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Lista de figuras

Figura 1. Diferentes formas y texturas de tejidos mineralizados. A) Imagen de HR-
SEM de la valva de Chalciporus ratiantus (silica). B) Imagen de SEM del cocolito
Emiliania buxley (carbonato de calcio). C) Estiloide de oxalato de calcio de Eicbbornia

sp. D) Drusa esférica de Pepermia sp (Adaptado de Demichelis et al., 2018)............ 18

Figura 2. Procesos de biomineralizacion. En el esquema se pueden observar los dos
procesos a partir de los cuales se pueden producir biominerales. En la parte superior
de la imagen se describe a la mineralizacién inducida biolégicamente, la cual es
considerada como patoldgica un ejemplo de esta son los calculos renales. En la parte
inferior se muestra la mineralizacion mediada por una matriz orgdnica, la cual da
como resultado la formacidn de huesos, dientes y cascarones de huevo (Lowenstam

& WEINET 1989)...cttiiieeecte ettt ettt et ettt et st eb e st sbeebessaesbesseesbesasssessesaesbennees 20

Figura 3. Las conchas de los moluscos. Ejemplos de conchas de diferentes moluscos
A) Concha del bivalvo marino Neotrigonia sp. B) Concha del gasterépodo marino
Turbo marmuratos, conocido también como caracol verde. C) Concha del
gasterdpodo Helix pomatia, o mejor conocido como caracol de Borgoina (Adaptado

de Marin, Le Roy, & Marie,

Figura 4. Esquema de la morfologia y estructura de las capas de la concha de los
moluscos. A) Capa prismdtica. a) Se muestra la vista macroscdpica de la capa
prismatica de la valva del molusco P. fucata. b) Representacién esquemadtica de los
cristales de calcita que conforman la capa prismatica. ¢) Estructura cristalina de la
calcita. B) Capa nacarada. a) Vista macroscépica de la capa nacarada del molusco P.

fucata. b) Representacion esquematica de las tabletas de aragonita de la capa



nacarada. c) Estructuras cristalinas de la aragonita (Adaptado de Evans, 2008; Soldati

etal., 2016; Lemanis & ZIOtNiKOV, 2017)....c.uccieeeiriieeeeriecieeiiecee e et cveeevsessesaesaees 23

Figura 5. Esquema de la anatomia de la concha de un bivalvo. A) La concha se
encuentra compuesta por el pericostratum, la capa prismatica y la capa nacarada. En
el esquema también se puede observar el espacio extrapallial ubicado entre el tejido
mineralizado y el manto del bivalvo. B) En el esquema se muestra una amplificacion
de la capa nacarada de la concha del organismo, asi como el proceso a través del que
se exportan los componentes orgdnicos e inorgdnicos producidos por el manto en
vesiculas intracelulares a la zona donde comenzara la nucleaciéon de las tabletas de
aragonita. El crecimiento comenzara en el sustrato preformado de B-quitina con
ayuda de las macromoléculas que conforman la matriz organica, conduciendo asi a

la maduracion del nacar. (Adaptado de Bahnetal., 2017).......ceeeeeeeceverecceece e, 24

Figura 6. Estructura nacarada de la concha de los moluscos. (A) Capa nacarada o
madreperla contenida dentro de la concha del género Pinctada. (B) Imagen obtenida
por SEM, donde, se muestra la estructura caracteristica del nacar en forma de pared
de ladrillo observada en algunos bivalvos. (C) Imagen obtenida por SEM donde se
observa la estructura caracteristica del crecimiento de nacar en forma de monedas

apiladas presente en gasterépodos. (Adaptado de Marin et al., 2007; Zhang et al.,

Figura 7. Componentes de la matriz organica de la capa nacarada de los bivalvos.
En la figura se muestran de forma general las macromoléculas que conforman la
matriz orgdnica (MO¥*) de la capa nacarada. Como se puede observar las proteinas
se pueden clasificar en una fraccidon organica soluble (FOS*) y en una fraccion
orgdnica insoluble (FOI*), de acuerdo con su solubilidad en EDTA, dicha clasificacion

fue propuesta en 1963 por Hare, pero hasta el momento se desconocen el



fundamento bioquimico de dicha clasificacion (Adaptado de Hare, 1963; Rao &
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Figura 8. Proteinas asociadas a la biomineralizacion identificadas en conchas de
moluscos. En el grafico se observan las proteinas identificadas en la matriz organica
pertenecientes a diversas conchas de diversos moluscos por afio a partir del afio

1991 hasta el afio 2011 (Adaptado Marin et al., 2013)......ccoeeveeveeceeceieeeeeeeeereeee e, 31

Figura 9. Caracteristicas de las proteinas implicadas en los procesos de
biomineralizacion en moluscos. En el esquema se resumen las caracteristicas de las

proteinas de la matriz de los moluscos (Adaptado de Kalmar et al., 2012).............. 33

Figura 10 Pinctada fucata. P. fucata, conocida también como Ostra perlera japonesa

o Madre perla (Adaptado de Montagnani et al., 2011).......ccceveeeeveevenrecieenre e 35

Figura 11 Proteinas encontradas en la capa nacarada de bivalvos modelo en
biomineralizacion. En total se han encontrado aproximadamente 48 proteinas en las
matrices organicas en las familias de bivalvos Unionoidae, Pteriidae y Mytilidae. Las
proteinas que cuentan con un exponente p, también se han encontrado en la capa

prismatica(Adaptado Marie et al., 2017) ...t 37

Figura 12. Secuencia de aminodcidos de la region N-terminal 30 aminoacidos de
n16, llamada n16N. Dentro de las llaves de la imagen se observan los subdominios
sugeridos del péptido n16N. El papel tentativo del subdominio SD1 seria en la unién
a B quitina, mediado por Tyr. El subdominio SD2 funcionaria en las interacciones
intra-péptido por medio de interacciones Tyr-Tyr. El subdominio SD3 podria
participar en la captura de iones; Los residuos catidnicos se muestran en azul y los

residuos anidnicos en rojo. (Adaptado de Rutter et al., 2015)......ccccccvvveccererrennenen. 38

Figura 13. Mapa del vector Pj414. Vector de expresion Pj414. El vector cuenta con

un gen marcador de ampicilina (rosa), el promotor del fago T7 (fucsia) en su extremo



N-Terminal presenta una etiqueta de 10 histidinas (morado), el sitio de corte para la

PPS (azul cielo) y el gen de 1a rPerliN@pfe....c.ccreceececiesiererieeeeree et 45

Figura 14. Proceso de expresion de la (perlinag:. (A) Cinética de crecimiento. En la
grafica se observa la cinética de crecimiento de E. coli ER2566 post-induccién OD
=0.5 a 600 nM durante 5 h de expresion. (B) Electroforesis de SDS-PAGE al 15%,
donde se muestran la induccién de la rperlinaps en los extractos crudos obtenidos de
la fraccion soluble e insoluble del cultivo tomados cada hora, a partir de la induccion
con IPTG (Tiempo 0). (M) Marcador en kDa. En los carriles 1 al 6 se encuentra la
fraccién soluble desde el tiempo O hasta las 5 horas de induccion, donde no se
observa la expresion de la (perlinaps. En los carriles 7 al 12 se observa la fraccion
insoluble desde el tiempo 0 al tiempo 5, donde claramente se observa la expresion
de la rperlinapf a partir de la hora de induccion y se incrementa considerablemente
en la segunda hora sin observarse incrementos notables de expresién en las horas
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Figura 15. Andlisis de espectrometria de masas de la (perlinag:. (A) Busqueda de la
identidad de la rperlinapr. utilizando las bases de datos de 097048 y 12FK0O0. (B)
Secuencias de aminoacidos resultantes de digestiones de tripsina (C). Alineamiento
de la perlinays con las secuencias obtenidas después de la digestidn triptica, que se
indican debajo de la secuencia de la perlina; la secuencia que se encuentra dentro
del recuadro verde representa la etiqueta de histidinas y el sitio de corte para la
proteasa PPS que permitira retirar dicha etiqueta, en el recuadro azul corresponde
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Figura 16. Solubilizacion de la (perlinay:. Electroforesis de SDS-PAGE al 15% del
protocolo de solubilizacion de la (perlinaps. En los carriles 1 y 2 se observan la
fracciones soluble e insoluble obtenidas después de la lisis celular realizada en

presencia del amortiguador de lisis Tris-HCI 20 mM, pH 8, Cloruro de Sodio 50 mM,



PMSF 1 mM (sefialados con la llave color azul). En los carriles 3 y 4 del gel se observan
a las fraccidn soluble e insoluble obtenidas después de tratar a la fraccidn insoluble
obtenida después de la lisis celular con el amortiguador de solubilizacion Tris-HCI 20
mM, pH 8, cloruro de sodio 150 mM, PMSF 1 mM y sarcosil 5% (sefialado con la llave

verde). Dentro del recuadro se observa a la rperlinapf....cccccceeceeceeveiceeveineicsieeeeeeeee 51

Figura 17. Cromatografia de afinidad a niquel de la (perlinays. (A) Perfil
cromatografico de la cromatografia de afinidad niquel en una columna His Trap™ de
la rperlinaps. La columna se equilibré previamente con el amortiguador Tris- HCI 20
mM, pH 8, posteriormente se aplicé la muestra. La proteina fue eluida se empled un
gradiente lineal de 0 -100% del amortiguador Tris- HCl 20 mM, pH 8, imidazol 500
mM. Se empleo una velocidad de flujo de 3 ml/min (B) Electroforesis de SDS-PAGE
al 15%. En los carriles de observa la fraccidon soluble (S), la fraccion insoluble (1),
fraccién no fijada a la columna (V), el numero de las fracciones colectadas de la
perlinapgry el marcador de peso molecular (M). con la flecha se indica la migracidn
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Figura 18. Analisis de la perlinay His + por DLS. Se realizaron analisis de DLS de la
rperlinaps His +, obtenida después de la cromatografia de afinidad niquel. Durante el
experimento se observaron oligdmeros de hasta 22.24 nm de Du lo que
corresponderia aproximadamente a una proteina de 959.7 kDa. La proteina se
encontraba en el amortiguador Tris-HCl 20 mM pH 8, imidazol 500 mM. El ensayo se
realizo el equipo Zetasizer Nano Z (dngulo de dispersion de 173°) a una temperatura
de 18°C. Cada una de mediciones se tomo por triplicado. En la parte superior derecha

se muestra el coeficiente de correlacion de cada una de las mediciones................. 54

Figura 19. Analisis de la (perlinays His+ en presencia de distintos amortiguadores
por DLS. (A) En la gréfica se representan algunas de las condiciones evaluadas en el

analisis de DLS. Durante el ensayo se evalud el comportamiento de la rperlinaps en



presencia de distintos amortiguadores. Se puede observar una relacidon entre los
valores de cada uno de los Dy (nm) obtenidos en cada una de las mediciones y el pH
del amortiguador en el que se encontraba la proteina. En color negro se observa a la
proteina en el amortiguador Tris-HCl 20 mM pH 8, imidazol 500 mM. En lineas
punteadas de color rojo se muestra el comportamiento de la (perlinapr en el
amortiguador HEPES 20 mM, pH 7.5. En lineas punteadas de color verde se muestra
el comportamiento de la (perlinaps en el amortiguador fosfatos 20 mM, pH 6.2. En
lineas punteadas de color azul se muestra el comportamiento de la rperlinapren agua
Milli Q. En lineas punteadas de color cian se muestra el comportamiento de la
rperlinaps en el amortiguador Tris-HCl 20 Mm, pH 8, 1% sarcosil. Los ensayos se
realizaron el equipo Zetasizer Nano Z (dngulo de dispersién de 173°) a una
temperatura de 18°C. Cada una de mediciones se tomé por triplicado. En la parte
superior derecha se muestra el coeficiente de correlacion de cada una de las
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Figura 20. Proceso de corte de la etiqueta de His de la rperlinaps His+ con la proteasa
PPS. Electroforesis de SDS-PAGE al 15% del proceso de corte de la etiqueta de His de
la rperlinaps His+. En el carril 1 se observan la proteina control, previa a la digestion
con la PPS. En el carril 2 se muestra a la rperlinaps después del corte con la proteasa
PPS. Con la letra M se encuentra sefialado el marcador de peso molecular (kDa). Con
la flecha verde se sefiala a la rperlinaps His +, mientras dentro del recuadro naranja se
observa a la rperlinapf His -. La protedlisis se llevd acabo en el amortiguador Tris-HCl

20 MM, PH 8, DTT 1 MIM. A 4 °C.nreee ettt s e et e s e s 58

Figura 21. Cromatografia de exclusion molecular de la perlinap. (A) Perfil
cromatografico de la exclusién molecular en una columna Superdex 75 HR 10/30 de
la rperlinaps. La columna se equilibré previamente con el amortiguador Tris- HCI 20

mM, pH 8, sarcosil 1%. Se empleo una velocidad de flujo de 1 ml/min. (B)



Electroforesis de SDS-PAGE al 15%. En los carriles se observa a la rperlinaps(His+/His-
) antes de ser inyectada a la columna (A) el nimero de las fracciones colectadas 24
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proceso de corte con la proteasa PPS, donde la proteina mostro un Dy~ 24.20 nm.
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modelo tridimensional de la (perlinagf mostrado en la parte inferior de la figura. En
color azul se encuentran resaltados los residuos Trp contenidos en la secuencia de la
rperlinaps. El modelo se generd con el servidor SWISS MODEL basado en la secuencia

de la proteina ubiquitin-ligasa RNF38 y la imagen se obtuvo con el programa

Figura 26. Pruebas de Cristalizacion de la perlinay (His +/ His -). En las imagenes se
pueden observar algunas de las condiciones de cristalizacidon. Todas las pruebas
estaban en el amortiguador Tris-HCI 20 mM, cloruro de sodio 10 mM, sarcosil 1% y

SE INCUDAIrON @ 4 Y 18 C.nnneriiieeie ettt ettt st e r e e e ae e s aesnesre e s aeneesreeenes 71

Figura 28.-Cristales obtenidos a partir de las matrices de optimizacion de la
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cloruro de sodio 10 mM, 1% de sarcosil (0.04 M de cloruro de magnesio, 0.05 M de
cacodilato de sodio pH 6.5 y PEG 4000 30%. (B) Cristales obtenidos en la condicidn,
0.04 M de cloruro de magnesio, 0.05 M de cacodilato de sodio pH 6.5y 25% de PEG
4000. (C) Cristales obtenidos en la condicidon 0.2 M de acetato de magnesio y 40% de
PEG 3350. (D) Cristales obtenidos en la condicién 0.08 M de acetato de magnesio,
0.05 de cacodilato de sodio pH 6.5y 20% de PEG 4000. (E) Cristales obtenidos en la
condicién 0.08 M de acetato de magnesio, 0.05 de cacodilato de sodio pH 6.5y 35%
de PEG 4000. Todas las pruebas estaban en el amortiguador Tris-HCI 20 mM, cloruro

de sodio 10 mM, sarcosil 1% a una concentracion de 2.5 mg/mLy se incubaron a 18

Figura 28. Cristales obtenidos en las pruebas de cristalizacidon de (perlinags His +/
His - en presencia de carbonato de sodio. (A) Cristales de perlinays His +/ His - en
presencia de Na,COs obtenidos en la condicidn 1 del “kit” “Natrix” en rojo se muestra
el cristal que fue sometido a la difraccion de rayos X (B) Cristales encontrados en la
condicion 12 del “kit” “Natrix” en presencia de Na>COs. (C) Cristales obtenidos en la
condicion 46 del kit “Membfac” en presencia de Na>COs. Todas las pruebas estaban
en el amortiguador Tris-HClI 20 mM, cloruro de sodio 10 mM, sarcosil 1% a una

concentracion de 2.5 mg/mLy se incubaron @ 18 °Cu.....coeeeeeuererrerineeeecreceeeeereeeee e 74
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encontrado en presencia del aditivo PEG 400 (50%). (E) Cristal encontrado en la
optimizacion de la condicion 1 a una concentracion de 2 mg/mL (0.01 M de cloruro

de magnesio, 0.05 M de Mes pH 5.6 y de sulfato de litio). (G) Cristal encontrado en
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encontraron cristales en la condicion 0.1 tris-HCl pH 8.5, 0.2 M de sulfato de litio. Las
pruebas estaban en el amortiguador Tris-HCl 20 mM, cloruro de sodio 10 mM,
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Resumen

Las conchas de los moluscos se encuentran formadas por dos capas de polimorfos
de carbonato de calcio, la capa prismatica formada por cristales de calcita y la capa
nacarada formada por tabletas de aragonita. Ademas de la fase inorgdnica se ha
descrito la presencia de una pequefia fraccion organica, la cual juega un papel

importante en la nucleacion y crecimiento de los cristales de carbonato de calcio.

La investigacion de la biomineralizacidon en moluscos se ha centrado principalmente
en la formacion de la capa nacarada, debido a su alto valor comercial, por lo que
hasta el momento las proteinas de esta capa han sido las mejor caracterizadas. Una
de estas proteinas es la conocida como perlina o n16 la cual se ha reconocido como

una proteina estructural muy conservada entre los miembros del género Pinctada.

La perlina de Pictada fucata (rperlinaps) se expreséd en células de E. coli ER2566 sin
embargo, al encontrarse a la proteina en la fraccidon insoluble se utilizé un
amortiguador que contenia 5% de el detergente sarcosil para solubilizarla. La
proteina fue purificada en dos etapas. La primera consistié en una cromatografia de
afinidad a niquel, gracias a la etiqueta de histidinas (His) a la que esta unida la
rperlinaps. Después, la muestra fue dializada para realizar el corte de la etiqueta de
His con la proteasa PPS durante 16 h. Para la segunda etapa de purificacion, la
proteina se inyectd a una cromatografia de exclusion molecular con la columna
Superdex 75 para retirar la PPS y otras proteinas que aun se encontraban en la

muestra y asi obtener a la rperlinaps con un alto grado de pureza.

