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Resumen

Dentro del proceso de biomineralizacion de la concha de moluscos, existen
proteinas de la matriz de la concha (SMPs, por sus siglas en inglés: Shell Matrix
Proteins), como la N66, con la capacidad de regular la formacion de dos
polimorfos de carbonato de calcio (aragonita y calcita) en una sola estructura,
dicha caracteristica ha sido de alto interés para el disefio de nuevos
biomateriales utiles en el area de construccion y medicina. Sin embargo, el
conocimiento sobre las implicaciones de las funciones sobre la estructura de este
tipo de SMPs es escaso, por lo que se considera importante conocer la
secuencia de aminoacidos de las SMPs con la capacidad de nuclear ambos
polimorfos. Ademas, se requiere determinar si las modificaciones
postraduccionales en SMPs tienen efecto sobre el proceso de nucleacion de los
polimorfos de aragonita y calcita. En este trabajo, se describe la caracterizacion
de la secuencia de N66 de P. mazatlanica, abordando las implicaciones de las
funciones y posible evolucion de esta proteina desde dos criterios: su
localizacion celular y su estructura proteica. La funcion conocida de N66 es como
nucleador e inhibidor de aragonita y calcita en el proceso de mineralizacion de la
concha. Este trabajo propone que la N66, podria estar involucrada en el proceso
de reparacion de la concha, ya que la N66 recombinante nucled vaterita. Por otro
lado, al obtener la N66 recombinante a partir de la expresion heteréloga en
bacterias, este proyecto relaciona que la ausencia de las modificaciones
postraduccionales de la N66 podrian estar directamente involucradas con la

funcién de inhibicién del crecimiento del cristal.
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Summary

The mollusk biomineralization process involves of several matrix proteins
(SMPs), such as N66, this type of proteins are important for its ability to regulate
calcium carbonate in two polymorphs (aragonite and calcite) and create a
complex shell structure. This feature has been very important for designing of
biomaterials in construction and medicine area. However, we need us more
research about of structure of SMPs and its implication in the function of
biomineralization process. On the other hand, it’s necessary to understand the
effects of posttranslational modifications about calcium carbonate nucleation,
when we use us recombinant SMPs expressed in Escherichia coli as nucleating
agents of calcium carbonate. In this research, we describe us N66 recombinat’s
characterization of P. mazatlanica for to analyze the protein expressed in a
procariota cell and to determine the effects posttranslational modifications”
absence in its function. The function N66°s well-known is as nucleator and
inhibitor of aragonite and calcite, this work proposes to N66 as nucleator a
third polymorph:vaterite, and we suggest us that N66 could be involved in the
process of repair of the shell mollusk P. mazatlanica. In addition, we results
suggest us that the N66°s posttranslational modifications could be directly
involved with the function of crystal growth inhibition and the post-translational
modifications could be related to the structure of the low complexity repeated
domain (RLCD) of Asn and Gly.
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1. INTRODUCCION

1.1 Biomineralizacion.

El proceso de biomineralizacion involucra el depdésito y formacién de minerales
(como calcita, vaterita, aragonita, hidroxiapatita, barita, celestita, entre otros),
dentro o fuera de la célula. En la actualidad, se conoce que en la naturaleza
existen multiples organismos, como algas, peces, plantas, mamiferos, bacterias
y moluscos con la capacidad de sintetizar una alta cantidad de biominerales
(Mdller, 2011).

El desarrollo evolutivo de este mecanismo ha permitido generar estructuras
propias que proporcionan soporte y proteccion para estos organismos (Bertini et
al., 2007; Lowenstam y Weiner, 1989; Mann, 2001; Mduller, 2011; Simkiss y
Wilbur, 2012). Sin embargo, existen algunas modificaciones especificas para
cada taxon (Baeuerlein, 2004). Estas diferencias pueden ser explicadas por la
interaccion de las proteinas con otras moléculas que se encuentran en la célula
o en la matriz extracelular en donde actuan, principalmente nucleadores y
reguladores del crecimiento y orientacion de los cristales generados durante este
proceso (Boskey, 2003; Dove, 2003). El producto final de la biomineralizacion
conduce a la formacion de minerales con diferentes formas (polimorfos), siendo
el carbonato y el fosfato de calcio, los mas comunes en la naturaleza (Addadi y
Weiner, 1997; Collino, 2008; Dove, 2003).

En la actualidad, los elementos naturales mas estudiados para la formacion de
compuestos minerales son los huesos, dientes y conchas marinas. Respecto a
las conchas, los minerales formados son polimorfos derivados del carbonato de
calcio como calcita (sistema cristalino romboédrico), aragonita (sistema cristalino
ortorrombico) y vaterita (sistema cristalino hexagonal); estos se organizan a
escala nanométrica para poder formar estructuras resistentes y complejas
organizadas en la concha y perla de algunos moluscos (Donachy et al., 1992;
Fu, 2005; Jolly et al., 2004; Marin et al., 2008; Marin y Luquet, 2004; Marxen y
Becher, 1997; Matranga et al., 2011)



Investigaciones como las de Kono et al. (2000), Kréger (2009), Miyashita et al.
(2005) y Suzuki et al. (2009) sefalan que la formacién de la aragonita y la calcita
estan bajo el control de diversas proteinas de la matriz de la concha (SMPs, por
sus siglas en inglés: Shell Matrix Proteins). Por lo tanto, las nuevas
investigaciones se han enfocado en encontrar a dichas proteinas en diferentes
organismos a través de estudios de microarreglos, transcriptémica y proteémica;
una vez encontradas se procede a su aislamiento, identificacion y secuenciacion,
asi como determinar como es la regulacion de su expresion génica. Finalmente
se determina la capacidad de mineralizacion por estudios in vitro de aquellas
proteinas relacionadas con este proceso (Fang et al., 2011; Jiao et al., 2015;
Joubert et al., 2010; Kinoshita et al., 2011; Liu et al., 2015; Ma et al., 2016;
Masaoka et al., 2013; Miyamoto et al., 2013; Song et al., 2014; Sun et al., 2015).
Finalmente, existen implicaciones importantes en la ciencia de los materiales,
porque a pesar de que hay una gran diversidad de procesos de
biomineralizacion, todos los mecanismos se realizan de manera similar, por lo
que en la actualidad se buscan materiales sustitutos con capacidad de inducir o
sustituir la regeneracion de otro tejido de un sistema mineralizado (Almeida et
al., 2015). Por ello, las investigaciones se han vinculado a la comprensién de
como funcionan las proteinas involucradas en el proceso de biomineralizacion,
como las SMPs que actian como nucleadores o reguladores en la formacion de
la concha, la cual esta constituida por microestructuras compuestas
principalmente de aragonita y calcita; dichos polimorfos podrian ser usados
como material para la reconstruccion de huesos (Ni y Ratner, 2008).

1.2 La biomineralizacién en organismos marinos.

En la actualidad, sabemos que hay organismos marinos con la capacidad de
sintetizar una alta diversidad de biominerales (Muller, 2011) con la finalidad de
generar estructuras propias las cuales les proporcionen soporte y proteccién (Fu,
2005); dentro de los taxa estudiados se encuentran los equinodermos,

crustaceos y moluscos.



Los equinodermos, como el erizo de mar, cuentan con una estructura interna
conocida como endoesqueleto, la cual esta compuesta de calcita de magnesio
en forma de placas que a su vez forman microestructuras, como el estereoma
que es una red tridimensional de calcita. En general, cada elemento esquelético
de un equinodermo es un cristal de carbonato de calcio finamente ramificado y
estructurado, lo que hace del endoesqueleto una estructura sumamente
compleja (Matranga et al., 2011). Los equinodermos emplean un proceso
genéticamente regulado para formar el endoesqueleto, este ultimo constituido
principalmente de calcita de magnesio, una forma de carbonato de calcio que
contiene pequeiias cantidades de carbonato de magnesio.

En los ultimos afios, las técnicas de microscopia electrénica de barrido (SEM,
por sus siglas en inglés: Scanning Electron Microscopy) y microscopia
electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés: Transmission Electron
Microscope) han ayudado a generar informacion detallada acerca de este tipo
de estructuras (Matranga et al., 2011).

