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Resumen

El carbonato de calcio se encuentra presente en diversos organismos biolégicos
como sostén de tejidos suaves, proteccion contra depredadores o incluso en
estructuras para la reproduccidon. La concha de bivalvos esta compuesta
principalmente por dos polimorfos de carbonato de calcio: calcita y aragonita
(vaterita y carbonato de calcio amorfo son menos comunes), asi como de una matriz
organica que se divide en soluble e insoluble cuando la concha es tratada con
acidos débiles como EDTA o AAG y por otras biomoléculas (polisacaridos, p-
guitina). La seleccion del polimorfo de carbonato de calcio (calcita o aragonita), para
la biomineralizacion de la concha, depende no sélo de la presencia de las proteinas
de la matriz y su cantidad, sino del tipo de sal y la concentracion de ésta, que son
los factores reguladores de |la deposicidn de carbonato de calcio. Sin embargo, el
papel que desempenian las proteinas de la matriz en la formacion del nacar y la
seleccion de polimorfo de CaCOs, no han sido completamente comprendidas. El
objetivo de esta investigacion fue identificar y caracterizar la proteina mas
abundante de la concha del bivalvo Pfena sterna, una especie de importancia
economica que puede ser utilizada para el desarrollo de nuevas tecnologias
biomimeéticas, asi como describir el rol que dicha proteina desempefia en la
cristalizacion de CaC0Os in vifro para tener un mejor entendimiento del proceso de
biomineralizacién. Se encontrd una proteina en la fraccidn insoluble en acido-
acético con un peso aproximado de ~19 kDa, que fue nombrada Ps19. La
caracterizacion bioguimica de Ps19 mostrd que es una glicoproteina con capacidad
de unirse a quitina y probablemente a iones de Ca?. La secuencia parcial de
aminoacidos no mostrd homologia con otras proteinas de la matriz de la concha
previamente descritas, sin embargo, mostrd una baja homologia con un dominio de
unidn a calcio. Ademas, es una proteina capaz de inducir la nucleacién de placas
de aragonita in vitro parecidas a las encontradas en el nacar. Sin embargo, no se
encontrd evidencia de que la concentracion de Ps19 o de las sales jueguen un papel
en la regulacion de la sintesis de cristales de carbonato de calcio. Los resultados
sugieren que Ps19 es una proteina importante para la biomineralizacion de la
concha de P. sterna que ademas de estar involucrada en la formacién de placas de
aragonita (nacar), también lo esta en la formacion de la capa prismatica al formar
prismas de aragonita.

Palabras clave: Pferia sferna, concha, carbonato de calcio, cristalizacion, Ps19.
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Summary

Calcium carbonate is present in many biological structures such as bivalves shells,
which are composed principally by two CaCOs polymorphs: calcite and aragonite
(vaterite and amorphous calcium carbonate (ACC) are less common) and an organic
matrix that consists of acetic acid- or ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-
soluble and insoluble proteins and other biomolecules (polysaccharides, B-chitin).
Polymorph selection (calcite or aragonite) for shell biomineralization is influenced by
salt composition, its concentration, the presence of shell matrix proteins (SMPs)
which regulates calcium carbonate deposition, among other factors. However, the
shell matrix proteins involved in nacre formation and their role in calcium carbonate
polymorph selection are not fully known. Thus, the aim of this study was to identify
and characterize the most abundant protein from the shell of Pleria sterna, as well
as its role in calcium carbonate crystallization in vitro to have a better understanding
of the biomineralization process. A protein of ~19 kDa was found in the acetic acid-
insoluble fraction from the shell named in this study as Ps19 (according fo its
calculated molecular weight). Ps19 biochemical characterization showed that it is a
glycoprotein that exhibits calcium- and chitin-binding capabilities. Ps19 partial
peptide sequence did not show homology with other known shell matrix proteins, but
it displayed low homology with a calcium-binding domain. Additionally, it is capable
of inducing aragonite plate crystallization in vifro. However, no relation was identified
between protein concentration and saline solution saturation that reflected a positive
or negative regulation of calcium carbonate crystallization. The results suggest that
Ps19 is an important protein for shell biomineralization, that may not only be involved
in nacre formation, but also in the prismatic layer by forming aragonite prisms.

Key words: Pleria sterma, shell protein, calcium carbonate, crystallization, Ps19.
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EDTA- Acido etilendiaminotetraacético, del inglés Ethylenediaminetetraacetic Acid
LB- Amortiguador de carga, del inglés Loading Buffer

PAS- Tincion con &cido periodico-Schiff, del inglés Periodic Acid Schiff

pl- Punto isoeléctrico

PIDs- Proteinas Intrinsecamente Desordenadas

Rf- Movilidad relativa

SDS- Dodecilsulfato Sédico, del inglés Sodium Dodecyl Sulfate

SEM- Microscopia electrénica de barrido, del inglés Scanning Electron Microscopy
SMPs- Proteinas de la Matriz de la Concha, del inglés Shell Matrix Proteins

TCA- Acido tricloroacético, del inglés Trichloroacetic acid

vWA- Dominio von Willebrand A



1. INTRODUCCION

1.1 Biomineralizacion

La biomineralizacion es el proceso biologico mediante el cual un organismo vivo
produce tejidos mineralizados con la finalidad de brindar soporte a tejidos blandos,
proteccion contra depredadores, desecacién, nutricion, reproduccion,
almacenamiento de iones, entre otros (Montagnani et al., 2011; Song et al., 2019).
El CaCOs es el biomineral mas encontrado en el Phylum Metazoa formando
principalmente esqueletos (Marin et al., 2007; Song et al., 2019).

En moluscos, la biomineralizacion ocurre en la formacion de su exoesqueleto, la
concha, a cuya estructura se puede atribuir el gran éxito de este grupo debido a que
les confiere proteccion y soporte (Kocot et al., 2016). Existen tres polimorfos de
carbonato de calcio presentes en la concha: vaterita, aragonita y calcita (Matsushiro
et al., 2003; Montagnani et al., 2011).

La concha esta compuesta entre 95-99% de carbonato de calcio, su capa mas
externa, conocida como periostraco, funciona como la primera defensa, no se
encuentra calcificada y esta formada por compuestos organicos (Kocot et al., 2016).
La calcita, el segundo polimorfo mas abundante en moluscos, forma una capa
prismatica externa de cristales alargados que proporciona resistencia ante la
penetracion de la concha debido a su dureza (Bahn et al., 2017; Gower, 2008;
Marin, Luquet, et al., 2007) (Fig. 1). Este polimorfo, bajo condiciones estandar de
presion y temperatura, cristaliza en el sistema rombohédrico, siendo el mas estable
termodindmicamente hablando, sin embargo, también se ha reportado que algunos
organismos presentan una capa prismatica formada por cristales alargados de
aragonita (el polimorfo mas abundante en moluscos), que es termodinamicamente
menos estable que la calcita y cristaliza en el sistema ortorrombico (Checa et al.,
2007; Dauphin et al., 2018; Dauphin y Cuif, 2018; Marin et al., 2012).

Por debajo de la capa prismatica, cristales de aragonita forman una estructura
nacarada interna compuesta por placas u hojas de nacar que en bivalvos, se

ensamblan formando estructuras laminares, también conocidas como “pared de



ladrillos” y en gasterépodos, estructuras tipo “monedas apiladas” (columnares)
(Barthelat, 2010; Marin et al., 2012; Miyashita et al., 2000; Montagnani et al., 2011)
(Fig. 1). EI néacar tiene propiedades mecanicas conferidas por su estructura
brindandole una combinacién entre fuerza, dureza y rigidez que no posee el
polimorfo del que esta hecho por si solo (Tushtev et al., 2008).

La vaterita, el polimorfo de carbonato de calcio menos estable presente en la
concha, ha sido reportado cuando la concha ha sufrido dafio y debe repararse
(Marin, 2012; Wilt, 2005).

Se ha reportado la presencia de carbonato de calcio amorfo (CCA) dentro de
vesiculas, que funcionan como almacenamiento de iones, en diferentes tejidos de
moluscos. Este mineral suele ser rico en magnesio, formando una masa irregular
gue impide el paso de los rayos X. Se ha descrito la existencia de pequefios
granulos con CCA que podrian ser transportados hasta el sitio de mineralizacién
donde éste actla como un precursor en la nucleacion de cristales de calcita,
aragonita o vaterita (Addadi et al., 2006; Neff, 1972; Towe y Hamilton, 1967; Weiner
et al., 2003).
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Figura 1. Estructuras que pueden formar los polimorfos de carbonato de calcio en
la concha de moluscos. a) columnar (nacar), b) laminar (nacar), c) foliada (calcita),
d) prismatica (aragonita o calcita), ) lamelar cruzada (aragonita), f) lamelar cruzada
compleja (aragonita y calcita). Modificada de Vincent (2002).



En moluscos, la formacion de la concha comienza al final de la gastrulacion, cuando
células ectodermales se diferencian e invaginan formando la glandula de la concha,
gue posteriormente se expande y vuelve a diferenciarse para dar paso al manto
(Kocot et al., 2016), que es el érgano secretor de todos los compuestos organicos
necesarios para la formacion de los cristales, tales como proteinas, B-quitina,
glicoproteinas, polisacéridos, entre otras, que forman la matriz organica (representa
del 1-5% de la concha) y que interactian con iones de calcio (Ca?*), bicarbonato
(HCOz3) y elementos traza menores (Mg?*, Sr?*) en el espacio extrapalial, donde
comienza a depositarse el carbonato de calcio en alguno de sus polimorfos (Fig. 2)
(Addadi et al., 2006; Marin et al., 2013; Rousseau et al., 2009).

El manto se encuentra especializado por regiones, donde cada una regula la
liberacibn de moléculas especificas para formar las capas de la concha; por
ejemplo, el periostraco es secretado por células especializadas que se encuentran
en el surco entre el pliegue externo y el resto del manto (surco periostracal), la
formacion de la capa prismatica esta controlada por células epiteliales del manto
dorsal externo, y la capa nacarada por células del manto interno (Fig. 2) (Kocot et
al., 2016; Marin y Luquet, 2004; Song et al., 2019). Algunas moléculas de esta
matriz organica se encuentran en la fase inorganica (dentro del cristal) o entre los
cristales formando una estructura de andamiaje para determinar el acomodo del
mineral (Levi-Kalisman et al., 2001). Se ha propuesto que la matriz organica
garantiza la interaccion entre minerales y macromoléculas, debido a que tiene un
papel principal en la nucleacion y crecimiento de los cristales (Belcher et al., 1996).
Hasta el momento, los mecanismos bioquimicos y moleculares que sigue la ruta de
biomineralizacion para estabilizar y desestabilizar la fase mineral desordenada para
convertirla en un mineral altamente estructurado, no han sido totalmente
comprendidos (Bahn et al., 2017), por lo que se siguen estudiando. Siendo la
formacion del nacar uno de los procesos mas estudiados debido a las propiedades

gue posee este material.