Simultdneamente al proceso de purificacién, se realizaron analisis de DLS para
evaluar el comportamiento oligomérico de la (perlinapgsr en soluciéon. Durante los
ensayos se describid la oligomerizacién de la rperlinapren presencia de las sales como

CaCl,, MgCly, NaCl y Na2COs. Donde se observé que el mecanismo de oligomerizacién

16



de la proteina, se veia afectado por cada una de las sales empleadas durante el
experimento. Por lo tanto, se propone que el mecanismo de oligomerizacién de la
rperlinaps podria ocurrir al menos de dos maneras y estas serian dependientes del
ambiente idnico en el que la rperlinaps se encuentre. Con la (perlinays también se
pusieron cerca de 3000 pruebas de cristalizacion, a partir de las cuales, se obtuvo un
cristal de proteina de la (perlinays en presencia de Na.COs, a partir del cual se
obtuvieron datos de difraccién. Durante las pruebas de cristalizacién se encontré
que la rperlinaps favorecia la formacion de cristales de sal, al igual que en las capas

de nacar lo que corresponderia con su funcién bioldgica.
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Introduccion

Biomineralizacion

De acuerdo con el registro fésil del periodo comprendido entre el Precambrico tardio
y el Cdmbrico temprano (hace aproximadamente 515-545 millones de afios) existio
una radiacion en la diversificacion de distintos phyla, esto se debid a distintos
factores bidticos y abidticos, que incluye el incremento de la cantidad de calcio en el
agua de mar que condujo a un aumento en estructuras biomineralizadas (Figura 1).
Desde entonces las propiedades de los biominerales han sido optimizadas por los
organismos, empleandolas en diversas funciones fisioldgicas, tales como el soporte
de tejidos blandos, la proteccidn frente a los depredadores o desecacion, asi como

sensores magnéticos y de gravedad (Kocot et al., 2016).

Figura 1. Diferentes formas y texturas de tejidos mineralizados. A) Imagen de HR-SEM de la valva de
Chalciporus ratiantus (silica). B) Imagen de SEM del cocolito Emiliania buxley (carbonato de calcio). C) Estiloide

de oxalato de calcio de Eicbbornia sp. D) Drusa esférica de Pepermia sp (Adaptado de Demichelis et al., 2018).
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Las raices del estudio de la biomineralizacion se remontan al siglo XVII, con la
invencion del microscopio compuesto, pero no fue hasta mediados de los afios 90 °
del siglo pasado, que se comenzaron a analizar los biominerales en detalle (Gower,
2013). Actualmente se conoce como biomineralizacién al proceso a través del cual
los organismos producen estructuras mineralizadas, por lo que se le ha descrito
como un proceso fisicoquimico dindmico y muy regulado en los organismos, que
implica la participacion de miles de genes y docenas de proteinas. Asi, que por
definicion se ha considerado como un campo multidisciplinario, que se basa en
investigaciones de las areas de biologia, quimica, geologia y ciencias de los
materiales, entre otras. Esto ha permitido identificar mas de 60 tipos de
biominerales entre los que se encuentran los que conforman a conchas, dientes,

huesos, cascarones de huevo, cocolitos, otolitos y corales (Gower, 2013).

A la fecha se conocen dos procesos a través de los que se desarrolla la
biomineralizacién propuestos por Lowenstam y Weiner en 1989. El primero, es
conocido como mineralizacién inducida biolégicamente. Ocurre como resultado de
la interaccion entre metabolitos bioldgicos e iones presentes en el medio y trae
consigo un dafio al organismo, por lo que se considera patoldgico (Figura 2). El
segundo, es la mineralizacion mediada por una matriz organica. Consiste en la
formacion de la fase mineral sobre un esqueleto estructural conocido como matriz
organica. Este proceso se ha considerado como un ejemplo de exaptacién evolutiva
qgue da como resultado la formacién de conchas o huesos (Figura 2) (Lowenstam &

Weiner 1989; Mann et al., 2002).
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Figura 2. Procesos de biomineralizacion. En el esquema se pueden observar los dos procesos a partir de los
cuales se pueden producir biominerales. En la parte superior de la imagen se describe a la mineralizacion
inducida bioldgicamente, la cual es considerada como patoldgica un ejemplo de esta son los calculos renales.
En la parte inferior se muestra la mineralizacion mediada por una matriz organica, la cual da como resultado

la formacion de huesos, dientes y cascarones de huevo (Lowenstam & Weiner 1989).

En la naturaleza se han encontrado biominerales formados tanto de silice, como de
sulfato de estroncio, 6xidos de hierro e hidroxido de cobre. Sin embargo, los
biominerales formados a partir de carbonato de calcio son los mas abundantes en Ia
tierra, por lo que hasta ahora son los mas estudiados (Skinner, 2005; Gower, 2013;
Poznar et al., 2017; Demichelis et al., 2018). Asi mismo, sus caracteristicas fisicas
como dureza, fortaleza, resistencia y durabilidad los han convertido en atractivas
fuentes de desarrollo tecnolégico, inspirando nuevos materiales biomiméticos, por
ejemplo polimeros de impacto para el sector de la construccion o el disefio de

protesis (Gower, 2013).
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El carbonato de calcio y la biomineralizacién en moluscos

En la biosfera, el phylum molusca se conoce como uno de los grupos de metazoarios
mas extensos del reino Animalia. Este éxito se debe, en gran medida, a la capacidad
de manipular el carbonato de calcio para formar estructuras sdlidas. En estos
organismos se han descrito mds de 21 tipos distintos de biominerales con 17
funciones diferentes, de las cuales las mas conocida es la formaciéon de la concha

(Figura 3) (Brusca & Brusca, 2005; Nudelman, 2015; Kocot et al.,2016).

Figura 3. Las conchas de los moluscos. Ejemplos de conchas de diferentes moluscos A) Concha del bivalvo
marino Neotrigonia sp. B) Concha del gasterépodo marino Turbo marmuratos, conocido también como
caracol verde. C) Concha del gasterépodo Helix pomatia, o mejor conocido como caracol de Borgofia

(Adaptado de Marin, Le Roy, & Marie, 2012).

La concha de los moluscos es un compuesto érgano mineral, formado a partir de la
superposicion de capas mineralizadas compuestas de 95-99.9% de carbonato de
calcio (CaCOs) y entre 5-1 % por componentes organicos (matriz organica). La concha
puede llegar a conformarse por un maximo de 10 microestructuras, de las cuales la

capa nacarada y la capa prismatica son las mas comunes. Tanto la capa prismatica
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como la nacarada se encuentran formadas por distintos polimorfos de CaCOs. La
calcita y la aragonita son dos de los polimorfos mas comunes del CaCOs, las cuales
presentan la misma composicion quimica pero, la disposicion de los atomos en el

espacio es diferente (Figura 4) (Marin & Luquet, 2004; Nudelman, 2015).

La capa prismatica se encuentra formada por cristales alargados de calcita, la cual es
el segundo polimorfo con mayor distribucién entre los moluscos. La calcita cristaliza
en el sistema romboédrico y es el mas estable termodindmicamente a temperatura
y presiéon ambiente. Esta capa se encarga de proporcionar resistencia a la
penetracion de la concha, debido a sus propiedades de fragilidad y dureza (Marin, et
al.,, 2012; Gower, 2013; Bahn, et al., 2017). Debajo de la capa prismatica se encuentra
la capa nacarada, esta se conforma de diminutas tabletas de aragonita, el polimorfo
con mayor distribucion dentro de las conchas de los moluscos. La aragonita, cristaliza
en el sistema ortorrémbico, y es mucho menos estable que la calcita. Sin embargo,
es la capa mas resistente de la concha al evitar la propagacion de grietas, ademas de
contar con una propiedad 6ptica iridiscente (Figura 4) (Evans, 2008; Marin et al.,

2012; Bahn et al., 2017).

Los moluscos también son capaces de manipular la vaterita, otro de los seis
polimorfos del CaCOs, bajo circunstancias excepcionales como durante la
deformacién de la concha (Wilt, 2005). Hasta la fecha no se ha descrito que ninguno
de los tres polimorfos restantes del CaCOs (protodolomito, monohidrocalcita o

ikaita) sea utilizado por estos organismos para fabricar su concha (Marin et al., 2007).

Por otro lado, durante los afios 60 “del siglo pasado, se descubrido y demostré la
existencia de una masa fundida carente de orden con alta concentracidon y poco
solvente llamada carbonato de calcio amorfo (CCA) (Addadi, Raz, & Weiner, 2003).
Dicha masa es isotrdpica bajo la luz polarizada, no difracta los Rayos X y contiene

cantidades considerables de Mg?*. Recientemente se ha propuesto que el CCA podria
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funcionar como una fase precursora transitoria previa a la formacion de los cristales
de calcita, aragonita o vaterita. Asi mismo, se ha propuesto que podria tener un
papel mucho mas amplio en los procesos de biomineralizacidén de lo que se conoce

hasta la fecha (Addadi et al., 2003; Weiner & Addadi, 2011).

. Cristales de calcita Tabletas de aragonita

Estructura cristalina
de la calcita

Capa Prismatica Capa Nacarada

Figura 4. Esquema de la morfologia y estructura de las capas de la concha de los moluscos. A) Capa
prismatica. a) Se muestra la vista macroscépica de la capa prismatica de la valva del molusco P. fucata. b)
Representacion esquematica de los cristales de calcita que conforman la capa prismatica. ¢) Estructura
cristalina de la calcita. B) Capa nacarada. a) Vista macroscépica de la capa nacarada del molusco P. fucata. b)
Representacidon esquematica de las tabletas de aragonita de la capa nacarada. c) Estructuras cristalinas de la

aragonita (Adaptado de Evans, 2008; Soldati et al., 2016; Lemanis & Zlotnikov, 2017).

La formacion de la concha en los moluscos es regulada y controlada por un epitelio
altamente especializado llamado manto, que se localiza dentro de la concha del
organismo. El borde del manto es la zona mas activa durante la deposicién de la

concha, ya que sus células son las encargadas de la secrecidon de los componentes

necesarios para la formacion de la concha al espacio extrapallial (Figura 5). El manto,
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también se encarga de la formacién del pericostratum. Este tejido tiene como
funcidn aislar al molusco del ambiente, al crear un compartimiento aislado donde se
depositaran los minerales que conformaran la concha (Figura 5) (Estroff et al., 2008;
Bahn et al., 2017). Se ha descrito que los iones necesarios para el proceso de
biomineralizacién pueden ser extraidos directamente del agua de mar o de los

alimentos que consumen. (Addadi & Weiner, 2014).

Manto

Capa nacarada

Capa prismatica

Pericostratum_—

- -

Epitelio del manto

Espacio estrapallial

T T ! 1 — = quitina

]I_-_-_-_-_'_'_‘—-—-___
Nacar maduro - = Nacar inmaduro

Figura 5. Esquema de la anatomia de la concha de un bivalvo. A) La concha se encuentra compuesta por el
pericostratum, la capa prismatica y la capa nacarada. En el esquema también se puede observar el espacio
extrapallial ubicado entre el tejido mineralizado y el manto del bivalvo. B) En el esquema se muestra una
amplificacién de la capa nacarada de la concha del organismo, asi como el proceso a través del que se exportan
los componentes orgdanicos e inorganicos producidos por el manto en vesiculas intracelulares a la zona donde

comenzara la nucleacién de las tabletas de aragonita. El crecimiento comenzara en el sustrato preformado de
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B-quitina con ayuda de las macromoléculas que conforman la matriz organica, conduciendo asi a la

maduracion del nacar. (Adaptado de Bahn et al., 2017).

Se ha sugerido que las células del manto inicialmente producen CCA en vesiculas
intracelulares que concentran los minerales, para luego transportarlos al sitio de
deposicidon del mineral, donde ocurrira la cristalizacidén de la aragonita formando la
capa mas interna de la concha, la capa nacarada (Suzuki et al., 2009; Bahn et al.,

2017).

Hasta el momento, los mecanismos moleculares y bioquimicos de la mineralizacion
incluida la estabilizacidon y desestabilizacion de la fase mineral desordenada y el
desarrollo del mineral para el producto final altamente organizado, no se conocen
bien (Bahn et al., 2017). Debido a sus propiedades mecanicas y su valor comercial, el
nacar es la microestructura de la concha de los moluscos mas estudiada a nivel
fisiolégico, estructural y molecular (Montagnani et al., 2011; Marin et al., 2012; Bahn

etal., 2017).

Nacar

El ndcar es una microestructura laminar, que consiste en tabletas poligonales de
aragonita de 5-15 um de diametro dispuestas en laminas paralelas continuas de 0.5
um de espesor (Figura 6). Las tabletas pueden ser rectangulares, hexagonales o
redondeadas, variando entre las tres clases de moluscos en donde se encuentren
(Figura 6). Una de las diferencias mas notables es que en los bivalvos, las tabletas de
nacar toman forma de una estructura escalonada, a modo de pared de ladrillos;

mientras que en gasterdpodos y en algunos cefalépodos se pueden apilar miles de
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tabletas formando estructuras similares a monedas apiladas verticalmente (Figura
6). (Marin et al., 2007; Checa, Cartwright, & Willinger, 2011; Marin, 2012; Nudelman,
2015). Recientemente se ha observado que cada una de las tabletas de nacar se
encuentra constituida por nanotabletas o nanobloques, es decir, cada tableta

representa un arreglo mineral con una estructura jerdrquica (Marin et al., 2012).

Figura 6. Estructura nacarada de la concha de los moluscos. (A) Capa nacarada o madreperla contenida
dentro de la concha del género Pinctada. (B) Imagen obtenida por SEM, donde, se muestra la estructura
caracteristica del nacar en forma de pared de ladrillo observada en algunos bivalvos. (C) Imagen obtenida por
SEM donde se observa la estructura caracteristica del crecimiento de nacar en forma de monedas apiladas

presente en gasterépodos. (Adaptado de Marin et al., 2007; Zhang et al., 2016).

Hasta la fecha el mecanismo de formacién del nacar es poco conocido, asi que se
han propuesto dos modelos diferentes para explicar la nucleacion y el crecimiento
de las tabletas de madreperla (Kono, et al., 2000). El primero, es conocido como
mecanismo heteroxipital, donde la nucleacién es inducida a partir de un centro de
nucleacion organico. El otro propone que la formacion de las tabletas de nacar se da
a partir de poros o puentes (Checa et al., 2011; Nudelman, 2015). Actualmente, el
mecanismo de crecimiento por puentes es el mayormente aceptado, ya que se han
observado poros de aproximadamente 5-50 nm, que podrian permitir el paso del

mineral hacia la capa en crecimiento. Ambos mecanismos podrian participar durante
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la formacion del nacar, los puentes minerales podrian ser responsables de la
formacién de las tabletas de nacar y los sitios de nucleacidon en el comienzo del
crecimiento de la tableta (Marin et al., 2007; Checa et al., 2011; Marin et al., 2012;
Nudelman, 2015).

En el afo 2006 Addadi y colaboradores propusieron un mecanismo que, aunque es
meramente especulativo describe la formacidn de las tabletas de nacar ocurre en el

orden:

1. Ensamblaje de la matriz: La quitina se organiza en capas planas sucesivas
y el espacio entre cada capa se llena con el gel rico en proteinas, a partir
del que crecera la tableta de ndcar.

2. Formacion de los minerales primarios: Formacion del CCA, se piensa que
estos minerales son transportados hasta el sitio de nucleacién a través de
vesiculas.

3. Nucleacion de las tabletas de nacar: Los nanoelementos organizan desde
el centro formando las tabletas.

4. Crecimiento: Cada tableta crece verticalmente hasta llegar a la siguiente
capa de quitina para posteriormente expandirse lateralmente dentro de

una matriz insoluble.

Se ha descrito en la literatura que el proceso de formacién de la concha de los
moluscos debe ocurrir bajo ciertas condiciones. Una de estas es que, el proceso se
da en un sistema aislado del ambiente. Asi mismo, los minerales obtenidos exhiben
formas diferentes de sus contrapartes inorganicas. Ademas, se requiere de una
maquinaria celular especializada para su formacién, ya que la concha no es un
subproducto del metabolismo del organismo. Finalmente, las etapas del mecanismo
antes propuesto se encuentran mediadas por una maquinaria macromolecular

especial conocida como matriz organica (Marin et al., 2007; Marin et al., 2013).
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La matriz organica de la capa de nacar

La capa nacarada de la concha de los moluscos estda formada por una pequefia
fraccion organica (de un 1-5%), que tiene varias funciones relacionadas con el
proceso de biomineralizacién (Marie et al., 2015; Marie et al., 2017). Dicha capa se
compone de macromoléculas organicas como lipidos, carbohidratos y proteinas

(Figura 7) (Marin et al., 2012).

Neotrigonia margaritacea

Matriz Organica

*

Carbohidratos — Proteinas
¥ 4 i ~
Lipidos /’.‘_‘—.._—._...\ =) | FOS*

'\\\ \‘_@ =) MOI*

B-quitina

Figura 7. Componentes de la matriz orgdnica de la capa nacarada de los bivalvos. En la figura se muestran
de forma general las macromoléculas que conforman la matriz organica (MO¥*) de la capa nacarada. Como se
puede observar las proteinas se pueden clasificar en una fraccion orgdnica soluble (FOS*) y en una fraccién
organica insoluble (FOI*), de acuerdo con su solubilidad en EDTA, dicha clasificacién fue propuesta en 1963
por Hare, pero hasta el momento se desconocen el fundamento bioquimico de dicha clasificacién (Adaptado

de Hare, 1963; Rao & Colfen, 2015).
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Las proteinas representan el grupo mayoritario dentro de la matriz organica y se han
clasificado en dos grupos segin su solubilidad en EDTA (acido
etilendiaminotetraacético (Hare, 1963). La matriz organica proteica de la capa
nacarada soluble se conforma por una mezcla de proteinas, que presentan uniones
covalentes a polisacdridos mediante residuos de serina, en su mayoria enriquecidas
de residuos de aminoacidos acidos o no polares. Se ha considerado que estas
proteinas participan en la nucleacidn, crecimiento e inhibicién de los cristales de
aragonita. Lo anterior, debido a su localizacion dentro de los cristales de aragonita,
por lo que, se les conoce también como proteinas intracristalinas (Miyashita et al.,
2000; Liu et al., 2011). Por otro lado, la fraccién de la capa nacarada insoluble en
EDTA, esta formada de proteinas fibrosas ricas en aminoacidos no polares. A estas
proteinas, se les atribuye la funcion de andamio y de proporcionas estructura a los
cristales de carbonato de calcio conforme se depositan en la capa nacarada (Weiner,
1979; Zhang & Zhang, 2006). Su tendencia a ubicarse en la periferia de los cristales
de aragonita apoya el que se hayan reconocido como proteinas estructurales (Marin

& Luquet, 2008; Marie et al,. 2011; Seto et al., 2014).

Se ha demostrado que las proteinas juegan un papel importante durante la
orientacion, crecimiento y nucleacion de los cristales de aragonita, por lo que hasta
el momento han llamado la atencidon de numerosos grupos de investigacion. Sin
embargo, aun nos encontramos en las etapas iniciales de la comprension de su
comportamiento durante el proceso de biomineralizacién (Zhang et al., 2006;

Montagnani et al., 2011; Shi et al., 2013; Marie et al., 2015; Nudelman, 2015).

