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RESUMEN

La camaronicultura alcanza cada dia mayores niveles de importancia, destacandose como una
actividad de gran crecimiento y expansion a nivel mundial. La disminucion en la produccion
de camardn blanco (Litopenaeus vannamei), se ha asociado a la presencia de enfermedades de
origen bacteriana y/o viral. Por lo que, es prioritario resolver los problemas que afectan e
influyen de manera negativa a esta industria. Los estudios de estructura-funcion de proteinas
que participan en las rutas metabolicas de los organismos permiten entender los procesos de
crecimiento y desarrollo, asi como desarrollar nuevas técnicas de mejoramiento, tratamiento y
sobre todo de prevencion de enfermedades. Un genoma o un transcriptoma codifica muchas
proteinas funcionales que pueden validarse bioquimicamente mediante identificacion
protedmica o caracterizacion bioquimica de la proteina recombinante. Por otro lado, no
siempre es posible predecir la funcién de una proteina a partir de su identidad de secuencia.
Sin embargo, esto y el uso de modelos tedricos identificando sitios de union a ligando y/o
sitios cataliticos pueden proporcionar informacidon sobre su funcion bioquimica. El andlisis
bioinformatico nos llevo a identificar una nueva hidrolasa o/B. La secuencia LvFSH se
encontro en el transcriptoma de camarén blanco (Litopenaeus vannamei). La funcion del
producto génico se estudio utilizando la expresion recombinante y caracterizacion bioquimica
y estructural. La enzima mostré actividad esterasa con alta afinidad (bajo Km) por un sustrato
lipidico de cadena larga (pNPL). La secuencia de aminoacidos sugiere que LvFSH es una
proteina intracelular y se basa en similitudes moleculares y estructurales (27 % de identidad)
con la proteina YHRO049W/FSHI1, esta lipasa podria ser parte de la familia serina hidrolasa
(FSH) de eucariotes. Proponemos que la funcion de LvFSH estd mas relacionada con la
transduccion de sefiales que con la funcion digestiva, ya que la secuencia de aminoécidos no
contiene un péptido sefial que permita la secreciéon al hepatopancreas o al intestino. El
volumen del sitio activo parece contener lipidos con cadenas de hasta doce carbonos, y el
camardn metaboliza preferiblemente grasas con cadenas de 14 carbonos y mas. Ademas, las
multiples interacciones proteina-proteina predichas por los métodos bioinformaticos serian
mas relevantes en el espacio intracelular con un rango mas amplio de interacciones. LvFSH es

similar al oncogén OVCA2, una proteina presente en los procesos de proliferacion tumoral,
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bioldgicamente en crustaceos se sugiere una funcion de movilizacion de lipidos para la
produccion de energia y participar en las interacciones proteina-proteina. Se requiere mas

investigacion para dilucidar la funcién en invertebrados marinos.
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ABSTRACT

Shrimp farming is more important every day, standing out as an activity of significant growth
and expansion worldwide. The decrease in the production of white shrimp (Litopenaeus
vannamei), has been associated with the presence of diseases of bacterial and viral origin.
Therefore, it is a priority to solve the problems that affect and negatively influence this
industry. The structure-function studies of proteins that participate in the metabolic pathways
of organisms help to understand the processes of growth and development, as well as develop
new techniques for improvement, treatment, and, above all, disease prevention. A genome or
transcriptome encodes many functional proteins that can be biochemically validated by

proteomic identification or biochemical characterization of the recombinant protein.

On the other hand, it is not always possible to predict the function of a protein from its
sequence identity. However, this and the use of theoretical models identifying ligand binding
sites and catalytic sites can provide information on their biochemical function. The
bioinformatic analysis led us to identify a new o/ hydrolase. The LvFSH sequence was found
in the white shrimp (Litopenaeus vannamei) transcriptome. The function of the gene product
was studied using recombinant expression and biochemical and structural characterization.
The enzyme showed esterase activity with high affinity (low Km) for a long chain lipid
substrate (pNPL). The amino acid sequence suggests that LvFSH is an intracellular protein
and is based on molecular and structural similarities (27 % identity) with the
YHRO049W/FSH1 protein, this lipase could be part of the eukaryotic serine hydrolase (FSH)
family. We propose that the function of LvFSH is more related to signal transduction than to
digestive function since the amino acid sequence does not contain a signal peptide that allows
secretion to the hepatopancreas or intestine. The volume of the active site appears to contain
lipids with chains of up to 12 carbons, and the shrimp preferably metabolizes fats with chains
of 14 carbons and more. Besides, the multiple protein-protein interactions predicted by
bioinformatic methods would be more relevant in the intracellular space with a broader range
of interactions. LvFSH is similar to the OVCA2 oncogene, a protein present in tumor
proliferation processes, biologically in crustaceans, a function of lipid mobilization for energy
production and participation in protein-protein interactions is suggested. More research is

required to elucidate the role of LvFSH in marine invertebrates.
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INTRODUCCION

El camarén blanco (Litopennaeus vannamei) ha tomado relevancia por su gran aporte
econoémico a novel global debido su adaptacion a los procesos de cultivo intensivo, segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2019) a
nivel mundial esta especie se encuentra ubicada en el tercer lugar de las mas cultivadas por
técnicas de acuicultura con una produccion de alrededor 4.5 millones de toneladas para el afio
2017.

En México, las dreas de cultivos acuicolas han aumentado significativamente, como
respuesta a la creciente demanda del producto en los distintos mercados. Sin embargo, a partir
del afio 2010 se ha observado una caida en el volumen de produccién anual. Lo anterior,
debido principalmente a la aparicion de enfermedades de origen bacteriano y/o viral que
afectan a los organismos. Estas enfermedades han surgido como un serio problema y
representan el reto masimportante al que se enfrenta esta industria. Ademas, el camarén es un
recurso que genera empleo y divisas, por lo tanto es de suma importancia mantener su
bienestar y que no sea afectado por ningtn tipo de enfermedad. Por tal motivo es importante
realizar estudios encaminados a dilucidar los procesos metabolicos que permitan desarrollar
nuevas técnicas de mejoramiento, tratamiento y prevencion de enfermedades.

Existen diversos agentes patdgenos para el camaron, los cuales de forma ciclica han
afectado su produccion. Las infecciones virales son de los principales problemas que afectan
esta industria en todo el mundo, ya que pueden provocar mortalidades de hasta el 100 % de los
organismos cultivados. EI virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa
(IHHNV), de la mancha blanca, Taura, han sido devastadores para la actividad. En 2013 y
procedente de Asia, aparece un sindrome de mortalidad temprana o atipica asociado a cepas
especificas de Vibrio parahaemolyticus (Tran et al., 2013).

En el afio 2013 se observo un decremento en la produccion de camarén en México, lo
cual fue atribuido al sindrome de mortalidad atipica, a su vez asociado a V. parahaemolitycus.
Este agente patogeno del camardn tomo gran importancia por las considerables pérdidas que
provocadas, por lo que es importante la busqueda de tratamientos para el combate y
prevencion de infecciones. En este sentido es importante el estudio y caracterizacion de las
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proteinas propias de la bacteria, asi como de los camarones, como potenciales sitios blanco

para un posible tratamiento.

Los estudios de estructura-funcién de proteinas que participan en las rutas metabolicas
de los organismos permiten entender los procesos de crecimiento y desarrollo de los mismos.
El conocimiento de las caracteristicas bioquimicas y estructurales de las enzimas responsables
de llevar a cabo las reacciones metabolicas permite la busqueda de mecanismos de regulacion

o desarrollo de farmacos para el control y/o ataque de patégenos.

Entre las proteinas que pueden utilizarse como objetivo de la sanidad acuicola se
encuentran las lipasas. Estas enzimas poseen caracteristicas y funcidon bioquimica que las
vuelven importantes sitios de ataque. La actividad funcional de las lipasas se sustenta en la
triada de aminoacidos clasica: nucleo6filo-acido-histidina, y su funcion es hidrolizar los enlaces
¢ésteres de acilgliceroles in vivo (Gonzalez-Bacerio et al., 2010). EI nucledfilo serina (Ser) con

acido aspartico e histidina es la triada catalitica conservada en las lipasas.

En particular, esta propuesta se enfoca a estudiar una proteina novedosa con similitud a
una lipasa, la cual fue descubierta durante estudios de transcriptomica. La prediccion de la
actividad de lipasa a nivel de secuencia indica que es importante demostrar que la proteina
tiene la actividad enzimatica y ademads identificar en que tejidos se encuentra presente. La
caracterizacion bioquimica y estructural de esta proteina permitira principalmente la generar y
ampliar el escaso de conocimiento basico acerca de estas enzimas en el camarén. Ademas,
describir su estructura tridimensional y determinar en que tejidos del camardén para
posiblemente proponer su funcién dentro del mismo. Todo lo anterior puede servir para la
busqueda y desarrollo de inhibidores y/o mecanismo especificos para estas proteinas, los
cuales no permitirian realizar su funcion bioquimica lo que repercutiria en la proliferacion de

organismos patdgenos para el camaron.

Por otro lado, el presente estudio proporcionarda las bases para estudios posteriores de
blisqueda y caracterizacion bioquimica y estructural de proteinas novedosas que pudieran

funcionar como sitios diana para el desarrollo de farmacos de utilidad en la acuacultura.
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Importancia Economica del Camaron Blanco (Litopenaeus vannamei)

La acuacultura es una de las actividades econdmicas de mayor importancia, destacandose
como una actividad de gran crecimiento y expansion a nivel mundial. Los volimenes
alcanzados por esta industria alcanzan los 80 millones de toneladas, equivalente a mas del
40% de la produccion total de este crusticeo (FAO, 2019). Hasta el 2017, China, India e
Indonesia destacan entre los paises con los mayores niveles de produccion acuicola en el
hemisferio oriental, mientras que en el occidental ademas de México destacan Chile, Brasil,

Ecuador y Estados Unidos.

Dentro del consumo de productos marinos, el camaroén es uno de los que mas se consume en el
mundo y al presentar un problema en cuanto al agotamiento de este de forma silvestre se ha
recurrido a su cultivo. Debido a la gran adaptacion del camardn blanco a los procesos de
produccion, es la especie que mas ¢éxito ha tenido a nivel mundial en la acuicultura,
alcanzando en el 2017 hasta 4.5 millones de toneladas lo cual satisface de gran manera la
demanda de este alimento (Rodriguez-Valencia et al., 2010; FAO, 2019). EI camaré6n blanco
es el producto pesquero que mas auge ha tomado en cuanto a su produccion en la actualidad y

por ende, gran relevancia econdmica.

En Meéxico el cultivo de camardén se inici6 desde 1985, incrementandose de manera
progresiva. En el d&mbito mundial llego a ocupar el noveno lugar en producciéon mundial,
teniendo una produccion de mas de 125 mil toneladas y una derrama economica significativa,
siendo los estados de Sinaloa, Sonora, Nayarit y Tamaulipas los principales productores
(Alatorre, 1998; Coérdova, 2002; CONAPESCA, 2013; Martinez—Cordova et al., 2009). Sin
embargo, debido a la aparicién de enfermedades tanto de origen bacteriano como viral, la
acuacultura de camardn de ha visto seriamente afectada, aun asi esta sigue representado una

importante actividad economica de fuerte derrama economica (CONAPESCA, 2017).



El camarén blanco es originario de las costas del océano Pacifico, extendiéndose por gran
parte de la costa oriental del continente americano, abarcando desde México hasta las costas
de Peru. Estas costas tienen la peculiaridad de tener aguas con temperaturas superiores a los
20 °C durante todo el afio, permitiendo el desarrollo de este organismo, que normalmente
pertenece a habitats marinos tropicales; al alcanzar un peso de entre 30 a 40 g o una edad de 7
a 8 meses es cuando puede ser capturado en esta zona y posteriormente comercializado o
utilizado para consumo (FAO, 2006). Por lo tanto, el camaron blanco en las costas del
Pacifico mexicano puede alcanzar una produccion muy importante a nivel nacional e

internacional, lo cual beneficia al pais en distintos ambitos principalmente en economia.

El cultivo de camardn en el Golfo de California solo requiri6 de 20 afios para representar el 90
% de la produccion nacional de este crustaceo, tomando con ello gran importancia (Rodriguez-
Valencia et al., 2010). En el afo 2013 se produjeron 127,517 toneladas de camarén en
Meéxico, destacando los estados de Sinaloa (61,002 ton) y Sonora (25,639 ton), como primer y
segundo productor, respectivamente lo que muestra como se menciond anteriormente, una
disminuciéon con respecto al 2011 donde se produjeron mas de 184 mil toneladas

(CONAPESCA, 2017).

México se ha convertido en la actualidad en uno de los principales exportadores de camardn a
nivel mundial, siendo Estados Unidos de América (E.U.A.) el destino principal de este
crustaceo (FAO, 2019). Estados Unidos de América es el principal importador de camardén en
el mundo, en este contexto, México en el 2007 se convirtio en el cuarto pais en cuanto a valor,
exportando a esta nacion (Gonzalez, 2008). México al convertirse en un importante
exportador de camardn debe prestar atencion en este producto y desarrollar sistemas que
dificulten la llegada de patdgenos a este crustaceo, ya que existen varias enfermedades que le
pueden afectar de gran manera y disminuir gravemente su produccion. El virus de la mancha
blanca, el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV), las
bacterias causantes de hepatopancreatitis necrotizante (NHP) pero principalmente el sindrome
de mortalidad atipica (SMA), han causado pérdidas econdmicas importantes no solo en
Meéxico sino en varios lugares del mundo. A pesar de los estudios estadisticos que se han

realizado, atin faltan detalles acerca de las cifras exactas del camaron blanco en la actualidad,
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ya que se mencionan cifras de todas las especies de camaron en conjunto. Debido a lo
anterior, es prioritario el resolver los problemas que afectan e influyen de manera negativa en

el desarrollo de este sector (Gomez-Gil, 2002).

El sindrome de mortalidad atipica es una enfermedad actual del camardn blanco, el cual en
Norteamérica causé un decremento en la produccion de este peneido muy importante en el
2013 (FAO, 2014). Este sindrome es causado por una bacteria emergente, V.
parahaemolyticus, esta enfermedad presentd las primeras pérdidas importantes en la
camaronicultura asiatica (Tran et al., 2013). EI sindrome se limita al hepatopancreas del
camaron, causando una atrofia del mismo y reduciendo su tamafio hasta 50% con respecto al
sano. También, es caracteristico que los camarones que presentan este sindrome tengan vacios
el estobmago y el intestino medio, ademas de presentar manchas negras en la fase final de esta
infeccion. Esta enfermedad es de suma importancia ya que estd atacando de manera grave las

granjas camaronicolas en los afios recientes.

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria Gram negativa, que se puede encontrar en ambientes
marinos por su capacidad de tolerar salinidad, ademas tiene la caracteristica de producir
toxinas, las cuales son de las moléculas mas estudiadas de su patogénesis (Letchumanan et al.,
2014). Esta bacteria es un patégeno emergente en Norteamérica (Makino et al., 2003). Tran
et al. (2013) demostraron que un caldo de cultivo al que se le retiraron las bacterias provocaba
el SMA, demostrando asi la produccion de toxinas y su posterior liberacion al medio en el que
se encuentra este microorganismo. Algunas de estas toxinas son hemolisinas y la toxina
relacionada con insectos (Pir). Las hemolisinas pueden actuar formando poros en la
membrana de las células del hospedero, asi como pueden tener actividad de lipasa al degradar
componentes de esta membrana (Joshi et al., 2014). Incluso con estas hemolisinas se puede
diferenciar la cepa de V. parahaemolyticus que es patdogeno para humano, de la cepa que
afecta al camaron. Las tres hemolisinas que puede tener este patdogeno son: hemolisina
dependiente de lecitina (ldh), directa termoestable (tdh) y la relacionada con tdh (trh). La cepa
patdégena para humano es tdh+ y trh+, mientras que la patégena para camardn tiene un

genotipo tdh-, trh- y Idh+. Por otra parte, Pir se ha investigado por su gran patogenicidad y se



ha implicado fuertemente con el SMA (Lee et al., 2015). Este hallazgo permite orientar

estudios futuros a estas moléculas y a otras de la cepa patdogena de V. parahaemolyticus.

En México, se logro determinar que grandes mortalidades en el camaron fueron debido al
SMA, lo cual vuelve a este sindrome en un problema global para la camaronicultura. En 2013
se observo una caida en la produccion de camardn blanco del 65 % en los estados de Sinaloa,
Sonora y Nayarit, pero se desconocia la causa de esta disminucion (Nunan et al., 2014).
Después de estudios realizados en diferentes granjas de la region del Noroeste de México,
Nunan et al. (2014) lograron demostrar que el SMA fue el causante del decremento en la
produccion de este organismo. Por tal motivo, se puede confirmar que este sindrome es un
problema que aqueja al cultivo de camarén de manera global, ya que se ha extendido desde las

costas de Asia hacia las costas de América.

Dentro de las enfermedades que afectan al camaron blanco existe mucha informacion, pero no
asi de los posibles tratamientos a los que se pudiera someter este peneido. Por lo anterior,
resulta de gran importancia realizar estudios de posibles moléculas diana para atacar a los
diferentes patogenos que afectan a este peneido y con esto, poder generar un tratamiento en

contra del microorganismo infeccioso.

Los estudios estructura-funcion de proteinas han sido una herramienta util en el de estudio y
busqueda de moléculas diana para el ataque y/o control de organismos patdogenos. Lo anterior,
debido a que las proteinas tienen una gran variedad de funciones fundamentales, regulan
actividades primordiales e incluso, en algunas situaciones, son esenciales para algunas rutas
metabolicas. Ademas, las proteina poseen caracteristicas bioquimicas y estructurales que
pueden ser especificas de cada organismo, lo cual ha sido trascendental para poder
diferenciarlas e inhibirlas de manera especifica, lo cual es la base de el estudio y desarrollo de

farmacos.

Estudio de Proteinas

Las proteinas constituyen uno de los componentes fundamentales de las células.

Quimicamente son compuestos organicos muy grandes que tienen funciones esenciales a nivel
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metabolico y estructural en la célula (Alberts, 1994). Dada la enorme complejidad de estas
macromoléculas, en la busqueda de el estudio de como se sintetizan en el organismo, los
quimicos han desarrollado diversos métodos para crear polipéptidos en el laboratorio (sintesis
quimica). Sin embargo, estos métodos son complicados para fabricar una proteina entera de

varios cientos de aminoécidos por su baja eficiencia y alto consumo de tiempo.

La naturaleza tiene un eficiente sistema para fabricar las proteinas. Este proceso ocurre en
estructuras llamadas ribosomas; la mayoria de las proteinas se fabrican en ribosomas libres
ubicados en el citoplasma de la célula. Los ribosomas estdn compuestos por varias decenas de
proteinas y enzimas necesarias para la precisa coordinacion y regulacion de la sintesis, paso a
paso (aminoacido por aminodcido) de las proteinas. Este proceso se conoce con el término de
traduccion. Las instrucciones acerca de cuales aminoacidos deben agregarse para una dada
proteina estan codificadas en moléculas de ARN que llevan el mensaje desde ADN hasta los
ribosomas (estas moléculas de ARN se denominan ARN mensajero). El coédigo del ARN se
traduce en el cédigo de los aminoéacidos (Morrison, 1992). Por lo tanto, cada proteina esta
codificada en un fragmento especifico de ADN llamado gen. De aqui que en cada organismo
existen tantas proteinas como genes que las codifican y cada una de ellas desempefian una

funcion especifica en los seres vivos.

Estructura de las Proteinas

Las proteinas son macromoléculas poliméricas constituidas de unidades monoméricas
denominadas a-aminoacidos. En la Figura 1 se muestra la formula general de los a-
aminodcidos. Un grupo amino y un grupo carboxilo estan unidos al carbono o (Ca), que a su
vez también esta unido a un 4&tomo de hidrégeno y una cadena lateral denominada grupo R, la
cual diferencia a los distintos a—aminodcidos (Matthews, 2003). Los enlaces alrededor del Ca
son tetraédricos, cuando los cuatro sustituyentes son distintos se forma una molécula

asimétrica o quiral, entonces tendremos dos imagenes especulares que no se
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sobreponen denominadas enantidémeros L y D que son estereoisdmeros. Los enentidmeros L y

D sus soluciones rotan el plano de luz polarizada en direccion opuesta.

Todos los aminoécidos pueden existir en las formas D y L excepto la glicina. Las proteinas
estan constituidas por la forma L de los a-aminoacidos. Los 20 aminodcidos (aa) que
constituyen a las proteinas se diferencian por la cadena lateral o grupo R unido al Ca. Con
base en las caracteristicas quimicas de sus 20 cadenas laterales diferentes los aa pueden
clasificarse segin se muestra en la Tabla 1. La estructura tridimensional de una proteina retine
las propiedades de la disposicion en el espacio de la molécula y es dependiente de la
composicion y secuencia de aminoacidos, las caracteristicas fisico-quimicas de su entorno y la
presencia de compuestos simples o complejos que las estabilicen y/o conduzcan a un

plegamiento especifico (Matthews, 2003).

La estructura de las proteinas puede jerarquizarse en cuatro niveles interdependientes que se

muestran en la Figura 2 y se describen a continuacion:

Estructura primaria

La estructura primaria de las proteinas se refiere a la secuencia de aminoacidos, es decir, la
combinacion lineal de los mismos mediante un tipo de enlace covalente, el enlace peptidico
(Figura 3). EI enlace peptidico es un enlace amida entre el grupo o carboxilo de un
aminodcido y el grupo o amino de otro, para formar péptidos. Las cadenas que contienen
algunos residuos aa (mono, di, tri, tetra, etc., péptido) se llaman oligopéptidos, mientras que
las cadenas muy largas se denominan polipéptidos y/o proteinas. La cadena de aminoécidos
formada conserva un grupo amino y un grupo carboxilo terminal y una serie de cadenas
laterales o grupos R con caracteristicas quimicas diferentes proporcionado a la molécula

polipeptidica propiedades unicas especificas (Matthews, 2003).