A) Capa prismatica
(calcita) Periostraco

Cristales de
aragonite/calcita

Espacio exfrapalial Proteinas + minerales

Superficie de crecimiento

Epitelio secretor

Figura 2. Esquemas de la concha y tejidos de un molusco involucrados en la
biomineralizacion. A) Esquematizacion de la concha con sus partes, remarcando el
espacio extrapalial y la superficie de crecimiento de los cristales. B) Esquema de
una seccién transversal de la concha de un molusco. Los triangulos representan las
moléculas organicas secretadas por el manto. CN: capa nacarada; CP: capa
prismatica; P: periostraco; EEP: espacio extrapalial; EE: epitelio externo; PE:
pliegue externo; SP: surco periostracal; PM: pliegue medio; PI: pliegue interno; V:
vesiculas; El: epitelio interno; NP: nervio palial; MP: musculo palial; VE: vesiculas
tipo exosomal. Modificado de Kokot et al., (2016).



1.2 Nacar

La formacién del nacar ha sido ampliamente estudiada debido a que es un material
con alta resistencia, dureza y ligereza, cualidades que le confieren importancia no
sélo cientifica, sino econdmica y social. Las proteinas de la matriz (SMPs, del inglés
Shell Matrix Proteins), son unas de las proteinas mas estudiadas dada su capacidad
de producir n4car in vitro, lo que podria resultar en el desarrollo de nuevas
tecnologias como la formacién de biomateriales (Duplat et al., 2007; Evans, 2008).
El sintetizar materiales in vitro como el nacar, tendria una repercusion directa tanto
en el ambito social como en el econdmico, pues como se ha mostrado en algunos
estudios, las SMPs son capaces de afectar la proliferacion y diferenciacién de
células relacionadas con la formacion del hueso (Huang et al., 2017; Mouries et al.,
2002) lo que podria llevar al desarrollo de protesis, tratamiento de fracturas o
fisuras, por mencionar algunos ejemplos. También podrian desarrollarse materiales
de construccion mas ligeros y resistentes (Tushtev et al., 2008), asi como mejorar
la produccion de las perlas o materiales necesarios en la joyeria, desarrollando asi
tanto el &mbito social como el econémico.

El nadcar es un material altamente estructurado compuesto por placas o tabletas
poligonales de aragonita cuya forma puede ser hexagonal, redondeada o cuadrada.
En la concha tienen un tamafo entre 5y 15 pym de longitud con un espesor promedio
de 0.5 pm, formando estructuras con marcadas diferencias entre bivalvos y
gasterépodos; en los primeros las placas se ensamblan entre ellas de manera
escalonada, construyendo un tipo de pared de ladrillos; mientras que, en los
segundos, las tabletas se apilan una sobre otra formando columnas que asemejan
monedas apiladas (Cartwright y Checa, 2007; Marin et al., 2007; Nudelman, 2015).
A partir de estas estructuras, se han propuesto dos modelos para explicar la
formacion del nacar, uno que sugiere un mecanismo heteroepitaxial, donde la
nucleacion se origina a partir de un sitio de nucleacién organico y otro que propone

el crecimiento continuo de las placas a través de un poro o un puente existente en



la matriz interlamelar que conecta una placa con la siguiente, permitiendo asi el
crecimiento de las placas de aragonita (Nudelman et al., 2008). Sin embargo, lo
mas probable es que ocurra una combinacion de ambos, donde las placas se
encuentren comunicadas entre si por medio de puentes minerales que a su vez
estén flanqueados por sitios de nucleacion (Cartwright y Checa, 2007; Marin et al.,
2007; Nudelman, 2015; Olson et al., 2013) (Fig. 3).

Puentes Sitios de
minerales nucleacion

Figura 3. Modelo de nucleaciéon y crecimiento del nacar en bivalvos (a) y
gasterépodos (b). Las flechas indican los puentes minerales entre las placas de
aragonita, los sitios de nucleaciébn se muestran en blanco y las lineas negras
gruesas representan la matriz interlamelar. Adaptado de Nudelman, 2015.

Ademas de los modelos propuestos para la nucleacién y crecimiento del nacar, se
describieron los pasos del mecanismo para que el nacar pueda depositarse. Este
proceso se encuentra mediado por la matriz organica: 1) Ensamblaje de la matriz:
la quitina se acomoda en capas planas (una sobre otra) y el espacio entre ellas es



rellenado con proteinas embebidas en un gel a partir del cual se desarrollaran las
placas de nacar, también se dictara la orientacion que tendran. 2) Formacion de la
primera fase mineral: el CCA es transportado hasta el sitio de mineralizacion
mediante vesiculas y actia como un precursor para la formacion de aragonita. 3)
Nucleacion de tabletas de aragonita: los componentes de las placas se organizan
a partir de su centro para formar las tabletas. 4) Crecimiento de las tabletas: cada
placa crece verticalmente hasta llegar a la siguiente capa de quitina para continuar
su crecimiento lateralmente, embebiendo algunos componentes de la matriz

insoluble para formar el tejido maduro (nacar) (Addadi et al., 2006).

1.3 Matriz extracelular

Como se mencioné anteriormente, ademas de carbonato de calcio, la concha
también posee una matriz organica compuesta por proteinas, lipidos y
carbohidratos principalmente. Esta matriz desempefia diversas funciones
asociadas a la biomineralizacion (Marie et al., 2007; Marie et al., 2012; Marin et al.,
2012; Nudelman, 2015).

Los carbohidratos de la matriz son el segundo grupo de biomoléculas mas
abundantes en el nacar (después de las proteinas), y pueden clasificarse en dos
conjuntos: quitina y polimeros solubles. La quitina ha sido ampliamente estudiada
en moluscos debido a que posee una alta importancia en la formacién de la concha,
especificamente en la estructura y acomodo de las placas que conforman el nacar
(Suzuki et al., 2009, 2011). Por otro lado, los polimeros solubles al unirse a
proteinas mediante un enlace covalente, forman glicoproteinas o peptidoglicanos
como resultado de modificaciones postraduccionales (Marie et al., 2010; Marin et
al., 2007). Los lipidos han sido reportados formando lipoproteinas o unidos a
polisacéaridos, por lo que podrian estar involucrados en sefializacion, sin embargo
no han sido estudiados en amplitud y sus funciones en la biomineralizacién ain son
desconocidas (Arivalagan et al., 2017; Marie et al., 2015, 2016).



Las proteinas son el grupo més abundante en la matriz orgéanica de la concha y el
mas estudiado (Addadi et al., 2006; Levi-Kalisman et al., 2001; Ma et al., 2016;
Nudelman, 2015; Xu et al., 2018). Sus caracteristicas seran descritas mas adelante

en amplitud.

1.4 Proteinas de matriz

En general, las proteinas de la matriz (SMPs, del inglés Shell Matrix Proteins)
comprenden una coleccion heterogénea de proteinas con puntos isoeléctricos (pl)
variables (de muy acido a muy basico). Su secuencia aminoacidica incluye
principalmente residuos como Asp, Gly, Ser, Glu, Pro, Alay Cys, que generalmente
se encuentran en regiones conservadas repetitivas (dominios) cortas o largas de
baja complejidad (Evans, 2008). Las SMPs pueden actuar como reguladores
positivos o0 negativos en la biomineralizacidon de la concha dependiendo los
dominios que presenten (dominios con actividad enzimética, dominios involucrados
en la sefalizacion celular, dominios estructurales entre otros) (Marie et al., 2010).
La secuencia de aminoacidos de las SMPs relacionadas con la formacién de la capa
nacarada presentan regiones o dominios conservados con residuos como Asp, Gly,
Asn, Ser, Pro y Cys, siendo Asp el aminoacido mas importante en la capacidad de
unién a Ca?* (Evans, 2008; Marin, 2012; Marin et al., 2013; Marin et al., 2007). Los
residuos Gly y Asn, generalmente son parte de secuencias repetidas que forman
dominios especificos (Fig. 4), que han sido asociados con las funciones de
nucleacién (Du et al., 2018) e inhibicion (Montagnani et al., 2011; Zhang y Zhang,
2006) en el proceso de biomineralizacion, mientras que los residuos Gly/Tyr o los
motivos Gly-Tyr-Ser han sido asociados con la capacidad de union a polisacaridos
(Caiping et al., 2005; Du et al., 2018; Mann et al., 2012; Montagnani et al., 2011,
Zhang et al., 2006; Zhang y Zhang, 2006).



Regiones acidas

Dominio
de
union

Dominio rico en GN

Péptido sefal

Figura 4. Representacion esquematica de la estructura de una proteina hipotética
de la matriz acida. Péptido sefial, un dominio de union que puede ser a otra proteina
0 a calcio, region 4cida (como Leu, Asp y Ser) y con dominio repetitivo de Asn-Gly
(GN).

Ademas de la presencia de dominios intrinsecos, algunas SMPs sufren
modificaciones postraduccionales como fosforilaciones, glicosilaciones y
sulfataciones que determinan su estructura y las interacciones que tienen con otras
moléculas (proteinas, iones, minerales, etc.), por lo que son de gran relevancia en
el proceso de biomineralizacion del nacar (Matsushiro et al., 2003; Zhang y Zhang,
2006). Por ejemplo, en algunas glicoproteinas, residuos estructurados de
polisacaridos son importantes para controlar el crecimiento de los cristales de
CaCOs in vivo (Xie et al, 2011); en la perlina, grupos sulfato (cargados
negativamente) asociados a ella presentan propiedades de union a calcio (Albeck
et al., 1996; Miyashita et al., 2000; Xie et al., 2011; Zhang et al., 2018); mientras
gue los polisacaridos sulfatados presentes en las proteinas de la matriz atraen y
acumulan iones Ca? alrededor de los sitios de nucleacion (ricos en Asp) (Xie et al.,
2011). Es evidente que las modificaciones postraduccionales juegan un papel
importante en la biomineralizacion del nacar, por eso su estudio es de vital
importancia.