Los carbohidratos son la segunda clase de biomoléculas mas abundantes en la capa
nacarada. Recientemente se les ha clasificado en dos grupos: polimeros solubles y
quitina (Estroff et al., 2008; Gong et al., 2008). Los polimeros solubles se encuentran

en su mayoria unidos covalentemente a las proteinas, formando glicoproteinas o
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peptidoglicanos y se les ha implicado en funciones de comunicacién celular (Marin
& Luquet, 2008). La quitina es el polimero de carbohidrato mejor caracterizado en la
concha de los moluscos. Tiene como funcién ayudar en la formacién de la
arquitectura 3D de la concha, volviéndola esencial durante la formacién de las
tabletas de nacar (Marin & Luquet, 2008; Suzuki et al., 2009; Marin, et al., 2012).
Finalmente, a los lipidos han sido las macromoléculas menos estudiadas de la capa
nacarada, y su papel en la biomineralizacién aun se desconoce. Recientemente se
les han encontrado unidos a polisacaridos y proteinas, o como pigmentos, formando

patrones en la superficie de las conchas (Arivalagan et al., 2017; Marin, et al., 2012).

Caracteristicas estructurales de las proteinas de biomineralizacién

Desde la descripcidn de la secuencia de la primera proteina de biomineralizacién en
1996 (Miyamoto et al., 1996), hasta la fecha con el desarrollo de la transcriptdmica,
protedmica y secretdmica, numerosas proteinas han sido caracterizadas. Asi que
hasta el momento, se han identificado familias de proteinas comunes dentro de las
capas nacaradas y familias de proteinas Unicas presentes entre distintas clases de
moluscos (Figura 8) (Marie et al., 2009; Arivalagan et al., 2017). Con ayuda de
técnicas espectroscopicas como resonancia magnética nuclear (RMN) (Brown et al.,
2014), dicroismo circular (DC) (Ponce & Evans, 2011; Poznar et al., 2017) y dispersion

dinamica de luz (DLS por sus siglas en inglés) y bioquimicas como cromatografia, se
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ha revelado que las proteinas de biomineralizacién cuentan con caracteristicas

estructurales pocas veces vistas en la naturaleza (Figura 9) (Evans, 2012).

Protedmica y Transcriptdmica

l:l Secuencia Parcial | A

— - Secuencia Completa Técnicas de Biologia Molecular
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Figura 8. Proteinas asociadas a la biomineralizacion identificadas en conchas de moluscos en funcion de su
descubrimiento a lo largo del tiempo. En el grafico se observan las proteinas identificadas en la matriz
orgdnica pertenecientes a diversas conchas de diversos moluscos por afio a partir del aflo 1991 hasta el afio

2011 (Adaptado Marin et al., 2013).

Una de las caracteristicas mas importantes de las proteinas asociadas a la
biomineralizacién es su carga neta negativa, ya que se les ha definido como proteinas
acidas al tener pl (punto isoeléctrico) bajo, de entre 4 0 4.5. Esto, se debe a la elevada
cantidad de residuos de acido aspdrtico y acido glutamico en su secuencia de
aminoacidos. Ademds, estas proteinas tiene diversas modificaciones post-
traduccionales, como la glicosilacion, fosforilacion, sulfatacién y carboxilacion del
acido glutdmico, adicionando aun mas cargas negativas a la proteina (Marin &

Luquet, 2008; Marin et al., 2012;).
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En la literatura, también se ha informado sobre la posible falta de estructura
secundaria en las proteinas de biomineralizacidn. Por lo que se les ha aceptado como
proteinas intrinsecamente desordenadas (PIDs). Ya que carecen de las tipicas
estructuras secundarias (a-hélice, hoja-), y en su lugar presentan de forma parcial
o total la estructura conocida como espiral aleatoria. Lo anterior se debe a la
presencia de aminoacidos cargados o nopolares como la GlIn, Ser, Pro, Glu, Lys Asp y
Gly. Asi mismo, al carecer de residuos hidrofébicos como Phe, Leu e lle, que evita la
formacién de un nucleo hidrofébico volviéndolas proteinas labiles y flexibles (Kalmar
et al., 2012; Boskey & Villarreal-Ramirez, 2016). Analisis bioinformaticos han
mostrado que en la mayoria de estas proteinas, presenta repeticiones en tdndem de
los residuos Gly y Asn o de la repeticion Asp-Ser-Ser, donde se piensa que la Ser
podria funcionar como posible sitio de fosforilacién que en consecuencia podria
provocar un cambio en la estructura secundaria de estas proteinas (Boskey &
Villarreal-Ramirez, 2016; Evans, 2008, 2012; Huang et al., 2014; Kalmar et al., 2012;
Poznar et al., 2017). Algo que llama la atencidn, es que los segmentos desordenados
con los que cuentan estas proteinas podrian ser sometidos a un proceso de auto
ensamblaje. Por lo que se ha considerado que segmentos podrian facilitar las
interacciones intermoleculares promoviendo la formacién de complejos
supramacromoleculares. (Evans, 2012; Kalmar et al., 2012; Boskey & Villarreal-

Ramirez, 2016).
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Figura 9. Caracteristicas de las proteinas implicadas en los procesos de biomineralizacion en moluscos. En
el esquema se resumen las caracteristicas de las proteinas de la matriz de los moluscos (Adaptado de Kalmar

etal., 2012).

Recientemente se ha sugerido que la conformacién extendida de esas proteinas
podria facilitar su interaccidon intramolecular permitiéndoles estar en contacto con
mas de un elemento y/o superficie, ademas de permitirles cambiar rapidamente su
estructura y facilitar el acceso a las modificaciones postraduccionales (Boskey &
Villarreal-Ramirez, 2016; Kocot et al., 2016). De hecho, se ha observado la ocurrencia
de un mayor numero de modificaciones postraduccionales en las regiones
desordenadas de las proteinas. Esto, podria estar asociado a un mecanismo de
regulacion, modulando el proceso de la biomineralizacién (Evans, 2012; Kalmar et

al., 2012; Boskey & Villarreal-Ramirez, 2016).
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Antecedentes

Desde la antigliedad las perlas y el nacar se han visto implicados en el comercio por
su rareza y belleza. Por esta razén en la actualidad hay gran interés en tratar de
sintetizarlas in vitro haciendo uso de la bioquimica y la ingenieria genética. Pese a
que muchos estudios se han centrado en identificar los factores orgdanicos
involucrados en su biogénesis, no se ha logrado entender del todo el mecanismo
molecular de la formacién de las perlas y el nacar. Desde hace aproximadamente dos
décadas la bioquimica y la biologia molecular han dado acceso a la composicidn de
la compleja matriz organica, la cual consta de un gran numero de proteinas (Zhang
& Zhang, 2006; Liu et al., 2011). Debido a su alto valor comercial el molusco Pinctada
fucata ha sido una de las especies mejor estudiadas en cuanto a los procesos de

biomineralizacion.

Pinctada fucata y las proteinas que conforman su capa nacarada

Dentro del phylum Mollusca, la familia Pteriidae es una de las mas estudiadas. En
ella se encuentran clasificadas especies de bivalvos marinos como ostras o
madreperlas, las cuales tienen como atributo principal la formacion de nacary perlas
(Monteforte & Carifio, 2013). La especie P. fucata, conocida también como “madre
perla japonesa”, es un modelo importante en el cultivo de perlas y obtencion de
nacar (Figura 10). Es un es un organismo filtrador y hermafrodita, originario de aguas
poco profundas de la region del Indo-Pacifico. Debido a su importancia econémica,

se han aislado y caracterizado hasta la fecha nueve proteinas asociadas al proceso
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de biomineralizacion, todas contenidas en la matriz organica de su capa nacarada

(Zhang & Zhang, 2006; Liu et al., 2011).

Figura 10. Pinctada fucata. P. fucata, conocida también como Ostra perlera japonesa o Madre perla

(Adaptado de Montagnani et al., 2011).

Una de las proteinas mas estudiadas dentro de las obtenidas a partir de la capa
nacarada de P. fucata es la nacrina. Esta proteina cuenta con actividad anhidrasa
carbdnica, tiene un peso molecular de 60 kDa y esta compuesta de una secuencia
rica en residuos de acido aspartico. Se sabe también que puede estar sulfatada,
fosforilada y glicosilada, ademas de presentar sitios de unién a calcio (Miyamoto et
al., 1996). Otra proteina de la capa nacarada es la P10, tiene un peso molecular de
10 kDa y esta enriquecida con residuos de Asp, Thr y Gly. Algunos autores han
planteado que juega un rol importante en el proceso de la formacién del ndcar, ya
qgue podria controlar el proceso de la formacidn de cristales de aragonita (Zhang et
al., 2006). Esta proteina también se ha encontrado en mamiferos, donde podria
participar en el proceso de diferenciacion de células involucradas en Ia
biomineralizacién, como los osteoclastos (Zhang & Zhang, 2006). Posteriormente se

identificd la proteina N19 a partir de la fraccidon insoluble en EDTA de la capa de
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nacar. N19 tiene un peso molecular de 19 kDa y se cree que participa retrasando el
proceso de nucleacidn de los cristales de carbonato de calcio durante la formacién
del nacar (Yano et al 2007; Liu et al., 2011). Se han encontrado involucradas en el
proceso de biomineralizacion del nacar las proteinas MS160 y MS17, con una masa
molecular de 60 kDa y 17 kDa, respectivamente. Ninguna de las dos presenta
modificaciones postranscripcionales y sus secuencias son ricas en residuos de Ala y
Gly. Actualmente, se propone que estan involucradas en la formacion del andamio
que dara estructura a las capas de nacar. Ademas, MS17 podria participar en la
precipitacion y el inicio de la nucleacion de los cristales de aragonita (Zhang et al.,
2003; Yano et al., 2007; Michio et al., 2009; Liu et al., 2011). Por otro lado, se ha
descrito la familia de las proteinas Pif, compuesta por dos miembros Pif 80 y Pif 97,
nombrados a partir de sus masas moleculares de 80 kDa y 97 kDa, respectivamente.
Sus secuencias estan enriquecidas con residuos de Asp, Glu, Lys, Arg y Cys. Este
ultimo residuo les permite formar puentes disulfuro brindandoles una estructura
muy estable. Su posible funcién radica en inducir la formacién de cristales de
aragonita, por lo que en recientes afos se les ha considerado como componentes

esenciales de la matriz organica (Michio et al., 2009; Liu et al., 2011).

En el afo 1999, se reportd a la familia de las proteinas n16, conocida también como
una familia de proteinas promotoras de aragonita. Estas proteinas han sido
purificadas a partir de la fraccién insoluble de la capa de nécar de las conchas de la
familia Pteriidae. Se cree, que contribuyen a la mineralizacion del nacar y hasta ahora
no muestran homologia definitiva con otras proteinas, tienen una masa molecular
de aproximadamente 16 kDa (Samata et al., 1999; C. Zhang & Zhang, 2006; Rutter et
al., 2015). Dentro de esta familia se ha incluido a la perlina/n16, de la cual se conocen
23 formas polimdrficas. Todas ellas se trascriben y expresan activamente en la ostra
perlera. Asimismo, se han encontrado homélogos de perlina/n16 en moluscos de

esta familia de bivalvos: la proteina N14 en Pinctada mdxima (Kono et al., 2000), y la
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proteina Pmarg pearlin en Pinctada margaritifera (Montagnani et al., 2011). Por
tanto, se le ha reconocido como un elemento esencial durante la construccion de la
capa de nacar en los moluscos de la familia Pteriidae (Figura 11) (Ponce & Evans,

2011; Nogawa et al., 2012).

Unionidae Preriidac
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MSP-like
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A-rich™ CAp:m
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Figura 11. Proteinas encontradas en la capa nacarada de bivalvos modelo en biomineralizacion. En total se
han encontrado aproximadamente 48 proteinas en las matrices orgdnicas en las familias de bivalvos
Unionoidae, Pteriidae y Mytilidae. Las proteinas indicadas con un exponente p, también se han encontrado

en la capa prismatica(Adaptado Marie et al., 2017).

Perlina

En el afio 2000, Miyashita y colaboradores dieron a conocer a la perlina/n16, una
proteina insoluble en EDTA extraida de la matriz organica de la capa nacarada de P.

fucata con 0.3 M de EDTA y 8 M de urea (Miyashita et al., 2000). Es una proteina
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estructural de aproximadamente 15 kDa compuesta por 129 aminoacidos y rica en
residuos de Gly, Tyr, Cys, Asn, Asp y Arg. Esta glicosilada con un grupo de
mucopolisacarido sulfatado y tiene seis sitos de N-miristoilacion localizados en el
amino terminal. Ademas, se determind que su expresion es especifica del epitelio

del manto (Miyashita et al., 2000; Huang et al., 2017).

Posteriormente, se reportd la existencia de dominios en la secuencia de n16 ligados
a diferentes funciones, entre los que destacan los sitios de uniéon a quitina,
interacciones intra-péptido y en la captura de iones (Figura 12). Para probar estas
hipdtesis, se sintetizé quimicamente un péptido de 30 aminodcidos con la secuencia
del extremo amino de la perlina madura, denominado n16N (Kim et al., 2004). Este
péptido mostrd la capacidad de interactuar con carbonato de calcio (Kim et al.,
2004), B quitina (Keene et al., 2010) y favorecer la formacion de aragonita laminar
(Metzler et al., 2010). Por ello se ha propuesto como un dominio clave en el proceso
de biomineralizacion mediado por n16/perlina, si bien, las bases moleculares de su

participacidon se desconocen (Keene et al., 2010; Rutter et al., 2015).

Interacciones intra-péptido

SD2

f_H

AYHKKCGRYSYCWIPYDIERDRYDNGDKKC...

\ J . J
Y Y
SD1 SD3

Unidn a B quitina Captura de iones

Figura 12. Secuencia de aminoacidos de la region N-terminal 30 aminodcidos de n16, llamada n16N. Dentro
de las llaves de la imagen se observan los subdominios sugeridos del péptido n16N. El papel tentativo del
subdominio SD1 seria en la unién a B quitina, mediado por Tyr. El subdominio SD2 funcionaria en las
interacciones intra-péptido por medio de interacciones Tyr-Tyr. El subdominio SD3 podria participar en la
captura de iones; Los residuos catidnicos se muestran en azul y los residuos anidnicos en rojo. (Adaptado de

Rutter et al., 2015).
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También se ha trabajado con una variante de n16N, denominada n16Nn, que se
caracteriza por el intercambio de los residuos acidos Asp y Glu por Asn y Gin,
respectivamente. Dicha variante tiene dificultad en la selectividad aragonitica del
péptido, confirmando que el caracter acido del Asp y el Glu debe jugar un papel

activo en la asociacion organico-mineral. (Keene et al., 2010; Rutter et al., 2015).

Por todo lo anterior se han sugerido dos posibles funciones principales de la perlina:
() brindar estructura en las capas de nacar y favorecer la cristalizacion de carbonato
de calcio en forma de aragonita, y (ll) actuar como un ancla entre las proteinas acidas
y las proteinas insolubles de la matriz orgdnica (Miyashita et al., 2000). Sin embargo,
los mecanismos moleculares mediante los cuales realiza estas funciones, sobre todo
durante la formacidn del nacar, aln estan bajo investigacion (Miyashita et al., 2000;

Liu et al., 2011).

En nuestro laboratorio previamente se ha trabajado con la perlina de Pinctada
mazatlanica. Esta se obtuvo directamente de la concha del bivalvo con un protocolo
basado en una mezcla de acidos ascdrbico, citrico y cafeico. Con esta perlina se
realizaron analisis de DLS en presencia y ausencia de Na;CO3 donde observé que el
Na>COs era capaz de influir el comportamiento de oligomerizacidn de la proteina en
solucidén. Se debe tener en cuenta que esta proteina se encontraba glicosilada ya que
fue obtenida del organismo modelo. Sin embargo, debido al bajo rendimiento en la
obtencidn de la proteina no se pudieron realizar otros estudios (Cortés 2016). Por lo
anterior y con el fin de obtener una mayor cantidad de proteina, en el laboratorio se
planteé producir de manera recombinante una de las isoformas de la perlina de P.
fucata reportada en UNIPROT con el cédigo de identificacion MA165_PINFU, a la que

a partir de este momento llamaremos (perlinaps.
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Hipotesis
Los iones carbonato (COs?), calcio (Ca*’) y magnesio (Mg*?) influyen en la

oligomerizacién de la rperlinaps.

Objetivo General

- Evaluar el efecto de la interaccidn de la rperlinayf en presencia de iones COs?,

Ca+2 y Mg+2.

Obijetivos Especificos
* Expresar y purificar a la rperlinapr.

*  Estudiar el efecto de los iones CO3?2, Ca*?> y Mg*? en la oligomerizacién de la

rperlinays por dispersion dindmica de luz y fluorescencia.

* Realizar estudios de cristalizacidn, difraccién, y en su caso, de determinacién

estructural de la rperlinapr.
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Metodologia

Expresion heterdloga de la rperlinaps

El gen que codifica para la rperlinays fue sintetizado y clonado en el vector plexpress
414 (por la compaiiia DNA 2.0). Una vez transformadas las bacterias fueron
sembradas en placas de petri con medio LB (Luria-Bertani), complementado con 100
ug/L de ampicilina, y se incubaron a 37°C durante 12 h. Se selecciond una de las
colonias para inocular un pre-cultivo de 50 mL de medio LB complementado con 100
ug/L de ampicilina a 37°Cy 200 rpm por 12 h, que sirvié para inocular un cultivo de
un litro de medio LB. Una vez que el medio de cultivo alcanzé una DOesoonm de entre
0.5 y 0.6 las células fueron inducidas con 1 mM de concentracion final de IPTG
(Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido), se mantuvo la agitacién y temperatura
iniciales. Después de 5 horas las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 13,000

rpm durante 20 min a 10°C.

Solubilizacién de la rperlinapt

La pastilla celular obtenida a partir de un litro de cultivo se re-suspendié en 30 mL
de amortiguador de lisis (Tris-HCl 20 mM, pH 8, cloruro de sodio 50 mM y PMSF 1
mM). Las células se lisaron por sonicacién sobre hielo durante 20 min con ciclos de
40s con descansos de 20 s a 40% de amplitud. La muestra se centrifugd a 10000 rpm
durante 10 min a 4°C. La parte insoluble fue tratada con un amortiguador de
solubilizacién (Tris-HCI 10 mM, pH 8, cloruro de sodio 150 mM, DTT 1 mM, PMSF 1
mM, imidazol 50 mM y sarcosil 5%) con un segundo paso de sonicacion sobre hielo
durante 20 min con ciclos de 40s con descansos de 20s a 40% de amplitud.
Inmediatamente después del paso de sonicacién la muestra se centrifugd

nuevamente a 10,000 rpm durante 15 min a 4°Cy se recuperd la fraccion soluble.
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Purificacion de la rperlinaps

La rperlinaps se purific6 en dos etapas, la primera de ellas consistié en una
cromatografia de afinidad a niquel con una columna His Trap™ (GE-Healthcare) de 5
mL. Esta cromatografia se desarrolld en los siguientes pasos: (I) equilibraciéon de la
columna con el amortiguador Tris-HCl 20 mM, pH 8, (Il) aplicacién de la muestra a la
columna, (lll) lavado con 15 mL equivalentes a tres volimenes de columna mas del
amortiguador con el que la columna habia sido equilibrada, y (IV) elucién de la
proteina con un gradiente lineal de 0 a 100% del amortiguador Tris-HCI 20 mM, pH

8, imidazol 500 mM. Se colectaron fracciones de 3 mL.