Una de las caracteristicas mas importantes del enlace peptidico es la coplanaridad de los
radicales constituyentes del enlace C-N. Los enlaces (-C=0) y (—N-H) son aproximadamente
paralelos de tal manera que los 4tomos C, H, O y N son coplanares. Alrededor del enlace C-N

hay baja posibilidad de giro ya que el enlace peptidico tiene alto caracter de enlace doble por
9



Tabla 1. Clasificacion quimica de los a-aminoacidos que conforman las proteinas.

AMINOACIDO AMINOACIDO
CO0O~ CO0O™ (olelon COO~ COO™ COoO™
+ l + l + | -g + I + I + |
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| | |
H CHj CH 2 CH;, CH, CH;,
3 7\ =2 I I |
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= icina -§ CH, CI:HZ " //CH
g F F > S | C—NH
S| HIN—C—H H3N—C—H HsN—C—H o I I
a | N M- M & *NH3 C =NH,
2 CH, CH, H—C —CHs g [
x I I I 3 NH,
§ /Ct' CIHZ CIHZ o Lisina Arginina Histidina
8 CH3 CH; S CHs
| ©
CH = COO™ COO™
. S _ 3 . .
Leucina Metionina Isoleucina g HzN—C —H HsN—C —H
| |
@
coo™ coo- coo- 2 iz He
| | | O _
HjN—C—H  HaN—C—H HaN—C —H @ coo CH,
I I [ 3 I
CH,OH H—C —OH CH, S Coo
o | | o Aspartato Glutamato
“a CH3 SH
(8]
£ Serina Treonina Cisteina @ COO- COO~ COO~
o
- O | | |
] coo™ coo™ coo- £ | H(N—C—H  HN—C—H HsN—C—H
o | H .| o £ | | |
2 C HsN—C —H HsN—C —H © CH, CH, CH,
@ | & ou ' ' "
» 2 2 CH, CH, [} e
8 . | | k \
2 H,C —CH, C CH o NH
2 a
) 7N I o —
H2N O C =
/o - OH
H,N O § \ /
Fieli G Glutamina g Fenilalanina Tirosina

Triptofano
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Estructura
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PPro Cuaternaria
Ala
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Thr Secundaria Terciaria
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ILys
Ala
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Trp
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L
|
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Aminoacidos

Subunidades Ensambladas

Figura 2. Niveles de organizacion estructural de las proteinas (Cajamarca, 2017).
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Figura 3. Enlace peptidico (https://medium.com/@Rogerloaeza/amino%C3%Al1cidos-
447666641918).
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lo que se considera un hibrido de dos formas de resonancia. Aunque siendo coplanares, los
grupos de atomos alrededor del enlace pueden adquirir dos configuraciones cis o trans, esta
ultima es la forma que se ve favorecida ya que presenta impedimento estérico de los grupos R

de los Ca adyacentes (Matthews, 2003).

El orden lineal definido de los aa constituye la estructura primaria de la proteina y definira en
gran medida las propiedades de los niveles de organizacidon superiores de la proteina. Este
orden es consecuencia de la informacion del material genético: Cuando se produce la
traduccion del ARN se obtiene el orden de aminoacidos que van a dar lugar a la proteina. Se
puede decir, por tanto, que la estructura primaria de las proteinas no es mas que el orden de

aminoacidos que la conforman (Mathews, 2003).

Estructura secundaria

La estructura secundaria de las proteinas es la disposicion espacial local del esqueleto
proteico, gracias a la formacién de puentes de hidrégeno entre los dtomos que forman el
enlace peptidico, es decir, un tipo de enlace no covalente, sin hacer referencia a la cadena
lateral. Existen diferentes tipos de estructura secundaria: la hélice o y la ldmina-f3 (Figura 4 y

3).

Como se muestra en la Figura 4, en una hélice a los aminoécidos estan dispuestos en una
estructura helicoidal dextrogira de 3.6 residuos por vuelta. Cada aa supone un giro en la
hélice de unos 100°, y los carbonos o de los residuos contiguos estin separados por 1.5A. El
grupo amino del aminoacido (n) puede establecer un puente de hidrogeno con el grupo
carbonilo del a (n+4). De esta forma, cada residuo (n) de la hélice forma dos puentes de
hidrégeno con su enlace peptidico y el enlace peptidico del aminoacido en (n+4) y en (n-4).
En total son 7 puentes de hidrogeno por vuelta, lo cual estabiliza la hélice (Pauling, 1964). La
hélice esta estrechamente empaquetada, de forma que no hay casi espacio libre dentro ella, y

las cadenas laterales estan dispuestas hacia el exterior.

Mientras que segin se muestra en la Figura 5, la conformacion de ldmina-f o B-plegada se

forma por el posicionamiento paralelo de dos cadenas de aminoacidos dentro de la misma
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Lehninger Principles of Biochemistry, Sixth Edition
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Figura 4. Estructura en a—hélice presente en las proteinas. (Lehninger, 2013).
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Figura 5. Estructura secundaria -plegada o ldminas 3. (Lehninger, 2013).
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proteina, en el que los grupos amino de las cadenas forman puentes de hidrégeno con los
grupos carboxilo de la opuesta. Es una estructura muy estable que puede llegar a resultar de
una ruptura de los puentes de hidrogeno durante la formacion de la hélice-a. Las cadenas
laterales de esta estructura estan posicionadas sobre y bajo el plano de las ldminas. Dichos
sustituyentes no deben ser muy grandes, ni crear un impedimento estérico, ya que se veria

afectada la estructura de la lamina.

Las dos posibles estructuras secundarias de las proteinas pueden dividirse al mismo tiempo en
dos clases generales: diferentes hélices y como minimo dos tipos de lamina plegada. Sin
embargo, el hecho que un tipo de estructura pueda dibujarse y que pueda idealmente
estabilizarse por puentes de hidrogeno claramente establecidos no significa que pueda
formarse in vivo. Lo anterior debido a impedimento estérico de los atomos de la cadena de Ca
y/o de los grupos R. Estas restricciones solo pueden observarse construyendo un modelo de
relleno espacial para cada caso. De ahi la necesidad de un procedimiento general para

describir y evaluar las diferentes conformaciones posibles.

Como se muestra en la Figura 6a cada uno de los residuos aminoacido de una cadena
polipeptidica tiene dos enlaces con posibilidad de rotacion en el esqueleto de Cat. Los angulos
formados por la rotacion del enlace N-Ca se denomina Phi (¢), mientras que el dngulo de
rotacion formado por el enlace Ca-O= es denominado Psi (7). Estos se ajustan para formar

distintas estructuras de modo que se puede describir la conformacion de cualquier residuo aa

de la cadena polipeptidica mediante la determinacion de la magnitud de dichos angulos.

Los diagramas de Ramachandran describen la conformacion de cualquier residuo aa de una
cadena polipeptidica dentro de un grafico con coordenadas ¢ y 1, los cuales describen de
manera simple y esquematica las estructuras estéricamente posibles. Cada punto en el
diagrama corresponde a un par de angulos de una estructura secundaria posible; sin embargo
muchos de ellos implican una aproximacion entre atomos mayor a los permitidos por sus

radios de Van der Waals, de ahi que dichas conformaciones son estéricamente
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Figura 6. Isometria y angulos del enlace peptidico y mapa de Ramachandran, con las regiones
correspondientes a los tipos de estructura secundaria o hélices y laminas (. (Lehninger, 2013;

www.asturnatura.com/articulos/proteinas/isomeria-enlace-peptidico.php; Cajamarca, 2017)
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inexistentes. En la Figura 6b se muestran las posiciones dentro de el diagrama de
Ramachandran de las estructuras secundarias descritas con anterioridad. Ramachandran (de
ahi el nombre de estos diagramas) y otros investigadores mediante el uso de modelos y
andlisis computacional han determinado las conformaciones realmente posibles, las cuales se
ubican en dentro de un mapa regiones identificadas. Es decir, por ejemplo la o hélice a
izquierda aunque se encuentra ubicada en el limite de una region permitida, en realidad no es
estéricamente permitida como la o hélice a derecha. Lo cual se debe a que como se mencion6

anteriormente la configuracion L de los aminodcidos que conforman la cadena polipeptidica.

Estructura terciaria

A medida que avanza la sintesis de la cadena polipeptidica el esqueleto de Ca es plegado
localmente en alguna de las estructuras secundarias anteriormente descritas. Posteriormente
estas regiones se plegan o compactan unas sobre otras en el espacio formando la estructura
terciaria de la proteina. La estructura terciaria se realiza de manera que los aminoacidos
apolares se sitlian hacia el interior y los polares hacia el exterior en medios acuosos. Esto
provoca una estabilizacion por interacciones hidrofobicas, de fuerzas de van der Waals y
puentes disulfuro (covalentes, entre aminoacidos de cisteina convenientemente orientados) y
mediante enlaces i6nicos. Actualmente, mediante la difraccion de rayos X es posible conocer
la estructura tridimensional de muchas proteinas, esta metodologia ha logrado obtener niveles
de resolucion suficientes para la identificacion de cada uno de los residuos aa y su

conformacion a lo largo del esqueleto de la Cat de la proteina.

Mediante el andlisis y estudio estructural de un gran nimero y variedad de proteinas se han
encontrado motivos y principios comunes a nivel de estructura terciaria. Primeramente la
estructura de la mayoria de las proteinas estdn constituidas por dominios unidos entre si, los
cuales suelen realizar funciones diferentes. Generalmente proteinas globulares grandes
muestran multiples dominios, mientras que las proteinas pequefias suelen presentar dominios
unicos. Un determinado tipo de dominio puede encontrarse en proteinas diferentes. Se han
formulado algunas reglas generales que rigen la formacion de la estructura terciaria de las

proteinas:
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a) Todas las proteinas globulares muestran un interior y un exterior bien definidos. No se
muestra un patron de distribucion de aa hidréfobicos e hidroéfilicos especifico, sin
embargo en la estructura tridimensional los primeros se sitiian en su mayoria hacia el
centro de la molécula, mientras que los segundos pueden ubicarse hacia el exterior en
contacto con el medio acuoso.

b) Las hojas B plegadas se acomodan generalmente formando estructuras cilindricas con
enrollamiento hacia la izquierda, esto ultimo como consecuencia de la configuracion L
de los aa.

c) La cadena polipeptidica hace giros o cambios de una estructura secundaria a otra
mediante giro f, giro y y por el aa la prolina.

d) Existen regiones en el plegamiento de las proteinas que no pueden clasificarse dentro
de las estructuras secundarias descritas a las cuales se les a denominado “cadena al
azar” (random strand). Sin embargo, esta estructura no es flexible sino que muestra un
plegado particular y exactamente el mismo para la proteina donde se identifica.
Algunas proteinas si muestran “random strand” en los extremos amino y/o carbono

terminal.

Estructura cuaternaria

La estructura cuaternaria deriva de la conjuncion de varias cadenas peptidicas que asociadas,
conforman un ente, un multimero, que posee propiedades distintas a la de sus componentes
monoémeros. Dichas subunidades se asocian entre si mediante interacciones no covalentes del
mismo tipo que las que intervienen en la estructura terciaria, como pueden ser puentes de
hidrogeno, interacciones hidrofébicas, fuerzas de van der Waals, puentes salinos y algunas

veces enlaces disulfuro.

La asociacion cuaternaria puede ser de tipo homotipica cuando las cadenas polipeptidicas
constituyentes llamados mondmeros son idénticas o casi idénticas, mientras que cuando las
subunidades son muy diferentes se denomina heterotipica. Para el caso de una proteina
constituida por dos mondmeros, un dimero, este puede ser un homodimero, si los monémeros

constituyentes son iguales, o un heterodimero, si no lo son (Monod, 1965). Cada mondémero
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es una unidad asimétrica en el agregado proteico, y en funcién de la geometria de las

interacciones la estructura cuaternaria global puede presentar una gran variedad de simetrias.

Enzimas

Un catalizador aumenta la velocidad de una reaccidn sin verse alterado. Las enzimas son
proteinas que actian como catalizadores para que muchas de las reacciones bioquimicas
metabolicas se lleven a cabo en condiciones fisiologicas a velocidades tutiles. Ademas, las
enzimas son las encargadas de canalizar las reacciones metabdlicas hacia las rutas esenciales.
Asi mismo, las enzimas son catalizadores modulables es decir su accion puede controlarse

segun las necesidades celulares de un organismo (Mathews, 2003).

El compuesto o sustancia sobre la que actlia una enzima se denomina sustrato. Una gran
diversidad de enzimas su nombre son descriptivos del sustrato sobre el que act@ia. Sin
embargo, existe un sistema logico de nomenclatura establecido por disefiado por la Comision
de Enzimas de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB, siglas en
Inglés), constituido de cuatro ntimeros, donde, los tres primeros definen la clase principal, la
subclase y la sub sub clase, respectivamente. Las enzimas se clasifican en seis grandes clases

con grupos y subgrupos definidos segun la funcion (Tabla 2).

Para lograr la caracterizacion bioquimica de una enzima es de gran importancia determinar
pardmetros cinéticos los cuales explicaran detalles importantes de su actividad, entre estos
valores cinéticos se encuentran la Ky, y 1a Vimax, donde la primera es la constante de Michaelis-
Menten, que se relaciona con la afinidad de la enzima por el sustrato, mientras la segunda es la
velocidad maxima que alcanza la reaccion catalitica, siendo estos valores correspondientes a
una cinética de Michaelis-Menten (Sharma et al., 2001). Por lo tanto, es importante
determinar estos parametros cinéticos de cualquier enzima que sea estudiada, para conocer su
eficiencia catalitica, preferencia por substrato, necesidad de iones o cofactores, entre otras

caracteristicas.

Las hidrolasas es un grupo constituido de mas de 200 enzimas que catalizan la hidrolisis de un

enlace  covalente con la  intervencion de una  molécula de  agua
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(https://www.nature.com/subjects/hydrolases), dividiendo una molécula grande en dos mas
pequeias. Especificamente catalizan reacciones que rompen enlaces de éter (C-O), enlaces
carbono-nitrégeno (C-N) que no sean enlaces peptidicos; enlaces de anhidrido de &cido,
enlaces carbono-carbono (C-C) y/o enlaces fosforo-nitrégeno (P-N). Las enzimas hidrolasas
realizan importantes reacciones de degradacion en el organismo. Algunas digieren moléculas
grandes en fragmentos de menor tamafio para ser utilizados para sintesis, excrecion de
materiales de desecho o como fuentes de carbono para la produccion de energia. En algunas
reacciones catalizadas por enzimas hidrolasas se da la liberacion de energia. Los ejemplos de

hidrolasas comunes incluyen esterasas, proteasas, glucosidasas, nucleosidasas y lipasas.

Las esterasas son un rompen los enlaces éster entre un acido carboxilico y un alcohol. Las
nucleasas, (fosfatasas) que hidrolizan acidos nucleicos; las glucosidasas que cortan los enlaces
entre las moléculas de azucar en los carbohidratos; y las proteasas son enzimas hidrolasas que
rompen entre el grupo acido de un aminoécido y el grupo amino de otro (enlace peptidico)

dentro de las moléculas de proteina mientras que las lipasas hidrolizan los lipidos.

De las enzimas hidrolasas més importantes destaca la acetilcolina esterasa (colinesterasa). La
acetilcolina es un potente neurotransmisor que transporta y propaga los impulsos nerviosos.
La colinesterasa detiene el impulso nervioso una vez transmitido, hidrolizando la acetilcolina a

colina y 4cido acético (http://www.chemistryexplained.com/Ge-Hy/Hydrolase.html).

Enzimas o/f hidrolasas

La estructura terciaria o empaquetamiento tridimensional proporciona el marco arquitectonico
en el que se basan la funcion y especificidad de las enzimas. Se sabe que una gran cantidad de
secuencias de proteinas diferentes pueden plegarse de manera similar, de tal manera que
naturalmente pueden encontrarse nucleos estables de proteinas o plegamientos ancestrales, que
han servido como moldes en el proceso evolutivo de adaptacion molecular y ajuste fino de la
funcién enzimadtica, lo anterior se conoce como evolucion convergente; es decir, en un
plegamiento caracteristico dado, sustituciones de aminoacidos, inserciones o deleciones
pueden conducir a enzimas con diversas funciones cataliticas y con solo unas pocas

caracteristicas secuenciales en comun (Holmquist, 2000).
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Tabla 2. Clasificacion de las enzimas con base en su actividad catalitica general.

Clase Funcion
Oxidorreductasas Catalizan reacciones de 6xido-reduccion
Transferasas Transfieren grupos funcionales de una molécula a otra
Hidrolasas Realizan reacciones de hidrolisis.
Liasas Catalizan la eliminacion o adicion de un grupo a un doble enlace,

u otras hidrélisis que implican reordenamiento electronico.

Isomerasas Realizan el reordenamiento intramolecular.
Ligasas Llevan a cabo la uniéon de dos moléculas.
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El primer ejemplo claro de lo anterior, es la familia de las enzimas llamada o/f hidrolasa,
descubierta a inicios de lo 90°s con la resolucion de la estructura tridimensional de enzimas
con actividades cataliticas diferentes. El plegamiento canonico a/f hidrolasa, consiste de un
arreglo generalmente paralelo de ocho laminas f3, rodeadas de hélices a (Figura 7), tiene una
hebra (2) anti paralela al resto. Las primeras y ultimas hélices alA y aF se empaquetan en un
lado de la hoja, mientras que el resto de las hélices se encuentran en el lado opuesto de la hoja.
Muchos miembros de esta familia de enzimas contienen inserciones que se pliegan en
subdominios, estas inserciones se producen en varios lugares, a menudo en el cadena que
sigue a la ldamina 6 . Estos elementos de estructura secundaria forman tapas o brazos que
participan de manera importante en la definicion de sitios cataliticos, ademas en la
accesibilidad e interaccion de los sustratos. El residuo catalitico (Ser, Cis o Asp) que participa
como nucledfilo durante la catalisis, se encuentra en angulo agudo entre la hoja B5 y la
siguiente hélice Ca., esta geometria tensa permite la presentacion eficiente del nucledfilo en el
sitio de ataque al sustrato, este dominio es llamado codo nucledfilo. Las posiciones espaciales
de los 4tomos de la triada catalitica implicados en la catalisis estan notablemente conservadas

en todas las enzimas de la familia a/f hidrolasas (Holmquist, 2000).

Una parte importante del sitio activo de todas las o/B-hidrolasas es el llamado agujero de
oxianioén, que es la disposicion espacial de los donadores de enlaces de hidrogeno que
estabiliza el estado transicion durante la catdlisis. Una caracteristica conservada del agujero
oxianion es la geometria del codo catalitico, que hace que la amida del residuo vecino al
residuo nucleéfilo actia como protébn. Ademads, esta formado por uno o mas atomos de
hidrégeno de la cadena principal y cadenas laterales de los aminodcidos que se encuentran

generalmente entre la lamina 33 y la hélice aA.

Se han descrito muchas estructuras tipo o/f hidrolasa. Este plegamiento conservado se
encuentra entre los mas promiscuos. Tolera grandes inserciones al modelo canénico. Las
enzimas resultantes varian de 25 a 65 kDa en masa molecular, operan en sustratos con
propiedades quimicas o fisicoquimicas completamente diferentes y actian en diversos

contextos bioldgicos. Se han estudiado las diferencias y similitudes estructurales dentro de las
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Figura 7. Diagrama general del plegamiento o/B-hidrolasa caracteristico presente en algunas
proteinas. Hojas B, flechas verdes; hélices a, cilindros en azul; lineas discontinuas, posibles
inserciones; circulos rojos, residuos cataliticos (nucleofilo, ubicado después de la hoja B5;
aspartato o glutamato situado a continuacion de la hoja 7 y la histidina altamente conservada

ubicado al final de la ultima hoja ) (Mercado, 2014).
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enzimas o/} hidrolasa. Todas las enzimas tienen una triada catalitica conformado por residuos
His-nucleodfilo-acido colocados en lazos conservados. La histidina es invariante en las
enzimas, el nucledfilo puede ser un residuo Ser, Cis o Asp, mientras que el residuo acido
puede ser Asp o Glu. Esto difiere de la invariablemente conservada triada catalitica Ser-His-
Asp, identificada por primera vez en las familias de proteasas. En las enzimas a/f hidrolasa
en comparaciéon con la de las familias de serina proteasas, la disposicidon y organizacion
espacial de los residuos de la triada catalitica y el agujero de oxianion es la imagen especular.

Las o/p hidrolasas no requieren ningun cofactor para su funcion.

Un analisis estructural de las enzimas o/f hidrolasa conocidas identificod cuatro caracteristicas

principales a pesar de su diversidad catalitica:

1) El orden de los residuos de la triada catalitica es nucle6filo-acido-histidina.

i) Una secuencia consenso Gli-X-Nuc-X-Gli define un elemento de "codo nucleofilo"”
mediante un giro apretado entre una ldmina 3 y la siguiente de hélice a.

ii1) La estructura enzimatica funcional empieza en la ldmina 3 y tiene al menos cinco
cadenas de longitud.

v) El residuo 4cido de la triada catalitica se encuentra en un lazo o loop largo
localizado después de la hoja 7 lo cual permite la formacion de un puente de

hidrégeno durante la catalisis

Al menos tres de las anteriores caracteristicas parecen aplicarse a todas las enzimas de tipo

o/P hidrolasa conocidas, la primera y al menos dos de las ultimas tres.

La diversidad estructural y quimica entre sustratos de enzimas del tipo o/f-hidrolasas es
amplia.  Los tipos de enzimas incluyen esterasas, lipasas, tioesterasas, peptidasas,
haloperoxidasas, haloalcano-deshalogenasa, epoxido hidrolasa y enzimas que rompen enlaces
C-C. Se ha sugerido que proteinas con funcién no catalitica, tales como las moléculas de
adhesion y los precursores hormonales también pueden presentar plegamiento o/f-hidrolasa.
En la base de datos ESTHER (ESTerases, o/p-Hydrolase Enzymes and Relatives) pueden
encontrarse las estructuras tridimensionales de todas las proteinas o/f-hidrolasa conocidas
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(http://www.ensam.inra.fr/cholinesterase/). ~ Ademas, contiene secuencias de proteinas
filogenéticamente relacionadas con colinesterasas y de estas ultimas se encuentran
disponibles, datos cinéticos, sustratos, inhibidores y analisis de mutacionales (Hotelier et al.,

2004).