Se ha reportado que algunas SMPs carecen de una estructura secundaria definida,
por lo que se les ha descrito como proteinas intrinsecamente desordenadas (PIDs),
ya que al tener altas proporciones de aminoacidos no polares o cargados (Ser, Pro,
Glu, Asp, Gly), en lugar de formar a-hélices u hojas-, forman una espiral aleatoria
completa o parcial. Ademas, si no poseen aminoacidos hidrofébicos como Phe, Leu
o lle (nacleo hidrofébico) las proteinas son mas flexibles (Boskey et al., 2016;
Kalmar et al., 2012).
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La biomineralizacién del nacar se ha estudiado a través de la extraccion y analisis
funcional de las SMPs, sin embargo, dado que es un proceso complejo, su estudio
es un reto metodologico y analitico (Du et al., 2018; Ma et al., 2013; Mann et al.,
2012; Marie et al., 2012; Miyashita et al., 2000; Montagnani et al., 2011; Mouries et
al., 2002; Samata et al. 1999; Tsukamoto et al., 2004; Wang et al., 2013). Para
extraer las proteinas de la concha, éstas han sido tratadas con soluciones saturadas
de acidos débiles como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o con &cido
acético glacial (AAG) al 10%, obteniendo 2 fracciones proteicas: 1) proteinas
solubles, y 2) proteinas insolubles (Du et al., 2018; Ma et al., 2013; Mann et al.,
2012; Marie et al., 2012; Miyashita et al., 2000; Montagnani et al., 2011; Mouries et
al., 2002; Samata et al., 1999; Tsukamoto et al., 2004; Wang et al., 2013).

Las proteinas solubles e insolubles se distinguen entre si principalmente por las
caracteristicas que les confieren los aminoacidos que las conforman, por ejemplo,
las proteinas solubles suelen tener mayor porcentaje de residuos aminoacidicos
acidos (como el acido aspartico) y suelen estar presentes entre los cristales de
carbonato de calcio regulando la forma en que se depositan, mientras que las
proteinas insolubles son abundantes en glicina y alanina, que le confieren
hidrofobicidad, y tienden a estar relacionadas con la formacion del nacar (Marin,
2012; Marin et al., 2013).

1.5 SMPs insolubles y sus dominios

Como se muestra en la tabla I, en bivalvos, se han descrito diversas proteinas
insolubles en EDTA o AAG al 10%, entre las que se encuentran la familia
N14/N16/perlina, las proteinas Pif80, Pif97 y Pif177, las proteinas MSI (7, 31y 60),
Fam20c, N25, Nacreina, ente otras (Bahn et al., 2015; Du et al., 2018; Mann et al.,
2012; Marie et al., 2016; Miyashita et al., 2000; Montagnani et al., 2011; Sudo et al.,
1997; Tsukamoto et al., 2004; Yang et al.,, 2019). Muchas de estas proteinas

comparten dominios que han sido ligados a funciones especificas, demostrando
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gue existen proteinas homologas entre moluscos, ademas de que los dominios se

encuentran altamente conservados (Marie et al., 2016).

Tabla I. Proteinas insolubles de la matriz de bivalvos.

Método de Capadela

Proteinas Especie extraccion concha Referencias
Fam20C Pinctada fucata EDTA Nacar (Du et al. 2018)
N14/N16/  -fucata Nacar/ Mat(s,\S:hT:oaitza()llgé)O3'
Perlina P. maxima EDTA/AAG Perla Miyashita et al. .2000;’

P. jti
margaritifera Montagnani et al. 2011)

N25 P. fucata EDTA Nacar/ (Yang et al. 2019)
Prismatica

E:: 2(7)/ P. fucata AAG Ndacar (Bahn et al. 2015, 2017)

MSI7 .

Msl21 P. fucata AAG Prli\lsar;:ZEi/ca Tséi:r(:\(;fé Zi ;/?2364)

MSI60

Pif 177

MSI60 Villosa leinosa

Nacreina Elliptio AAG Nacar (Marie et al. 2016)

Shematrina complanata

Papilina

Entre los dominios mas representativos de las proteinas insolubles, se encuentra el
dominio de union a quitina (CBD, del inglés Chitin Binding Domain), presente en la
proteina del mejillon azul (BMSP, del inglés Blue Mussel Shell Protein), la familia
perlina/N16, hichina, proteinas tipo-Pif, entre otras. EI CBD juega un papel
importante en la construccion de estructuras de andamiaje para que se depositen
los cristales de carbonato de calcio (Gao et al., 2015; Jin et al., 2019; Montagnani
et al.,, 2011). Otro dominio muy representativo es el von Willebrand A (VWA),

involucrado en la adhesion celular y, frecuentemente, asociado con dominios de
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unioén a quitina; se encuentra presente en proteinas como la BMSP y proteinas Pif
(Feng et al.,, 2017; Gao et al., 2015). Un dominio asociado a la nucleacién de
carbonato de calcio es el de union a calcio (CaBD, del inglés Calcium Binding
Domain), con residuos de unién X, Y, Z, -Y, -X, -Z presentes en proteinas tipo
calmodulina como CaM o CaLP (Li et al., 2005). También se ha reportado actividad
de union a calcio por caracterizacién bioquimica en proteinas como la N16, N14,
MSI60 y Aspeina, sin embargo, sus secuencias no presentan homologia con
dominios conocidos (Kono et al.,, 2000; Samata et al., 1999; Sudo et al., 1997;
Tsukamoto et al., 2004). Ademas de los posibles dominios de union a calcio aliin no
descritos, existen otras funciones que no han podido ser ligadas a dominios
conocidos, lo que refuerza la existencia de dominios alun no descritos (Arroyo-
Loranca et al., 2020; Marie et al., 2016; Montagnani et al., 2011).

Por lo anterior, el estudio de las proteinas de la matriz de Pteria sterna es de gran
relevancia, dado que es una especie de interés econémico y puede ser

aprovechada para el desarrollo de nuevas tecnologias biomiméticas in vitro.
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2. ANTECEDENTES

México cuenta con dos especies nativas de ostras productoras de nacar, la concha
nacar Pteria sterna (Gould, 1851) y la madreperla Pinctada mazatlanica (Hanley,
1856), que ademas de ser utilizadas para la produccion de perlas de alto nivel
competitivo (por sus caracteristicas de coloracion e iridiscencia), son recursos
aprovechados en su totalidad ya que con el nicar se elaboran productos
cosmeéticos, la carne es consumida y la concha utilizada para la elaboracion de
productos de ornato (Coan y Valentich-Scott, 2012; Monteforte y Carifio-Olvera,
2018).

P. sterna pertenece a la familia Pteriidae (Coan y Valentich-Scott, 2012). Posee
valvas color marrén obscuro por fuera y por dentro una apariencia nacarada, que
se ha reportado como la mas iridiscente exhibiendo un gran abanico de colores
metélicos. Esta especie alcanza longitudes de hasta 16 cm y su concha, que es
mas concava que la de P. mazatlanica o Pinctada margaritifera, presenta una ala
(Pterion en griego) en la charnela, siendo mas larga en la parte anterior con respecto
a la posterior (Kiefert et al., 2004; Meza, 2016). Presenta una distribucion costera,
tropical a templada, pasando por subtropical, yendo desde el alto Golfo de California
en México hasta la costa de Pera (Serna-Gallo et al., 2014).

Como se menciond anteriormente, el estudio del nacar tiene importancia
econdmica, cientifica y social, por lo que conocer el mecanismo mediante el cual se
forma ha sido ampliamente estudiado en diversos moluscos a través de la
caracterizacion e identificacion de las proteinas y moléculas involucradas en el
proceso. Sin embargo, el género Pteria no ha sido ampliamente estudiado a
diferencia del género Pinctada, en el que se han descrito mas de 50 proteinas
involucradas en la biomineralizacion de la concha, de las cuales, al menos 20
participan en la formacion del nacar (Song et al., 2019).

La nacreina fue la primera SMP reportada, posee un dominio con actividad de

anhidrasa carbonica (CA, del inglés Carbonic Anhydrase) con secuencias repetidas
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de Gly-X-Asn o Gly-Asn y tiene funciones tanto en la capa nacarada como en la
prismatica (Miyamoto et al., 2003; Song et al., 2019).

Una proteina mas reciente descrita, PfY2, participa en el proceso de nucleacion de
cristales y es capaz de mediar la transicion de CCA a calcita o aragonita; ademas,
cuando la concha sufre algun dafio se ha encontrado en ambas capas de la concha
(nacarada y prismatica), por lo que se la he relacionado con procesos de
regeneracion y reparacion (Xie et al., 2011).

La familia de proteinas Shematrina, son proteinas ricas en Gly, con un pl basico
(9-10.3), se ha observado que estan involucradas en la formacién de estructuras de
andamiaje para la deposicién de carbonato de calcio (Marie et al., 2016).

Otras proteinas estructurales son la familia de proteinas MSI (nombradas de
acuerdo con su peso molecular). Estas proteinas son ricas en residuos de Alay Gly
y algunas de ellas estan involucradas en la nucleacion, como la MSI17 (Zhang et
al., 2003).

Las proteinas Pif, las cuales son nombradas de acuerdo con sus pesos
moleculares, Pif80 y Pif97, poseen secuencias ricas en Asp, Gly, Arg, Cys y Lys,
asi como puentes disulfuro que le brindan una estructura estable. Se ha reportado
gue interactian entre ellas y con otras proteinas como N16 para construir la
estructura sobre la que se formard el cristal de CaCOs. Ademas, funcionan como
estabilizadores del CCA, reforzando su importancia y papel en la mineralizacion del
nécar (Bahn et al., 2015, 2017).

La familia de proteinas N14/N16/perlina esta conformada por proteinas de bajo
peso molecular, y funcionan como nucleadoras de aragonita, asi como
estructurales, pues ademas de encontrarse dentro de los cristales se encuentran
en la fase intercristalina formando estructuras de andamiaje. Debido a que estas
proteinas poseen dominios repetidos ricos en Gly y Asp, dominios de union a
quitina, sitios de interacciones de proteinas y de captura de iones (Ca?’) (Miyashita

et al., 2000; Montagnani et al., 2011; Samata et al., 1999), se hipotetiza que tiene
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funcion de anclaje entre las proteinas acidas y las proteinas solubles (Bahn et al.,
2017).

Las proteinas anteriormente mencionadas, presentan homologia entre especies de
bivalvos, y algunas incluso entre moluscos, por lo que proteinas presentes en la
concha de Pteria sterna, un bivalvo de alto valor econdmico en México, podrian

presentar similitudes con otras proteinas previamente descritas.
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3. JUSTIFICACION

Se hareportado un gran numero de proteinas de la matriz de la concha involucradas
en la formacion del nacar (Jiao et al., 2015; Miyashita et al., 2000; Montagnani et
al.,, 2011), sin embargo, existen proteinas que no han sido completamente
caracterizadas y otras que aun no han sido descritas, lo que limita el entendimiento
del proceso de biomineralizacién de la concha de moluscos. Por esto, se vuelve
complicado desarrollar tecnologias biomiméticas que ayuden a la sociedad ya que
el proceso no ha sido completamente entendido. Dado lo anterior, el estudio de
proteinas de la concha de moluscos permitira no sélo entender el proceso de
biomineralizacion de bivalvos moluscos, sino que contribuird a sentar las bases para
la produccion de polimorfos de carbonato de calcio in vitro que puedan ser usados

en el desarrollo de tecnologias biomiméticas.
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4. HIPOTESIS.