Otro grupo de organismos estudiados son los crustaceos, estos organismos
poseen una cuticula (capa exterior del tegumento) compuesta principalmente por
quitina, proteinas y carbonato de calcio. El carbonato de calcio proporciona
rigidez a la cuticula, por lo que las investigaciones se han orientado a conocer
como se regulan sus niveles en la célula durante la transferencia entre la cuticula
y otras partes del cuerpo del crustaceo; ademas, se han estudiado los factores
que mantienen el estado amorfo de carbonato de calcio después de la deposicién

en la cuticula y 6rganos de almacenamiento temporales (Nagasawa, 2011).

Finalmente, del grupo de los moluscos se han estudiado ampliamente aquellas
especies que presentan una estructura conocida como concha o nécar,
principalmente las especies que producen perlas por el interés comercial que
representan (por ejemplo, las especies de la familia Pteriidae). El nacar esta
constituido por cristales de aragonita y/o calcita, que le confieren una estructura
altamente resistente a las fracturas (Mackenzie et al., 2014; Xie et al., 2011).



1.3 El proceso de biomineralizacion en moluscos.

Dentro de las especies de moluscos que han sido estudiados por producir
biominerales agrupados en estructuras de la concha, se encuentran abulones
(Haliotis rufescens, Haliotis tuberculata), ostiones (Cassostrea virginica),
mejillones (Mitylus edulis), caracoles de agua dulce (Biomphalaria glabrata) y
ostras perleras (Pinctada maxima, Pinctada fucata y Pinctada martensii
(Donachy et al., 1992; Fu, 2005; Jolly et al., 2004; Marin et al., 2008; Marin y
Luquet, 2004; Marxen y Becher, 1997; Southgate y Lucas, 2008).

De todas las especies mencionadas, P. fucata, P. maxima y P. martensii
constituyen el grupo de ostras perleras cuyo proceso de mineralizacion ha sido
ampliamente estudiado debido al alto valor comercial que representan en el
continente asiatico (Southgate y Lucas, 2008). Estas especies pertenecen a la
familia Pteriidae, que también incluye a madre perla (Pinctada mazatlanica) de
la que hasta el momento no se han realizado investigaciones sobre el proceso
de biomineralizacién. Dado lo anterior, es importante realizar estudios en esta
especie, ya que se obtendria informacién acerca de si el mecanismo y/o
elementos involucrados en este proceso presentan algunas diferencias entre las
especies mas estudiadas de esta familia. Ademas, P. mazatlanica representa un
recurso valioso en la industria perlera en el continente americano, ya que se
encuentra distribuido en las costas del Pacifico, desde el norte de México hasta

el sur de Panama.

1.4 Fisiologia y formacion de la concha en bivalvos.

El Phylum Mollusca se divide en 7 clases taxonomicas, de las cuales 5 tienen
una estructura conocida como concha o nacar, de éstas solo los gasterépodos
(Biomphalaria. glabrata), cefalopodos (Nautilus macromphalus) y bivalvos (P.
méaxima, H. rufescens) tienen la capacidad de formar una bicapa compuesta por
dos polimorfos de carbonato de calcio (prismatica y nacarada, Fig. 1 Ay B); ésta

caracteristica convierte a los moluscos en un modelo ideal para el estudio de



estos minerales en el proceso de biomineralizacion (Keene, 2010; Marie et al.,
2009).
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Figura 4. Esquema de la seccidn transversal de la concha en moluscos. La imagen muestra la
localizacién de los polimorfos calcita y aragonita. A) Manto, B) Epitelio, C) Espacio extrapaleal,
D) Capa de nacar, y E) Capa prismatica (Tomado de Sun y Brushan, 2012).

En general, los elementos béasicos para la formacion y crecimiento de la concha
son (Addadi y Weiner, 1997; Cestari, 2008; Marin y Luquet, 2004):

a) células del manto (Fig. 1A), las cuales son encargadas de secretar carbonato
de calcio y otras macromoléculas como polisacaridos y proteinas;

b) un epitelio (Fig. 1B): donde se lleva a cabo el transporte de iones;

c) el espacio extrapalelal (Fig. 1C): lugar donde se realiza la calcificacion;

d) una matriz organica extracelular: responsable de agrupar los cristales
generados en estructuras complejas, como la capa de nacar (Fig. 1D) y la capa
prismatica (Fig. 1E);

e) células del sistema inmunitario; y

f) mecanismo de control hormonal, el cual regulara el crecimiento y forma del

nacar.

De acuerdo con Cestari (2008), el proceso de formacion de la concha involucra
tres etapas: |) Reorganizacion de los componentes; IlI) Pre-mineralizacién de las
laminas que formaran la concha; y Ill) Mineralizacibn mediante su crecimiento y

nucleacion.



La primera etapa se refiere a la unidon de proteinas, glicoproteinas,
proteoglicanos y polisacaridos que se encuentran en el nacar. Inicialmente, el
polisacarido B-polimorfo N-acetil-2-glucosamina (quitina) se adhiere a la matriz
extracelular en forma de cristales, interaccionando con el liquido extrapaleal
(liquido acuoso que contiene polisacaridos, proteinas y minerales), estas
proteinas catalizan la formacion de una matriz intertubular. Peculiarmente, las
proteinas involucradas son ricas en acido aspartico (Cartwright y Checa, 2007;
Cestari 2008).

La segunda etapa consiste en la pre-nucleacion de los granulos amorfos de
carbonato de calcio, para la formacion de cristales los cuales se organizaran en
forma de laminillas, necesarias para la formacion de la concha (Addadi et al.,
2006).

La tercera etapa consiste en la agrupacion de las laminas de carbonato de calcio
en nanoestructuras localizadas en las membranas interlamelares, dichas
nanoestructuras procederan a reagruparse para formar estructuras mas grandes
y simples como la estructura prismatica, folidcea y nacarada, o para la
generacion de estructuras mixtas como la lamelar cruzada compleja y prismatica
aragonitica (Addadi et al., 2006 Marin et al., 2008; Rousseau et al., 2005).

1.5 Estructura de la capa de nacar.

El nacar de los moluscos esta compuesto por ~95% de carbonato de calcio (Xie
et al., 2011) en forma de calcita o aragonita (Matsushiro y Miyashita, 2004), y
una matriz organica conformada por polisacaridos y proteinas que representa el
1% de la concha (Cestari, 2008). Generalmente, la concha de los moluscos
bivalvos esta conformada por la combinacion de varias estructuras (Fig. 2) como

se muestra en la Tabla | (Kobayashi y Samata, 2006).
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Figura 5. Representacién esquematica de algunas estructuras presentes en la concha de los
moluscos (Tomado de Vincent, 2002).

Tabla I. Tipos de estructuras en las conchas de los moluscos (Tomado de
Kobayashi y Samata, 2006).

Tipos de Caracteristicas
estructura

Prismética Compuesta por prismas con cristales de calcita, tienen una seccion

simple poligonal, con el eje mayor de crecimiento perpendicular a la
superficie interna de la concha.

Prismética Estructurada por prismas con cristales de aragonita, cuentan con

aragonitica una seccion poligonal, con el eje mayor de crecimiento lateral a la
superficie interna de la concha.

Nacarada Formada por un conjunto de laminas poligonales compuestas de
cristales de aragonita, tiene una seccion vertical con lamelas
parecidas a la superficie interna de la concha.

Foliacea Laminas alargadas con cristales de calcita, tienen una seccién en

Lamelar cruzada

compleja

Homogénea

Lamelar cruzada

Prismatica
compuesta

forma de rombos que agrupan como en la estructura nacarada.
Esta estructura cuenta con cristales de aragonita que son
rectangulares en disposicion radial

Agrupaciones de granulos de aragonita con diferentes tamafios.
Contiene un conjunto de cristales de aragonita alargados y
paralelos entre si, formando amplias laminas, formando bloques
rectangulares

Conjunto de prismas redondeados y alargados, que contienen
cristales de aragonita de forma cénica.



1.6 Proteinas involucradas en la estructura de la capa de nacar.

Las SMPs estan asociadas al proceso de biomineralizacion en moluscos y
presentan caracteristicas comunes, como, por ejemplo, actuar como reguladores
negativos o positivos en la calcificacion que se lleva a cabo durante el proceso
de formacién de la concha (Miyamoto et al., 2005). De hecho, un alto porcentaje
de estas proteinas poseen grupos anidnicos, lo que implica que pueden
interactuar con otros componentes altamente cargados del cristal. Esta
caracteristica particular de las proteinas del nacar se asocia frecuentemente a
modificaciones postraduccionales, y su regulacion por enzimas como quinasas,
fosfatasas y proteasas (Boskey, 2003).