Esterasas

Las esterasas (E.C. 3.1.1) son enzimas que rompen enlaces éster, son un diverso grupo de
enzimas que estdn presentes en animales, plantas y en microorganismos. Dentro de las
esterasas hay dos subgrupos principales, las lipasas (E.C. 3.1.1.1) y las esterasas verdaderas
(E.C. 3.1.1.3). Las lipasas, también llamadas triacilglicerol hidrolasas, se diferencian de las
esterasas verdaderas (carboxil éster hidrolasas) ya que sufren una activacion interfacial
(Brzozowski et al., 1991; Bornscheuer, 2002). Por otro lado, las esterasas siguen una cinética
clasica de Michaelis-Menten, mientras que las lipasas para poder seguir este comportamiento
requieren de baja concentracion de sustrato. Ademads, las esterasas tienen una secuencia

consenso G-X-X-L adicional en su secuencia de aminoacidos (Toke et al., 2007).

Estas enzimas catalizan la escision de los enlaces éster como se muestra en la Figura 8. El
mecanismo de reaccidn es similar al mecanismo clasico descrito para las serina proteasas, el
cual procede a través de la formacion de un intermediario acil-enzima, el cual es hidrolizado

posteriormente por una molécula de agua.

Las enzima acetilcolina esterasa tienen un residuo Glu en la triada catalitica en lugar del
residuo Asp visto en o/p hidrolasas. La sustitucion por mutagénesis dirigida de Glu por un
residuo Asp conduce a una enzima inactiva, mientras que la mutacion equivalente en un lipasa
solamente reduce la actividad catalitica a la mitad. En la catalisis mediada por la triada
catalitica Ser-Asp-His, el residuo acido forma un puente de hidrégeno corto y fuerte, con la
histidina dando como resultado una mayor reactividad del nucleéfilo (Ser). Probablemente,
este puente de hidrégeno es mdas importante en las acetilcolinesterasas (ACE), lo que

explicaria los diferentes efectos de la sustitucion en las triadas cataliticas de Glu a Asp.
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Como se menciona anteriormente, las estructuras generales de las enzimas o/f hidrolasas son
muy similares. Sin embargo, a diferencia de las enzimas lipasas que forman un lazo (tapa o
lid) que cubre el sitio activo, las esterasas como la acetilcolina esterasa tiene un sitio activo
profundo y estrecho de ~ 20 A accesible al solvente que llega hasta la mitad de la molécula de
proteina. Las paredes del sitio activo estan revestidas residuos aromaticos. Datos cinéticos
sugieren que el sitio activo de ACE contiene los dos subsitios, el "esteratico" y el "anionico"
correspondientes al sitio catalitico (triada) y de uniéon a colina (agujero oxianidnico),

respectivamente. Los residuos Phe y Trp suelen encontrarse en el sitio anionico.

Ademas de los dos subsitios del sitio activo, la enzima tiene otros sitios de unidn para sustrato
y ligandos. Dichos sitios de unién son anidnicos y "periféricos" y claramente distintos del
sitio activo y se ha sugerido que estan involucrados en las sistemas de inhibicion por sustrato y
modulacion alostérica de la enzima. Las acetilcolina y butirilcolina esterasas tienen
especificidades claramente diferentes de sustrato para la porcion de acilo. EI papel en la
conformacion de el sitio de union de acilo de algunos de los residuos aromaticos en ACE, fue
evidente por la comparacion de la estructura con la de butirilcolina esterasa humana. Esta
ultima, carece de seis residuos aromaticos que recubren el fondo del sitio; de tal manera, que
sustituciones por mutagénesis dirigida de dichos residuos aminoacidos en ACE puede lograr la
hidrolisis de butirilcolina y acetilcolina a tasas casi similares. El lazo de la cavidad del grupo
acilo define estéricamente el tamafio permitido del grupo acilo del sustrato y los inhibidores

(Holmquist, 2000).

Lipasas

Las lipasas (EC 3.1.1.) son enzimas que hidrolizan triacilgliceroles a acidos grasos libres de
cadena corta o larga (Brady et al. 1990), estas juegan un importante papel en el metabolismo
de los lipidos y en la homeostasis energética debido a que los &cidos grasos son almacenados
en forma de triacilgliceroles (TAG), estos a su vez son la principal fuente enddgena de
energia. En mamiferos, se han reportado lipasas de origen lisozomal y digestiva. Entre las

lipasas digestivas las denominadas gastricas y pancreaticas son de interés fundamental debido
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a que son las responsables de la hidrolisis de los TAG durante la digestion. Las lipasas

pancreaticas de mamiferos requieren de co-lipasas como cofactor para la actividad enzimatica.

Estas enzimas varian ampliamente en su estructura primaria, sin embargo todas pertenecen a la
superfamilia de o/f hidrolasas, en las cuales una serina es parte de la triada catalitica (His, Ser
y Asp) y la secuencia consenso (Gli-X-Ser-X-Gli). El sitio activo de la enzima es abierto por
un lazo (loop) llamado también llamado tapa (/id) el cual desplaza a la interface agua-aceite
para permitir la entrada del sustrato hidrofobico (Ollis et al., 1992; Kim et al., 1997; Rivera-
Pérez et al., 2011b; Verger, 1997).

Las lipasas (E.C.3.1.1.3) son enzimas esenciales para diferentes organismos cuando su unica
fuente de energia o de carbono es lipidica. Estas enzimas catalizan la hidrélisis de enlaces
éster de grasas y aceites con la posterior liberacion de diacilgliceroles, monoacilgliceroles,
acidos grasos libres y/o glicerol, como se muestra en la Figura 9 (Arpigny y Jaeger, 1999;
Zhang y Kim, 2010). Ademads, estas proteinas pueden realizar otras funciones como son la
esterificacion, transesterificacion e interesterificacion de grasas y aceites (Mala y Takeuchi,
2008). Las lipasas tienen tamafios que van desde 20 kDa a los 60 kDa y son estables en un
amplio rango de pH, temperatura y solventes orgédnicos, asi como también, algunas son
dependientes de iones como el calcio (Mala y Takeuchi, 2008; Nardini et al., 2000; Navarro
Gonzalez y Periago Caston, 2012). También, se ha demostrado que existen lipasas
indispensables en el catabolismo de lipidos, como volA, en Vibrio cholerae, la cual es
independiente de iones metalicos (Pride et al., 2014). Una caracteristica fundamental de esta
enzima es su activacion en la interfase polar/no-polar, donde ocurre un cambio
conformacional para poder ejercer su catalisis, este proceso ha sido ampliamente estudiado en
enzimas de células eucariotas (Arpigny y Jaeger, 1999). Dentro de las lipasas existe una gran
variedad, ya que pueden poseer caracteristicas similares, pero también algunas que las

diferencian facilmente, algunas de estas muy diversas son los paradmetros cinéticos.

Las enzimas lipoliticas se han logrado clasificar en funcién de su especificidad al sustrato, de
la secuencia aminoacidica conservada y por la sensibilidad a diversos inhibidores de estas

enzimas (Park et al., 2006). En la actualidad, una clasificacion que ha sido aceptada es la
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basada en la secuencia de aminoécidos y en sus propiedades bioldgicas (Arpigny y Jaeger,
1999). En dicho estudio se clasificaron estas enzimas en 8 familias. Cada una de estas
familias tiene peculiaridades que se diferencia de las demas (Arpigny y Jaeger, 1999;

Bornscheuer, 2002; Jaeger et al., 1994):

= La familia I de enzimas lipoliticas bacterianas, también llamada familia de lipasas
verdaderas cuenta con 22 miembros, los cuales se han dividido en 6 subfamilias,
teniendo la particularidad de ser secretadas al medio, siendo las subfamilia 1, 2 y 3
aquellas que conservan caracteristicas muy similares y tener miembros de

Pseudomonas spp.

= La familia II, se distingue por no preservar el pentapéptido caracteristico de las lipasas,
rodeando a la Ser catalitica una secuencia de GDSL, siendo no muy comprendida su
funcién ya que en lugar de una triada contiene una diada catalitica formada por Serina

e Histidina.
= La familia III, contiene lipasas extracelulares.

= La familia IV son las lipasas adaptadas al frio y presentan una secuencia conservada
muy similar a las lipasas sensibles a hormonas de mamiferos (HSL), lo cual pudiera ser

la explicacion de su actividad a bajas temperaturas.

= La familia V estd conformada por lipasas de bacterias mesofilicas, tanto adaptadas al
frio como al calor, ademas de presentar homologia con enzimas no lipoliticas, como la

haloperoxidasa.

= La familia VI esta formada por las esterasas mas pequefias conocidas, con un peso de
23-26 kDa y no se tiene mucha informacion acerca de ellas, solo que hidroliza

pequeiios sustratos pero no triglicéridos de cadena larga.

= La familia VII esta formada por enzimas de alrededor de 55 kDa y tienen una identidad

aproximada del 30% con esterasas de células eucariotas.
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= Y por ultimo, la familia VIII es de las menos estudiadas, con pocos miembros y
teniendo como caracteristica principal un dominio S-X-X-L (X=cualquier aminoacido)

en el sitio activo.

Las fosfolipasas son uno de los tipos de enzimas lipoliticas, correspondiendo su nombre por la
afinidad a su sustrato, estas actuan hidrolizando enlaces ésteres de fosfolipidos y pueden
diferenciarse dependiendo el sitio que hidrolicen en los fosfolipido. Estas enzimas pueden
encontrarse ancladas a la membrana, como en el caso de las bacterias donde se han encontrado
un gran numero de estas. Es importante mencionar que las lipasas son esterasas, pero no todas

las esterasas son lipasas (Pride et al., 2014)

El mecanismo por el cual se lleva a cabo la hidrélisis de los ésteres por lipasas o esterasas es
conservado. Primero ocurre un ataque nucleofilico de el oxigeno de la serina catalitica al
carbono del grupo carbonilo del éster, formando un intermediario tetrahédrico que sera
estabilizado por la histidina y el aspartato cataliticos, asi como por dos residuos que tengan
una amida (aminoacidos del agujero oxianidnico) para que formen puentes de hidrégeno.
Posteriormente el alcohol es liberado, formandose un complejo acil-enzima para que, por un
ataque nucleofilico de un ion hidroxilo, sea liberado el acido graso y la enzima quede libre

(Figura 10) (Bornscheuer, 2002; Jaeger et al., 1994).

Para precisar detalles en cuanto a caracteristicas bioquimicas de las lipasas se puede
mencionar que los pH Optimos para estas enzimas se manejan entre 6 y 10, mientras que las
temperaturas suelen estar entre 30 - 60°C (Hasan et al., 2009; Sharma et al., 2001). Se ha
demostrado que los pH de 7 a 8 pueden favorecer la actividad catalitica de las lipasas ya que, a
este pH, la histidina y el 4cido aspartico o glutamico se cargan negativamente (debido al pK
del grupo imidazol de la cadena lateral de la histidina y al del grupo carboxilo de la cadena
lateral del aspartato o glutamato), permitiendo la liberacion del acido graso (Pride et al., 2014).
También, las temperaturas entre los 35 y 40 °C favorecen la actividad de la mayoria de las
lipasas, sin embargo existen lipasas que actlian a temperaturas mayores y menores (Hasan et
al., 2009). Por estos rangos, tanto de pH como de temperatura, se puede inferir la flexibilidad
de la enzima en su sitio catalitico pero se debe de estudiar la actividad especifica de la lipasa

de interés, para encontrar los pardmetros idoneos de su actividad.
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El estudio de las lipasas bacterianas ha retomado un gran auge. Se ha encontrado que estas
proteinas tienen un peso molecular de 20 - 60 kDa asi como también, las caracteristicas
estructurales mencionadas anteriormente (Navarro Gonzalez y Periago Caston, 2012). Ademas
se demostr6 que pueden catalizar: hidrolisis, esterificacion, transesterificacion e
interesterificacion de grasas y aceites (Mala y Takeuchi, 2008). Es por lo ya mencionado que
el estudio de las lipasas bacterianas como un sitio diana para controlar a un microorganismo

toma gran relevancia ya que existen pocos trabajos enfocados a este tema.

Los estudios acerca de estas enzimas han elucidado sus aplicaciones, su funcién bioquimica y
sus caracteristicas estructurales. Las lipasas se han estudiado debido a que hidrolizan a s
sustrato en sitios especificos lo que ha llevado a muchas aplicaciones, entre estas se encuentra
la sintesis de compuestos organicos, asi como la férmula cion de detergentes, entre otras (Mala

y Takeuchi, 2008).

El método mas importante para la determinacion de la actividad de la lipasa es la hidrolisis en
emulsion de triacilgliceroles (tributirina, trioleina y aceite de oliva), mientras que, para la
actividad de la esterasa, se utilizan ésteres solubles de acidos grasos de cadena corta. Los
ensayos de actividad espectrofotométricos de enzimas lipasas generalmente usan como
sustratos p-nitrofenil ésteres de 4cido laurico o palmitico. Algunas lipasas pueden hidrolizar
sustratos de esterasa (actividad de esterasa), por lo tanto, sustratos como el p-nitrofenil
butirato también pueden usarse en ensayos de actividad de lipasa. Los p-nitrofenil ésteres de
cadena muy corta, como el p-nitrofenil acetato, también se usan para medir actividad esterasa

en ensayos espectrofotométricos (Plou et al., 1998).

Importancia biologica de las lipasas en invertebrados. Estudios en invertebrados han
demostrado la existencia de lipasas de caracter lisosomal y digestivo (Rivera-Pérez et al.,
2011b). Los camarones peneidos requieren de lipidos para llevar a cabo una gran variedad de
funciones metabdlicas. Se ha demostrado que estos tienen baja capacidad de sintetizar de
novo los acidos grasos saturados n-6 y n-3. De ahi, que los aceites de pescado y plantas ricos
en linoleico y linolénico son los mejores usados por los crusticeos y poseen un mejor valor

nutricional. Las enzimas responsables de hidrolizar los TAG presentes en la dieta a acidos
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grasos libres son las lipasas digestivas, mientras que las rigen lisozomal son responsables de
hidrolizar los TAG almacenados como fuente de energia (Gonzalez-Félix y Pérez-Velazquez

2002).

Existen algunos estudios de lipasas digestivas en crustaceos donde se han reportado que
presentan caracteristicas similares a las de mamiferos, reportdindose pesos moleculares entre
40 - 50 kDa con puntos isoeléctricos alcalinos entre 6.8 — 7.8 (Moreau et al., 1992; Miled et
al., 2000). Estas enzimas son liberadas por las células B de la glandula intestinal dentro del
tubulo del lumen para posteriormente trasladarse a la glandula gastrica e iniciar la digestion de
los lipidos presentes en el alimento. Debido a que los TAGs son de caracter hidrofobico
puede ser necesaria la accion de algunos emulsificantes, en invertebrados como Pacifastacus
leniusculus y el cangrejo Carcinus mediterraneus que carecen de un higado verdadero no se
han reportado colipasas, lo cual representa una importante diferencia con las lipasas digestivas
de mamiferos, pero se ha reportado que otros decadpodos secretan aciltaurinas que cumplen
esta funcion. La primer lipasa digestiva reportada en crustaceos fue la de cangrejo Carcinus
mediterraneus, la cual no requiere co-lipasa ni sales biliares para presentar la actividad en la
glandula digestiva, lo cual también sucede con una lipasa intracelular de Penaeus vannamei.
Esta fue localizada en musculo, pledpodos, urépodos y en la glandula digestiva, a diferencia a

la lipasa digestiva no presenta glicosilaciones y tiene un peso molecular de 196 kDa.

Las enzimas lipasas de diferentes fuentes presentan una amplia especificidad a sustratos. Las
lipasas de mamiferos muestran preferencia por acidos grados de cadena corta y dependen de
las sales biliares asi como de la colipasa. En crustdceos peneidos como Penaeus schmitti,
Penaeus vannamei, Farfantepenaeus californiensis y Farfantepeaneus notialis presentan
actividad preferente hacia TAG de cadena larga como trioleina, tripalmitina y triestearina,
mostrando diferentes especificidades enzimaticas asi como diferentes velocidades cataliticas

(Forrellant Barrios et al., 2004; Del Monte et al., 2002).

La inhibicion de las lipasas digestivas mediante las sales biliares se ha relacionado con
cambios en la conformacion durante la catédlisis. Sin embargo, solo algunos inhibidores

especificos se han identificado tales como el tetrahidrolipstatina y el di-isopropil fluorofosfato.

35



Estos inhibidores se han usado para caracterizar como serina lipasas a enzimas digestivas de
escorpion Scorpio maru 'y del cangrejo C. Mediterraneus (Rivera-Pérez et al., 2011b),

(Rivera-Pérez y Garcia-Carrefio 2011), (Rivera-Pérez et al., 2011a).

Por otro lado, las enzimas lipasas tienen la capacidad de catalizar un amplio espectro de
reacciones de bioconversion debido a su capacidad de sintetizar ésteres de acidos carboxilicos
soluble o insolubles y otros compuestos con uniones éster uniones amido. Las lipasas
(E.C.3.1.) tienen un alto potencial biotecnoldgico en la tecnologia de alimentos, biomedicina e
industria quimica. Sin embargo, su uso ha sido limitado por la inestabilidad de estas enzimas
bajo las condiciones industriales, las cuales generalmente requieren el uso de solventes o
temperaturas relativamente altas para disolver los sustratos; algunas de estas inconveniencias
se han solucionado con el uso de lipasas de caracter termofilico, las cuales presentan
resistencia a condiciones extremas, echo por el cual han sido de gran importancia en la
investigacion biotecnologica (Ruiz et al., 2003); (Sanchez-Otero et al., 2008), (Nawani et al.,

2006a; Nawani et al., 2006b), (Nirupama et al., 1998).

Importancia de las lipasas como moléculas “blanco” en el control de crecimiento bacteriano.
Las lipasas son enzimas que se estudian con varios objetivos, ademds del conocimiento bésico
se han buscado aplicaciones para controlar enfermedades humanas no infecciosas, mientras
que el tema de enfermedades infecciosas ha sido poco estudiado desde este punto de vista. El
objetivo de muchos estudios ha sido la lipasa pancreatica, la cual se relaciona con temas de
obesidad (Birari y Bhutani, 2007). Esta lipasa se ha estudiado con el fin de descifrar su accion
especifica y rol en el metabolismo lipidico en humanos. Al conocer detalles especificos de
esta enzima como sus sustratos, se han estudiado inhibidores de la misma para evaluar su
posible efecto contra de la obesidad, obteniendo resultados alentadores en este ambito. Estas
enzimas tienen una implicaciéon en muchos procesos muy importantes, principalmente en los
que involucran produccion de energia. Por lo cual, si se dirige una mayor cantidad de estudios
hacia las lipasas bacterianas, seria muy probable que se encontraran resultados novedosos y

prometedores, como se ha hecho anteriormente.
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Rivera-Pérez et al. (2011) purificaron y caracterizaron una lipasa de camardn por primera vez.
En este trabajo se realiz6 la caracterizacion de una lipasa de camaroén, encontrando que sus
propiedades estructurales asi como bioquimicas se han conservado en la familia de estas
proteinas. Esta investigacion toma relevancia ya que es la primera lipasa purificada del

hepatopancreas de camarén blanco, invertebrado de suma importancia a nivel mundial.

Por otro lado, se ha demostrado que existen lipasas que se encuentran en las bacterias, que
tienen una implicacion muy importante en su metabolismo. Entre estas se encuentra VolA, la
cual es una lisofosfolipasa anclada a membrana, que le permite a Vibrio cholerae utilizar
lisofosfatidilcolina como su unica fuente de carbono e ingresar el acido graso liberado y
disponer energéticamente de este (Pride et al., 2014). De la misma manera, se han encontrado
enzimas lipoliticas que juegan un rol muy importante en la patogénesis de Mycobacterium
tuberculosis (Cotes et al., 2008). Dichos estudios demuestran que estas enzimas son muy
relevantes para algunos microorganismos y que poseen caracteristicas que pudieran utilizarse
para la busqueda de inhibidores especificos. Por lo tanto, se puede decir que existe un camino
muy poco explorado en esta 4rea, que se puede explotar y que muy probablemente arrojaria
resultados muy prometedores. Por todo lo anterior, resulta importante el estudio estructural de
las lipasas bacterianas para encontrar sitios conservados y posibles inhibidores especificos de

estas.

Tsurumura y Tsuge (2014) proponen a una lipasa bacteriana como sitio de ataque promisorio
de un antibiodtico. Este estudio se basa en la cristalizacion de la lipasa monoacilglicerol de
Bacillus sp con el fin de establecer claramente el sitio activo, su selectividad por sustrato y
también mostrar caracteristicas importantes de este. Esta estructura concuerda con la
presentada por Rengachari et al. (2013) donde ademas, se muestra que la isoleucina 145 (1145)
puede restringir el acceso al sitio de unidén de esta lipasa. Los autores antes mencionados
concluyen con la importancia de elucidar tanto la selectividad como el sitio activo de la
enzima, ya que esto permitira en un futuro desarrollar un firmaco con posible accion de
antibidtico. Ademas de los trabajos mostrados anteriormente, se han desarrollado otros que se
basan en el aspecto industrial en el que se pudieran utilizar las lipasas bacterianas. Entre los

microorganismos que mas se han estudiado en este ambito estan Bacillus, Pseudomonas y
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Staphylococcus (Arpigny y Jaeger, 1999). Las lipasas aisladas de Bacillus aerius pudieran
utilizarse para la sintesis de ésteres con una probable implicacion como anticancerigeno (Saun
et al., 2014). Incluso, existen mas estudios acerca de lipasas relevantes para la industria
quimica y farmacéutica, entre otras, que no se abordaran dentro de este trabajo. Sin embargo,
es importante mencionar que estas enzimas tienen funciones muy particulares, asi como
conservan caracteristicas tanto estructurales como bioquimicas muy similares dentro de la

familia de las lipasas.

La investigacion a fondo de estas proteinas tomaria gran relevancia, debido al importante uso
que se le puede dar en la industria farmacéutica. Por lo tanto, seria interesante elucidar
estructuras especificas de cada una de estas enzimas para analizar sus posibles sitios blancos y
con esto, disefar, sintetizar y estudiar compuestos que sean inhibidores especificos de las
mismas. Lo anterior, con el fin de detener la proliferacion de bacterias causantes de grandes
mortalidades en el cultivo de camaron, siendo un ejemplo muy importante de la actualidad, V.

parahaemolyticus.