Si las proteinas insolubles de la matriz presentan dominios asociados con la union
de calcio y quitina, y ademas han sido relacionadas con la formacion de aragonita
in vitro, entonces las proteinas insolubles de la concha de Pteria sterna presentaran
caracteristicas bioguimicas e intrinsecas de su secuencia que les confieran la

capacidad de formar aragonita in vitro.



18

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Caracterizar bioquimicamente la proteina mas abundante de la fraccion insoluble

de la concha de Pteria sterna.

5.2 Objetivos particulares

1) Aislar y caracterizar la proteina mas abundante de la fraccion insoluble de la
concha de la ostra perlera conocida como concha nacar (P. sterna).

2) Analizar la capacidad de cristalizacion de carbonato de calcio de la proteina en

presencia de diferentes sales, molaridades y cantidad de proteina.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Extraccién de proteinas de la matriz

Se obtuvieron las fracciones solubles e insolubles de la concha de P. sterna por el
método de acido acético (Montagnani et al.,, 2011). Brevemente, se realizé una
decalcificacion de la concha molida de P. sterna (20 g) con 200 mL de una solucién
de AAG al 10% (v/v) en agitacion constante a 4 °C durante 24 h. La matriz soluble
en acido y la matriz insoluble en &cido (ASM y AIM respectivamente, del inglés Acid-
Soluble Matrix y Acid-Insoluble Matrix) fueron separadas por centrifugacion a 4,500
g, 30 min a 4 °C vy, posteriormente, por decantacién. EI AAG presente en la ASM
fue eliminado por dialisis utilizando membranas con un corte de 12-14 kDa
Spectra/Pro® previamente hidratadas en agua destilada por 30 min. La dialisis fue
llevada a cabo empleando agua destilada, con agitacion constante a 4 °C durante
toda la noche. Posteriormente, se hizo un recambio de agua destilada y se mantuvo
bajo las mismas condiciones por 8 h. Después, la ASM dializada se concentré por
per-evaporacion en frio (4 °C, 36 h) y se almacend a -20 °C hasta su uso. La
proteina precipitada, pellet, correspondiente a la AIM, fue lavada con agua destilada
para retirar el exceso de AAG y almacenada a -20 °C hasta su uso.

6.2 Electroforesis SDS en gel de poliacrilamida

Las proteinas ASM y AIM de la concha de P. sterna se analizaron en un gel
discontinuo de poliacrilamida al 4% (gel concentrador; amortiguador Tris-HCI 0.5 M
pH, 6.8) y 16% (gel separador; amortiguador Tris-HC| 1.5 M, pH 8.8) en un mini-
SDS-PAGE (Bio-Rad Protean II) (Laemmli, 1970). Brevemente, se tomaron 64 ug
de AIM y 30 pg de ASM (peso humedo), se mezclaron respectivamente con 5y 20
ML de amortiguador de carga Laemmli 4X (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, glicerol 20%,
SDS 10%, B-mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol 0.05% [p/v]), se hirvieron
10 min para desnaturalizar las proteinas, las muestras se centrifugaron 1 min a
7,500 g. El sobrenadante resultante fue cargado en el gel. Los geles se corrieron a

90 V constantes hasta que el frente de corrida quedd a medio centimetro del borde
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inferior del gel. Después de la electroforesis, los geles fueron tefiidos o tratados
segun el analisis a realizar, y los resultados fueron documentados utilizando un foto-
documentador (Chemi Doc XRS, Bio Rad). Para obtener la movilidad relativa de las
proteinas (pesos moleculares), se utiliz6 como referencia un estandar de peso

molecular de amplio rango (Bio-Rad 1610317).

6.3 Purificacion de Ps19

Se procedié a purificar la proteina mas abundante de la AIM de la concha, la cual
fue nombrada Ps19 por su peso molecular calculado de ~19 kDa, mediante
electroforesis preparativa utilizando los mismos amortiguadores descritos en la
seccion anterior. Brevemente, se ensambl6 el dispositivo como se indica en el
manual de Mini Prep Cell (Cat. N. 170-2908). La muestra de proteinas se prepard
mezclando 25 mg de pellet (peso humedo) en 250 yuL de amortiguador de carga
Laemmli 4X (0.5 M Tris-HCI pH 6.8, glicerol 20%, SDS 10%, (3-mercaptoetanol 10%
y azul de bromofenol 0.05%), se hirvié 10 min y se cargd en un gel cilindrico de
poliacrilamida al 12% de 7 cm de altura. La electroforesis se corrié a 200 V
constantes a temperatura ambiente. Cuando el frente de corrida alcanzo el final del
gel, se colectaron 100 fracciones de 200 pL. Posteriormente, para identificar la
proteina de interés, se cargaron fracciones aleatorias en un gel SDS-PAGE al 16%
de poliacrilamida (30%/0.8%). Las fracciones con la proteina con peso de ~19 kDa
fueron concentradas por centrifugaciéon mediante un filtro con un corte de 10,000
Daltones (Amicon Ultra-4, EMD Millipore) a 7,500 g, 10 min a 4 °C; el amortiguador
de corrida fue eliminado y sustituido por Tris-HCI 30 mM pH 8.8. La proteina
obtenida fue separada en alicuotas de 10 uL en tubos de 600 u L y almacenada a
-20 °C.
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6.4 Cuantificacién de proteina

La cuantificacion de Ps19 fue realizada mediante densitometria de pixeles (Vincent
et al. 1997) separando primero la muestra de proteinas en un gel discontinuo de
poliacrilamida al 16% en un mini-SDS-PAGE (Bio-Rad Protean 1), tefildo con azul
de Coomassie (R250). Primero se elaboré una curva estandar con ovoalbumina
(0.5-8.0 pg-pL™), la cual fue separada en un gel 16% SDS-PAGE, posteriormente,
el gel fue tefildo con azul de Coomassie y la imagen fue escaneada con un Chemi
Doc XRS (Bio-Rad). La densidad de pixeles de cada banda del estandar
(ovoalbumina) fue calculada usando el software Image Lab 5.1 y se obtuvo la
ecuacion lineal. La cantidad de Ps19 presente en el extracto de AIM de la concha
de P. sterna y la proteina purificada, fue calculada mediante la ecuacion obtenida

de la curva estandar de ovoalbimina:

y=5x10"% — 0.94 (1)

6.5 Andlisis de espectrofotometria de masas

La proteina Ps19 (10 ug) fue separada en un gel SDS-PAGE de poliacrilamida al
16%, fue tefido con azul de Coomassie (R250), y la banda de interés fue cortada
manualmente del gel. La muestra fue procesada en el Laboratorio Universitario de
Protedmica, UNAM, donde fue hidrolizada con tripsina (Promega Grado de
secuenciacion, Madison, WI, EUA) y analizada por espectrometria de masas-
cromatografia liquida (LC-MS del inglés, Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry). Los péptidos obtenidos fueron comparados con la base de datos de

proteinas no redundantes del National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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6.6 Caracterizacion de proteinas por tinciones
Las proteinas presentes en AIM (64 ug) y ASM (30 ug) fueron caracterizadas
mediante tinciones especificas en geles de electroforesis al 16 %, al igual que la

proteina Ps19 aislada del extracto de AIM.

6.6.1 Azul de Coomassie

Para la tincion de proteinas, los geles fueron sumergidos en una solucion de azul
de Coomassie (0.25% Coomassie R250, 45% metanol, 10% AAG), también
conocida como tincion CBB (del inglés Coomassie Brilliant Blue) durante una hora
y se destifieron en una solucion de destefiido (10% AAG, 40% metanol) hasta
revelar los patrones de bandeo. Las bandas fueron visualizadas y foto-

documentadas en un Chemi Doc XRS (Bio-Rad).

6.6.2 Nitrato de plata

Esta tincion fue utilizada para visualizar proteinas poco abundantes, dado que
detecta hasta 1 ng de proteina, y en casos como CBB o Stains-All, incrementa la
sefal de los reactivos (Rabilloud et al., 1994). Brevemente, una vez que se
separaron las proteinas en el gel, se incub6 5 min en solucién de fijacion (10%
etanol, 0.5% AAG), posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con
agua destilada, seguidos de la impregnacién con nitrato de plata (20 mL con 15 pL
de formaldehido) durante 10 min en obscuridad. Se lavo durante 10 segundos con
agua destilada y se procedio al revelado, afiadiendo 20 mL de solucion de desarrollo
(NaOH, formaldehido 37%) hasta ver las bandas de proteina. La reaccion se detuvo
con la solucién de fijacién y se visualizo el resultado. Todos los pasos se realizaron
en agitacion constante. Los geles fueron visualizados y foto-documentados en un
Chemi Doc XRS (Bio-Rad).

6.6.3 Acido periodico-Schiff
La tincion con acido periodico-Schiff (Zacharius et al., 1969), fue utilizada para
identificar la presencia de glicoproteinas, si la proteina se tifie de rosa es indicativo

de potenciales glicosilaciones. Una vez realizada la electroforesis, se incuboé el gel
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5 min en solucién A (acido tricloroacético 5%), se retird y posteriormente se incubd
5 min en la solucion B (&cido periodico 0.8% en acetato de sodio 0.3%), se removio,
posteriormente se afadié el reactivo de Schiff (Sigma-Aldrich S5133) y se dej6
actuar por 10 min en obscuridad. Se retir6 el reactivo y se realizaron 3 lavados de
3 min cada uno con la solucién C (&cido nitrico 3%), se retird la solucion C y se
incubé un minuto o menos con la solucion D hasta visualizar bandas (acido
clorhidrico 0.01 N), se retir0 y se lavé con agua destilada. Finalmente, el gel fue
foto-documentado en un Chemi Doc XRS (Bio-Rad) y mediante fotografia directa
(iPhone 6S) para documentar el color de la tincion. Se utilizé6 ovoalbimina, una
glicoproteina, como control positivo.