Las fracciones que contenian a la rperlinaps fueron dializadas contra el amortiguador
Tris-HCI 20 mM, DTT 1 mM en presencia de PSP (PreScission protease de GE) durante
16 horas a 4°C para eliminar la etiqueta de histidinas de la rperlinays. Posteriormente
la proteina fue concentrada por centrifugacién con filtros de Amicon Ultracel-10K a

4°C.

Para el segundo paso de purificacion se empled una columna de exclusién molecular
(Superdex 75 HR de GE) previamente equilibrada con el amortiguador Tris-HCI 20
mM, pH 8, sarcosil 1%, NaCl 10 mM y se colectaron fracciones de 2 mL. Cada una de
las fracciones, asi como los pasos anteriores de purificacién fueron comprobados a

través de un SDS-PAGE al 15%. Todos los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie.
Andlisis de Dispersion Dinamica de Luz (DLS) de la rperlinapr

Para realizar los ensayos de DLS se utilizé el equipo Zetasizer Nano Z (angulo de
dispersion de 173°) a una temperatura de 18°C por triplicado. La rperlinays se
encontraba a una concentracion de 1mg/mL. Previo al andlisis de DLS cada una de
las muestras fue filtrada con filtros MILLEX VV de 0.1 um de Millipore y centrifugada

a 15,000 rpm por 10 min. En la tabla 1 se pueden encontrar los distintos
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amortiguadores que se probaron para realizar las mediciones de DLS. Finalmente se
selecciond al amortiguador Tris-HClI 20 mM, pH 8, sarcosil 1%, para realizar las

mediaciones de DLS que se reportan en esta tesis.
Anélisis de Fluorescencia de la rperlinaps

La concentracion de la rperlinays utilizada fue de 1 mg/mL en un mL para cada
muestra. Las mediciones se realizaron en un espectrofotometro F-4500 FL
(HITACHI,), con una celda de 1 cm de longitud de camino, una longitud de onda de

excitacion de 280 nm, y una longitud de onda de emisidén entre 295 y 500 nm.
Cristalizacién y optimizacion de la cristalizacién de la rperlinaps.

Las pruebas de cristalizacion se realizaron utilizando el método de microbatch. Se
emplearon 10 diferentes kits de screnning de “Hampton Research” (Crystal Screen 1
y 2, Index 1y 2, Crystal Screen Lite, Membfac, Natrix, Crystal Screen Cryo, PEG/ lon
y Quick Screen) y 4 de la marca “Jena Bioscience” (Wizard 1, 2, 3 y 4). Para estas
pruebas se utilizé tanto la rperlinapf purificada como en presencia de distintas sales
(carbonato de sodio 100 mM vy cloruro de calcio 10 mM). Todas las placas fueron

incubadas a4y 18°C.

A partir de las condiciones de cristalizaciéon en donde se observaron cristales se
realizd una optimizacién y escalado. Para ello se disefiaron diferentes matrices,
donde se variaron las concentraciones del agente precipitante, la concentracion de
la proteina y el método de cristalizacidn: gota colgante, gota sentada y microbatch.
En todos los casos se mantuvieron constantes los amortiguadores, las sales y la
temperatura de incubacion. También se utilizé el kit de aditivos y detergentes de la
marca “Hampton Research” (Apéndice 2). Los cristales obtenidos fueron crio-

preservados, y almacenados en nitrégeno liquido.
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Difraccion de Rayos X de la rperlinags

Los cristales obtenidos fueron expuestos Rayos X, para obtener patrones de
difraccion y determinar su estructura cristalografica. Los experimentos de difraccion
se realizaron en el sincrotron de Stanford, SSRL (Stanford Synchrotron Radiation
Lightsource, por sus siglas en inglés) asi como en el laboratorio de estructura de

proteinas del LANEM, en el Instituto de Quimica de la UNAM.
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Resultados y Discusion

Expresion heterdloga de la rperlinaps

Los ensayos de expresion se llevaron a cabo con las cepas MC1061, ER2566, BL21
(DE3) y con la BL21-CodonPlus-RIL. (Anexo 1). Sin embargo, la (perlinaysexpresada en
células de E. coli ER2566 y a partir de una construccion generada en el vector
Plexpress 414 (DNA 2.0), fue la combinacidn con la cual se logré el mejor resultado.
Este vector tiene como particularidad que cuenta con el promotor T7 y confiere
resistencia a ampicilina (Figura 13). Mientras que la cepa de E. coli ER2566 contiene
una copia cromosémica del gen de la ARN polimerasa T7 insertado en el gen LacZ,
por lo que esta bajo el control del promotor Lac. Se ha reportado que la cepa ER2566
de E. coli, se ha utilizado con el fin expresar proteinas que ha reportado problemas
de solubilidad (Ding et al., 2007) como la proteina SMAP-29 (Morassutti et al., 2005),
o la proteina YscC (Goodin et al., 2005). Asi como proteinas que cuentas con codones

raros de algunas arqueas (Wu & Oppermann, 2003).

Histag Etq_PPS )
Strong RBS perlinapf
LacO1 \

P_T7 inducible

Term T7

Term_rpoC
\Q
rperlinapf
pia14
4475 bp

—— Amp,

Ori_pUC

Figura 13. Mapa del vector Pj414. Vector de expresién Pj414. El vector cuenta con un gen marcador
de ampicilina (rosa), el promotor del fago T7 (fucsia) en su extremo N-Terminal presenta una

etiqueta de 10 histidinas (morado), el sitio de corte para la PSP (azul cielo) y el gen de la (perlinap.

45



Después de seleccionar la cepa, las células fueron inducidas con IPTG y procesadas
por medio de sonicacién. El lisado obtenido fue centrifugado dando lugar a dos
fracciones, las cuales fueron evaluadas por SDS-PAGE, donde se observd que la

rperlinaps se encontraba en la fraccion insoluble (Figura 14).
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Figura 14. Proceso de expresion de la (perlinag. (A) Cinética de crecimiento. En la gréfica se observa
la cinética de crecimiento de E. coli ER2566 post-inducciéon OD =0.5 a 600 nM durante 5 h de
expresion. (B) Electroforesis de SDS-PAGE al 15%, donde se muestran la induccién de la rperlinags en

los extractos crudos obtenidos de la fraccion soluble e insoluble del cultivo tomados cada hora, a
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partir de la induccidn con IPTG (Tiempo 0). (M) Marcador en kDa. En los carriles 1 al 6 se encuentra
la fraccién soluble desde el tiempo O hasta las 5 horas de induccién, donde no se observa la
expresion de la (perlinags. En los carriles 7 al 12 se observa la fraccion insoluble desde el tiempo 0 al
tiempo 5, donde claramente se observa la expresion de la rperlinapsa partir de la hora de induccién
y se incrementa considerablemente en la segunda hora sin observarse incrementos notables de

expresion en las horas posteriores.

Con el fin de comprobar la identidad de la (perlinay, se cortéd la banda
correspondiente a 18.5 kDa (masa molecular de la rperlinapf) encontrada en el SDS-
PAGE; la muestra correspondia a la fraccién insoluble obtenida después de la lisis
celular. Dicha banda fue enviada al Laboratorio Universitario de Protedmica del IBt
(Instituto de Biotecnologia) de la UNAM, para ser analizada por espectrometria de
masas (Anexo 2). La muestra, es decir la banda cortada del SDS-PAGE mencionado
arriba, fue digerida por la enzima tripsina, a partir de la cual se obtuvieron 8
fragmentos de la proteina (Figura 14B) (Anexo 3). Los fragmentos fueron
comparados con las bases de datos 097048

(http://www.uniprot.org/uniprot/097048) y la I2FKOO0

(http://www.uniprot.org/uniprot/I2FK00), cubriendo un 63.57% y un 53.7%

respectivamente del extremo carboxilo, de la secuencia de la perlina de P. fucata
reportada en UNIPROT (MA165_PINFU). Ademas de la (perlinaps en la banda
analizada se encontraron otras proteinas de E. coli como las proteinas ribosomales
30 y 5065, ferretina y tiol peroxidasa (Anexo 2). El analisis de masas solamente nos

permitié comprobar la identidad de secuencia de la proteina (Figura 15).
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A

Acceso Descripcion Cobertura # Péptidos MW (kDa) pl calc.
unicos
097048 N16.5 matrix protein 63.57 8 15.4 6.49
0S=Pinctada fucata
[MA165_PINFU]
B C
Corte |  Secuencia de aminoacidos Péptido | MW (Da) IMGSHHHHHHHHHHSSGGLEVLFQGPGGSGMTCTLRWTITALVLLGICHLARPAFRTKCG)
T SLYGGYGNGNGEFWEEYIDER T1 2457.01
T FYYMCCYTDDDNGNGNGNGN T2 3076.13 RYSYCWIPYDIERDRYDNGDKKCCFCRNAWSPWQCKEDERYEWLRCGHKFYYMCCYTD
GFNYLK VAR PR AN T— 3
T SLYGGYGNGNGEFWEEYIDERY T3 2863.20 ol Ty
DK
SYCWIPYDIER T4 166473 DDNGNGNGNGNGFNYLKSLYGGYGNGNGEFWEEYIDERYDK
SLYGGYGNGNGEFWEEYIDERY T5 2861.22 T 9e T %
o P, | W
NAWSPWQCKEDER T6 1705.73 R Eo
NAWSPWQCK T7 1176.52
EDERYEWLR T8 1295.60

Figura 15. Analisis de espectrometria de masas de la (perlinag. (A) Busqueda de la identidad de la
perlinay. utilizando las bases de datos de 097048 y I2FK00. (B) Secuencias de aminoacidos
resultantes de digestiones de tripsina (C). Alineamiento de la (perlinay con las secuencias obtenidas
después de la digestidn triptica, que se indican debajo de la secuencia de la perlina; la secuencia que
se encuentra dentro del recuadro verde representa la etiqueta de histidinas y el sitio de corte para
la proteasa PSP que permitird retirar dicha etiqueta, en el recuadro azul corresponde al péptido

sefal.

La masa molecular de la perlina de P. fucata reportada en Uniprot es de 15.3 kDa,
mientras la masa molecular tedrica calculada de la (perlinaps es de 18.5 kDa, ya que
cuenta con la etiqueta de histidinas, asi como el sitio de corte para la PSP (Figura).
La rperlinapf tiene un punto isoeléctrico (pl) tedrico acido de 6.62 (con la etiqueta de
His) y de 6.14 (sin la etiqueta de His). El pl acido es caracteristico de las proteinas de
biomineralizacién en moluscos, debido a que sus secuencias son ricas en

aminodacidos acidos (Asp y Glu) (Marin & Luquet, 2008).
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La rperlinaps tiene una composicion predominante de residuos de Gly (13.2%), Tyr
(9.6%), Cys (8.1%) y Asn (7.4%) (Figura 14). Esta composicion, es caracteristica de las
proteinas que conforman a la familia de proteinas promotoras de aragonita o n16
(Montagnani, Marie, & Marin, 2011). Se ha descrito que las proteinas de esta familia
podrian formar cuatro enlaces disulfuro intramoleculares. Sin embargo, a pesar de
que la rperlinaps cuenta con once cisteinas en su secuencia, hasta el momento este

resultado no ha sido comprobado experimentalmente (Montagnani et al., 2011).

Solubilizacién de la rperlinaps

Debido a que la (perlinaps se expresd en las células de E. coli en forma insoluble, se
probaron distintas condiciones de temperatura, pH, y concentracion de IPTG,
durante el proceso de induccién con la finalidad de recuperar la proteina en forma
soluble. También se probaron diversas condiciones de solubilizacidn de la rperlinaps,
que incluyeron diferentes pH durante la lisis celular, distintos protocolos de lisis y el
uso de agentes caotrdpicos como urea, con el fin de optimizar la expresion soluble

de la proteina sin obtener resultados positivos (resultados no mostrados).

Actualmente se ha descrito, que al igual que la rperlinapr algunas proteinas asociadas
a la biomineralizacién expresadas en E. coli han sido encontradas en la fraccion
insoluble. Como por ejemplo la proteina perlustrina (Weber et al., 2012), pif97 (Bahn
et al., 2015), aspeina (Takeuchi et al., 2008) y Pfy2 (Yan et al., 2017), las cuales han
tenido que ser solubilizadas con protocolos a base de altas concentraciones de urea.
Incluso en trabajos recientes, se ha reportado que otras isoformas de la perlina han
sido solubilizadas con tratamientos a base de agentes caotrépicos como la perlina
reportada por Huang y colaboradores en el 2017 (Huang et al., 2017) o la proteina

n16 expresada y solubilizada por Xu y colaboradores a comienzos del afio 2018 (Xu
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et al., 2018). Pero a diferencia de los trabajos antes mencionados la rperlinays
finalmente fue solubilizada al utilizar el amortiguador de solubilizacion que contiene
Tris-HCI 20 mM, pH 8, cloruro de sodio 150 mM, PMSF 1 mM vy sarcosil (Sodium

lauroryl sarcosinate) 5% (Figura 16).

El sarcosil es un detergente anidnico ampliamente utilizado durante la producciény
solubilizacién de proteinas recombinantes (Massiah et al., 2016; Alsenaidy, 2018).
Por lo que consideramos que la combinacién de este detergente anidnico (5%) y el
cloruro de sodio (150 mM) fue fundamental durante el proceso de solubilizacidn.
Debido a que durante las pruebas de solubilizacion se evalué la cantidad de (perlinaps
soluble en funcién de la concentracion de cloruro de sodio y sarcosil, llegando a la
conclusién de que al aumentar el detergente y la fuerza idnica se obtenia una mayor
cantidad de rperlinaps soluble (resultados no mostrados). Es importante mencionar
qgue este comportamiento solo se observa durante el proceso de solubilizacién, ya
que después de dicho proceso la (perlinags no puede estar en presencia de
concentraciones mayores a 10 mM de cloruro de sodio, comportamiento que hasta

el momento no se ha podido explicar.
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Protocolo de Solubilizacion

rperllnapf

18.5 kDa

Amortiguador
de
Solubilizacién

Amortiguador
de lisis

Figura 16. Solubilizacion de la perlinay;. Electroforesis de SDS-PAGE al 15% del protocolo de
solubilizacion de la perlinag:. En los carriles 1 y 2 se observan la fracciones soluble e insoluble
obtenidas después de la lisis celular realizada en presencia del amortiguador de lisis Tris-HClI 20 mM,
pH 8, Cloruro de Sodio 50 mM, PMSF 1 mM (sefialados con la llave color azul). En los carriles 3y 4
del gel se observan a las fraccion soluble e insoluble obtenidas después de tratar a la fraccion
insoluble obtenida después de la lisis celular con el amortiguador de solubilizacién Tris-HCl 20 mM,
pH 8, cloruro de sodio 150 mM, PMSF 1 mM vy sarcosil 5% (sefialado con la llave verde). Dentro del

recuadro se observa a la (perlinaps.

Purificacién de la rperlinaps

El primer paso de purificacion se realizé por medio de una cromatografia de afinidad
a niquel. Después de aplicar la muestra, se observo la elusidn de la perlinapr al 62%

del gradiente de imidazol a la cual fue sometida. Cada una de las fracciones
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colectadas durante el proceso de purificacion, fue evaluada mediante un SDS-PAGE

al 15% (Figura 17).

A

2500041
129 2160 miem
2246 nin

AL

0 5 10 15 Pl 5 3 3 4 4
Time [minutes]

S vV 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 M

A— e T W R W OETR W TR TR W S — 250

. 130
S0 100
- 70

55

S n————— . 35
25

/rPerIinapf
-.m...—- -
i ) Py

10

Figura 17. Cromatografia de afinidad a niquel de la (perlinay. (A) Perfil cromatografico de la
cromatografia de afinidad niquel en una columna His Trap™ de la rperlinays. La columna se equilibré
previamente con el amortiguador Tris- HCl 20 mM, pH 8, posteriormente se aplicé la muestra. La
proteina fue eluida se empled un gradiente lineal de 0 -100% del amortiguador Tris- HCl 20 mM, pH
8, imidazol 500 mM. Se empleo un flujo de 3 ml/min (B) Electroforesis de SDS-PAGE al 15%. En los

carriles de observa la fraccion soluble (S), la fraccion insoluble (1), fraccién no fijada a la columna (V),
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el numero de las fracciones colectadas de la (perlinaysy el marcador de masa molecular (M). con la

flecha se indica la migracién de la rperlinagren el gel.

En el SDS-PAGE de la Figura 17 se puede observar que la proteina eluida presenta
una masa molecular de aproximadamente 18.5 kDa, que corresponderia a la masa
estimada de la rperlinapr (His +). Ademads de la rperlinaps (His +), en el gel se observan
bandas asociadas a la ella las cuales hasta ahora se ha inferido, podrian ser

oligdmeros de la proteina en solucion.

Las proteinas asociadas a la biomineralizacion tienden a formar agregados para
estabilizar la formacién de los biominerales en solucion (Collino & Evans, 2008; Amos
& Evans, 2009; Amos et al., 2011; Evans, 2012; Ndao et al, 2012; Perovic et al., 2013;
Perovic et al, 2014; Rutter et al., 2015; Alsenaidy, 2018). Por lo que se ha descrito
que la agregacion en las proteinas de biomineralizacién es un comportamiento tipico
(Kalmar et al., 2012; Rutter et al., 2015). Con este antecedente, se monitored el
comportamiento de la (perlinays (His +) durante el proceso de purificacion por la
técnica de DLS. El primer ensayo de DLS se realizdé inmediatamente después de
obtener las fracciones de la columna HisTrap™. Durante la medicién, se observaron
oligdmeros de hasta 22.24 nm de didmetro hidrodinamico (Du) ~959.7 kDa (Figura
18). La muestra se encontraba en el amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 8, imidazol 500

mM.
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Figura 18. Analisis de la (perlinagys His + por DLS. Se realizaron andlisis de DLS de la rperlinays His +,
obtenida después de la cromatografia de afinidad niquel. Durante el experimento se observaron
oligdmeros de hasta 22.24 nm de Dy lo que corresponderia aproximadamente a una proteina de
959.7 kDa. La proteina se encontraba en el amortiguador Tris-HCl 20 mM pH 8, imidazol 500 mM. El
ensayo se realizo el equipo Zetasizer Nano Z a una temperatura de 18°C. Cada una de mediciones
se tomoé por triplicado. En la parte superior derecha se muestra el coeficiente de correlacién de cada

una de las mediciones.