Otra propiedad generalizada de las proteinas de las SMPs es su estructura
secundaria, ya que frecuentemente poseen un alto porcentaje de laminas beta
conformadas principalmente por residuos de Gly y Pro; se ha observado que
aquellas proteinas que presentan este tipo de estructura son responsables de la

elasticidad del nacar (Zhang y Zhang, 2006).

Por otra parte, las SMPs involucradas en formacion de la capa de nacar
contienen principalmente Asp, Gly, Asn, Ser, Pro y Cys, de los cuales el Asp es
el aminoacido mas importante en la unién con el Ca?*. Se ha observado que los
residuos de Gly y Asn forman parte de secuencias repetidas en las proteinas,
formando dominios que se han asociado a funciones de nucleacién e inhibicién
dentro del proceso de la mineralizacion (Mann et al., 2012; Marie et al., 2011;
Montagnani et al., 2011; Zhang y Zhang, 2006).

En la actualidad las SMPs, se han agrupado con base en distintos criterios como,
por ejemplo, por el tipo de capa en la que se encuentran en la concha de nacar,
clasificAndose en: proteinas de la matriz de la capa de aragonita (Tabla Il) y
proteinas de la matriz de la capa de calcita (Tabla Ill) (Zhang y Zhang, 2006).

Debido a que la aragonita es termodinAmicamente menos estable que la calcita,



es de interés investigar como los moluscos controlan el carbonato de calcio para
formar este tipo de cristales.

Se ha demostrado que algunas proteinas insolubles de la matriz como MSI60,
N19, N16 y Pif80 controlan el polimorfismo de los cristales de carbonato de calcio
(Kroger, 2009; Suzuki et al., 2009; Xiang et al., 2013). Otros estudios muestran
que algunas proteinas de la capa de nacar de aragonita podrian inducir la
diferenciacion de osteoblastos (Ma et al., 2016; Mouriés et al., 2002; Shafiu y
Zakaria, 2014), esto implica que dichas proteinas cuentan con capacidad
osteogénica y podrian utilizarse como material de reparacion ésea, lo cual
genera interés por conocer la estructura de cada proteina para poder crear
materiales compatibles con otros sistemas de soporte (Zhang y Zhang, 2006).
Debido a lo anterior, no resulta extrafio que gran parte de las investigaciones
realizadas tengan por objetivo estudiar las SMPs de esta capa (Tabla Il). Por otra
parte, las proteinas procedentes de la capa de calcita se han estudiado para
tratar de dilucidar como controlan el mecanismo de precipitacion de calcita,
ademas de entender como se llevan a cabo las interacciones entre las moléculas
para la formacion de las estructuras mineralizadas; algunas de ellas se muestran

en la Tabla Ill.

Tabla Il. Proteinas de matriz (SMPs) de la capa de aragonita (Modificado de
Zhang y Zhang, 2006).

Proteina Especie Mw No.de | pl Referencia
(kDa) aa
Lustrina A Haliotis 116 1428 8.1 | Shen et al., 1997
rufescences
MSI60 Pinctada fucata 60 738/717 | 4.9 Sudo et al., 1997
N16 Pinctada fucata 16 131/108 | 4.8 | Samata et al.,1999
Perlina Pinctada fucata 14 129 6.1 Miyashita et al.,
2000
N14 Pinctada maxima 16 140/115 - | Kono et al., 2000
Perlucina Haliotis laevigata 17-21 155 7.2 | Weiss et al., 2000
Perlustrina Haliotis laevigata 9 84 8 | Weiss et al., 2000
Mucoperlina Pinna nobilis 67 636/625 | 4.8 | Marin et al., 2000
Dermatopontina | Biomphalaria 20 148 6.3 | Marxen et al., 2003
glabrata
AP7 Haliotis rufescens 7.5 88/86 5.7 | Michenfelder et al.,
2003
AP24 Haliotis rufescens 24 171/157 | 5.3 | Michenfelder et al.,

2003
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Tabla lll. Proteinas de matriz (SMPs) de la capa de calcita (Modificado de Zhang
y Zhang, 2006).

Proteina Especie Referencia
Lustrina A Haliotis rufescences 31 332 3.8 | Sudo et al., 1997
MSI60 Pinctada fucata 74.5 840 3.2 | Sarashina y Endo,

2004
N16 Pinctada fucata 41 413 1.4 | Tsukamoto et al.,
2004
Prismalina 14 | Pinctada fucata 12 105 3.9 | Suzuki et al., 2004
Familia Atina rigida 20/30 | 209/244 | 2.4/ | Gotliv et al., 2005
Asprich 2,7
Calprismina Pinna nobbilis 17 61 4.09 | Marin et al., 2005

Como se muestra en la Tabla Il, la mayoria de las proteinas asociadas a la capa
de aragonita poseen un punto isoeléctrico (pl) superior a 4, mientras que en las
asociadas a la calcita el pl es menor a este valor (Tabla Ill). Varios estudios
sugieren que las proteinas de la matriz de calcita crean microambientes
adecuados, acidos, para la formacion de capas de calcita (Gotliv et al., 2005
Marin et al; 2005 Sudo et al., 1997), mientras que las proteinas de la matriz de
aragonita son adecuados para el crecimiento de cristales de aragonita (Hare,
1963). Por tanto, es posible que las variaciones entre los pls de las SMPs
influyan en el polimorfismo del cristal de carbonato de calcio (Zhang y Zhang,
2006). Sin embargo, la teoria de asociar el pl a proteinas con la capacidad de
nuclear calcita (pl < 4) o nuclear aragonita (pl > 4) resulta imprecisa, ya que
existen SMPs como la nacreina, N66, MS17 y caspartina, que tienen distintos pl
(desde 5.98 a 8.98) y exhiben la habilidad de nuclear los dos polimorfos del
carbonato de calcio (Kono et al., 2000; Marin et al., 2005; Miyamoto et al., 2003;
Zhang et al., 2003). Debido a ello, resulta de interés conocer los efectos de estas
proteinas (con habilidad para nuclear dos polimorfos de carbonato de calcio) en
la formacion de los cristales para crear estructuras mas complejas, similares a

las formadas en la concha de los moluscos.

La mayoria de las SMPs han sido ampliamente estudiadas con respecto a su
funcién como nucleadores de carbonato de calcio. De hecho, la mas estudiada

ha sido la nacreina, por lo que se requieren de mas estudios con otras proteinas
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que tengan la capacidad de nuclear dos polimorfos (como la N66), para intentar
explicar el mecanismo que regula su actividad nucleadora y asi poder aplicar la

informacion generada en el disefio de biomateriales a base de estas enzimas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Funcion, propiedades y estructura de la proteina N66

La N66 es una proteina extracelular que se expresa en la region dorsal y en
el borde del manto de moluscos que producen nacar; esta proteina ha sido
caracterizada en la ostra de labio negro P. maxima (Kono et al., 2000). La N66
es conocida por su funcibn como nucleadora y reguladora en la etapa de
calcificacion, y es indispensable para la formacion de las estructuras prismaticas
de calcita o de aragonita; también, se ha demostrado que funciona como un

concentrador de calcio (Kono et al., 2000).

La N66 de P. maxima (GenBank ID: BAA90540.1) es una proteina de 66 kDa
compuesta por 568 aminoacidos que en su mayoria son residuos de Asny Gly,
gue forman una secuencia repetitiva de Asn y Gly entre los residuos 240-420
(NG, segun el cadigo de una letra de los aminoacidos), que se ha identificado
como un dominio caracteristico de proteinas de las SMPs de bivalvos. Ademas,
la N66 cuenta con un péptido sefial 22 aminoacidos, ademas, presenta dos
dominios tipo Anhidrasa Carbdnica (CA, por sus siglas en inglés) y contiene 3
His (H, segun el codigo de una letra de los aminoécidos) de unién al zinc en los
residuos 154, 156 y 179 (si bien esta proteina contiene dominios caracteristicos
de CA, no presenta un numero de clasificacion enzimatica [E.C.]). El analisis
bioinformético de la secuencia aminoacidica sugiere que esta proteina tiene
modificaciones postraduccionales como sulfatacion y glicosilaciéon (Kono et al.,
2000); asi mismo, la estructura secundaria de la N66 de P. maxima cuenta con

21% de estructura alfa hélice y 11% de hojas beta plegadas (Fig. 3).
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Figura 6. Modelo tedrico de la N66 de P. maxima. Imagen disefiada con base a la secuencia
reportada por Kono et al. (2000) usando el programa Phyre 2. PDB: 3ML5, 1FQL, 3MDZ, 1V9J) y
5118.

