Universidad Autbnoma del Estado de Morelos

Centro de Investigacion en Biotecnologia o

Maestria en Biotecnologia

Estudio in silico de la interaccion de la esterasa HSL BaEstB de Bjerkandera

adusta con sustratos esterificados y evaluacion de su actividad in vitro

DANIEL HERNANDEZ FUENTES

DIRECTOR

DRA. MARIA DEL RAYO SANCHEZ CARBENTE

Octubre del 2019

Centro de Investigacion en Biotecnologia. Universidad Auténoma del Estado de
Morelos. Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca 62209, Morelos, México



El presente trabajo de investigacion se desarrollé bajo la direccion de la Dra. Maria
del Rayo Sanchez Carbente en el Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos
del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB) de la Universidad Auténoma

del Estado de Morelos (UAEM).



INDICE

1

v A W N

INTRODUCCION ...ttt ittt sttt bbbt bttt be s s s s ae bbb s s s seae b s sanas 12
1.1 Hongos como degradadores de materia vegetal .......ccccveeeieeiicciiei e 12
1.2 T = = IRV (1o 1Y [ SRR 13
1.3 Mecanismo de acCion de 1as @StErasas .....cceeevieiiriieeriieeriee ettt 15
1.4 Mecanismo de acCion de 13 [IPasas....c.ueiiuruieiiiiiieeiiiiee e e s e 17
1.5 AcCtivacion INTErfacial........oooieeiie e 17
1.6 Superfamilia 0/B hidrolasa.........cccueeecieiiiee ettt ettt 18
1.7 (O F 1] o= Tol[o g We [ I [T o T 1Y- [ PSPPSR 19

1.7.1 De acuerdo a su especificidad .........cceoeiie i 19

1.7.2 De acuerdo a la reaccion que catalizan........ccceeveiieiiicciei e 20
1.8 ClasifiCaCiON ESEIASAS. .. eiitiieiiieetee ettt ettt ettt e sate e s bt e e it e sabeesbeeesareesaes 22
1.9 Clasificacion de lipasas por Arpigny Y JABEEN ....ceiivcieiiiecieee ettt e e e 23
1.10 P. pastoris como SiSteMa de EXPreSION .......ccccuiieeiiiiiee et ettt e eete e e e ectee e e e ecrree e e esareeaeenns 28

000 O I T o= o 4 o [o Y =T o =1 o 1Y, PR 29

1.10.2  Fenotipos de utilizacion de metanol .......ccocuvevieiiiiiiiiiii e 30

ANTECEDENTES ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeas 31

JUSTIFICACION. ...ttt bbbttt s b s s 36

HIPOTESIS ...ttt 37

OBUJETIVOS ..ottt ettt ettt e e e e e e bbbttt e e e e e e e b eb et e e e e e e asnnbeaeeeeeeeeaannraneeeaeesaaannnes 37
5.1 (0] oY [ AN o T=L=] o T=T =1 PPt 37
5.2 (0] o[ 8N e T 1Y o 1=T o f oo 13 PSPPI 37

METODOLOGIA. ..ottt 38
6.1 Construccion de arboles filogenéticos y estructuras 3D........ccceeveciieeerciiee e 38
6.2 Acoplamiento molecular (Molecular DOCKING) .....coccveieeeiiiiiecciee e e 40

6.2.1 Preparacion del sistema para el acoplamiento molecular..........ccoceeeecieiieivieeeennee. 40

6.2.2 Acoplamiento MOIECUIAT ......eeeii i 43
6.3 Disefio de las mutaciones puntuales in SiliCo......ccccceeiiiiiiiiiiiiie e 43
6.4 Expresion de BaEstB en Pichia pastoris X-33 ....cccuuiiiiiiieeeiiieeeeciieeeeereeeeeree e s evee e e 44
6.5 PUrificacion de BAESTB.........cociiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 45
B.6  SDS-PAGE......o ittt ettt be e sh e e sht e st e e bt e be e bt e nbeesheeeateeteens 46
6.7 ZIMOBIAMA i 46



6.8 Actividad esterasa y determinacion de la especificidad de sustratos sintéticos.............. 46

6.9 Cuantificacién de proteina por el método de Bradford.........cccceeeecivieenciieeiiciiee e, 48
6.10  CUrva de CalibraCion ........c.covueeiieiieneeeeee ettt s s 48
6.11 Actividad esterasa utilizando esteroles esterificados .........ccoveevierirniniieneneeieeeeee 48
B.12  HPLC e e 49
6.13  Mutaciones puntuales “PCR-All around” .........ccveeieiiieiiiiiiee et crree e e siaee s 50
7 RESULTADOS ...ttt ettt ettt sttt st et ettt b e st et et et e sbe e s et e sate st e e b e e abeeaneesneesnneenneens 51
7.1 F N 1T 3 1 o ==Y Y=Y d ole T PSR 51
7.2 Modelaje tridimensional de BaEstB mediante I-TASSER.........cccccoveeeicieeeecciiee e 53
7.3 Superposicidn estructural por homologia de BaEstB con otras esterasas..........cccuuuee... 56
7.4 Acoplamiento molecular “DOCKING” ......coocuiiiieciiieeece e e 58
7.5 Mutaciones PUNtUAIES iN SiliCO ........ccccuueiieiiiieccieee et 66
7.6 Induccion de la expresion de BaEStB..........ccueieeiiiiiieciieee ettt 80
7.7 Cuantificacion de la actividad @Sterasa......ccccerieriiriierieereesie et 82
7.8 Y DT S AT SRVAN AT 2 oo =1 = o 4 T- 84
7.9 HPLC y ensayo de actividad eSterasa ........cccueieeeuieeeiiieeeeiieee e e ssree e s ree e s vee e e 84
8 DISCUSION .....ouiuieiuireiseise ettt bbbt 91
O CONCLUSIONES ...ttt ettt sttt st ettt sttt r e sre e sae e s te e r e e neesneesanenane 100
10 PERSPECTIVAS ...ttt ettt ettt e e e e e ettt e e e e e e e nnbe et e e e e e e eaannreeeeeaeeeeanannns 101
11 BIBLIOGRAFIA ...ttt 102
12 ANEXOS ...ttt et e b e bttt ettt b e b e bt s bt e e at e et e et e e bt e nbeesaeeeare e 107



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Aplicaciones industriales de esterasas y lipasas ..., 14
Tabla 2. Actividad especifica de la esterasa HSL BaEstB con diferentes sustratos .......cceee.. 32
Tabla 3. Contenido de ergosterol libre y esterificado en las diferentes partes de hongos
AGATICOS cevveerereercrnersseessseessssesessessssnesssnessssesssaesssssssssssssssesssnessssessssesssssessssesssnesesnesssassssanessssessnessases 35
Tabla 4. Lista de los PDB con los mejores puntajes para el modelado de BaEstB.................. 53
Tabla 5. Identificacién de los 10 mejores analogos estructurales de BaEStB ......ccccecceereueereneen. 54
Tabla 6. RMSD global de las conformaciones en PELE de la HSL BaEStB .......ccccccvveiireenrenen. 59
Tabla 7. Porcentaje de poses cercanas al sitio activo para cada uno de los sustratos........... 65

Tabla 8. Identificacién de residuos de aminoacidos que interaccionan con los diferentes
sustratos en una esfera de 6 A de radio alrededor del sustrato utilizando las poses de
mejor energia de afiNidad. ccceeceerererererineenreererereresessessseeseseeseseesesanesssnessssesesaesssassssnsesensesesnes 67

Tabla 9. Mutaciones puntuales in silico, se muestran las mejores energias de afinidad de
unién para cada uno de los sustratos analizados por acoplamiento molecular............... 79

Tabla 10. Resultados de la purificacién de BaEstB del sistema de expresién heterélogo P.
PASTONIS teerreeerrerrrereissrersesseessessnnesssssnesssssanesssssnsessssnesssssnsesssssnsesssssnesssssnnesssssnsessssanesssssanesssssanassssanns 83



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Modelo del plegamiento canénico a/f hidrolasa de una lipasa de Candida antartica,
generada a partir de la estructura cristalografica de la lipasa B de Candida antartica. A)
Vista frontal. B) a-hélices que rodean al nucleo de B-plegadas. C) Nucleo estructural de
hojas . Tomada y modificada de (Torres, 2009). ........cccccvereerererirneisreeseseeresesesnssssnesssnesenes 15

Figura 2. Mecanismo de accion de las esterasas, basado en la triada catalitica compuesta
por una serina nucleofilica (Serl05), una histidina (His224) y un acido aspartico
(Aspl187). El intermediario tetraédrico (A2) es estabilizado mediante puentes de
hidrégeno. Esta estructura se conoce como cavidad de oxianién integrado por una
treonina (Thr40) y una glutamina (GIn106). EI complejo acil-enzima (A3) se rompe
cuando un segundo sustrato lleva a cabo un ataque nucleofilico al carbonilo de este
complejo. A partir de entonces se genera un nuevo intermediario tetraédrico (A2) para
terminar con la liberacion del segundo producto y regenerar el sitio activo (A1) (Li et al.,
20 16

Figura 3. Estructura de una lipasa de Candida rugosa. En color rojo, se muestra la regién
que forma el “Lid” o tapa de la enzima, a la izquierda se observa la conformacion
abierta en la cual el sitio activo (en color verde) gueda expuesto permitiendo la
interaccién enzima-sustrato, a la derecha la conformacion cerrada (Rehm, Trodler, &
PlEISS, 2010). cccceeriirreeriirsnnerisssnessesssnessesssnesssssssesssssnesssssnnesssssnsesssssnssssssanesssssnsessssanssssssanasssssnsassssanns 18

Figura 4. Reacciones de hidrolisis catalizadas por diferentes tipos de esterasas ......cccceeveeenn. 23

Figura 5. Lipasas sensibles a hormonas pertenecientes a la familia V. Alicyclobacillus
acidocaldarius, Pseudomonas sp. Archaeoglobus fulgidus, Alcaligenes eutrophus,
Escherichia Coli, MOTraxella SP. cocvccirereririiinnnienniiesnissnnessnssesnesssssssnsssnsssssssesassssassssassssssssesaess 25

Figura 6. Organizacion estructural de la HSL humana y varias HSL bacterianas: BFAE, Est25,
EST2 y AFEST. La HSL humana esta compuesta por un dominio N-terminal y un
dominio catalitico C-terminal. El dominio C-terminal de ambos tipos de HSL, alberga la
triada catalitica (Ser-Asp-His) y los motivos conservados (GXSXG, DPXXD y HGX)
(Modificado de DoohUN-KimM, 2017)..ccccceerreerrcrsnerresssnessessnressessnesssssnesssssnsesssssnssssssasessessnsesssssnns 28

Figura 7. Modelo tridimensional propuesto para BaEstB. El cap y los dominios cataliticos se
representan en magentay verde, respectivamente; mientras que el N-terminal (M1) y el
C-terminal (E322) se muestran en cian. (b) Triada catalitica de BaEstB. S163, D252, y
H285 se representan en verde. (c) y (d) Residuos ubicados en el centro del bolsillo de
unién de sustrato. (c) Y81 y E225 se representan en verde en BaEstB, y (d) W92 y F222
serepresentan en rojo en PDB 4WY8 de RMESLB. ..ccccvvceiiereicrnrinnninnnisnnsssessssnesssnnsssnsssnns 34

Figura 8. Modelo tridimensional de la RmEstA. Se muestran los aminoacidos de la triada
catalitica de RmEstA, los atomos de oxigeno estan en rojo, los atomos de nitrégeno en
azul y los 4tomos de carbono en verde. El canal de unién al sustrato de RmEstB esté
cerrado por los residuos aromaticos Trp92 Yy PhE222 .....iveiiernrcnnrenenssnnsssnnsssnssesseseens 34

Figura 9. Alineamiento parcial de secuencias de aminoacidos de esterasas seleccionadas.
Etiquetado con co6digos PDB: 4KRY, una acetil esterasa de E. coli; 4C87, una
esterasa de L. plantarum; 4J7A, una esterasa obtenida de una libreria metagenémica;
3AlO, esterasa de S. tokodaii; 2C7B, una esterasa obtenida de una libreria
metagendémica; 2YH2, una esterasa de P. calidifontis; y 1QZ3, una esterasa de A.
acidocaldarius. El residuo clave Phe222 de RmEstB estd marcado con un punto rojo en
la alineacion de la secuencia de aminoacidos. Se enumeran los sustratos optimos de

estas esterasas, tomados de estudios anteriOres. . 35
Figura 10. Estrategia computacional para la construccion de arboles filogenéticos y
ESTIUCTUTNAS 3D. ceeiiiiiiiiiirneeeriiiiiisssnneeessisssssssnnsesssssssssssnssesssssssssssnnsesssssssssssnssessssssssssnssansssssssssnnnanns 40
Figura 11. Estrategia computacional para el analisis de la interaccion de BaEstB con
IfErENTES ESTEIES. ittt s s ss s sa s sb s s s s s b s s sa s s s s s b s s b st as 41



Figura 12. Caracteristicas del vector de expresiéon pPICZaA. Contiene un marcador de
resistencia a zeocina, el sitio de clonacion multiple dentro del cual se encuentra el
péptido senal factor a y el epitope c-mic, 6xHis y el promotor AOXL......cccveverrsrnreneerenens 45

Figura 13. Arbol filogenético de 47 secuencias de aminoacidos. Algoritmo de agrupamiento
méaxima verosimilitud, bajo 1000 réplicas bootstrap. Con una matriz de reemplazamiento
WAG. Se observa la formacién de clados que presentan a las secuencias consenso
GTSAG y GDSAG. El andlisis indica la el ortdlogo mas cercano de BaEstB es la feruloil
esterasa 4zrsA y que estas se encuentran estrechamente relacionadas con una HSL de
TrICNOAEIrMAa AtrOVITIUE. couiieeieiietieeie it sssessss s ssassassasssnsssnsssnsssnssensssnssnnssnns 52

Figura 14. Estructura tridimensional de BaEstB. Se muestra los residuos amino terminal M1
y carboxilo terminal E322, al centro de la enzima en rojo se observan los dominios de
laminas B rodeadas de hélices a en azul, en verde se muestran las dos a hélice
conectadas por un loop que conforman al domiN0 Cap...ccccceeeerrreerereerereresneessnesssnesesnesenes 55

Figura 15. Modelo de “sticks” que muestra los elementos que participan en la catalisis
enzimética de BaEstB en un acercamiento. En verde la triada catalitica SDH, en amarillo
la cavidad oxianiénica y en naranja los aminoacidos implicados en la union del
S DR 4 = L (TSR 56

Figura 16. Superposicién estructural de BaEstB con las HSL de distintos microorganismos.
A) PDB 4ZRS (Feruloil esterasa de metagenoma de suelo. B) PDB 4WY8, Rhizomucor
miehei. C) I-TASSER, Aspergillus sidowii. D) I-TASSER B. adusta. En la parte inferior de
cada figura se muestra el porcentaje de identidad. ...ccccccceererrrerrcrseerissseniessnessessneesesssnessenns 57

Figura 17. E) Superposicion estructural de BaEstB con la HSL de Mus musculus y F) La HSL
de Necator americanus. En ambos casos se observa el plegamiento a/f hidrolasa tipico
de esterasas asi como la conservacion de las secuencias consenso GDSAG en azul,
HGGG en magenta y amarillo y finalmente el acido aspartico e histidina de la triada
catalitica en rojo. En la parte inferior de cada figura muestra el porcentaje de identidad.

Figura 18. Interaccion de BaEstB con el ergosteril acetato. Se muestra la distancia que hay
entre el grupo carbonilo del enlace éster del ergosteril acetato y el &omo de oxigeno
del grupo hidroxilo de la cadena lateral de la Serl63. A) La distancia que hay entre
estos atomos es menor y la energia de afinidad de unién es méas negativa con respecto
alainteraccién de B). Por consiguiente, energéticamente mas favorable. .....ccccceveueereneen. 60

Figura 19. Dispersién de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de BaEstB
con el 2-naftil acetato por medio del método de Monte Carlo. .....ccvcereveereveereceesceereseeneenns 60

Figura 20. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de BaEstB
con el 2-naftil acetato por medio del método de Monte Carlo. ....ccecvcererererrrnsnersnnerennneenes 60

Figura 21. Dispersién de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de BaEstB
con el ergosteril acetato por medio del método de Monte Carlo. ...ccecvereveereceeerceereseeneeen 61

Figura 22. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de BaEstB
con el ergosteril acetato por medio del método de Monte Carlo. ....cccveverererrcrereenresneneenes 61

Figura 23. Dispersién de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de BaEstB
con el ergosteril acetato y 2-naftil acetato por medio del método de Monte Carlo. ......... 62

Figura 24. Dispersién de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de BaEstB
con el ergosteril acetato y 2-naftil acetato por medio del método de Modos normales de

AV 41 o1 =T o o 62
Figura 25. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de BaEstB
con el ergosteril acetato y 2-naftil acetato por medio del método de Monte Carlo. ......... 62

Figura 26. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de BaEstB
con el ergosteril acetato y 2-naftil acetato por medio del método de modos normales de
1V AT 1 = Lox 0 o 1RO 63



Figura 27. Dispersion de poses distancia-energia del acoplamiento molecular de BaEstB con
distintos sustratos esterificados: 2-naftil acetato, 1-naftil acetato, 1-naftil butirato,
ergosteril acetato, colesteril acetato, p-nitrofenil acetato, p-nitrofenil butirato, p-
nitrofenil decanoato y feruloil arabinofuranosa (FAra) con el método de modos
Lol gt Fo 1T o F V] o] = Tod o ] o H TR 64

Figura 28. Distribucion de frecuencias de poses del acoplamiento molecular de BaEstB con
distintos sustratos esterificados: el 2-naftil acetato, 1-naftil acetato, 1-naftil butirato,
ergosteril acetato, colesteril acetato, p-nitrofenil acetato, p-nitrofenil butirato, p-
nitrofenil decanoato y FAra con el método de modos normales de vibracion.................. 64

Figura 29. Acoplamiento molecular de BaEstB con los nueve sustratos analizados. A)
Modelos de superficie rellena para la enzima y en modelo de esferas para los sustratos.
Se muestran las distancias y las energias de afinidad de unién. B) En la parte inferior,
un modelo de sticks del ergosteril acetato y todos los elementos que participan en la
catdlisis: triada catalitica (Ser163, His285 y Asp252); cavidad oxianidnica (Gly78, Gly79);
Residuos implicados en la unidn con el sustrato (Tyr8ly Leu21l). ...cccvevcererrrssnrrennesenenns 66

Figura 30. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil acetato, por medio del método de modos
normales de vibraciéon. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 71

Figura 31. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil acetato, por medio del método de modos
normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 71

Figura 32. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil butirato, por medio del método de
modos normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Figura 33. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil butirato, por medio del método de
modos normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Figura 34. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil decanoato, por medio del método de
modos normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Figura 35. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil decanoato, por medio del método de
modos normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Figura 36. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el 1-naftil acetato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 73

Figura 37. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el 1-naftil acetato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 73

Figura 38. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el 1-naftil butirato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 74

Figura 39. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el 1-naftil butirato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 74



Figura 40. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el ergosteril acetato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 74

Figura 41. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el ergosteril acetato, por medio del método de modos
normales de vibraciéon. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 75

Figura 42. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil acetato, por medio del método de
modos normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Figura 43. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil acetato, por medio del método de
modos normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Figura 44. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil butirato, por medio del método de
modos normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Figura 45. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil butirato, por medio del método de
modos normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Figura 46. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil decanoato, por medio del método de
modos normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Figura 47. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil decanoato, por medio del método de
modos normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Figura 48. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el 1-naftil acetato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 77

Figura 49. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el 1-naftil acetato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 77

Figura 50. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el 1-naftil butirato, por medio del método de modos
normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 78

Figura 51. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el 1-naftil butirato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 78

Figura 52. Dispersién de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el ergosteril acetato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 78

Figura 53. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el ergosteril acetato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental. .......... 79

Figura 54. Representacion del tunel de entrada en el acoplamiento molecular de BaEstB y su
unién con sustratos. A) Tunel de la enzima parental con el sustrato p-NA. B) Tanel de
la mutante Y81S con el sustrato p-NA, se observa que el tunel de entrada se alarga



permitiendo al sustrato introducirse mas, en comparacién con la enzima parental en
donde el sustrato queda muy cerca de la superficie. En azul y magenta se muestra la
serina y el acido aspartico de la triada catalitica, el verde corresponde a la mutante
Y81S. C) y D) Representacion en superficie rellena de la enzima parental y la mutante
L211W con el ergosteril acetato, en representacion de sticks, en la mutante se observa
un cambio conformacional del tanel a una especie de hendidura en la que el ergosteril
acetato se empaqueta a lo largo de esta. En azul y verde se muestra la serina y la
histidina de la triada catalitica y en amarillo las glicinas 78-79 que forman la cavidad
LoD q =T oY To] 11 o= VT 80
Figura 55. Determinacién de fenotipos Mut+ y Muts de las transformantes positivos P.
pastoris X-33 (pPICZaA/BaEstB). Se observa un mejor crecimiento en medio minimo
LA AT=] =T o | TR 81
Figura 56. PCR en colonia. Se observan los pesos moleculares esperados para el gen que
codifica para BaEstB (1500 Pb, carril 2). En el carril 3 se muestra la digestion de la
construcciéon con las enzimas de restriccién Sacl y Xbal, las cuales cortan al inicio del
promotor de la AOX1 vy el final del gen respectivamente. Carril 4 cepa transformada con
el vector pPICZaA. El carril 6 corresponde a la cepa silvestre........ccccceeerrevercvercceenceenenes 82
Figura 57. Ensayo cualitativo para la determinacion de actividad esterasa en placa. Los
pocillos 1-3 corresponden a los sobrenadantes obtenidos a partir del tercer dia de
induccion con metanol. Pocillo 1: cepa silvestre. Pocillo 2: cepa transformada con el
vector pPICZaA. Pocillo 3: transformante con la construcciéon pPICZaA/BaEstB. Pocillo
4: BaEstB purificada. Pocillo 5: Blanco (medio BMGY + SUSErato). c..cccveceerereererensssnnessnnsenes 83
Figura 58. Absorbancia obtenida de los ensayos de actividad respecto al tiempo, utilizando
como sustrato al 2-naftil acetato y al 1-naftil acetato, se utiliz6 como controles
negativos los sobrenadantes de la cepa P. pastoris X-33 silvestre (cuadros naranjas y
rojos) y la cepa P. pastoris X-33/pPICZaA (rombos grises y negros). Los circulos azules
y negros corresponden ala enzima purifiCada. ...cccveverenrensnnnnnninnensnnnnsnsnsnsiesesessesessnenes 83
Figura 59. A) SDS PAGE al 12%. Sobrenadantes del tercer dia de induccidon con metanol
(carriles 1,2 y 3). Carril 1. P. pastoris X33 silvestre; Carril 2: pPICZaA; Carril 3:
pPICZaA/BaEstB. Carril 4. BaEstB purificada. B) Zimograma utilizando como sustrato
2-Naftil acetato, los carriles1-4 corresponden a las mismas muestras. En ambos geles
se observa la presencia de bandas que corresponden al peso molecular esperado para

1] = NS 84
Figura 60. Cromatograma del ergosterol libre y acetilado, pico 1y 2, respectivamente. Fase
MOVil: (Acetonitrilo/Metanol, 85:15, VIV). wiiiieririnrnisrsissnesesessssnnssssnssssssssssssssasssssssssssssssass 85
Figura 61. Cromatograma del ergosterol libre (picol). Fase movil: (Acetonitrilo/metanol,
8515, VIV eeeirceeesicseesscsenessesneessssanesssssanessesnnesssssnnessssanessessanessssnnesessane e sassan e s sesnnesensaneesasanaesannn 85
Figura 62. Cromatograma del ergosterol acetilado (pico 1). Con la mezcla de extraccién
metanol, cloroformo, hexano Fase mévil: (Acetonitrilo/metanol, 85:15, VIV)...ccccvereereneen. 86
Figura 63. Cromatograma del ergosterol acetilado (pico 1). Utilizando hexano puro para la
extraccion. Fase moévil: (Acetonitrilo/metanol, 85:15, V/V)..ccucrercrerereereseesesnessseeseseesessesesaes 86
Figura 64. A) Curvas de calibracion del Ergosterol libre y acetilado. B) Concentraciones
correspondientes a cada area bajo [a CUIVA. wuivceeicreiicsercneninneisnsssseesesnesssnesssanessansssssssssanes 87
Figura 65. Curva estandar con albumina de suero bovino. [BaEstB] = 0.00173 mg/mL. ....... 122

Figura 66. A) Absorbancia obtenida de los ensayos de actividad respecto al tiempo,
utilizando como sustrato al 2-naftil acetato y como controles negativos los
sobrenadantes de la cepa P. pastoris X-33 silvestre y la cepa P. pastoris X-33/pPICZaA,
rombos rojos y negros, respectivamente. Los circulos negros, grises y vacios
corresponden a la enzima purificada preservada en glicerol al 20%, al 10% y en buffer
Tris HCI 50 Mm + Triton X-100 al 0.1%, pH 7, respectivamente. B) Actividades
volumétricas y especificas de BaEstB preservada en diferentes soluciones. ............... 123
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Figura 67. Absorbancia obtenida de los ensayos de actividad respecto al tiempo, utilizando
como sustrato al 2-naftil acetato y como controles negativos los sobrenadantes de la
cepa P. pastoris X-33 silvestre y la cepa P. pastoris X-33/pPICZaA, ciculos grises y
vacios respectivamente. Los circulos negros, corresponden a la enzima purificada. En
este ensayo se utiliz6 como buffer de reaccion: Tris HCI 10 mM + Triton X-100 al 0.1%,
pH 7. Actividad volumétrica y especifica de BaEstB (0.0077 U/mL y 4.45 U/mg
STy o 1Yo (A= 10 0= ] = TR 124
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1 INTRODUCCION

Los procesos catalizados por enzimas en la industria son cada vez mas
numerosos, ya que presentan ventajas frente a los catalizadores quimicos
convencionales. Por ejemplo, su velocidad de reaccion (pueden aumentar las
velocidades de reaccién hasta 10 veces con respecto a procesos realizados en
ausencia de enzimas) y su alta especificidad, aunque existen algunos casos en los
que las enzimas son activas frente a una variedad de sustratos. Actualmente se
conocen casi 4000 enzimas, de las cuales solo unas 200 son utlizadas
comercialmente; tan solo para el 2004 el mercado mundial de enzimas industriales
se estim6 en 2000 millones de dodlares y al menos el 75% de todas las enzimas
industriales son de accién hidrolitica entre las que se incluyen las esterasas
(Sharma, Sharma, & Shukla, 2011).

Comprender la accion de las esterasas tiene mdultiples implicaciones
biotecnoldgicas. Particularmente, dentro de esterasas, las HSL han sido
ampliamente estudiadas en mamiferos, pero poco se ha hecho en hongos y adn

se desconocen qué sustratos naturales tiene en esos organismos.