Las pocas investigaciones que se han realizado en conocer las lipasas bacterianas y su
inhibicion han mostrado resultados prometedores. Estos trabajos se han dirigido hacia
inhibidores conteniendo fosforo y en especifico, con estructuras del acido fosfonico,
modificando solamente el hidrogeno por otros sustituyentes alifaticos. Se ha demostrado que
la familia de ciclipostina son inhibidores prometedores de lipasas, ya que se ha logrado
detener el crecimiento de micobacterias, con solo agregar este inhibidor al medio (Seibert et
al., 2008). La ciclipostina (Figura 11) tiene una estructura muy similar a los
monoacilgliceroles, lo cual explica su accion inhibitoria, ya que puede competir con el sustrato
por en el sitio activo y bloqueando su actividad catalitica. El descubrimiento de las
caracteristicas bioquimicas y estructurales de las lipasas micobacterianas permitio el desarrollo

de este compuesto con accién inhibitoria.

Actualmente existe un gran numero de estudios de inhibicion en lipasas de humano (Cai et al.,
2012; Gao y Mulberg, 2014; Hamzaoui et al., 2015). Los inhibidores deben de presentar una

estructura que compatible y especifica con el sitio catalitico de la enzima o en su defecto,
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Figura 11. Similitud de ciclipostina con monoacilglicerol. ~A) Monoacilglicerol. B)
Ciclipostina. El resto de los miembros de esta familia difieren en sustituyentes en la cadena

carbonada pero conservan su similitud con monoacilglicerol. Adaptado de Seibert et al.
(2008).
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unirse a otro sitio de la misma provocando un efecto inhibitorio de la actividad catalitica. Lo
anterior, se puede realizar conociendo la estructura tridimensional y las principales

caracteristicas bioquimicas de la enzima.

La genomica se ha convertido en una herramienta muy utilizada en la actualidad, ya que
permite hacer estudios en gran escala de los genes de un organismo. A partir del surgimiento
de la gendémica y la transcriptomica, la cual surge con las técnicas que han permitido la
secuenciacion de genomas completos o de los transcritos expresados, se han desarrollado
herramientas biotecnologicas que se pueden aprovechar en diversas areas, con el proposito de
estudiar aquellos genes que pudieran estar relacionados con la patogénesis de las bacterias e

incluso en algunas vias metabdlicas (Garza-Ramos et al., 2009; Stryjewska et al., 2013).

En la era post-genémica, la caracterizacion experimental de un gen o transcripcion todavia se
requiere para validar las predicciones hechas por algoritmos y bases de datos. Muchas
transcripciones expresadas se traducen en polipéptidos de funcidén desconocida, identificados
como el proteoma oscuro (Perdigao et al., 2015; Bhowmick et al., 2016). El presente trabajo se
centra en el estudio de una nueva proteina, que fue descubierta durante los estudios
transcriptomicos del camaron del Pacifico (Litopenaeus vannamei). La prediccion de la
actividad de LvFSH basada solo en la secuencia de aminoacidos es un desafio. La presencia de
una triada catalitica canénica de Asp/His/Ser y el modelado tedrico sugiere que pertenece a la
familia de pliegues de hidrolasa o/p. La validacién experimental adicional mostré que LvFSH

es una esterasa intracelular funcional con una posible funcién de senalizacion.

Por otro lado, gracias a las nuevas técnicas de biologia molecular que han permitido el manejo
del ADN, ha sido posible la produccion de proteinas recombinantes, las cuales son proteinas
que se producen en un huésped diferente al que por naturaleza las produce. Las proteinas
recombinantes han sido vitales en el andlisis estructura-funcion y en algunas aplicaciones
terapéuticas. Existen varios sistemas de expresion que han sido utilizados; sin embargo, la
bacteria que se utiliza generalmente es Escherichia coli, 1a cual ha sido modificada para que
adopte caracteristicas especificas que pueden ayudar, a que se sintetice la proteina exdgena de
manera correcta y con una buena eficacia. La expresion de proteinas recombinantes en E. coli

ofrece varias ventajas, como es el bajo costo, alta densidad de cultivo, facil manipulacion, asi
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como obtener una buena cantidad de proteina en un corto plazo de tiempo. Sin embargo, es
importante recalcar que para tener una buena sobreexpresion de una proteina recombinante,
también es de relevancia la eleccion del vector de expresion correcto (Garcia et al., 2013;
Lara, 2011; Papaneophytou y Kontopidis, 2014; Rosano y Ceccarelli, 2014; Serensen y
Mortensen, 2005). Este tipo de técnicas traen grandes ventajas a los laboratorios que estudian
estructuralmente proteinas, cuyo fin puede variar pero el objetivo siempre serd el
conocimiento de la estructura de una proteina. Es por estas razones que trabajar con proteinas

recombinantes se ha convertido en una estrategia de gran impacto.

Por todo lo mencionado anteriormente, el presente estudio trata de la caracterizacion
bioquimica y estructural de una proteina novedosa obtenida a partir de un transcriptoma de
camaron blanco (Litopenaeus vannamei), esta proteina presenta caracteristicas estructurales a

nivel de secuencia de aminoéacidos de posible actividad lipasa.
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HIPOTESIS

La proteina obtenida a partir de la sobreexpresion en Escherichia coli, de una secuencia de
amino acidos que presenta una alta homologia estructural con otras enzimas de la familia de
las a/p hidrolasas del tipo serina hidrolasas (LvFSH) presentard actividad hidrolitica contra

lipidos.
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OBJETIVOS

General

Realizar la caracterizacion bioquimica y estructural de una proteina o/f hidrolasa con

similitud a lipasa obtenida de un transcriptoma de camaro6n blanco (Litopenaeus vannamei).

Particulares

Sobreexpresar la proteina en bacterias E. coli.

Purificar la proteina recombinante mediante cromatografia preparativa.

Demostrar la actividad de enzimatica mediante con sustratos especificos.

Determinar las constantes cinéticas Km, Vmax y kcat de la enzima.

Inmunodetectar la proteina en diferentes tejidos de camarén.

Obtener cristales de proteina mediante algunos de los métodos de cristalizacion conocidos.

Determinar la estructura tridimensional de la proteina por cristalografia de rayos X.
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MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico, bioquimico o biologia molecular, segiin

se requirio.

Analisis Bioinformatico de la Secuencia

La secuencia de aminoacidos fue obtenida a partir de un transcritoma de camarén blanco

(Litopenaeus vannamei) reportado por Ghaffari, et al (2014).
Alineamientos

La secuencia deducida de aminoécidos fue primeramente analizada utilizando la herramienta
BLASTp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mediante el uso de herramientas web del
Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI). Este analisis produjo multiples hits

BLAST para cada una de las bases de datos de proteinas, que se examinaron.
Busqueda de Dominios

Herramientas como: Pfam (Protein Families Database of Alignments and HMM

http://pfam.xfam.org; El-Gebali et al., 2019), InterPro (protein sequence PRINTS BLAST

analysis & classification; www.ebi.ac.uk/interpro), (http://umber.sbs.man.ac.uk/dbbrowser),

PROSITE  (http://ca.expasy.org/cgi-bin/prosite; ~ Sigrist et al., 2013), ProDom

(http://prodes.toulouse.inra.fr/prodom/current/html/home.php; Bru et al.,, 2005), SMART

(Simple Modular Architecture Research Tool; http://smart.embl-heidelberg.de/; Letunic et al.,

2015; Letunic et al., 2018) y ELM (Eukaryotic Linear Motif http://elm.eu.org), este ultimo
especializado para eucariotes, se utilizaron para la busqueda de dominios funcionales en la
secuencia de estudio. Estas herramientas estan basadas en el alineamiento y comparacién con

bases de datos de proteinas ya reportadas.

Interacciones Proteina - Proteina
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La identificacion de posibles sitios de interaccion proteina-proteina se realizd mediante la

herramienta STRING (http://string-db.org; Szklarczyk et al., 2019).

Péptido Sefial y Modificaciones Post-Traduccionales

Para identificar la presencia de péptido sefial y modificaciones post-traduccionales, la
secuencia fue analizada en el portal SignalP 5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services SignalP)

(Almagro et al., 2019) y NetPhos 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos; Blom et al.,

1999). Se realizd6 un andlisis en el servidor YinOYang 1.2

(http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang; Gupta, 2001; Gupta y Brunak, 2002) para

predicciones de los sitios de union O-B-GlcNAc.

Localizacion Subcelular

Para proponer la probable localizacién celular de la proteina la secuencia aminoacidica fue
analizada en el sitio PORT WWW Server (Prediction of Protein Sorting Signals and mediante
las herramientas: WoLFPSORT Prediction, PSORT II Prediction, iPSORT Prediction.
También se utilizé TargetP 1.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP; Emanuelsson
et al., 2000) y CELLO v.2.5 (subCELlular Localization predictor http://cello.life.nctu.edu.tw;
Yu et al.,, 2004; Yu et al., 2006) y BaCelLo (Balanced Subcellular Localization Predictor

(http://gpcr2.biocomp.unibo.it/bacello/index.htm; Pierleoni et al., 2006). TargetP 1.1 predice

la ubicacion subcelular de las proteinas eucariotas. La asignacion de ubicacion se basa en la
prediccion de cualquiera de las pre-secuencias N-terminales: péptido de transito de cloroplasto
(cTP), péptido de orientacion mitocondrial (mTP) o péptido sefial de la via secretora (SP).
Para las secuencias que se predice que contienen una presencia de secuencia N-terminal,

también se puede predecir un sitio de escision potencial.
Modelacion de la Estructura Tridimensional.

Asi mismo, a partir de la secuencia de aminodcidos se llevd a cabo la modelacion de la
. .. 2
estructura, mediante el uso del sitio web Phyre

(www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=indice)(Kelley et al., 2015). La calidad del
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modelo obtenido en Phyre” se evalu6 con la Herramienta ProQ2 dentro de la misma
plataforma de Phyre®, ademas del servidor ProSA (//prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php)
(Wiederstein & Sippl 2007; Sippl, 1993). Las figuras estructurales fueron creadas usando
PyMol (Schrodinger, 2010). El volumen molecular medio de los sustratos p-nitrofenil acetato
y p-nitrofenil laurato se calcularon utilizando el software de cristalografia Olex2 (Dolomanov
et al., 2009) y se optimizaron en su estructura 3D utilizando el software Avogadro (Hanwell et

al., 2012), aplicando los célculos de la mecénica molecular.
Sobreexpresion Recombinante y Purificacion de la Proteina LvFSH
Disefio de Gen Sintético

Para la sobreexpresion de la proteina en bacterias E. coli se disefié un plasmido recombinante
(gen sintético). La secuencia nucleotidica codificante de la secuencia de aminoacidos de la
proteina de interés la cual fue optimizada para su expresion en bacterias, fue introducida
dentro del plasmido de expresion pJExpress414, ademds se agregd una cola de histidinas para
facilitar la purificacion de la proteina, un gen de resistencia a ampicilina para la seleccion de
colonias transformadas, y el sistema de expresion del operon /ac para la induccion con IPTG
de la expresion de la proteina. La obtencion del gen sintético fue de manera comercial a la

compaiiia DNA 2.0.
Transformacion de Bacterias E.coli BL.21 SI

Se utilizaron 10 ng del gen sintético obtenido comercialmente, para transformar bacterias de
expresion E. coli BL21 inducibles con sal (SI) mediante shock térmico. 1 ul de plasmido se
agregd a una alicuota de 50 ul de bacterias de expresion E.coli BL21-SI competentes, la
mezcla se calentd 30 s a 42 °C e inmediatamente después se colocd en bafio de hielo.
Posteriormente se agregaron 250 uL de medio SOC y se incubd durante 1 h a 37 ° C con
agitacion 225 rpm. Pasado el tiempo de incubacion se extendieron 50, 100 y 150 uL en placas

de medio agar Luria Broth sin sal, conteniendo ampicilina 100 ug/mL, las cuales fueron

incubadas a 37 °C toda la noche (Sambrook, 1989).

47



Cinética de Sobreexpresion de la Proteina LvFSH Recombinante.

Una colonia aislada de las placas de transformacion fue utilizada para inocular 100 mL de
medio de cultivo liquido Luria Broth (LB) sin sal conteniendo 100 ug/mL de ampicilina y 30
ug/mL de cloranfenicol. Las bacterias se crecieron a 37 °C con agitacion (225 rpm), el cultivo
fue monitoreado espectrofotométricamente a 600 nm, cuando este llegd a 0.6 de densidad
optica se indujo la expresion de la proteina de interés agregando IPTG y NaCl a concentracion
final de 1 mM y 0.3 M, respectivamente. Se tomaron muestras de 2 mL al tiempo cero y a 2,

4, 6 y 24 h post induccion.

Las muestras se centrifugaron a velocidad maxima en una microcentrifuga refrigerada
eppendorf 2415 R, el medio de cultivo fue descartado. Las bacterias se resuspendieron en
250 mL de buffer lisis (Tris-HCI 20 mM pH 7.4 DTT ImM, PMSF 0.5 mM, benzamidina 5
mM, NaCl 0.5 M) y sonicaron en bafio de hielo mediante 4 pulsos de 10 s. El lisado se
centrifugd a 6000 x g para separar la fraccion soluble e insoluble. Estas fueron analizadas por
electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras (Laemli, 1970). La fraccion
soluble se mezcld con buffer muestra para electroforesis 2X conteniendo Tris-HCI1 0.125 M,
SDS 4 %, glicerol 20 %, p-mercaptoetanol 355 mM, azul de bromofenol 0.05 %, mientras que
la fraccion insoluble se agregaron directamente 50 ul del buffer muestra 2X. Las proteinas
fueron visualizadas por fluorescencia agregando 0.5 % de 2,2,2-tricloetanol (TCE) a la mezcla

de poliacrilamida en la peparacion de los geles (Ladner et al., 2004).
Sobreexpresion de la Proteina LvFSH Recombinante

Un matraz con 25 ml de medio Luria Broth (LB) conteniendo 100 ug/mL de ampicilina y 30
ug/mL de cloranfenicol se inocul6 utilizando un stock de glicerol de bacterias E. coli BL21 SI
transformadas con el gen sintético conteniendo la region codificante para la proteina LvFSH
este indculo fue incubado toda la noche a 37°C con agitacion constante 225 rpm. Al dia
siguiente, se utilizo para inocular 1 L de medio LB con 100 pg/ml de ampicilina, 30 ug/mL de
cloranfenicol y 20 ml de glucosa al 20 % estéril. EI cultivo se crecié a 37°C con agitacion

constante de 225 rpm hasta alcanzar una densidad optica de 0.6 a 600 nm, para luego inducir
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la expresion de la proteina afiadiendo IPTG y NaCl a una concentracion final de 1 mM y 0.3
M, respectivamente y se dejo incubando toda la noche en las mismas condiciones. Las
bacterias fueron recuperadas por centrifugacion a 3500 x g a 4°C por 20 min en una centrifuga
Sorvall RC 5C Plus. Finalmente las bacterias fueron recolectadas por centrifugacion a la

misma velocidad a 4°C por 20 min (Coligan, 2013).
Purificacion de la Proteina LvFSH Recombinante

Para llevar a cabo la purificacion de la proteina LvFSH recombinante de camarén, el pellet
bacteriano fue resuspendido a una razén de 4 - 5 mL/g de bacterias, en buffer de lisis
conteniendo Tris-HC] 20 mM pH 7.4, DTT ImM, PMSF 0.5 mM, benzamidina 5 mM, NaCl
0.5 My 0.1 mg/mL de lisozima de huevo. La suspension bacteriana fue sonicada en bafio de
hielo con 5 pulsos de 10 s c/u, se centrifugd a 35000 xg por 30 min a 4 °C. Al sobrenadante
obtenido de se agregd estreptomicina al 0.7 % (p/v) para eliminar ADN contaminante se

centrifugd nuevamente a 35000 xg por 30 min a 4 °C.

La purificacion de la LvFSH recombinante se realizé mediante cromatografia de afinidad a
metales, utilizando un cromatégrafo AKTA (GE Healthcare, Suecia). El extracto crudo
clarificado obtenido de la lisis bacteriana fue aplicado a una columna His-Trap HP de 5 ml
previamente equilibrada en buffer A conteniendo Tris-HCl 20 mM pH 7.4, NaCl 500 mM. La
elucion de la proteina unida a la matriz se realizd con un gradiente del 0 al 500 mM de

imidazol en buffer A. Se colectaron fracciones de 3 mL

Un segundo paso de purificacion mediante cromatografia de hidrofobicidad fue necesario
para obtener la proteina pura. Las fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad a
metales conteniendo la proteina de interés, fueron equilibradas con buffer de unidon
conteniendo fosfato de sodio 25 mM pH 7.4, NaCl 3M y cargadas a una columna de 5 mL de
interaccion hidrofobica (Buthyl sepharosa HP) previamente equilibrada en este mismo buffer,
la proteina unida a la matriz fue eluida mediante un gradiente inverso de NaCl utilizando el

mismo buffer de union sin sal. Se colectaron fracciones de 2 mL.
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En ambas cromatografias las fracciones conteniendo proteina, se analizaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 %, en condiciones desnaturalizantes y reductoras
(Laemli, 1970). Las proteinas fueron visualizadas por fluorescencia como se menciona

anteriormente.
Caracterizacion Bioquimica de la Proteina LvFSH Recombinante

Analisis de la Estructura Secundaria por Dicroismo Circular.

Los espectros de CD se adquirieron en un espectrofotopolarimetro Jasco J-810 CD en el rango
de UV lejano (190 - 240 nm), utilizando una celda de longitud de trayectoria de 0.1 cm. Los
espectros de CD se registraron a 25°C, cada 0.5 nm con un promedio de tiempo/punto de 4
segundos y un paso de banda de 1 nm con una velocidad de exploraciéon de 100 nm/min. Los
espectros se corrigieron para el buffer de fosfato 25 mM, pH 7.4 y se suavizaron. El contenido
de la estructura secundaria se determin6 mediante el analisis de las unidades delta épsilon (Ag)
con el algoritmo SELCON  disponible en el servidlor DICHROWEB
(http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/) en Birkbeck College, REINO UNIDO (Whimore y
Wallace, 2004).

Determinacion del Peso Molecular y de la Estructura Cuaternaria.

La estructura cuaternaria de la proteina se determindé mediante cromatografia de filtracion en
gel utilizando una columna Superdex 75 (GE Healthcare, EE.UU.). El peso molecular se
calculé6 mediante regresion lineal utilizando el tiempo de elucion de los estandares como
referencia. La columna se equilibré previamente con tres volimenes de columna de buffer de
corrida (fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0, NaCl 150 mM) y luego se calibro con estandares de
peso molecular: Conalbtimina (75 kDa) ), ovoalbumina (44 kDa), anhidrasa carbonica (29
kDa), A ribonucleasa (13.7 kDa) y aprotinina (3.5 kDa). La proteina LvFSH se equilibro con

buffer de corrida y se aplicaron 250 pul a la columna.

Actividad Enzimatica.
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La actividad enzimatica se determiné mediante la técnica reportada por Kademi et al., 2000
modificado, utilizando p-nitrofenil-ésteres como sustrato (p-nitrofenil acetato y p-nitrofenil
laurato) los cuales al ser hidrolizados por la enzima, generan un compuesto colorido (p-
nitrofenol), el cual fue monitoreado a 410 nm. En celdas de cuarzo de 2 mL y un 1 cm de
paso de luz, se realizaron reacciones de 2 mL conteniendo Tris-HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 50
mM, 0.2 % (v/v) de Triton X-100, la enzima y el sustrato. El ensayo fue realizado con control
de temperatura a 37 °C. Los ensayos se llevaron a cabo en un espectrofotometro multicelda
(Agilent 8453) del Departamento de Investigacion en Polimeros y Materiales de la
Universidad de Sonora, bajo la supervision del Dr. David Corona. Las unidades de actividad
fueron calculadas utilizando el coeficente de extincidon molar del p-nitrofenol en las
condiciones del ensayo (12750 cm’mmol”). Una unidad de actividad especifica fue

expresada como wmoles de p-nitrofenil por minuto por mg de proteina.

La actividad enzimatica de dihidrofolato reductasa (DHFR) se determindé mediante ensayo
espectrofotométrico (Blakley, 1995), utilizando 4cido dihidrofolico y NADPH. La absorbancia
se midi6 a 340 nm en un espectrofotdometro UV-visible (Cary 50, Varian) en una celda de
cuarzo de 1 cm de longitud. En todos los ensayos enzimdticos, se us6 60 pg de LvFSH

recombinante por 1 mL de de volumen de reaccion final.

Determinacion de Constantes Cinéticas

Mediante el analisis del efecto de la variacidon de sustrato, se determinaron las contantes
cinéticas como: Km, Vmax, kcat y eficiencia catalitica, para cada uno de los sustratos

utilizados.

Determinacion de la Estructura Tridimensional de la Proteina LvFSH

Obtencion de Cristales

Para llevar a cabo la pruebas de cristalizacion, la proteina LvFSH purificada
cromatograficamente como se menciond con anterioridad, fue sometida a un “un tercer paso

de purificacion por cromatografia de exclusion molecular, utilizando un sistema AKTA
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Purifier equipado con una columna Superdex 75 G/300 previamente equilibrada con buffer de
corrida conteniendo de fosfato de sodio 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM. Alrededor de 1 mL de
muestra fue aplicada a la columna y se colectaron fracciones de 0.5 mL, las cuales fueron
analizadas por electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras (Laemli, 1970).
Las fracciones conteniendo Unicamente la banda de alrededor de 27 kDa se mezclaron y
fueron dializadas exhaustivamente contra buffer de fosfato de sodio 25 mM, pH 74 y
posteriormente concentradas a 10 mg/mL de proteina por utilizando un centricon de 10 kDa
(Amicon, Millipore, Billerica MA, EE. UU.). Previo a las pruebas de cristalizacion la

muestra fue filtrada utilizando un filtro de 0.2 um.