6.6.4 Stains-All

Se utilizé la tincion de Stains-All (Dahlberg et al., 1969) para identificar proteinas
con posibles uniones a calcio, aquellas proteinas con dicha propiedad se tifien de
color azul. Brevemente, tras la electroforesis, se lavd tres veces el gel con
isopropanol 25% durante 10 min en agitacién constante, se retird la solucion de
lavado y se agrego la solucién de Stains-All (Tris-HCI 30 mM, pH 8.8, formamida
7.5%, isopropanol 25% y 0.025% Stains-All). Se incubd por un periodo minimo de
2 h o toda la noche en obscuridad, posteriormente, se realizé un lavado de 20 min
con isopropanol 25% vy finalmente, un lavado rapido con agua destilada (todos los
lavados se realizaron en obscuridad). Una vez reveladas las bandas, el gel fue foto-
documentado en un Chemi Doc XRS (Bio-Rad) y también mediante fotografia
directa (iPhone 6S) para documentar el color de la tincién. Se utilizé6 ovoalbumina

como control negativo, pues esta proteina no presenta uniones a calcio.

6.7 Ensayo de union a quitina
El ensayo fue realizado como describe Montagnani et al., (2011). Brevemente, 13.6
Mg de Ps19 purificada (o BSA, como control negativo) fueron mezclados con 100

ML de agua destilada e incubados en agitacion constante durante 2 h a 25 °C con 1
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mg de quitina de camaron en solucion (Sigma, C9752). Las muestras fueron
centrifugadas 5 min a 13,000 g a temperatura ambiente y el sobrenadante fue
recuperado y almacenado a 4 °C. El pellet se enjuago tres veces con agua destilada
(200 uL) antes de lavarlo con NaCl 0.2 M (100 uL), la muestra se centrifugé 5 min
a 13,000 g, se recuperd el sobrenadante y se almacen6 a 4 °C. De los
sobrenadantes se tomaron 15 uL y se mezclaron con 5 uL de amortiguador Laemmli
4X, el pellet obtenido fue mezclado con 20 uL del mismo amortiguador, las tres
muestras se hirvieron durante 10 min y se cargaron en un gel SDS-PAGE de
poliacrilamida al 16%. El patron electroforético se reveld con la tincion con nitrato
de plata (Rabilloud et al., 1994) y fue visualizado en un Chemi Doc XRS (Bio-Rad).
Las proteinas con union a quitina se visualizan en la fraccién con amortiguador de

carga y no en los sobrenadantes de los lavados.

6.8 Estructura del nacar de la concha

La estructura del nacar de la concha de P. sterna de tres organismos se analizé
mediante microscopia electronica de barrido (SEM, del inglés Scanning Electron
Microscopy) para determinar su tipo: columnar o laminada. La concha se cort6
transversalmente y fue observada directamente con el microscopio en el

Laboratorio de Microscopia Electronica del CIBNOR.

6.9 Cristalizacion in vitro de CaCOszen presencia de Ps19 purificada

6.9.1 Efecto de las sales sobre la cristalizacion in vitro de CaCOs

Para evaluar la capacidad de Ps19 de participar en la cristalizacion de carbonato
de calcio, se incubd la proteina purificada con tres diferentes soluciones saturadas:
solucién A (CaCl2 40 mM pH 8.2, NaHCOs3 100 mM), solucién B (MgCl2 40 mM pH
8.2, NaHCO3 100 mM) y solucion C (CaCOs 100 mM) (Hillner et al., 1992; Weiss et
al., 2000). Como controles se utilizaron las soluciones sin proteina y la Ps19 sin

sales (en agua destilada). Cada mezcla, que se elabor6 por triplicado, fue incubada
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sobre cubreobjetos de la siguiente manera: en cada cubreobjetos se colocaron 10
uL de proteina (0.68 ug-uL™t) y 50 pL de agua destilada, 10 pL agua destilada y 50
uL de solucién saturada, o 10 yL de proteina (0.68 ug-uL™?) y 50 uL de solucion
saturada; los cubreobjetos se colocaron dentro de placas de Petri selladas con
Parafilm y fueron incubadas a 4 °C por 30 dias. La morfologia de los cristales fue
examinada por SEM (por triplicado) en el Laboratorio de Microscopia Electronica
del CIBNOR.

6.9.2 Efecto de la concentracion de proteina y de la concentracion del cofactor

divalente sobre la capacidad de cristalizacion de CaCOs de Ps19.
Se realiz6 un ensayo de cristalizacion in vitro para ver el efecto de Ps19 en la
modulacion de la cristalizacion del CaCOs. Se hizo un disefio experimental en
matrices y cada experimento fue realizado por triplicado. Se probaron cuatro sales:
1) MgClz, NaHCOs; 2) CaClz, Na2COs; 3) CaCl2/MgCl2, NaHCOs y 4) MgSOa,
Na2COs, donde los cofactores Ca?" y Mg?', fueron ajustados a dos molaridades (40
y 100 mM) ensayandose tres concentraciones de proteina (0.2, 0.7 y 1.2 pg-uL?).
Los controles incluyeron las sales sin presencia de proteina y la proteina sin la
presencia de sales (Tabla Il). El ensayo consisti6 en la siguiente mezcla de
reaccion: 50 pL de la solucion salina'y 10 pL de agua destilada para el control o0 10
pL de la proteina en un cubreobjetos estéril dentro de una caja Petri sellada con
Parafilm incubada a 4 °C por 30 dias. Todos los reactivos utilizados fueron Sigma-
Aldrich con una pureza grado biologia molecular. La morfologia de los cristales fue
examinada por SEM por triplicado en el Laboratorio de Microscopia Electrénica del
CIBNOR.
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Tabla Il. Condiciones de cristalizacion in vitro para Ps19.

Sal Molaridad del 0 Polimorfo de Concentraciér_l
cofactor (Mm) CaCOsesperado de Ps19 (pug-plL?)
%%C::\'M NaHCOs i(())(()) 8.2  Aragonita §z
] 0.2
iggljﬁm Na2CO3 i%g 52 Gl (1):;
ig;l;:ﬂﬂgl\lcalzcog jll(():)fé) 8.2 Calcita/aragonita 52
%%Sﬁ‘k'n Na2C03 i(())g 52 Aragonita §2

6.10 Raman

Se realizaron analisis de espectroscopia tipo Raman de los cristales obtenidos in
vitro de la Ps19 del primer experimento de cristalizacion, utilizando un
espectrometro InVia micro Raman (Renishaw RM2000, Nuevo Ledén México) con
una longitud de onda de excitacion de 532 nm dada por un laser YAG de 100 mW
con un tamafio de muestra de 2 yum x 2 ym. Los cristales fueron escaneados por 90
segundos de 100 a 1900 cm™ por triplicado para tener una identificaciéon especifica.
Para todas las mediciones, las muestras fueron colocadas a 200 ym y a 100x del
objetivo fueron usados. El andlisis fue realizado en el Laboratorio Nacional de
Investigaciones en Nanociencias y Nanotecnologia del Instituto Potosino de

Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (LINAN-IPICYT).



27

7. RESULTADOS

7.1 Extraccién de proteinas de la matriz de la concha de P. sterna.

Las proteinas (AIM y ASM) de la matriz de la concha de P. sterna fueron extraidas
con AAG al 10% (Fig. 5). De los 20 g de concha de P. sterna que se procesaron se
obtuvieron aproximadamente 15 g de AIM y 8 mL de ASM (Fig. 6).

Pteria sterna

Figura 5. Extraccion de proteinas de la concha con AAG 10% a 4 °C de P. sterna.
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Figura 6 Perfil electroforético de proteinas de P. sterna de las fracciones soluble e
insoluble (AAG 10%). SDS-PAGE de poliacrilamida al 16%. MM: marcador
molecular, CBB: Coomassie Brilliant Blue, AIM: proteinas insolubles de la matriz;
ASM: proteinas solubles de la matriz.

7.2 Caracterizacion bioquimica de proteinas de la matriz

Las proteinas de las fracciones AIM y ASM se separaron mediante electroforesis y
los geles se tifieron usando varias técnicas especificas (Fig. 7).

En la fraccion AIM se identifico una abundante banda de proteina alrededor de los
19 kDa, mientras que la fraccion ASM presentdé menor abundancia y diversidad de
proteinas (Fig. 7, CBB y SN).

Una vez identificada la banda de proteina de mayor abundancia en la fraccion AIM,
se procedio a evidenciar algunas de las caracteristicas que estan involucradas en
la formacion de la concha, tales como glicosilaciones y uniones a calcio. La tincién
de PAS tifi6 de rosa la proteina de 19 kDa, indicando que se encuentra glicosilada,
mientras que la tincion Stains-All (tind de azul a esta misma proteina) indico que la
proteina, ademas, presenta uniones a calcio. La tincion adicional con nitrato de plata

ayudd a mejorar la sensibilidad de la tincion con Stains-All y la de CBB (Fig. 7). A la
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luz de estos resultados se purifico la proteina de 19 kDa de la fraccion AIM, al ser
la mas abundante y presentar caracteristicas de mayor interés.

A)
cBB SN PAS Stains All Stains All/SN

kDa MM AIM  ASM AIM  ASM Ova AM Ova AIM Ova AIM

66.2

Figura 7. Caracterizacion mediante tincidn-especifica de las fracciones ASM y AIM
de proteina de P. sterna. SDS-PAGE de poliacrilamida al 16%. MM: marcador
molecular; CBB: Coomassie Brilliant Blue; SN: Nitrato de Plata; PAS: Acido
periddico-Schiff; Stains-All: tincion para proteinas cargadas; Stains-All/nitrato de
plata: tincion para incrementar la sensibilidad del reactivo Stains-All, Ova:
ovoalbumina (control positivo en PAS y control negativo en Stains-All); AIM:
proteinas insolubles de la matriz; ASM: proteinas solubles de la matriz. Las flechas
indican el control positivo, control negativo o la deteccion de la proteina de interés
en cada tincion.

7.3 Purificacion de la proteina de P. sterna mas abundante en la concha

Una vez que se observd que la proteina de 19 kDa de la AIM presentaba
caracteristicas bioquimicas relacionadas con la biomineralizacién de la concha,
ésta se purific6 mediante electroforesis preparativa SDS-PAGE. De las fracciones
colectadas, se identificaron 25 fracciones (58-83) que contenian la proteina de 19
kDa, de acuerdo con su movilidad relativa calculada (Figs. 8 y 9). De los 890 ug de
proteina sin purificar contenida en el extracto crudo de la AIM de la concha, se
obtuvieron 68 ug de proteina pura, con un rendimiento del 18% y una pureza del
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85% (Tabla IIl). Se obtuvieron 100 puL de proteina pura de los que se hicieron
alicuotas de 10 pL que se almacenaron a -20 °C hasta su uso. La concentracion de
proteina calculada por densitometria de pixeles (ver seccion 6.4) de esta

preparacion fue de 6.8 ug-uL™.

kDa

66.2
45

31

21.5

14.4

6.5

Figura 8. Perfil electroforético en SDS-PAGE de poliacrilamida al 16% de las
fracciones obtenidas de la electroforesis preparativa de la fraccion AIM de la concha
de P. sterna (tincién: nitrato de plata). MM: marcador de peso molecular; 1-9:
muestras aleatorias entre las fracciones 76-100. La flecha indica una de las
fracciones que contienen la proteina de interés.
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Figura 9. Calculo del peso molecular de Ps19 de la matriz insoluble en AAG (AIM)
de P. sterna. Estandares de proteinay Ps19 fueron separados en un gel SDS-PAGE
de poliacrilamida al 16%. Los ejes representan movilidad relativa (Rf) de las

proteinas y el logaritmo del peso molecular (log MW). MWS: estandar de peso
molecular (Bio-Rad 1610317).