1.1 Hongos como degradadores de materia vegetal

Los hongos pertenecientes al grupo de los Basidiomycetes son los organismos
mas eficientes para la degradacion de lignina y otros componentes de la biomasa
vegetal, debido a que secretan una gran variedad de enzimas lignoceluloliticas
como las lacasas, peroxidasas, celulasas, hemicelulasas y enzimas lipoliticas que
son de gran interés en la refineria y procesos de biorremediacién, asi como en la
degradacion de xenobiéticos. Dentro de estos hongos también conocidos como de
pudricion blanca se encuentra Bjerkandera adusta, uno de los mas conocidos por
su actividad ligninolitica elevada. Dentro de las aplicaciones biotecnolégicas que
se le ha dado, destaca la degradacién de compuestos humicos (Belcarz, Ginalska,

& Kornillowicz-Kowalska, 2005) y la degradacion de insecticidas (Quintero, 2011;
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Ruttimann-Johnson & Lamar, 1997). Bjerkandera adusta tiene ademas enzimas
pertenecientes al grupo de las esterasas y lipasas ampliamente utilizadas en la
industria y con alto potencial de uso biotecnoldgico.

1.2 Esterasasy lipasas

Las esterasas (carboxil éster hidrolasas, EC 3.1.1) son un grupo diverso de
hidrolasas que catalizan la escision y formacion de enlaces éster. Muchas de
estas enzimas muestran una amplia gama de sustratos, lo que lleva a la
suposicion de que evolucionaron para permitir el acceso a diferentes fuentes de

carbono o para participar en distintas vias catabdlicas.

Las esterasas catalizan principalmente la hidrélisis de enlaces éster de los
triglicéridos de cadena corta (<10 atomos de carbono), mientras que las lipasas
(EC 3.1.1.3) son principalmente activas contra sustratos insolubles en agua como
triglicéridos con acidos grasos de cadena larga (>10 atomos de carbono) (Liu et
al., 2013). Ambos tipos de enzimas pueden catalizar reacciones de esterificacion,
transesterificacion y reacciones enantioselectivas de hidrolisis (Pandey et al.,
1999) Una diferencia significativa entre estas enzimas es que las lipasas muestran
activacion interfacial, es decir, son activas en la interfaz entre el sustrato lipidico
hidrofobico y el medio hidrofilico, mientras que en las esterasas no ocurre este
fenébmeno (Fojan, Jonson, Petersen, & Petersen, 2000). Ademas, pueden
distinguirse por el espectro de sustratos sintéticos que utilizan, las lipasas
hidrolizan palmitato de p-nitrofenilo y las esterasas butirato de p-nitrofenilo. Debido
a sus propiedades Unicas como la amplia especificidad de sustrato, alta
regioespecificidad, alta estabilidad en solventes organicos, (aunque esta
propiedad es mas notable en las lipasas) y de que generalmente no requieren de
cofactores, estas enzimas son empleadas en multiples procesos industriales como
aditivos para el procesamiento de grasa y aceite, produccion de farmacos,
detergentes, papel, cosméticos, perfumes, biodiesel asi como la produccion de

esteres aromaticos en la industria alimentaria (Tabla 1) (Bornscheuer, 2002).
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Las esterasas Yy lipasas se han aislado de diferentes bacterias, hongos, plantas,

animales y de metagenomas (Fojan et al., 2000; Gopinath, Anbu, Lakshmipriya, &

Hilda, 2013), de las cuales algunas han sido producidas en diferentes sistemas de

expresion heterdlogos, debido a su relevancia biotecnologica.

Los analisis comparativos de estructuras tridimensionales de esterasas y lipasas

muestran que estas se pliegan en una estructura tipica hidrolasa a/f, que consiste

en una hoja B central rodeada por un numero variable de hélices a, y una triada

catalitica compuesta por Ser-His y Asp/Glu (Figura 2) (David et al., 1992). Ademas

la mayoria de ellas presentan la secuencia consenso GXSXG.

Tabla 1. Aplicaciones industriales de esterasas y lipasas

Industria
Detergentes
Farmacéutica
Quimicos
Cosméticos
Cuero

Papel
Limpieza
Bebidas
Aderezos

Carne y pescado

Grasas y aceites

Lacteos

Tomada y modificada de Sharma et al., 2011.

Reaccién

Hidrolisis de grasas
Transesterificacion, hidrolisis

Enantioselectividad, sintesis

Sintesis
Hidrolisis
Hidrolisis
Hidrolisis
Mejorar el aroma
Mejorar el aroma

Mejorar el sabor

Transesterificacion, hidrolisis

Hidrolisis de grasa de la leche, maduracion de

guesos, modificacién de grasas de mantequilla

Producto o aplicacion

Eliminaciéon de manchas de aceite en las telas

Lipidos especiales que ayudan a la digestién

Compuestos quirales y quimicos
Hemulsificantes, cremas humectantes
Productos de cuero

Papel de mayor calidad

Remocion de grasas

Bebidas

Mayonesa, aderezos

Productos carnicos y pescado, remocion de

grasas

Manteca de cacao, margarina, acidos grasos,

glicerol, mono y diacilglicerol.

Mejoramiento de sabor
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Figura 1. Modelo del plegamiento canénico a/f§ hidrolasa de una lipasa de Candida
antartica, generada a partir de la estructura cristalografica de la lipasa B de Candida
antértica. A) Vista frontal. B) a-hélices que rodean al nucleo de B-plegadas. C) Nucleo
estructural de hojas 3. Tomada y modificada de (Torres, 2009).

1.3 Mecanismo de accion de las esterasas

La accién que ejerce la triada catalitica (Ser-His-Asp/Glu) de las esterasas inicia
cuando el 4tomo de oxigeno del grupo hidroxilo de la serina se activa como
nucleofilo por los residuos His-Asp/Glu mediante una transferencia de protones, es
decir, el aumento de la nucledfilicidad del hidroxilo de la serina se da por la
transferencia de su proton al grupo imidazol de la histidina, a su vez se da una
estabilizacion de cargas con el residuo Asp/Glu. Cuando la serina actia como
nucleofilo durante el ataque al grupo carbonilo del sustrato (S1) se forma un
intermediario tetraédrico y deja una carga negativa en el atomo de oxigeno del
grupo carbonilo. Este intermediario es estabilizado por la a-hélice 3 de la enzima y
por los puentes de hidrogeno generados entre los dos grupos amino y el grupo

hidroxilo ubicado en el sitio conocido como cavidad de oxianion, posteriormente se
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obtiene el primer producto (P1). El primer producto de la reaccion se genera
cuando la histidina dona el proton cedido por la serina, al oxigeno del alcohol
liberado en la ruptura del enlace éster que se separa del intermediario tetraédrico.
El acilo del sustrato termina por formar un enlace éster con la serina, creando el
complejo acil-enzima. La disociacion de la enzima de este complejo inicia cuando
el segundo sustrato nucledfilo (S2) entra al sitio activo y realiza un nuevo ataque
nucleofilico sobre el carbonilo ahora esterificado con la serina catalitica
regenerando un intermediario tetraédrico el cual se estabiliza mediante
interacciones con la cavidad oxianidnica. Finalmente la histidina dona el proton al
atomo de oxigeno de la serina catalitica, haciendo que se libere el componente
acilado como segundo producto (P2), regenerando la enzima a su estado original
(Figura 2) (Li et al., 2014).
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Figura 2. Mecanismo de accién de las esterasas, basado en la triada catalitica compuesta
por una serina nucleofilica (Ser105), una histidina (His224) y un acido aspértico (Asp187).
El intermediario tetraédrico (A2) es estabilizado mediante puentes de hidrégeno. Esta
estructura se conoce como cavidad de oxianion integrado por una treonina (Thr40) y una

16



glutamina (GIn106). El complejo acil-enzima (A3) se rompe cuando un segundo sustrato
lleva a cabo un ataque nucleofilico al carbonilo de este complejo. A partir de entonces se
genera un nuevo intermediario tetraédrico (A2) para terminar con la liberacion del
segundo producto y regenerar el sitio activo (Al) (Li et al., 2014).

1.4 Mecanismo de accion de las lipasas

El mecanismo de accidn de las lipasas consiste en la hidrdlisis de un acido graso
en presencia de un alcohol, obteniendo un éster y liberando agua. Asi mismo el
mecanismo catalitico se basa en un intercambio de cargas que consta de 5
etapas. La cadena lateral del aspartato se une por puentes de hidrogeno a la
histidina convirtiendola en un mejor aceptor de protones. A su vez la histidina
polariza el atomo de hidrégeno de la serina haciéndola nucleofilica. Tras la union
del sustrato, se produce el ataque nucleofilico por parte del grupo hidroxilo de la
serina catalitica sobre el enlace éster del lipido, lo que conlleva a la ruptura del
enlace y a la formacion de un intermediario entre el &cido graso y la serina
nucleofilica. Posteriormente se libera el alcohol y se produce un segundo ataque
nucleofilico por parte de una molécula de agua que ataca el enlace éster del
intermediario transitorio, lo que produce la liberacion del acido graso y la
regeneracion del centro catalitico (Bornscheuer, 2002) Asi mismo pueden llevar a
cabo reacciones de: esterificacion, interesterificacion y transesterificacion (Houde
et al., 2004)

1.5 Activacion interfacial

En la conformacion cerrada e inactiva de la enzima, tanto en el centro activo como
la zona contigua, involucrada en la unién del sustrato, se hallan cubiertas por un
bucle anfipatico (“tapa”). La tapa en presencia de una interfase lipido/agua, es
capaz de desplazarse de su posicion original, dejando expuesto al centro activo y
permitiendo la interaccion enzima-sustrato (Kim, Song, Shin, Hwang, & Sun, 1997;
Nardini, Lang, Liebeton, Jaeger, & Dijkstra, 2000). EI movimiento de la tapa no
s6lo permite el acceso al centro activo de la enzima, sino que también expone una

gran superficie hidrofébica, al tiempo que parte de la superficie hidrofilica queda
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cubierta (Figura 3). Este cambio de conformacién se da por la “actividad
interfacial” esto consiste en que durante el contacto con la interface lipido/agua, el

bucle sigue un reordenamiento conformacional, descubriendo el sitio activo.

open : closed
o ¢

Figura 3. Estructura de una lipasa de Candida rugosa. En color rojo, se muestra la region
que forma el “Lid” o tapa de la enzima, a la izquierda se observa la conformacién abierta
en la cual el sitio activo (en color verde) queda expuesto permitiendo la interaccién
enzima-sustrato, a la derecha la conformacién cerrada (Rehm, Trodler, & Pleiss, 2010).

Las lipasas poseen tapas anfipaticas que, en la conformaciéon cerrada su lado
hidrofilico queda expuesto hacia el solvente, mientras que la parte hidrofébica se
dirige hacia el tunel de entrada donde se encuentra la triada catalitica (Brocca et
al., 2009)Conforme la enzima se desplaza hacia la conformacion abierta, la parte
hidrofébica queda expuesta y contribuye a la regiéon de union al sustrato (Yang y
Lowe, 2000). Por lo tanto, no solo la naturaleza anfipatica de la tapa es importante
para la actividad y especificidad de las lipasas, sino que también contribuye su

secuencia especifica de aminoacidos (Holmquist et al., 1995)

1.6 Superfamilia a/f hidrolasa

Existen multiples clasificaciones de proteinas tipo hidrolasas. Estas clasificaciones

se basan en caracterizaciones bioquimicas de acuerdo a los sustratos frente a los
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gque son activas, a la reaccion especifica que catalizan, con base en
caracterizaciones estructurales y de los dominios que presentan. La base de datos

ESTHER (http://bioweb.ensam.inra.fr/esther), estd dedicada a la recopilacion y

analisis de proteinas y dominios pertenecientes a la superfamilia a/f hidrolasa.
Esta base de datos ofrece una enorme y valiosa informacién, por ejemplo, el
namero de genes que hay en cada una de las subfamilias, las estructuras
cristalogréficas disponibles, inhibidores y sustratos que utilizan, mutaciones
realizadas en diferentes organismos, enfermedades relacionadas con estas

proteinas. Ademas, de vincularse con las bases de datos InterPro

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) y Pfam (https://pfam.xfam.org/).

El servidor clasifica a la superfamilia a/p hidrolasa en cuatro grandes bloques: C,
H, L y X, que albergan 98 familias y 116 subfamilias, apuntando a la enorme
variabilidad que existe dentro de esta superfamilia. Encontramos por ejemplo a
carboxilesterasas de bacterias, hongos, plantas, vertebrados e invertebrados;
lipasas bacterianas y de mamiferos; acetilcolinesterasas, cutinasas, epoéxido-
hidrolasas, peptidasas, entre muchas otras (Anexos de figuras). El bloque
mayormente representado es el bloque X, mientras que el bloque H es el més
pequefio, en este Ultimo encontramos a las lipasas sensibles a hormonas,
clasificadas por Arpigny y Jeager en 1999 como lipasas bacterianas de la familia
V.

1.7 Clasificacion de las lipasas

1.7.1 De acuerdo a su especificidad

Lipasas no especificas

Estas catalizan la hidrélisis del grupo éster, cualquiera que sea su posicion en el
esqueleto del glicerol o la naturaleza del &cido graso liberado. Catalizan la
hidrolisis completa de triglicéridos en acidos grasos, pero también conduce a la

produccion de productos intermedios como los diglicéridos.
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Lipasas que hidrolizan especificamente los acidos grasos en posicion 1y 3
sobre el glicerol

Dan lugar a los productos de hidrolisis como 1,2-diglicérido, 2,3- diglicérido y 2-
monoglicérido. Estos son muy inestables quimicamente y sufren migracion del

grupo acilo.

Lipasas que muestran especificidad ligada a la naturaleza del acido graso y

la longitud de cadena

Para una misma longitud de cadena, la velocidad de hidrélisis aumenta con el
namero de insaturaciones y el efecto es mayor cuanto mayor es la temperatura
(Macrae, 1983).

1.7.2 De acuerdo a lareaccion que catalizan

Las lipasas también pueden clasificarse de acuerdo a la reaccion especifica que
catalizan (En los esquemas de las reacciones, los puntos suspensivos indican que

la reaccion puede proseguir con el resto de los grupos del glicerol) (Paez, 2000).

Hidrolisis: descomposicion de un éster en su &cido y su alcohol constituyente en

presencia de agua

R—C—OR, + HO0 — R—C—OH+ R,—OH
I : :

0 0
0
R,-C-O 0 HO 0 o
}O-C-R_, + HO—» :|>O-C-RL, + R-C-OH —-.
R,-C-0 R,-C-O
& o)

Esterificacion: es la reaccion entre un acido carboxilico y un alcohol para dar un

éster
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Ry=C—OH + R,—OH — R;=C—OR, + H0
0 0

o)

HO 0 R,-C-0
}OH + R-C-OH—> }OH G —
HO HO

Alcoholisis: es la reaccion entre un éster y un alcohol produciéndose la

sustitucion de un grupo alquilo de un éster por otro

R,—C—OR, + Ry—OH — R—C—OR,+ R,~OH

o} 0
9
R,-C-O 9 HO 9 9
} O-C-R, + R;-OH — :|~ O-C-R, +R,-C-OR, —* ...
R,-C-O R3'(.:.'O

Acidolisis: es la reaccion entre un éster y un acido carboxilico, que transcurre con

el reemplazo del grupo acilo del éster por el del acido libre

R,—C—OR, + R—C—OH — R—C—OR, + R,—C— O
0 0 0 0

O O

R,-C-O 0 0 R-C-O 0 0
:|-O—C-R2 + R,-C-OH —» :I—O-C-R2+ R,-C-OH —> ...

R,-C-O R,-C-O
A 1

O

Interesterificacion: es la reaccidén entre dos ésteres que intercambian sus grupos

acilo
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R,—C—OR,+ R,—C—OR, — R—C—OR, + R—C—OR,
| I

0 0 0 0
5 g 3 >
R,-C-0 0 RO 0 R,-C-0 0 R,-C-O 0
} O-C-R, + } 0-CR, — ]— O-CR, * } 0-C-R, — .
R,-C-0 R.-C-O R,-C-O R.-C-0
0 o) o) o)

1.8 Clasificacién esterasas

Las reacciones de hidrolisis son catalizadas por diferentes tipos de esterasas las
cuales son clasificadas por la NC-IUBMB (por sus siglas en inglés Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology) de

acuerdo al sustrato especifico que es reconocido por la enzima (Figura 4).

0 H,0 0
R I R1—OH +
o, L .

Carboxilesterasa

Carboxilester Alcohol Carboxilato

0 H,0 OH
< T\, L 0
O@ Arilesterasa + O'/U\

A

Fenilacetato Fenol Acetato
H,0
V4 0
SOt Oi \ _ \N* +
/ Y Acetilcolinesterasa / " 0H 0)k
Acetilcolina Colina Acetato
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Figura 4. Reacciones de hidrolisis catalizadas por diferentes tipos de esterasas

1.9 Clasificacién de lipasas por Arpigny y Jaeger

En 1999, Arpigny y Jaeger compararon 53 secuencias de lipasas y esterasas
bacterianas y las clasificaron de acuerdo al porcentaje de conservacion en las
secuencias de aminodacidos y algunas propiedades biolégicas. De acuerdo a los
resultados propusieron una clasificacion de ocho familias (Arpigny & Jaeger,
1999).

Familia I. Lipasas verdaderas o lipasas de Pseudomonas

Destaca la presencia de dos residuos de acido aspartico implicados en la union a
Ca» cuyas posiciones son homologas en todas las secuencias, ademas de dos

residuos de Cys que forman un puente disulfuro. Los residuos de Asp y Cys se
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localizan en la vecindad de los residuos cataliticos His y Asp, los cuales

probablemente participan en la estabilizacion del centro activo (Kim et al., 1997).
Familia Il: GDSL

Esta familia no presenta la secuencia consenso GXSXG, particularmente en
Streptococus scabies se presenta una diada catalitica en lugar de la triada
catalitica canodnica. Otra caracteristica importante de las esterasas de
Psudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium y Photorhabdus luminescens es
un dominio adicional en la region C-terminal que abarca aproximadamente un
tercio de su secuencia completa y es similar a la de una familia de
autotransportadores que funcionan como factores de virulencia. En estas
proteinas, el dominio C-terminal se pliega presumiblemente en aproximadamente
12 laminas B anfipaticas que forman un poro acuoso en la membrana externa

(Henderson, Navarro-garcia, & Nataro, 1998; Loveless & Saier, 1997).
Familia lll

Esta familia fue identificada primeramente por Cruz y colaboradores. En 1998, Wei
y colaboradores obtuvieron la primera estructura terciaria de la lipasas producida
por Streptomyces exfoliatus, la cual muestra el pliegue candnico a/p hidrolasa y la
triada catalitica tipica. También muestra aproximadamente el 20% de identidad de
secuencia de aminoacidos con las isoformas intracelulares y de plasma humano
PAF-AH (Cruz, Pérez, Wellington, Castro, & Servin-Gonzélez, 1994; Hard, T.,
Barnes, H., Larsson, C., Gustafsson., Lund, 1995).

Familia IV: Lipasas Sensibles a Hormonas

Varias enzimas bacterianas muestran una elevada similitud en la secuencia de
aminoacidos con las HSL de mamiferos. La figura 5 muestra el alineamiento
multiple de 6 secuencias de aminoacidos de HSL procaridticas filogenéticamente
alejadas con la de humano (Hemild, Koivula, & Palva, 1994). Las HSL de
mamiferos parecen derivar de un dominio catalitico, homdélogo con las enzimas
bacterianas, fusionado con un dominio adicional en la regién N-terminal y un

modulo regulador insertado en la parte central de la secuencia.
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Figura 5. Lipasas sensibles a hormonas pertenecientes a la familia IV. Alicyclobacillus
acidocaldarius, Pseudomonas sp. Archaeoglobus fulgidus, Alcaligenes eutrophus,
Escherichia coli, Moraxella sp.

Familia V

Presentan el plegamiento a/f hidrolasa, asi como la secuencia consenso GXSXG,
también presentan un motivo conservado formado por los aminoacidos PTL, se
han reportado esterasas en las cuales se sustituye por PTQ y por PAL (Will et al.,
2010) y se han descrito a partir de organismos mesdfilos, terméfilos y psicrofilos.
También se ha descrito que presentan similitud con otras enzimas no lipoliticas
(epdxido hidrolasas, deshalogenasas y haloperoxidasas) que también poseen el

tipico pliegue a/B hidrolasa y una triada catalitica SHD.
Familia VI

Con una masa molecular en el rango de 23-26 kDa, las enzimas de esta
familia se encuentran entre las esterasas mas pequefias conocidas. La forma
activa de esta enzima es un dimero con el pliegue a/f hidrolasa y una triada
catalitica SHD clasica. Esta carboxilesterasa hidroliza sustratos pequefios con
una amplia especificidad y no muestra actividad hacia triacilgliceridos de cadena
larga. Muestran aproximadamente el 40% de identidad con las secuencia de
lisofosfolipasa eucarioticas (Fosfolipasas A, independientes de Ca>) (Arpigny &
Jaeger, 1999; Hong, Jang, Choi, & Yoo, 1991).

Familia VII

En esta familia, diversas esterasas de 55 kDa aproximadamente comparten una
identidad de secuencia de aminoacidos significativa con esterasas de mamiferos
(30 y 40% con la acetilcolinesterasa de intestino y la carboxilesterasa de higado

respectivamente). La esterasa de Arthrobacter oxydans es particularmente activa
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contra los herbicidas de fermilcarbamato al hidrolizar su enlace de carbamato
central y estd codificada en un plasmido (Pohlenz, Boidol, Schuttke, & Streber,
1992).

Familia VIII

La familia esta compuesta por tres enzimas que tienen 380 residuos de
aminoacidos aproximadamente, y muestran una alta similitud con algunas clases
de B-lactamasas de clase C. Una regién de 150 aminoacidos (posicién 50-200)
tiene una identidad del 45% con una B-lactamasa de Enterobacter cloacae (Galleni
et al., 1988). Ademas poseen una secuencia consenso SXXL en la regién N-

terminal

Con base en los alineamientos de secuencias de sus aminoacidos y la
conservacion de los motivos particulares que contienen, las esterasas también se

han clasificado en los bloques C, H, X y L (Arpigny & Jaeger, 1999).

Lipasas sensibles a hormonas (HSL por sus siglas en inglés)

Las lipasas sensibles a hormonas (E.C. 3.1.1.79, HSL) son enzimas intracelulares
gue pueden ser estimuladas por varias hormonas, como la catecolamina, la
adrenocorticotropina (ACTH) y el glucagon (Lass, Zimmermann, Oberer, &
Zechner, 2011). La actividad de las HSL de vertebrados esta regulada por
fosforilacion reversible dependiente AMPc (Arner & Langin, 2007). En tejido
adiposo, las HSL catalizan la hidrolisis de triacilglicerol y diacilglicerol, que
promueve la liberaciébn de acidos grasos libres que son transportados a otros
organos como una fuente importante de energia. Ademas, se ha demostrado que
las HSL hidrolizan o sintetizan una amplia gama de sustratos que contienen
enlaces éster, que incluyen ésteres de colesterilo, ésteres de hormonas
esteroides, ésteres de retinilo y otros sustratos relacionados con lipidos (Lafontan
y Langin, 2009; Yeaman, 2004). Debido a su amplia especificidad de sustratos las

HSL resultan altamente atractivos para aplicaciones industriales.
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Las HSL mejor caracterizadas son las de mamiferos, estas se expresan en
multiples tejidos como musculo esquelético, corazén, macréfagos, células 3 del
pancreas, glandulas mamarias y testiculos. En mamiferos se conocen tres

isoformas, con pesos moleculares que van de 84 a 130 kDa (Lass et al., 2011).

Las HSL de humanos estan compuestas por un polipéptido de 786 aminoacidos
sin una region de extension a membrana. Estas enzimas podrian formar
agregados funcionales a altas concentraciones, asi como unirse a vesiculas de
fosfolipidos para llevar a cabo su funcién (Lass et al., 2011). Estdn compuestas
por dos dominios: un dominio de union N-terminal y un dominio catalitico C-
terminal idéntico (Smith, Garton, Aitken, & Yeaman, 1996; Osterlund, 2001) El
dominio N-terminal esta implicado en la mediacién de las interacciones proteina-
proteina, mientras que el dominio C-terminal alberga la triada catalitica candnica
compuesta por Ser-Asp-His con varios sitios de fosforilacion. Especificamente, el
dominio N-terminal podria interactuar con la proteina de union a los lipidos
de adipocitos. En el dominio C-terminal se encuentra el pliegue a/B-hidrolasa,
con un residuo Ser altamente conservado en la secuencia consenso Gly-X-Ser-X-
Gly (A. J. Smith, Sanders, Juhlmann, Hertzel, & Bernlohr, 2008) Ademas, en el
dominio C-terminal alberga un modulo regulador de ~150 aminoacidos, que es la

region diana principal de la proteina quinasa A (Figura 6) (Watt & Steinberg, 2008).

Segun la clasificacion Arpigny y Jeager que incluye lipasas de los bloques C, H, X
y L, dentro del bloque H se encuentran las lipasas sensibles a hormonas (HSL),
las cuales estan ampliamente distribuidas en microorganismos, plantas y
animales. A su vez las HSL de microorganismos se clasifican en dos subfamilias:
la subfamilia GTSAG y la subfamilia GDSAG (en las que los residuos de

aminodacidos en negritas pueden sustituirse (Jeon et al., 2012; Li et al., 2014).

A pesar de estar descritas en algunas bacterias, muy pocas han sido descritas y
caracterizadas en hongos, tal es el caso de las HSL RmEStA y RmEstB de

Rhizomucor miehei (Yang, Qin, Duan, Yan, & Jiang, 2015).
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Figura 6. Organizacion estructural de la HSL humana y varias HSL bacterianas: BFAE,
Est25, EST2 y AFEST. La HSL humana est4 compuesta por un dominio N-terminal y un
dominio catalitico C-terminal. EI dominio C-terminal de ambos tipos de HSL, alberga la
triada catalitica (Ser-Asp-His) y los motivos conservados (GXSXG, DPXXD y HGX)
(Madificado de Doohun-Kim, 2017).

1.10 P. pastoris como sistema de expresion

En la tltima década, la levadura metilotrofica facultativa, P. pastoris se ha utilizado
para producir cientos de proteinas recombinantes importantes para fines
industriales, farmacéuticos y de investigacion béasica. Presenta varias ventajas
como sistema de expresion heterdloga, como su facil manipulacion a nivel
genético, puede agregar diversas modificaciones postraduccionales eucariotas y
se han descrito varios promotores fuertes para conducir la expresion heterdloga
(Cereghino & Cregg, 2000; Macauley-Patrick, Fazenda, McNeil, & Harvey, 2005).
Las proteinas heter6logas pueden producirse intracelularmente o secretarse
extracelularmente. Debido a que P. pastoris secreta cantidades pequeias de

proteinas extracelulares, la proteina recombinante secretada constituye la gran
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mayoria de la proteina total en el medio. Por lo tanto, producir una proteina
heterdloga dirigida al sobrenadante del cultivo puede ser un primer paso

importante en la purificacion (Cereghino et al., 2007).

Se ha descrito que en P. pastoris, el promotor de la alcohol oxidasa P,... €s un
promotor fuerte e inducible por metanol. La alcohol oxidasa (AOX) cataliza la
primer reaccion para la oxidacion del metanol a formaldehido y a perdxido de
hidrogeno, la enzima es “secuestrada” dentro del peroxisoma junto con las
catalasas descomponen el peréxido de hidrogeno en oxigeno y agua, una parte
del formaldehido que produce AOX sale del peroxisoma y es oxidado a formato y
diéxido de carbono por dos deshidrogenasas citoplasmaticas, de este modo las
células obtienen la energia para el crecimiento utilizando metanol (Cereghino &
Cregg, 2000).