Para encontrar las condiciones para obtener cristales de proteina se realiz6 un screening de
condiciones precipitacion utilizando tres kits comerciales de cristalizacion (Crystal Screen 1y
2 e Index, Hampton Research, Aliso Viejo, CA, USA). En la Figura 12 se muestra un
esquema del método de micro Bach utilizado, los experimentos se realizaron en microplacas
Greiner (BioOne, USA). En cada pozo se mezclo 1 uL de la proteina LvFSH concentrada (10
mg/mL) con 1 uL de la solucién de precipitante, posteriormente se colocaron 10 uL de aceite
de parafina para evitar evaporacion para finalmente colocar las placas en una camara a 16 °C.
Al paso de 1 semana se revisaron periddicamente las placas y se documento la formacion de

los cristales en las condiciones donde fue el caso.
Colecta de Datos de Difraccion de Rayos X

Los cristales de proteina LvFSH recombinante obtenidos se colocaron el “loops” segun el
tamano y se super enfriaron (100 K) con nitrégeno liquido. Para evitar la formacion de
cristales hielo y por lo tanto dafo a los cristales se utilizaron soluciones crioprotectantes
previamente preparadas a partir de la solucion de cristalizacion (condicidon precipitante) y

glicerol (10 - 30 %).

La colecta de datos se llevo a cabo en la fuente de radiacion sincrotron de Stanfford (SSRL)
San Francisco, CA, USA. Los experimentos se realizaron el la linea 14-1 (Beamline 14-1)

provista de un detector MARmosaic325 CCD. Se utiliz6 una longitud de onda de 1.181 A.
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Figura 12.

(https://sine2020.eu/about/the-road-to-the-ess/phase-diagram.html).
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Procesamiento y Analisis de los Datos de Difraccion de Rayos X

Los datos se indizaron, fusionaron y escalaron utilizando el paquete de software XDS.
Posteriormente se realizé el reemplazo molecular en la plataforma de PHENIX (Python-based
Hierarchical ENvironment for Integrated Xtallography) (Liebschner et al., 2019), utilizando el
modelo tedrico obtenido por Phyre® (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=
indice) basado en la estructura de la proteina FSH1/Yhr049wp de Saccharomyces cerevisiae
(27 % identidad) depositada en el Protein Data Banck (PDB 1YCD). El refinamiento de la
estructura obtenida se realizd6 con PHENIX y la construccion manual con COOT (Emsley et
al. 2010) utilizando el mapa 2Fo-Fc a 0.5 Amstrong y omitiendo los mapas elaborados en
PHENIX. La estructura se validé con MolProbity (Chen et al., 2010). Finalmente, las figuras
fueron elaboradas con MacPyMOL (Schrodinger, 2010)(Figura 13).

Deteccion de la Proteina LvFSH en Tejidos de Camaron.

Produccion de Anticuerpos Policlonales contra la Proteina LvFSH en Conejo.

La localizacion de la proteina LvFSH en el camardn se realizé mediante inmunodeteccion de
la misma en diferentes tejidos de este organismo. Para lo anterior, se produjeron anticuerpos
policlonales en conejo, para lo cual un conejo macho adulto previamente aclimatado al
Bioterio del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (25 °C, alimentacion
diaria (Purina)) se inmunizé con la proteina LvFSH siguiendo la metodologia de Leenaars y
Hendriksen (2005). El trato y mantenimiento del conejo fue infringiendo el menor dafio

posible y sin culminar en el sacrificio del mismo.

La primera inmunizacion se realizé inyectando al conejo una mezcla de solucion de proteina
LvFSH recombinante pura de camaron (Litopenaeus vannamei) de 2 mg/mL en solucion
salina, con adyuvante Freund completo (Sigma-Aldrich Freund’s Adjuvant complete) en
proporcion 1:1 (v/v), para obtener una concentracion final de 1 mg/mL de proteina. Esta
mezcla fue inyectada al conejo mediante cinco punciones subcutaneas. Después de 28 dias, se
realizé una re-inoculacion (“booster”) igual a la anterior, pero utilizando adyuvante Freund

incompleto (Sigma-Aldrich Freund’s Adjuvant incomplete). Transcurrida una semana, se
54



e

PyN@

Estrg'éegna Problema Afinacion

e Andlisis de fases de Coot Imagénes
de inicial Reemplazo estructura construccidon | creadas en
. CCpP4 molecular manual PyMOL

Imagenes en PHENIX

en Phaser
por XDS
l L

Figura 13. Diagrama de flujo de procesamiento y analisis de datos de difraccion de rayos X
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procedi6 a sangrar al conejo por medio de dos cortes en ambas orejas. La sangre colectada se
mantuvo en reposo durante 2 h, posteriormente se centrifugd a 8000 xg, para separar el suero
del paquete celular. El suero obtenido se almacend a 4 - 10 °C hasta la purificacion de los

anticuerpos (Leenaars y Hendriksen 2005).
Purificacion de los Anticuerpos (IgG) Anti-LvFSH

La purificacion de los anticuerpos o inmunoglobulinas G, (IgG) se llevdo a cabo en un
cromatografo Pharmacia Biotech Optical Unit UV-1 y Pump P-1 (Amersham Bioscience, GE
Healthcare Life Sciences) mediante cromatografia de afinidad utilizando una columna de
proteina A (Calderon de la Barca et al., 2000) enlazada a MiniLeak (capacidad 20 mg de
IgG/mL). Para lo anterior, el suero fue diluido en partes iguales (v/v) con buffer conteniendo
Tris-HCI 0.2 M, NaCl 2 M pH 8.6 y equilibrado por 10 min, para posteriormente aplicarse a
un flujo de 1.5 mL/min a la columna previamente equilibrada con buffer Tris-HCl 0.1 M,
NaCl 1M pH 8.6. Posteriormente se realizd un lavado con el mismo buffer hasta que el
registro a 280 nm del detector fue estable colectando fracciones de 3 mL (fraccion no unida).
Para la elucion de las IgG's, se utilizd buffer de citrato de sodio 0.1 M, pH 3, colectando las
fracciones en partes iguales (v/v) de buffer frio de K;HPO4 0.2 M, pH 9 para neutralizar el
pH. Las fracciones conteniendo las IgG (anticuerpos anti-LvFSH) puras se diafiltraron con 2
volumenes de solucién salina y concentraron, utilizando una celda amicén en bafio frio con
una membrana de corte de 10 kDa (Amicén Inc). Finalmente a los anticuerpos anti-LvFSH
purificados y concentrados fueron llevados a una concentracion final de 10 mM de azida de
sodio para su almacenamiento en refrigeracion a 4 °C, hasta su caracterizacion y utilizacion en

los ensayos de inmunodeteccion.
Titulacion de los anti-LvFSH Mediante Inmunoensayo de Manchas (Dot Blot)

Los anticuerpos se caracterizaron mediante un ensayo ‘“dot blot”, utilizando los buffers y
protocolos descritos en Protein Blotting Guide (Bio-Rad) y Towbin et al., 1979. Se cortaron
tiras de 1.5 x 10 cm de membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) de 2 um (Inmun-Blot
PVDF Membrane, Bio-Rad). Las membranas se ambientaron en buffer Tris-HCl 20 mM,

NaCl 500 mM, pH 7.5 (TBS) y se aplicaron 2 pL una solucion de 0.228 mg/mL de proteina
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LvFSH pura y diluciones seriadas de: (1:10, 1:100, 1:1,000, 1:10,000, 1:100,000,
1:1,000,000). Se aplicaron 2 pL. de TBS como control en cada una de las tiras (Figura 14);
una vez absorbidas las muestras las membranas se sumergieron en buffer de bloqueo (TBS,
Blotting Grade Blocker Bio-Rad 5 %, Tween 20 2 %) y se incubaron toda la noche en

agitacion a temperatura ambiente.

Después de completar el bloqueo, se realizaron diluciones del anticuerpo anti-LvFSH (1:500,
1:1,000 y 1:1,500) en buffer de incubacion conteniendo Tris-HCl 20 mM, NaCl 500 mM,
Tween 20 0.05 %, pH 7.5 las cuales se utilizaron para incubar una membrana cada una,
durante una hora en agitacion y temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion
las membranas se lavaron 3 veces por 5 minutos con buffer de lavado Tris-HC1 20 mM, NaCl
500 mM, Tween 20 0.05 %, pH 7.5 (TTBS). Posteriormente, se incubaron una hora con un
segundo anticuerpo (Goat anti-rabbit-AP Bio-Rad), en una diluciéon de 1:5,000, en buffer de
incubacion. Después, se realizaron 3 lavados por 5 minutos con buffer de lavado; finalizando
con un 1 lavado de 5 min con agua destilada. Las membranas se revelaron agregando el
sustrato en buffer Tris/HCl 100 mM, 0.5 mM MgCl pH 9.5 (Kit Alkaline Phosphatase
Conjugate Substrate Bio-Rad) de la enzima fosfatasa alcalina (AP) acoplada al segundo
anticuerpo siguiendo las instrucciones del producto. La reaccion colorida se detuvo lavando la
membrana con agua destilada por 10 minutos en agitacion y secando las membranas a
temperatura ambiente. Se realizaron controles: sin ningun anticuerpo, sin primer anticuerpo

(anti-LvFSH) y sin segundo anticuerpo (Goat anti-rabbit-AP).

Inmunodeteccion de Proteina LvFSH en Tejidos de Camaro6n Blanco

Obtencion de extractos proteicos de tejidos de camardn

Diez ejemplares adultos de camardn blanco (Litopenaeus vannamei) de 6 g donados por
Laboratorio de Fisiologia de Invertebrados Marinos del Centro de Investigacion en
Alimentacién y Desarrollo (CIAD) fueron disectados para obtener muestras de musculo,
pledpodos, branquias, intestino, intestino posterior, estdbmago y hepatopancreas (Figura 15);
los tejidos fueron almacenados a -80 °C hasta su uso para la extraccion de proteinas segun

Rivera-Pérez et al., 2011a.
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Figura 14. Esquema de inmunoensayo “Dot Blot”. TBS (blanco), C (Proteina LvFSH

purificada) y diluciones seriadas de la misma.
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Figura 15. Anatomia interna y externa de camardn. Las estructuras marcadas con asterisco
fueron los tejidos diseccionados para la obtencion de extractos proteicos (musculo, pledpodos,
branquias, intestino, intestino posterior, estdmago y hepatopancreas) y pruebas de

inmunodeteccion. Modificado de FAO (2001).
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Cada tejido se mezclo con buffer de homogenizacion (Tris-HC1 50 mM, NaCl 150 mM, PMSF
0.5 mM pH 8) arazén de 1:1 (w/v) y se sonicaron en hielo mediante 4 pulsos de 10 segundos,
intercalando 10 segundos de reposo para evitar desnaturalizacion. El homogenado se
centrifugd a 6000 xg a 4 °C, separando sobrenadante de pellet. Tanto los sobrenadantes como
los pellets se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Se determind la concentracion de proteina de
los extractos mediante BCA y se prepararon muestras para su andlisis electroforético SDS-

PAGE utilizando buffer carga 2X; se cargaron 40 ug de cada muestra en el gel.

Inmunodeteccion mediante Western blot

La localizacion de la proteina LvFSH se llevo a cabo mediante inmunodeteccion por Western
Blot haciendo uso de los anticuerpos policlonales producidos en conejo (anti-LvFSH)
previamente obtenidos. Los reactivos, buffers y protocolos de transferencia fueron los

descritos en Protein Blotting Guide (Bio-Rad, Third Edition) y Towbin et al. (1979).

Primeramente, las proteinas presentes en cada uno los extractos de los diferentes tejidos fueron
separadas electroforéticamente en geles de poliacrilamida de 12 % en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y reductoras. En cada pozo se cargaron 40 pg de proteina,
cada tejido se analizé por duplicado y cada gel fue replicado 3 veces, de los cuales uno fue
utilizado para tincion con azul de Coumassie y los otros dos para transferencia a membrana de
las cuales una fue utilizada para tincion con azul de Coumassie y la segunda para la
inmundeteccion. Ademas en cada gel, fueron incluidos un control de proteina LvFSH pura, un
marcador de peso molecular de amplio rango (Broad Range WM, BioRad) y un marcador de
transferencia (Kaleidoscopio Precision Plus Protein Kaleidoscope Prestained Protein
Standards, Bio-Rad). Una vez concluida la electroforesis, las proteinas se transfirieron a las
membranas de PVDF de 0.2 pym. La transferencia se realizdo en TransBlot SD Semi Dry
Transfer Cell (Bio-Rad). Los papeles filtro (Extra Thick Blot Paper, Filter paper, Bio-Rad) y
membrana (2 um, Inmun-Blot Membrane, Bio-Rad) se acondicionaron en buffer de
transferencia Towbin con SDS (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, etanol 20 % (v/v), SDS 0.025—
0.1 %, pH 8.3). La transferencia se realiz6é a 15 V por 20 min (Fuente de poder, VWR 300V).

Terminada la transferencia una de las membranas fue teflida por 5 minutos con azul de
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Coomasie y destefiida 5 minutos con una solucidon de etanol al 50 %; por ultimo se dejo secar
en papel filtro para ser usada como referencia. Una segunda membrana fue usada para la
inmunodeteccion de la LvFSH Primeramente, la membrana fue incubada toda la noche en
solucion de bloqueo (TBS, Blotting Grade Blocker Bio-Rad 5 %, Tween 20 2 %)).
Posteriormente, se realizo la inmunodeteccion siguiendo la metodologia descrita para el Dot-
Blot o ensayo de manchas, utilizando una dilucién 1:1,000 de el anti-LvFSH como primer

anticuerpo.

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Los ensayos ELISA fueron realizados en microplacas Falcon 3072 de 96 pozos (Becton
Dickinson). Primeramente, se realizd una placa madre segun el esquema mostrado en la
Figura 16. A partir de una muestra pura de la proteina LvFSH a una concentracion de 0.228
mg/mL se llevaron a cabo diluciones seriadas en buffer de carbonatos (Na,COs3 15 mM,
NaHCO, 35 mM pH 9.6). En una placa de ELISA fueron agregados 100 uL de cada dilucién
(1-11, 12 control sin LvFSH) y se incub6 en agitacion (VWR, Incubating Microplate Shaker)
toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente se descartd el exceso y se lavo la placa
agregando 200 pL buffer de carbonatos/pozo por 3 minutos; nuevamente se descartd el exceso
y se seco la placa con una secadora convencional sin calor. Se afiadieron 200 pL de solucion
de bloqueo (Tris-HCI 0.10 M, Tween 20 0.05 %, rojo de fenol 0.05 %, azida de sodio 5 mM,
Blotting Grade Blocker Bio-Rad 1 %, pH 7.3) y se dejé en agitacion por 20 minutos. Se
descarto el exceso y se realizaron cuatro lavados por 3 minutos con 200 pL buffer de
lavado/dilucion (Tris-HCI 0.10 M, Tween 20 0.05 %, rojo de fenol 0.05 %, azida de sodio 5
mM pH 7.3). Se anadieron 200 pL de una dilucion (1:500) de el anticuerpo anti-LvFSH y se
realiz6 una dilucion seriada de forma vertical en la placa (A-G, H sin primer anticuerpo), y se
incubo por 1 hora. Posteriormente se descarto el exceso y se realizaron cuatro lavados por 3
minutos con 200 pL buffer de lavado/diluciéon. Se agregaron 100 uL de un segundo

anticuerpo (Goat anti-rabbit AP) en una dilucion 1:2,000 en buffer de dilucion y se incubd la

61



Dilucién seriada de proteina

»
»

5 6 7 8 9 1011 12

1:500

Dilucidn seriada de anticuerpo

1:64,000

Figura 16. Esquema de placa madre y construccion de la curva estdndar para la deteccion de
LvFSH mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Dilucion seriada de
proteina (1-11, 12 sin LvFSH) de forma horizontal y dilucién seriada de primer anticuerpo

(anti-LvFSH) de forma vertical en la placa (A-G, H sin primer anticuerpo).
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placa por 20 minutos. Se realizaron cuatro lavados por 3 minutos con 200 pL buffer de
lavado/dilucion, ademas de un lavado por 3 minutos con 200 pL buffer de fosfatos (fosfato de
sodio 50 mM pH 7.4). Finalmente se desarrolld color agregando el sustrato de la enzima
fosfatasa alcalina (Alkaline Phosphatase Substrate Kit, Bio Rad), conjugada al segundo
anticuerpo siguiendo las instrucciones del proveedor. La reaccion enzimatica se detuvo en la
fase estacionaria con NaOH 0.4 mM. Finalmente, la placa fue leida a 415 nm en un lector de
microplacas (iMark Microplate Reader, Bio-Rad) manejado con el programa Microplate
Manager Software 6.3 (BioRad, 2017). A partir de el analisis de los datos obtenidos de la
placa madre se determinaron: la dilucion optima de anti-LvFSH (1:5,000) asi como los niveles

de deteccion de la proteina LvFSH (0.227 - 0. 0017734 ug/mL).

Para la de inmunodeteccion por ELISA de la proteina en los tejidos de camarén se colocaron
100 pL de el extracto proteico de los diferentes tejidos con 100 uL de buffer de carbonatos,
haciendo una dilucion seriada de los mismos a lo largo de la placa; y se incub6 toda la noche
en agitacion (VWR, Incubating Microplate Shaker) a temperatura ambiente. Al dia siguiente,
se descart6 el exceso y se lavo con 200 pL buffer de carbonatos por 3 minutos; se seco la
placa con una secadora convencional sin calor. Se anadieron 200 pL de buffer de bloqueo
(Tris-HC1 0.10 M, Tween 20 0.05 %, rojo de fenol 0.05 %, azida de sodio 5 mM, Blotting
Grade Blocker Bio-Rad 1 % pH 7.3) y se dejé en agitacion por 20 minutos a temperatura
ambiente. Se realizaron cuatro lavados por 3 minutos con 200 pL buffer de lavado/dilucion
(Tris-HC1 0.10 M, Tween 20 0.05 %, rojo de fenol 0.05 %, azida de sodio 5 mM, pH 7.3) y se
afiadieron 100 pL de una diluciéon (1:5000) del anticuerpo anti-LvFSH, incubandose por 1
hora. Posteriormente se realizaron 4 lavados por 3 minutos con 200 pL buffer de
lavado/dilucion y se agregaron 100 pL. de segundo anticuerpo (Goat anti-rabbit AP) en una
dilucion 1:2,000 y se incubd la placa por 20 minutos. Transcurrido este tiempo, se realizaron
4 lavados por 3 minutos con 200 pL buffer de lavado/dilucién, ademas de un lavado por 3
minutos con 200 pL buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7.4. Se elimind el exceso y se
desarrolld color agregando 100 uL de el sustrato de la enzima fosfatasa alcalina (Alkaline
Phosphatase Substrate Kit, BioRad) siguiendo las instrucciones del proveedor; la reaccion se

detuvo en la fase estacionaria con NaOH 0.4 mM. Las placas fueron leidas bajo las
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especificaciones mencionadas para la placa madre. Los obtenidos, se analizaron mediante
comparacion de medias de Tukey (p<0.05) y andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via.

Cada tejido se analiz6 por duplicado.

64



RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis Bioinformatico de la Secuencia de LvFSH Obtenida de

Transcriptoma de Camaron Blanco (Litopenaeus vannamei)
Alineamientos

En el andlisis de BLASTp de la secuencia deducida de aminoacido obtenida del transcriptoma
del camaro6n blanco (Litopenaeus vannamei), se encontrd que mostré alta identidad con otras
secuencias de proteinas hipotéticas o no caracterizadas, pertenecientes a la superfamilia de las
o/ B-hidrolasas, algunas de ellas con el con un dominio caracteristico de las enzimas serina
hidrolasas (FSH), especificamente con las de serina esterasas, donde estan incluidas las
carboximetil esterasas, lipasas y colinesterasas, sin embargo en ninguno de las reportes de las

secuencias alineadas se demostrd experimentalmente la actividad enzimatica.

Por otro lado, la secuencia de estudio present6 identidad de 100 % con una secuencia obtenida
de un genoma de camardn Penaeus vannamei denominada esterase OVCAZ2-like

(XP_027218885.1, (GenBank XP 027218885.1) (Zhang et al., 2019), y alta identidad con la

secuencia de OVCA2 homologa en diferentes organismos. En humanos la OVCA2, se ha
estudiado y reportado como un importante supresor tumoral en diferentes tipos de céncer.
Mediante diferentes herramientas bioinformaticas y estructurales, tanto la proteina como el
gen que la codifica, han sido ampliamente estudiados. Los reportes indican que la proteina
pertenece a la super familia de las o/B-hidrolasas y que muestra caracteristicas estructurales
conservadas en las serina hidrolasas (FSH), incluso se propone una posible actividad
enzimatica de esterasa, sin embargo no se han reportado datos experimentales de actividad
enzimatica (Azizi et al., 2006) (Figura 19). Otras herramientas utilizadas para el analisis de
secuencia como FASTA, PSI-FASTA (https://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/), arrojaron
resultados similares a los anteriormente mencionados. Quevillon et al. (2003, 2004 y 2005)
llevaron a cabo un andlisis combinado de proteémica computacional y experimental para
deteccion de serina hidrolasas en levaduras. Ellos reportaron una proteina denominada FSH1

la cual, junto con otras dos serina hidrolasas de levaduras (FSH2 y FSH3), es miembro de una
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nueva familia de serina hidrolasas de eucariontes a donde también pertenece la proteina 2
asociada a cancer de ovario (OVCA?2) y una dihidrofolato reductasa (DHFR) de S. pombe. La
estructura contiene una triada catalitica Ser/His/Asp caracteristica de las o/f hidrolasas. La
arquitectura del sitio activo putativo y las analogias con otras estructuras de proteinas sugiere
que FSHI puede ser una esterasa (Azizi et al., 2006). Al igual que con las FSH2 y FSH3, la
FSHI muestra un porcentaje de identidad de alrededor del 27 % con la secuencia del presente

estudio.

Las enzimas esterasas actiian sobre los ésteres carboxilicos. El sistema catalitico involucra
tres residuos de aminoéacidos denominado triada catalitica que incluye un residuo de serina, un
glutamato o aspartato y una histidina. Estos residuos cataliticos son responsables del ataque
nucleofilico en el atomo de carbono del carbonilo del enlace éster. En contraste con otros
miembros de la super familia o/f hidrolasa, las esterasas de tipo p-nitrobencilo y acetilcolina

tienen en la triada catalitica un residuo Glu en lugar de Asp.