En un estudio previo, realizado en el Laboratorio de Genética Molecular del
Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. se obtuvo una
secuencia parcial de la N66 del manto de madre perla P. mazatlanica; esta
secuencia de 1523 nucleotidos codifica 508 aminoacidos. Al comparar esta
secuencia parcial con la correspondiente a N66 de P. maxima (BAA90540.1, Fig.
4) se observan en posicion los aminoacidos que conforman los sitios activos y
de unién al zinc (en azul). Sin embargo, en la secuencia de P. mazatlanica se
presenta una diferencia de 40 aminoacidos (120 nucleétidos, denotados por X -
amarillo- en la Fig. 4) ubicada al final del primer dominio de CA (gris, aminoacidos
69 al 235) y poco antes del dominio NG (aminoéacido 241 al 421, Fig. 4, rosa).
Esta observacion indica dos posibilidades: 1) que la ausencia de los 120
nucledtidos es una caracteristica intrinseca del gen N66 de P. mazatlanica, o 2)
que faltan aminoacidos que forman parte del primer dominio CA y del dominio
NG. Ademas, los codones de inicio y término del gen N66 de madre perla

tampoco fueron observados (Fig. 4).
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Figura 4. Analisis de alineamiento entre las secuencias de N66 de P. maxima (GenBank ID:
BAA90540.1) y la secuencia parcial de P. mazatlanica obtenida en el Laboratorio de Genética
Molecular. En color verde se seiala el péptido sefial, en color gris los dominios CA, en color rosa
el dominio NG y en color amarillo el gap de 120 aminoacidos en P. mazatlanica. En color azul se
sefialan los aminoacidos que conforman el sitio activo, las letras subrayadas representan los tres
residuos His (H) que se unen al zinc. Los asteriscos representan aminoacidos conservados. El
punto y los dos puntos representan sustituciones en los aminodcidos.

La existencia de este gap podria sefialar una caracteristica particular de la
proteina N66 de madre perla P. mazatlanica. De hecho, Smith-Keune y Jerry
(2009) reportan la presencia de variabilidad intraespecifica en la longitud y la
secuencia del dominio NG de las proteinas derivadas de la expresion de cada
uno de los genes de diferentes alelos de N66 de P. maxima y de las nacreinas

de P. margaritifera y P. fucata, identificando largas inserciones y deleciones, asi
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como sustituciones de nucleotidos y aminoacidos (Fig. 5). Los autores refieren

que este hallazgo es consistente con otros estudios en donde se han observado

altos niveles de polimorfismo en el ADN de los genomas de las ostras.
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Figura 5. Comparacidn entre las secuencias del dominio NG de diferentes proteinas localizadas
en diferentes alelos de N66 de P. maxima y en la nacreina de P. fucata y P. magaritifera. Alelos
del N66 de P. maxima: 701 A-E, 626, 635 y 770 A-B. Los residuos e indels (inserciones y
deleciones) representan los dos loci (626 y 635) co-amplificantes de P. maxima. Los residuos
subrayados muestran las regiones conservadas en cada alelos de P. maxima. (Tomado de Smith-
Keuney Jerry, 2009).

Por lo anterior, para tener una mayor comprension de la estructura y funcién de
la N66 en la formacion de la concha de madre perla P. mazatlanica se requiere
caracterizar el gen completo. Ademas, se requieren de analisis comparativos de

la secuencia deducida del gen con respecto al de otras proteinas homologas.

2.2 Proteinas homologas a N66
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Estudios bioinformaticos revelan que la proteina N66 de P. maxima es
homologa con la nacreina procedente de la ostra perlera P. fucata, aunque
también presenta homologia con otras enzimas provenientes de la familia de la
Anhidrasa Carbénica (EC 4.2.1.1) como la CAVII (35% de identidad) y CAIll (32%
de identidad) de Homo sapiens (Kono et al., 2000); la comparacién entre las
secuencias de N66 de P. maxima y nacreina de P. fucata indican que ambas

tienen un dominio similar a la anhidrasa carbdnica (Kono et al., 2000).

La Nacreina es una proteina soluble compuesta por 447 aminoacidos, con
un peso de 60 kDa, con un pl de 6.8 (Miyamoto et al., 1996), se caracteriza por
tener un dominio NG (Gly-Xaa-Asn; Xaa = Asp, Asn, o Glu) rico en aminoacidos
acidos, siendo el Asp el mas abundante. También cuenta con el dominio de CA
que tiene 29% de identidad con CAIl de H. sapiens (Miyamoto et al., 1996;
Samata, 2004). La nacreina forma parte de la matriz organica del nacar actuando
como regulador negativo en la cristalizacion de carbonato de calcio (Miyamoto
et al., 2005), ademas, actia como concentrador para la formacion de iones de
carbonato de calcio (Norizuki y Samata, 2008). Miyashita et al. (2012), en un
experimento de transcripcion in vitro, demostraron que el factor de transcripcion
c-jun induce la transcripcion de nacreina, este factor de transcripcién esta
asociado al factor de transcripcién AP1 de H. sapiens, por lo que sugiere que

participa en el transporte de iones de carbonato de calcio (Miyashita et al., 2012).

Tanto la nacreina como la N66 son consideradas como enzimas tipo anhidrasa
carbdnica dado que contienen en su estructura un domino de CA, es decir,
catalizan la sintesis de carbonato de calcio; ademas, ambas proteinas tienen una
region rica de aminoacidos repetitivos de N y G (Fig. 6) (Kono et al., 2000;
Samata, 2004).
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Figura 6. Representacion esquematica de la estructura de la proteina nacreina de P. fucata
comparada con la N66 de P. maxima. CA representa el dominio similar a la anhidrasa carbdnica
y NG la region rica en los aminodcidos Asn y Gly (Tomado de Kono et al., 2000).

2.3 Anhidrasas carbénicas: mecanismo de catalisis

Debido a la importancia del dominio CA presente en la N66 y en la nacreina, es
necesario saber como es el mecanismo de catélisis de una anhidrasa carbonica.
Diversas investigaciones como las realizadas por Mikulski et al. (2011 a,b) y
Taraphder et al. (2017) han empleado como modelo de estudio a la CA Il de H.
sapiens, ya que es la anhidrasa carbdnica mas estudiada. La reacciéon de una
CA, es catalizar la conversion de didxido de carbono (CO2) y agua (H20) en
bicarbonato (HCO3) y protones (H*) (Silverman y Lindskog, 1988).

La hidratacion del diéxido de carbono se lleva a cabo cuando el carbonilo del
CO: es atacado nucleofilicamente por el hidroxilo de la CA (formado por los tres
sitios de union al zinc [His 94, 96 y 119]), entonces, se crea un grupo prostético
de zinc conformado por la unién de las tres cadenas laterales de histidina y una
molécula de agua. Posteriormente, la His 96 asociada al sitio activo (la cual tiene
un bolsillo de alta especificidad por el CO2) acepta un protén produciendo la
liberacién de HCOs (Silverman y Lindskog, 1988).

El sitio activo de la CA tiene una cavidad que se contiene dos regiones, 1) una
hidrofilica (Tyr 7, Asn 62, His 64, Asn 67, Thr 199 y Thr 200), que se encarga de
recubrir el sitio activo y de interaccionar con otras moléculas (Fisher et al., 2010;
Mikulski et al., 2011b) y 2) una regién hidrofobica (Val 121, Val 143, Leu 198,
Val207 y Trp209) relacionada con el ataque nucleofilico por el hidroxido unido al
zinc. El residuo Asn 62 es relacionado con la formacion de dos conformaciones

en el sitio activo y en la lanzadera de protones, se conoce que una mutacion en
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este sitio afecta notablemente la transferencia de protones en el mecanismo de
catdlisis de las anhidrasas carbonicas (Zheng et al., 2008). El residuo Trp 5, es
un elemento importante en la lanzadera de protones, presente en el mecanismo
de catalisis de este tipo de enzimas, por lo que es altamente conservado en las
alfa anhidrasas carbonicas y se ha observado que una mutacién en este residuo

causa cambios estructurales significativos (Mikulski et al., 2011a).