P. pastoris tiene dos genes que codifican para la sintesis de la enzima: el gen de
la alcohol oxidasa 1 (AOX1) y el 2 (AOX2). El gen AOX1 contribuye con el 90% de
la sintesis de la alcohol oxidasa que se genera en la célula, mientras que AOX2

codifica para el 10% restante de la enzima.

1.10.1 Péptido senal a-MF

El péptido sefial mas comunmente usado en P. pastoris, proviene del factor a de
apareamiento (a-MF: a mating factor por sus siglas en inglés) una pre-pro
secuencia. Esta secuencia comprende a 19 aminoacidos del péptido sefal (pre-
secuencia), seguido por una pro-region de 60 aminoacidos. La secuencia sefial
presenta un sitio de corte en la pro-region que es reconocida por la proteasa Kex2
de la levadura, el resultado es la liberacion de la proteina totalmente procesada
(Parodi, 1999)

En cuanto a las modificaciones postraduccionales generadas por P. pastoris, estas
son semejantes a las de los organismos eucariotas superiores, dentro de las que

podemos encontrar el plegamiento correcto de las enzimas, la formacién de
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puentes disulfuro, la adicion de N-glicosilaciones (en su mayoria la glicosilacion es
constante y no alterada en Man8-9GIcNAc2 en la cadena lateral de un residuo de
Asn), el cual se encuentra en la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr y O-
glicosilaciones en las que se adicionan O-oligosacaridos en los grupos hidroxilos
de los aminoacidos Ser y Thr presentes en las proteinas secretadas, estas
glicosilaciones estan compuestas solo de residuos de manosas. Ademas P.
pastoris no hiperglicosila como en el caso de Saccharomyces -cerevisiae
(Cereghino & Cregg, 2000). Ademas, existen distintos tipos de vectores
disponibles para obtener la expresion Optima de la proteina. Las caracteristicas

que presenta el sistema de expresion son las siguientes:

1.10.2 Fenotipos de utilizacién de metanol

La cepa de P. pastoris de acuerdo al uso de metanol pueden clasificarse en tres
fenotipos: a) Mut+ las cuales tienen un buen crecimiento en metanol, b) Mut: o
fenotipo de utilizacién baja de metanol, debido a que estas cepas utilizan el gen
AOX2 (solo codifica para el 10% de la alcohol oxidasa) por lo que se observa un
lento crecimiento en metanol, ¢) Mut- o fenotipo de utilizacion nula de metanol,
estas cepas no son viables para crecer en metanol debido a que tienen deletados
ambos genes AOX, por lo que pueden ser utilizadas como control negativo para el

crecimiento en medio con metanol.
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2 ANTECEDENTES

Se ha caracterizado una gran variedad de enzimas lipoliticas de levaduras como
Candida antarctica y C. rugosa,asi como de hongos filamentosos
como Aspergillus niger, Rhizopus orizae, Penicillium camembertii, entre otros. No
obstante, hasta la fecha s6lo se han caracterizado dos enzimas lipoliticas
pertenecientes a la familia de esterasas HSL a partir del hongo termdfilo
mucoral Rhizomucor miehei y otra del hipertermofilo Thermotoga maritima. Sin
embargo, el papel que desempefian en la fisiologia de los hongos y quiénes son

los sustratos naturales de estas enzimas aun son desconocidos.

HSL BaEstB de B. adusta

En el laboratorio de Biologia Molecular de Hongos del CEIB se caracterizo
bioquimicamente a la esterasa HSL BaEstB, obtenida a partir de una libreria de
cDNA de una cepa B. adusta crecida sobre petréleo crudo. Se determin6 que el
tamafio del gen de BaEstB es de 1133 nucledtidos (incluidos dos intrones de 57 y
uno de 50 nucledtidos), mientras que el mMRNA es de 969 nucleétidos. La
caracterizacion bioquimica de la enzima mostré su preferencia por sustratos con
cadenas de acilo cortas, tal como el 2-naftil Acetato. La preferencia de sustratos
de cadena corta es una caracteristica de las esterasas y no de las lipasas. En
contraste, la enzima no mostré actividad frente a acilos con cadenas de 10 y 16
carbonos, (p-NP decanoato y p-NP palmitato, respectivamente). En cuanto a los p-
NPs de cadena corta se observdé una marcada disminucién de la actividad de
hidrélisis de hasta 20 veces para el p-NP acetato mientras que para el p-NP
butirato disminuyo 32 veces respecto al 2-naftil-acetato (Tabla 2) (Sanchez-
Carbente et al., 2017).
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Tabla 2. Actividad especifica de la esterasa HSL BaEstB con diferentes sustratos

Sustrato Actividad Especifica (umol/mg)
2-Naftil Acetato 31.5840.1

p-NP Acetato 1.78+0.329

p-NP Butirato 0.98+0.115

p-NP Decanoato 0

p-NP Palmitato 0

El modelado tridimensional y la construccion del arbol filogenético a partir de la
comparacioén estructural de sus analogos mas cercanos, apuntan a que BaEstB es
un ortdlogo de la HSL-RmEstB de Rhizomucor miehei, el cual se
encuentra filogenéticamente alejado de B. adusta. Ademas, los resultados del
andlisis por BLAST mostraron una gran similitud con la familia IV de las esterasas,
la cual incluye a las HSL. También se localizo la triada catalitica comun de las HSL
a partir de alineamientos multiples de aminoacidos. La figura 3 muestra un modelo
propuesto para la estructura tridimensional de la HSL BaEstB. El analisis
bioquimico mostré que la actividad méaxima se alcanza a 45°C, mientras que a
30°C y 50°C todavia conserva el 69% y el 99% de la actividad, respectivamente.
La enzima presenta una actividad 6ptima a pH de 7.0 y la actividad disminuy6 sélo
9% a pH 10, mientras que a pH 11 mantiene hasta 53% de la actividad, en pH’s
acidos (pH 4.0) la enzima presenta hasta 45% de actividad.

Hasta el momento, aln se desconoce cuales son los sustratos naturales de esta
enzima y si al mutar los residuos que se encuentran en la entrada del sitio
catalitico podria cambiar la especificidad del largo de la cadena del sustrato como
ha sido demostrado en el ortdlogo RmEstB de R. miehei.

En 2014, se describieron dos HSL del hongo termdfilo Rhizomucor
miehei, RmMEstA y RmEstB, las comparaciones estructurales muestran que hay
una alta similitud con las esterasas de Pyrobaculum calidifontis, Archaeoglobus

fulgidus, Salmonella  typhimurum Alicyclobacillus  acidocaldarius. La
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caracterizacion bioquimica de RmEstA y RmEstB muestra que poseen diferentes
especificidades de sustrato. Por un lado RmEStA hidroliza ésteres de
cadena larga (hasta C16) presentando la actividad mas alta para aquellos con
seis carbonos, mientras que RmEstB favorece la hidrélisis de ésteres de cadena
corta, con la actividad mas alta observada para C2. Se ubicaron dos aminoacidos
aromaticos (Phe222 y Trp92), en el centro del “bolsillo” de unién al sustrato de
RmESstB y los autores proponen que esto conlleva al bloqueo del sitio de unién al
sustrato (figura 8 y 9), sin embargo, no proponen cuales podrian ser los sustratos
naturales (Yang et al., 2015) Las HSL de mamiferos utilizan al colesterol
esterificado como sustrato, que puede servir como precursor para la sintesis de
hormonas, sin embargo en los hongos no existe este tipo de moléculas, en cambio
contienen ergosterol. Estas moléculas pueden estar esterificadas cuando el hongo
las almacena y se ha reportado que la cantidad de ergosterol esterificado es
diferente en distintas estructuras de hongos basidiomicetos. En 2008, Yuan y
colaboradores determinaron el contenido de ergocalciferol, ergosterol y ésteres de
ergosterilo en diferentes estructuras de los hongos agéricos: Agrocybe aegerita,
Termitomyces albuminosus y Lentinus edodes (pileo, branquias y estipite), los
resultados mostraron que el contenido de ergosterol libre y esterificado variaba,
pero no se detectd ergocalciferol. Las abundancias relativas entre los ergosteroles
libres y los esterificados mostraron que en las tres especies el ergosterol
esterificado fue mucho mas alto en las branquias que en el pileo y el estipite (el
contenido de ergosterol esterificado constituye 37-58% del ergosterol total en las
branquias y menos del 15% en el pileo y el estipite (Tabla 3) (Yuan, Kuang, Wang,
& Liu, 2008). No se tiene informacion respecto al contenido de este tipo de
ergosteroles en B. adusta y tampoco de las enzimas involucradas en la

movilizacion del ergosterol esterificado a ergosterol libre.
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Figura 7. Modelo tridimensional propuesto para BaEstB. El cap y los dominios cataliticos
se representan en magenta y verde, respectivamente; mientras que el N-terminal (M1) y el
C-terminal (E322) se muestran en cian. (b) Triada catalitica de BaEstB. S163, D252, y
H285 se representan en verde. (¢) y (d) Residuos ubicados en el centro del bolsillo de
unién de sustrato. (c) Y81 y E225 se representan en verde en BaEstB, y (d) W92 y F222
se representan en rojo en PDB 4WY8 de RmEstB.

Figura 8. Modelo tridimensional de la RmEstA. Se muestran los aminoacidos de la triada
catalitica de RmEstA, los atomos de oxigeno estan en rojo, los atomos de nitrégeno en
azul y los &tomos de carbono en verde. El canal de union al sustrato de RmEstB esta
cerrado por los residuos aromaticos Trp92 y Phe222
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Figura 9. Alineamiento parcial de secuencias de aminoécidos de esterasas
seleccionadas. Etiquetado con cddigos PDB: 4KRY, una acetil esterasa de E. coli; 4C87,
una esterasa de L. plantarum; 4J7A, una esterasa obtenida de una libreria
metagendmica; 3AIO, esterasa de S. tokodaii; 2C7B, una esterasa obtenida de una
libreria metagendmica; 2YH2, una esterasa de P. calidifontis; y 1QZ3, una esterasa de A.
acidocaldarius. El residuo clave Phe222 de RmESstB esta marcado con un punto rojo en la
alineacion de la secuencia de aminoacidos. Se enumeran los sustratos Gptimos de estas
esterasas, tomados de estudios anteriores.

Tabla 3. Contenido de ergosterol libre y esterificado en las diferentes partes de hongos
agaricos

Sample Nssue  Free ergosterol (mg/g dm)  Ergosteryl esters” (mg/g dm)  Total ergosterol (mg/g dm)  Estenfied ergosterol (%4)
4. aegerita Pileus 351006 043002 3 10.9
Gills 142004 1982005 342 579
Stipe 2.4040,05 0072001 247 28
T allvwminosus  Pileus 2154004 0372002 .52 147
Chlls 1.70:0,03 100 20.04 2.70 7.0
Stipe 402008 0.612003 4.63 132
L. edodes Pileus 1112003 0172001 1.28 133
Galls 3.69:0.07 0.34:002 4.03 R4
Stipe 1.25+0.03 0132001 1.38 04
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3 JUSTIFICACION

Comprender la accidon de las esterasas tiene implicaciones biotecnolégicas, por
ejemplo en la bioremediacion, degradacion de insecticidas y acidos huamicos, o
bien en procesos industriales como la produccién de farmacos, detergentes, papel,
cosméticos, perfumes, biodiesel asi como la produccion de ésteres aromaticos en

la industria alimentaria.

Aunque se han caracterizado una gran variedad de enzimas lipoliticas de
levaduras como Candida antarctica y C. rugosay de hongos filamentosos
como Aspergillus niger, solo dos HSL esterasas de Rhizomucor miehei han sido
cristalizadas y caracterizadas bioquimicamente, mientras que en mamiferos han
sido ampliamente estudiadas. Estas muestran actividad sobre sustrato con
distintos largos de cadena como los p-nitrofeniles, sin embargo, no se ha
explorado cuales podrian ser los sustratos naturales de estas enzimas en hongos,
ni de su importancia celular. De manera interesante, la esterasa HSL de
Bjerkandera adusta BaEstB mostrd preferencia sobre sustratos de cadena corta
con un extremo voluminoso como el 2-Naftil-acetato. No obstante aln se requiere
una caracterizacion mas profunda de la enzima. Por otro lado, se sabe que en
hongos hay una acumulacion de ergosterol esterificado en distintas partes del
cuerpo fructifero de hongos basidiomicetos, sin embargo, ain se desconoce quién
es la enzima responsable de su desesterificacién. Por lo tanto, es posible que las
HSL de B. adusta estén desesterificando el ergosterol esterificado.
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4 HIPOTESIS

La HSL BaEstB de Bjerkandera adusta desesterificara esteroles acilados

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Analizar la actividad esterasa de BaEstB frente a sustratos acilados

5.2 Objetivos especificos:

Analizar las relaciones filogenéticas de BaEstB con respecto a otras HSL de
diferentes organismos y obtener las estructuras 3D de los homologos mas
cercanos

Analizar la interaccién enzima-sustrato y especificidad de BaEstB para diferentes
sustratos por medio de Docking (Ergosteril acetato, colesteril acetato y diferentes
p-nitrofeniles)

Generar mutantes in silico de BaEstB de los aminoacidos del sitio de union al
sustrato y analizar los efectos por medio de docking

Expresar y purificar la enzima por medio de cromatografia de afinidad de niquel

Determinar la desesterificacion por BaEstB de sustratos acilados por medio de
HPLC
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6 METODOLOGIA

6.1 Construccion de arboles filogenéticos y estructuras 3D

Con el fin de determinar las relaciones filogenéticas de BaEstB, y la generacion
de estructuras 3D, se planted la siguiente estrategia computacional (Figura 10).
Partimos de la busqueda de secuencias de la familia HSL en el genoma de
diferentes hongos basidiomicetos, primeramente de B. adusta, esto con el fin de
averiguar si en su genoma, se encuentran secuencias homologas de HSL.
Posteriormente se realizd la busqueda de secuencias ortélogas de HSL de
algunos hongos ascomicetos, particularmente de Aspergillus sidowii y
Trichoderma atroviride, los cuales poseen caracteristicas de manipulacién
genética mucho menos compleja en comparacion con B. adusta Ademas,
Aspergillus sidowii y Trichoderma atroviride son hongos de interés biotecnoldgico
para nuestro laboratorio. También se buscaron HSL de otros basidiomicetos como
Picnoporus cinnabarinus y Picnoporus coccineus.
(https://genome.jgi.doe.gov/mycocosm/home) de mamiferos y de bacterias en la
base de datos del NCBI.

Posteriormente se hizo un alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos
en Clustal Omega y seleccionamos las secuencias mas parecidas a BaEstB a
partir de una matriz de porcentaje de identidad. Se genero el modelo estructural de
la secuencia de BaEstB en el servidor I-TASSER por sus siglas en inglés: Iterative
Threading ASSEmbly Refinement, este servidor utiliza un enfoque de subprocesos
y multiples programas, en el que cada programa puede generar decenas de miles
de alineamientos de templados, de modo que sélo utiliza los templados de mayor
importancia, lo cual se mide con el parametro Z-score. Después de la simulacién
de ensamblaje de estructuras, I-TASSER usa el programa de alineacion
estructural TM-align para hacer coincidir el primer modelo de I-TASSER con todas
las estructuras de la base de datos PDB.

Los PDB templados que el programa utilizé para generar el modelo se incluyeron
en la lista de secuencias. Para confirmar que todas las secuencias pertenecieran a
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la familia de HSL, estas se cargaron en la base de datos ESTHER

(http://bioweb.ensam.inra.fr/esther) y se utilizé la herramienta de Modelos Ocultos

de Markov. Esta herramienta consiste en una coleccion de programas disefiados
para detectar homologos lejanos con la mayor sensibilidad posible. Posteriormente
se realiz6 un segundo alineamiento multiple de las secuencias en Clustal Omega.

Se utilizd el programa Smart Model Selection Tool (http://www.atgc-

montpellier.fr/sms/) para obtener el modelo de sustitucion de aminoacidos mas

adecuado para nuestras secuencias. La edicién de secuencias y construccion de
arboles filogenéticos se realizd con el programa SeaView version 4.
Posteriormente, de acuerdo al &rbol filogenético obtenido se seleccionaron
algunas secuencias para modelar en el I-TASSER.

Finalmente se llevé a cabo la superposicion estructural por homologia de BaEstB
con diferentes HSL y se calculd el porcentaje de identidad utilizando el software
UCSF Chimera 1.13.
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Figura 10. Estrategia computacional para la construccion de arboles filogenéticos y

estructuras 3D.

6.2 Acoplamiento molecular (Molecular Docking)

6.2.1 Preparacién del sistema para el acoplamiento molecular

Con el fin de evaluar la preferencia de BaEstB sobre diferentes sustratos tipo
éster, entre ellos el 2-naftil acetato, 1-naftil acetato, 1-naftil butirato, ergosteril
acetato, colesteril acetato, 5-O-(trans-feruloil)-arabinofuranosa (FAra) y diferentes
p-nitrofenil ésteres sustituidos (acetato, butirato y decanoato), se planteé la

siguiente estrategia de trabajo in silico (Figura 11).
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Figura 11. Estrategia computacional para el andlisis de la interaccion de BaEstB con
diferentes ésteres.

A partir de la secuencia de aminoacidos (Anexo secuencias) de BaEstB se obtuvo
el modelo de la estructura tridimensional generado en I-TASSER utilizando como
templado el modelo de una feruloil esterasa (PDB: 4ZRS) el ort6logo mas cercano
de BaEstB. Posteriormente, en el programa de Schrédinger Maestro 9.8 (version
2014-2) se preparO el sistema para realizar una minimizacion, con lo cual se
asignaron las siguientes caracteristicas al modelo: 6rdenes de enlace, protonacion
de aminoacidos a pH 7.0; de acuerdo con los pKa predichos por PropKa: todos los
acidos glutdmicos y asparticos desprotonados, la His285 se protond en el
nitrégeno épsilon y el resto de las His en el nitrégeno delta. Con el programa

DESMOND (https://www.schrodinger.com/desmond) se generd una caja cubica de

agua (modelo SPC) de 10 A por lado desde la superficie de la proteina. El sistema

se neutralizo con 7 iones Na'. El sistema preparado consistio en 38,960 atomos.
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La minimizacion de la energia se realizé con el programa DESMOND (v38017) por
el método de Steepest Descent con un criterio de convergencia de 0.1 kcal/mol/A.

Las interacciones coulémbicas se calcularon con un radio de corte de 12 A.

Posteriormente, se realizdé una busqueda conformacional del modelo de la enzima
BaEstB minimizada por el método Monte Carlo utilizando el servidor de Protein

Energy Landscape Exploration (https://pele.bsc.es/pele.wt) (PELE, por sus siglas

en inglés) mediante la opcion de movimiento local de proteinas. Los modelos
obtenidos se convirtieron en formato PDBQT con la herramienta
prepare_receptor4d.py de AutoDockTools
(http://autodock.scripps.edu/resources/adt).

Se probd6 una segunda estrategia para la busqueda conformacional de la enzima.
Se obtuvieron los modos normales de vibracion con el servidor Elastic Network

Model (http://www.sciences.univ-nantes.fr/elnemo/) (EINemo). Se obtuvieron los

primeros 5 modos normales no triviales de menor frecuencia utilizando los
siguientes pardmetros: DQMIN: -100 yo -50; DQMAX: 100 yo 50; y DQSTEP: 20.
Los modelos obtenidos se convirtieron en formato PDBQT con la herramienta

prepare_receptord.py de AutoDockTools.

Los modelos de la estructura tridimensional de los sustratos 2-naftil acetato, 1-
naftil acetato, 1-naftil butirato, ergosteril acetato, colesteril acetato, 5-O-(trans-
feruloil)-arabinofuranosa (FAra) p-nitrofenil acetato, p-nitrofenil butirato y p-
nitrofenil decanoato se construyeron con la herramienta Build Fragments del
paquete Schrdodinger Maestro y se minimizaron con el programa DESMOND por el
método de “Steepest Descent” con un criterio de convergencia de 0.1 kcal/mol/A.

Las interacciones couldémbicas se calcularon con un radio de corte de 12 A.

Las estructuras minimizadas se guardaron en formato PDB y se transformaron en

formato PDBQT con la herramienta prepare_receptor4.py de AutoDockTools.
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6.2.2 Acoplamiento molecular

Se realizdé un primer docking “ciego”, es decir, buscando en toda la proteina las
posibles interacciones proteina-ligando (dimensiones de la caja de busqueda: 29 x
29 x 29 A). Primeramente, se utilizaron sélo los sustratos 2-naftil acetato y
ergosteril acetato. Posteriormente, se realiz6 un docking dirigido; esta vez se
definieron los limites de blusqueda trazando una caja (dimensiones: 22.5 x 29.62 x
26.25 A, centrado en las coordenadas 10.0, -17.0, 5.0) en la que se consideraron
todos los residuos de aminoéacido de la enzima que participan en la catalisis: triada
catalitica (Serl63, His285, Asp252), residuos de aminodcidos de union con el
sustrato (Tyr81 y Leu211) y cavidad oxianionica (Gly78 y Gly79). (Li et al., 2014).
Se calcularon 10 poses de interaccion proteina-sustrato para cada conformaciéon
de la proteina y se hizo la extraccion de los datos de energia de interaccion y de
distancia entre el carbonilo del enlace éster del sustrato y el &tomo de oxigeno del
grupo hidroxilo de la cadena lateral de la Serl63 con el script datoscoord.sh (ver
anexo). Se construy6 una distribucién de frecuencias de poses y una dispersion de
datos de distancia-energia en la aplicacion de Microsoft Excel y se generd una

plantilla de célculo llamada calculo_distancias_docking.xls.

6.3 Disefio de las mutaciones puntuales in silico

La elecciébn de las mutaciones puntuales se hizo con base en los siguientes
criterios: primero, se identificaron todos los residuos de aminoacidos que
estuvieran interaccionando con los diferentes sustratos en una esfera de 6 A de
radio alrededor del sustrato en las poses con la mejor energia de afinidad. El
segundo criterio fue la revision bibliografica de trabajos en los que se hubieran
caracterizado HSL de diferentes microorganismos (De Simone et al., 2004; Ngo et
al.,, 2013; Yang et al.,, 2015). Utilizando los mismos sustratos con los que se
caracterizd previamente a BaEstB, particularmente p-nitrofeniles sustituidos con
ésteres de cadenas alifaticas de tamafio C2 a C16. Ademas, se buscd que

estuvieran reportadas mutaciones puntuales comprobadas experimentalmente de
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los aminoéacidos implicados con la unién al sustrato y que coincidieran con nuestra
lista. Las mutaciones (Y81W, Y81F, Y81S, L211A, L211F, L211S y L211W) se
generaron in silico en el programa Schrédinger Maestro y se minimizo la estructura
con el programa DESMOND mediante el método de Steepest Descent.
Posteriormente, se realizd el acoplamiento molecular dirigido con los sustratos p-
nitrofenil acetato, p-nitrofenil butirato, p-nitrofenil decanoato, 1-naftil acetato, 1-

natftil butirato y ergosteril acetato.

6.4 Expresion de BaEstB en Pichia pastoris X-33

La construcciéon pPICZaA/BaEstB (Sanchez-Carbente et al.,, 2017) (Anexo 1) se
transformé en E. coli DH5a. Para verificar que el plasmido es el correcto, se
verificé la insercion de BaEstB en pPICZaA por un analisis de restriccion,
posteriormente la construccion se linearizd con la enzima de restriccion Sacl para
ser transformada en células de P. pastoris X-33 mediante electroporacién. Estas,
se sembraron placas con medio levadura-peptona-dextrosa (YPD) y zeocina a
una concentracion de 100 yg/ml. Se utiliz6 como control negativo a P. pastoris X-

33 transformada con el vector vacié pPICZaA.

La integracion del gen de BaEstB en el genoma de P. pastoris X-33 se confirmé
mediante analisis de PCR en colonia utilizando los oligonucle6tidos de AOX 5’y 3’
del kit de expresion Easy Select Pichia (Life Technologies Invitrogen). Para inducir
la expresion de BaEstB, las colonias positivas se resembraron en placas de medio
minimo dextrosa (MD) y metanol minimo (MM) (Anexo 3) por separado a 28°C por
48 horas y se seleccionaran los fenotipos Mut+ y Muts. Se seleccionaron 5 colonias
fenotipo Mut+, P. pastoris X-33 silvestre y P. pastoris X-33 transformadas con el
vector vacio, estas se inocularon en 15 ml de medio complejo suplementado con
glicerol (BMGY) (Anexo 3) en matraces de 50 ml a 28°C en agitacion (200-250
rom) hasta alcanzar una OD.,, de 2-6 (16 a 18 horas). Las células se
centrifugaron a 1500 g por 5 minutos y se resuspendieron nuevamente en 50 ml
de medio complejo suplementado con medio metanol (BMMY) (Anexo 3) en
matraces de 250 ml a 28°C, 200-250 rpm. Se indujo la expresién de BaEstB
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anadiendo metanol a una concentracion final de 0,5% a intervalos de 24 horas

durante 5 dias.

Xho It

Figura 12. Caracteristicas del vector de expresion pPICZaA. Contiene un marcador de
resistencia a zeocina, el sitio de clonacién multiple dentro del cual se encuentra el péptido
sefal factor a y el epitope c-mic, 6xHis y el promotor AOX1.

6.5 Purificaciéon de BaEstB

La purificacion se realizd a partir de un sobrenadante de cultivo de 96 horas por
medio de cromatografia de afinidad de niquel. Se partié de un cultivo de 50 mL y
se recolect6 el sobrenadante por centrifugacion a 1500 x g durante 15 minutos en
tubos de ultrafiltracion de 15 mL Amicon Ultra de 10 kDa MILLIPORE con una
membrana de celulosa donde se concentré el extracto enzimético desde 20ml
hasta 1-1.5 mL. El extracto se llevé hasta un volumen de 15 mL con Buffer Tris-
HCI (10 mM, pH 7, 0.2% Tritébn) y se aplicé en una columna de afinidad a
histidinas HisTrap Chelating HP, GE Healthcare de 1mL previamente equilibrada
con 15 ml de sulfato de niquel 0.2 M, se recirculé durante 1 hora utilizando una
bomba peristaltica y posteriormente se eluyo la proteina con buffer Tris-HCI (10

mM, pH 7.5, 0.3 M Imidazol). Finalmente se eliminé el imidazol utilizando un
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amicon de corte de 5 kDa por centrifugacion a 5500 rpm hasta obtener

aproximadamente 0.75 - 0.5 mL y se almacen¢ a 4°C.

6.6 SDS-PAGE

Para verificar la purificacion de la enzima, se realiz6 una electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) de acuerdo al método de
Laemmli (1970) utilizando los extractos crudos de diferentes etapas de
purificacion. El gel se tifid con azul de Coomasie brillante R-250 para la deteccion
de las proteinas. La banda correspondiente a la enzima purificada es de un peso

molecular de 38.3 kDa aproximadamente.

6.7 Zimograma

Para detectar la actividad esterasa de BaEstB se realizardn zimogramas con gel
de poliacrilamida al 12% (PAGE). La tincion de la actividad esterasa se realizo
como describen Karpushova, y colaboradores (2005). Los geles se incubaron
durante 5 minutos a 25°C en una solucion de revelado con 3 mmol/L de 2- Naftilo
acetato, Immol/L de Fast Garnet TR (Sigma) y 100 mmol/L buffer fosfato de
sodio (pH 7.5). La actividad se observa cuando aparecen bandas de color

naranja.