En la Figura 17 se muestra una alineamiento de la secuencia en estudio (LvFSH) con las
secuencias que mostraron mayor identidad en los andlisis de comparacion de secuencias; las
o/p hidrolasa de S. pombe y el like-OVCA2 esterasa de Penaeus vannamei reportada

recientemente (Zhang et al., 2019; Di Tommaso et al., 2011; Moretti et al., 2007).

Comparacion de Dominios Conocidos

El andlisis de la secuencia de LvFSH con las herramientas InterPro y Pfam para la busqueda
de dominios comunes mediante comparacion con proteinas conocidas mostré6 una alta
homologia (residuo 6-217) con proteinas de la superfamilia de las o/p-hidrolasas y un dominio
caracteristico de las enzimas serina hidrolasas (FSH) del residuo 8 al 202 y estos dominios
fueron homologos con los reportados en otras bases de datos de andlisis y funcidon de proteinas
tales como: Superfamilly 1.5 (HMM library and genome assignments server;
http://supfam.org/SUPERFAMILY/index.html) (Gough et al., 2001) y CATH (Class,
Architecture, Topology, Homology; http://www.cathdb.info: Dawson et al., 2017).
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Figure 17. Alineamiento de la secuencia LvFSH y otros miembros de la familia FSH
o/ hidrolasas. XP_027218885.1 esterasa OVCAZ2-like [Penaeus vannamei], AAB68901.1 |
Yhr049wp CAA20877.1 dihidrofolato reductasa Dfrl

[Saccharomyces cerevisiae],

[Schizosaccharomyces pombe].
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Figura 18. Plegamiento caracteristico o/p hidrolasa/FSH. A, CE: 3.1.1.1 carboxilesterasa

(3cn7); B, CE: 3.1.1.3 triacilglicerol lipasa (2qgxt); y C, CE: 3.1.1.74 cutinasa (3esc).
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El plegamiento o/f hidrolasa caracteristico general consiste de un arreglo paralelo de laminas
B rodeadas de a hélices (Figura 18). Enzimas como carboxiesterasas, tioesterasas y lipasas
principalmente presentan este arreglo estructural caracteristico y ademds del dominio comiin
FSH (serina hidrolasa). Este arreglo estructural se ha observado también en proteinas
hipotéticas o no caracterizadas como FSHI/YHR049wp, FSH2/YMR222cp, vy
FSH3/YOR280cp de Saccharomyces, la dihidrofolato reductasa DYR _SCHPO (SP36591) de
Schizosaccharomyces pombe y el supresor tumoral de humano OVCA2 (Quevillon et al.,

2005).

El plegamiento de o/p hidrolasa (Ollis et al., 1992) es comun a varias enzimas hidroliticas de
origen filogenético y funcién catalitica muy diferentes, resultado probablemente de evolucion
de tipo convergente. Se cree que las enzimas se han separado de un ancestro comun,
conservando la disposicion de los residuos cataliticos. En la mayoria de los miembros de esta
superfamilia, las hojas beta del nticleo de la molécula son paralelas, pero en algunos casos se
da una orientacion anti paralela por la inversion de las primeras cadenas. Las enzimas
pertenecientes a esta familia cuentan con una triada catalitica, cuyos residuos se encuentran
localizados en los lazos, uno de ellos denominado el codo nucleoéfilo, el cual es la
caracteristica estructural mejor conservada en el plegamiento o/f hidrolasa. Algunos
miembros inactivos carecen de uno o todos los residuos cataliticos, pero otros pueden
presentar residuos superficiales que participan en el reconocimiento del sustrato. En la base
de datos ESTHER se encuentra recopilada informacion publicada relacionada con las

secuencias de genes y proteinas de esta superfamilia (Lenfant et al., 2012).

Al utilizar la herramienta bioinformatica SMART para analizar la secuencia de estudio,
ademas de los dominios FSH, también se encontré homologia estructural con las proteinas
dlauoa de la base de datos de SCOP y Pfam (residuo 3-214; E-value 1e-8) y 1lycd de PDB
(residuo 11-199, E-value 8e-14). Con menor significancia (E-value altos) fueron encontrados:
el dominio DLH de la base de datos Pfam (residuo 71-202) y YccV-like de la base de datos
SMART (residuo 107-192), el primero es caracteristico de la familia de dienelactonas
hidrolasas (Pathak y Ollis, 1990; Schlomann et al., 1993), mientras que el segundo de

proteinas con afinidad a ADN (d”Alencone et al., 2003).
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La busqueda con ProDom identificé los mismos dominios que las bases de datos anteriores,
sin embargo, este mostro un alineamiento estadisticamente significativo con una proteina tipo
DHFR no caracterizada. Lo mismo sucedio en la busqueda en la base de datos PRINTS,
donde ademas de mostrar homologia con alta significancia con la DHFR putativa, esta fue
mayor con la dihidrofolato reductasa (DYR_SCHPO P36591) de Schizosaccharomyces pombe
mencionada anteriormente (Bertani y Campbell, 1994). Sin embargo, cabe mencionar que en
el presente estudio se determind la actividad DHFR de la proteina LvFSH mediante ensayo
espectrofotométrico de utilizando dihidrofolato como sustrato, y no se observd actividad

catalitica de este tipo.

El analisis con la herramienta ELM (Eukaryotic Linear Motif ELM resource) consiste en la
deteccion de arreglos lineales funcionales de aminodacidos, presentes en proteinas de eucariotes
a partir de una base de datos de arreglos ya conocidos, la cual es utilizada como herramienta
de busqueda y prediccion. Estos arreglos, son secuencias de aminodcidos lineales cortas
(SLiMs, por sus siglas en Inglés) que son sitios de interaccion de proteica. Estan enriquecidos
las regiones desordenadas (lazos) del proteoma y proporcionan un amplio rango de
funcionalidad a las proteinas (Davey, 2011; Van Roey, 2014). Juegan un papel crucial en la
regulacion celular, por lo que pueden ser mimetizados por organismos hospederos patégenos
para invadir y manejar las células huésped (Davey, 2011; Uyar, 2014). Los sitios funcionales
ELM encontrados en el anélisis de la secuencia y probablemente expuestos segun el modelo
estructural teoérico, son enumerados en la Tabla 3. Es importante mencionar que dichos, in
vivo pueden no ser funcionalmente verdaderos, ya que al ser lineales podrian estar ubicados
hacia el nucleo de la proteina y no estar expuestos para su funciéon en la estructura
tridimensional. Azizi et al. (2006), reportaron un andlisis bioinformatica detallado de la
proteina OVCA2 de humano, donde la herramienta ELM predijo 18 sitios proteicos
funcionales de los cuales 4 fueron comunes con la proteina de estudio. Un sitio especie
especifico fue sugerido (DOC PP2B LxvP 1), el cual serd importante describir en la

estructura tridimensional experimentalmente obtenida.

Mediante PROSITE y Predict Protein, se identificaron un sitio de glicosilacion (N-
glicosilacion), 5 sitios de fosforilacion por proteina cinasa C (posiciones 2-4, 5-7, 24-26, 132-
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Tabla 3. Sitios ELM de posible interaccion proteica .

ELM Secuencia Posicion Descripcién
CLV C14 Caspase3-7 DDKDG 58-62  Sitio de rompimiento de Caspasa-3 y Caspasa-7
DOC MAPK DCC 7 » . . . . .
- = ~ Sitio de acoplamiento de cinasas mediando la interaccion de
DOC—MAP?—MEDA— KITLPTLHV - 156-164  £pie 112 y MAP cinasas de la subfamilia p38
Las moléculas que interactian con MAPK (por ejemplo,
RKLLKKQV MAPKK, sustratos, fosfatasas) tienen un sitio de
EF 3342 : . . .
DOC _MAPK gen 1 KLLKKQVE 3442 acoplamiento que ayuda a regular la interaccion especifica en
F la cascada de MAPK. El motivo clasico se aproxima (R/K)
xxxx#x# donde # es un residuo hidroéfobo.
El sitio de interaccion de la subunidad catalitica de la proteina
fosfatasa 1 (PPlc) se une a las proteinas dirigidas que se
DOC_PPI_RVXF_I LKKQVEFE 3643 acoplan al sustrato para la desfosforilacion. El sitio definido
es [RK] {01} [VI] [* P] [FW].
Sitio de acoplamiento en sustratos de calcineurina que se
DOC _PP2B LxvP_1 LEVP 49-52 une a la interfaz del CNA catalitico y las subunidades
reguladoras del CNB.
El sitio de interaccion del dominio WW de clase IV se
DOC WW Pinl 4 FMTSPL 44-49  reconoce principalmente por la prolil isomerasa dependiente
de fosforilacion de Pinl.
El sitio del péptido helicoidal es responsable de la union
ICGLQQQG independiente de Ca™ de la CaM. y se caracteriza
LIG CaM 1Q 9 120-136 principalmente por un residuo hidrofobico en la posicion 1, un
- KLSYSFKFA . L
Gln altamente conservado en la posicion 2, cargas basicas en
las posiciones 6 y 11, y una Gli variable en la posicion 7
Sitio candnico LIR que se une a los miembros de la familia de
LIG LIR Gen 1 TGAFRKL 29-35 proteinas Atg8 para mediar los procesos involucrados en la
autofagia.
Un sitio variante de union de MYND encontrado en las co-
LIG MYND 3 VPPLE 51-55  chaperonas HSP90 p23 y FKBP38 que interactiian con el
dominio PHD2 MYND.
El sitio C-terminal de unién a PDZ clase 3 esta representado
LIG_PDZ 3 KMRELC 214-219 clasicamente por un patrén (DE) X (VIL) *
LIG SH2 STATS To 195 % Sito de union al dominio STATS Sre homologo 2 (SH).
MOD CK2 1 PosieRE 227 Sitio de fosforilacion de CK2.
Sitio de fosforilacion de NEK2 con preferencia por Phe, Leu
FEESLG 87-92 . -
MOD NEK2 1 0 Met en la posicion -3 para compensar los residuos menos
- - LSYSFK 129-134 .
favorables en la posicion +1 y +2.
MOD Pk 1 FEESLGA 87-93  Residuo Ser/Thr fosforilado por la cinasa Plk1
MOD ProDKin 1 FMTSPLE 44-50 S'itio de fosforilacion de' cinasa di'rigida por prolina (por
- - ejemplo, MAPK) en eucariotas superiores.
Sefial de clasificacion basada en tirosina responsable de la
TRG_ENDOCYTIC 2 YVKF 208-211 interaccién con la subunidad mu del complejo AP (Adaptor

Protein ).




134); 4 sitios de fosforilacion de la caseina cinasa II (24-27, 47-50, 56-59, 69-72) y 4 sitios de
N-miristoilacion (92-97 114-119 118-123, 202-207), serd importante revisar la localizacion de
estos sitios en la estructura tridimensional, ya sea a partir de la modelacion teodrica y/o

experimental (Difraccién de Rayos X y/o RMN).

Interacciones Proteina-Proteina

La identificacion de posibles sitios deinteraccionproteina-proteina mediante la herramienta
STRING (http://string-db.org) utilizando la homologia de la secuencia con la proteina FSH3
de Saccharomyces cerevisiae, el resultado mas relevante fue una posible interaccion con el
dominio LIDHhidrolasa (Pfam) presente en la proteina LDH1 (Lipid droplet hidrolase) la cual
es una serina hidrolasa que presenta actividad esterasa ademas de una actividad lipasa débil
hacia triacilgliceroles. Se ha propuesto que interviene en la homeostasis lipidica, regulando
los niveles de fosfolipidos y lipidos no polares donde se encuentra localizada y que es
requerida para la movilizacion los lipidos almacenados en pequefias gotas. Esta enzima
contiene la cléasica triada catalitica Ser-Asp-His y el dominio conservado GxSxG (Thoms et
al., 2011). Por lo tanto, la posible interaccion predicha puede indicar una colocalizacion fisica
de LvFSH y LDH1 que conduciria a una movilizacion de grasa mas eficiente en los depositos

de lipidos.

Péptido Sefial y Modificaciones Post-Traduccionales

La herramienta SignalP 5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services) no reportd presencia de péptido
sefial en la secuencia de estudio. Los posibles sitios de fosforilacion predichos por NetPhos
3.1 se encontraron en nueve residuos de serina (posiciones 5, 23, 47, 56, 64, 90, 130, 132 y
177), 5 de treonina (2, 6, 24, 96 y 161) y tirosina 174. El andlisis de sitios de unién de O-83-
GlcNAc encontr6é una serina (140) susceptible a N-acetil glicosilacion, asi mismo encontré
que la treonina 2 asi como la serina 5 como probables sitos YinOYang es decir residuos que se
predice que estan O-glico-N-acetilados y/o fosforilados, es decir que tales sitios pueden ser
modificados de forma reversible y dindmica por O-N acetilglicanos o grupos de fosfato en
diferentes celulares (Gupta, 2001; Gupta y Brunak, 2002). Estos resultados sugieren que

LvFSH podria ser susceptible a la regulacion postraduccional por fosforilacion.
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Localizacion Subcellular

Tanto la prediccion utilizando PSORT II como las herramienta CELLO y BaCelLo sefialaron
a la mitocondria como la probable sitio localizacion de la proteina de interés. Ademas, las
herramientas iPSORT Prediction y TargetP 1.1 Server, aunque con baja probabilidad
predijeron un péptido de orientacion mitocondrial en el extremo N-terminal. La presencia de
dentro de las mitocondrias una enzima lipolitica sugiere su potencial participacion durante

etapas de movilizacion de lipidos, como la inanicion.
Modelacion

En la Figura 19 se presenta la estructura obtenida de la modelacion realizada en Phyre” a partir
de la secuencia deducida de aminodcidos de la proteina LvFSH. Esta modelacion esta basada
en la estructura de el PDB 1YCD, la cual fue obtenida de datos cristalograficos de una
proteina de 27 kDa con funcion desconocida codificada por el gen Yhr049w denominada
FSHI, a partir de estudios de gendmica estructural de serina hidrolasas de levadura (Quevillon
et al., 2003, 2004) y que tiene alrededor de un 27 % de identidad (Figura 19a) con la proteina
de interés. Phyre” también realizd modelos alternativos con estructuras de proteinas (PDB)
con menor grado de identidad pero todas pertenecientes a la super familia de las o/f

hidrolasas.

En el modelo se identificé el plegamiento caracteristico o/f3 hidrolasa (Figura 19b), asi como
la probable triada catalitica segiin la comparacion con otras enzimas del mismo tipo (Figura
19d). Como se observa, la estructura tendria un plegamiento del tipo o/p de seis hojas betas
paralelas localizadas en el centro de la cadena polipeptidica (B2 1B3B4P5P6) las cuales estan
rodeadas de por seis hélices alfa mayores. Una hélice completa (a2) y dos mas cortas que
conectan la hoja B2 y la hélice 3a forman un lazo tipo tapa (cap-like o lid) que cubre el
probable sitio catalitico. El modelo no contiene el arreglo de hojas [ antipararelo (B5p6)
ubicado frente a la tapa o lid (Figura 19¢), lo cual ya se ha reportado en algunas enzimas de

esta familia como lipasas (van Pouderoyen et al., 2001), cutinasas (Martinez et al., 1992) y
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Modelacion de la estructura de la proteina LvFSH de camarén blanco

(Litopenaeus vannamei). a) Alineamiento de la secuencia deducida de aminoacidos de LvFSH

4 PR e 2
contra la proteina de Saccharomyces cerevisiae utilizada por Phyre® como molde

(FSH1/YHR049W PDB 1YCD); b) modelo tedérico LvFSH (a-hélices cyan, hojas 3 magenta y

lazos naranja); c¢) alineamiento estructural con la proteina (FSH1/YHR049W/1YCD (azul) con

el modelo LvFSH (magenta); d) triada catalitica Serl11 (rojo), Asp169 (amarillo) e His196

(blanco).
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esterasas de Streptomyces scabies (Wei et al., 1995), mientras que en enzimas de tipo
carboxilasas y acil tioesterasas se ha encontrado mas reducido. Este arreglo (B5p6) se
encuentran localizadas frente a la tapa o lid formando un canal o saco donde se considera es el

sitio activo de la enzima (Heikinheimo et al. 1999; Nardini y Dijkstra, 1999).

Todas las o/ hidrolasas tienen una triada catalitica caracteristica, conformada por un
nucledfilo, una histidina y un acido, pero la naturaleza del nucleofilos y el acido varia entre las
diferentes enzimas. El nucleodfilo puede ser un residuo de cisteina, serina (en su mayoria) o
incluso aspartato como es el caso de las acetilcolina esterasas y haloalcano deshalogenasas,
mientras que como acido se puede encontrar un residuo aspartico o glutamico. El andlisis,
alineamiento de la secuencia y comparacion estructural del modelo obtenido con otras enzimas
de la superfamilia o/f hidrolasas a la que a su vez pertenecen las enzimas serina hidrolasas, se
puede proponer que los residuos Serl11, Asp169 e His196 se encuentran en el sitio activo de
la LvFSH formando la triada catalitica (Figura 19d) (Heikinheimo et al., 1999, Holmes y Cox
2012, Quevillon et al., 2005), donde el nucleofilo Serl111 ubicado al final de la hoja 3, como
se ha reportado se encuentra en un vértice agudo con angulos de Ramachandran desfavorables
(Ollis et al., 1992; Nardini y Dijkstra, 1999); Asp 169 se encuentra localizado al final de la
hoja 5 en el lazo que une a esta con la hélice a5, finalmente la His 196 se localiza al final de
la hoja 6 en el lazo que la une a la hélice a6 de el C-terminal. En la estructura molde PDB
1YCD (clycdA) dos atomos de nitrogeno correspondientes a los residuos Phe y Gin
estabilizan el oxigeno de la Serl0l catalitica para formar un ambiente que Optimo para la
catalisis de la enzima mediante la estabilizacion electrofilica de la carga negativa generada
durante la catalisis, en el caso de el modelo de LvFSH en estudio sera necesaria la estructura
obtenida experimentalmente para conocer exactamente los residuos que forman el ambiente
catalitico. Lo anterior debido a la desventaja de los métodos de modelacion tedrica de que su

validez se acota a la cadena de carbonos alfa (Ca).

Como se menciona anteriormente, en el modelo estructural de LvFSH carece de una pared
para formar un canal en el sitio activo, por lo cual este queda como un sitio abierto, que podria

dar lugar a la interaccion de sustratos de mayor tamafio como son las moléculas de caracter
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lipidico. Al realizar un alineamiento estructural, se observa un loop alrededor del sitio activo
el cual es més corto, lo cual se ha reportado en enzimas de el tipo de las carboxiesterasas, las
acil tioesterasas y lipasas. Aun cuando la identidad entre las secuencias de aa de todas estas
enzimas puede ser bajo (16 %) estas presentan una arquitectura molecular muy parecida. Se
cree que este lazo presente en las enzimas lipasas representa la capacidad de las enzimas para

actuar solo sobre sustratos lipidicos insolubles en agua emulsionados (Figura 20).

Con la herramienta CASTp (Computed Atlas of Surface Topography of protein) (Tian et al.,
2018). Se encontr6 un posible bolsillo de unién (bindig pocket) al sustrato dentro del modelo
de LvFSH (Figura 21), con un volumen (309 A*)y conteniendo los residuos Serl11 e His196,
lo que refuerza la hipotesis de que estos son residuos cataliticos. Por homologia de las
caracteristicas estructurales del sitio de union principal con la estructura cristalina lycd de la
proteina FSH1 de levadura (Quevillon et al. 2005) y con la serina hidrolasa OVCA?2 estudiada
por Azizi et. al (2006) probablemente la funcidén principal de LvFSH es la catalisis de una
reaccion de carboxilesterasa de un objetivo aun desconocido. Comparando la estructura de
acetilcolina esterasa esta tiene un sitio activo profundo y estrecho (20 A) que llega hasta la
mitad de la molécula de proteina. El sitio catalitico se encuentra hacia el fondo (4 A) del sitio

activo y las paredes estan revestidas por muchos residuos aromaticos (Holmquist, 2000).

Calculamos el volumen de los sustratos evaluados experimentalmente en este trabajo. Los
voliimenes moleculares de p-NPA y p-NPL fueron 146 A3 y 298 A3, respectivamente. Ambos
sustratos encajan en la cavidad de 309 A del sitio activo y esto nos permite predecir que los

sustratos con una cadena mas larga que doce carbonos se unirian con baja afinidad.

A partir del modelo tedrico obtenido para LVFSH no puede determinarse las actividad
enzimatica especifica in vivo de la proteina ya que existen una gran variedad de reacciones que
son catalizadas por enzimas o/f} hidrolasas. Pese a lo anterior, las caracteristicas estructurales,
las dimensiones el sitio activo y la naturaleza de la triada catalitica sugieren que esta proteina
podria estar involucrada en la hidrolisis de los compuestos lipidicos tipo éster. Debido a lo
anterior, se llevaron a cabo analisis de determinacion de actividad enzimatica con diferentes

sustratos de esta naturaleza.
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(a) (b)

Figura 20. Alineamiento estructural utilizando el servidor MSD (http://www.ebi.ac.uk/msd-

srv/ssm/de) del modelo de LvFSH con estructuras de otras enzimas o/f hidrolasas. a)
estructuras de esterasas (RMSD 2.24, Q-score 0.2836 para 137 Ca); b) estructuras de lipasas
(RMSD 1.127, Q-score 0.4678 para 149 Ca). Modelo teorico de LVFSH en color verde.
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Figura 21. Dimensiones de sitio de union de sustrato en el modelo LvFSH. En rojo se
observa la cavidad con mayor volumen (309 A*) donde una variedad de sustratos podrian

acomodarse.
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Sobreexpresion Recombinante y Purificacion de la Proteina LvFSH
Disefio del Gen sintético para la Sobreexpresion de la Proteina en E. coli.