Se evalud por DLS el comportamiento de la rperlinaps en presencia de diferentes
amortiguadores (Figura 19). Lo anterior, con el fin de explorar si existia alguna
condicion en que la proteina se encontrara en un estado de oligomerizacion menor.
En la Tabla 1 se muestran algunas de las condiciones evaluadas. Esta amplia variedad
de soluciones fue necesaria ya que la muestra presentd siempre una gran tendencia
a formar agregados de alta masa molecular en tiempos muy cortos, lo cual

entorpecio la reproducibilidad de las mediciones de DLS.

Durante este experimento las mediciones, mostraron que la rperlinaps (His +)
presentaba un comportamiento oligomérico bastante irregular (Tabla 1), pero
después de analizar cada una de las mediciones, se observé una relacién entre el pH
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y el aumento en el diametro hidrodinamico de la (perlinaps, en solucidn ya que a

mayor pH < Ds.

Se observo que a pH 4, la (perlinags, presentaba una tendencia a formar oligdmeros
de gran tamafio ~200 nm de Du (~ 321965 kDa). Mientras que a pH 8 la rperlinags,
presentd un Dy de ~23.3 nm (2041.4kDa), como se muestra en la Figura 19 y en la
Tabla 1. Este comportamiento, podria deberse a que las cadenas laterales de los
residuos cargados (Asp, Glu, His, Lys y Arg) de la proteina que se encuentran
expuestos al solvente, se ven afectados por los cambios de pH, lo que propiciaria el
ensamblaje de la proteina, formando oligémeros de gran tamafio. En la literatura
estudios anteriores reportaron que la oligomerizacion de la n16 de P. fucata podria
ser dependiente del pH (Ponce & Evans, 2011; Perovic et al., 2013, 2014). Por lo que
se ha propuesto, qué los cambios de pH podrian tener un papel muy importante
durante la formacién de la calcita y la aragonita (Amos et al., 2011; Ponce & Evans,

2011; Perovic et al., 2014).

Tabla 4. Analisis de la rperlinaps His+ en presencia de distintos amortiguadores por DLS

‘ Condicion DH (nm) Masa (kDa) ‘

Citrato 20 mM, pH 4 200 321965
MOPS 20 mM, pH 6.8 144 149277.8
HEPES 20 mM, pH 7.5 98.29 61084

Fosfatos 20 mM, pH 6.2 66.69 24648

Agua 35.1 2766
Tris-HCI 20 mM, pH 8 23.36 2041.4
Tris-HCl 20 Mm, pH 8, 1% sarcosil 4.1 18.3
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Dicho comportamiento también fue reportado por Ndao y colaboradores, ellos

observaron que cuando el pH en el que se encuentra la asprichina, va de 4 a 8, la

proteina tiende a formar oligédmeros de menor tamano (Ndao et al., 2012), al igual

que ocurre en la (perlinays. En cambio, Perovicy colaboradores describen que a pH 8

la proteina RPFM6 muestra una sola poblacién oligomérica por DLS. Sin embargo,

cuando la RPFM6 se encuentra en pHs distintos a 8, la proteina muestra un

comportamiento oligomérico bastante irregular (Perovic et al., 2013).

Intensidad

Analisis de la rperlinays His+ en presencia de distintos

amortiguadores por DLS
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Figura 19. En la grafica se representan algunas de las condiciones evaluadas en el andlisis de DLS.

Durante el ensayo se evalué el comportamiento de la (perlinays en presencia de distintos

amortiguadores. Se puede observar una relacion entre los valores de cada uno de los Dy (nm)

obtenidos en cada una de las mediciones y el pH del amortiguador en el que se encontraba la
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proteina. En color negro se observa a la proteina en el amortiguador Tris-HCl 20 mM pH 8, imidazol
500 mM. En lineas punteadas de color rojo se muestra el comportamiento de la (perlinaysen el
amortiguador HEPES 20 mM, pH 7.5. En lineas punteadas de color verde se muestra el
comportamiento de la rperlinapgsen el amortiguador fosfatos 20 mM, pH 6.2. En lineas punteadas de
color azul se muestra el comportamiento de la (perlinags en agua Milli Q. En lineas punteadas de
color cian se muestra el comportamiento de la (perlinagsen el amortiguador Tris-HCI 20 Mm, pH 8,
1% sarcosil. Los ensayos se realizaron el equipo Zetasizer Nano Z a una temperatura de 18°C. Cada
una de mediciones se tomé por triplicado. En la parte superior derecha se muestra el coeficiente de

correlacion de cada una de las mediciones.

Este experimento, también nos permitio establecer que el amortiguador en el que la
proteina se encontraba en un estado de menor oligomerizacion fue en el
amortiguador Tris-HCl 20 mM, pH 8 (Figura 19). Estos resultados concuerdan con los
reportados por Amos et al., 2011; Ponce & Evans, 2011; Huang et al., 2017, donde
se habia usado este amortiguador durante la produccién de perlina de P. fucata. Se
encontré que al anadir 1% del detergente sarcosil al amortiguador Tris-HCI 20 mM,
pH 8, es posible obtener una fraccion de la rperlinags en forma monomérica (Figura

19).

Se decidid retirar la etiqueta de His de la rperlinaps; para evitar que la etiqueta influya
en el comportamiento de la proteina en solucién. Se siguié el protocolo de la
digestion enzimatica propuesto por GE

(https://www.gelifesciences.com/en/us/shop/chromatography/prepacked-

columns/affinity-tagged-protein/prescission-protease-for-gst-tag-removal-p-

002487current=27084301). Sin embargo, no se logré escindir por completo la

etiqueta de la muestra (Figura 20). Asi que se evaluaron otras condiciones de corte.
Durante las pruebas se varid la concentracion de PSP durante la digestion y el
amortiguador de corte (resultados no mostrados), sin lograr mejorar la condicién de

protedlisis, por lo que se mantuvo la condicion de corte inicial.
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Figura 20. Proceso de corte de la etiqueta de His de la (perlinays His+ con la proteasa PSP.
Electroforesis de SDS-PAGE al 15% del proceso de corte de la etiqueta de His de la (perlinaps His+. En
el carril 1 se observan la proteina control, previa a la digestién con la PSP. En el carril 2 se muestra
a la perlinays después del corte con la proteasa PSP. Con la letra M se encuentra sefialado el
marcador de masa molecular (kDa). Con la flecha verde se sefiala a la perlinagsHis +, mientras dentro
del recuadro naranja se observa a la rperlinay His -. La protedlisis se llevd acabo en el amortiguador

Tris-HCI 20 mM, pH 8, DTT 1 mM. A 4 °C.

Hasta el momento, se infiere que la razén por la que no se retird en su totalidad la
etiqueta de His de la muestra, podria deberse al estado de oligomerizacion en el que
se encontraba la rperlinaps durante el corte. Si bien, al evaluar a la rperlinaps por DLS
se describié que en el amortiguador Tris-HCl 20 mM, pH 8, 1% (p/v) sarcosil se
encontraba una fraccion monomérica de la proteina, esta condicidon no se incorpord
al proceso de corte debido a que el detergente no es compatible con la PSP. Debido

a que no le permite llevar a cabo su funcidn, a pesar de que en la literatura se tiene

58



bien reportado que la PSP tiene actividad en 1% de los detergentes SDS y Triton. Por
lo que se decidié continuar trabajando con la muestra que contenia a la rperlinaps
con etiqueta (His+) y sin etiqueta (His-) (Figura 20). Muestra que a partir de este

momento llamaremos rperlinaps His+/His-.

La rperlinaps His+/His- se aplicd a una columna de exclusién molecular. Las fracciones
correspondientes a la cromatografia fueron colectadas y evaluadas por SDS-PAGE
(Figura 21). En el cromatograma obtenido durante el proceso de exclusion molecular
(Figura 21A), se obtuvieron dos picos bastante definidos y simétricos. Mientras el
analisis electroforético reveld, que en las fracciones 24-28 que corresponden al
primer pico obtenido durante la cromatografia se encontraba la PSP, algunas
impurezas con las que aun contaba la muestra previas a este ensayo, asi como una
parte mayoritaria de la (perlinays (His+/His-). Y en las fracciones 30-34 que

corresponden al segundo pico, se encontrd Unicamente a la (perlinaps (His+/His-).
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Figura 21. Cromatografia de exclusién molecular de la perlinay:. (A) Perfil cromatografico de la

exclusidon molecular en una columna Superdex 75 HR 10/30 de la (perlinags. La columna se equilibré

previamente con el amortiguador Tris- HCl 20 mM, pH 8, sarcosil 1%. Se empleo una velocidad de

flujo de 1 ml/min. (B) Electroforesis de SDS-PAGE al 15%. En los carriles se observa a la

perlinaps(His+/His-) antes de ser inyectada a la columna (A) el nimero de las fracciones colectadas

24 a 34 de la (perlinayry el marcador de masa molecular en kDa (M). Con las flechas se sefiala en el

gel ala PSP (azul), (perlinay His+ (verde), (perlinag His- (naranja).
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Como se recordara, al inicio de las mediciones la (perlinapf, mostraba un
comportamiento mayormente heterogéneo y polidisperso (Figura 18). Pero al
analizar las fracciones 30-34, obtenidas de la cromatografia de filtracidon en gel, se
encontré que la (perlinaps His+/His-, mostraba un comportamiento homogéneo y
monodisperso, con un Dy ~4.2 nm o lo que corresponderia aproximadamente a 18
kDa. Lo anterior corresponderia aproximadamente al mondémero de la (perlinaps en
solucién. En la Figura 22, se puede observar el comportamiento de la rperlinag,
durante el proceso de purificacion. Durante este ensayo si se mantuvo el

amortiguador Tris-HCl 20 mM, pH 8, 1% Sarcosil.

En la literatura se ha reportado que existe una mayor probabilidad de obtener
cristales de proteinas apropiados para ser difractados con Rayos X, si la proteina
cuenta con un alto grado de pureza, se mantiene estable durante el tiempo y ademas
si al ser analizada por DLS se comporta de manera homogénea y monodispersa
(D’Amaré, 1994). Por lo que obtener a la rperlinaygs, mostrando este comportamiento
podria aumentar las posibilidades de encontrar un cristal de proteina de la misma.
Ya que como se menciond antes, unos de los objetivos de esta tesis es obtener

cristales de la rperlinapt.
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Analisis del proceso de purificacion de la perlinag: por DLS.
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Figura 22. Analisis del proceso de purificacion de la (perlinays por DLS. Durante cada una de las
etapas del proceso de purificacion se evalué por DLS el comportamiento de la perlinay. En color
negro se observa el comportamiento de la :perlinays His + después de la cromatografia de afinidad a
niquel. La proteina mostré un Dy de ~22.24 nm. En color negro se observa el comportamiento de la
perlinay His + después del proceso de corte con la proteasa PSP, donde la proteina mostro un Dy~
24.20 nm. Como se puede observas, en ambas mediciones la (perlinass presenta un tamafo
aproximado al de una proteina de 2041.4 kDa. A diferencia de la rperlinays evaluada después de la
cromatografia de exclusién molecular donde se observa con un Dy de 4 nm o ~ 18.5 kDa. La cual se
muestra en color cian. Las mediciones se realizaron en el equipo Zetasizer Nano Z a una temperatura
de 18°C. Cada una de mediciones se tomo por triplicado. En la parte superior derecha se muestra el

coeficiente de correlacion de cada una de las mediciones.

Finalmente, después de los dos pasos de purificacion y el proceso de corte en
presencia de la PSP a los que fue sometida la rperlinays, se obtuvieron 2 mg de

proteina total (0.5 ml de proteina a una concentracién de 4 mg/mL) (His+/His-). La
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cual fue suficiente para realizar los ensayos de DLS, fluorescencia, cristalizacion y

difraccidon de Rayos X.

Analisis del proceso de oligomerizacién de la rperlinaps en solucion

Hasta el momento, mucho se ha hablado acerca de las caracteristicas bioquimicas y
estructurales de las proteinas de biomineralizacion. No obstante, una de las que mas
ha llamado la atencidn es la capacidad de oligomerizacidn que presentan al estar en
solucion (Gower, 2013; Brown et al., 2014; Rutter et al., 2015; Kocot et al., 2016;
Arivalagan et al., 2017; Rutter et al., 2018). Considerando lo anterior, nuestros
analisis iniciales de DLS se emplearon para caracterizar la homogeneidad y la
estabilidad conformacional de la (perlinays en solucidn. La técnica de DLS, también
nos permitié evaluar el efecto de oligomerizacion de la rperlinagral interaccionar con

distintos iones en solucién (Tabla 2).

Tabla 5. Analisis de la oligomerizacion de la (perlinags en solucidn

Muestra Equivalentes Du(nm) Masa molecular
(Sales) (kDa
rperlinaps - 4.1 18.3
rperlinaps + NaCOs3 3 4.9 28
rperlinaps+ NaCl 3 5.1 30
rperlinaps+ CaClz 0.3 36.03 2950.5
rperlinapt+ MgCla 0.3 102.1 102373.7
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Durante las mediciones, el equipo de DLS monitored los cambios en el Du que se
presentaron después de afiadir las sales NaCOs, NaCl, CaCl, y MgCl, a la rperlinaps
His+/His-. La cual al inicio del experimento mostraba un Dun ~4.2 nm. Nuestros
resultados revelaron que se produjo un aumento en el Dy de la proteina en cada una

de las condiciones evaluadas (Figura 23).

Se analizo la interaccion de la rperlinaps His+/His- en presencia de tres equivalentes
de NaCOs. En este caso el equipo de DLS reportd un aumento poco significativo en
el Du de la proteina al estar en presencia de NaCOs. Debido a que el Dy de la rperlinaps
His+/His- solo alcanzo 4.9 nm al interaccionar con este ion. Al igual que cuando la
perlinaps His+/His- estuvo en presencia de tres equivalentes de NaCl, donde se
registréo un Dy de 5 nm. Estos Dy corresponderian a una proteina de entre 28 y 30

kDa respectivamente.

A diferencia de los cambios encontrados cuando la (perlinaps His+/His- estuvo en
presencia de 0.3 equivalentes de CaCl,, donde se reportd un aumento del Dy que
alcanzé los 36.03 nm (~2950.5 kDa) (Figura 23). Como se puede observar el proceso
de oligomerizacién de la rperlinays se potencia en presencia de Ca? lo cual podria
deberse a los posibles sitios de unién a calcio ubicados dentro de la secuencia de la
proteina donde se uniria este ion como anteriormente lo reportaron Ponce y Evans
en el 2011. Este comportamiento también correlaciona con lo previamente
reportado para la proteina asprichina, donde al interaccionar con Ca?* se observa un
aumento de hasta un 95% en el tamafio de los oligdmeros en solucidon (Ndao et al.,
2012). Al igual que la proteina RPFM61, que al entrar en contacto con Ca?* da lugar
a un aumento en la polidispersidad de la muestra evaluada por DLS, asi como un
aumento significativo en el tamafo de los oligdmeros respecto a los descritos para
la RPFM61 en ausencia de Ca?* (Perovic et al., 2013). O incluso un fragmento de la

proteina n16; el péptido de 30 aminoacidos generado a partir de la secuencia N-
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terminal de la n16 llamado n16N, donde se observan aumentos en los diametros
hidrodinamicos de este péptido en solucidn al interaccionar con Ca%* (Ponce & Evans,
2011). Sus resultados al igual que los aqui reportados mostraron que el Ca*tiene la

capacidad de promover la oligomerizacion de la (perlinaps His+/His- en solucién.

Se observo que cuando la rperlinags His+/His- estuvo en presencia de 0.3 equivalentes
de MgCly, la rperlinaps acelerd tanto la velocidad de oligomerizacion, como el tamafio
de los oligdmeros en solucién, ya que el equipo reporté particulas de hasta ~102 nm
de Dy (Figura 23). Hasta el momento, se sabe que el ion Mg?* funciona como un
interruptor durante el proceso de seleccion del polimorfo durante la formacién de
la concha, debido a que en presencia de Mg?* se formara preferentemente aragonita
e inhibira la formacion de calcita y viceversa (Marin et al., 2012; Marin et al., 2013;
Pan et al., 2014). Lo que nos hace pensar que el Mg?* podria interaccionar con la
rperlinapgs para promover y favorecer la oligomerizacién durante la formacién de
aragonita dentro de la capa nacarada, ya que como se observa en el experimento el
Mg?*, puede producir un efecto de oligomerizacidn mayor en la rperlinaps His+/His-,
que el Ca?* mismo. Incluso la oligomerizacién de la perlina en funcién del magnesio
presente en el ambiente podria estar relacionado con el proceso de seleccidn
polimdrfica, ya que como se reportd en los trabajos de Michio y colaboradores o
Xiang y su grupo de trabajo donde se ha descrito que la perlina junto las proteinas
pif 80/97 participarian activamente al seleccionar el polimorfo que se depositara,
modificar la morfologia del cristal y regular el crecimiento de los mismos al estar en
presencia de magnesio (Michio et al., 2009; Xiang et al., 2013). Hasta el momento,
no se ha descrito la interaccidn entre el magnesio y las proteinas de la capa nacarada,
sin embargo, en 2014, Pan y colaboradores describieron que la proteina asociada a
la capa prismatica Pfn44, es capaz de interactuar con Mg?*. Pfn44 al igual que la
perlinapf, cuenta con una regidn rica en los aminoacidos NGN, la cual podria

funcionar como probable sitio de unién a Mg?*. No obstante, lo anterior es
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puramente especulativo ya que, hasta el momento no existe evidencia experimental

de esta interaccioén (Pan et al., 2014).
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Figura 23. Analisis de la oligomerizacion de la ;perlinagsen solucién. Se analizé por DLS el efecto de

oligomerizacidn de la (perlinaps His +/His- en presencia de diferentes iones. En azul se muestra el

comportamiento de la rperlinays His +/His- en presencia de 0.3 equivalentes de CaCl,. En verde se

muestra el comportamiento de la (perlinays His +/His- en presencia de 0.3 equivalentes de MgCls. En

negro se muestra el comportamiento de la (perlinay His +/His- en presencia de 3 equivalentes de

NaCOs. En rojo se muestra el comportamiento de la (perlinay His +/His- en presencia de 3

equivalentes de NaCl. El ensayo se realizd el equipo Zetasizer Nano Z a una temperatura de 18°C.