El residuo His 107 es importante en el plegamiento de la proteina, ademas, forma
parte de una red de enlaces de hidrégeno localizados en el sitio activo His 119
hasta Trp 209 a través de Glu 117, Tyr 194, Ser 29 y Ser 197 (Taraphder et al.,
2017). Ademas, los residuos Glu 117, His 107, Asn 244 y Arg 246, estan
involucrados indirectamente en la red de enlaces y orientan las cadenas laterales
qgue recubren la cavidad del sitio activo haciendo su conformacién mas estable
(Eriksson et al., 1988). La Pro 30 tiene gran importancia en el plegamiento de la
proteina, ademas, junto con la Pro 202 tienen una conformacion isomérica tipo
cis, que esta asociada con el proceso de re plegamiento lento de la proteina
(Eriksson et al., 1988; Fransson et al., 1992). Los aminoacidos Pro 201, Leu 203,
Leu 204, Asp 205 estan asociados a hidrolisis de enlaces éster. Los residuos
Leu 203 y Thr 208, estan relacionados a la actividad especifica para la
hidratacion de biéxido de carbono (COz), por lo que un cambio en estos residuos
podria aumentar o disminuir dicha actividad (Eriksson et al., 1988). Por otra
parte, los residuos Asn 67, GIn 92 y Leu 204, Cys 206 estan implicados en la
union a inhibidores, se ha demostrado que un cambio en estos sitios repercute
en su union y en la eficiencia catalitica (Ericksson et al., 1988; Turkoglu et al.,
2012).

Los residuos, Tyr 191, Trp 192, Pro 195, Gly 196, lle 210 estan asociados al
plegamiento de la proteina y a su estabilidad térmica (Krebs y Fierke, 1993), al
igual que los residuos Trp 16, His 64, Asn 67, Leu 118, Ala 142, lle 146
(Hammarstrom et al., 2001). Los residuos Leu 44, Asn 61, Ser 105, His 107, Glu
106, Gly 104 y Pro 186 estan relacionados con la estabilidad estructural (Hoque,
2014).
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2.4 Estudios relacionados con la expresién de SMPs en sistemas procariontes.

En la actualidad, se han realizado algunos estudios de expresion heteréloga
de proteinas recombinantes provenientes del nacar que tienen una funcion en la
biomineralizacion en ostras perleras. A continuacion, se mencionan algunos
trabajos en los que se utilizaron diferentes enfoques de estudio al expresar este

tipo de proteinas, por ejemplo:

La N16 de P. fucata fue expresada en Escherichia coli BL21, purificada mediante
cromatografia de intercambio idnico y filtracion en gel y, finalmente, usada en un
ensayo de mineralizacion in vitro utilizando células precursoras de osteoblastos
provenientes de ratdon (Mus musculus) para determinar su participacion en la
resorcion y formacion osea. Los resultados indicaron que la N16 tiene efectos
tanto anabolicos como moduladores en el hueso (Ma et al., 2016).

En otro estudio Ponce y Spencer (2011) expresaron la isoforma r-n16.3 de N16
de P. fucata en E. coli, encontrando que la N16, ademés de nuclear aragonita
también es capaz de nuclear varita. Posteriormente, Perovic et al. (2014)
encontraron que la misma isoforma forma fases de proteinas tipo gel que
organizan y agrupan depositos minerales de dimensiones nanométricas,
formando las laminas presentes en los distintos tipos de estructuras de la capa

de nécar.

En el 2016, Son et al. lograron expresar la proteina GG1234 (proteina acida con
capacidad de nuclear calcita, proveniente de la concha de moluscos) en E. coli
BL21, con la finalidad de crear biocompuestos a partir de proteinas con un 95%

de grado de pureza.

En otros trabajos Yan et al. (2017) expresaron la proteina PFY2, que es una
proteina soluble, recientemente localizada en la capa prismética y nacarada, en

el sistema de E. coli (Transsetta, DE3), con la finalidad de determinar su posible
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papel en el sistema de mineralizacion de P. fucata. Sus resultados indicaron que

la PFY2 podria actuar como un fuerte regulador negativo de la capa nacarada.

La Perlucina es una proteina de naturaleza insoluble; esta caracteristica
convierte a este tipo de proteinas nativas dificiles de purificar. Debido a ello
Weber et al. (2012), decidieron expresar la secuencia de la perlucina en el
sistema de E. coli para determinar si la proteina recombinante influye en los
procesos de inhibicion de carbonato de calcio. El resultado confirmé esta teoria,
y ademas se demostro que la modificacion del dominio Gly-Pro-Tyr (GPY) de la
perlucina, le confiere la capacidad de regular calcita en distintas morfologias. Asi
mismo, este dominio convirtio a la proteina recombinante en menos insoluble en

comparacion con la nativa.

Otras proteinas que han sido expresadas en el sistema de E. coli BL21 son la
Aspeinay la Pif 97 de P. fucata. La aspeina recombinante fue usada en ensayos
de biomineralizacién in vitro para elucidar su participacion en el control de la
formacion de cristales de calcita y aragonita (Takeuchi et al., 2008), mientras que
Pif97 fue expresada con el propdsito de evidenciar su participacion en la

calcificacion del nacar (Bahn et al., 2015).

2.5 Sistemas de expresion para proteinas recombinantes.

Una de las razones por las que hoy en dia se producen proteinas recombinantes
es para obtener informacion acerca de su participacion en determinados
procesos bioldgicos. Por ende, la produccion de proteinas recombinantes esta
totalmente relacionada con el origen biolégico del organismo parental, por lo que
uno de los pasos mas importantes para la obtencién de proteinas recombinantes
es la eleccion del organismo hospedero. La eleccion del huésped no solo afecta
a la expresién de la proteina sino también la forma en que la proteina

recombinante pueda ser purificada (Rosano y Ceccarelli, 2014).
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En este trabajo, el origen bioldgico de la proteina de interés (N66) es eucariota,
sin embargo, todos los antecedentes de las SMPs recombinantes se han
realizado en E. coli, y en todos los casos las proteinas han conservado su
actividad (Bahn et al., 2015; Ma et al., 2016; Perovic et al., 2014; Ponce y
Spencer, 2011; Takeuchi et al., 2008).

La expresion de cualquier gen exdgeno involucra tres etapas: 1) la insercion del
gen en un vector de expresion, 2) la introduccion del vector de expresion en la
célula hospedero, y 3) la examinacion de transformantes potenciales para la
expresion del gen externo. Uno de los elementos que constituyen un vector de
expresion es el promotor (Fig. 7), que se encarga de promover la transcripcion;
en E. coli el mas estudiado es el promotor Lac.

Otro elemento indispensable en el vector es el marcador de seleccidon que se
utiliza para impedir el crecimiento de células libres del plasmido insertado; dentro
de los marcadores mas comunmente utilizados se encuentran los antibidticos
como la ampicilina y kanamicina. Finalmente, las etiquetas de afinidad (por
ejemplo, Histidinas), ayudaran en la purificacion y deteccién de la proteina

recombinante (Rosano y Ceccarelli, 2014).

ori affinity tags selection marker
* pMEBL (15 — 60 copies) * Peptide tags (poly-Arg-, FLAG-, * Antibiotic resistance (Amp,
* ColE1 (15 — 20 copies) poly-His-, c-Myc-, 5-, Strep ll-tag) Cm, Tet, Kan, etc.)
* pUC (pMB1 derivative, S00
=700 copies) * Fusion partners (MEBF, NusA, Trx, + Plasmid addiction systems

*plSA (10— 12 copies)
* pSCL01 (<5 copies)
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* Thrombin

* Factor Xa
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GST, ubiquitin, SUMO, Fh8)

terminator

* araPgup / rhaPgap
*pL/pR
* cspA

Figura 7. Elementos de un vector de expresidn para sistemas procariotas (Tomado de Rosano y
Ceccarelli, 2014).
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3. JUSTIFICACION

La funcion de las SMPs en la biomineralizacion de la concha se basa en el
estudio de cuatro aspectos: 1) el estudio de la secuencia de genes que codifican
las proteinas de la matriz; 2) las secuencias de aminoacidos deducidas; 3) la
expresion génica en el manto; y 4) su distribucion en las hojas interlaminares de
la capa de nacar (Xie et al., 2011). Asi, la mayoria de los estudios acerca de la
funcién de las SMPs se ha generado al obtener sus estructuras primarias, que
posteriormente se ha relacionado con proteinas homélogas de otros sistemas de
biomineralizacion (Zhang y Zhang, 2006).