Tabla Ill. Purificacion de Ps19 de la concha de P. sterna.

) Proteina Pro_te_lna Rendimiento Pureza
Especie Paso (mg)P objetivo (%) (%)
(mg)®
P. sterna Extracto 0.890 0.369 100 41
crudo @
Electroforesis 3¢9 0.075 20 85
preparativa
Lavado-
concentracion 0.068 0.068 18 85
con Amicon

a A partir de la extraccién con AAG frio de 20 g de concha pulverizada de P. sterna.

b Concentracién de proteina determinada por densitometria de imagen utilizando Ovoalbldmina como proteina
estandar.
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7.4 Secuenciacién proteica de Ps19

Se obtuvo la secuencia de novo de la proteina de 19 kDa mediante cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas. La composicidon aminoacidica de la
proteina purificada indicé una alta proporcion de Leu (17%), Asp (11%), Ser (8%) y
Ala (8%), lo que corresponde potencialmente a una proteina 4cida (coincide con los
resultados reportados con Stains-All), con un 17% de residuos acidos (Asp/Glu). De
la digestion con tripsina y secuenciacion de aminoacidos, se obtuvieron las

secuencias de los once péptidos que se muestras en la tabla IV.

Utilizando la herramienta de busqueda de alineamiento local basico (del inglés
BLAST, Basic Local Alignment Search Tool) se compararon las secuencias de los
péptidos obtenidos para la proteina de 19 kDa en la secuenciacion contra la base
de datos de proteinas no redundantes de Mollusca del NCBI, con un corte de 0.1
para el valor de E y no se encontr6 ninguna homologia con alguna proteina de la
base de datos. Sin embargo, cuando el corte del valor de E se amplié a 3.0, la
proteina de 19 kDa tuvo similitud con una proteina tipo serino beta-lactamasa de
Biomphalaria glabrata (valor de E de 0.4), con un dominio BTB/POZ de Aplysia
californica (100% similitud) y una proteina no caracterizada de Mizuhopecten
yessoensis (78% similar), ambas con un valor de E de 0.5. También presentd
similitud del 67% con una proteina hipotética de Lottia gigantea (valor de E de 1.0),
una similitud del 78% con una proteina no caracterizada de Crassostrea virginica
(valor de E de 1.0) y present6 89% de similitud con otra proteina no caracterizada
de la misma especie (valor de E de 2.1). Con una proteina hipotética de Elysia
chlorotica presento el 64% de similitud con un valor de E de 2.5 y con un valor de E
de 3.0 presenté una similitud del 89% con una proteina no caracterizada de
Mizuhopecten yessoensis (Tabla 1V). Los resultados sugieren que la proteina no
tiene homologia con otras proteinas de la concha previamente descritas, por lo que
se considera como una nueva proteina, a la cual se le ha nombrado Ps19 (Arroyo
et al., 2020).
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Tabla IV. Péptidos obtenidos por secuenciacién de novo y analisis de homologia
contra las proteinas no redundantes de Mollusca empleando BLAST.

. Numero
No. Secuencia Precurso MW BLAST hits Valor  Identidad de acceso
r (Da) deE (%)
(ID)
1 DLCDAGAVR 488.7 975.4 - - - -
2 MDALGLANR 481.2 960.5 - - - -
3 YACVQCR 478.7 955.4 - - - -
Proteina no
caracterizada 2.1 89 XP_02223
(Crassostrea virginica) 3857.1
4 DVTAVJ:\LVVADD 798.9 1595.8 Proteina no
caracterizada 30 89 XP_02137
(Mizuhopecten ’ 1593.1
yessoensis)
Proteina no
caracterizada 1.0 78 XI;_;())(;Q;)S
5 PFVDDQYCYVLK 852.9 1703.8  (Crassostrea virginica) ’
Proteina hipotética XP_00905
L 1.0 67
(Lottia gigantea) 7105.1
6 DLSTDSIIFLWAL 840.9 1679.9 - - - -
LWTQYNSNLCS
7 AQLR 903.7 1805.4 - - - -
8 GELNDEFSTCNS 979.9 1957.8 - - - -
PR
Dominio BTB/POZ, XP_00510
repeticiéon anquirina 0.5 100
. . . 0573.1
(Aplysia californica)
9 DGDVLMWALR 656.8 1311.6 Proteina no
car.acterlzada 05 78 XP_02137
(Mizuhopecten 7093.1
yessoensis)
10 YSLDPLSCS 924.1 1846.8 - - - -
Proteina tipo serino
beta-lactamasa 0.4 80 XP_01308
11 FPGSPYVELYKW 967 4 1932.9 (Biomphalaria 6113.1
R glabrata)
Proteina hipotética 55 64 RUS87181
(Elysia chlorotica) ’ 1
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7.5 Caracteristicas de proteina Ps19

Una vez purificada, se realizd la caracterizacion bioquimica de la Ps19 para
identificar-corroborar la presencia de caracteristicas de otras proteinas involucradas
en la biomineralizacion, tales como uniones a calcio y glicosilaciones. Como se
muestra en la figura 10, la proteina tiene un peso molecular de 19 kDa (calculado
de acuerdo con su movilidad relativa, Figs. 9 y 10 CBB), de acuerdo con la tincion
de PAS, Ps19 es una glicoproteina (rosa-PAS, Fig. 10) y potencialmente tiene
uniones a calcio (azul-Stains-All, Fig. 10). La tincion con nitrato de plata intensifica
la visualizacién de la proteina después de la tincibn con Coomassie R250 y de
Stains-All, e indica que no existe otra proteina en la muestra (amarillo-Satins-All/SN,
Fig. 10).

CBB SN PAS Stains All Stains All/SN

kDa MM Ps19 Ps19 Ps19 Ova Ps19 Ova Ps19 Ova

= g
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215 | S ' ¥ I's ¥
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Figura 10. Caracterizacién bioquimica, mediante tincidn-especifica, de la proteina
Ps19 de P. sterna en geles SDS-PAGE de poliacrilamida al 16%. MM: marcador de
peso molecular, CBB: tincibn Coomassie Brilliant Blue; SN: tincion con Nitrato de
Plata; PAS: tincion Acido Periodico-Schiff; Stains-All: tincion para proteinas
cargadas; Stains-All/Nitrato de Plata: tinciébn para incrementar la sensibilidad del
reactivo Stains-All, Ova: ovoalbumina (como control positivo en PAS y control
negativo en Stains-All). Las flechas indican el control positivo o la deteccién de la
proteina de interés en cada tincion.
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7.6 Ensayo de union a quitina

Se analiz6 la capacidad de unién a quitina de Ps19 incubando la proteina purificada
con quitina y realizando posteriores lavados como se describe en la metodologia.
Como se muestra en la figura 11, se encontré a Ps19 en el pellet tratado con el
amortiguador de carga (Fig. 11, LB-Ps19, flecha), lo que indica que es capaz de
unirse a la quitina a diferencia de la BSA (control negativo) que se encontré en los
sobrenadantes de la reacciéon correspondientes a los lavados realizados (Fig. 11,
LB-BSA, H20 y NaCl 0.2 M).

H,0 0.2M Nacl LB H,0 0.2M Nacl LB

kbDa MM BSA Ps19

66.2

45 |

31

215

EA

14.4

6.5

Figura 11. Ensayo de union a quitina de Ps19 de P. sterna. Gel SDS-PAGE de
poliacrilamida al 16% tefiido con nitrato de plata. MM: marcador de peso molecular;
BSA: Albumina sérica bovina; Ps19: proteina de 19 kDa de P. sterna. La flecha
indica a Ps19 unida a quitina.

7.7 Estructura microscopica del nacar
Las observaciones del nacar de la concha mediante SEM revelaron una estructura
laminar del tipo “pared de ladrillos” en vista transversal, y en corte longitudinal,

puede apreciarse la forma geométrica de las placas de aragonita (Fig. 12).
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Figura 12. Estructura de la concha (capa nacarada) de P. sterna visualizada por
SEM. a) Estructura tipo “pared de ladrillos”, b) Vista superior de placas de aragonita;
la flecha indica las placas de aragonita.

7.8 Ensayos de cristalizacién in vitro de CaCOs en presencia de Ps19

7.8.1 Efecto de las sales sobre la cristalizacion in vitro de CaCOs.

La formacion cristalina de CaCOs fue evaluada mediante SEM (seccion 6.9.1 de
materiales y métodos). Como se muestra en la figura 13, las observaciones SEM
revelaron que cuando no se agreg6 proteina a la solucion A (CaClz 40 mM pH 8.2,
NaHCOs3 100 mM) y solucion C (CaCO3s 100 mM), se observaron cristales de calcita,
con un tamafio de 25 ym para la solucion Ay de 20 um para la solucién C. Estos
cristales presentaron la forma geométrica tipica de la calcita, con angulos de 90° y
caras lisas (Fig. 13a, c). La solucién B (MgCl2 40 mM pH 8.2, NaHCO3 100 mM),
mostro cristales de aragonita, con una morfologia tipo aguja con una variacién en
tamafios (Fig. 13b). Cuando se afadi6 Ps19 a las soluciones A y B, se pudo
observar la formacién de placas octagonales de aragonita (Fig. 13d, €), la solucién
gue contenia CacClz (solucion A), formo placas de 30 ym (Fig. 13d), mientras que la
solucién B (conteniendo MgClz) presentd placas con un tamafio de 100 um (Fig.
13e). Sin embargo, no se observo formacion de cristales al incubar la solucion C
(CaCOs3 100 mM) con la proteina (Fig. 13f).
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Figura 13. Efecto de Ps19 en el crecimiento de cristales de CaCOs en la presencia
de diferentes soluciones salinas. a: 40 mM CaClz pH 8.2, 100 mM NaHCOs (solucién
A); b: 40 mM MgClz pH 8.2, 100 mM NaHCOs (solucion B); c: 100 mM CaCOs
(solucién C). d, e, and f: Ps19 con soluciones A, By C, respectivamente. Las flechas
indican cristales de calcita en a, cristales de aragonita en b, y placas de aragonita
en d y e. Las estructuras geométricas de cada caso fueron delimitadas en blanco.