Cada una de mediciones se tomd por triplicado. En la parte superior derecha se muestra el

coeficiente de correlacion de cada una de las mediciones.
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Es importante mencionar que en la literatura, el ensamblaje y la unién a CaCOs de
las proteinas de biomineralizacion en moluscos, no solo ha sido atribuido a la
capacidad de estas proteinas de unir Ca?*, sino también a las modificaciones
postraduccionales con las que estas cuentan (Sarem & Lideke, 2015; Boskey &
Villarreal-Ramirez, 2016; Kocot et al., 2016). La (perlinays es una proteina que se
obtuvo de manera recombinante en E. coli, por lo que carece de las modificaciones
postraduccionales descritas en la literatura (sulfatacion, glicosilacidon y miritilisacién)
(Miyashita et al., 2000). A pesar de eso, se observd que la rperlinags mantuvo un
comportamiento con tendencia a la oligomerizacién influenciado por los iones Ca%*
Mg?*y CO3%* a pesar de carecer de las modificaciones postraduccionales que
caracterizan de las proteinas de biomineralizacion. Por lo anterior, proponemos que
en el caso de la perlina las modificaciones postraduccionales podrian no estar
asociadas al proceso de ensamblaje, sino principalmente podrian participar en ubicar

a la proteina en el nucleo donde comenzara la deposicidn de los biominerales u otras

funciones desconocidas.

La interaccidn de la rperlinaps His+/His- con los iones Ca?* Mg?*y COs%*

Se obtuvieron espectros de fluorescencia de la rperlinays His+/His- con el fin de
describir los cambios en el ambiente quimico de los residuos de Trp en presencia de
distintos iones (Ca?* Mg?*, COs%*y Na*) (Figura 23). Los espectros mostraron que al
adicionar CaCl; a la rperlinaps His+/His-, se presenté un desplazamiento en el maximo
de emision de fluorescencia de 12 nm con respecto a la emisidon de la proteina
control (339 nm maximo de emisién). La adicion de NaCOs por su parte, provoco un
desplazamiento en la emisién de fluorescencia de 2 nm con respecto a la proteina

control, ya que su maximo de emision fue de 337 nm. Durante el ensayo también se
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utilizaron las sales NaCl y MgCl,.Sin embargo, no se observod que estas influyeran de

manera significativa el comportamiento de la rperlinays His+/His-.
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Figura 24. Analisis de la interaccién de la perlinays His+/His- con los iones Ca** Mg?* Na*y CO;*. Se
tomaron espectros de fluorescencia de la perlinays His+/His- en presencia de distintas sales. La
rperlinags His+/His- que se utiliz6 como control se muestra en color negro. La perlinaps His+/His-
adicionada con NaCOs se muestra color verde. La (perlinays His+/His- adicionada con NaCl se muestra
en color azul, La perlinays His+/His- adicionada con MgCl, se muestra en color morado. La (perlinag¢
His+/His- adicionada con CaCl, se muestra en color vino tinto. Las mediciones se realizaron en un
espectrofotometro F-4500 FL (HITACHI,), con una celda de 1 cm de longitud de camino, una longitud

de onda de excitacién de 280 nm, y una longitud de onda de emision entre 295 y 500 nm.
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En 2008 Collino y Evans describieron que si bien, la proteina n16N no sufre cambios
conformacionales drasticos a nivel global al interaccionar con los iones carbonato o
calcio, si es posible que se reordenen las cadenas laterales de la proteina (Collino &
Evans, 2008). Lo que corresponde con los datos de fluorescencia, determinados en
esta tesis, debido a que durante nuestras mediciones no se observaron grandes
cambios en el maximo de emision de los Trp de la (perlinays cuando estos se

monitorearon al interaccionar con diversos iones.

Se generd un modelo tridimensional por homologia con la secuencia de la rperlinagy,
con el fin de mostrar la posible ubicacion espacial de los residuos de Trp en la
secuencia de la proteina. El modelo se construyd con base a la identidad de la
proteina ubiquitin-ligasa RNF38. Utilizando el programa SWISS MODEL. Los Trp
mostrados en la Figura 24 son algunos de los residuos que podrian verse perturbados
durante la interaccion de la rperlinaps His+/His- y los iones presentes en el ambiente
durante el experimento de fluorescencia. Sin embargo, debido a que la familia de las
proteinas n16 no muestran identidad con ninguna proteina reportada hasta el
momento, solo se generd un modelo que cubrié el 20% de la secuencia de la

rperlinaps (Figura 24).
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GPGGSGSMTCTLRWTITALVLLGICHLARPAFRTKCGRYSYCWIPYDIERDRYDNGDKKCCFCRNAWSPWQCK
EDERYEWLRCGHKFYYMCCYTDDDNGNGNGNGNGFNYLKSLYGGYGNGNGEFWEEYIDERYDK

Figura 25. Modelo de la (perlinag:. En la parte superior de la figura se representa la secuencia a
completa de la (perlinayt. Dentro del recuadro coloreado en cian se muestra la secuencia de residuos
de aminodcidos a partir de la que se generd el modelo tridimensional de la rperlinags mostrado en la
parte inferior de la figura. En color azul se encuentran resaltados los residuos Trp contenidos en la
secuencia de la rperlinays. El modelo se generd con el servidor SWISS MODEL basado en la secuencia

de la proteina ubiquitin-ligasa RNF38 y la imagen se obtuvo con el programa PyMOL.

Cristalizacién de la rperlinaps

Se realizd un “screening” inicial de cristalizacion por el método de “microbatch”
utilizando los 14 “kits” de cristalizacion de la marca “Hamton Research” y “Jena
Bioscience”. Durante este ensayo se utilizd la rperlinaps His +/ His- a una
concentracion de 2 mg/ml. Probando un total de 1400 condiciones diferentes. Todas

fueron incubadas a 4 y 18° C. Las pruebas fueron analizadas después de dos semanas
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y se observé que menos del 50% de ellas se encontraban precipitadas, formando
fibras, erizos y pequefias esferulitas (Figura 25). También se determind que los “kits”

con mavyor éxito fueron el “Natrix” y “Membfac”.
y y

Figura 26. Pruebas de Cristalizacion de la perlinays (His +/ His -). En las imdgenes se pueden observar
algunas de las condiciones de cristalizacidén. Todas las pruebas estaban en el amortiguador Tris-HCI

20 mM, cloruro de sodio 10 mM, sarcosil 1% y se incubarona 4y 18 °C.

Se realizaron 10 matrices de optimizacién (Anexo 4). Donde se variaron las
condiciones de cristalizacion alrededor de las que mostraron mejores resultados. Lo
anterior, con el fin de obtener cristales que pudieran ser expuestos a los rayos X

(Tabla 3).

71



Tabla 6. Condiciones de cristalizacion de la perlinay His +/ His - a partir de las cuales se realizaron

N° de condicion

matrices de optimizacion

12

11

15

23

30

12

25

25

30

28

Natrix

Natrix

Natrix

Natrix

Natrix

Natrix

PEG/lon

Natrix

Natrix

PEG/lon

Natrix

Natrix

Condicion Adicionada

0.01 M de cloruro de magnesio, 0.05 M de mes pH 5.6 Y

1.8 M de sulfato de litio

0.1 M de sulfato de magnesio, 0.05 M de cacodilato de
sodio pH 6y 1.8 M de sulfato de litio

0.1 M cloruro de magnesio, 0.05 M cacodilato pH 6,.5,1
M sulfato de litio

0.04 M cloruro de magnesio, 0.05 M cacodilato pH 6, 5%
MPD
0.04 M cloruro de magnesio, 0.05 M cacodilato pH 6.5,
20% PEG 4000
0.1 M Tris-HCl pH 8, 1.5 M sulfato de litio

0.01 M cloruro de magnesio, 0.05 Mes pH 5.6, 2 M
sulfato de litio

0.2 M de cloruro de calcio 20% PEG 3350

0.1 M sulfato de magnesio, 0.05 cacodilato de sodio
pH 6, 1 M sulfato de litio
0.08 M acetato de magnesio 0.05 M cacodilato pH 6.5,
PEG 30% 4000
0.2 M acetato de magnesio, 20 % PEG 3350

0.1 M Tris-HCl pH 8, 1.5 M sulfato de litio Na,CO03

0.1 M sulfato de magnesio, 0.05 cacodilato de sodio pH Na,CO03
6, 1.6 M sulfato de litio

De las 10 matrices, las mas exitosas fueron las generadas a partir de una variacién

de la condicion 23, 0.04 M de cloruro de magnesio, 0.05 M de cacodilato de sodio

pH 6.5y 20% de PEG 4000 y la condicidon 25, 0.08 M de acetato de magnesio, 0.05 M

de cacodilato de sodio pH 6.5 y 30 % de PEG 4000 del “kit” “Natrix”. Asi como la

condicién 25, 0.2 M de acetato de magnesio y 20 % de PEG 3350 del “kit” PEG/lon

(Figura 26) donde se obtuvieron cristales después de 3 semanas.
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Figura 27.-Cristales obtenidos a partir de las matrices de optimizacion de la (perlinay (His +/ His-).

(A) Cristales obtenidos en la condicion Tris HCI 20 mM, pH 8, cloruro de sodio 10 mM, 1% de sarcosil
(0.04 M de cloruro de magnesio, 0.05 M de cacodilato de sodio pH 6.5 y PEG 4000 30%. (B) Cristales
obtenidos en la condicidn, 0.04 M de cloruro de magnesio, 0.05 M de cacodilato de sodio pH 6.5y
25% de PEG 4000. (C) Cristales obtenidos en la condicion 0.2 M de acetato de magnesio y 40% de
PEG 3350. (D) Cristales obtenidos en la condicidon 0.08 M de acetato de magnesio, 0.05 de cacodilato
de sodio pH 6.5 y 20% de PEG 4000. (E) Cristales obtenidos en la condicidon 0.08 M de acetato de
magnesio, 0.05 de cacodilato de sodio pH 6.5 y 35% de PEG 4000. Todas las pruebas estaban en el
amortiguador Tris-HCl 20 mM, cloruro de sodio 10 mM, sarcosil 1% a una concentracion de 2.5

mg/mLy se incubaron a 18 °C.

De manera simultanea se pusieron pruebas de la rperlinayf (His +/ His -) a 2 mg/ml en
presencia de 0.1 M de NaCOszy con 0.01 M de CaCl,. Para cada una de estas se
probaron 350 condiciones (con los “kits” “Membfac, Natrix, Crystal Screen 1y 2,
Crystal Screen Lite”) y 240 condiciones respectivamente con los “kits” “Membfac,
Natrix, Crystal Screen 1 y 2, Crystal Screen Lite”. Estas pruebas se incubaron
solamente a 18° C.
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Los primeros cristales de la rperlinaps (His +/ His -) adicionados con 0.1 M de NaCOs,
se obtuvieron después de dos semanas en las condiciones 1 (0.01 M de cloruro de
magnesio, 0.05 M de mes pH 5.6 Y 1.8 M de sulfato de litio) y 12 (0.1 M de sulfato
de magnesio, 0.05 M de cacodilato de sodio pH 6 y 1.8 M de sulfato de litio) del “kit”
“Natrix” y la condiciéon 46 (0.1 Tris-HCI pH 8.5, 0.2 M de sulfato de litio) del “kit”
“Membfac” (Figura 227); El cristal obtenido en la condicion 1 del “kit” “Natrix” fue

sometido a difraccion de rayos X, y permitid obtener datos de difraccion de la

rperlinaps (His +/ His -) (Figura 27 A).

Figura 28. Cristales obtenidos en las pruebas de cristalizacion de \perlinaysHis +/ His - en presencia
de carbonato de sodio. (A) Cristales de (perlinapsHis +/ His - en presencia de Na,COs obtenidos en la
condicién 1 del “kit” “Natrix” en rojo se muestra el cristal que fue sometido a la difraccion de rayos
X (B) Cristales encontrados en la condicidn 12 del “kit” “Natrix” en presencia de Na,COs, (C) Cristales
obtenidos en la condicidn 46 del kit “Membfac” en presencia de Na,COs. Todas las pruebas estaban
en el amortiguador Tris-HCl 20 mM, cloruro de sodio 10 mM, sarcosil 1% a una concentracién de 2.5

mg/mLy se incubaron a 18 °C.

Una vez que se comprobd que el cristal era de proteina, se realizé una matriz de
optimizacién por el método de “gota colgante”. Pero al no encontrarse ningun cristal
en esta matriz después de que la placa fuera incubada por mas de 3 meses se
exploraron también los métodos de “microbatch” y gota sedente. Donde después de
2 semanas, se encontraron cristales (Figura 26). Ademas, para esta condicion se
probd el “kit” de “Aditivos” de “Hamton Research” encontrando 29 condiciones
nuevas donde aparecieron cristales. Algunos de los cristales obtenidos se muestran
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en la Figura 28. Se probaron también los tres “kits” de “Detergents Screen” de
“Hampton Research” donde se obtuvo un cristal bastante similar al antes difractado
(Figura 27). Tanto los “Aditivos” como los “detergentes” se probaron por el método

de “microbatch” y se incubaron a 18°C.

Figura 29. Cristales encontrados en las pruebas de cristalizacion generadas a partir de optimizar

la condicién 1 del “kit” “Natrix”, asi como en presencia de Aditivos y “Detergents Screen” (A)
Cristal encontrado en presencia del aditivo NDBS 221 (2 M). (B) Cristal encontrado en presencia del
aditivo hexamina cloruro de cobalto (0.1 M). (C) Cristal encontrado en presencia del aditivo
trimelamina N-oxido (30%). (D) Cristal encontrado en presencia del aditivo PEG 400 (50%). (E) Cristal
encontrado en la optimizacién de la condicién 1 a una concentracion de 2 mg/mL (0.01 M de cloruro
de magnesio, 0.05 M de Mes pH 5.6 y de sulfato de litio). (G) Cristal encontrado en presencia de
detergente dodecil-N-Ndimetilglicina. Todas las pruebas se realizaron en presencia del

amortiguador Tris-HCl 20 mM, cloruro de sodio 10 mM, sarcosil 1% y se incubaron a 18 °C.

Se analizaron las condiciones 12 (0.1 M de sulfato de magnesio, 0.05 M de cacodilato

de sodio pH 6 y 1.8 M de sulfato de litio) y 46 (0.1 Tris-HCl pH 8.5, 0.2 M de sulfato
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de litio) de las optimizaciones de la rperlinaps en presencia de Na>COs. Al igual que en
la condicién 1 no se encontraron cristales utilizando el método de “gota colgante”,
aunque al pasarlas a los métodos de “microbatch” y gota sedente solo se observd

nucleacion en las matrices de la condicién 46 (Figura 29).

Figura 30. Cristales obtenidos a partir de una condicion de optimizacién. Se encontraron cristales
en la condicién 0.1 tris-HCl pH 8.5, 0.2 M de sulfato de litio. Las pruebas estaban en el amortiguador
Tris-HCl 20 mM, cloruro de sodio 10 mM, sarcosil 1% a una concentracion de 2.5 mg/mL y se

incubaron a 18 °C.

Llama la atencién que como se podrd observar en las figuras 24-29, en su mayoria
los cristales encontrados presentan una forma caracteristica de barras o cubos.
Ademas de que cuando los cristales fueron tefiidos con el colorante “Izit”, no
presentaron el comportamiento caracteristico de tincion frente a este colorante
(cuando los cristales son de sal, estos no se tifien, a diferencia de los cristales de
proteina que si se tifien). Sino que se observé que solo se tifio la parte periférica del
cristal y la parte central se mantuvo sin tefiir. Este comportamiento podria deberse
a que como se describid previamente, la rperlinaps His +/ His- es una proteina de
andamio que participa en el proceso de nucleacién de cristales o tabletas de

aragonita, asi que lo que observamos en casi todas las pruebas de cristalizacion fue
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que la rperlinaps His +/ His- mantiene su funcién como proteina promotora de la
nucleacién de cristales como lo hace en la concha de los moluscos (Miyashita et al.,
2000; Suzuki et al, 2009; Bahn et al, 2017). Debido a lo anterior y como se observd
durante las pruebas de cristalizacién, fue mds probable encontrar cristales de sal,
que podrian ser de Mg?* o Ca?* ya que se encuentran como factor comun en las
condiciones de cristalizacion, que encontrar cristales de proteina de la rperlinaps His

+/ His— (Figura 30).

Matriz
ristali

E Matriz cristalina

. rperIinapf His+/ His-

Figura 31. llustracidon esquematica del proceso propuesto de la formacidon de cristales en presencia
de \perlinays His +/ His. El esquema representa a los cristales obtenidos durante las pruebas de
cristalizacion fueron tefiidos con el colorante “Izit”. Durante este proceso la (perlinay His +/ His,
participaria en la formacién de presuntos cristales de Ca?* o Mg?*. Donde la proteina se ubica en la
periferia del centro de nucleacidon del cristal, para posteriormente estabilizar y promover el

crecimiento del cristal de sal.

Difraccién de Rayos X

Los cristales encontrados en la condicién 0.01 M de cloruro de magnesio, 0.05 M de

mes pH 5.6 y 1.8 M de sulfato de litio, fueron criopreservados ( 0.01 M de cloruro de
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magnesio, 0.05 M de mes pH 5.6, 1.8 M de sulfato de litio y 30% de glicerol) y
difractados en el Laboratorio de Estructura de Proteinas del LANEM, en el Instituto
de Quimica de la UNAM; se colectaron 164° utilizando el detector Dectris Pilatus 3R.
200K, con el programa HKL se propuso que los grupos espaciales podrian ser C222,
P2, P622 y P6, con cada una de las cuales se intentd hacer un remplazo molecular
con el programa Phaser, utilizando un modelo parcial generado en el servidor SWISS-

MODEL de ExPASy (https://www.expasy.org/) por homologia, a pesar de eso no se

encontraron resultados que nos permitieran resolver las fases por lo que también se
intentd utilizar el programa Phaser SAD con cada uno de los grupos espaciales ya

hipotetizado, sin encontrar ninguna solucidn.

Figura 32. Difraccién de Rayos X. (A) Cristales difractados en el Anodo rotatorio en el LANEM. (B)

Patron de difraccién de la ;perlinaysa aproximadamente 3.2 A de resolucion.