Las SMPs han sido ampliamente estudiadas debido a su capacidad para generar
diferentes formas del carbonato de calcio (como calcita o aragonita) bajo
condiciones fisicas similares, durante el proceso de biomineralizacién. A partir
de los resultados de estas investigaciones se conoce que solo algunas proteinas
son capaces de inducir la generacion de los dos polimorfos: una de estas
proteinas es la N66. Debido al escaso conocimiento que existe acerca de la de
la N66 de madre perla (P. mazatlanica) y su potencial funcién como nucleador e
inhibidor de carbonato de calcio en el proceso de biomineralizacion, es
importante conocer las caracteristicas intrinsecas de la proteina para poder
entender su funcionamiento durante este proceso bioldgico, ademas de evaluar

su capacidad para formar polimorfos de carbonato de calcio.

Este estudio sentara las bases para la sintesis in vitro de proteinas
recombinantes de la concha de moluscos para estudiar la modulacién de
produccion de polimorfos especificos que serviran para el disefio de materiales
biomiméticos Utiles en areas como la ciencia de los materiales, nanotecnologia
y medicina (Luz y Mano, 2009; Xie et al., 2011), ya que uno de los fundamentos
para el disefio de biomateriales radica en conocer la estructura de la moléculas

involucradas.
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4. HIPOTESIS

Si las caracteristicas bioquimicas de la proteina N66 nativa de P.
mazatlanica le permiten actuar como nucleador y regulador de dos polimorfos de
carbonato de calcio durante el proceso de biomineralizacién in vitro, entonces la
proteina N66 recombinante expresada en un sistema heterdlogo realizara la

misma funcion.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Expresar y caracterizar la proteina de nacar N66 recombinante proveniente de
Pinctada mazatlanica, y determinar su funcibn en wun sistema de

biomineralizacion in vitro.

5.2 Objetivos particulares

a) Determinar si existe el gap de 120 pb de N66 de P. mazatlanica reportada en
trabajos previos.

b) Obtener y caracterizar la secuencia codificante de N66.

c) Expresar la secuencia de N66 en el sistema de E.coli.

d) Purificar y caracterizar la proteina recombinante de P. mazatlanica.

e) Determinar in vitro el efecto en la concentracion de sales en la formacion de

polimorfos del carbonato de calcio por N66 en P. mazatlanica.
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6. MATERIAL Y METODOS

La estrategia metodolégica para abordar las tres principales lineas de
investigacion de la presente tesis, se muestran en la Figura 8: 1) obtencién y
caracterizacion de la secuencia codificante de N66 de P. mazatlanica (objetivo
particulares a y b); 2) construccion del vector de expresion de la secuencia N66
y expresion heterologa (objetivo particular c); y 3) purificacion y caracterizacion

de la N66 recombinante (objetivos particulares d y e).

Caracterizar y expresar la secuencia que codifica la proteina de nacar N66 de Pinctada mazatlanica

Determinar su funcién en un sistema de biomineralizacion in vitro.

| ‘ }

Obhtencion y caracterizacion de la
secuencia codificante de N66 de
P. mazatianica

Purificacién y caracterizacion de la
proteina N66 recombinante

Construccion del vector de expresion de
la secuencia de NG6 en el sistema de E.
coli TOP10 y expresion heterdloga

X Cromatografia de afinidad l
muestras de tejido restriccién para la amplificacion de N66

! I !

l Obtencion de los organismos y toma de ‘ ‘ Disefio de cebadores con sitios de ’

Extraccion y purificacion de ARN Amplificacién de la secuenc_ia de N66 con Evalucién de la oligomerizacién de la N66
sitios de restriccion recombinante
| Sintesis de ADNc por RT-PCR I I Ligacion y transformacion de E.coli Top 10 l I Punto isoeléctrico l

[ Amplificacién de fragmentos del gen de N66 ] l Induccion de la expresion de la NG6 l

recombinante

) } !

Actividad de Anhidrasa Carbonica l

I Clonacién de los productos de PCR I I Inmunodeteccion l I Cristalizacion in vitro l
[ Analisis de la secuencia l

Figura 8. Esquema que representa la estrategia metodolégica para abordar los 5 objetivos
particulares planteados en la presente tesis.
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6.1. Obtencién y caracterizacion de la secuencia codificante de N66 de P.
mazatlanica

6.1.1 Obtencion de los organismos.

Dos organismos adultos de la especie P. mazatlanica, donados por el Dr. Pedro
Saucedo Lastra del Laboratorio de Larvicultura de Organismos Acuaticos del
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C., fueron transportados
en condiciones humedas a las instalaciones del Laboratorio de Genética
Molecular. En el laboratorio, los organismos fueron disectados mediante el uso
de un bisturi, obteniendo varias secciones de la parte central del manto (Fig. 9,
Mc), que fueron preservadas en RNA later (citrato de sodio 0.024 M, EDTA 0.04

M pH 8, sulfato de amonio 5.29 M) y congeladas a -80 °C hasta su uso posterior.

Figura 9. Representacién esquematica de la valva derecha de P. mazatlanica en la que se seialan
las diferentes zonas del manto. By, biso; Mc, manto central; Zv, zona visceral del manto; Bm,
borde del manto; Lc, limite de la capa nacarada; Mv, manto ventral; Con, concha; Mp, manto
posterior (Tomado de Garcia-Gasca, 1992).

6.1.2 Extraccion y purificacion de ARN.

Para la extraccion del ARN total del manto, se utiliz el reactivo TRIzol®
(Thermo Fisher) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, cada
muestra procesada consistié en 100 mg de tejido (manto) que se colocaron en
tubos Eppendorf de 1.5 mL. Se adicionaron 500 pL del reactivo TRIzol® y se

homogeniz6 manualmente con un pistilo durante dos minutos a 25 °C. Después
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se adicionaron 500 pL mas de TRIzol® y se realizé una segunda homogenizacion
bajo las mismas condiciones. Los homogenizados se incubaron a temperatura
ambiente por 5 min y, enseguida, se agregaron 200 uL de cloroformo. Cada
muestra fue mezclada por inversion durante 15 seg; los tubos se incubaron

durante 3 min mas a temperatura ambiente.

Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 12,000 x g por 15 min a 4 °C. La
fase acuosa fue colectada (~400 L) y transferida a un tubo nuevo estéril. Para
precipitar el ARN se agregaron 500 pL de isopropanol; las muestras se
mezclaron por inversion 7 veces y, posteriormente, fueron incubadas 10 min a
temperatura ambiente para posteriormente centrifugarse bajo las condiciones
anteriormente descritas. El sobrenadante fue descartado y el pellet (ARN total)
se lavo con 1 mL de etanol al 75% (en agua DEPC). Los tubos con el ARN-etanol
se centrifugaron a 7000 x g durante 5 min a 4 °C; el sobrenadante fue descartado
y el pellet resultante se sec6 a temperatura ambiente para eliminar residuos de
etanol. Finalmente, el pellet se resuspendié en 30 uL de agua Milli-Q estéril.

Para eliminar inhibidores el ARN obtenido, se precipité con LiCl 4 M, brevemente:
a cada muestra de ARN se adicionaron 5 pL de LiCl 4 M y 300 pL de etanol
absoluto frio, enseguida se mezcld por inversion 7 veces y se dejo precipitando
toda la noche a -20 °C. Para recuperar el ARN, las muestras se centrifugaron
13,201 x g durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante se descarto y el pellet se lavo
con 500 pL de etanol al 75% (en agua DEPC). Las muestras fueron centrifugadas
a 13,201 x g durante 20 min a 4 °C, nuevamente el sobrenadante fue descartado.
Posteriormente, se elimind el exceso de alcohol de cada muestra, secando al
aire a temperatura ambiente. El pellet resultante se resuspendié en 30 pL de

agua Milli-Q estéril.

El ARN obtenido se cuantificé mediante espectrofotometria (260 nm) y la calidad
del ARN de las muestras se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa-
Synergel®-TBE-DEPC al 1%. Para descartar la presencia de ADN gendémico en
las preparaciones, se realiz6 un PCR comprobatorio usando como templado 50
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ng de ARN total de manto de P. mazatlanica, como control positivo 50 ng de
ADNCc de C. gigas, y como control negativo la mezcla de reaccién sin templado.
La mezcla de cada reaccion contenia: cebadores universales para el gen
ribosomal 28s (10 uM) (Tabla 1V), buffer PCR 10X, MgSO4 50 mM, DMSO 10%,
dNTP’s 10 mM, 1U de Taq polimerasa y agua Milli-Q estéril en un volumen final

de 12.5 uL. El programa usado para la amplificacion se muestra en la Tabla V.