7.8.2 Efecto de la concentracion de proteina y de la concentracién del cofactor
divalente sobre la capacidad de cristalizacion de CaCOs de Ps19.

Se evalué la formacién de carbonato de calcio por medio de SEM al incubar cuatro
soluciones salinas a dos molaridades diferentes (40 y 100 Mm) con tres
concentraciones de Ps19 (seccion 6.9.2 de materiales y métodos, Tabla Il). Cuando
se incubd la proteina a 0.2 pg-uLt sin la presencia de solucién salina, se formaron
cristales irregulares de 100 um de longitud; los cristales se hicieron mas pequefios
(50 um) y més estructurados conforme la concentracion de proteina aumento (1.2
pum-puLt) (Figs.14 y 15). Cuando MgCl2 y MgSOa4 se encontraban a 40 mM en la
solucion 1 (MgClz, 100 mM NaHCOs3) y solucion 3 (MgSOs4, 100mM Na2CO3)
respectivamente, sin la presencia de proteina, se formaron cristales de aragonita
en forma de espiga (Fig.14d, 4l), en la solucién 3 ademas, se precipité carbonato
de calcio amorfo (CCA) (Fig. 4l). Las soluciones 2 (CaClz, 100mM Na2CQO3) y 4
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(CaCl2/MgCl2, 100mM NaHCO3) a 40 mM de cofactor, cristalizaron calcita con su
tipica geometria cuadrada con bordes suaves, la solucion 2 formé los cristales mas
grandes (120 ym de largo), mientras que los cristales formados en la solucion 3

eran 10 veces mas pequefos.

Cuando el cofactor se encontraba a 100 mM sin la presencia de Ps19, anicamente
la solucion 1 formo cristales de aragonita (Fig. 15d), que fueron mas abundantes
qgue aquellos formados a 40 mM del cofactor. La solucion 2 formé cristales
geomeétricos definidos de calcita de 100-500 um de largo (Fig. 15h), mientras que
las soluciones 3y 4 precipitaron CCA (Figs. 15|, p). La solucion 3 ademas precipitd

CaCOs en su forma menos estable: vaterita (esferas en la Fig. 15I).

Ps19 fue capaz de inducir la formacion de placas de aragonita a ambas
concentraciones de cofactor (40 y 100 mM) cuando fue incubada con la solucion 1
(Figs. 14 y 15), pero no presentaron formas definidas o regulares. En la solucion 2
a 40 mM de cofactor, Ps19 fue capaz de formar tabletas hexagonales de aragonita
de 100 uM con Ps19a 0.2y 1.2 ug-uL* (Fig. 14i) y tabletas incompletas de 600 pM
de longitud con 0.7 pg-uL* de Ps19 (Fig. 14j), mientras que la misma solucién (10
mM) formé placas de 500 ym cuando fue incubada con Ps19 a 0.2y 1.2 ug-pL?,
con forma hexagonal (Fig. 15i) y cuadrada (Fig. 15k) respectivamente. La solucién
2 a 40 mM de cofactor y con la concentracion media de Ps19, cristalizaron placas
incompletas con forma de diamante (4j), mientras que la misma combinacion, pero
a 100 mM de cofactor resulté en la formacion de placas de aragonita de entre 100

a mas de 500 ym de longitud apiladas una sobre otra (Fig. 15j).

La solucién 3 con el cofactor a 40 mM precipité CCA con la concentracién mas baja
de proteina (Fig. 14m), a la concentracion media de Ps19 empezaron a formarse
algunas estructuras de aragonita (sin forma definida) (Fig. 14n), y a la concentracion
mas alta de proteina se visualizaron placas de 200 ym de longitud (Fig. 140). La
solucion 3 con el cofactor a 100 mM precipitdé CCA a cualquier concentracién de

Ps19, formando peliculas gruesas a 1.2 pug-uL* de Ps19 (Figs. 150-s).
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Finalmente, la solucién 4 por si sola a 40 mM de cofactor formo cristales de calcita
de menos de 10 um de longitud, mientras que incubada con 0.2 pg-uL?* de Ps19,
formé una pelicula de ACC, con 0.7 pg-uL™ de proteina, formé placas aragoniticas
de 200 um y a 1.2 ug-uL? de Ps19, precipité espiculas de aragonita de 50 pm de

largo.

La solucién 4 con 100 mM de cofactor formé CCA sin la presencia de Ps19 (Fig.
15p). Cuando se incubd con la menor cantidad de proteina, se siguié formando
CCA, aunque la superficie se volvié mas lisa (Fig. 15q). Cuando se incubd con la
concentracion intermedia de Ps19 se apreciaron algunas placas hexagonales de
aragonita bajo lo que parece ser una pelicula de CCA de aproximadamente 200 um
de radio (Fig. 15r) y finalmente, con la concentracion mas alta de proteina, ademas
del CCA, se formaron espiculas de aragonita de 50 pum de largo(15s).
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40 mM MgCl,, 40 mM CaCl,, 40 mM MgSO,, 40 mM CaCl,/MgCl,,
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Figura 14. Efecto de Ps19 sobre la cristalizacion de CaCOs cuando se combinan
cuatro soluciones salinas a 40 mM de cofactor. Proteina Ps19 incubada sola a (a)
0.2 ug-uL?t, (b) 0.7 pg-uLty (c) 1.2 pg-uL?t. (d) Solucién 1 (40 mM MgClz, 100 mM
NaHCO3) sin presencia de Ps19, (e-g) solucién 1 con (e) 0.2 pug-uL?, (f) 0.7 pg-uL-
1y (9) 1.2 pg-uLt de Ps19 respectivamente. (h) Solucién 2 (40 mM CaClz, 100 mM
Na2CO3) sin presencia de Ps19, (i-k) solucién 2 con (i) 0.2 ug-uL?, (j) 0.7 pg-puLty
(k) 1.2 pg-uL? de Ps19 respectivamente. (I) Solucién 3 (40 mM MgSO4, 100 mM
Na2CO3) sin presencia de Ps19, (m-o0) solucién 3 con (m) 0.2 pug-uL?, (n) 0.7 pug-pL-
1y (0) 1.2 pg-pLt de Ps19 respectivamente. (p) Solucion 4 (40 mM CaCl2/MgClz,
100 mM NaHCO:3) sin presencia de Ps19, (g-s) solucién 4 con (q) 0.2 pg-uL?, (r)
0.7 pg-yuLt y (s) 1.2 pug-uL?! de Ps19 respectivamente. Las estructuras fueron
delimitadas con lineas blancas.



41
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Figura 15. Efecto de Ps19 sobre la cristalizacion de CaCOs cuando se combinan
cuatro soluciones salinas a 100 mM de cofactor. Proteina Ps19 incubada sola a (a)
0.2 ug-puL?, (b) 0.7 pg-pLty (c) 1.2 pg-pL?. (d) Solucién 1 (100 mM MgClz, 100 mM
NaHCO3) sin presencia de Ps19, (e-g) solucién 1 con (e) 0.2 pug-uL?, (f) 0.7 pg-uL-
1y (g) 1.2 ug-uL? de Ps19 respectivamente. (h) Solucién 2 (100 mM CacClz, 100 mM
Na2CO3) sin presencia de Ps19, (i-k) solucién 2 con (i) 0.2 ug-uL?, (j) 0.7 pg-uLty
(k) 1.2 pg-puL?* de Ps19 respectivamente. (I) Solucién 3 (100 mM MgSOa4, 100 mM
Na2CO3) sin presencia de Ps19, (m-o0) solucién 3 con (m) 0.2 pug-uL?, (n) 0.7 pug-pL-
1y (0) 1.2 pg-pL* de Ps19 respectivamente. (p) Solucién 4 (100 mM CaCl2/MgClz,
100 mM NaHCO:3) sin presencia de Ps19, (g-s) solucién 4 con (q) 0.2 pg-uL?, (r)
0.7 pg-yuLt y (s) 1.2 pug-uL?! de Ps19 respectivamente. Las estructuras fueron
delimitadas con lineas blancas.

7.9 Andlisis de Raman

Se utilizé espectrometria de Raman para confirmar la identidad de la calcita y
aragonita de las estructuras cristalinas obtenidas en presencia de Ps19 (Fig. 16). El
espectro correspondiente de la muestra correspondiente a la figura 13 (ay e), se
muestran en la figura 16. Los cristales de calcita contienen dos unidades de CaCOs,
con un total de diez atomos; su nucleacién y crecimiento del cristal, han sido

ampliamente estudiados por espectrometria de Raman y por célculos tedricos (De
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La Pierre et al.,, 2014). La presencia de modos vibracionales activos para
frecuencias Raman de 282.47 cm™ (oscilaciones traductoras de los grupos COs),
712.48 cm (v4, flexion asimétrica), y 1087.27 cm ! (v1, estiramiento simétrico de
los grupos COs), confirman la formacion de celdas romboédricas primitivas de
calcita con un grupo espacial D¢,(R3C) y parametros de a= 5.03 y c= 17.325 A,
respectivamente (Rutt y Nicola 1974). Por otro lado, el espectro Raman de la
aragonita muestra modos vibracionales similares a los de la calcita, pero con unos
ligeros cambios hacia energias mas bajas en todos sus modos, de acuerdo con su
celda ortorrébmbica primitiva. El cristal contiene cuatro unidades de CaCOs, con un
total de veinte atomos; la presencia de los modos activos de Raman a 206.1 cm™,
702.595 cm?, and 1085.16 cm™, han sido reportados para cristales de aragonita en
polvo y confirma la formacion adecuada de la red ortorrdmbica con un grupo
espacial Di£(Pnma) y unos parametros de celda de 5.008, 8.029, and 5.861 A para

los ejes a, b, y ¢, respectivamente (Urmos et al., 1991).

