, fue
posible determinar la familia de la proteina: Poli (ADP-ribosa)glicohidrolasa. La
estructura terciaria de la proteina fue realizada mediante el servidor Phyre2, dicha
estructura fue validada mediante Swiss-Model, herramienta que arrojo la estructura
estereoquimica del modelo, encontrandose que Unicamente el 1,5% de los residuos
se encuentran en posiciones no permitidas(Figura 1). Por lo tanto la estructura 3D
disefiada por Phyre, es una estructura posible (Figura 2).
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Al hacer el alineamiento local, empleando BLAST se encontré6 que estas
directamente relaciona con la funcidén que esta tiene en el organismo C. elegans,
debido al 99% de cobertura que tiene la secuencia de la proteina de este nematodo
respecto a la de C. remanei. De tal manera se puede inferir que la proteina
hipotética tiene una funcion similar en ambos nematodos, la cual es la actividad
catalitica de la proteina, particularmente de hidrélisis de compuestos N-glicosil.

Al realizar la busqueda de sitios activos utilizando I-TASSER, se encontré que la
proteina hipotética tiene posiblemente seis sitios activos: en el residuo 140, &cido
glutamico(E140); en el residuo 143, alanita (A143); en el residuo 97 &cido
glutdmico (E97); en el residuo 100, Glutamia (Q100); en el residuo 101, lisina
(K101); y por ultimo en el residuo 105, asparagina (N105). Fig.2

DISCUSION

Al momento de ajustar los parametros para realizar BLAST, se selecciono como
base de datos inicialmente Protein Date Bank Proteins (PDB) con el fin de encontrar
secuecias homdlogas con proteinas experimentales. No se encontré ninguna
secuencia con un puntaje(score) alto, confirmandose asi que la proteina PARG es
hipotética. Posterior a esto se realizd6 nuevamente un BLAST, pero esta vez
utiizando como base de datos secuencias de proteinas no redundantes
(Non.redundant protein sequences (nr)). Aqui se encontr6 que PARG esta
directamente relacionada con la funcién que esta tiene en el organismo C. elegans,
debido al 99% de cobertura que tiene la secuencia de la proteina de este nematodo
respecto a la de C. remanei. Esto se puede confirman debido a que ambos
comparten varias caracteristicas, como por ejemplo, ambos pasan por 4 estadios
larvales y son muy cercanos filogéneticamente; ambos estan en el clado
“Eurhabditis”, y comparten los mismos habitats para su desarrollo.?® Mediante esta
actividad también se descubri6é la presencia de un dominio determinante para la
prediccion de la funcién de esta proteina hipotética, pues éste esta relacionado con
la actividad catalitica glicohidrolasa reportada para una proteina procedente de C.
elegans.

Debido a que C. elegans para llegar a su estadio de vida adulta debe eliminar 131
células por apoptosis podriamos inferir que este dominio encontrado puede estar
relacionado con el proceso de apoptosis que este nematodo debe realizar para
llevar a cabo su ciclo de vida.

El indice de hidropaticidad (GRAVY) clasifica a la proteina hipotética como una
proteina hidrofilica, pues este valor es de -0,762 para PARG. Debido a que
generalmente las proteinas de sefalizacion son proteinas hidrofilicas, PARG puede
estar involucrada con tales procesos, tal como habiamos nombrado, en procesos de
sefalizacion para la reparacion del ADN.

Debido a que generalmente las funciones de una proteina estan asociadas con la
localizaciéon subcelular de esta, determinar la ubicacion en la célula de una proteina
hipotética puede significar un avance para entender y predecir la funcién de esta.
Es por esto que se utilizd CELLO con el fin de predecir la localizacidon subcelular de
PARG, la prediccion de dicha herramienta clasific6 a PARG como una proteina
mayoritariamente nuclear. Lo anterior corrobora la funcidon a la que esta asociado el
dominio PARG_cat encontrado, y asi mismo ayuda a avanzar en el funcionamiento
que posiblemente pueda tener dicha proteina a nivel de reparacion de material
genético y de apoptosis que esta tiene en C. elegans.
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La prediccibn de la estructura terciaria se realiz6 por plegamiento inverso
(threading) mediante el servidor Phyre2, esto debido a que no se encontré un
homodlogo en PDB. Debido a que esta técnica se busca una secuencia compatible
con un determinado plegamiento, con el fin de formar un esqueleto que mejor se
ajuste a la secuencia de la proteina problema, este método tiene varias
desventajas, pues, utiliza proteinas homoélogas muy lejanas con un porcentaje de
identidad menor al 15%. Sin embargo, para el presente estudio no era posible
realizar la prediccion por medio de modelado por homologia, pues al realizar BLAST,
y no encontrarse homoélogos en PDB, la siguiente opcién para la prediccion de la
estructura terciaria era por medio del plegamiento inverso.®