Tabla IV. Cebadores usados en el presente trabajo.

Nombre Secuenciab 5 3 Tamafo del
producto
(pb)
N66 1F ATGTGGAGAATGACGACGCTT 425 56.7
N66 425R TGTGAATATGGAGATTGCGG 52.6
N66 1229F GGTGGAAACGGGAACAATGGTAA 537 57.6
N66 1766R CTCATATAAAGTTTTTGTACACAGG 50.2
N66 680R CCTTTAATATGCGCTTACATTC 1000 50
N66 1642F GTATGGAACCAGACGTCCC 55
N66 4F GTGGAGAATGACGACGCTTC 1638 56
N66 1642R GGGACGTCTGGTTCCATAC 55
28F GCAGGAAAAGAAACTAAC 400 45.8
28R CCTCTAAGTGGTTTCAC 46.6
N66 HinF (ptrc) | GTGAAGCTTTGCCTCCATGCACAGGCATG 400 67
N66 HinR(ptrc) | CACAAGCTTGGGACGTCTTGTTTCCATAC 61.2
M13 F GTAAAACGACGGCCAGT 200 52.6
M13R GCGGATAACAATTTCACACAGG 545

6.1.3 Sintesis de ADNc por RT-PCR

La sintesis del ADNc se realiz6 usando como templado 1 ug de ARN total de
manto de madre perla P. mazatlanica y el sistema de transcripcion reversa
ImProm-II™ Reverse Transcriptase Synthesis Reaction® (Promega), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante, con pequefias modificaciones (se adicion6
1 L del oligo dt 18 y se ajusto6 el volumen de la reaccion a 5 pL con agua libre
de nucleasas). El templado se incubé a 70 °C por 5 min y 4 °C por 5 min.
Después, se adicionaron 15 pL de una reaccién que contenia: 25 mM de MgClz,
10 mM dNTP, 20 U de RNasin, 1 pL de Improm-Il RT, 4uL de Improm-Il 5x

reaction buffer y agua libre de nucleasas. Las reacciones se incubaron a 25 °C
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50

50

60

50

60

55



28

por 5 min, 50 °C por 60 min y 70 °C por 15 min en un termociclador T-100

(BioRad). Finalmente, el ADNc fue cuantificado por espectrofotometria a 260 nm.

Tabla V. Programa utilizado para la amplificaciéon del gen 28s ribosomal y los
fragmentos de N66: 1-425 y 680-1642.

Etapa Temperatura/Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacion 95°C/5’ 1
Desnaturalizaciéon 94°C/1’

Alineamiento 40°C /1’ 5
Extension 72°C/1
Desnaturalizacion 94°C/1’ 35
Alineamiento 50°C /1’

Extension 72°C/1

Extension final 72°C/10’ 1

6.1.4 Amplificacion de fragmentos del gen de N66.

En este trabajo se disefiaron diferentes estrategias de amplificacion de
distintos fragmentos de la N66, con los siguientes propdsitos:
1. Para determinar si el gap de 120 pb de la secuencia parcial de N66 obtenida
en trabajos anteriores es una caracteristica particular de este gen, se amplificé y
clono el fragmento 680-1642.
2. Para obtener la secuencia completa codificante del gen obtuvieron los

extremos 5’ y 3’, correspondientes a con los fragmentos 1-425y 1229-1766.

6.1.4.1 Fragmento 680-1642

Se amplificé el fragmento 680-1642 del gen N66 mediante PCR en punto
final. La mezcla de reaccion contenia 75 ng de ADNc, cebadores para el gen
N66 (10 uM) (680Fy 1642R, Tabla 1V), buffer PCR 10X, 50 mM MgSOa4, DMSO
10%, 10 mM de dNTP’s, 1U de Taq polimerasa y agua Mili-Q estéril en un
volumen final de 50 puL. Como control positivo se usaron 50 ng de ADNc de C.
gigas, usando los cebadores universales para el gen 28S ribosomal (Tabla V),
mientras que el control negativo contenia la mezcla de reaccion sin templado. El

programa usado para la amplificacién se muestra en la Tabla V. Los productos
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obtenidos se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa-Synergel®-
TBE al 1%. Los productos de PCR obtenidos fueron purificados, para su posterior
clonacion, utilizando el kit MiniElute PCR Purification® (QIAGEN) siguiendo las
indicaciones del fabricante; posteriormente los productos purificados fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa-Synergel®TBE al 1% y

visualizados en el equipo ChemiDoc XRS (BioRad).

6.1.4.2 Fragmento 1-425

Se amplifico el fragmento 1-425 del gen N66 mediante PCR en punto final.
La mezcla de reaccion contenia 50 ng de ADNc de manto de madre perla,
cebadores (10 uM) para el gen N66 (1Fy 425R, Tabla 1V), buffer PCR 10X, 50
mM MgSO4, DMSO 10%, 10 mM de dNTP’s, 1U de Taq polimerasa y agua Mili-
Q estéril en un volumen final de 50 pL. El programa usado para la amplificacion
se presenta en la Tabla V. El producto obtenido fue analizado por electroforesis
en geles de agarosa-Synergel®-TBE al 1% y visualizado en el equipo ChemiDoc
XRS (BioRad). Posteriormente los productos de PCR fueron enviados a

secuenciar a GenWize.

6.1.4.3 Fragmento 1229-1766

Para la amplificacion de este fragmento se usé la técnica de PCR anidado.
La primera amplificacion, contenia: 50 ng del ADNc total de manto de madre
perla P. mazatlanica, el cebador 680R de N66 (10uM) y el cebador 1766F (10
UM) (Tabla IV), GoTaq@Green® Master Mix en un volumen final de 50 pl. El
programa usado se presenta en la Tabla V. El producto obtenido fue diluido 1:10,
de esta dilucién se us6 1 pL como templado para la segunda reaccion de PCR
en punto final que contenia: los cebadores 1229F y 1766R (Tabla IV), buffer PCR
10X, 50 mM MgSO4, DMSO 10%, 10 mM de dNTP’s, 1U de Taqg polimerasa y
agua Mili-Q estéril. El programa usado se muestra en la Tabla V. Los productos
obtenidos se visualizaron en un gel de agarosa-Synergel®TBE al 1% vy
visualizados en el equipo ChemiDoc XRS (BioRad). Posteriormente fueron

enviados a secuenciar a la comparfia GeneWize.
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6.1.5 Clonacién de los productos de PCR.

El fragmento de N66 680-1642 se ligé en el vector pCR 2.1 (TA Cloning® Kit con
el vector pCR™2.1, Thermo Fisher), siguiendo las indicaciones del fabricante.
Los plasmidos obtenidos se transformaron en células competentes de E. coli
TOP 10, para ello se adicionaron 2 uL de beta-mercaptoetanol y 2 yL de la
reaccion de ligaciéon a 50 L de células competentes mantenidas en bafio de
hielo, incubandose durante 30 min. Las células fueron sometidas a choque
térmico a 42 °C por 30 seg y posteriormente incubadas en hielo durante 2 min.
A cada muestra se le afadieron 250 pL de medio SOC liquido y se incubaron
por una hora a 37 °C con agitacién orbital constante a 150 rpm. Finalmente, las
células se plaquearon (200 pL de cada transformacion) en placas con medio LB-
agar conteniendo X-gal-IPTG (40ug/ul); las cajas fueron incubadas a 37 °C por
18 h.

Las colonias transformadas, positivas (colonias blancas), fueron resembradas en
cajas Petri con medio LB-agar. Para corroborar que el inserto estaba ligado al
vector se realizé una PCR de colonia usando como templado una colonia blanca
en una mezcla que consistio en: buffer PCR 10X, 50 mM MgSQO4, DMSO 10%,
10 mM de dNTP’s, 1U de Tag polimerasa y agua Mili-Q estéril en un volumen
final de 50 uL; los cebadores utilizados en la reaccién fueron M13Fy M13R (10
puM) (Tabla IV).