6.8 Actividad esterasay determinacion de la especificidad de sustratos
sintéticos

Los sustratos que se utilizan para la determinacion de actividad esterasa sonel 1y

2-naftil acetato, para lo cual se prepararon las siguientes soluciones:
Solucién 1: 2-naftil acetato (54 mmol / L) en acetona.

Solucién 2: para la preparacion de sustrato: se disuelven 10 mg de sal de sulfato
GBC de Garnet en 100 pl de tampon de fosfato de potasio 50 mmol /L (pH 7) y
Triton X-100 al 0,1%.

46



Se prepar6 una mezcla de 10: 0.01: 0.05 (v / v/ v) Tampon fosfato de potasio (pH
7.01) 0.1% Triton X-100 / Solucién 2 / Solucién 1.

Se agregan 100 pl de esterasa pura diluida (1/100) a la solucién de sustrato (200
M) mas 100 pl de tampon Tris-HCI 10 mmol/L pH 7.0. El 1-naftil acetato se prepar6

de la misma manera.

En la reaccidn, el enlace éster del 1 y 2-naftil acetato se hidroliza para producir
acetato y naftol. El 1 y 2-naftol liberado se cuantific6 midiendo la absorbancia a
538 nm durante 30 y 40 minutos en un espectrofotometro para microplacas
EPOCH™ BioTek. Para la determinacion de la actividad volumétrica (AV) de

BaEstB se utilizo la siguiente ecuacion:

Ec1:

(m x Vt)
AV =
(exbx*Ve)

En donde:

m = pendiente (A Abs/min)

Vt = Volumen total de la reaccion

€ = Coeficiente de extincion molar del 1 y 2-naftil acetato = 23.593 L mmol™ cm™
b = Longitud de la celda =1 cm

Ve = Volumen de la enzima

Una unidad de actividad esterasa se define como la cantidad de enzima que libera
1 pmol de 2-naftol por minuto. A partir de la actividad volumétrica y la
determinacién de la concentracion de proteina por el método de Bradford se
determind la actividad especifica (AE, expresada en U/mg de proteina), utilizando

la siguiente ecuacion:
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Ec 2:

AV
[proteinal]

AE =

Para determinar la especificidad de BaEstB para la longitud de cadena de acilo se
analizard utilizando los siguientes sustratos: p-nitrofenil acetato (C2), p-nitrofenil
butirato (C4), p-nitrofenil decanoato (C10) y p-itrofenil palmitato (C16) como se
describe anteriormente. Una unidad de actividad esterasa se define como la

cantidad de enzima que libera 1 ymol de p-nitrofenol (pNP) por minuto.

6.9 Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

En una placa de 96 pozos se aplica en cada pocillo 150 pL de reactivo de Bradford
(Bradford: H20, 1:4, v/v). Se utiliz6 como blanco 100 yL de agua y 200 pL de
Bradford.

6.10 Curva de calibracion

A partir de una solucion de referencia de albumina de suero bovino (BSA, 0.1
mg/mL) se preparé una curva de calibracién de 0 a 1.6 pug/mL. Se realizaron
diluciones seriadas 1:2 en una placa de 96 pocillos, por triplicado y se midié la
absorbancia a 595 nm en un espectrofotbmetro para microplacas EPOCH™
BioTek.

6.11 Actividad esterasa utilizando esteroles esterificados

Con el objetivo de verificar si la BaEstB presentaba la capacidad de desesterificar
al ergosterol acetilado (sintetizado en el CEIB por el Dr. A. Cardoso Taketa) y al
colesterol palmitato (compafiia Sigma-Aldrich), se disefié la siguiente estrategia

experimental:
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Se estableciod el sistema de extraccion de los sustratos para el ensayo de actividad
esterasa, se probaron las siguientes mezclas de solventes: 1. Metanol, cloroformo,
hexano (10:9:7, v/vlv) y 2. Hexano. Ambos sustratos se resuspendieron a una

concentracion de 0.5 mg/mL en metanol y se analizaron por HPLC.

Para el ensayo de la actividad esterasa con el ergosterol acetilado se realiz6 como
describe Eichmann y colaboradores en 2016 con algunas modificaciones. Para la
preparacion del sustrato, se disolvié a una concentracion de 0.5 mg/mL en buffer
Tris HCl 10 mM + Triton-X 100 1% pH 7.0, seguido de sonicacién durante 15 min.
La incubacion de la enzima con el sustrato se realiz6 a 28°C durante 1 hora en
agitacion. Después de la incubacion, se agregd hexano a la mezcla
(hexano/mezcla, 1:1, v/v) y se resuspendié vigorosamente con ayuda del vortex.
La separacion de fases se aceler6 mediante centrifugaciéon a 5000 X g a 4°C
durante 10 minutos. La fase orgénica superior se recogié y se dejoé secar en una
campana de flujo laminar durante 24 horas. Se realizé una segunda extraccién con
hexano bajo las mismas condiciones. Se siguié el mismo protocolo para el control
sin la enzima. Las muestras se resuspendieron en metanol a una concentracion

final de 0.5 mg/mL y se analizaron por HPLC.

Finalmente, para la cuantificacibn de ambos sustratos se realizaron curvas de
calibracion utilizando concentraciones de 0.25, 0.1, 0.05 y 0.005 mg/mL por

triplicado.

6.12 HPLC

Los sustratos ergosterol acetilado y ergosterol libre se analizaron por medio de
HPLC. Se utilizé un equipo HPLC Ultimate 3000 RS Diode Array Detector. La fase
estacionaria consistio en una columna C18 de 150 mm de diametro y 4.6 mm de
tamafio de poro. La fase movil consistio en una solucion (Acetonitrilo/metanol,
85:15, v/v). Ambos sustratos se disolvieron a una concentracion de 0.5 mg/mL en

metanol.
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6.13 Mutaciones puntuales “PCR-All around”

De acuerdo a los resultados obtenidos por Docking se llevara a cabo la
mutagénesis sitio dirigida “PCR-All around” utilizando el kit comercial QuikChange
Lightning Multi Site-Directed (Agilent Technologies) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se disefiaran oligonucleétidos (5’ y 3’) para cambiar los aminoacidos

implicados en el sitio de union al sustrato de la BaEstB (E225 y Y81).

Se utilizara como DNA templado para PCR el plasmido pPICZaA/BaEstB el cual
se encuentra metilado, posteriormente se realizaré la digestion del DNA parental
(pPICZaA/BaEstB) con la enzima de restriccion Dnpl que es dependiente de DNA
metilado y el DNA producido en la reaccion de PCR se transforma en una cepa de
E. coli que no digiere DNA sin metilar (revisar las indicaciones del fabricante) Se
seleccionaran las colonias por PCR y posteriormente se extraera el DNA
plasmidico con el kit (ThermoScientific) y se secuenciard en la Unidad de
Secuenciacion del IBT-UNAM. Una vez confirmada la presencia de las mutaciones
deseadas, se transformara por electroporacion en células de E. coli DH5a para
posteriormente transformar e inducir la expresion de las mutantes de la BaEstB en

células de P. pastoris X-33.

Se purificaran las proteinas mutantes, se evaluara la actividad esterasa y se
determinara la especificidad de sustratos sintéticos con 2-Naftilo Acetato, p-NP
Acetato, p-NP Butirato, p-NP Decanoato y p-NP Palmitato como se describio
anteriormente para ver si existe una modificacién en la preferencia de sustratos
con cadenas de carbono de mayor o menor tamafio en las mutantes con respecto
a la BaEstB.
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7 RESULTADOS

7.1 Andlisis filogenético

Se realizé un andlisis filogenético con las secuencias de algunas HSL de hongos
basidiomicetos como B. adusta, Picnoporus cinnabarinus, Picnoporus coccineus y
de los hongos ascomicetos A. nidulans, A. sydowii y T. atroviride, asi como de
algunas HSL caracterizadas de bacterias y de mamiferos. La figura 13 muestra el
arbol filogenético construido con el algoritmo de agrupacion de maxima
verosimilitud, se observa la formacion de grupos coherentes, primeramente, todas
las secuencias pertenecen a la familia IV de las HSL, se distinguen dos grandes
grupos parafiléticos que contienen la secuencia consenso GTSAG y GDSAG, a su
vez, dentro de estos encontramos varios grupos monofiléticos de mamiferos,
bacterias y hongos. Es importante sefialar que las secuencias de las HSL de
mamiferos no se encuentran completamente separadas de las HSL de bacterias y

hongos a pesar de estar tan separadas evolutivamente.

De acuerdo con los diferentes andlisis filogenéticos (Anexo 5), podemos sugerir
que la feruloil esterasa 4zrsA es el ortélogo méas cercano de BaEstB y se

encuentra estrechamente relacionada con una HSL de Trichoderma atroviride.

El objetivo de este andlisis era proponer al gen ortélogo de la BaEstB en un hongo
que sea de facil manipulacién genética y biotecnologicamente relevante para
poder posteriormente estudiar el rol de los ortélogos de la BaEstB en la fisiologia
de distintos hongos, ademas de seguir con su caracterizacion bioquimica por sus
posibles aplicaciones biotecnoldgicas. De acuerdo a estos criterios podemos ver
que el ortdlogo de la BaEstB en T. atroviride es la HSL2 por lo cual podriamos
realizar manipulaciones genéticas para deletar a estos genes y determinar su

funcion en los hongos.
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Figura 13. Arbol filogenético de 47 secuencias de aminoacidos. Algoritmo de
agrupamiento maxima verosimilitud, bajo 1000 réplicas bootstrap. Con una matriz de
reemplazamiento WAG. Se observa la formacién de clados que presentan a las
secuencias consenso GTSAG y GDSAG. El andlisis indica la el ortélogo mas cercano de
BaEstB es la feruloil esterasa 4zrsA y que estas se encuentran estrechamente
relacionadas con una HSL de Trichoderma atroviride.
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7.2 Modelaje tridimensional de BaEstB mediante I-TASSER

El modelo tridimensional de la BaEstB se obtuvo a partir del archivo PDB (Protein
Data Bank) generado en el servidor I-TASSER, este arroja diferentes puntajes de
confianza como el TM-score que mide la similitud entre dos estructuras de
proteinas y va de 0.1 a 1, donde el 1 indica la coincidencia perfecta entre dos
estructuras, puntajes por debajo de 0.17 corresponden a proteinas no
relacionadas elegidas al azar, mientras que las estructuras con puntaje mayor a
0.5 indica un modelo de topologia correcta. El C-score estima la calidad de los
modelos predichos y se encuentra tipicamente en el rango (-5 a 2) donde un
puntaje de mayor valor significa un modelo con una alta confianza y viceversa.
Finalmente, la raiz de la desviacion cuadratica media (RMSD), es la medida

promedio entre pares de atomos del esqueleto de las proteinas superpuestas.

Los puntajes de confianza para estimar la calidad del modelo fueron los

siguientes:
C-score = 0.68, TM-score =0.81 +0.09y RMSD =4.9+ 3.2 A,

La tabla 4 muestra los PDB hits que I-TASSER utiliz6 como templados para

generar el modelo.

Tabla 4. Lista de los PDB con los mejores puntajes para el modelado de BaEstB

PDB % Cobertura = Z-score Especie Descripcion

4zrsA 0.89 2.25 Metagenoma de suelo Cristalografia de una feruloil esterasa

(libreria metagendmica de suelo)

4zrsA’ 0.89 3.01 Metagenoma de suelo Cristalografia de una feruloil esterasa

(libreria metagendmica de suelo)

4wy8 0.93 2.50 Rhizomucor miehei Lipasa sensible a hormonas (HSL)
4zrs 0.89 0.83 Cristalografia de una feruloil esterasa
4n51 0.91 1.01 Lactobacilus rhamnosis esterasa
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4wyS
4n571’
3wJ1l

4E11

4E171

0.92

0.79

0.90

0.89

0.89

2.53

1.26

4.13

2.08

3.44

Rhizomucor miehei
Lactobacilus rhamnosis
Ferroplasma

Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster

Lipasa sensible a hormonas (HSL)

esterasa

Cristalografia de una carboxilesterasa

Cristalografia de una kinurenina

formamidasa

Cristalografia de una kinurenina

formamidasa

En esta seccion aparecen las 10 proteinas con mayor similitud estructural, es

decir, la puntuacion mas alta de TM segun el modelo I-TASSER predicho (Tabla

5).

Tabla 5. Identificacién de los 10 mejores analogos estructurales de BaEstB

PDB TM-score RMSD % ldentidad Cobertura
4zrsA 0.836 1.93 0.233 0.894
4zrsA’ 0.800 3.16 0.181 0.922
4wy8 0.799 2.83 0.192 0.904
4zrs 0.799 2.83 0.151 0.904
4n51 0.794 2.68 0.173 0.888
4wy5 0.783 3.01 0.170 0.894
4n51° 0.780 3.27 0.184 0.907
3wJ1 0.777 3.05 0.180 0.894
4E11 0.775 2.97 0.174 0.885
4E11 0.771 3.09 0.207 0.894

Posteriormente, se utilizé el PDB generado por I-TASSER para el analisis de la

estructura tridimensional y la obtencion de imagenes mediante los programas
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PyMOL Molecular Graphics System 2.1 y UCSF Chimera 1.13. La figura 14
muestra el modelo obtenido por Chimera de BaEstB, se observan los residuos
amino y carboxilo terminal, asi como el plegamiento a/f hidrolasa, tipico de
esterasas y lipasas, en este caso compuesto por 8 estructuras de tipo B plegadas
rodeadas por 10 a Hélice. También se identificaron todos los elementos que
participan en la catalisis enzimatica, es decir, los residuos de aminoéacidos de la
triada catalitica: Serl63, His285 y Asp252, los implicados en la unién con el
sustrato: Tir81, Leu21l y de la cavidad oxianiénica: Gli 78-79 la cual estabiliza el
intermediario tetraédrico, tal y como se describe anteriormente en el mecanismo
de accion (Figura 14).

Figura 14. Estructura tridimensional de
BaEstB. Se muestra los residuos amino
terminal M1 y carboxilo terminal E322, al
centro de la enzima en rojo se observan
los dominios de laminas B rodeadas de
hélices a en azul, en verde se muestran

las dos a hélice conectadas por un loop
gue conforman al domino Cap.
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Figura 15. Modelo de “sticks” que muestra los elementos que participan en la catalisis
enzimatica de BaEstB en un acercamiento. En verde la triada catalitica SDH, en amarillo
la cavidad oxianionica y en naranja los amino&cidos implicados en la union del sustrato.

7.3 Superposicién estructural por homologia de BaEstB con otras
esterasas

De acuerdo a los resultados obtenidos por I-TASSER, dos de los 10 templados
presentaron los mejores valores de Z-score: el PDB 4ZRSA y el 4WY8. Hasta el
momento, el modelo generado con BaEstB/4zrsA es el que mayor porcentaje de
identidad presenta (22.2%), seguido de un 13.4% de identidad presente entre
BaEstB/HSL Aspergillus sidowii. EI modelo generado con BaEstB/RmEstB-PDB
4wy8 presentd un 12.7% de identidad (Figura 16). En general podemos observar
modelos de empalmes estructurales con porcentajes de homologia por debajo del
23%. Sin embargo, es evidente la conservacion del plegamiento a/f hidrolasa, el
cual como se describié anteriormente estd compuesto por una hoja B centrar

rodeada por un numero variable de a-hélices y una triada catalitica compuesta por
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Ser-His-Asp. Este se presentd en todos los empalmes estructurales, incluso con
las estructuras de las HSL de Mus musculus y de Necator americanus, las cuales,
en el estudio son las mas alejadas filogenéticamente respecto a la BaEstB, dichas
superposiciones estructurales presentaron porcentajes de identidad del 12.6 y

10.3% respectivamente, al modelarse con BaEstB (Figura 17).

Figura 16. Superposicion estructural de BaEstB con las HSL de distintos
microorganismos. A) PDB 4ZRS (Feruloil esterasa de metagenoma de suelo. B) PDB
4WY8, Rhizomucor miehei. C) I-TASSER, Aspergillus sidowii. D) I-TASSER B. adusta. En
la parte inferior de cada figura se muestra el porcentaje de identidad.
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N 12.62%

Figura 17. E) Superposicion estructural de BaEstB con la HSL de Mus musculus y F) La
HSL de Necator americanus. En ambos casos se observa el plegamiento a/pB hidrolasa
tipico de esterasas asi como la conservacion de las secuencias consenso GDSAG en
azul, HGGG en magenta y amarillo y finalmente el acido aspartico e histidina de la triada
catalitica en rojo. En la parte inferior de cada figura muestra el porcentaje de identidad.

7.4 Acoplamiento molecular “Docking”

Con el fin de estudiar el modo de interaccion de la enzima BaEstB con diferentes
sustratos y de proponer mutaciones puntuales que podrian modular su actividad,
se realizé un estudio in silico de acoplamiento molecular. Se model6 la estructura
tridimensional de BaEstB usando como estructura de plantilla al ort6logo mas
cercano de este analisis, la feruloil esterasa PDB: 4ZRS. El modelo obtenido por
este método es comparable con el que se generd en un trabajo previo (Sanchez-
Carbente et al., 2017). Con este nuevo modelo, se obtuvieron 75 conformaciones
en formato PDB por el método de Monte Carlo, los cuales se utilizaron para
calcular la desviacién de la raiz cuadratica media (RMSD) global en el programa
VMD (por sus siglas en inglés: Visual Molecular Dynamics) (Tabla 6). Como se
observa en la tabla 6, los RMSD son menores a 0.5 A, por lo que las diferentes

conformaciones obtenidas tienen una baja movilidad. Esto tuvo repercusiones al
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momento de realizar las simulaciones de acoplamiento molecular, ya que, como
se observa en las figuras 19 y 20 el 2-naftil acetato no logré6 acomodarse cerca del
sitio activo, incluso cuando se realizdé un acoplamiento dirigido o restringido a la
region del sitio activo. La mayoria de las poses muestran que el sustrato esta a
més de 10 A de la serina catalitica (Ser163). Lo mismo ocurre cuando se realiza el
acoplamiento molecular con el ergosteril acetato (Figuras 21 y 22). Con los
resultados obtenidos por este método no es posible extraer informacién relevante
sobre la interaccién de los sustratos con la enzima, por lo que se buscé otra
estrategia para generar otras conformaciones enzimaticas. La figura 18 muestra
un ejemplo del acoplamiento molecular de BaEstB con el ergosteril acetato, se
muestra la distancia que hay entre el grupo carbonilo del enlace éster del
ergosteril acetato y el atomo de oxigeno del grupo hidroxilo de la cadena lateral de
la Serl63, la energia de afinidad de unién que tiene una interaccion favorable y
otra menos favorable. Es importante destacar la importancia de la frecuencia de
poses cercanas al sitio activo de la enzima, una mayor frecuencia nos estaria
indicando un mayor namero de eventos de interaccion enzima-sustrato y podria

sugerirnos una mayor probabilidad de que se lleve a cabo esa interaccion.

Tabla 6. RMSD global de las conformaciones en PELE de la HSL BaEstB

RMSD (A). RMSD (A). Triada catalitica, cavidad
Estructuras completas = oxianiénica, aminoacidos de union al
sustrato
Promedio 0.192 0.25
Desviacion estandar 0.207 0.24
Valor minimo 0.374 0.13
Valor maximo 2.084 2.2
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Figura 18. Interaccion de BaEstB con el ergosteril acetato. Se muestra la distancia que
hay entre el grupo carbonilo del enlace éster del ergosteril acetato y el atomo de oxigeno
del grupo hidroxilo de la cadena lateral de la Serl63. A) La distancia que hay entre estos
atomos es menor y la energia de afinidad de union es mas negativa con respecto a la
interaccion de B). Por consiguiente, energéticamente mas favorable.
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Figura 19. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de
BaEstB con el 2-naftil acetato por medio del método de Monte Carlo.
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Figura 20. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de
BaEstB con el 2-naftil acetato por medio del método de Monte Carlo.
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Figura 21. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de
BaEstB con el ergosteril acetato por medio del método de Monte Carlo.

350
300
c 250
) m Docking ciego
£ 200 g ced
5
3 150 m Docking dirigido
S
L 100
50
0
N < O 0 O N < OO0 ON < W0 O N < O 0 O N
I DD R R R R L U
D i B s s B B B B R B B B B B B B
W O N< V0O NI O 0O A O 0 O
A N AN NN NN N on <
Distancia (A)

Figura 22. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de
BaEstB con el ergosteril acetato por medio del método de Monte Carlo.

Se decidio utilizar el método de Modos Normales de Vibracion, el cual permite obtener
una descripcion de los movimientos de la proteina al combinar dos 0 mas modos de

vibracion (http://www.sciences.univ-nantes.fr/elnemo/). Al comparar los resultados

obtenidos con las estructuras generadas por este método respecto al de Monte Carlo,
podemos observar que las energias de afinidad de unién mejoran considerablemente, por
ejemplo, la mejor energia para el ergosteril acetato con el método de Monte Carlo fue de
-6.3 kcal/mol mientras que con el método de Modos normales de vibracién fue de -7.3
kcal/mol (Figuras 23 y 24). El nimero de poses cercanas al sitio activo también
incrementa considerablemente hasta un 16 y un 34.3% para el 2-naftil acetato y el
ergosteril acetato respectivamente (Figuras 25 y 26). Por esta razoén, los célculos de
acoplamiento subsecuentes se realizaron con las estructuras generadas por el método de

Modos Normales de Vibracion.
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Figura 23. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de
BaEstB con el ergosteril acetato y 2-naftil acetato por medio del método de Monte Carlo.
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Figura 24. Dispersién de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de
BaEstB con el ergosteril acetato y 2-naftil acetato por medio del método de Modos

normales de vibracion.
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Figura 25. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de
BaEstB con el ergosteril acetato y 2-naftil acetato por medio del método de Monte Carlo.
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Figura 26. Distribucién de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de
BaEstB con el ergosteril acetato y 2-naftil acetato por medio del método de modos
normales de vibracion.

Las figuras 27 y 28 que muestran la dispersion de poses y la distribucion de
frecuencias respectivamente, muestran los resultados de los acoplamientos
moleculares con el método de modos normales de vibracion utilizando tres p-
nitrofeniles con diferentes tamafios de cadenas alifaticas p-NA (C2), p-NB (C4), p-
ND (C10), 2-naftil acetato (C2), 1-naftil acetato (C2), 1-naftil butirato (C4), colesteril
acetato (C2), ergosteril acetato (C2) y feruloil arabinofuranosa. Para el caso de los
p-nitrofeniles se observa una clara tendencia de agrupacion de poses ubicadas
entre 3y 17 A de distancia y con energias de uniéon entre -4.3 a -6.1 kcal/mol. En
esta region también se ubicé el 2-naftil acetato, 1-naftil acetato y 1-naftil butirato,
este Ultimo presenté las mejores energias de unién (-5.5 a -6.4 kcal/mol) con
poses ubicadas entre los (2.7 a 3.2 A de distancia). Seguido del 2-naftil acetato
con energias de unién de -5.3 a -6.2 kcal/mol, mientras que con el 1-naftil acetato
se obtuvieron energias de union de -5.2 a -6.1 kcal/mol, sin embargo, la
interaccion fue ligeramente mas cercana con el cambio en la posicion del radical
(2.5 A de distancia).

63



Distancia (A)
0
1 (L 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 ° 2-Naftil acetato
1-Naftil acetato
-2
— . . .
0_3 1-Naftil butirato
S
-~ ° :
< Ergosteril acetato
S-4
x .
~ Colesteril acetato
8-5
c) .
E p-Nitrofenil acetato
c-6
L . ) -
. p-Nitrofenil butirato
-7 .
‘ p-Nitrofenil decanoato
-8
9 Feruloil arabinofuranosa

Figura 27. Dispersion de poses distancia-energia del acoplamiento molecular de BaEstB
con distintos sustratos esterificados: 2-naftil acetato, 1-naftil acetato, 1-naftil butirato,
ergosteril acetato, colesteril acetato, p-nitrofenil acetato, p-nitrofenil butirato, p-nitrofenil
decanoato y feruloil arabinofuranosa (FAra) con el método de modos normales de
vibracion.
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Figura 28. Distribucion de frecuencias de poses del acoplamiento molecular de BaEstB
con distintos sustratos esterificados: el 2-naftil acetato, 1-naftil acetato, 1-naftil butirato,
ergosteril acetato, colesteril acetato, p-nitrofenil acetato, p-nitrofenil butirato, p-nitrofenil
decanoato y FAra con el método de modos normales de vibracion.
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Resulta interesante observar que conforme aumenta el tamafio de los p-NP
esteres sustituidos, disminuye el porcentaje de poses cercanas al sitio activo de la
enzima (<3.5 A, <=5.6 A) por ejemplo, con el p-NP acetato se obtuvo un 27.9% de

poses contra un 7.9% para el p-NP decanoato.

Si bien, el mayor porcentaje de poses en dicho rango de distancias se obtuvo con
el 2-naftil acetato (31.3%), seguido del 1-naftil butirato y 1-naftil acetato con 30 y
26.3% respectivamente, en la region menor a los 3.5 A de distancia, el mayor
porcentaje de poses se obtuvo con el 1-naftil butirato y 1-naftil acetato con 24.6 y
19% respectivamente, mientras que con el 2-naftil acetato solo se present6 un 8%
(tabla 7).

De los nueve sustratos analizados por acoplamiento molecular, las mejores
energias de unidn se obtuvieron con el ergosteril acetato, colesteril acetato y
feruloil arabinofuranosa, con un promedio de -7.5 kcal/mol para los esteroles
acetilados y -6.8 kcal/mol para la feruloil arabinofuranosa. Es importante destacar
que, de los 9 sustratos analizados, estos tres son los mas voluminosos. La figura
28 muestra las estructuras en superficie rellena y esferas para los nueve sustratos
analizados, las energias de afinidad de unién, asi como un modelo de sticks del

ergosteril acetato y todos los elementos que participan en la catalisis.

Tabla 7. Porcentaje de poses cercanas al sitio activo para cada uno de los sustratos

Tamafio de la cadena < 3.5A <35A <=5.6 A
alifatica
(%) (%)
2-Naftil acetato Cc2 8 313
1-Naftil acetato Cc2 19 26.3
1-Naftil butirato C4 24.6 30
Ergosteril acetato Cc2 5.3 12.3
Colesteril acetato Cc2 2 4.6
p-Nitrofenil acetato c2 9.6 27.9
p-Nitrofenil butirato C4 6 8.3
p-Nitrofenil decanoato C10 3.6 7.9
FAra 4.6 20.3
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Figura 29. Acoplamiento molecular de BaEstB con los nueve sustratos analizados. A)
Modelos de superficie rellena para la enzima y en modelo de esferas para los sustratos.
Se muestran las distancias y las energias de afinidad de unién. B) En la parte inferior, un
modelo de sticks del ergosteril acetato y todos los elementos que participan en la catalisis:
triada catalitica (Ser163, His285 y Asp252); cavidad oxianiénica (Gly78, Gly79); Residuos
implicados en la union con el sustrato (Tyr81 y Leu211).