En la Figura 22 se muestra un esquema detallado del gen sintético disefiado y enviado a

sintetizar a la compafiia DNA 2.0.
Transformacion de bacterias E. coli BL21 SI

A partir de la transformacion de las bacterias E. coli BL21 SI se obtuvieron 23 ufc en las tres
placas de medio agar Luria Broth sin sal, conteniendo ampicilina 100 ug/mL donde fueron

extendidos 50, 100 y 150 uL de la reaccion de transformacion.
Cinética de Sobreexpresion

En la Figura 23 se muestra el andlisis electroforético de la fraccion soluble e insoluble de las
muestras tomadas al tiempo cero y a 2, 4, 6 y 24 h post induccion con IPTG y NaCl a
concentracion final de 1 mM y 0.3 M, respectivamente. A partir de las 2 h post-induccion se
observo en la fraccidon soluble la banda de aproximadamente 27 kDa correspondiente a la
proteina de interés LvFSH y esta fue en aumento con respecto al tiempo. En la fraccion
insoluble no se detecto ninguna banda de tamafio caracteristico a ninguno de los tiempos, que
indicara que la proteina estuviera formando cuerpos de inclusion. La obtencion de las
proteinas recombinantes en la fraccion soluble de la lisis celular es lo més deseable durante la
sobreexpresion de proteinas, ya que si bien la solubilizacién de cuerpos de inclusion con
agentes caotropicos y posterior plegamiento de la proteina, son herramientas utiles y
disponibles para estos casos, estas representan mayor trabajo y riesgo de no obtener la proteina
en estado optimo, lo cual esta altamente garantizado al obtener la proteina soluble. A partir de
los resultados obtenidos de la cinética de sobreexpresion se determind llevar a cabo la

sobreexpresion de la proteina durante 24 h.
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¢ MGSHHHHHHHHHHSSGHLEVLFQGPSHMTE
KSTKRPLRILCLHGYRQNGSTFREKTGAFRKL
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WFSRPDDYFRAQDESDCVKGFEESLGAVETA
FKEKGPFDGILGFSQGGAMLGLICGLQQQGKL
SYSFKFAIFVSAFKSRSLPHQHLYAEKITLPTLH
VFGETDQVIEKPMSEEHLQYFHDPEILMHPGG

\ HFIPAAGAQKAVYVKFIEKMRELC

246 aa = 27 KDa

Vector pJExpres404-T7 inducible con
IPTG y NaCl + His-TAG + resistencia a
Ampicilina

Figura 22. Caracteristicas del plasmido recombinante para la expresion de la proteina LvFSH
en bacterias Escherichia coli BL21 SI inducibles con sal. En rojo, cola de histidinas; en azul,
sitio de corte de la proteasa PPS y en negrita la metionina inicial de la secuencia deducida de

aa de la proteina LvFSH.
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Figura 23. Cinética de sobreexpresion de la proteina LvFSH recombinante en bacterias
Escherichia coli BL21 SI. MW, marcador de peso molecular de amplio rango (Bio-Rad); UI,
antes de la induccién y 4, 6, 24 h post-induccion a concentracion final de IPTG y NaCl de 1
mM y 0.3 M, respectivamente.
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Sobreexpresion de la proteina LvFSH recombinante

La sobreexpresion se realizd en matraces Fernbach de 1 L de medio Luria Broth (LB)
conteniendo ampicilina 100 pg/mL, cloranfenicol 30 pg/mL y 20 mL de glucosa al 20 %
estéril los cuales se inocularon con 25 mL de un cultivo de 24 h preparado en medio LB
conteniendo los mismos antibidticos, el cual a su vez se inocul6 utilizando un stock de glicerol
de bacterias E. coli BL21 SI transformadas con el gen sintético conteniendo la region
codificante para la proteina LvFSH. El cultivo de 1 L se creci6 a 37°C con agitacion constante
de 225 rpm hasta alcanzar una densidad optica a 600 nm = 0.6 DO, para luego inducir la
expresion de la proteina afiadiendo IPTG y NaCl a una concentracion final de 1 mM y 0.3 M,

respectivamente y se dejo incubando toda la noche en las mismas condiciones.

Al siguiente dia o 24 h post-induccion las bacterias fueron colectadas por centrifugacion (3500
xg, 4 °C), obtuvieron alrededor de 4 g de bacterias por litro de cultivo. En general se ha
reportado un rendimiento de 2 a 8 g de pellet por litro de cultivo, lo cual es dependiente de la
cepa utilizada la secuencia misma a sobrexpresar y de las condiciones del cultivo como son
temperatura, velocidad de agitacion, alimentacion, etc. No esta dentro de los objetivos de el

presente estudio optimizar condiciones de producion.
Purificacion de la proteina LvFSH Recombinante

Para obtencion de la proteina LvFSH recombinante pura fueron necesario s dos pasos de
purificacion en un AKTA (GE Healthcare, Suecia) (Figura 24). En un primer paso de
cromatografia de afinidad a metales (IMAC) (Panel A), el extracto crudo clarificado obtenido
de la lisis bacteriana fue aplicado a una columna His-Trap HP de 5 ml previamente equilibrada
en buffer A conteniendo Tris-HCl 20 mM pH 7.4, NaCl 500 mM. La elucion de la proteina
unida a la matriz se realizd con un gradiente del 0 al 500 mM de imidazol, la proteina eluyo
aproximadamente al 17 % de imidazol, al observar proteinas contaminantes en el gel de
electroforesis (Figura 24a), fue necesario un segundo paso de purificacion mediante
cromatografia de hidrofobicidad o interaccion hidrofobica (HIC) (Figura 24b). En este caso

las fracciones de IMAC conteniendo la proteina de interés se juntaron y equilibraron con
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Figura 24. Purificacion cromatografica de la proteina LvFSH recombinane. a) cromatografia
de afinidad a metales (IMAC); b) Cromatografia de Hifrofobicidad (HIC); ¢) SDS-PAGE, M
marcador de peso molecular de amplio rango (BioRad); EC, extracto crudo de bacterias; HIC
fraccion obtenida de IMAC y sometida a HIC y LvFSH, fraccion de HIC conteniendo la
proteina pura (* banda de 27 kDa).
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buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7.4 conteniendo NaCl 3M y se aplicaron a la columna de 5
mL de interaccion hidrofobica (Buthyl sepharosa HP) previamente equilibrada en este mismo
buffer, la proteina unida a la matriz fue eluida mediante un gradiente inverso de sal (3 a 0 M
NaCl). Segun el analisis electroforético de las fracciones (3 mL) la proteina fue obtenida a

homogeneidad al 100 % de buffer B, es decir en buffer de fosfatos 50 mM, pH 7.4 sin sal.
Caracterizacion Bioquimica de la Proteina LvFSH Recombinate

Analisis de la Estructura Secundaria de la Proteina LvFSH por Dicroismo Circular

El contenido de la estructura secundaria se determind mediante el andlisis de las unidades
delta épsilon (Ag) con el algoritmo K2D disponible a través de internet en el servidor
DICHROWEB (http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/) en Birkbeck College, REINO
UNIDO. Se utilizd una solucion proteina LvFSH de 1.74 mg/mL. El analisis de las
elipticidades medias de los residuos aa arrojé un contenido de estructura secundaria de 31 %
de hélice a, un 18 % de hojas B y un 51 % de estructura desordenada (Figura 24a). Este
resultado experimental fue comparable con la asignacion de estructura secundaria del modelo
teorico obtenido en Phyre’. Por lo tanto, a nivel de estructura secundaria existe concordancia

entre la asignacion estructural teorica y la calculada mediante un método experimental.
Determinacion del Peso Molecular y de la Estructura Cuaternaria de LvFSH

La estructura cuaternaria de la proteina LvFSH de camarén obtenida de manera recombinante
y purificada se analiz6 mediante cromatografia de filtracion en gel utilizando una columna
Superdex 75 (GE Healthcare, EE. UU.). La proteina eluy6 en 10.3 mL, correspondiente segun
la calibracion previa de la columna a una masa molecular calculada de alrededor de 58,105 Da
(Figura 25b). Para este experimento se aplicaron 250 pl de muestra a la columna, y fue
realizado por triplicado. EIl peso molecular calculado indica que la enzima es un dimero.
Azizi et al. (2006) propusieron una estructura monomérica para la proteina OVCA2 de
humano, mientras que Yhr049w/FSH1 de levaduras (PDB lycd) se encuentra como dimero

(Quevillon et al., 2005).
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Figura 25. Analisis de estructura secundaria y cuaternaria de la proteina LvFSH
recombinante. a) espectro de dicroismo circular de ultravioleta lejano. Datos experimentales
(linea discontinua); espectro reconstruido (linea continua) calculados por el algoritmo K2D; b)
cromatografia de exclusion molecular. Inserto, curva de calibracion utilizando los estandares
de peso molecular; conalbimina (75 kDa), ovoalblimina (44 kDa), anhidrasa carbonica (29
kDa), ribonucleasa A (13.7 KDa) y aprotinina (6.5 kDa).
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En el modelo estructural OVCAZ2, Cis 11 y Cis 41 se ubican en hebras 3 adyacentes para que
se pueda formar un enlace S—S. Aunque hasta ahora no se han observado enlaces S-S en
proteinas relacionadas, dependiendo de la ubicacion celular es posible que un puente disulfuro

sea un rasgo caracteristico del OVCA2 humano.
Actividad Enzimatica Especifica de la Proteina LvFSH Recombinante.

La actividad enzimatica hidrolitica se analizd utilizando sustratos p-nitrofenil ésteres de dos
tamanos diferente de cadena: p-nitrofenil acetato (pNPA) y p-nitrofenil laurato (pNPL). Se
encontrd que la enzima presentd una actividad especifica de 10.99 U/mg de proteina para el
caso de pNPA que cuenta con una cadena de solo un carbono, mientras que para el pNPL con
cadena de 12 carbonos la actividad fue de 0.77 U/mg. Las enzimas esterasas por razones
estéricas solo tienen actividad con los ésteres de acidos grasos de cadena corta (no mas de seis
carbonos), mientras que las enzimas lipoliticas pueden hidrolizar ésteres de 4cidos grasos larga

insolubles de cadena y corta (Holmquist, 2000).

Determinacion de Constantes Cinéticas

Las contantes cinéticas como: Km, Vmax, kcat y eficiencia catalitica de la enzima LvFSH
recombinante fueron calculadas cada sustrato (pNPA y pNPL) a partir de los experimentos de
el efecto de la variacion de los mismos en la velocidad de la reaccion catalitica (Figura 26). El
rango de concentracion de pNPA y pNPL utilizado fue 0.05 a 2 mM y 0.05 - 0.2 mM,
respectivamente. Para ambos sustratos, la velocidad de reaccion fue dependiente de la
concentracion de sustrato aumentando hasta la saturaciéon en las concentraciones mas altas.
Para ambos sustratos, el grafico obtenido de velocidad inicial (Vo=mM/min) contra la
concentracion de sustrato [S=mM], mostré un comportamiento de Michaelis-Menten
caracteristico. Las constantes cinéticas Km y Vmax estimadas por regresion no lineal se
muestran en la Tabla 4. En el caso de pPNA este presentd6 Km y Vmax mayores (Km = 1.010
mM +0.04, Vmax = 0.001+ 8.82x107 mM.min). Ademads, aunque la Vmax con p-NPL es un
orden de magnitud menor que con p-NPA, el primero tiene una mayor afinidad por el sustrato,

de modo que las eficiencias cataliticas con ambos sustratos son del mismo orden de
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Figura 26. Efecto de la concentracion de sustrato [S] en la actividad enzimatica de LvFSH .
p-nitrofenil ésteres se usaron como sustratos. a) p-nitrofeil laureato (0.05 - 0.2 mM); b) 0.05 -

2 mM de p-nitrofenil acetato.
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Tabla 4. Constantes cinéticas de la enzima LvFSH calculadas para sustratos p-nitrofenil

ésteres.
Sustrato Vmax (MM 'min) Ky (mM) Keat (min'l) Keat 'K (mM'l.min'l)
pPNPA 0.001 1.010+0.1 2.08 2.06
pNPL 8.589x107 0.14+0.04 0.12 0.88

PNPA = p-nitrofenil acetato (1C); pNPL= p-nitrofenil laurato (12C), las determinaciones se realizaron por
triplicado.
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magnitud. Este perfil junto los valores de actividad especifica encontrados proponen que la
enzima estudiada es una enzima con actividad lipolitica hacia ésteres de 4cidos grasos
insolubles de cadena larga y/o corta. En cuanto a otras lipasas, su actividad es muy variable y
depende de la afinidad de los sustratos especificos relacionada directamente con el tamafio de

el mismo y el sitio activo.
Determinacion de la Estructura Tridimensional de la Proteina LvFSH

Obtencion de Cristales de Proteina LvFSH por el Método de Microbatch

La proteina purificada por LvFSH se dializ6 contra buffer fosfato 25 mM pH 7.4 y se
concentr6 con una membrana de ultrafiltracion de 10 kDa (Amicon, Millipore, Billerica MA,
EE. UU.) a 10 mg/ml para experimentos de cristalizacion. Después de realizar las pruebas de
cristalizacion con los kits comerciales Crystal Screen 1 y 2 e Index (Hampton Research, Aliso
Viejo, CA, EE. UU.), se encontraron cristales de proteina en las condiciones 54 y 65 de el kit
Index (Figura 27). Los cristales se obtuvieron mezclando 1 pLL LvFSH (10 mg/mL) con 1 pl
de la solucion de cristalizacion para cada pocillo. Las placas se incubaron a 16 °C y los

cristales crecieron después de 2 semanas.
Colecta de datos de difraccion de Rayos X

Los cristales de proteina LvFSH recombinante obtenidos en la condicidon 54 se colocaron el
“loops” segun el tamafio y se stper enfriaron (100 K) con nitrégeno liquido. Para evitar la
formacion de cristales hielo y por lo tanto dafio a los cristales se utilizaron soluciones
crioprotectantes previamente preparadas con la solucion de cristalizacion (condicion
precipitante) y glicerol en diferentes concentracion (10 - 30 %). La colecta de los datos
cristalograficos se llevd a cabo en la fuente de radiacion sincrotrén de Stanfford (SSRL) San
Francisco, CA, USA. Los experimentos se realizaron en la linea 14-1 (Beamline 14-1)
provista de un detector MARmosaic325 CCD. Las condiciones de difraccion fueron: longitud
de onda de 1.181 A. Primeramente se determiné la celda (P3;) y posteriormente se colectaron

180 grados cada 0.5 grados con un tiempo de exposicion de 13 s. Una vez obtenidas las 360
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Figura 27. Cristales de proteina LvFSH recombinante obtenidos en la condicion 54 de Index
(cloruro de calcio di-hidrato 0.05 M, bis-Tris 0.1 M pH 6.5, 30 % v/v poli etilenglicol

monometil éter 550).
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imagenes se concluyo la colecta y se procedi6 al andlisis de los datos y resolucion de la

estructura tridimensional de la proteina LvFSH.

Procesamiento y Analisis de los Datos de Difraccion de Rayos X de los Cristales de

Proteina LVFSH

Los datos se indizaron, fusionaron y escalaron utilizando el paquete de software XDS. Las
fases de la estructura se resolvieron mediante reemplazo molecular en la plataforma de
PHENIX, utilizando el modelo teérico obtenido por Phyre” y el la estructura de la proteina
FSH1/Yhr049w (27.5 % identidad) depositada en el Protein Data Banck (PDB 1YCD). El
refinamiento de la estructura obtenida se realizé con PHENIX (Adams et al., 2010; Liebschner
et al.,, 2019) y la construccion manual con COOT (Emsley et al., 2010) utilizando el mapa
2Fo-Fc a 0.5 A y omitiendo los mapas elaborados en Phenix. Las figuras fueron elaboradas

con MacPyMOL (Figura 28) (Schrodinger, 2010).

Las estadisticas de la colecta, procesamiento y refinamiento de los datos cristalograficos se
muestran en la Tabla 5. El cristal de proteina LvFSH mostrd una celda unitaria de pardmetros
a= 112.72, b =112.72, c= 43.86 A y a=90° B= 90° y y= 120° perteneciente al grupo espacial
P3;. Se integraron un total de 82467 reflexiones a una resoluciéon de 3.0 A y se fusionaron
para obtener 13852 reflexiones tnicas con un Rmerge y Rmeas general de 0.2 y una integridad
de 99.6 %. Los célculos del coeficiente de Matthews indicaron la presencia de dos monomeros
por unidad asimétrica (2.89 A*/Da y 57.4 % de contenido de disolvente) (Mathews, 1968).
Las fases iniciales para la esructura cristalografica de LvFSH se determinaron en Phaser
(McCoy et al., 2007) mediante reemplazo molecular. La mejor solucion fue obtenida
utilizando como modelo de bisqueda la estructura de LvFSH construida en Phyre® (LLG
11.58 y TFZ 6.2). Se inspeccion6 visualmente el primer mapa de densidad de electrones de la
solucion obtenida en Phaser, la mayoria de los atomos de la cadena principal (Ca) se ajustaron
adecuadamente; sin embargo, varios residuos se ajustaron y/o construyeron a mano en varios
ciclos de reconstrucciéon del modelo y refinamiento; este proceso fue dificil debido a la

resolucion (3 A) y en algunos casos no fue posible obtener las coordenadas de los grupos R de
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Cadena A

Figura 28. Estructura critalografica de LvFSH de camarén blanco (Litopenaeus vannamei).
a) estructura 3D de LvFSH se observaron dos mondmeros en unidades asimétricas; b) dominio
de la tapa cubiendo el sitio activo y triada catalitica; c) triada catalitica Serl11 Aspl69 e
His196 (color naranja, verde y blanco, respectivamente); d) topologia y entorno de los sitios

de unidn del sustrato y catalitico.
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Tabla 5. Valores estadisticos obtenidos en la coleccion y procesamiento de los datos

cristalograficos de la estructura 3D de LvFSH de camardon blanco (Litopenaeus

vannamei).

Colecta de Datos
Fuente de rayos X
Detector
Longitud de onda (A)
Rango de resolucion (A)
Grupo espacial
Parametros de la celda unitaria

Reflexiones totales

Reflexiones unicas

Multiplicidad

Completeness (%)

Mean I/sigma (I)

R-merge

R-meas

R-pim

CC1/2
Refinamiento

R-work

R-free

Protein residues
Geometria del Modelo

RMS(bonds)

RMS(angles)
Distribucion de Ramachandran

Angulos Ramachandran favorecidos (%)
Angulos Ramachandran no favorecidos (%)

Rotameros
Rotamer no favorecidos (%)

SSRL Beamline 14-1
MARmosaic325 CCD

1.181

34.58 -2.895(2.999 -2.895)
P31

a=112.72,b=112.72, ¢=43.79
a=90° f=90° y=120°

82467 (7956)

13852 (1301)

6.0 (5.9)

99.59 (96.29)

12.87 (1.04)

0.2129 (1.715)

0.2334 (1.882)

0.09541 (0.7746)

0.988 (0.303)

0.3548 (0.3563)
0.3683 (0.4047)
414

0.033
3.23

95.86
4.14

35.63

Los datos entre paréntesis corresponden a los datos de mayor resolucion
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algunos residuos a. Los valores iniciales de Ryox ¥ Reee calculados después del reemplazo
molecular fueron 42.54 y 42.10 %, respectivamente; después de los ciclos de refinamiento
usando Phenix y Coot, la estructura logro refinarse a valores finales de 35.48 (Rwork) y 36.83

% (Rfree).

En la estructura cristalografica de LvFSH de camaron (Lifopenaeus vannamei) obtenida se
observo el plegamiento caracteristico a/f hidrolasas y de acuerdo con la masa molecular de la
proteina (58 kDa) determinada por cromatografia de exclusion molecular y al coeficiente de
Matthews, se encontraron dos mondémeros en la unidad asimétrica (Figura 28a). El lazo
conocido como tapa o lid se identificd cubriendo el sitio activo de la enzima conteniendo los
residuos catalitcos Serll1, Aspl169 e His196 propuestos anteriormente por homologia de la
secuencia (Figura 28b). La localizacion y la disposicion de estos residuos en la estructura
cristalografica respaldan la hipotesis de que la Serl11 actiia como el nucleodfilo que ataca el
carbono carbonilo parcialmente cargado positivamente del sustrato, mientras que los residuos
His196 y Aspl69 estan orientados para apoyar la transferencia de carga involucrada en la
deprotonacion del nucleofilo (Serl11) (Figura 28c). Como se ha reportando ampliamente en
las o/ hidrolasas, el nucledfilo (Serl11) se encuentra localizado en un lazo cerrado al final de
la hoja B3 (codo catalitico) con angulos de Ramachandran desfavorables. Los residuos Tyr18
y GIn112 estan en una posicion con respecto al &tomo de oxigeno de la Ser111 de tal modo de
formar el llamado agujero de oxianidnico, involucrado en la estabilizacion de la carga negativa

durante la catalisis (Figura 28d) (Holmquist, 2000; Quevillon et al, 2005, Azizi et al., 2006).

Los residuos 145-148 ubicados en la parte posterior de la lamina 4 forman el fondo del sitio
catalitico. Un lazo largo después de la hélice a3 (aminoacidos 76-83), Tyr18 (después de 1) e
Ile172 (después B5) forman las paredes del sitio catalitico. Las enzimas lipasas tienen un canal
de sustrato hidréfobo, esto podria ser necesario para acomodar en el sitio de unioén la cadena
de carbono hidrofébica del sustrato. El residuo de Leu55 presente en el lazo de la tapa puede

formar interacciones hidrofobas con la cadena de carbono del sustrato (Aschauer et al., 2016).

La comparacion de la estructura de LvFSH en la base de datos de PDB muestra similaridad a

lo largo de la cadena principal de aC es similar (Figura 29) con las estructuras de otras

94



Dominio de la Tapa

Figure 29. Comparacion estructural de LvFSH de camarén blanco (Litopenaeus vannamei)
con otras enzimas de la familia de las o/f-hidrolasas (PDB: 4f21: G; 4ftw: A; 6bje: B; 2qjw:
A; 3cen7: B; 5dwd: A); circulo rojo indicando el dominio de la tapa con mayor variabilidad en

el contenido de estructura secundaria.
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enzimas esterasas y lipasas pertenecientes a la familia de las o/pB-hidrolasas caracterizadas
estructuralmente. Se ha reportado que las diferencias de contenido de estructura secundaria en
el dominio de la tapa pueden llevar de una enzima citosolica soluble a una enzima asociada a
la membrana y los depositos de lipidos; llevando en consecuencia diferencia en la afinidad a
sustratos entre enzimas localizadas en diferentes compartimentos celulares. Por otro lado la
variabilidad estructural del dominio de la capa entre las monoacilglicerol lipasas de especies

de Bacillus, S. cerevisiae y Homo sapiens se le ha atribuido a un proceso evolutivo necesario.