Hasta la fecha solo se encuentran determinadas estructuras cristalograficas de la
proteina llamada PPL3 de la concha de Pteria pingiiino, en condiciones de
cristalizacién completamente diferentes a las reportadas para la la rperlinaps (0.2 M
de sulfato de amonio, 0.1 M de Tris-HCIl pH 5.5 y 25% de PEG 3350) con el método
de gota colgante en la forma apo con un méaximo de resolucion de 1.2 A y en

complejo con trehalosa a 1.5 A. La estructura apo se resolvié con un reemplazo
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isomorfo por el método de dispersion anémala (SIRAS) (Nakae et al., 2018). Esto en
gran medida se debe a que las proteinas de biomineralizacion carecen de estructura
secundaria, lo que impide obtener un cristal apropiado para ser difractado (Evans,
2012; Boskey & Villarreal-Ramirez, 2016; Rutter et al., 2018). Asi como a que las
secuencias de estas proteinas han sido reconocidas por presentar regiones que no
corresponden con secuencias de otras proteinas globulares, por lo cual no pueden
ser resueltas por el método de remplazo molecular, dificultando aun mas, el proceso

de determinacion estructural por cristalografia.

Como ya se menciond en este trabajo reportamos la obtencién de un cristal de
proteina de la rperlinags, el cual fue difractado y con él cual se colectaron datos de
difraccion. Este resultado junto a los obtenidos con los servidores IUPred y PONDR
(este método identifica las regiones de secuencia intrinsecamente desordenadas
basadas en la composicion de aminodcidos) no describen a la perlina como una
proteina intrinsecamente desordenada (Anexo 5). Por lo cual, fue factible que la
rperlinapscristalizard. Es importante recordar que el cristal encontrado se encontraba
co-cristalizadd con NaCOs, lo que pudo aumentar la estabilidad de la proteina al

interaccionar con este ion.
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Conclusiones

e Se logro expresar, solubilizar, purificar y cristalizar a la rperlinaps. Los cristales
se obtuvieron en presencia de NaCOs. Sin embargo, no se logré determinar la
estructura cristalografica de la rperlinapr.

e Se observé que el pH es un factor determinante durante el proceso de
oligomerizacién de la rperlinays, ya que a mayor pH se encontraran oligémeros
de menor tamafio de la (perlinays y viceversa.

e El estado oligomérico de la rperlinaps es alterado por la presencia de distintos
iones como CO3?%, Ca*? y Mg *2y esto se puede correlacionar con su funcién
bioldgica durante el proceso de biomineralizacién del ndcar, a pesar de que la
perlinaps en realidad tiene poblaciones de perlina con y sin etiqueta de
histidina.

e Los andlisis de DLS nos permitieron observar que la (perlinaps es capaz de
interaccionar con los iones CO3?, Ca*? y Mg* a pesar de carecer de las
modificaciones postranscripcionales  (sulfatacion,  glicosilacion vy
miritilisacion), por lo que proponemos que dichas modificaciones
participarian principalmente en ubicar a la perlina en los sitios donde
comenzara la nucleacidn de los cristales de aragonita y no en la interaccién
entre la proteina y los iones CO3?, Ca*?y Mg *2.

e Durante las pruebas de cristalizacidon se encontré que la rperlinays mantiene
su funcién como proteina promotora de cristales, debido a que se observé

que la proteina fue capaz de favorecer la nucleacidn de cristales de sal.
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Perspectivas

* Obtener una nueva construccion de la (perlinapgr que nos permita obtener una

proteina sin la etiqueta de histidinas y sin el péptido sefal.

* Evaluar por DLS el comportamiento oligomérico de la (perlinaps al

interaccionar con diferentes metales como zinc, cobre y plata.

* Evaluar el plegamiento de la proteina con técnicas espectroscépicas como

Dicroismo Circular (DC) o Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

* Realizar estudios termodinamicos de la interaccién entre la rperlinaps y los

iones CO3%, Ca*?y Mg *2.

* Obtener la estructura cristalografica de la rperlinapf, asi como la estructura del
complejo de la rperlinaps en presencia de NaCOs?, Ca*? y Mg *2. La obtencidn
de estas estructuras nos permitiria establecer los detalles de la interaccion a

nivel atdomico de la proteina y estos iones.
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Anexos

Anexo 1
Evaluacion de la expresion de la en diferentes cepas de E. coli.

Se evalud la expresion de (perlinaps en las cepas MC1061, ER2566, BL21 y BL21-
CodonPlus-RIL de E. coli. Durante el proceso solo se observo expresion de la proteina
en la fraccion insoluble de la cepa ER2566, por lo que se decidio trabajar con estas
condiciones. A continuacion, se muestran los geles correspondientes a cada una de
las cepas evaluadas.

A B

Exoresién en MC1061 Expresion en BL21

M TO Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7

250 250

130 130
100 100
70 70

55 55

35

Expresion en BL21-CodonPlus-RIL

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 M

Proceso de expresion de la (perlinays en diferentes cepas Electroforesis de SDS-PAGE al 15%, donde
se muestran la induccidn de la perlinay en el extracto crudos obtenido de la fraccidn insoluble del
cultivo tomados cada hora, a partir de la induccién con IPTG (Tiempo 0). (M) Marcador en kDa. (A)
Cepa MC1061. (B) Cepa BL21. (C) BL21-CodonPlus-RIL. Todas las pruebas de expresion se realizaron
a37°C
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Anexo 2

No. de folio: 51-2016

Laboratorio Universitario de Protedbmica
IBT/UNAM

Servicios de identificacion, caracterizacion estructural y cuantificacion de proteinas a
través de la Espectrometria de Masas de alta resolucion.

Usuario: Elena Lizbeth Garcia Villegas
Teléfono: 3338319294

E. mail: eliz@ibt.unam.mx; rudino@ibt.unam.mx
Jefe de Grupo: Dr. Enrique Rudifio

Institucion: IBT-UNAM

NuUmero de Muestras :1

Tipo de servicio: Identificacién de proteinas
Fecha de recepcién de muestra: 2/6/2016

RESULTADOS
MUESTRA-51-2016

Busqueda de identidad utilizando base de datos de 097048 y I2FK00

Accessio Description Score | Coverage # Unique # # MW calc.
n P 9 Peptides Peptides PSMs [kDa] pI
097048 N16.5 matrix protein 546.9 63.57 8 9 467 15.4 6.49

OS=Pinctada fucata PE=1 7

SV=1 - [MA165_PINFU]

MTCTLRWTIT ALVLLGICHL ARPAFRTKCG R¥SYCWIPYD IERDRYDNGD KKCCEFCRNAW
SPWQCKEDER YEWLRCGHKF YYMCCYTDDD NGNGNGNGNG FNYLKSLYGG YGNGNGEFWE
EYIDERYDK

#
AM .
e XC | Cha MH+ m/z RT Missed
Sequence # PSMs Modifications o | rge [Da] [p;])m [Da] [mind Cleavag
es
SLYGGYGnGNGEFWE 12 N8(Deamidated); 5.6 2 2457.0 1.49 1229.0 43.79 0
EYIDER N10(Deamidated) 1 1909 1318
SLYGGYGNGNGEFW 5 5.4 2 2455.0 -1.28 1228.0 41.95 0
EEYIDER 5 4424 2576
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SLYGGYGNGnGEFWE 24  N10(Deamidated) 4.3 2 2456.0 -1.04 12285 47.51 0
EYIDER 0 2886 1807
SLYGGYGnGnGEFWE 8 N8(Deamidated); 3.9 2 2863.2 0.62 1432.1 44.04 1
EYIDERYDK N10(Deamidated) 9 0244 0486
SLYGGYGNGNGEFWE 16  N8(Deamidated) 3.9 2 2862.2 -2.66 1431.6 42.74 1
EYIDERYDK 0 0903 0815
YSYcWIPYDIER 52 C4(Carbamidometh 3.8 2 1664.7 -1.76 832.87 38.58 0
yl) 7 3845 286
SLYGGYGNGNGEFW 8 3.7 2 2861.2 -2.62 1431.1 42.25 1
EEYIDERYDK 1 2515 1621
NAWSPWQCcKEDER 2 C8(Carbamidometh 3.1 2 1705.7 -0.64 853.37 25.82 1
yl) 6 3772 250
FYYmccYTDDDNGNG 29  M4(Oxidation); 2.7 2 3092.1 0.15 1546.5 34.62 0
nGnGnGFNYLK C5(Carbamidometh 1 2969 6848
yl);
C6(Carbamidometh
yl);
N16(Deamidated);
N18(Deamidated);
N20(Deamidated)
NAWSPWQcK 116  C8(Carbamidometh 2.5 1 1176.5 -2.30 1176.5 26.25 0
yl) 9 2283 2283
EDERYEWLR 112 2.0 2 12956 -1.08 648.30 19.74 1
1 0015 371
#
Accessi Descrintion Score Covera | Unique # MW calc.
on P ge Peptid | Peptides [kDa] pI
es
I2FKO0  Pearlin protein (Fragment) OS=Pinctada fucata 393.2 53.70 6 7 12.9 7.96
GN=pearlin PE=4 SV=1 - [I2FK00_PINFU] 0

MTCTLRWTIT ALVLLGICHL ARPAFRTKCG RYSYCWIPYD IERDRYDNGD KKCCFCRNAW SPWQCKEDER
YEWLRCGHKF YYMCCYTDDD NGNGNGNGNG FNYLKSLY

AM # Missed
I XC | Cha MH+ m/z RT
Sequence # PSMs Modifications orr || rge [Da] [p;])m [Da] [mind Clea;/age
FYYMccYTDDDNGNG 6 C5(Carbamidomet 5.3 3 3076.1 -0.42 1026.0 38.41 0
nGNGNGFNYLK hyl); 6 3303 4919
C6(Carbamidomet
hyl);
N16(Deamidated)
N18(Deamidated)
N20(Deamidated)
YSYCWIPYDIER 52 C4(Carbamidomet 3.8 2 1664.7 -1.76 832.87 38.58 0
hyl) 7 3845 286
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NAWSPWQCcKEDER 2 C8(Carbamidomet 3.1 2 1705.7 -0.64 853.37 25.82 1
hyl) 6 3772 250
NAWSPWQcK 116 C8(Carbamidomet 2.5 1 11765 -230 1176.5 26.25 0
hyl) 9 2283 2283
EDERYEWLR 112 2.0 2 12956 -1.08 648.30 19.74 1
1 0015 371
Busqueda de identidad utilizando base de datos de E.coli
Acce S Cov # Unique # MW | cal
Ssio Description erag "a Pepti | [kDa | c.
ore Peptides
n e des ] pI
A77 30S ribosomal protein S7 OS=Escherichia coli 0139:H28 26 55.1 10
si6 (strain E24377A / ETEC) GN=rpsG PE=3 SV=1 - 7.9 3 0'/ 8 11 17.6 30'
[RS7_ECO24] 5 0

MPRRRVIGQOR KILPDPKFGS ELLAKFVNIL MVDGKKSTAE
AFEVALENVR PTVEVKSRRV GGSTYQVPVE VRPVRRNALA
ANELSDAAEN KGTAVKKRED VHRMAEANKA FAHYRW

SIVYSALETL AQRSGKSELE
MRWIVEAARK RGDKSMALRL

I RT # Missed
Sequence Sl XCorr Clizig MH+ [Da] e m/z [Da] [min | Cleavage
s e [ppm] 1 S
SGKSELEAFEVALENVRPTVE 6.95 3 2531.3314 -1.52 844.44867 47.7 1
VK 6 9
SELEAFEVALENVRPTVEVK 5.21 2 2259.1826 -1.84 1130.0949 48.3 0
6 7 5
LANELSDAAENK 4.44 2 1274.6199 -1.91 637.81360 4.83 0
2
RVGGSTYQVPVEVRPVR 4.31 3 1899.0527 -1.73 633.68909 28.2 1
1 0
VGGSTYQVPVEVRPVR 3.49 2 1742.9520 -1.60 871.97968 29.2 0
7 5
FVNILMVDGKK 3.43 2 1263.7107 -1.81 632.35901 32.9 1
4 8
FVNILmVDGKK M6(Oxidatio 3.17 2 1279.7058 -1.63  640.35657 30.4 1
n) 6 5
Accessio Describtion Scor | Cover # Unique Pe #; de MW calc.
n P e age Peptides ps [kDa] pI
AOA027Z  Peptidoglycan-associated outer membrane 114. 29.48 3 3 18.9 7.43
CD5 lipoprotein OS=Escherichia coli 091:H14 str. 95

2009C-3227 GN=BX07_17860 PE=3 SV=1 -
[AOA027ZCD5_ECOLX]
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MOLNKVLKGL MIALPVMAIA ACSSNKNASN DGSEGMLGAG TGMYANGGNG NMSSEEQARI

OMOOTOONNT VY EDDRYDTRSDEAQMEDANEANELEC\ 5 YK VTVEGERD ERGTPEYNIS

LGERRANAVK MYLQGKGVSA DQISIVSYGK EKPAVLGHDE AAYSKNRRAV LVY

RT .

Sequence Modifications Q7 | i MH+ [Da] o m/z [Da] | [min i Al

r e [ppm] ] Cleavages

LQOMQQLQQNNIVYFDLDKY  M3(Oxidation) = 7.69 3 2802.380 1.18 934.7982 41.9 1
DIR ; 10 2 9

N9(Deamidate
d)

LQMQQLQQNNIVYFDLDKY 5.90 3  2785.395 -0.68 929.1368 45.2 1
DIR 97 4 1

LQMQQLQQNNIVYFDLDKY  M3(Oxidation) = 5.34 3  2801.391 -0.39 934.4687 42.0 1
DIR 70 5 5

SDFAQMLDAHANFLR 5.31 2 1735.819 -1.31 868.4135 42.1 0
87 7 8

GVSADQISIVSYGK 5.23 2 1423.741 -1.16  712.3742 30.1 0
14 1 3

SDFAQmMLDAHANFLR M6(Oxidation) 4.68 2 1751.814 -1.74 876.4106 36.0 0
01 4 2

Accessi Sc | Cove | # Unique # MW | calc

on D] ore | rage Peptides Pe:stld [kDa] | . pI

AOA090  30S ribosomal protein S5 OS=Escherichia coli GN=rpsE  82. 57.4 6 6 17.5 10.

BZW5 PE=3 SV=1 - [AOA090BZWS5_ECOLX] 37 9 23

MAHIEKQAGE LQEKLIAVNR VSKTVKGGREIESFTALTVVG DGNGRVGFGY GKAREVPAAI
Ok AEKARR NIMENVAINNGENEOHBVEGCVHT GSVEMQPAS EGTGITAGGA MRAVIEVAGY
HNVLAKAYGS TNPINVVRAT IDGLENMNSE AMVAAK:CKS DL LGK

# Missed
Sequence Modifications s | G MH+ [Da] AM m/z [Da] RT Cleavage
e [ppm] [min] S

VFMQPASEGTGIIAGGAmMR  M3(Oxidation); =~ 5.69 2 1924.9221 -1.82  962.9647 28.30 0

M18(Oxidation 7 2
)

VFMQPASEGTGIIAGGAMR  M3(Oxidation) 4.84 2 1908.9286 -1.11  954.9679 31.88 0
4 6

AVLEVAGVHNVLAK 4.80 2 1419.8311 -0.56 710.4191 32.62 0
0 9

AYGSTNPINVVR 3.83 2 1290.6801 -0.02 645.8436  24.49 0
0 9
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Sc . # MW
Acce . Cove | # Unique . calc
- Description or - Pepti | [kDa
ssion e | rage Peptides des ] . pI
A7Z 50S ribosomal protein L10 OS=Escherichia coli 0139:H28 79 375 4 4 177 8.9
uls (strain E24377A / ETEC) GN=rpl] PE=3 SV=1 - [RL10_EC024] .8 8 8
0

GALSAVVADS RGVTVDKMTE LRKAGREAGV YMRVVRNTLL

LFKEFA KANAKFEVKA AAFEGELIPA

LM ATMKEASAGK LVRTLAAVRD AKEAA

RRAVEGTPFE CLK

Sequence Modificatio | XCor | Charg MH+ AM m/z [Da] RT # Missed
q ns r e [Da] [ppm] [min] Cleavages
DAFVGPTLIAYSMEHPGA 5.62 2 2174.064 -2.42 1087.536 42.39 0
AAR 74 01
AAAFEGELIPASQIDR 4.84 2 1687.863 -1.03 844.4353 34.29 0
33 0
DAFVGPTLIAYSmEHPGA ~ M13(Oxidatio 4.60 2 2190.060 -1.98 1095.533 35.89 0
AAR n) 59 94
LATLPTYEEAIAR 3.36 2 1447.777 -0.98 724.3925 33.16 0
76 2
QAIVAEVSEVAK 3.27 2 1243.687 -1.61 622.3472 29.45 0
30 9
Accessi Description Sc | Cover # Unique Pe#ti d MW calc.
on p ore age Peptides gs [kDa] pl
AOA01 50S ribosomal protein L13 OS=Escherichia coli 1-176-05_S3_C2 44. 27.46 4 4 16.0 9.82
71763 GN=rpIM PE=3 SV=1 - [A0A0171763_ECOLX] 75

MKTFTAKPET VK TLGRLAS ELALRLRGKH KAEYTPHVDT GDYIIVLNAD

KVAVIGNKRT DKVYYHHTGH IGGIKQATFE EMIARRPERV IEIAVKGMLP KGPLGRAMFR
KLKVYAGNEH NHAAQQPQVL DI

Modificatio | XCor | Charg AM . # Missed
Sequence . 5 2 MH+ [Da] [ppm] m/z [Da] RT [min] Cleavages
AEYTPHVDTGDYIIVLNADKVA 7.17 3 2903.4790 0.14  968.49786 41.30 1
VTGNK 4
AEYTPHVDTGDYIIVLNADK 6.22 2 2234.0916 -2.70  1117.5494 36.82 0
0 4
HKAEYTPHVDTGDYIIVLNADK 4.75 3 2499.2458 -2.25 833.75348 35.05 1
8
DWYVVDATGK 3.78 1 1153.549 -2.41 1153.549 27.5 0
68 68 1
Access Sco Cover # Unique 5 MW calc
ion DERATEIE re age Peptides Pepsude [kDa] pI
E7I5H Ferritin OS=Escherichia coli LT-68 GN=ECLT68_0741 PE=3 37. 39.38 3 3 18.8 4.81
3 SV=1 - [E7ISH3_ECOLX] 29