7.5 Mutaciones puntuales in silico

Se realizaron los acoplamientos moleculares de la enzima parental con diferentes
sustratos (Figura 29), se identificaron los residuos que podrian participar, por su
cercania, en la interaccién con los sustratos: ergosterol acetato, 2-naftil acetato
(2NA), p-nitrofenil acetato (p-NA), p-nitrofenil butirato (p-NB) y p-nitrofenil
decanoato (p-ND), 1-naftil acetato y 1-naftil butirato (Tabla 8). Con base en lo que
se ha reportado en la literatura para otras enzimas de esta familia, se realizaron
las siguientes mutaciones puntuales in silico y se analizaron por acoplamiento
molecular: Y81W, Y81S, Y81F, L211A, L211F, L211S y L211W (Yang et al.,
2015; De Simone et al., 2003; Duc Ngo et al., 2013). Se utiliz6 como control la
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enzima parental. Las figuras 30-53 muestran los resultados obtenidos en el

analisis.

Tabla 8. Identificacion de residuos de amino&cidos que interaccionan con los diferentes
sustratos en una esfera de 6 A de radio alrededor del sustrato utilizando las poses de
mejor energia de afinidad.

Ergosteril acetato 2-NA p-NA p-NB p-ND
11 G 13 I 13 I 13 I 13 I
12 T 15 N 14 S 14 S 14 S
13 I 16 D 15 N 15 N 15 N
14 S 17 I 16 D 16 D 16 D
15 N 20 Q 17 | 17 | 17 I
16 D 21 V 20 Q 20 Q 20 Q
17 I 77 H 21 V 21 \% 21 V
78 G 78 G 77 H 77 H 77 H
79 G 79 G 78 G 78 G 78 G
80 A 80 A 79 G 79 G 79 G
81 Y 81 Y 80 A 80 A 80 A
82 V 82 V 81 Y 81 Y 81 Y
83 H 83 H 82 V 82 \% 82 V

118 L 84 G 83 H 83 H 83 H
119 P 85 S 84 G 84 G 84 G
120 H 88 H 88 H 85 S 85 S
162 H 94 L 93 D 88 H 88 H
163 S 96 Y 94 L 93 D 94 L
194 G 162 H 96 Y 94 L 96 Y
196 M 163 S 162 H 96 Y 162 H
203 E 194 G 163 S 162 H 163 S
205 P 195 G 194 G 163 S 194 G
206 I 196 M 195 G 194 G 195 G
207 P 206 I 196 M 195 G 196 M
208 P 207 P 206 | 196 M 206 I
209 F 209 F 207 P 206 I 207 P
210 V 210 V 210 V 207 P 208 P
252 D 211 L 211 L 209 F 209 F
253 V 253 V 253 V 210 \% 210 V
254 A 256 M 256 M 211 L 211 L
255 A 285 H 285 H 253 \% 253 V
256 M 286 I 286 I 256 M 255 A
257 R 289 H 289 H 285 H 256 M
285 H 290 Y 290 Y 286 I 285 H
289 H 286 I
290 Y 290 Y
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Identificacién de residuos de aminoacidos que interaccionan con los diferentes sustratos
en una esfera de 6 A de radio alrededor del sustrato utilizando las poses de mejor energia
de afinidad. Se muestran en gris los residuos de aminoacidos que forman la cavidad
oxianiénica, en azul y verde la serina e histidina cataliticas (Ser163, His285) y en naranja
los amino&cidos implicados en la unién con el sustrato (Tyr81, Leu211), de estos ultimos
se selecciond Y81 para realizar las mutaciones.

La figura 30 de dispersion de datos con el p-NA muestra en general, un ligero
desplazamiento hacia zonas de mejor energia de afinidad de unién para las tres
mutantes. La mejor energia de unidon se presenté con la mutante Y81S (-6
kcal/mol), si bien no representa un cambio drastico en la energia afinidad de
unién, en la regién cercana a la serina catalitica, que esta entre los 2 a 4 A,
podemos observar una cambio mas notorio en la frecuencia de poses al aumentar
un 9.3% es decir, casi el doble de poses con respecto a la enzima parental (figura
31). Un comportamiento similar se presentd con el p-NB: la mejor energia se
presenté con la mutante Y81S (-6.1 kcal/mol), seguido de la mutante Y81W (-5.9
kcal/mol), (Figura 32). La figura 33 arroja datos interesantes; pareciera que la
frecuencia de poses de la mutante Y81W no muestra mejora alguna, sin embargo,
la energia de unidon es mejor con respecto a la enzima parental (-5.9 y -5.8
kcal/mol respectivamente).

El acoplamiento molecular de la mutante Y81S en general mostr6 mejores
resultados para ambos sustratos. El tamafio de las cadenas laterales y los grupos
funcionales de estos aminoacidos parecen determinar estos cambios. La serina, al
ser un aminoacido mucho méas pequefio que el triptéfano, tirosina o fenilalanina,
podria estar permitiendo un mejor arreglo conformacional del tanel de entrada.
Asimismo, el grupo hidroxilo de la serina puede formar fuertes puentes de
hidrégeno, en comparacion con el grupo amino del anillo pirrol presente en el
triptéfano que forma puentes de hidrogeno mas débiles, por el contrario, en el
benceno de la fenilalanina no hay hidroxilo lo que podria explicar que no haya
mejoras en energia de union para el p-NB con la mutante Y81F y que inclusive

disminuye.
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Para el caso del p-ND, con la mutante Y81W se obtuvo la mejor energia de union,
al menos de los tres p-NP esteres sustituidos analizados, la cual fue de -6.6
kcal/mol a una distancia de 2.8 A (Figura 34). Sin embargo, la mayor frecuencia de
interacciones cercanas al sitio activo fue con la mutante Y81S, aumentando de 14

a 25 interacciones con respecto a la enzima parental (Figura 35).

Al analizar el acomplamiento molecular de las mutantes Y81W, Y81S y Y81F con
el 1-naftil acetato, la mejor energia de union se presenté con Y81S (-6.5 kcal/mol
contra -6.1 kcal/mol de la enzima parental), sin embargo, la frecuencia de poses
cercanas al sitio activo disminuyé de 59 a 53. Con el 1-naftil butirato no hubo
mejoras, de hecho, la energia de union de la enzima parental fue mejor que la de
las tres mutantes. Para ambos sustratos la frecuencia de poses cercanas al sitio

activo no representd cambios significativos (Figuras 36-39).

Cuando se utilizoé el ergosteril acetato como sustrato para las mismas mutantes,
una vez mas, la mutante Y81S fue la Unica que presenté una mejora en la energia
de union (de -7.5 a -7.7 kcal/mol). Sin embargo, en este caso fue mas notable el
aumento en la frecuencia de poses cercanas al sitio activo aumentando de 16 a 46
poses para las mutantes Y81S y Y81F y de 16 a 48 poses para Y81W (Figuras 40
y 41).

Las siguientes mutaciones puntuales in silico que se analizaron por acoplamiento
molecular fueron L211A, L211F, L211S y L211W. Las figuras 41-46 muestran los
resultados obtenidos con los pNP, es claro que de las cuatro mutantes, L211W
muestra en general distribuciones de poses que se desplazan hacia las zonas de
mejor energia de afinidad de unién (Figuras 42, 44 y 46). Para el caso del pNA las
mutantes L211A, L211F, L211S no muestran mejora alguna en la energia de union
con respecto a la enzima parental. Con el pNB las mutantes L211A, L211S vy
L211W presentan una energia de union de -6 kcal/mol, no obstante, el sustrato se
encuentra mas cerca del sitio activo con la mutante L211W (2.7 A), mientras que
en las mutantes L211S y L211A las distancias son de 2.8 y 2.9 A respectivamente.
La tabla 9 muestra los cambios de energias de union para las 4 mutantes. Resulta

interesante ver como a medida que aumenta el tamafio de las cadenas alifaticas
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de los p-NP ésteres sustituidos, las energias de afinidad de unién mejoran, este
mismo efecto se presenta con los p-NP en las mutantes Y81W, Y81S y Y81F. La

tabla 9 muestra los cambios de energias de unién para las 4 mutantes.

En contraste con lo anterior, el efecto es el mismo con respecto al aumento en la
frecuencia de poses cercanas al sitio activo y es mucho mas claro que el efecto
visto con las mutantes Y81W, Y81S y Y81F. Por ejemplo, la mutante L211W con
el p-NA (C2) hay un aumento del 20.7% con respecto a la enzima parental,
mientras que con el p-ND (C10) aumenta un 51%, esto representa casi un
aumento de 12 veces mas el numero de poses que la enzima parental (Figuras 43,
45y 47).

Los analisis de acoplamiento molecular con el 2-naftil acetato muestran que la
mejor energia de union se present6 con la mutante L211W (-6.6 kcal/mol contra -
6.1 kcal/mol de la enzima parental). También presentd la mayor frecuencia de
poses cercanas al sitio activo, a saber, 42% en comparacién con la enzima
parental de un 19.6% (Figuras 48 y 49). Ahora bien, con el 1-naftil butirato, la
mejor energia de union se obtuvo con la mutante L211F (-7 kcal/mol contra -6.4
kcal mol de la enzima parental). Sin embargo la mayor frecuencia de poses
cercanas al sitio activo fue con la mutante L211A (51%) mientras que L211F

presentd un 42.3% (Figuras 50 y 51).

Finalmente se evalu6 el ergosteril acetato, una vez mas la mutante L211W,
presentd la mayor energia de afinidad de unién, la cual fue de -8.1 kcal/mol. De
hecho, la mejor energia de unién entre todas las mutantes y todos los sustratos
analizados. Ademas, la mutante L211W presentd la mayor frecuencia de poses
cercanas al sitio activo (26%) mientras que las mutantes L211A, L211F y L211S
presentaron 14.3, 15 y 13.3% respectivamente (Figuras 52 y 53). Un resumen de
las 7 mutaciones puntuales in silico que se analizaron por acomplamiento

molecular con los 6 sustratos se presenta en la tabla 9.

En la figura 54 podemos observar el acoplamiento molecular de la BaEstB con el
p-NA de la enzima parental y de la mutante Y81S, se observa que en la mutante el

tunel se alarga y permite que el sustrato se introduzca mucho mas, mientras que
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en la enzima silvestre el sustrato queda muy cerca de la superficie. Un efecto mas
drastico ocurre en la mutante L211W con el ergosteril acetato, se observa que la

conformacion espacial del tinel de la mutante cambia a una especie de hendidura

en la que el sustrato se empaqueta a lo largo de esta.
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Figura 30. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil acetato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 31. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil acetato, por medio del método de modos
normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 32. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil butirato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 33. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil butirato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 34. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil decanoato, por medio del método de
modos normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 35. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las

mutantes de Y81 de BaEstB con el p-nitrofenil decanoato, por medio del

método de

modos normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 36. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las

mutantes de Y81 de BaEstB con el 1-naftil acetato, por medio del

método de modos

normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 37. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las

mutantes de Y81 de BaEstB con el 1-naftil acetato, por medio del

método de modos

normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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mutantes de Y81 de BaEstB con el 1-naftil butirato, por medio del
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normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 39. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las

mutantes de Y81 de BaEstB con el 1-naftil butirato, por medio del

método de modos

normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 40. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las

mutantes de Y81 de BaEstB con el ergosteril acetato, por medio del
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normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 41. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de Y81 de BaEstB con el ergosteril acetato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 42. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil acetato, por medio del método de modos
normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 43. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil acetato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 44. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil butirato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 45. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil butirato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 46. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las

mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil decanoato, por medio del

método de

modos normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 47. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el p-nitrofenil decanoato, por medio del método de
modos normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 48. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las

mutantes de L211 de BaEstB con el 1-naftil acetato, por medio del

método de modos

normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 49. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las

mutantes de L211 de BaEstB con el 1-naftil acetato, por medio del

método de modos

normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 50. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las

mutantes de L211 de BaEstB con el 1-naftil butirato, por medio del

método de modos

normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 51. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las

mutantes de L211 de BaEstB con el 1-naftil butirato, por medio del

método de modos

normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Energia (kcal/mol)

Distancia (A)

D) 1 2 3 456 7 8 910111213141516171819202122232425

* EA Enzima parental
e EAL211A
EA L211F
e EA L211S
e EAL211W

Figura 52. Dispersion de poses distancia-energia para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el ergosteril acetato, por medio del método de modos
normales de vibracion. Cada color representa una mutante y la enzima parental.
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Figura 53. Distribucion de frecuencias de poses para el acoplamiento molecular de las
mutantes de L211 de BaEstB con el ergosteril acetato, por medio del método de modos
normales de vibracién. Cada color representa una mutante y la enzima parental.

Tabla 9. Mutaciones puntuales in silico, se muestran las mejores energias de afinidad de
unién para cada uno de los sustratos analizados por acoplamiento molecular.

Enzima Parental Mutantes
Sustratos Y81 L1211 |Y81F  Y8IW Y81S [L211A L211F L211S L211W
p-NPA |5| -55 -5.5 55 57 6 | 55 55 55 55
p-NPB % -5.8 -5.8 57 59 61| -6 57 -6 -6
p-NPD | £ -6.2 -6.2 62 66 65| 67 63 -65 -7
1-NA [ 8| 61 6.1 -6.2 6 65| -65 -64 64 -66
1-NB | Z| -6.4 -6.4 63 62 -63| -65 7 67 -6.9
EA 0| -75 -7.5 75 75 77| -73 75 715 -81
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Figura 54. Representacion del tinel de entrada en el acoplamiento molecular de BaEstB
y Su union con sustratos. A) Tunel de la enzima parental con el sustrato p-NA. B) Tunel
de la mutante Y81S con el sustrato p-NA, se observa que el tinel de entrada se alarga
permitiendo al sustrato introducirse mas, en comparacién con la enzima parental en
donde el sustrato queda muy cerca de la superficie. En azul y magenta se muestra la
serina y el acido aspértico de la triada catalitica, el verde corresponde a la mutante Y81S.
C) y D) Representacion en superficie rellena de la enzima parental y la mutante L211W
con el ergosteril acetato, en representacion de sticks, en la mutante se observa un cambio
conformacional del tinel a una especie de hendidura en la que el ergosteril acetato se
empaqueta a lo largo de esta. En azul y verde se muestra la serina y la histidina de la
triada catalitica y en amarillo las glicinas 78-79 que forman la cavidad oxianiénica.

7.6 Induccion de la expresion de BaEstB

Para llevar a cabo la induccién de la expresion de la BaEstB, las cepas P. pastoris
X-33/pPICZaA/BaEstB y X-33/pPICZaA se recuperaron a partir de un glicerol al
20% y se sembraron en una placa de Petri con medio levadura-peptona-dextrosa

(YPD) y zeocina a una concentracion de 100 ug/ml. Se dejaron incubar a 30°C
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durante 48 horas, al igual que la cepa silvestre P. pastoris X-33. Posteriormente,
se seleccionaron 10 colonias a partir de las placas con medio YPD con zeocina y
se resembraron en placas de Petri con medio minimo metanol (MM) y medio
minimo dextrosa (MD) por separado a 28°C por 48 horas con el fin de determinar
los fenotipos Mut+ y Mut®, la figura 55 muestra el crecimiento de P. pastoris X-33
(pPICZaA/BaEstB) en ambos medios.

Figura 55. Determinacién de fenotipos Mut+ y Muts de las transformantes positivos P.
pastoris X-33 (pPICZaoA/BaEstB). Se observa un mejor crecimiento en medio minimo
metanol.

Para confirmar la integracion del gen de BaEstB en el genoma de P. pastoris X-33,
se realiz6 un PCR en colonia utilizando los oligonucleétidos de AOX 5’ y 3, los

resultados se muestran en la figura 56.

81



Pb 1. PM

2. pPICZoA/BaEstB

3. Construccion digerida
4. pPICZaA

5. pPICZaA-ITS

6. P. pastoris X-33

4000

1500
1000

500

250

Figura 56. PCR en colonia. Se observan los pesos moleculares esperados para el gen
gue codifica para BaEstB (1500 Pb, carril 2). En el carril 3 se muestra la digestiéon de la
construccion con las enzimas de restriccion Sacl y Xbal, las cuales cortan al inicio del
promotor de la AOX1 y el final del gen respectivamente. Carril 4 cepa transformada con el
vector pPICZaA. El carril 6 corresponde a la cepa silvestre.

7.7 Cuantificacion de la actividad esterasa

Para determinar si el sobrenadante obtenido a partir del tercer dia de induccion
con metanol y la enzima purificada presentaba actividad esterasa, se realizd un
ensayo directo de actividad en placa de 96 pozos y se midié la absorbancia
obtenida de la desesterificacion del 2-naftil-acetato a naftol a una longitud de onda
de 538 nm como se describe en la seccién 6.8 de métodos. La aparicion de color
rojo en la reaccion confirmo que, tanto el sobrenadante como la enzima purificada
presentaron actividad esterasa (Figura 57). A partir de la absorbancia obtenida
respecto al tiempo se calcul6 la actividad volumétrica de BaEstB utilizando como
sustratos al 1 y 2 naftil acetato. Con base en la concentracion de proteina (Anexo
7) y las actividades volumétricas se calcularon las actividades especificas. Se
presenté una mayor actividad especifica con el 2-naftil acetato (45.08 y 1.96 U/mg
para el 2 y 1 naftil acetato, respectivamente), es decir, 23 veces mas actividad
especifica con el 2-naftil acetato (Figura 58). Los resultados de la purificacién de
BaEstB se muestran en la tabla 9.
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Con el fin de evaluar en qué medio se preservaba mejor la enzima purificada, se
utilizaron 3 soluciones: Glicerol al 10 y 20% y Buffer Tris-HCI 10 Mm + Triton X-
100 0.1% pH 7.0. Se calcularon las actividades volumétricas y especificas, con

base en esto, la solucidon con glicerol al 20% mostré mejores resultados (Anexo 8).

1 P. pastoris X-33

4 2 pPICZcA

. < 3 pPICZaA/BaEstB
4 BaEsiB Purificada

Figura 57. Ensayo cualitativo para la determinacion de actividad esterasa en placa. Los
pocillos 1-3 corresponden a los sobrenadantes obtenidos a partir del tercer dia de
induccion con metanol. Pocillo 1: cepa silvestre. Pocillo 2: cepa transformada con el vector
pPICZaA. Pocillo 3: transformante con la construccion pPICZaA/BaEstB. Pocillo 4:
BaEstB purificada. Pocillo 5: Blanco (medio BMGY + sustrato).
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Figura 58. Absorbancia obtenida de los ensayos de actividad respecto al tiempo,
utilizando como sustrato al 2-naftil acetato y al 1-naftil acetato, se utiliz6 como controles
negativos los sobrenadantes de la cepa P. pastoris X-33 silvestre (cuadros naranjas y
rojos) y la cepa P. pastoris X-33/pPICZaA (rombos grises y negros). Los circulos azules y
negros corresponden a la enzima purificada.

Tabla 10. Resultados de la purificacion de BaEstB del sistema de expresion heterélogo P.
pastoris

Actividad volumétrica Volumen Actividad especifica Proteina total
Sustrato (U/mL) (mL) (U/mg) (mg/mL)
2-NA 0.078 1.2 45.08 0.00173
1-NA 0.0034 1.96
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7.8 SDS-PAGE y Zimograma

Se realiz0 un SDS-PAGE al 12% como se describe en la seccion 6.3 con el
objetivo de verificar la induccion e integridad de la BaEstB, la cual tiene un peso
molecular de aproximadamente 36.9 kDa. Para comprobar la presencia de
actividad esterasa se realiz6 un zimograma como se describe en la seccion 6.4.
Se observa una banda de color naranja correspondiente al peso molecular
esperado para BaEstB (Figura 59). Estos ensayos junto con los de aumento de
absorbancia respecto al tiempo confirman la presencia de actividad esterasa de la

purificacion por cromatografia de afinidad de niquel de la BaEstB.

MP 1 2 3 4 MP 1 2 3 4
kDa kDa
70 70
55 55
35 35
25 o5
15 15
10 10
A) B)

Figura 59. A) SDS PAGE al 12%. Sobrenadantes del tercer dia de induccién con metanol
(carriles 1,2 y 3). Carril 1: P. pastoris X33 silvestre; Carril 2: pPICZaA; Carril 3:
pPICZaA/BaEstB. Carril 4: BaEstB purificada. B) Zimograma utilizando como sustrato
2-Naftil acetato, los carriles1-4 corresponden a las mismas muestras. En ambos geles se
observa la presencia de bandas que corresponden al peso molecular esperado para
BaEstB.

7.9 HPLCy ensayo de actividad esterasa

Con el objetivo de obtener los perfiles cromatograficos del ergosterol acetilado y

libre, ambos sustratos se analizaron por medio de HPLC como se describe en la
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seccion 7.3 de meétodos. De acuerdo al cromatograma obtenido del ergosterol
acetilado, el tiempo de retencién fue de 20.3 minutos, se observa un pico mas
pequefio con un tiempo de retencion de 14.05 minutos, el cual, asumimos se
trataba del ergosterol libre (Figura 60). La figura 61 confirma lo anterior al mostrar

un pico con un tiempo de retencién de 14.13 minutos.
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Figura 60. Cromatograma del ergosterol libre y acetilado, pico 1 y 2, respectivamente.
Fase movil: (Acetonitrilo/metanol, 85:15, v/v).
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Figura 61. Cromatograma del ergosterol libre (picol). Fase mévil: (Acetonitrilo/metanal,
85:15, v/v).

Posteriormente, se establecio el sistema de extraccion de los sustratos para el
ensayo de actividad esterasa, se probaron dos mezclas de solventes: 1) Metanol,

cloroformo, hexano (10:9:7, v/ivlv) y 2) Hexano. Las figuras 62 y 63 muestran los
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cromatogramas del ergosterol acetilado, observamos que los tiempos de retencion
para ambos sustratos fueron muy similares (20.493 y 20.513 minutos) con la
mezcla 1y 2, respectivamente.
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Figura 62. Cromatograma del ergosterol acetilado (pico 1). Con la mezcla de extraccién
metanol, cloroformo, hexano Fase movil: (Acetonitrilo/metanol, 85:15, v/v).
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Figura 63. Cromatograma del ergosterol acetilado (pico 1). Utilizando hexano puro para la
extraccion. Fase movil: (Acetonitrilo/metanol, 85:15, v/v).

Para determinar las concentraciones relacionadas a cada area bajo la curva, se
realizaron curvas de calibracion con diferentes concentraciones del ergosterol libre
y acetilado por triplicado (0.25, 0.1, 0.05 y 0.005 mg/mL) (Figura 64).
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Figura 64. A) Curvas de calibracion del Ergosterol libre y acetilado. B) Concentraciones
correspondientes a cada area bajo la curva.
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Con el objetivo de verificar si BaEstB presentaba la capacidad de desesterificar al
ergosterol acetilado, se realizaron ensayos de actividad esterasa como se
describe en la seccion 6.11 de métodos. La figura 65 muestra el cromatograma del
control utilizado en el experimento, en el cual se utiliz6 Unicamente al ergosterol
acetilado. Las figuras 66 y 67 muestran los cromatogramas del ensayo de
actividad esterasa con el ergosterol acetilado y con 100 y 200 ng de la enzima
purificada, respectivamente. Asumimos que una disminucién en el area bajo la
curva correspondiente al ergosterol acetilado nos estaria indicando que la enzima
esta hidrolizando el sustrato. Al cuantificar la concentracion correspondiente a
cada area bajo la curva de los tratamientos y el control, se observa una
disminucién en la concentracién del sustrato. En el tratamiento 1 con 100 ng de
BaEstB purificada se obtuvo una concentracion de 0.298 mg/mL mientras que en
el tratamiento 2 con 200 ng de enzima, una concentracion de 0.166 mg/mL lo cual
corresponde aproximadamente a una disminucion del doble en la concentracion
de sustrato respecto al tratamiento. Estos resultados indican que hubo una
disminucién en la concentracién del sustrato del 29.2 y 60.5% con respecto al
control (Tabla 10).
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Figura 65. Cromatograma del ergosterol acetilado sin enzima (control-). Fase movil:
(Acetonitrilo/metanol, 85:15, v/v).

. 1 pruebs da extraccion 313 [manually integrated] 100 R2 EXT2730NM WVL273 nm

2504
1 2- Ergostecel acediaco - 20183

20.0 4

1504

>
=
p

w
o
n

Absorbance [mAL]

y u1 18023 . | 13-24483

! T T

o
o
:

504

-10.0 4

1504 —_— — — = —=
00 50 100 150 200 250 30.(1
Time [min]

Figura 66. Cromatograma del tratamiento 1 con BaEstB purificada (100 ng) + ergosteril
acetato. Fase movil: (Acetonitrilo/metanol, 85:15, v/v).
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Figura 67. Cromatograma del tratamiento 2 con BaEstB purificada (200 ng) + ergosteril
acetato. Fase movil: (Acetonitrilo/metanol, 85:15, v/v).

Tabla 11. Resultados del ensayo de actividad esterasa con BaEstB purificada y ergosterol
acetilado (Los resultados se representan como media + desviacién estandar)

Tratamientos

Area bajo la
curva

Concentracién de
sustrato (mg/mL)

Concentracion de
sustrato (%)

Control 40.684 + 2.385 0.421 + 0.02 100
BaEstB (100 ng) + S | 26.684 + 6.519 0.298 + 0.01 29.2
BaEstB (200 ng) + S| 13.966 + 2.0 0.166 + 0.06 60.5
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8 DISCUSION

Construccion de arboles filogenéticos y estructuras 3D

Con el fin de tener informacion respecto a la existencia de otras HSL tanto en B.
adusta, en otros basidiomicetos y otros hongos filamentosos que sean faciles de
manipular genéticamente, se realizaron analisis filogenéticos. Con la suma de
estos resultados y la superposicion estructural por homologia podemos sugerir
que la feruloil esterasa PDB 4zrsA es un ortdlogo de BaEstB, hasta el momento, el
modelo generado con BaEstB/4zrsA es el que mayor porcentaje de identidad
presenta (22.2%), seguido de un 13.4% de identidad presente entre BaEstB/HSL
Aspergillus sidowii. EI modelo generado con BaEstB/RmEstB-PDB 4wy8 presento
un 12.73% de identidad. En 2017, Sanchez-Carbente y colaboradores ya habian
reportado a RmEstB como un ortélogo de BaEstB con un 16.9% de identidad, este
cambio no es raro ya que con el paso del tiempo las bases de datos como UniProt
y Protein Data Bank se actualizan constantemente. Es interesante ver como
secuencias de aminoacidos tan divergentes conservan plegamientos muy
conservados Yy caracteristicos, tal es el caso de las HSL de Mus musculus (ratén
comun) y de Necator americanus (un nematodo parasito de varios mamiferos
incluido el hombre) las cuales presentan el plegamiento a/p hidrolasa candnico de
esterasas al igual que la triada catalitica Ser-His-Asp, las dos glicinas centrales del
tetrapéptido HGGG vy la secuencia consenso GDSAG. Como se observa en la
figura 16 las HSL de Mus musculus y de Necator americanus presentan una
identidad de 12.6% y 10.3% respectivamente, al modelarse con BaEstB. Es
evidente que la regién menos conservada es el dominio Cap, en donde el loop que
conecta a las a hélice se ve interrumpido por una pequefia regidn a hélice, lo
mismo ocurre en el dominio Cap de RmEstB. Estos resultados no son inusuales,
de acuerdo a los alineamientos multiples de aminoéacidos, estas regiones tienen

los menores porcentajes de identidad (Yang et al., 2015).