Aragonite
—— Calcite 1085.16

1087.27

Intensity (a.u.)
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Figura 16. Espectro Raman de los cristales de calcita de los controles (linea roja) y
cristales de aragonita (linea negra) inducidos por la proteina Ps19 asilada de la
matriz insoluble en AAG de la concha de P. sterna. En rojo se muestra el espectro
emitido por la calcita y en negro el emitido por la aragonita.
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8. DISCUSION

Se aislo y caracteriz6 una nueva proteina de la matriz insoluble en AAG de la
concha de P. sterna. Estudios anteriores han reportado que las proteinas insolubles
de la matriz de la concha de otros moluscos tienen una alta proporcion de residuos
Asp y Glu, convirtiéndolas en proteinas acidas, lo que comunmente presenta un
reto en su purificacion. La proteina Ps19 mostré una alta proporcion de estos
residuos (17%); por lo que puede considerarse una proteina acida, lo que coincide
con que su purificacidon presentd un reto, teniendo un bajo rendimiento (18%),
aunque la pureza de la proteina extraida fue alta (85%). Se han extraido proteinas
insolubles en AAG de otras especies y se ha hecho un gran esfuerzo por tratar de
describir y caracterizarlas todas, y a pesar de que muchas han sido descritas,
muchas quedan aun sin caracterizar y su papel en la biomineralizacion de la concha

permanece sin conocerse (Liao et al., 2019; Marie et al., 2010, 2015).

Las pruebas bioquimicas de Ps19 muestran que es una proteina con capacidad de
unién a quitina, caracteristica esencial para las interacciones entre proteinas de la
matriz y biomoléculas orgénicas para crear un marco para la mineralizacion del
carbonato de calcio (Baqueiro y Aldana, 1995; Marie et al., 2008; Marin, 2012;
Nudelman, 2015). Uno de los principales componentes organicos interlamelares de
las placas de nacar es la -quitina, también considerada como un sitio de nucleacion
para las hojas de aragonita debido a su interaccién con otras proteinas de la matriz
(Addadi et al., 2006; Bahn et al. 2015; Keene et al., 2010). De acuerdo con esta
evidencia, Ps19 puede estar involucrada no sélo en la mineralizacion de placas de
aragonita sino también en su nucleacién. Proteinas como las tipo Pif o a hichina
(proteinas de la AIM) son conocidas por tener dominios conservados ricos en
residuos de Gly y Cys (Feng et al., 2017; Gao et al., 2015), sin embargo, de acuerdo
con el analisis de BLAST, ninguno de estos dominios fue encontrado en las
secuencias de péptidos obtenidas para Ps19; pero presentd esta capacidad in vitro,
lo que sugiere la existencia de otros dominios de unidn a quitina que todavia no se

conocen. Un caso similar es el de la familia Perlina/N16, que no posee un dominio
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especifico de union a quitina y presenta dicha capacidad de acuerdo con analisis
bioquimicos de la proteina (Montagnani et al., 2011; Samata et al., 1999), lo que

coincide con los resultados aqui mostrados para Ps19 de P. sterna.

Investigaciones anteriores han reportado que proteinas como N14, N16 y MSI60
poseen dominios especificos GXN (Kono et al., 2000; Samata et al., 1999; Sudo et
al., 1997) o dominios ricos en Asp como la Aspeina (Tsukamoto et al., 2004), que
estan involucrados con la union a calcio en Pinctada fucata (Sato et al., 2013). La
proteina Ps19 mostré capacidad de unirse a calcio, pero la secuencia aminoacidica
obtenida hasta el momento no presenta ninguno de los dominios conservados
asociados a esta caracteristica, por lo que podria tratarse de un nuevo dominio adn
no descrito, o este dominio podria encontrarse en la secuencia que todavia no ha

sido obtenida.

De acuerdo con el analisis de BLAST con un valor de E de 0.1, no se encontré
ninguna similitud con ninguna proteina, pero al ampliar este valor a 3.0, se
mostraron similitudes con un valor de E de 0.5 para el péptido 9, una con un 100%
de similitud con un dominio BTB/POZ de Aplysia californica, que es un dominio
presente en diferentes proteinas relacionadas al arreglo del citoesqueleto,
regulacién de la transcripcion y otras funciones que involucran interacciones
proteina-proteina (Aravind y Koonin, 1999). Se mostr6 una segunda similitud para
este péptido del 78% con una proteina no caracterizada de Mizuhopecten
yessoensis. La similitud con el dominio BTB/POZ podria indicar que Ps19 es una
proteina involucrada en interacciones proteina-proteina, probablemente en la
formacion de las placas de aragonita, sin embargo, en qué tipo de interaccién

proteina-proteina esta involucrada, no ha sido estudiada.

Otra similitud presente, fue la del péptido 11 con un valor de E de 0.4, con un 80%
de similitud con una proteina tipo serino-beta-lactamasa de Biomphalaria glabrata.
La beta-lactamasa es una proteina mitocondrial relacionada con la resistencia a

antibiéticos con actividad enzimatica (Froes et al., 2016; Keckesova et al., 2017),
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por lo que estudios posteriores de Ps19 deben ser realizados para probar si esta
proteina posee actividad enzimatica o comparte alguna caracteristica con esta
familia de proteinas. Las otras similitudes encontradas fueron con proteinas no
caracterizadas o con proteinas hipotéticas, por lo que sus funciones no estan

descritas y es necesaria mas informacion para llegar a una conclusion.

La glicosilacion es una caracteristica de vital importancia para las SMPs, porque
aporta un pH acido a la proteina (Samata y Samata, 1990). Se ha propuesto que
los azlcares &cidos, especialmente los sulfatados, pueden concentrar iones de
calcio alrededor de proteinas acidas, induciendo asi la nucleacién del cristal (Marie
et al., 2007); también pueden tener un papel importante en el reconocimiento de la
superficie del mineral y en la seleccion del polimorfo a formar (Levi et al., 1998;
Marie et al., 2007; Samata y Samata, 1990). Ps19 mostrd que es una glicoproteina,
y dada su composicion de aminoacidos puede ser una proteina acida, por lo que
dicha glicosilacion podria ser la responsable de su capacidad de cristalizar placas

de aragonita in vitro sin importar la sal con la que se incube.

Las soluciones saturadas que contienen -HCOz, Na?* o Ca?* cristalizan calcita,
mientras que las que contienen Mg?* forman cristales de aragonita. Sin embargo,
cuando la calcita se encuentra en soluciones saturadas que contienen Mg?* con una
composicién similar al agua de mar (radio molar Mg:Ca mayor a 4), sélo se observa
la formacion de aragonita, y si la solucion se encuentra muy saturada en magnesio,
puede observarse la formacion de vaterita dado que ésta se estabiliza y precipita
(Fricke y Volkmer, 2007).

En este trabajo, Ps19 fue capaz de unirse tanto a quitina como a iones de calcio, a
pesar de que la secuencia parcial de la proteina no mostrd ninguno de los dominios
conservados asociados a estas caracteristicas, tales como la repeticion GN- o los
motivos GYS, que han sido ampliamente observados en muchas de las proteinas
de la matriz de la concha (Feng et al., 2017; Kono et al., 2000; Matsushiro et al.,
2003; Montagnani et al., 2011; Samata et al., 1999).
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Ps19, como otras SMPs, es capaz de unir polisacéridos y iones de calcio, moléculas
gue son necesarias para la mineralizacion del carbonato de calcio, por lo que puede
gue Ps19 actie como un intermediario entre los cristales de carbonato de calcio y
la matriz organica. Sin embargo, podria funcionar también como una plantilla para
la nucleacién de aragonita, de acuerdo con los ensayos de cristalizacién in vitro.
Adicionalmente a estas evidencias, es necesario realizar mas andlisis para
corroborar el papel de Ps19 en la mineralizacion de la concha de P. sterna, asi

como su importancia.

Cuando las soluciones salinas saturadas se incuban con proteinas de la matriz
pueden inducir la formacion de cristales de calcita o aragonita, independientemente
de la sal con la que se incuben (Hillner et al., 1992). En esta investigacion, las
soluciones que formaron aragonita o calcita fueron consistentes con lo reportado en
la literatura, no obstante, una vez que se afadio la proteina, la Ps19 fue capaz de
inducir cristales de aragonita sin importar la sal con la que fuera incubada, indicando
gue es capaz de inducir selectivamente la formacion de placas de aragonita in vitro
similares al nacar. No se observo formacion de cristales cuando fue incubada con
la solucion C (100 mM CaCOs), lo que podria estar asociado a la concentracion de
proteina como han reportado otros autores, quienes han trabajado con
concentraciones que oscilan entre 0.6 a 40 ug-uL*(Chen et al., 2018; Weiss et al.,
2000; Zhang et al., 2018). Este resultado sugiere que una alta concentracion de
proteina podria inhibir la formacién de cristales de carbonato de calcio, actuando
como un regulador de la nucleacién, sin embargo, se necesitan experimentos
posteriores con dicha sal.

En los ensayos donde se incubaron diferentes concentraciones de Ps19 con
soluciones saturadas a dos molaridades diferentes, se observo la formacion de
calcita, aragonita y vaterita, asi como CAA, lo que puede deberse a las
concentraciones de las sales y de la proteina, pues se ha reportado que algunas

SMPs son capaces de estabilizar el CCA a partir del cual se forman los polimorfos
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de carbonato de calcio, coincidiendo con los modelos propuestos de formacion del
nacar (Addadi et al., 2006; Bahn et al., 2017; Walker et al.,2017).

También se ha reportado que si una solucidén contiene altas concentraciones de
Mg?*, se tiende a formar aragonita, sin embargo, esto puede variar de acuerdo al
radio Mg:Ca que exista en la solucién. A un radio de 4:1 entre estos elementos, la
probabilidad de que se forme aragonita es mayor, mientras que a radios mayores 0
menores, se favorece la formacion de calcita de magnesio , CAA (Declet et al., 2016;
Loste et al., 2003).

La seleccion de polimorfos de carbonato de calcio no depende Unicamente de la
composicion de la soluciéon salina con la que se incuba; bajo condiciones
experimentales, es mas sencillo que los cristales de aragonita se formen en
espacios confinados (en tubos de >25 nm de diametro), sin embargo, estas
condiciones no se presentan en la naturaleza. Por ejemplo, en moluscos, las placas
de nacar tienen un tamafio mayor a 25 nm debido a la presencia de las proteinas
de la matriz, cuyas interacciones con los minerales y otras proteinas forman una
estructura de andamiaje que permiten la existencia de dicho tamafio (Zeng et al.,
2018).
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9. CONCLUSIONES

Este estudio describe las caracteristicas bioquimicas de Ps19, una proteina de la
matriz insoluble en AAG de la concha de P. sterna. Ps19 es una glicoproteina con
capacidad de union a calcio y a quitina, caracteristicas importantes para la
nucleacion de aragonita. Ademas, Ps19 es capaz de cristalizar carbonato de calcio
in vitro formando placas geométricas de aragonita que son necesarias en la
estructuracion del nacar. Sin embargo, no pudo establecerse una relacion directa
entre la modulacién que podria ejercer Ps19 y la mineralizacion de CaCOs in vitro,
por lo que se requieren realizar posteriores investigaciones para determinar la
relacion entre la concentracion de proteina y sales, sobre la formacién de polimorfos
de CaCOs.
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