MIEKLNEQMN LELYSSLLYQ QOMSAWCSYHT FEGAAAFLRR HAQEEMTHMO RLFDYLTDTG

INELA HAAMTNQDYP TENFLOWYVS
EQHEEEKLFK SIIDKLSLAG K
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Modificatio | XCor | Charg AM RT # Missed
Sequence B 2 MH+ [Da] [ppm] m/z [Da] [min] Cleavages
SGEGLYFIDKELSTLDTQN 5.86 2 2130.020 -1.41 1065.514 46.74 1
80 04
LFDYLTDTGNLPR 5.04 2 1524.767 -1.37  762.8872 36.13 0
26 7
INTVESPFAEYSSLDELFQETYKHEQ 4.50 4  3687.801 -1.27  922.7059 52.51 1
LITQK 90 3
Acces o Sc | Cov # # . MW | cal
sion Description or | erag Unlque Pepti | [kDa C.
e e Peptides des 1 pI
AOA02  Uncharacterized protein OS=Escherichia coli 0145:NM str. 34 43.2 4 4 198 5.5
5CV90 2010C-3526 GN=BX51_03055 PE=4 SV=1 - 9 4 4
[AOA025CV90_ECOLX] 0

MRNLVKYVGI GLLVMGLAAC DDKDTNATAQ GSVAESNATG NPVNLLDGK

©@SGKLGTOAN NMHVWSDAT
AIELKGHKMQ QLDSIISAK

G Q RLEDQORSH DPQLOVVTNK

. . XCo Char MH+ AM RT # Missed
Sequence Modifications s ge [Dal [ppm] m/z [Da] [min] Cleavages
AVIVIMGDDPKEDLAVLAK M6(Oxidation) ~ 5.40 2 2013.092 -0.72  1007.049 37.08 1
33 80
GQTAYSSVILGNVGNQLLTMQITLPA  N28(Deamidat ~ 5.05 3 3303.684 -1.30  1101.899 50.44 0
DnQQK ed) 79 78
AQTTAENIINTLVIQ 4.53 2 1628.883 -1.36  814.9452 43.24 0
23 5
LSFSLPADMTDQSGK 3.49 2 1596.754 -1.67  798.8810 35.55 0
81 4
#
Acc Sc | Cov Unique # MW | cal
essi Description or | era Pe ?i de Pept | [kD C.
on e ge P ides al pI
QOT  Lipopolysaccharide core heptose(II)-phosphate phosphatase 31  26. 1 3 224 9.2
FJ0  OS=Escherichia coli 06:K15:H31 (strain 536 / UPEC) GN=ais PE=3 3 00 9
SV=1 - [AIS_ECOL5] 1

MLAFCRSSLK SKKYFIILLA LAATAGL
HAERCDRSTN QCLSDKTGIT VKGTQDA

GTH AAWSSNGLPR IDNKTLA
TIQSATWESA

GKKLTVDKRF LOCGNEIYSA IKDLQRKAPD KNIVIFTHNH CLTYIAKDKR DATFKPDYLD

GLVMHVEKGK VYLDGEFVNH

I XCo | Char MH+ AM RT # Missed
Sequence Modifications r ge [Dal] [ppm] m/z [Da] [min] Cleavages
DATFKPDYLDGLVmMHYV  M14(Oxidatio 5.99 3 2094.019 -0.92 698.6779 39.70 0
EK n) 38 8
ELGNAFSADIPDFNLYS N14(Deamida 5.06 2 2431.137 -1.37 1216.072 45.10 0
SNTVR ted) 99 63
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. . #
Accessi L Sco | Cover # Unique . MW calc.
on e re age Peptides Pegstld [kDa] pI
AOAOB1  Heptose kinase OS=Escherichia coli GN=ais PE=3 31. 26.00 2 3 22.2 9.17
K325 SV=1 - [AOAOB1K325_ECOLX] 31

MLAFCRSSLK SKKYIIILLA LAAIAGLGTH AAWSSNGLPR IDNKTLA

HAERCDRSTN QCLSDKTGIT VKGTQDA TIQSATWFSA

GKKLTVDKRL LQCGNEIYSA IKDLQSKAPD KNIVIFTHNH CLTYIAKDKR NATFKPDYLD
GK VYLDGEFVNH

Accession Description Score CEEREl i Ul i i e
P e Peptides Peptides [kDa] pI
AOAQ70DPB  Probable thiol peroxidase 24.12 28.74 1 3 17.8 4.92
5 OS=Escherichia coli 0145:H25 str.
07-3858 GN=tpx PE=3 SV=1 -
[AOA070DPB5_ECOLX]
MSQTVHFQGN PVTVANSIPQ AGSKAQTFTL VAK RKVL NIFPSIDTGV
CAASVRKFNQ LATEIDNTVV LCISADLPFA QS NAEFLQAYGV
ATADGPLKGL AARAVVVIDE NDNVIFSQLV DEITTEPDYE AALAVLR
Sequence Modificatio | XCo | Charg MH+ AM m/z RT # Missed
q ns rr e [Da] [ppm] [Da] [min] Cleavages
NAEFLQAYGVAIADGPLK 6.25 2 1876.979 -0.74  938.993 43.36 0
05 16
FCGAEGLNNVITLSTFR C2(Carbami  5.23 2 1898.941 -0.88  949.974 43.50 0
domethyl) 33 30
DLSDVTLGQFAGK 3.29 2 1350.687 -1.94 675.847 33.48 0
43 35
Acces Description Sco | Cover # Unique Pe#ti d MW calc.
sion P re age Peptides ef)s [kDa] pI
M8SP  Bacterioferritin OS=Escherichia coli 2871950 GN=bfr 23. 21.09 2 2 15.0 4.58
w1 PE=3 SV=1 - [M8SPW1_ECOLX] 17
MFKNWGLKRL NDVEYHESID EMKHADRYIE RILFLEGLPN LODLGKLNIG EDVEEMLRSD
LALELDGAKN LREAIGYADS VHDYVSRDMM IEILRDEEGH IDWLETELDL IQKMGLQONYL
QAQIREEG
Modification | XCor | Charg AM RT # Missed
Sequence S . e MH+ [Da] [ppm] m/z [Da] [min] Cleavages
ILFLEGLPNLQDLGK 4.91 2 1669.9495 -1.74 835.47839 50.29 0
1
LNIGEDVEEMLR 3.75 2 1417.6964 -1.96 709.35187 43.61 0

6
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Acce o = Cove | # Unique # . MW calc
- Description or - Pepti

ssion rage Peptides [kDa] | . pI
e des

L9IR  Uncharacterized protein OS=Escherichia coli 3.4880 11. 243 2 2 16.6 8.4

W8 GN=EC34880_0547 PE=4 SV=1 - [L9IRW8_ECOLX] 66 4 0

MGVTVSINGA DQRTDQALAK VTRDNQIVTL TASRDLRFLL QOEVLEKOMTA RGYMVGPNGP
VNLQIIVSQL YADVSQGNVR YNIATKADIA ITIATAQNGNK MTKNYRASYN VEGAFQASNK
NIADAVNSVL TDTIADMSQD TSIHEFIKON AR

#
U RT .
Sequence Madificatio | XCor | Charg MH+ [Dal AM m/z [Dal | [min Missed
ns r e [ppm] ] Cleavag
es
NIADAVNSVLTDTIADMSQDTSI 4.81 3 3048.480 -0.95 1016.831 57.6 0
HEFIK 26 60 7
FLLQEVLEK 3.13 2 1118.641 -3.46  559.8245 37.6 0
77 2 9
Acces Sc | Cov # # MW | cal
sion Description or | erag Unique Pepti | [kDa | c.
e e Peptides des 1 pI
AOAOQ DNA-binding protein H-NS (Fragment) OS=Escherichia coli 2- 4, 15.6 1 1 15.2 5.7
79CE  316-03_S4_C3 GN=AD30_5632 PE=4 SV=1 - 78 7 6
P7 [AOA079CEP7_ECOLX]

ALKILNNIRT LRAQARECTL ETLEEMLEKL EVVVNERREE ESAAAAEVEE RTRKLOQYRE
MLIADGIDPN ELLNSLAAVK SGTKAKRAQR PAKYSYVDEN GETKTWTGQOG RTPAVIKKAM
DEQGKSLDDFEF LIKOQ

Sequence Modificatio | XCo | Charg MH+ AM m/z [Da] RT # Missed
q ns g e [Da] [ppm] [min] Cleavages
EmLIADGIDPNELLNSL ~ M2(Oxidati  4.78 2 2242.159 -1.98 1121.583 50.92 0
AAVK on) 23 25

METODOLOGIA

Las muestras fueron previamente reducidas con dithiothreitol (Sigma-Aldrich; St
Louis, MO, USA), alquiladas con iodoacetamide (Sigma-Aldrich) y digerida “in gel’
con Tripsin (Promega Sequencing Grade Modified Trypsin; Madison, WI, USA). En
el procesamiento de la muestra con tripsina se utilizé6 una solucion de reaccién
conteniendo 50mM bicarbonato de amonio (pH 8.2) y la incubacién fue de 18 horas

a temperatura de 37 C.
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Los péptidos producidos por clivaje enzimatico fueron desalados con Zip Tip C18
(Millipore; Billerica, MA, USA) y aplicados en un sistema LC-MS (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry) compuesto de una bomba de nanoflujo
EASY-nLC Il (Thermo-Fisher Co.; San Jose, CA, USA) acoplado a un
espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA,
USA) con fuente de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI).

La calibracion del espectrometro fue realizada con una solucion Calmix (N-
butilamina, cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621. Estos calibrantes
se utilizan para calibrar el médulo LTQ Velos con trampa de iones y el médulo
Orbitrap con detector de masas FT (Fourier Transform) en modo de ionizacion
positiva ESI. La N-butilamina se incluye para extender la calibracion de masas a
menores valores de m/z. Este tipo de calibracion permite determinaciones de
masas moleculares con exactitudes menores a 5 ppm (partes/millon).

En la cromatografia de liquidos de nano flujo en linea se utilizé un sistema
gradiente de 10-80% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de acido férmico)
en 120 minutos utilizando una columna capilar hecha en casa (ID 0.75 pm y 10cm
largo RP-C18). El flujo del sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto.

La fragmentacion de los péptidos se realizo aplicando los métodos de CID
(Collision-Induced Dissociation) y HCD (High-energy Collision Dissociation). Todos
los espectros fueron adquiridos en modo de deteccién positivo. La ejecucion y
captura de los datos de fragmentacion fueron realizados de forma dependiente del
escaneo total de iones segun las cargas pre-determinadas con un ancho de
aislamiento de 3.0 (m/z), energia de colisiébn normalizada de 35 unidades
arbitrarias, activacién Q de 0.250, tiempo de activacion de 10 milisegundos y
tiempo maximo de inyeccién de 10 milisegundos por micro-escaneo. Durante la
captura automatica de los datos fue utilizado la exclusién dinamica de iones: (i)
lista de exclusion de 400 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de 30 segundos Y (iii)
tiempo de exclusion de 300 segundos. Los datos en formato .raw fueron
sometidos a busqueda contra la base de datos obtenidas de UniProt a través del

programa Discoverer 1.4 (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA).
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Motor de busqueda: Sequest HT
Base de datos: UniProt (I2FK00, 097048 y E.coli)

Madificacién constante: Carbamidomethyl (Cisteinas)
Modificaciones variables: Oxidation (M) y Deamidated (NQ)
Enzima proteolitica: Tripsina

Numero maximo de “Missed cleavages”: 2

Contaminantes como keratina no son reportados

CUENTA

-ldentificacién de proteinas por LC-MS/MS, 1 muestra

Precio Total:$1,500.00 M.N.
Junio 8, 2016.

Atentamente,

Dr. Cesar V. F. Batista
Jefe del L.U.P.

******Nota: Conservar el numero de folio para cualquier aclaracign.******
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Anexo 3

Espectrometria de masas de la cristalizacion de la rperlinags.

# . AM RT # Missed
Sequence PSMs Modifications XCorr | Charge | MH+ [Da et m/z [Da ] || Gleeveres

SLYGGYGnGnGEFWEEYIDER = 12 N8(Deamidated); = 5.61 2 2457.01909 1.49 1229.01318 43.79 0
N10(Deamidated)

E:\Respaldo Velos\..\51-2016Rudino 6/2/2016 2:54:53 PM

51-2016Rudino #3115-3602 RT: 41.68-47.53 AV: 14 NL:3.96E3
T: Average spectrum MS2 1229.02 (3115-3602)
1128.95
1009 147263
El 128656 1974.84
95

90 953.42

N 1644.68
E 695.33

B 1816.73

= 824.38
k| 1047.42

55 1759.70

1587.65

E| 41919

1 985.39
307 532.27 81334

68030 1211.50
0 141561
460.22 623.28 1504.61

1318.52 174467 1007.74

E 30416 85235
E| 6.08
3 11001 220.46 337.12 61322 760.93 1385.65 1709.37

13 79533 908.87
A AL | TP ‘\‘H‘H“\HIH LA A T \

o “\“U‘M‘““\““\““\‘H”“‘\‘ Tt UL I L L L L L

@

T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
miz

Espectrometria de masas de la cristalizacion de la perlinag.
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Anexo 4

Matrices de optimizacion disefiadas a partir de las mejores condiciones de
cristalizacién de la (perlinaps. Con el cristal verde se sefialan los cristales encontrados
en las matrices de optimizacion.

Matriz 1
Condicion de cristalizacion inicial:
Condicién 11 del “kit” “Natrix”

0.1 M cloruro de magnesio, 0.05 M cacodilato pH 6,.5,1 M sulfato de litio

25M 2M 15M 1M 05M 0.25 M Agente precipitante
/Concentracion de proteina

3.5 mg/mL

3 mg/mL

2.5 mg/mL

2 mg/mL

Matriz 2
Condicion de cristalizacion inicial:
Condicién 15 del “kit” “Natrix”

0.04 M cloruro de magnesio, 0.05 M cacodilato pH 6, 5% MPD

40 % 35% 30 % 25% 20 % 15 % Agente precipitante
/Concentracién de proteina

D 3 mg/mL

2.5 mg/mL

2 mg/mL

D 1.5 mg/mL

Matriz 3
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Condicion de cristalizacion inicial:

Condicién 23 del “kit” “Natrix”

0.04 M cloruro de magnesio, 0.05 M cacodilato pH 6.5, 20% PEG 4000

40% 35% 30% 25% 20%

15%

Agente precipitante
/Concentracion de proteina

DD P D D

B 3 mg/mL
D D DD D D
O P o D

Matriz 4
Condicion de cristalizacion inicial
Condicion 30 del “kit” “Natrix”

0.1 M Tris-HCl pH 8, 1.5 M sulfato de litio

2M 1.75M | 1.5M 1.25M 1M

0.75 M

Agente precipitante
/Concentracion de proteina

3.5 mg/mL

3 mg/mL

2.5 mg/mL

2 mg/mL

Matriz 5
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Condicion de cristalizacion inicial

0.01 M cloruro de magnesio, 0.05 Mes pH 5.6, 2 M sulfato de litio

1.75M 15 1.25M

1M

0.75M

05M

Agente precipitante
/Concentracién de proteina

3.5 mg/mL

3 mg/mL

2.5 mg/mL

2 mg/mL

Matriz 6

Condicion de cristalizacion inicial

Condicion 7 del “kit” PEG/lon

0.2 M de cloruro de calcio 20% PEG 3350

40% 35% 30%

25%

20%

15%

Agente precipitante
/Concentracién de proteina

3.5 mg/mL
D D D
B 2.5 mg/mL
2 mg/mL

Matriz 7

Condicion de cristalizacion inicial
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Condicién 12 del “kit” “Natrix”

0.3 M sulfato de magnesio, 0.05 cacodilato de sodio pH 6, 1 M sulfato de litio

1.75M | 15M 1.25M 1M 0.75 M 0.5M Agente precipitante
/Concentracion de proteina

3.5 mg/mL

3 mg/mL

2.5 mg/mL

2 mg/mL

Matriz 8
Condicion de cristalizacion inicial
Condicidén 25 del “kit” “Natrix”

0.08 M acetato de magnesio 0.05 M cacodilato pH 6.5, PEG 30% 4000

40 % 35% 30% 25% 20% 15 % Agente precipitante
/Concentracion de proteina

B B B 4 mg/mL

3.5 mg/mL

B B 3 mg/mL

D
D D
D P D D D

Matriz 9
Condicion de cristalizacion inicial

Condicion 25 del “kit” PEG/lon
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0.4 acetato de magnesio, 20 % PEG 3350

40% 35%

30%

25%

20%

15%

Agente precipitante
/Concentracién de proteina

4mg/mL

3.5mg/mL

3mg/mL

2 mg/mL

Matriz 10

Condicion de cristalizacion inicial

Condicidn 15 del “kit” “Natrix”

0.04 M cloruro de magnesio, 0.05 M cacodilato de sodio pH 6, 5% MPD

34%

28%

21%

14% 8%

5%

Agente precipitante
/Concentracion de proteina

4 mg/mL

3.5 mg/mL

3 mg/mL

2 mg/mL

Matriz 11

Condicion de cristalizacion inicial

Condicién 30 del “kit” “Natrix”

0.1 M Tris-HCI pH 8, 1.5 M sulfato de litio (Na,CO3)
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2M 1.75M 15M 1.25M 1M 0.75M Agente precipitante
/Concentracién de proteina

3.5 mg/mL

3 mg/mL

2.5 mg/mL

2 mg/mL

Matriz 13
Condicion de cristalizacion inicial:
Condicién 28 del “kit” “Natrix”

0.1 M sulfato de magnesio, 0.05 cacodilato de sodio pH 6, 1.6 M sulfato de litio
(Na2C03)

1.75M 15M 1.25M 1M 0.75M 05M Agente precipitante
/Concentracion de proteina

3.5 mg/mL

3 mg/mL

2.5 mg/mL

B 2 mg/mL

Anexo 5

Predicién del desorden estructural de la rperlinaps

El desorden estructural de la rperlinaps fue pronosticado por los predictores IUPred y

PONDR © VSL2. Estos predictores atribuyen la probabilidad de transtorno
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estructural a nivel de residuos; cuando el residuo obtiene una puntuacién mayor a
0.5 en ambos predictores significa que es probable que el residuo caiga en un
transtorno local. En el caso de proteinas completas, el contenido del trastorno global
se calcula dividiendo el nimero de residuos con una puntuacién superior a 0,5 por
la longitud de la proteina. Una proteina se consideraba "en su mayoria desordenada"
si mas del 50% de sus residuos tenian una puntuacion superior a 0,5 vy
"completamente desordenada" si mas del 90% de sus residuos caia en un trastorno

local (Kalmar et al., 2012).

A = ANCHOR2 = IUPred?

Puntuacién de Desorden

Numero de residuo

B

1.0

0.B-
S
g 0.6 A
()
S 0.5
hel c
o ~N s
2 o



Patrén de trastorno de la proteina rperlinays. Se predijo el desorden estructural de la rperlinapf con los
predictores IUPred (A) y PONDR © VSL2 (B). Los residuos por encima del umbral de 0.5 se consideran

desordenados.
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