En cuanto a la construccién de los arboles filogenéticos, se utilizd, en un primer
momento con el algoritmo de agrupamiento basado en distancias Neighbor Joining

y posteriormente con el algoritmo de maxima verosimilitud utilizando diferentes
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modelos de sustitucion de aminoacidos (Ver anexos y figura 13). Estos mostraron
topologias y agrupaciones similares, por ejemplo, en todos los casos BaEstB se
agrup6 con la feruloil esterasa con soportes bootstrap de 0.99 y 1. Podemos
observar que la filogenia forma grupos coherentes: en primer lugar todas las
secuencias pertenecen a la Familia IV HSL, vemos también la formacién de
subclados que presentan la secuencia consenso GTSAG y GDSAG en donde
encontramos por ejemplo secuencias de HSL de mamiferos y bacterias,
respectivamente. Dicho pentapéptido puede estar sustituido por diferentes
residuos de aminoacidos en la segunda y cuarta posicién, en este caso, dos
especies del genero Aspergillus presentan la secuencia GFSAG, mientras que
BaEstB y HSL2 de T. atroviride presentan las secuencias GHSAG y GSSAG
respectivamente. En dos de las filogenias construidas con maxima verosimilitud se
muestra que una HSL de Trichoderma atroviridae se encuentra estrechamente
relacionada con BaEstB y la feruloil esterasa 4zrsA. Estos resultados son
alentadores ya que Trichoderma atroviridae resulta ser un buen modelo de
manipulacion genética y de interés biotecnolégico para nuestro laboratorio,
ademas, podriamos utilizarlo como modelo para realizar las mutantes Y81S y

L211W y llevar a cabo una caracterizacion fisiologica de la funcion de la enzima.

Estos resultados son consistentes con un estudio anterior en algunos aspectos, a
saber, las HSL de R. miehei (RmEstA y RmEstB) se agrupaban con la HSL-
carboxilesterasa de Sulfolobus tokodaii (una arquea termofilica, aciddéfila) y una
HSL-lipasa de Moraxella sp. (Sanchez-Carbente et al.,, 2017). En el presente
estudio RmEstA y RmEstB se agrupan con una HSL-carboxilesterasa de
Ferroplasma acidophilum, esta especie también pertenece al dominio Archaea y
se trata de un mesodfilo, acidofilo. Asimismo se agrupan con la HSL-lipasa de

Moraxella sp.

Finalmente, se observa la formaciéon de varios grupos monofiléticos, como el del
grupo de los mamiferos. Es interesante notar que no se separan completamente
de los deméas clados a pesar de tratarse de secuencias tan alejadas

evolutivamente, sin embargo, se sabe que las HSL de mamiferos se encuentran

92



mas relacionadas filogenéticamente con HSL procaridticas que con algunas
lipasas de mamiferos, como la lipasa pancreética. Esta nocion esta soportada por
las diferencias estructurales que tienen ambos grupos de HSL (Anexo Yy figura 6).
Las HSL de mamiferos presentan un dominio N-terminal considerablemente mas
grande, (aproximadamente 270 residuos de aminoacidos), ademas de un médulo
regulador en la region C-terminal, que es exclusivo de estas, dicha regién contiene
cuatro residuos de serina conocidos por ser fosforilados por la proteina kinasa A
(PKA). El dominio catalitico muestra una alta similitud con las esterasas/lipasas de
la familia IV de procariotas, lo que indica que las HSL de mamiferos

probablemente evolucionaron a partir de enzimas de la familia IV de procariotas.

Acoplamiento molecular

Los resultados de acoplamiento molecular son consistentes con los resultados
experimentales obtenidos por Sanchez-Carbente y colaboradores en 2017,
quienes observaron por pruebas bioquimicas que la mayor actividad especifica de
la BaEstB fue con el 2-naftil acetato, seguido de p-NP acetato y p-NP butirato, con
el p-NP decanoato y p-NP palmitato no se presentd actividad. Ambos resultados
sugieren que BaEstB tiene preferencia por sustratos con esteres de cadenas

cortas.

Un comportamiento similar se reportd con RmEstB su ortélogo en Rhizomucor
miehei la cual mostré6 mayor actividad de hidrélisis frente al p-NP acetato. Ademas,
los andlisis de docking apuntan a que la especificidad de la BaEstB se relaciona
con la voluminosidad de los sustratos, ya que de los nueve sustratos analizados el
ergosteril acetato, colesteril acetato y feruloil arabinofuranosa, los mas
voluminosos y de mayor peso molecular, presentaron las mejores energias de
afinidad de unién donde la mejor interacciébn se determiné con el ergosteril
acetato. Ahora bien, es importante destacar que el tamafo de las cadenas
alifaticas de los pNP esteres sustituidos analizados en el estudio, también
desempeiian un papel importante, como se describié en la seccion de resultados.
Finalmente, la regioselectividad de BaEstB mostro igualmente ser crucial en la

especificidad por algunos sustratos, particularmente del 2-naftil acetato y 1-naftil
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acetato, esta nocién fue respaldada con los ensayos de actividad esterasa, en los

qgue la mayor actividad fue con el 2-naftil acetato.

Si bien, el mecanismo de accion es practicamente idéntico en todas las a/f3
hidrolasas, la especificidad por los sustratos es muy diferente y no se han aclarado
las razones de este fendmeno a nivel estructural. Se ha propuesto que la
preferencia por estos sustratos voluminosos esta dada por la arquitectura del sitio
de unién al sustrato, por ejemplo, algunas acetil xilano esterasas muestran una
baja actividad frente sustratos pequefios como el p-NP acetato, pero una alta
actividad frente al xilano, estas enzimas reconocen, ademas del residuo de azlcar
acetilado, varios residuos de azUcares cercanos a la cadena principal del
polisacéarido (Byeli, 2012). Ademas, se ha planteado que la arquitectura del tanel
de entrada para el sustrato juega un papel importante. De acuerdo con el modelaje
3D del tunel de la HSL RmEstA, de R. miehei, se observé que el tinel atravesaba
practicamente toda la enzima y que esta tenia mayor especificidad por sustratos
largos (Yang et al., 2015). No obstante, los tlineles de BaEstB y RmEstB con

similitud estructural son cortos y ligeramente curvados (Figura 54).

El analisis de alineamientos multiples de secuencias de aminoacidos relacionados
con la unién de los sustratos, particularmente de aquellos que son clave en la
especificidad del sustrato, sugiere que las cadenas laterales de estos
aminoacidos voluminosos situados en el tinel de entrada crean impedimentos
estéricos que disminuyen la actividad frente a sustratos de mayor tamafio. Por
ejemplo, las esterasas de Escherichia coli PDB 4KRY, (Acido glutamico);
Lactobacillus plantarum, 4C87, (Treonina); R. miehei, 4WY8, (Fenilalanina)
presentan mayor especificidad para p-nitrofenil acetato (C2). Mientras que las
esterasas de Alicyclobacillus acidocaldarius 1QZ3, (Leucina); Pirobaculum
calidifontis 2YH2 (Glicina); R. miehei 4WY5, (Serina) presentan mayor
especificidad para p-nitrofenil hexanoato (C6) y p-nitrofenil octanoato (C8) (Ver
antecedentes). Aunado a esto, la comparacion estructural del tinel de entrada y
del andlisis de mutagénesis dirigida apoyan esta nociéon (Yang et al.,, 2015). Al

igual que la HSL RmEstB de R. miehei, BaEtsB tiene un aminoacido aromatico en
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la posicion 81, en este caso una tirosina y hemos demostrado previamente que
esta tiene preferencia por sustratos pequefios como el 2-naftil acetato (C2) y p-
nitrofenil acetato (C2). En nuestro estudio, las mutaciones puntuales in silico
indican que el papel clave de la especificidad de BaEstB por uno u otro sustrato
esta relacionado con los grupos funcionales presentes en estos aminoacidos,
como es el caso de la mutante Y81S en donde el grupo hidroxilo de la serina
podria estar formando puentes de hidrogeno mas estables, en comparacién con
los puentes de hidrogeno que se forman con el grupo amino de la cadena lateral
del triptéfano, esta nocion se respalda con la mutante Y81F, la fenilalanina carece
del grupo hidroxilo y en general esta mutante presentd la peores energias de
afinidad de unién (Tabla 9). El largo de las cadenas laterales y la voluminosidad de
los aminoacidos también parecen determinar la especificidad, como se observo en
las mutantes de L211, en donde de las 4 mutantes analizadas L211W present6

mejores energias de afinidad de union que L211S, L211Ay L211F.

Evaluamos siete mutaciones puntuales de los aminoacidos implicados con el sitio
de union al sustrato, primeramente para Y81, en donde las mejores energias de
unién se encontraron con la mutante Y81S para todos los sustratos analizados a
excepcion del 1-naftil butirato. Posteriormente para L211, esta vez las mejores
energias de unién se obtuvieron con la mutante L211W para todos los sustratos
analizados. Desde los primeros analisis de acoplamiento molecular con la enzima
parental se observo que las mejores energias de union se presentaban con los
sustratos mas voluminosos, es decir, con el ergosteril acetato y colesteril acetato,
con los posteriores analisis de mutaciones puntuales, se repiti6 el mismo
comportamiento y de las mutaciones que se hicieron para Y81 y L211, en todos
los casos las mejores energias de unidén se presentaron con el ergosteril acetato,
cabe destacar que la mutante L211W, presento la mayor energia de afinidad de
unién, la cual fue de -8.1 kcal/mol de hecho la mejor para todas las mutantes y
todos los sustratos analizados. Por lo cual podemos proponer a las mutantes

Y81S y L211W como candidatos experimentales.
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Expresion de BaEstB en P. pastoris X-33 y purificacion

Se llevd a cabo la expresion heterdloga de BaEstB en P. pastoris X-33 y su
posterior purificacion por medio de cromatografia de afinidad de niquel, los
resultados son consistentes con lo reportado por Carbente y colaboradores en
2016, a saber, BaEstB presenta un peso molecular aproximado de 39 kDa de
acuerdo a los SDS-PAGE de los extractos crudos de diferentes horas de induccion
con metanol, de la purificacion y de la aparicibn de una sola banda en el
zimograma (Figura 59). En el SDS-PAGE correspondiente a la purificacion de
BaEstB se observa la presencia de una banda de mayor peso molecular al
esperado, lo cual podria indicar la incorporacion de modificaciones
postraduccionales como glicosilaciones. Con base en la cuantificacion de proteina
por el método de Bradford determinamos la concentracion de BaEstB purificada
(Tabla 10) la cual se utiliz6 para los posteriores ensayos de actividad esterasa con
1-NA, 2-NA vy con el ergosterol acetilado.

Ensayos de actividad esterasa con 1-NA, 2-NA y ergosterol acetilado

Para la deteccion de actividad enzimatica tipo esterasa, el 1-naftil acetato y 2 naftil
acetato han sido utilizados ampliamente como sustratos (citas). Estos son
sustratos cromogénicos artificiales de facil disponibilidad y ofrecen la ventaja de
poder usarse en métodos espectrofotométricos rapidos, sin embargo, en general
son poco especificos. En nuestro estudio determinamos la actividad esterasa de
BaEstB en términos de actividad volumétrica y especifica, se utiliz6 como
controles negativos los sobrenadantes del tercer dia de induccién con metanol de
las cepas P. pastoris pPICZaA y P. pastoris X-33. BaEstB mostré una mayor
especificidad frente al 2-naftil acetato, cuando se incub6 BaEstB con el 1-naftil
acetato, la actividad decay6 23 veces aproximadamente (Figura 58 y Tabla 10).
Estos resultados son congruentes con los analisis de acoplamiento molecular, en
los que precisamente evaluamos la interaccion de BaEstB con ambos sustratos.
La mayor energia de afinidad de unién se presentd con el 2-naftil acetato al igual

gue la mayor frecuencia de interacciones enzima-sustrato cercanas al sitio activo.
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Para determinar si BaEstB presentaba actividad esterasa frente al ergosterol
acetilado, se realizaron ensayos de acuerdo al método de Eichmann vy
colaboradores (2016) con algunas modificaciones (ver seccion de métodos). Los
ensayos arrojaron resultados interesantes, primeramente y el mas importante,
indica que BaEstB tiene la capacidad de hidrolizar al ergosterol acetilado y que la
actividad esterasa es dependiente de la concentracion de enzima, es decir, se
compard la concentracion del control con respecto a los tratamientos 1y 2 con la
enzima y se observo una disminucidén en la concentracion del sustrato del 29.2 y

60.5% respectivamente (Figuras 65-67 y Tablall).

Los resultados experimentales entran en sintonia con los resultados de
acoplamiento molecular, ya que desde los primeros analisis con la enzima parental
de los 9 sustratos evaluados, con el ergosteril acetato se presenté la mejor
energia de afinidad de unién y el efecto mejor6 considerablemente con las
mutantes Y81S y L211W evaluadas posteriormente, estas fueron las primeras
evidencias in silico de que la HSL BaEstB podria hidrolizar otros sustratos

esterificados, particularmente, ergosterol y colesterol.
La Importancia de los esteroles en los hongos

En la naturaleza el ergosterol libre y esterificado es sintetizado por hongos
ascomicetos y basidiomicetos y tiene diferentes funciones fisiolégicas. El
ergosterol libre se encuentra principalmente en la membrana plasmatica, alli
contribuye en la fluidez, la permeabilidad y la integridad de la membrana, mientras
que el ergosterol esterificado se encuentra en particulas lipidicas citosdlicas,
donde puede servir como fuente de reserva de energia o bien, actuar como fuente
de ergosterol libre una vez que se hidroliza para la biosintesis de membrana
(Shobayashi et al., 2005). Se ha reportado que existen diferencias en la tasa de
acumulacion de uno u ergosterol en distintas partes del cuerpo fructifero de
hongos agaricos (Yuan et al., 2008). Estas diferencias estan relacionadas con las
necesidades metabdlicas de las células, por ejemplo, ocurre una mayor

acumulacion de ergosterol total esterificado durante la fase estacionaria de
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crecimiento y de esporulacion (Taylor y Parques 1978) y el desarrollo del asca en

Saccharomyces cerevisiae (lllingworth et al., 1973).

Si bien el esterol predominante en la mayoria de hongos basidiomicetos y
ascomicetos es el ergosterol, en algunos hongos el esterol mayoritario es el
colesterol, como es el caso de varias especies de los phillum Blastocladiomicota y
Chytridiomycota (Weete, Abril, & Blackwell, 2010). Durante el proceso evolutivo
cada reino ha seleccionado sus propios esteroles, es interesante destacar que el
ergosterol no se encuentra en los primeros linajes de hongos y al parecer el
colesterol no se produce en hongos divergentes posteriores (Ver anexos). No se
conocen las presiones de seleccion que impulsaron el cambio de colesterol a
ergosterol, de hecho se requiere mas energia para la sintesis del ergosterol y se
ha demostrado en sistemas de membrana artificial que el colesterol es

funcionalmente mas competente (Weete et al., 2010).

En cuanto a las particulas lipidicas, gotas lipidicas o droplets de todas las
especies de células de mamiferos, plantas y levaduras, estas son particulas
formadas por una monocapa de fosfolipidos que almacenan lipidos de diferente
composicién, por ejemplo, las particulas lipidicas de adipositos contienen
principalmente triacilgliceroles y esteres de colesterol en células estereidogenicas,
mientras que en las levaduras los esteres de ergosterol y triacilgliceroles estan
presentes en cantidades aproximadamente iguales. Hasta el momento se
desconoce el mecanismo de almacenamiento de estos lipidos, como se

empaquetan y finalmente como se hidrolizan.
Lipasas sensibles a hormonas

En mamiferos el paso limitante de la velocidad de hidrolisis de triacilgliceroles esta
dado por las HSL, las cuales hidrolizan principalmente el diacilglicerol para
generar ATP, aunque también pueden catalizar la hidrolisis de monoacilglicerol.
Ademas se ha sugerido que participan en el proceso de esteroidogénesis al
proporcionar colesterol libre para la sintesis de esteroides (Yeaman, 1990; Cook &
Yeaman, 1982). Por otra parte varias hormonas esteroides se almacenan en las

células en forma de ésteres de acidos grasos, y es probable que HSL sea la
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esterasa que hidroliza estos ésteres esteroides (Lee, Adams, Garton, & Yeaman,
1988). Actualmente se encuentran depositadas varias estructuras cristalograficas
de HSL de bacterias, hongos y obtenidas a partir de metagenomas. En mamiferos
a pesar de ser ampliamente estudiadas y caracterizadas no se cuenta con ninguna

cristalografia de rayos x.

Las HSL de bacterias y hongos han sido caracterizadas bioquimicamente
utilizando basicamente sustratos sintéticos como los p-nitrofeniles de diferentes
tamafos de cadenas alifaticas, los cuales han sido cruciales para determinar su
especificidad, y su comportamiento cinético frente a diversas condiciones como
pH, de salinidad, termoestabilidad, o bien el efecto que tienen diferentes solventes,
iones y detergentes en su actividad. Otros estudios se han enfocado en llevar a
cabo mutaciones puntuales de los aminoacidos implicados en la union con el
sustrato para mejorar su actividad, o bien, caracterizaciones estructurales por
medio del modelado por homologia u otros métodos. Sin embargo, hasta el
momento, el papel fisiolégico que tienen las HSL de hongos y bacterias es

desconocido.

En nuestro estudio evaluamos la interaccion de la HSL BaEstB de B. adusta con
diferentes sustratos esterificados entre ellos el colesterol y ergosterol acetato por
medio de acoplamiento molecular asi como la actividad esterasa con el ergosterol
acetilado. Los andlisis in silico sefialan que la HSL BaEstB podria hidrolizar el
colesterol y ergosterol acetato, en la parte experimental, los ensayos de actividad
esterasa apuntan a que la enzima puede utilizar como sustrato al ergosterol
acetilado. Si bien las HSL no tienen la capacidad de hidrolizar fosfolipidos, de
acuerdo a nuestros resultados podemos sugerir que estas podrian estar
participando en el proceso de hidrolisis del ergosterol esterificado almacenado en
las particulas lipidicas del citoplasma de hongos con ayuda de otras enzimas para
facilitar el acceso a estos sustratos, tal y como se ha propuesto en el proceso de

hidrolisis de triacilgliceridos o esteres de colesterol en células de mamiferos.
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9 CONCLUSIONES

e De acuerdo con los analisis filogenéticos y de superposicion estructural por
homologia, podemos sugerir que la feruloil esterasa 4zrsA es un ort6logo
de BaEstB y se encuentra estrechamente relacionada con una HSL de
Trichoderma atroviride.

e Se obtuvieron 6 modelos de BaEstB superpuesta con diferentes HSL, las
cuales muestran un plegamiento considerablemente parecido al de BaEstB
y en general al plegamiento a/p hidrolasa.

e De acuerdo con los analisis de acoplamiento molecular, la mejor energia de
union fue con el ergosteril acetato, seguida del colesteril acetato, por lo cual
podemos sugerir que la enzima podria hidrolizar al ergosteril acetato; sin
embargo, es necesario validar esta informacion experimentalmente.

e De acuerdo con las comparaciones de los andlisis de acoplamiento
molecular con los diferentes ésteres de p-nitrofenilo, estos reflejan la
tendencia de presentar una mayor frecuencia de poses a menor tamafio del
sustituyente del grupo éster.

e Se generaron 7 mutaciones puntuales in silico y se analizaron por
acoplamiento molecular, los resultados sugieren que las mutantes Y81S y
L211W favoreceria la interaccién con p-nitrofeniles de cadena larga y con el
ergosteril acetato, respectivamente, lo cual resultaria en una mayor
actividad enzimética.

e Las actividades volumétricas y especificas reflejan la preferencia de la
BaEstB frente al 2-naftil acetato.

e Se desarrolld6 un método de HPLC para la deteccion y evaluacion de
actividad esterasa, los resultados indican que la HSL BaEstB tiene la
capacidad de hidrolizar el ergosterol acetilado y que la actividad es
dependiente de la concentracién de enzima.
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10 PERSPECTIVAS

Purificar el ergosterol total esterificado obtenido del micelio de B. adusta u otros
hongos y determinar si BaEstB muestra actividad esterasa frente a estos
sustratos.

Evaluar la actividad esterasa con algun colesterol esterificado (Colesterol
palmitato).

Llevar a cabo las mutaciones puntuales in vitro por medio de PCR-AIl around de
los aminoacidos implicados con la union del sustrato.
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12 ANEXOS

Anexo 1. Tabla general de la superfamilia o/f hidrolasa

Carb_B_Annelida 10 (5 ED&)
Carb_B_Arthropoda 1552 (To) (5t) M) Sly@i) E08)
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Cholesterol_esterase 122 (To) (§1) M) b) &) @) E0E) O0B)
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o AChEEEEi;!’_'! (St) M) Eip @y ECE) CDB)
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Neurotactin 58 (o) EDB)
OtherNon-catalytic_C 155 (o) EDB)
Thyroglobulin 68 (T9 _M)(B) EDB) ODE)

@ Carboxylesterase 12290 (To) (Sp @) E08) 208)

@ Mon-catalytic_C 936 (o EDE)

B Arylacetamide_deacetylase 453 (T0) (Si) @) E05)
@ GTSAGmetf 112@ (St) S @ =0s) coB)
@ Hormene-sensitive_lipase_like 2150 (T9) (58) M) B) @& @ £08) ODE)
mBlock H | @ Kynurenine-formamidase 364 (To) (St) (i) @) E05)
@ Plani_carboxylesterase 261 (o) (St) i) @) E0B)
@ Steryl_acetyl_hydrolase 62 (T0) @) EDE)
@ Tannass_Bact 137 (o) (St G @
@ Avian-virus_viip 7 (o) (EDE)
@ Bacterial_lip_Famil.1 45 @ -.- oos)
@ Bacterial_lip_Faml.2 17 @ ... ooe)
@ Bacterial_lipase 118 (J§) EDB) QDB) @ Bacterial_lip_Faml.3 27 (T0) (St) € @ co=)
@ Bacterial_lip_Faml.5 17 @ ... ooe)
@ Sacterial_lip_Faml.s 12 [0 St W o05)
Canar_LipB 38 (T§) 59 S @ oo
Chicrophyliase 1014 (D) & o)
Hepatic_Lipase 1150 M) D)EH @y =02
mBlock L Insect_Phospholipass 12 @ - EDB)

Insect_lipase 82 () EoB)

Livase_3 395 (©) (50 € @ £05) 005)

Lipoprotein_Lipase 318@ -!_]... EDB)
PiC-sterol_acyliransferase 95@ ._l_n_]... EDE) CDB)
Pancreatic_lipase 483 (T0) (S8 M) (D) S @ E02)
Phospholipase 161 (It M) (D) ) EDB)
Plani_lipase_Z0S1-like 12 @ - EDB)

Plani_phospholipase 33 @ .. EDB)
Yolk-Protein_dipter 22 (T)) ED8)

107



B ABHD1E 142 EDB
@ ABHD12 112 EDB)

@ 5_AlphaBeta_nhydrolase 69 @_-_!- [EDB)

m Abhydrolase_5 125 (T ED=) B PolyAspariate-hydrelase 56 (o) (St) S0 @) E08)
@ G_AlphaSeta_hydrolase 3766 @ m EDB)

@ ABHD10 151 :Ig _5t) S0 @
@ ABHD11-Acetyl_transferase 290 @ m
AHL-acylase 22 (Tc) (St) i) @) EDE)
Abhydr_predicted 20 (Tp) EDB)
Acidic_Lipase 670 @ (5t) M) D) S @ ECB)
@ Aclacinomycin-methylesterase_RdmcC 212 (5) (S#) i) ED8)

@ BioH 217 | Q (Et) S @ =0B)
B Bodyguard 136 ECB)
[m CGI-53_ABHDE_ABHDA 175 (T (St) m) D)@} £05) oDB)
O CIE-CCGi-nteracting-facter-B 93 (0 S EDE) |
m_Carooxymethylbutenolide_lactonase 720 (T0) (St) Sup @) EDE) 0D8)|
@ Duf_1057 153 ) EDB)
o Oui_314183 (0 EoB)
B HNLyase_Bact 192 (10 st) &)
m HOD-cofactorfree-dioxygenase 37 (o) (St) @) Eoe)
@ Halcpercxidase 422 (T) (St) W) @ EDB)
B Homoserine_iransacstylase 404 (o) St) E0) @) E0E)
B Homoserine_iransacelylase_like_est 14 (T0) (S)@Wp 08) |

@ _Hydrolase-1_PEP 58 (o) EDB)

B Hydrolase-2_PEP 41 (o) EDE)

@ Hydroxynitrie_lyass 193 (T9) (5t) Sip @ EDE) O0B)

@ _LIDHydrolase 102 (Ic) (i) @) E05)

m_Maspardin-ACP32-SPG21_like 150 (1) M)(B) £08)

m_MenH_SHCHC 203 (10) (5t) (S4) @) £05) 005)

o Mg-chelatase_BchO 119 (7o) (5t) SW) EDB)

m PHA_depolymerase_arom 13 (19 EDB)
@ PHA_synih_| BEED . [ED8)

o PHA_synin_lII_C 25 (o) Eos)

@ PHB_depolymerase_PhaZ 72 (Tc) §l) ECE)

B PPase_methylesierase_euk 151 (To) (St) @) EDS) ©08)

@ PhaC_cen_dom 35(T0) EDB)

@ _Pheophytinase 27 (i) Sl EDB)

o PlaB 31 (To @l Eos)

B Abhydrolase_6 10195 (To) EDB)

@ Rsb-like 131 ECE
@ RsblHike 131 EDB}
@ RuilD 15!!@ (5t) €l EDB)

m SERHL 288 (0

B UCP031035 149 (10 E08)
m UCPD37442 170(T0) EDB)

@ “alacyclovir-hydrolase 118 @ m EOB )

o Vojv-like 27 [0 =0
o Rsbl-ike 131 :i§ _... EDB)

(@ RuD 1500 SV Ew £
m SERHL 280010
[m UCPD31038 143 (10 EDB)

m UCP037442 170 (1Y) E0B)

@ Valacyclovir-hydrolase 119 (Tc) (St) i) @) E0s)
m_vcY-lke 27 (10 51)

Abhydrolase_7 271 (o) (St) EDa)
Abhydrolase_0 937 (To E08)
Acetyl-esterase_ceacelylase 304 (0 (St)Sip @ Eos) ooB)
Acyl-CoA_Thioesterase 55 (o) (St) M) B) &) @) E0E) O0B)
AlphaBeta_hydrolase 854 (T (St) (St @) EDE)
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ABE-Est-Futative 97 o) E08) 008)

AB5-EsteraseD-FGH 577 (St) S @ E0B) 0DB)

@ Antigens5c 1243 (T0) (@l EDE) O0B)

ABS-Feruloyl-Esterase 266 () (St) M) @El) Eos) oDE)

AB5-IroE-IroD-Fes-Yiel 694 (T¢) (St) SU) @) ECE) 008)

A35-Mycolyl-transferass 194:!:3 m EDB) ODB)

Arb2_FAM172A 110 O EDB)

@ Arb2 407 (9 EDB)

Arb2_domain 297 (Tt) (St) EDB)

Asp2 303 (o) EDB)

Bacillus_lip 10(T¢) EDB)

Baci_LipER166_FamXIl ?@ . DDE)