Es por lo anterior, que validar la estructura 3D era mas que necesario por lo que se
debia asegurar la calidad del modelo en 3D arrojado por Phyre2. Para tal fin se
utilizé Swiss-model y, la calidad estereoquimica que mostré que el modelo fue que
el 86,4% de los residuos se encuentran en regiones favorables, el 9,5% en regiones
favorables permitidas y Unicamente el 1,5% se encuentra en regiones no
permitidas, por ende se puede decir que el modelo 3D, es un modelo
potencialmente confiable y de buena calidad.

Por dltimo, al realizar la basqueda de sitios activos se encontraron seis proteinas
con un sitio activo similar. Una de ellas es una nucleoporina (Nuplp) presente en
Saccharomyces cerevisiae, la cual tiene como funciobn el transporte de
macromoléculas a través de la envoltura nuclear. A pesar de que PARG no es una
proteina que este directamente asociada a esta funcién de transporte, esto ayuda a
corroborar su ubicacion cerca al nucleo y las funcidn de reparacion de ADN
reportada en la literatura. La proteina con un sitio activo similar que le sigue a la
anteriormente nombrada, es una ligasa ubiquitina presente en Homo sapiens,
asociada a una funcioén de regulacion de diversos sustratos, esta funcién puede ser
analoga a la funcion de PARG para regular los niveles de los polimeros de ADP-
ribosa generados al momento de la deteccién de dafios en el ADN.

CONCLUSIONES

Por medio de las herramientas utilizadas fue posible inferir que PARG es una
proteina asociada a una actividad catalitica, la cual esta relacionada con el dominio
PARG_cat encontrado, que tiene como funcidn mediar procesos de muerte celular.
De tal manera que, al encontrar el indice de hidropaticidad (GRAVY), el cual indica
que la proteina hipotética es hidrofilica y que su localizacién subcelular es a nivel
nuclear (prediccion de la herramienta CELLO) se logré un avance significativo en el
entendimiento de la funcién de dicha proteina, pues generalmente las proteinas
hidrofilicas son proteinas involucradas en procesos de sefalizacion celular, lo cual
sugiere en este caso que PARG es una proteina que interviene en cascadas de
sefializacion para reparacion del ADN.

La busqueda de sitios activos en la proteina hipotética sirvié para avanzar en el
entendimiento de la funcidn, la estructura y la posible localizacién a nivel subcelular
de esta. Pues, no solo se encontré una funcion similar o asociada a las funciones de
PARG, sino que también se confirmd la posible localizacion a nivel nuclear de la
proteina debido a las funciones asociadas a estos sitios activos similares presentes
en otras proteinas.
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ANEXOS

Anexo 1.

Tabla 1: Propiedades fisico-quimicas de la proteina (composiciéon de aminoacidos)

Aminoacido Nudmero de residuos Porcentaje del residuo
Ala (A) 33 5,3
Arg (R) 37 6,0
Asn (N) 32 5,2
Asp (D) 33 5,3
Cys (C) 8 1,3
GIn (Q) 30 4,8
Glu (E) 85 13,7
Gly (G) 32 5,2
His (H) 8 1,3
lle (1) 29 4,7
Leu (L) 40 6,5
Lys (K) 35 5,7
Met (M) 24 3,9
Phe (F) 22 3,6
Pro (P) 23 3,7
Ser (S) 55 8,9
Thr (T) 29 4,7
Trp (W) 1 0,2
Tyr (Y) 24 3,9
Val (V) 39 6,3
Pyl (O) 0 0,0
Sec (U) 0 0,0
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Anexo 2

Deteccion de dominios conservados.

Anexo 3

Resultados CELLO
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Figura 1. Ramachandran Plot.

Figura 2. Estructura tridimensional de la proteina hipotética. Servidor Phyre2.