El sitio de union al sustrato de LvFSH parece similar a las conformaciones abiertas observadas
en otras estructuras de o/f hidrolasas, con una abertura entre la 02 y la segunda hélice (a3) de
el laso de la tapa. Estudios previos en estructuras de lipasas reportaron flexibilidad
conformacional en el nicleo de la tapa. Aschauer et al. (2016) proponen que la forma de las
cavidades también podria influir en la especificidad del sustrato. Ademas de las propiedades
fisico-quimicas del sustrato la presentacion de el mismo en los ensayos utilizados también
influye en la actividad absoluta. Especificamente en el caso de las enzimas lipasas la afinidad
del sustrato también se correlaciona con los acidos grasos mas abundantes dentro del

organismo.

En este caso, los hallazgos estructurales descritos no permiten explicar las diferencias en la
afinidad de la enzima LvFSH por los sustratos ensayados. El Ryok y Reee de la estructura 3D
obtenida por reemplazo molecular deben mejorarse para tener mayor certeza en la disposicion
de los grupos R de los residuos. La baja identidad de secuencia de LvFSH con otras lipasas y
con las estructuras de proteinas homodlogas depositadas en el PDB, impide realizar un
reemplazo molecular por homologia confiable. Lo anterior lleva a la necesidad de resolver las

fases por métodos experimentales.

Existen diferentes estrategias para resolver el problema de fases; las dos méas comunes son: los
métodos experimentales (colecta de difracciones andmalas multiples y simples MAD y SAD,
respectivamente), y el reemplazo molecular, este Gltimo consiste en utilizar moldes con una
identidad mayor al 40 % es decir los datos de las coordenadas de la estructura deben ser de

una proteina con alta identidad. Mientras que si se utilizan datos de proteinas con 30 - 40 %
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de identidad el reemplazo molecular puede generar un modelo defectuoso. Asimismo, con un
porcentaje del 20 - 30 % de identidad el reemplazo molecular es dificil, pero puede llegar a
realizarse exitosamente después de un arduo trabajo de andlisis de los datos. Finalmente con
un porcentaje de identidad menor del 20 % esta estrategia no puede realizarse (Rossmann,
1972; Hendrickson y Ogata, 1997; McCoy et al., 2007) y otras edeben utilizarse como la

colecta de datos en sefial anémala.

Aun cuando a partir de los datos experimentales se ha logrado obtener una estructura de la
proteina LvFSH, mediante reemplazo molecular, es importante mencionar que esta se
considera preliminar, ya que es necesario mejorar en gran medida las estadisticas. Por otro
lado, la obtencion de un complejo enzima:andlogo de sustrato podria proporcionar
informacion importante acerca de la relacion enzima:sustrato, ademds de muy probablemente

mejorar la calidad de los cristales.
Deteccion de la Proteina LvFSH en Tejidos de Camaron

Inmunizacion y Purificacion de Anticuerpos Policlonales anti-LvFSH

Se obtuvieron 2 mL de suero de conejo inmunizado. De este suero se logrod obtener tras su
purificacion mediante cromatografia de afinidad en columna de proteina A y su diafiltracion
en un amicon de 10 kDa, un total de 1 mL de anticuerpos policlonales en solucion salina 'y 10

mM de azida de sodio para su conservacion. Estos fueron almacenados a 4 °C.

Para que un anticuerpo sean ttiles en los inmunoensayos deben tener alta especificidad contra
el antigeno para los cuales fueron preparados, asi como selectividad y reproducibilidad bajo
las condiciones de trabajo (Mattio et al., 2017; Bordeaux et al., 2010). Los anticuerpos
policlonales (PAb) al representar una coleccidon mds variada de paratopes para un mismo
antigeno, proporcionan mayores probabilidades de deteccion.  Siendo la proteina LvFSH
novedosa y sin conocer su forma de interaccion como antigeno, los PAb resultan una
herramienta con mas alta probabilidad de deteccion para nuestras pruebas (Bordeaux et al.,

2010). Por otro lado, aunque anticuerpos monoclonales pueden poseer una a mayor
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especificidad su obtencion implica mucho mayor requerimiento de reactivos, equipo e

infraestructura.

Titulacion de los anti-LvFSH Mediante Inmunoensayo de Manchas (Dot Blot)

En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos del ensayo de inmunodeteccion por
manchas (Dot-Blot), mediante el cual se determiné el titulo de los anticuerpos policlonales
anti-LvVFSH generados en conejo. Como se muestra en los controles A, B y C (sin ningin
anticuerpo, sin primer anticuerpo anti-LvFSH y sin segundo anticuerpo Goat anti-rabbit-AP)
no se presento sefial de deteccion en ninguna de las diluciones de la proteina o buffer, lo cual
indico nula reactividad cruzada o unidn inespecifica de los anticuerpos. Las membranas D, E
y F, en donde se utilizaron diferentes diluciones del primer anticuerpo (anti-LvFSH) a razén
de 1:500, 1:1,000 y 1:1,500, respectivamente, en el blanco sin proteina (TBS) no hubo
deteccion y la respuesta mas intensa fue encontrada con la proteina sin diluir (0.228 mg/mL) y
fue disminuyendo conforme aumenta la dilucidon de la misma. Las dilucion 1:500 y 1:1,000
del anti-LvFSH mostraron deteccion de la proteina diluida hasta 1000 veces (0.000288
mg/mL), mientras que la dilucion los anticuerpos 1:1,500 tuvieron deteccion de la proteina

hasta 100,000 veces.

Como se menciona con anterioridad la especificidad es una de las caracteristicas mas
importantes que los anticuerpos deben de tener, de tal modo que no debe presentar reactividad
cruzada o esta debe ser controlada, ya que los anticuerpos pueden reaccionar con otros
antigenos similares causando detecciones erroneas (Frank, 2002). Para este caso los
anticuerpos anti-LvFSH fuero especificos y no presentaron reactividad cruzada, ya que en las
condiciones de trabajo no hubo deteccion en los controles (sin primer anticuerpo anti-LvFSH,

sin segundo anticuerpo Goat anti-rabbit-AP y sin ninguno de los dos anticuerpos), asi como
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Figura 30. Titulacion de los anticuerpos anti-LvFSH mediante ensayo de manchas Dot blot.
A: sin ningin anticuerpo (N); B: sin primer anticuerpo Anti-LvFSH; C: sin segundo
anticuerpo Goat anti-rabbit-AP; D, E, F, dilucién del anticuerpo anti-LvFSH (1:500, 1:1,000 y
1:1,500, respectivamente). TBS, 2ul. de buffer tris salino; LvFSH a 0.228 mg/mL y
diluciones de la misma desde (1:10 hasta 1:1,000,000).
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tampoco se presento respuesta con el blanco de buffer tris salino (TBS) que se utilizo en todos

los inmunoensayos como diluyente tanto de la proteina como de el anti-LvFSH.

El alcance de deteccion o titulo es también una caracteristica importante de los anticuerpos.
Los resultados mostraron que la dilucion antiLvFSH (1:1500) alcanzé a detectar una dilucion
de 1:100,000. Lo anterior se atribuye al principio de equivalencia de la interaccion antigeno-
anticuerpo (Calderén, 2007; Lomonte, 2007), donde un exceso de cualquiera de los dos
reactantes no resulta en una deteccidon mayor, si no en imprecision de las lecturas realizadas
durante los métodos de inmunodeteccidn; las concentraciones de ambos deben ser similares
para alcanzarse la zona de equivalencia, punto donde antigeno anticuerpo son equimolares, lo

cual con lleva lecturas més precisas y reproducibles.

Segtin el titulo obtenido de los anticuerpos anti-LvFSH preparados en el laboratorio, estos son
aptos para su uso en los ensayos de inmunodeteccion de la proteina (Sohrabi et al., 2011)
(Beards et al., 1983). Para las pruebas de inmunoblotting se eligié6 una dilucién 1:1,000,
debido a que el objetivo de estas pruebas es una deteccion cualitativa y la alta concentracion
de anticuerpos favorece la intensidad de interaccion; en el caso de las pruebas ELISA, se

siguid el principio de la equivalencia para las lecturas realizadas.

Inmunodeteccion de la Proteina LvFSH en Tejidos de Camaron Blanco

Extractos proteicos de tejidos de camardn

En la Tabla 6, se presentan la concentracion de proteina de los distintos extractos obtenidos de
los tejidos de camardn blanco y en la Figura 31 se presenta el patron de bandeo proteico
obtenido del andlisis electroforético (SDS-PAGE) de los tejidos musculo (Mu),
hepatopancreas (He), pledopodos (Pl), intestino (In). branquias (Br), intestino posterior (Ip) y

estomago (Es).
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Tabla 6. Concentraciéon de proteina de los extractos

proteicos de los diferentes tejidos de camardn blanco

(Litopenaeus vannamei).

Tejido Concentracion de
proteina por gramo de
tejido (mg/g)
Ple6podos 11.97
Branquias 14.33
Musculo 16.93
Estomago 15.88
Hepatopancreas 20.58
Intestino 9.26
Intestino posterior 20.96

Determinada por método de dcido bicinconinico (BCA).

Andlisis realizado por triplicado.
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Figura 31. Analisis electroforético de los extractos de proteina de los diferentes tejidos de

camaron blanco (Litopenaeus vannamei). M, Marcador de peso molecular de amplio rango

(Bio-Rad); Mu, musculo; He, hepatopancreas; Pl, pledpodos; In, intestino; Br, branquias; Ip,

intestino posterior; Es, estomago.
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Inmunodeteccion de la proteina Lv FSH mediante Western Blot

A continuaciéon en la Figura 32 se presentan los resultados correspondientes a la
inmunodeteccion de la proteina LvFSH en los tejidos hepatopancreas (He), intestino (In),
intestino posterior (Ip), estomago (Es), pledpodos (P1), branquias (Br), musculo (Mu), en todos
los ensayos el control positivo (10 ug de proteina LvFSH recombinante (Lv)) fue detectada
exitosamente como una banda de 27 kDa correspondiente al mondomero de la proteina. Una
banda de este peso se detectd en el extracto de musculo Mu, indicando la posible localizacion

de la enzima en ese tejido (Figura 32 c y d).

Con el fin de mejorar la inmunodeteccion encontrada (Mu) se realizd otro experimento de
Western cargando de 200 a 20 ug de el extracto proteico de musculo (Figura 33). Sin
embargo, los resultados obtenidos anteriormente no pudieron reproducirse. Igualmente se

incluy6 un control positivo de la proteina pura, la cual fue inmunodetectada alrededor de los

27 kDa.

Los ensayos de western blotting corroboraron la especificidad de los anticuerpos hacia la
proteina LvFSH con la deteccion de la banda de 27 kDa. En los extractos de tejidos no se
detect6 la proteina, excepto en una sola ocasién en musculo, sin embargo este resultado no fue
reproducible en ensayos posteriores, ain aumentando la concentracién de proteina cargada al
gel de electroforesis. Es importante, mencionar que los extractos de los tejidos fueron
preparados a partir de un homogenizado de los 10 especimenes de camarén blanco
muestreados; sin embargo, en el caso del tejido muscular, por la cantidad y tamafio disponible,
se tomo6 muestra de un solo organismo, atribuyendo el hecho de no inmunodetectar la banda en
otro organismo, a la variabilidad inter-individual. Por otro lado, se han reportado algunas
desventajas de los métodos de deteccion por colorimetria en muestras de tejido muscular,
siendo estos sujetos a un margen de error mas alto debido a contaminaciéon de muestra por

células o componentes de otros tejidos (Bass et al., 2017)(Doumas et al., 1981).

Por lo anterior, fue el uso de otras pruebas de inmunodetecciéon como los ensayos ELISA, que

ademas de ser una prueba cuantitativa, ofrecen ser pruebas inmunoquimicas con mayor
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Figura 32. Western Blot de los extractos proteicos de tejidos de camaron blanco (Litopenaeus
vannamei). M, marcador de peso molecular de amplio rango (Bio-Rad); P, de pledpodos;
Mu, musculo; In, intestino; He, hepatopancreas; Ip, intestino posterior; Es, estomago; Br,
branquias; Lv, 10 ug de LvFSH como control positivo; a y d, SDS-PAGE; b y e, membranas
tefiidas con azul de Coomasie; ¢ y f, Western Blot utilizando el anti-LvFSH como primer

anticuerpo. Se cargaron 40 ug de proteina en cada carril.

104



kDa M Lv 20 40 60 80 100 150 200 M Lv 20 40 60 80 100 150 200 Lv 20 40 60 80 100 150 200
200 —

66.2—
45—

31—

21.6—

a) b) C)

Figura 33. Inmunodeteccion de LvFSH en extracto de musculo (Mu) de camaron blanco
(Litopenaeus vannamei) mediante Western Blot. A, SDS-PAGE; B, membrana tefiida con
azul de Coomasie; C, Western blot utilizando anti-LvFSH como primer anticuerpo. M,

Marcador de peso molecular de amplio rango (Bio-Rad); Lv, control positivo 10 ug de

LvFSH. Se cargaron de 200 a 20 ug de proteina.
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sensibilidad para localizar la proteina en los diferentes tejidos (Bass et al., 2017; BioRad,

2017).

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Primeramente fue elaborada una curva de estandar la cual fue realizada con proteina LvFSH

pura (Figura 34) en un rango de concentracion de 0.0017734 — 0.227 ug/mL.

En la Figura 35 se muestran los resultados obtenidos de las pruebas ELISA para cada uno de
los tejidos analizados. La proteina LvFSH fue inmunodetectada en todos los tejidos de
camar6n analizados. Utilizando la curva estdndar construida a partir de la placa madre se
determind la concentracion de LvFSH en miligramos por gramo de tejido (mg LvFSH/g
tejido). Los niveles mayores fueron encontrados en branquias (41.38 mg LvFSH/g tejido),
seguida de pledpodos con 25.40 mg LvFSH/g tejido, mientras que el estomago mostrd el

menor nivel (0.00022 mg LvFSH/g tejido) (Tabla 7).

Los estudios de inmunodeteccion en camar6n blanco se enfocan en proteinas relacionadas a
afecciones con interés acuicola. Técnicas como el ensayo de manchas (Dot blot), Western blot
y ELISA han sido ampliamente utilizadas en la deteccion y diagndstico de diferentes
enfermedades, como son el virus de la mancha blanca (WSSV) virus de cabeza amarilla

(YHV), sindrome del virus Taura (TSV), entre otros (Chaivisuthangkura et al., 2014).

Ademas, se han logrado detectar distintas proteinas en camardén blanco bajo condiciones
similares a las descritas en este trabajo: Sahul et al. (1998) reportaron la deteccion del virus
baculovirus (SEMBV) mediante técnicas Western Blot y ELISA; esta ultima con capacidad de
analisis en cantidades minimas (5 pL) de muestra de hemolinfa y/o extractos de tejidos
infectados (saco ocular, branquias, cabeza y hemolinfa). Wang et al. (2009) reportaron la
deteccion mediante Western Blot de la proteina de deficiencia inmune en diferentes tejidos
(hepatopancreas e intestino) de camardén blanco utilizando anticuerpos policlonales,
localizandola en estos tejidos durante eventos de respuesta a un desafio inmune y regulando la
expresion de la respuesta inmunologica. Especificamente, en el caso de lipasas, a través de
técnicas inmunologicas se ha detectado una isoforma de la lipasa humana de 62 kDa en lineas
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Figura 34. Curva estandar de inmunodeteccion de la proteina LvFSH para ensayos ELISA.
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Tabla 7. Concentraciones de proteina LvFSH en tejidos de

camaron blanco mediante ensayos de ELISA.

Concentracion de LvFSH

Tejido mg LvFSH/g tejido+DS
Branquias 41.3844.8
Pledpodos 25.40+2.6

Intestino 0.002+0.0002

Hepatopancreas 0.0007+0.0001
Musculo 0.0003+0.00002

Estomago 0.0002+4E-05
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Figura 35. Niveles de proteina LvFSH en los tejidos de camarén blanco (Litopenaeus

vannamei).
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celulares cancerigenas (Vérine et al., 1999); finalmente en otros invertebrados como el caracol
Hexaplex trunculus, cuya proteina fosfolipasa A, de 30 kDa fue identificada por técnicas

Western blot en extractos de hepatopancreas (Zarai et al., 2011).

En el presente estudio fueron necesarias pruebas ELISA para detectar la proteina LvFSH en
los diferentes extractos de camardn blanco lo cual podria indicar que esta proteina se
encuentra en concentraciones muy bajas en el camardn. A diferencia de los ensayos Western
Blot, ELISA detect6 la proteina en todos los tejidos analizados excepto en intestino posterior.
La proteina se detectd a una concentracion mayor en branquias y pledpodos, lo anterior y los
resultados de actividad enzimatica podrian indicar que no se trata de una enzima con actividad

lipolitica digestiva sino lisosomal.

En un estudio realizado por Rivera y Garcia (2011) se identificaron los transcritos enzimas
lipasas intracelular y extracelular en las glandulas digestivas de camarones sin embargo, en
momentos de demanda energética diferente como ocurre en los periodos de ayuno, la
expresion de lipasa intracelular se aumenta mientras que se decrece la de lipasa digestiva,
indicando la movilizacion de lipidos durante periodos de ausencia de alimentos. No obstante,
un punto clave de identificacion entre un tipo de lipasa y otro fue la exclusividad de su
expresion, ya que los transcritos de la lipasa digestiva fueron expresados unicamente en tejidos
digestivos, mientras que la expresion de lipasa intracelular no se limit6 a la glandula digestiva,
sino que fue encontrada igualmente en pledpodos, musculos y otros tejidos no digestivos. En
Smith et al. (1994) se describe la habilidad de sintesis de lipasas en diferentes tejidos y a
niveles de transcripcion distinta para el mantener la homeostasis lipidica durante condiciones
de estrés. En camardn se ha reportado una lipasa intracelular de 196 kDa, la cual fue
detectada en pledpodos y fue relacionada a las demandas energéticas de movimiento; no se ha

reportado la presencia de lipasas en branquias de camarén blanco (Rivera et al., 2011).

Los niveles de la proteina LvFSH encontrados en tejidos de respiracion y estructuras de
movimiento como son branquias y pleépodos respectivamente, puede estar relacionada a las
condiciones en las que los camarones utilizados se encontraban, niveles bajos de oxigeno y

alto contenido organico suspendido. Durante condiciones de hipoxia donde el metabolismo
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aerobio decrece, el organismo tiende a aumentar el uso de sus reservas de energia (Schmitt y

Santos, 1993; Jiang et al., 2009).

Al atribuir un caracter intracelular a la proteina LvFSH con actividad lipolitica, y con base en
similitudes moleculares y estructurales (identidad del 23 %) con la proteina YHR049W/FSH1
reportada en Quevillon et al., 2005, se propone que esta es una enzima de la familia de las
serina hidrolasa de eucariotes (FSH: Familia de Serinas Hidrolasas) (Quevillon et al., 2005).
Otras proteinas de regulaciéon como la antes mencionada y OVCA2 presente en procesos de
proliferacion de tumoral en algunos tipos de cancer en humano (Azizi et al., 2006) y la
dihidrofolato reductasa, pertenecen también a esta superfamilia FSH de las o/p hidrolasas.
Con todo lo anterior, se propone que la proteina de estudio LvFSH una funcion de caracter

regulatorio con actividad hidrolitica de compuestos de naturaleza lipidica.

El catabolismo de lipidos, las enzimas que participan en ¢l, sus mecanismos y regulacion, son
un area en crustaceos poco explorada pese a su importancia en el ciclo de vida de los
invertebrados marinos. En crustaceos los estudios relacionados a lipasas intracelulares son
escasos, de ahi que los mecanismos que regulan la expresion de sus transcritos para el uso,
movilizacion y procesamiento de lipidos almacenados son poco conocidos. Los resultados y
productos obtenidos en el presente trabajo de investigacion podrian contribuir grandemente en
los estudios bioquimicos y estructurales de las lipasas, sentando bases para comprender su

importancia bioldgica.
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CONCLUSIONES

El anélisis bioinformatico de la secuencia de aminodacidos de la proteina LvFSH identific6 una
nueva proteina de camaron blanco (Litopenaeus vannamei) la cual pertenece a la familia de las
o/f hidrolasa. La proteina recombinante obtenida como producto génico utilizando la
herramienta de expresion recombinante mostro actividad tipo lipolitica (Palacios et al., 2004).
La secuencia de aminodcidos y la triada catalitica Ser-His-Asp basada en similitudes
moleculares y estructurales (27 % de identidad) con la proteina FSH1/YHR049W, sugiere que

esta lipasa podria ser parte de la familia serina hidrolasa (FSH) de eucariotes.

Proponemos que la funcion de LvFSH esta mas relacionada con la transduccion de sefiales que
con la funcién digestiva, ya que la secuencia de aminoécidos no contiene un péptido sefial que
permita la secrecion al hepatopancreas o al intestino. Ademas el volumen del sitio activo
sugiere como sustrato lipidos con cadenas de hasta doce carbonos, y el camarén metaboliza
preferiblemente acidos grasos de cadena larga. Las multiples interacciones proteina-proteina
predichas por los métodos bioinformaticos serian bioquimicamente posibles en el espacio
intracelular con un rango mas amplio de interacciones, mientras que un ambiente digestivo la
funcién catalitica seria critica. La alta similitud de LvFSH con la proteina OVCA2 de
humano, un importante participante en los procesos de proliferacion tumoral, sugiere
relevancia de la proteina en la biologia de los organismos como es la movilizacion de lipidos
para la produccion de energia. Se requiere mas investigacion para dilucidar la funcion en

invertebrados marinos.

Estructuralmente la enzima es una o/B-hidrolasa con todas las caracteristicas estructurales para
realizar la hidrolisis de lipidos, sin embargo es necesario mejorar la calidad de la estructura
especialmente a nivel de orientacion de los grupos laterales ya que estos son los que participan
en la catalisis enzimatica. Ademas, es importante cristalizar la proteina en complejo con un
andlogo no hidrolizable del sustrato para conocer el mecanismo catalitico de la enzima y

explicar los resultados obtenidos de la actividad enzimatica.
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