Bacterial_Esilip_FamX 80 :|§ . EDB) ODB)

Bacterial_esterase 92 (It) (5t) i) @) .o0=)

(o

[m

[m

| @ Bacterial_Esio7 61(T0) (St) §) oo8)
o

E

(o

Carboxypeptidase_S10 554 tlﬁ 5t) M) D)@ E0s) ODB)

@ Acetylxylan_esterass 135 (10 (5t) §i) Eos) 0DB)

@ Cutinase_like 704 (T0) EDE)

m_Cutinase 545 (T0) (St) (1) @) E0B) CDS)

@ Lysin_B_C_fer 24E!§ ._. EDB)

@ OLH-5 173 g (Si) EDB)

@ Dienslactone_hydrolase 431 :|@ m EDE) ODB)

m Duf 1023 1413 () EDB)

@ Duf 1350 3E4E§ EDB)

@ Duf_1749 104 (9 (S1) @) EDB)

m _Duf_2225 32 (D) (59 @) E08)

@ Duf 2920 14 i:} EDB)

m Duf 2574 128 (o @iy E0s)

@ Duf_3085 215 (o ¢Sy EDS) oDs)

@ Duf 3530 SS:!:E EDB)

@ Duf_452 340 (T (S1) EDB)

B Ouf_676 114 ([0 @) EDE)

@ Duf 726 139¢ i:} EDB)

@ Cuf 818 11 () EpB)

m Duf 820 57 (lg EDB)

@ Duf 500 371 (0 EDB)

@ Duf 91554 EDS

m_ABHDG-Lip 156 (0 (50 @0 @ 298

m ABHD2 1350 £o8)

m AcoC_BiotinLipoyl-ABH 42 (To)  EDB)

@ _CFTR-innibitory-factor_Cif 102 (T0) (St) (S0) @) E05)

@ Epoxide-hydrolase_like 22?8@ EDE) ODB)

m Carbon-carbon_bond_hydrolase 305 EDE

m Epoxide_hydrolase 1142i§ M

m Haleaceiate dehalogenase 171 Eﬁ EDB) CDE

@ Halpalkane_dehalcgenase-HLDT 124i!§ EDB) ODB

@ Haloalkane_dehalcgenase-HLDZ2 43@ ..- EDB) CDB)

B MEST-ike 58 9 EDE)

@ Est-0smC 559!!:! 5t

B EsioX 170 (0 @)

[ @ Esterass_phb 75 (o) &t) @up =08)

@ Esierase_pho PHAZ 7
SHe e

@ FSH168

@ Fungal-Bact_LIF dﬂ?i!’;: m ) DE)

| @ Glucuronayl_esterase 243 Ila
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@ ABHD12-PHARC 196!!@ M) D) Eip @ Ece

ABHD13-BEM46 63 (T)) [ ]

ABHD17-depalmitoylase 62 (Tc) @) EDB)

AluT626-like 452 (T0) |St) £08)

Bacterial_lip_Faml.8 111 (To) EDB) 00B)

CarbLipBact_1 263 (To) (5t) @) @) EDB) 008)

CarbLipBact_2 665 (Tt) (5t) il @) ED5) 008)
Monoglyceridelipase_lysophosphalip 1166 (T0) (50 Gy @ E08) |
Plasmodium_subielomeric_PST-A 54 (1) EDB)
Proline_iminopeptidase 1002 @ ..- EDB) 0DB)
abn_upf0017 574 (10 Su) @ ECB)

@ Hydrolase_4 4651 (o EpE)

| @ Hydrolase_RBEPZ_YdeM 101 @ ._.__El:g}
[ m Lysophospholipase_carboxylesterase 332 (Jf) (5t) (S) @) E05) o0B)

o Lipass_2 169;!% (St) S @ ECE) ODB)
[ @ NFM-deformylase 170 (T) (St) @Sy
[ @ NLS2-Tex30 676 Ty £08)
[ @ Ndr_family 258 (Tt) (S8) M) B) EDB)
@ OHBut_olig_hydro_put 232 (Tt) @l EDB)

m Duf_1400 112 (9 E08)

. PAF-Acetylhydrol 148 ‘ :_l..- ) )

B PAF_acetylhydro-ike 576 (T EDE) : etylnydrolase @ s £08) o008
o

Polyesierase-lipase-cuiinase 127’i!:i ..- EDB) ©DB)
UCP031932 191 (To EDB) DDBE)

[ m PE-PPE 92 (To) @) EDB)
o PGAP1 173 (0 S M) D) E @ E0B)
[ PrAZ7_onb_depolymerase 34 () (50 @B 05
[ @ Palmitoyl-protein_thioesterase 50 () () M) ) iy @) E05) O05)
| B Pectinacetylesterase-Noturn 635 (o) (St) ¢Sl @) EDS) ODB)
m Cocaine_asterase 137 (1) 5t) Eip @y EDE) ODB)

Pepticase_S15 511 () @)@ ED2) ODB) | B _Laciobacillus_pepidase 37 (10) () @) £08) ODB)
o Xaa-Pro-ike_dom 337 (0 E0=) ODE)

@ Peptidase_S27 59 (Tc) @) EDE) ODE)

ACPH_Peplidase_S% 133 @ ... EDE) ODB)
DOFP4N_Peptidase_59 829:!:3 ! M!..- EDB) .ODE)
Glutamy|_Peptidase_S%14(0 @ epsyoosy ]
PMH_Peptidase_52 910 (St) Sl EDB) ODE)
Prolyl_oligopeptidase_S8 187 :I:} _.! EDB) ODB)
m

SON_PPCE_Peptidase_85 134

SON_PREFL_Peptidase_39 204:!5 EDB) ODE
m PhoPQ_related 62 (T5) EDB)
m_Prolylcarboxypeplidase 492 (19 (St) Sy ECs) ODB)

[@ TTHA1544-ike 5(T0 50
@ Tannase 53 :@ StED @ Eos)
o Thioesierase 560 (T0) (5t) S @ EoB) cDE)

| @ Thioesierase_acyl-ransferase 17 :|§ ._- EDB) ODB)
[ @ UCPD33634 367 (T ED8)

@ Peptidass_S% 1592 (To) ED8) ODE)

B Duf_1100-R 77 (6 (S8 EDB)
B UPF0255 145 (9 EDB) AT T 1)
o Vir) 780 (0 EpB)
o_abn_upf0227 546 (o) (5t) &) EDB)
o Ipg2422 4(To) (sy) Eoe)
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Anexo 2

(4495) BspHI - Pagl

(4191) AlwNI - Cail

(4083) PspFI
(4079) BseYI

(3948) Baul
(3883) Aasl - Drdl

(3779) Nspl - Xcel
(3775) Pscl
(3700) Nspl - Xcel
(3686) Mlul
(3679) Bsp14071
(3645) Acll - Psp14061

(3512) Eco32I - EcoRV
(3478) Ecol1471* - Stul*
(3470) SanDI
(3449) Aasl - DrdI
(3427) Adel - Dralll
(3409) Nael - Pdil
(3407) NgoMIV
(3405) EagI - Eco52I
(3379) BglI
(3350) Fsel
(3348) Nael - Pdil
(3346) NgoMIV —
(3336) BsaHI - Hinll

(3244) BanI - BshNI
(3237) SexAI*
(3188) SgrAIl
(3164) Smal
(3162) CfroI
(3120) AatIl
(3118) Zral
(3117) BsaHI - Hinll
(3110) MauBI
(3077) MIsI - MscI
(3072) Eco130I - NcoI - Styl
(3016) Asel - Vspl

TEF1 promoter
(2588) BamHI

(2480) BsaBI - Bsell
(2473) Pvull
(2455) Bcll*
(2439) BsiWI - PflI2311

(2324) BsaBI - Bsell

BglII (1)

Alel - MsII - OliI - Rsel (76)

BfiI (178)
PfIMI - Van91I (190)
Ecl136II (206)
Eco24I - SacI (208)
BglI (278)

Dral - MssI - Pmel (413)

Asel - VsplI (582)
BlpI - Bpul1102I (588)

Mph1103I - NsilI (677)
BstXI (706)
AclI - Psp1406I (733)
BspHI* - Pagl (737)
Bcll* (740)
Mfel - MunI (864)

HindIII (872)
Bsp119I (933)

/ BstAPI (995)

(afactor secretion signal

AanI - PsiI (1136)

EcoRI (1208)
PstI (1243)

Kpn2I (1412)
Bsp14071 (1456)

\ Eco91I (1487)

BbvCI - BpulOI (1651)

Eco24I (1782)
PspXI (1817)
BpulOI (1955)
Pvull (1988)
Adel - Dralll (2122)
Eam1105I (2178)
Xbal (2182)
Myc

Sall (2225)
AccI - Xmil (2226)

6xHis

Agel - BshTI (2307)

EcoNI - XagI (1268)

Anexo 2. Mapa de la construccion pPICZaA/BaEstB (Sanchez-Carbente et al.,

2017)
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Anexo 3. Programas utilizados para los analisis de acoplamiento molecular
Programa datoscoord.sh
#!/bin/bash

#$1 debe ser el nombre del sustrato
#$2 debe ser el nombre del receptor
foriin {1..300}; do

echo "$i" >> numeros
done
forjin {1..30}; do

grep "02" $1\_$j.docked.pdbqt > coord_sustrato_$j #Cambiar criterio. Para naftilacetato
es "HETATM 14 01" para ergosterilacetato "O2"; para pnitrofenilacetato "O4"; para el
pnitrofenildecanoato tambien es "O4"; para colesterilacetato "O2"

sed -i 'THETATM/ s/Ndragon /' coord_sustrato_$;

grep "1493 OG" receptor.$2\_$j.pdbqt > coord_receptor_$j

sed -i /ATOM/ s/*/dragon /' coord_receptor_$j

grep -E " \-[0-9]\.[0-9] | \-1[0-9]\.[0-9] " $1\_$j.vina.log >> energias

join coord_sustrato_$j coord_receptor_$j >> coord_dock

rm coord_sustrato_$j coord_receptor_$j
done
paste numeros coord_dock > coord_dock_numerados
cut-d''-f1,7,8,9,20,21,22 coord_dock _numerados > coord_dock_intermedios
paste coord_dock_intermedios energias > coord_dock_finales

rm coord_dock _numerados coord_dock numeros coord_dock_intermedios energias
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Anexo 4. Lista de secuencias de aminoacidos utilizadas en los analisis

filogenéticos

>Homo_sapiens_ HSL

MEPGSKSVSRSDWQPEPHQRPITPLEPGPEKTPIAQPESKTLQGSNTQQKPASNQRPLT
QQETPAQHDAESQKEPRAQQKSASQEEFLAPQKPAPQQSPYIQRVLLTQQEAASQQGP
GLGKESITQQEPALRQRHVAQPGPGPGEPPPAQQEAESTPAAQAKPGAKREPSAPTES
TSQETPEQSDKQTTPVQGAKSKQGSLTELGFLTKLQELSIQRSALEWKALSEWVTDSES
ESDVGSSSDTDSPATMGGMVAQGVKLGFKGKSGYKVMSGYSGTSPHEKTSARNHRHY
QDTASRLIHNMDLRTMTQSLVTLAEDNIAFFSSQGPGETAQRLSGVFAGVREQALGLEPA
LGRLLGVAHLFDLDPETPANGYRSLVHTARCCLAHLLHKSRYVASNRRSIFFRTSHNLAEL
EAYLAALTQLRALVYYAQRLLVTNRPGVLFFEGDEGLTADFLREYVTLHKGCFYGRCLGF
QFTPAIRPFLQTISIGLVSFGEHYKRNETGLSVAASSLFTSGRFAIDPELRGAEFERITQNL
DVHFWKAFWNITEMEVLSSLANMASATVRVSRLLSLPPEAFEMPLTADPTLTVTISPPLAH
TGPGPVLVRLISYDLREGQDSEELSSLIKSNGQRSLELWPRPQQAPRSRSLIVHFHGGGF
VAQTSRSHEPYLKSWAQELGAPIISIDYSLAPEAPFPRALEECFFAYCWAIKHCALLGSTG
ERICLAGDSAGGNLCFTVALRAAAYGVRVPDGIMAAYPATMLQPAASPSRLLSLMDPLLP
LSVLSKCVSAYAGAKTEDHSNSDQKALGMMGLVRRDTALLLRDFRLGASSWLNSFLELS
GRKSQKMSEPIAEPMRRSVSEAALAQPQGPLGTDSLKNLTLRDLSLRGNSETSSDTPEM
SLSAETLSPSTPSDVNFLLPPEDAGEEAEAKNELSPMDRGLGVRAAFPEGFHPRRSSQG
ATQMPLYSSPIVKNPFMSPLLAPDSMLKSLPPVHIVACALDPMLDDSVMLARRLRNLGQP
VTLRVVEDLPHGFLTLAALCRETRQAAELCVERIRLVLTPPAGAGPSGETGAAGVDGGCG
GRH

>Sus_scrofa HSL

MDLRTMTQSLVTLAEDNMAFFSGQGPGETARRLSGVFAGIREQALGLEPALGRLLSVAH
LFDLDAETPANGYRSLVHTARCCLAHLLHKSRYVASNRRSIFFRTSHNLAELEAYLAALTQ
LRALAYYAQRLLAINRPGKLFFEGDEGVTADFLREYVTLHKGCFYGRCLGFQFTPAIRPFL
QTISIGLVSFGEHYKRNETGLSVTASSLFTSGRFAIDPELRGAEFERIIQNLDVHFWKAFW
NITEIEVLSSLANMASATVRVSRLLSLPPKAFEMPLTADPKLTVTISPPLAHTGPGPVLVRLI
SYDLREGQDSEELSSLVRSEGPRGLELRPRPQQAPRSRSLVVHIHGGGFVAQTSKSHEP
YLKSWAQELGVPILSIDYSLAPEAPFPRALEECFYAYCWAVKHCGLLGSTGERICLAGDS
AGGNLCFTVSLRAAAYGVRVPDGIMAAYPATMLQSAASPSRLLSLMDPLLPLSVLSKCVS
AYAGGEMEDHSDSDQKALGMMGLVRRDTALLFRDLRLGASSWLNSFLELSGHKSRPNL
VPTEEPMRRSVSEAALAQPEGPLGTDSLKYLTLHDLSLSSETQDTPELSLSAETLGPTTP
SAVNFLFRPEDAPEEAEARDEISTKEEKVYSVRAAFPEGFHPRRSSQGAIQMPLYSAPIVK
NPFMSPLLAPDSMLQTLPPVHIVACALDPMLDDSVMFARRLRSLGQPVTLHVVEDLPHGF
LSLAALCRETRQAAALCVDRIRFILNPPGPATPAGPTTPPV

>Mus_musculus_HSL

MEPAVESAPVGAQASKQGKEGSKNRSRRRWRKGKIKASAFSHSMDLRTMTQSLVTLAE
DNMAFFSSQGPGETARRLSNVFAGVREQALGLEPTLGQLLGVAHHFDLDTETPANGYRS
LVHTARCCLAHLLHKSRYVASNRKSIFFRASHNLAELEAYLAALTQLRAMAYYAQRLLTIN
RPGVLFFEGDEGLTADFLQEYVTLHKGCFYGRCLGFQFTPAIRPFLQTLSIGLVSFGEHYK
RNETGLSVTASSLFTGGRFAIDPELRGAEFERIIQNLDVHFWKAFWNITEIEVLSSLANMAS
TTVRVSRLLSLPPEAFEMPLTSDPRLTVTISPPLAHTGPAPVLARLISYDLREGQDSKVLNS
LAKSEGPRLELRPRPHQAPRSRALVVHIHGGGFVAQTSKSHEPYLKNWAQELGVPIFSID
YSLAPEAPFPRALEECFFAYCWAVKHCDLLGSTGERICLAGDSAGGNLCITVSLRAAAYG
VRVPDGIMAAYPVTTLQSSASPSRLLSLMDPLLPLSVLSKCVSAYSGTEAEDHFDSDQKA
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LGVMGLVQRDTSLFLRDLRLGASSWLNSFLELSGRKPQKTTSPTAESVRPTESMRRSVS

EAALAQPEGLLGTDTLKKLTIKDLSNSEPSDSPEMSQSMETLGPSTPSDVNFFLRPGNSQ
EEAEAKDEVRPMDGVPRVRAAFPEGFHPRRSSQGVLHMPLYTSPIVKNPFMSPLLAPDS

MLKTLPPVHLVACALDPMLDDSVMFARRLRDLGQPVTLKVVEDLPHGFLSLAALCRETRQ
ATEFCVQRIRLILTPPAAPLN

>Qvis_aries HSL

MDLRTMTQSLVTLAEDNMAFFSSQGPGEMARRLTGVFVGIREQALGLEPALGRLLSVAH
LFDLDTETPANGYRSLVHTARCCLAHLLHKSRYVASNRRSIFFRTSHNLAELEAYLAALTQ
LRALAYYAQHLLTTNQPGRLFFEGDERVIADFLQEYVTLHKGCFYGRCLGFQFTPAIRPFL
QTISIGLVSFGEHYKRNETGIGVTASSLFTGGRFAIDPELRGAEFERIIQNLDVHFWKAFWN
ITEIQVLSSLANMASTTVRVSRLLSLPPVAFEMPLTSDPELTVTISPPLAHTGPGPVLVRLIS
YDLREGQNSKELSSFVTSEGPRSLELRLRPQQAPRSRALVVHIHGGGFVAQTSKSHEPY
LKSWAQELGVPILSIDYSLAPEAPFPRALEECFYAYCWAVKHCALLGSTGERICLAGDSA
GGNLCFTVSLRAAAYGVRVPDGIMAAYPATMLQSTASPSRLLSLMDPLLPLSVLSKCVSA
YAGAETEDHSDSDQKALGVMGLVQRDTALLLRDLRLGASSWLNSFLELGGQKSHLKSVP
KTEPMRRSVSEAALTQPEGPLGTNSLKSLKLHDLGLRNSSDTTDTPELSLSAEILSSSAPS
TVNFLLGSEDESEVSEAPEELNSKDRLRGVGSAFPEGFHPRRCSQGAMWMPLYSAPIVK
NPFMSPLLAPDSMLQTLPPVHIVQGSPTSGS

>Necator_americanus_HSL

MVKVSIEIQDSAGTLRNLVTQLQDIAPSYDYDENTPGNGFRSLVCICDTTVLHVISLQKTVS
EQRGSFVFRLAHYCKELEAFAKVINFLIDSLPLCIGNATSMPSGSLFPPLHGSYEKYYEML
RGLEQLDSTCFYGRPLGFQFSPSVNRIFRLIGIVLASYSLSWEKGHGPIGSIINTGRFFLSP
EQRALRIIKVTKEADIDFCKGFWNLAELSNNMPKWFSPNMAINELREINWVGPITLETTNG
GKVRIPEPSAHTGPRPVQIRVLSPVHRPHMSPAGSPNQQPVSPYIVFHCHGGGYVATSS
KSHETYLRMWAKLLNCTVVSVEYSLAPANPFPRPTEEVLFAYAWIVNNPQLVGWSGEKM
CMVGDSAGGNLIMSVNLRLIELNVKKKPDGIVPVYTPFLFQYLPSPSRLLSVMDPLLHMGV
VLRCVAAYTGGYGHVEKKEEATDNTGHKSLQEYVEQVQKSQRFDFAGGSQSIVSLVON
VKDPSNHPNVSEPDSFFTQEKKAEQQNEEEEVEEESEEDDDTRSVSSVHINSDPLHIHLS
STIFDNQLLNYLIKHPTTKDSLTVVDENGEVIEEAPNTPCDANRGIPSSSSSNNFQNLSSQI
HKRSLSQSLADTAVLAAGHALDNLQDWLEKPSKEKQKLDRTVSHKEAVANQIEEPCVRK
SHLLELLNRSTVPRDPLISPMYASDDIIRQLPPVYFVACHLDPLLDDTIAFASRLRTAGGRV
GSVDLLPAVPHGFLNFTLMSPECRRGAKICLQRIKEALGYVETALVSA

>B adusta HSL1

MPVTTTSAAIHITPVVIKTLLHHLSTKGRKYKDGDETAVATDDVFFDEAFHIVKSFIELGTYN
TVESLQAFTNTHVPAPYWAAVSPVMVPLTSCNKAADLLIDWFGPEELQQVVGGEKWWQ
VRGLDGIESEWVTEKEYLSDSPLKTEKKLSTEDANILRMEHLETVMLYVHGGAYFWGSIN
THRYQIRYARKIKGRAFAVNYRKAPQYPWPCPLQDVLAAYFFLTDPPPDALHKPIPPSKIV
LAGDSAGAGLCITALTVLRDMDVELPAGAVLISPWVDLTHSFPSVMQNTATDIIPPHGFIYK
PSPIWPVHPQPKNEHARVIPTRTNPPPQPGHADTLRPSKERLADQVDAREKASARENQP
VPSRDLRDEGVQSQAEMMDNSDKENSSPKGSHASSATIREDDPEYEDALSYWEPKPPK
VLMKDPNEQPLELRSQIQIYATNEQLTHPLVSPVLQGSLGNLCPLYIIAGDGEVLRDEIIYLA
HKAAHPNDYPARKGVLREGRRQKENTEKFTKPTKVHLQVFDGMCHVLTVFTFTNSAKYA
YRSIAEFVKHVTTNSGDYLERNPFPEFHVPPQEISDPAVEEQHSSKRSKRGPRRQPSKF
GSLFKRYNGDNVPPPVDSEVMRTDVNLYRENEEKIKREMDEPAVETIVEQPNPKVELES
GSDSGKSNHGDIPSILMIRERVDIFGHVRPMEPKEDMPVLDIPPRSIGIIKEDPVQRWLTG
QALWDKKYSRQANQVEHKREHYVKKFEAMMERARGQGLVMHADGCGPAAYRRESTVT
IHSMSTTARVSPDRRYGPFDIDDEKPSPSSIVGRRDNRESIALLQKCVYYSAPNTHKTMP
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KRKTADAMRAAFDPDDSPTKPSKQSVSEQQTPANMLPMHGLNMWQSILTLFMRKSTAQ
AAKGRKRAGSTLRRASDQVRESANGIGESIG

>B adusta HSL2

MIDHLVGRPNPSWKRLQVFFVIFFWLWKILHGNPGGPRILWIRRANRALQRFTPWQIVVS
TLTGVYAVRNLDKILGFGSPEPLANLYSSNYYRATWISTGLDAGFATAMSIRPKWLKDICS
VLFSIYYIIYATEADEKLRRFRAVPTVEMLRTTWEKTTNPYIRALSYYPRISIRRKLTLPRPK
DSTYQRPITAWLYFSPPEHRLARATEMVLDFPGGGFISMTPEHHEERLRMWAVRTGRPIL
SIEYGKAPEYPYPFAIDECFDVYRVLVESAGKLIGMSGTSLEILTGDSAGAHVAVAVMIKIL
ETQLPVPHPLALQLNYAALDFNFGSWMSPENLRVLQSEQSSGHLPGLAEQKDHFKHVSP
LSMVGDRKPLRRRRSWRDALRTLTSPVSEKPAIRSRASAPSVRTVKAVRPALNGRKVSL
DLVEEAGALADEEDGADLSTVPEQDRPIHARVRFNPVVSQVDPGPPAEASEAVANGGPS
HVENKVPLGTRLTMTSRTGYFQDRIISPSMMRAMAILFIGPHRNPDFASDYHLSPVLAPSH
ILAQFPPLIMTCGEKDPFVDDNVIFAGRVREAKRARRKELEQLVSGKTAKFGDQLRMTSR
EVGLDEATLRAAKRELAELASQTEEDWVQLHIFSDWSHGYMQMASLMPEARTVINDLAD
RMEDVFASKRGRRRRYEETGVEGRRNRIASTSTGAVDAGQPTASAASETEVETETDDPL
MFTTKKRSPPPSVGAKDRINGRRSGSSSRHPQVNTGAVDRQSDSHVRLSTDDSMDNGV
HRVGTMPEHTSHSPDGVAPSFAASRVVATGASGAGQASAHPGIPSRPSSASKVGGKAG
QTISESELMRRRRLLDSHLIASDT

>B adusta HSL3

MKYNFFWHRQPFKAIYFLYAAIFLLVSLPLWTLLALFPAFRPRRSWTFSRTLLFKTAQAMV
PVLCNTLSFNLTRLDPRYYSGKEEEVGLVWIDAAPELVIGEVREYARKNNVSAAPVAAYW
VGEREPFTKKVGYRARPNEKVILNAHAGAWLILHAGPGSFSHNMCQDMLTRFPQFTRAL
NVEYRLSQGPPLPQENPFPAALIDMITAYNYLVNGLGFEPRNIFVTGDSCGGNLAFQLAR

YILRAQPPTLALPGAFFLLSPSPDWGGSHMLPHSSMVYNQSTDYIDGFLSGYATRALLGN
LPFSHAFEDPWISPASHEILKKDGVFADYPPTLMLTGDVELLADAVKTTRDRMVADGVDV
ELVVVPDGTHCMIALPFHDKEKEDTYSMVVPWVKKHFS

>4zrsA_Feruloil_Esterasa

MGHHHHHHENLYFQGHMTPELRAKLESLGRDLTPEMLGGTTQIFAAMATGSDPEVEVTR
DLEYGEDPRHRLDLFRKADTRDAPVLVFVHGGGFVMGDKRLAETPFYDNIGVFAAQQGF
VGVTITYRLAPAHQFPSGPEDLAAVVRWLKANVAQYGGDPDKIVLSGQXAGAAHVASYIA
HKAHHATEGGGIAGAILMSGIYDTLTATPNEFLIAYYGDDPKGWGPASSMAGLINTEIPLM
LTVSEFDPEDFQRQAAQFVCAWGMAHAAYPEMHYLVGHNHLSPAQSIGTEIKAIGRMVA
GFVRRVTR

>4AWY5_Rhizomucor_miehei  HSL

MTVGNPPIHPVYAAAFAAMKERPPIHTLDLKVVRESSEARQLAANIKLPEVIEEDKVVESD
GKTLKLTIVRPPGTEDQILPVLIFLHGGGFVFGSKYTHIKPVRDLTVKANVVTVFVDYSLSP
EAKFPTAIEEIYAAILWVRENASSLNINAEALAVAGDSAGATLSAAVSIYAKEKGLSAAIKTQ
VLIYPATAVSHAKYESYKLFGNGDYILSAEDLKFFSNAYLPAPASELNDKLATLELATKADL
EGLPPALLFTAESDVLRDEGEKYAQQLAEAGVDVAAVRVLGAVHGFITVPVETPQYRFTI
NTIVAHLRDIYAKYNALEHHHHHH

>4WY8_Rhizomucor_miehei_HSL

MAPTVKLKPYCQNIADAATIDSTQYPPEVVRKAEAASIIDDPKALEGLPDVYLEEKTINRKN
GSKIELTITRPLDTENQVLPPIVFFHGGGWVVGSKLTHRRTVYELTVRARAAVIFVNYSLSP
EVRFPTALEECLDAVVWVAKEENAKSINVDPTKLVVAGDSAGGNLSAVVCIRAKQLGLNII
KGQVLIYPVTDDNFETDSYKQFAENYYLTRKLMVWFFDHYIPDKKDRQSIFACPLKASIDD
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LRVLPRALVITAEADVLREEGEAYARKLIEAGNDVTAVRYLGIIHGIFNLATLSPTGSEILDHI
VAWLQKTWKLEHHHHHH

>Lactobacillus_rhamnosis_Esterasa

MADEEAMLAKVQASWAQTAARDKARYADERVPEDVHWETEYRYEQSADPQQTLNLYY
PAKRRNATMPTVIDIHGGGWFYGDRNLNRNYCRYLASQGYAVMGMGYRLLPDVDLRGQ
IQDIFASLRWLSHFGPQRGFDLDHVLLTGDSAGGHLASLVACIQQSAELQELFGVSRVNF
NFTLVALVCPVAEPSKLPEAAGDMSDMAAFYLDKLSGGDQALVDHLNFSQVVKGLDLPP
FMLIGGQNDSFYLQSQALLKVFDANHVTYTTKLWPASAGPHLKHVFNVQHWEWPESIET
NLEMLRTFDALSKQQDQAEENEFE

>Ferroplasma_Carboxilesterasa

MPLDPRIKKLLESGFVVPIGKASVDEVRKIFRQLASAAPKAEVRKVEDIKIPGSETSINARY
YFPKAKGPYGVLVYLHGGGFVIGDVESYDPLCRAITNACNCVVVSVDYRLAPEYKFPSAVI
DSFDATNWIYNNLDKFDGEMGIAIAGDSAGGNLAAVVALLSKGKLDLKYQILIYPAVGFDS
VSRSMIEYSDGFFLTREHIEWFGSQYLRSPADLLDFRFSPIIAQDLSGLPPALIITAEYDPLR
DQGEAYANRLLQAGVPVTSVRFNNVIHGFLSFFPLIDQGKDAIGLIGSVLRRTFYDKS

>D_melanogaster_Kinurenina_formamidasa

AGHMYNPRCKDLDRDYFPSYHTTRFQDQPEPNLAVLEHFVRVTKQHGRELTEKQGITVD

HLRYGEGRQLVDVFYSEKTTNQAPLFVFVHGGYWQEMDMSMSCSIVGPLVRRGYRVAV

MDYNLCPQVTLEQLMTQFTHFLNWIFDYTEMTKVSSLTFAGHSAGAHLLAQILMRPNVITA
QRSKMVWALIFLCGVYDLRELSNLESVNPKNILGLNERNIESVSPMLWEYTDVTVWNSTK

IYVWAAEHDSTTFIEQSRHYADVLRKKGYKASFTLFKGYDHFDIIEETAIDDSDVSRFLRNIE

IE

>Moraxella_sp_Lipasa

MPILPVPALNALLTKTIKTIKTGAAKNAHQHHVLHHTLKGLDNLPAPVLERINRRLKASTAE
QYPLADAHLRLILAISNKLKRPLAIDKLPKLRQKFGTDAVSLQAPSVWQQNADASGSTENA
VSWQDKTIANADGGDMTVRCYQKSTQNSERKSTDEAAMLFFHGGGFCIGDIDTHHEFCH
TVCAQTGWAVVSVDYRMAPEYPAPTALKDCLAAYAWLAEHSQSLGASPSRIVLSGDSAG
GCLAALVAQQVIKPIDALWQDNNQAPAADKKVNDTFKNSLADLPRPLAQLPLYPVTDYEA
EYPSWELYGEGLLLDHNDAEVFNSAYTQHSGLPQSHPLISVMHGDNTQLCPSYIVVAELD
ILRDEGLAYAELLQKEGVQVQTYTVLGAPHGFINLMSVHQGLGNQTTYIINEFACLVQNLL
TSEGDKPNLRA

>Candida_cylindracea_Lipasa

MKLCLLALGAAVAAAPTATLANGDTITGLNAIVNEKFLGIPFAEPPVGTLRFKPPVPYSASL
NGQQFTLYGPLCMQMNPMGSFEDTLPKNARHLVLQSKIFQVVLPNDEDCLTINVIRPPGT
RASAGLPVMLWIFGGGFELGGSSLFPGDQMVAKSVLMGKPVIHVSMNYRVASWGFLAG
PDIQNEGSGNAGLHDQRLAMQWVADNIAGFGGDPSKVTIYGELAGSMSTFVHLVWNDG
DNTYNGKPLFRAAIMQLGCMVPLDPVDGTYGTEIYNQVVASAGCGSASDKLACLRGLLQ
DTLYQATSDTPGVLAYPSLRLLYLPRPDGTFITDDMYALVRDGKYAHVPVIIGDQNDEGTL
FGLLLLNVTTDAQARAYFKQLFIHASDAEIDTLMAAYTSDITQGLPFDTGIFNAITPQFKRIL
ALLGDLAFTLARRYFLNYYQGGTKYSFLLKQLLGLPVLGTFHGNDIIWQDYLVGSGSVIYN
NAFIAFANDLDPNKAGLWTNWPTYTSSLQLGNNLMQINGLGLYTGKDNFRPDAYSALFS
NPPLFFV
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>Rhizomucor_miehei_Lipasa

MVLKQRANYLGFLIVFFTAFLVEAVPIKRQSNSTVDSLPPLIPSRTSAPSSSPSTTDPEAPA
MSRNGPLPSDVETKYGMALNATSYPDSVVQAMSIDGGIRAATSQEINELTYYTTLSANSY
CRTVIPGATWDCIHCDATEDLKIIKTWSTLIYDTNAMVARGDSEKTIYIVFRGSSSIRNWIAD
LTFVPVSYPPVSGTKVHKGFLDSYGEVQNELVATVLDQFKQYPSYKVAVTGHSLGGATA
LLCALGLYQREEGLSSSNLFLYTQGQPRVGDPAFANYVVSTGIPYRRTVNERDIVPHLPP
AAFGFLHAGEEYWITDNSPETVQVCTSDLETSDCSNSIVPFTSVLDHLSYFGINTGLCT

>BaEstB_HSL

MESIRLSNAAGTISNDILAQVTFANEAIYPLLEKRRAEIENVTRKTFRYGALPGSEMDVYYP

SSTPSGKAPVLAFVHGGAYVHGSKTHPPPGDLIYKNVGAFYASQGFVTVIPDYRKLPGMK
WPDAPSDIASALTFLVAHSSDVNASAPTAADVOQNIFLVGHSAGGAIASDVLLAPGLLPANV
RRSVRGLIVFGGMMHYRGLEYPIPPFVLPGYYGTDEDVRAHEPLGLLESASDEIVRGLPD

VLMVLSEHDVAAMRAAVTDFRSALAERTGKDVPLLVAQGHNHISPHYALSSGEGEEWGH
DVIRWMRAKLASGNGVPATE

>A_nidulans_HSL1

MIGMLNRPGMPDVTLRIGLDHVLGRPSTRFRKVQVIAVFLFWSYYLLRGNKHGPPVVRGI
SARLSRRLTVWQTTVVVVLWLYFCRNFAKIVGLESPEPLANLYSRSFFRATWITTALDAGF
WTAMRVRPKWLRDILSLIGTVYYLFAAEQADDKVRRVRATLTVEHLRVSWNKGTTPYLW
ALASLVRPRLTRYPPRAIRIPRPRQSIYTEPTNAWLYFDGPMSALREQTCIVLDIPGGGFV
SMTPRHSEDRLLAWAGKTKLPILSLNYKKAPEYPYPYALNECYDVYHSIFTTRGRCLGLA
GDVPPRIILTGDSAGANLAVGTALMVLQSSDRRPSLAQGQSSLPAPDGLVLSYPALNMKI
ESWMSEEHVALIQDKSTNRSVVQRKDMDYKRLTPFATPGASSDDLQKNSYLSEPDLETG
ALVEEAKGSKIDEDEEALDMQTAYLANNQPKKIQTRLAVSSMISYVNDRILSPEMMRAMVI
LYIGPHNRPDFNTDYLLSPVLAPEALLAQFPKTYIITGERDPLVDDTVVFAGRLRQAKLRRF
QERQELGLEKSQRRFNEKDYVEVSLLPGISHGFMQMAGFFPDSWKHIYRCAAWIQTLVD
MANIKKSSPSTSSRNLSNSHTSKSDFNQATRPSHKRTLTGESSADEDKPLEMSIGKMGPL
TPMVCNSTEGDSDGHVPTPMVEAETETEVETEQSPRTSDITTSSSKADDQKSTGGRRPR
GRHARSTGLGRRRTFAPSNINIAPEWASDPVSPMRPRESSLCSLPSEEDLLRRRMSGLA
GGLMGIGEGARTP

>A nidulans_Deacetilasa_ HSL2

MTTSRWWLYVQAVFWRCLMRLGMIFHNIPHPRPPSPSFSRSFPSGSSKVVLQFYCPPGY
SQTRKEGRRLPVVVNFHGGGFTLGGPSDDSRWAQAVLSEVGAVVVSVGYRRAPEHPFP
AAVDDGVLALQYLASHAVELGLDISRIALSGFSAGGNLAVTVPLRFRDMLIQAEHEGWLS
RADSTVQLVSPTASDLHIVALFCWYPILDFEEPREHRRAMSIEPNKTLPSFFTNLFDESYL
PDLEQRKSPYASPVHATDDALRDSLPHDIFFFICEWDMLLNEGQLFCRRLQDINKHVRAM
MVEKARHAWDKSPNPFRNTTEVNILYKDACADMKAIFEK

>A nidulans_ HSL3

MTWSYVPVIQRASDKTGSNIKKSQRYANAPFRVAEKVQKPEFAGYWVYCDKSTESCLED
ADLVLFHLHGGGYVMGHPLDNAPELLLIAEALSRRNHKIAVFSLEYTLVPTAPLPTQLDQTI
AAYTWLVSELHINPSKLYLIGESAGGHLILSLLNALYERASSQVPIALPKPAVVFLVSPWVN
LNPCGVDAKAKNQDLDTRSAAFKHVLERFSNLVLHGASPAYLKLHGSFAQPVPGRGSWK
DILPVTTWVSAGTAEPLFRFDIEEFVRVARRDGADVRFELADGKVHVWQSVEARQQEAK
FLALALEEDNARLMPGYRHIAELIYDLLEGRA
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>P_cinnabarinus_HSL1

MASDLLKYQPFKGLYLTYYFSSFFFIRVPLWLIWYLPSRNRPKPSWPLTRCVFIMGLREIM
RLPKELGLRERDPIPAPAKGKLKNAELVVVEGLLEDSDAFCGEIRRAAGITGVKPASIPAY
WFYKPESSLSQEVKARPGERTFLHLHGGAFHLGSARPDSTAANITRGLLAHSEKLDRALA
VDYRLAATSPNPFMNPYPAALLDCIAAYRYLVVEAGFEPKNIIIVGDSAGGNLAFALVRHFV
ENNIPGLAPPGGLLSLSSWLDLSFSHVSAESSYARNAPTDIFPLGNTPEAQRESYANRAY
LGLLDREEARTNPYISPASAHIKSTEGLFKGFPRTFISAGGAEKILDDSKVAAERLQADGV
NVTIDIVPDAVHDFMTFTWHEPERTEGLKRACKWLNS

>P_cinnabarinusHSL?2

MDRGFYGSGVPIEHCVNRFTPWQLIVSTLTGVYAVRNLDKILGLAAPEPLANLYSPSYYR
ATWIAIGLDAGFATAMTIRPRWLKDICSVLFSIYYIIYASEADEKIRKYRAVPTVEMLRTTWE
KTTNPYIRKLSHLPHVSTRRKILLARPKDSTSRRPITTWLFFAPPADQLSQATDLILDFPGG
GFVSMTPEHHEERLRMWAIRTGKPVLSVDYAKAPEYPYPFSIDECFDLYRVLVETSGIVIG
MSGRKLNIICTGDSAGAHIAVCVMYKILETQMNLPHPLALVLNYAALDFNFTSWMTPQNLR
VLQTEQSSGHLPMLAEQKDHLRHVSPLSMVGDRKIPRRRRSLRDTLRTIASSTTPKMPPL
RSRHTTSSIKHVSSLDDDSNDEGGAMGDIEDEAFSRVKEEDKPLHARIRFDPQVSQLELE
QAPRPPEPAEDTYVQTISREKAPIGTRLTMTSRTGYFQDRIISPSMMRAMAILYIGPYRNP
DFQSDYQLSPILAPDHLLAQFPPLLMSCGEKDPFVDDTLIFAGRIRKAKRARRTELERIFAG
KSALHGEHLRMSAASPHLPPGIGRNVNVGREETMRALQREHERLSRETEEDWVQMHIFS
EWSHGYLQMPSLMREAKVVINDLADWMEEVFDRDAVAAFEARAARSAASVSSSFPVPG
HGIPGAAGVSSDRRGATSPEKTRRMSTMTATKREEEHDTDGFTSATETSELDTDEVLTF
SPKRRSPPSSLASNGSSFAARRFSWL

>P_coccineus_HSL1

MIDHLLGRPSVGWKRTQVILVIVFWFWRILRGDPNGPKFLWIRNANRALRRFTPWQLIVST
LTGVYAVRNLDKILGLAAPEPLAKLYSPSYYRATWIAIGLDAGFATAMTIRPRWLRDICSVL
FSVYYIIYANEADEKIRKYRAVPTVEMLRTTWEKTTNPYLRRLSHLPHVSIRRKILLARPKD
STSRRPITTWLFFAPPPDQLSQATDLILDFPGGGFVSMTPEHHEERLRMWAIRTGKPVLS
VDYAKAPEYPYPFSIDECFDLYRVLVETSGIVIGMSGRRLNVICTGDSAGAHIAVCVMYKIL
ETQMNLPHPLALVLNYAALDFNFTSWMTPQNLRVLQTEQSSGHLPMLAEQKDHLRHISP
LSMVGDRKVPRRRRSLRDTLRTIASPTTPKMPPLRSRHTTSSIKHFSSFDDSSYDEGGEM
GDVEDAGSTRVNEEDKPLRARIRFDPHVSQMELEQAPRTPEPAADAHDQAVQKEQAPIG
TRLTMTSRTGYFQDRIISPSMMRAMAILYIGPHRNPDFQSDYQLSPILAPDHLLAQFPPLL
MSCGEKDPFVDDTLIFAGRVRKAKRARRADLERILAGKSALHGEHLRMSAALPHLPPGVG
RNDNIGREETLRALQREYERLASETEEDWVQMHIFSEWSHGYLQMPSLMRQAKVVINDL
ADWMEELFERDAANIVEARAARSAATTTSSSSAAAPGWAHVNGIPGAAGVSSDRRGATS
PPKARRMSTTAAARRVAEPDTDGLTSATETSELDTDEVLTFSPKRRSPPNSFTFSNGSSS
SSFTTRRLSHGRKGPSPPSPSTPKLNPAAANGDAVPALQEGHERELMEAATIQNGGELH
RSDILHDVRLVAPQVSRELAAAAAATANGGLRVGSPPKRPGSAVPAIATTFASGAGTPTP
HKDRGATPGGGQTISESELMRRRRLLDSHLISADSAR

>P_coccineus_HSL?2

MASRLLKYQPFKGLYLTYFFSSLLLVRVPLWLIWFLPSRNRPKASWPITRCIYIMGIRKLMS
LPRELGVRKKHPVPPPAEGPLKNAKLVWIKGLSDDSDVFCGEVRKAAMITGVKPVDIAAY

WFYKPGSSLLGDVKAKPGERTFLHLHGGAFHLGSAHPDVATSDITHGLVAHSKSIERILAV
EYRLSATYPDPPANPIPAALLDCLAAYRYLVVDAGFEPQNIAVAGDSAGGNLAFALVRHLY
ENTIPSLPPPGRLVGFSSWLDLSFSRRSPEDSFMRNVASDIFASGPGARFGEYAVPAYLG
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PINREEAKTNRYLSPSSPHITPVEGMFKGFPKTFISAGDAEILLDDSAVAAERLKADGVDV
TVDIVPDAVHDFMVFKWHEPERTEALRRVCSWLDD

>P_coccineus_HSL3

MSFAFRSQPLKAFFLLGTVAYIAIAIPVWALTNALPSWRPRRSWPLKRAVLVNLVRLYVGI
TYHIGAPPPPPLESYEKDAPSIVWVEPATPDLIVGEIRELAEQNGVKPVKVGGFWLGPKG
PDGVAGQRASPGERVVYHLHGGAHVRETSHPSGSMGPGYEGLIKCFGPQTRIFSLEYRL
ASAAPYPTANPFPSSLLDAIAGYHYLLHDVGFSPQQIISGDSAGGGIALNLARYLALANLP
SLPQAGALLLLSPTMDWGKTYAADPSSAFRRNVRSDFVAAIMENDYTPRALRGKLPEDF
VRKSLWISPGSREAEWARGAFAGLPPTFILAGGTEQTLDGMRAVRDRMCEDMGEGRLT
YVEIPDAAHDILMIKWFEPQRTQALSKITEWAGGL

>T_atroviridae_HSL1

MIDHVLGRPSSKSRRLQVLAVLSFWTFYLYKGHKHGPSFAQSISKLLSRRLTAWQTAIITM
LYLYAARNFSALVGLASPEPMANMYDPTYYRATWVLTALDAGFWTAMKIRTKWLRDIASI
VFSLYYLVAAEKADEKVRKVRGMITVDHLRVAWNKGTTPYLGFLQRLMRPRFTRWPPRQ
VRIPRPANSDYKEYVSAWLYYDGPLADLEHHDRLVLDIPGGGFVAMDPRCNDDKLFAWA
AKTGLPILSIDYKKAPEYPYPYALNECFDVYVTLVKSRGRCIGMSGKEIPKIIVTGDSAGGN
LAVATTLMVLETGISHYRRASGVGKLPPPDGLVCFYPTLDMNIGNWMSDEQMSLIRDRR
MRKTNKSIIRRKSMQYNDLVGTPHHSDNEDESPPAEPSPNADTRPEYCHAGPRSLSSSR
ASDEKKEGAVSHRAEPLKTRLATASMISYFNDRVLTPEMMRAMIILYIGAHNRPDFTQDYF
LSPVLAPEELLENFPKTYFMTGERDPLVDDTVIFAGRLRRAKEAAARRELSRSSILDENWT
FDDKEVTEVLLIPGTSHGFMQFPGVYPPAWKHFDRSAAWFDQLFTDAETQRVEQARQA
SRLKNQNQNQMTNGAFRRQSIAESSGDEDRPLEISMTKMSRGRSTTQNGDVNNTSNGH
DSPVNGSTDTTESNSPLPVHGDRNHGRRGKKSIRGNKSLVKLASSEDLLGRRMHGLASG
LTSTGDDE

>T_atroviridae_HSL2

MAEIKTTTHVYKTVNGLELTIDVSTPATAQANNIALIHFHGGFLLFGDKTSFPPYWLINVCK
KRGWTYATASYRLLPEAKGHDILEDSLDAVRWVYNNISRRIHAGSSAGGHVAFTTAASPL
CPKPLALLCVYGMIDFLNGRYVHPGRLLRGGIPNEDEILKEIDAAIQGAKVIDGYPIPPDLEA
SQRFKWSSVMHQAARYIDVLTHSPGLTEKIAKEGVQVIPEEHRPLFPATFGLNANFPPTIL
MHGDADDLVDFELSSSVATKLQNAGVNVHFERVAGQGHGFDCTENIDLDAEKNVEDRD
GTREILKRIVELLERYTRDN

>Aspergillus_sydowii

MPFLTSIRQMAHLIVITIKAKFLRALILTYAHLRPHQKLSPDIVEYIPATSNTTKTSKDQPRRI
KTYIYLPPKQTPSSTFSSTSAPSPVLITACGSGFIIPGLGLDDPYCHTIATKTSHVVIDIDYRV
APENPFPSAINDVISVVNWVLAQPARFDKARISIGGFSAGGNIAASVAANYFPPGTFRDLV
EFYPVVDASHKPGEKVPVIPVERWRDAKGKGKDGGSQTPKPPLGGMGSVPDGVMLFM
RDCYLAGDVSEGMLKDPRVSPVYADVERFPRRICFVTCEYDVLAREAEELAERIKEGREV
VVHRVKGCGHAFDKYCKPGSEREKVKDQVYEIVADFLRG
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Anexo 5. Analisis filogenéticos

os2 Candida_cylindracea_Lipasa

0a Rhizomucor_miehei_Lipasa
_l 1 —— Saccharomyces_cerevisiae_YEH?Z2
— — Kazachstania_saulgeensis_similar_YEHZ

{ A _nidulans_HSLT
1 T_atroviridae_HSLT

B _adusta HSL2
| L— P_cinnabarinus_HSLZ?
P_coccineus_HSL1

Necator_americanus_HSL

1
1
1 ofe Sus_scrofa_HSL
| 1 Bos_taurus HSL
! Ovis_aries_HSL
— 0 Mus_musculus_HSL
Homo_sapiens_HSL

Moraxella_sp_Lipasa
o5 3WU1_Ferroplasma_Carboxilesterasa
065 : 0.08 4WY5 _Rhizomucor_miehei HSL
| 4WY8 Rhizomucor_miehei HSL
083 | A _nidulans_Deacelilasa_HSL?2
_A_sydowii_HSL 28153
050 A_sydowil_HSL 1168754
083 A_nidulans_HSL3
m 085 A_sydowii_HSL 139662
o P_cinnabarinus_HSL1
F_coccineus HSL2
08 008 F_coccineus HSL3
B _adusta HSL3
0.88) { 004469213 _Alteromonas_spo
006800581_Alteromonas_macleodii
001753536_Methylobacterium_radiotolerans
10356635 Methylobacterium_sp
007509911 _Bradyrhizobium_oligotrophicum
001767553 _Methylobacterium_sp

{ B_adusta_HSL1
oo i A sydowii_HSL_153746
o3 0.8 | 3FAK_Esterase_lipase
3VOA_Esterase_lipase

08472 _hypothetical_protein
45114 _hypothetical _protein
AGF91881_esterase_lipase_protein
77925 esterase_lipase
4N5I_Lactobacillus_rhamnosis_Esterasa
67850 _lipolytic_enzyme
o T _atroviridae_HSLZ

099 4zrsA_Feruloil_Esterasa

BaEstB_HSL

0.88

Ik

03

Figura 19. Arbol filogenético de 47 secuencias de aminoacidos. Algoritmo de
agrupamiento maxima verosimilitud, bajo 1000 réplicas bootstrap. Con una matriz de
reemplazamiento BLOSUM 62. La filogenia muestra que el ortélogo mas cercano de
BaEstB es la feruloil esterasa 4zrsA y que estas se encuentran estrechamente
relacionadas con una HSL de Trichoderma atroviride.

120



Moraxelia_sp_Lipasa
_A sydowii HSL_28153
BaEst8 HSL
42rsA_Feruloil_Esterasa
T_atroviridae_HSL2
67850_lipolytic_enzyme
Candida_cylindracea_Lipasa
4N5I_Lactobacillus_rhamnosis_Esterasa
A_nidulans_Deacetilasa HSL2
77925 esterase lipase
08472_hypothetical_protein
45114_hypothetical_protein
a0 0.1 — AGF91881_esterase_lipase_protein
oo 0z | SVQA_Esferase_IJpase
3FAK_Esterase_lipase
0.1 A_sydowii_HSL_153746
— o= 8 adusta HSL?
00 007509911_Bradyrhizobium_oligotrophicum
025 001767553 Methylobacterium_sp
017 [ 10356635_Methylabacterium_sp
001753536_Methylobacterium_radiotolerans
Sl 013 ,L 006800581_Alteromonas_macleodii
. 0.1IL 004469213 _Alteromonas_sp
— 0.13 P_coceineus_HSLZ2
008 P_ginnabarinus_HSL{
B adusta HSL3
P_coccineus_HSL3
4WY8_Rhizomucor_miehe] HSL
4WY5_Rhizomucor_miehei HSL
3WJ1_Ferroplasma_Carboxilesterasa
Ovis_aries_HSL
Bos_taurus_HSL
Sus_scrofa_HSL
Mus_musculus_HSL
Homo_sapiens_HSL
T_atroviridae_HSLT
os o A_nidulans_HSLT
0.18 P_coceineus_HSLT
023 P_ginnabarinus_HSL2
B_adusta_HSL2

0.9

[aR:}

0.44

0.17 Necator_americanus_HSL
_I 1.02 ) . . .
Rhizomucor_miehei_Lipasa

A_sydowii_HSL_139662
A_sydowii_HSL_1168754
A_nidulans_HSL3

005 (————  Kazachstania_saulgeensis_similar_YEH2

L2 Saccharomyces_cerevisiae YEH?2

0.2

Figura 20. Arbol filogenético de 47 secuencias de aminoacidos. Algoritmo de
agrupamiento Neighbor joining, bajo 1000 réplicas bootstrap. La filogenia muestra que el
ortélogo méas cercano de BaEstB es la feruloil esterasa 4zrsA y que estas se encuentran
estrechamente relacionadas con una HSL de Aspergillus sidowii
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Anexo 6. Composicion de medios de cultivo

Composicion de medio minimo dextrosa (MD) y medio minimo metanol (MM)

Medio MD Medio MM
Reactivo | Concentracion (%) Reactivo | Concentracién (%)
YNB 1.34 YNB 1.34
Biotina 4x107 Biotina | 4x10™
Dextrosa |2 Metanol 0.5

Anexo 7. Curva estandar de BSA
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y =1.284x + 0.0143 ()
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0.2 03 0i4
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Figura 65. Curva estandar con albumina de suero bovino. [BaEstB] = 0.00173 mg/mL.
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Anexo 8. Actividades volumétricas y especificas de BaEstB en diferentes
soluciones

A)
0.8 y=0018x + 0.0003| o X-33
0.7 R2 = 0.9996
y = 0.0148x - 0.0059
0.6 R2=0.9993 s pPICZ
E 05 y = 0.0109x - 0.0083
0 R2 = 0.9988
8 04 e Glicerol
2 (20%)
2 03
0.2 Glicerol
(10%)
0.1
0 « o Buffer
Tris-HCI
01 0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
Tiempo (min)
B)
Solucién Actividad Volumétrica (U/mL) | Actividad Especifica (U/mg)
Glicerol (20%) 0.011 6.35
Glicerol (10%) 0.0094 5.43
Buffer Tris-HCI 0.0069 3.98

Figura 66. A) Absorbancia obtenida de los ensayos de actividad respecto al tiempo,
utilizando como sustrato al 2-naftil acetato y como controles negativos los sobrenadantes
de la cepa P. pastoris X-33 silvestre y la cepa P. pastoris X-33/pPICZaA, rombos rojos y
negros, respectivamente. Los circulos negros, grises y vacios corresponden a la enzima
purificada preservada en glicerol al 20%, al 10% y en buffer Tris HCI 50 Mm + Triton X-
100 al 0.1%, pH 7, respectivamente. B) Actividades volumétricas y especificas de BaEstB
preservada en diferentes soluciones.
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Figura 67. Absorbancia obtenida de los ensayos de actividad respecto al tiempo,
utilizando como sustrato al 2-naftil acetato y como controles negativos los sobrenadantes
de la cepa P. pastoris X-33 silvestre y la cepa P. pastoris X-33/pPICZaA, ciculos grises y
vacios respectivamente. Los circulos negros, corresponden a la enzima purificada. En
este ensayo se utiliz6 como buffer de reaccion: Tris HCI 10 mM + Triton X-100 al 0.1%, pH
7. Actividad volumétrica y especifica de BaEstB (0.0077 U/mL y 4.45 U/mg

respectivamente).
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