Las colonias que contenian el inserto (fragmento 680-1642) se usaron para
inocular 3 mL de medio LB-ampicilina (100 ug/mL), los cultivos fueron incubados
toda la noche a 37 °C en agitacion orbital a 150 rpm. Posterior a la incubacion,
se tomaron 1.5 mL de cada cultivo y se colocaron en tubos Eppendorf del mismo
volumen; el resto del cultivo se guardd en cuarto frio (4 °C). EI ADN plasmidico
de los cultivos fue extraido por el método de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1989),
para ello las células fueron centrifugadas a 9,168 x g por 10 min a temperatura
ambiente. El sobrenadante se decantd y el botdn de células se lavé con 1 mL de

solucion | (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris 25 mM) y se centrifugd
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nuevamente. El sobrenadante se decantd, posteriormente se adicionaron 50 pL
de solucion | y se incubdé 5 min a temperatura ambiente. A cada tubo se
afadieron 150 pL de solucion Il (NaOH 0.2N, SDS 1%), preparado al momento,
y se mezcld por inversion. Después, las muestras se incubaron en hielo por 5
min. Se afiadieron 200 puL de solucion Il fria (acetato de sodio 3M, pH 5.2) y se
agité en vortex. Para la purificacion del plasmido, las muestras se centrifugaron
10 min a 17,968 x g a 4 °C; se colectaron 300 pL de la superficie del
sobrenadante y se transfirieron a un tubo nuevo conteniendo 700 pL de etanol
absoluto frio. Las muestras se mezclaron por inversion y fueron incubadas a -20
°C toda la noche. Al dia siguiente, las muestras se centrifugaron a 17,968 x g,
10 min a 4 °C. El sobrenadante se decantd y el pellet se lavé con 1 mL de etanol
al 70%, se dio un pulso en la centrifuga y el pellet resultante se secé a
temperatura ambiente. El pellet se resuspendié en 50 pL de buffer TE pH 7.5
(100 mM Tris pH 7.6, 1 mM EDTA) y, para eliminar la presencia de ARN, se
adicion6 1 pL de ARNasa (100 ug/ul) y se incubé durante 1 hr a 37°C. EI ADN
plasmidico se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm y se analiz6 mediante
electroforesis en geles de agarosa-Synergel®-TBE al 1% y visualizado en el
equipo ChemiDoc XRS (BioRad) . EI ADN plasmidico purificado se diluyé en
agua Milli-Q estéril hasta alcanzar una concentracion de 100 ng/uL para enviarse
al servicio de secuenciacion (Macrogen); los cebadores utilizados para la
secuenciacion fueron los M13 (F-R) y N66 (680F-1642R) (Tabla IV).

6.1.6 Analisis de la secuencia

Las secuencias obtenidas de N66 fueron ensambladas utilizando el programa
DNA baser (DNA Sequence Assembler v4, 2016, http://www.dnabaser.com/,
Heracle BioSoft). Los contigs resultantes se compararon con la base de datos
del NCBI (Wheeler et al., 2007.) utilizando la herramienta de BLASTn para
determinar la identidad de las secuencias. Todos los alineamientos generados
en este trabajo se hicieron con el programa de Clustal Omega EMBL-EBI
(McWilliam et al., 2013).

Para determinar (por métodos informaticos) si la secuencia de aminoacidos

cuenta con péptido sefal, sitios de glicosilacion y/o sulfatacion, asi como el punto
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isoeléctrico y peso molecular se utilizé el servidor de EXPASy (Gasteiger et al.,
2003). Para determinar los puentes disulfuro presentes en la proteina codificante
se usaron los programas DISULFIND (Ceroni et al., 2006), DIANNA (Ferré y
Clote., 2006), y CYSPRED (Fariselli et al., 1999). Para la localizacion celular se
usO6 PSORT Il (Horton et al., 2007). Para la prediccion de la estructura secundaria
y terciaria de la proteina se us6 el programa Phyre 2 (Kelley et al., 2015),
mientras que para la busqueda de dominios se usaron los servidores de AIDA
(Xu et al., 2013) y DIAL (Pugalenthi et al., 2005).

6.2. Construccion del vector de expresion de la secuencia de N66 en el sistema
de E. coli TOP10.

6.2.1 Disefo de cebadores con sitios de restriccion para la amplificacion de N66.

Se realiz6 un andlisis a la secuencia de N66 de P. mazatlanica para disefar
un juego de cebadores con sitios de restriccion especificos, eliminando de la
secuencia codificante los nucle6tidos correspondientes al péptido sefial
(aminoacidos del 1 al 21). La enzima se selecciond con base al analisis de
restriccion de la secuencia de N66 utilizando aquellas enzimas dentro del sitio
multiple de clonacion del vector pTrcHis A y que no cortan la secuencia de N66
(Fig. 10).


http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/%7Ephyre2/html/page.cgi?id=index)
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Figura 10. Representacion grafica del vector pTrcHis A, creado con SnapGene. MCS: Sitios
multiples de clonacidn, indican los sitios de insercion de genes a sobre-expresar.

Se usé el programa SnapGene (http://www.snapgene.com/) para realizar un
analisis bioinformatico para establecer el sitio de clonacion mas adecuado para
insertar el gen en el vector de expresion pTrcHis A (sitio de restriccion que no
afectara el marco de lectura de la proteina codificante y que no cortara el gen de
N66), seleccionandose Hind lll.

Los cebadores sintetizados originalmente para amplificar el gen de N66 del
nucledtido 23 al 1642, fueron sintetizados incorporando el sitio de restriccion de
Hind Il (AAGCTT), asi mismo se afadieron 3 nucledétidos extra en cada extremo
del cebador (GTG [forward]) y CAC [reverse]) para aumentar la eficiencia de la
digestidon. Los cebadores fueron disefiados y validados utilizando el programa
OligoAnalizer (Owczarzy et al., 2008). En la Tabla IV los nucledtidos resaltados
en negritas corresponden a los sitios de restriccion. Cabe destacar que este
constructo (Fig. 11) contiene un tag de seis histidinas en el extremo carboxilo,

las cuales seran de utilidad en el proceso de purificacion de la proteina.
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Figura 11. Representacién esquematica del constructo N66-pTrcHis. Imagen creada con el
programa SnapGene.

6.2.2 Amplificacion de la secuencia de N66 con sitios de restriccion

N66 se amplific6 usando cebadores con sitios de restriccion Hind Il (N66
HinF y N66 HinR, Tabla IV) para su posterior clonacion en el vector pTrcHis A.
La amplificacion se llevd a cabo en dos etapas. La primera consistié en la
amplificacion de la region 4-1642 usando los cebadores mostrados en la Tabla
IV (N66 4F-N66 1642R), 50 ng de ADNc P. mazatlanica, buffer PCR 10X, 50 mM
MgSOs, DMSO 10%, 10 mM de dNTP’s, 1U de Taq polimerasa y agua Mili-Q
estéril en un volumen final de 50 uL. El programa usado se presenta en la Tabla
VI. En la segunda etapa, se us6 como templado 1 pL del producto 4-1642, los
cebadores N66 HinF y N66HInR (Tabla 1V), buffer PCR 10X, 50 mM MgSOa,
DMSO 10%, 10 mM de dNTP’s, 1U de Taq polimerasa y agua Mili-Q estéril en

un volumen final de 50 pL. El programa usado se describe en la Tabla VI. El
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producto obtenido se visualizé en un gel de agarosa-Synergel®-TBE al 1% en
un fotodocumentador ChemiDoc XRS (BioRad)

Tabla VI. Programa utilizado para la amplificacibn de N66 con sitios de
restriccion Hind 11l y el fragmento 4-1642.

Etapa Temperatura/Tiempo | Ciclos
Desnaturalizaciéon 94 °C/5’ 1
Desnaturalizacion 94 °C/1’

Alineamiento 40 °C /1 5
Extension 72 °C/1
Desnaturalizacion 94 °C/1’
Alineamiento 60°C /1'30” 35
Extension 72 °C/1
Extension final 72 °C/10’ 1

6.2.3 Obtencién del vector pTrcHis A

Para la obtencion del vector pTrcHis A, se usaron clonas de E. coli TOP 10
que contenian el vector pTrcHis A. Las células fueron propagadas en 50 mL de
medio LB incubando durante una noche a 37 °C con agitacion orbital constante
a 150 rpm; posteriormente se extrajo el ADN plasmidico mediante el método de
lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1989) descrito en el apartado 6.1.5. El plasmido
obtenido fue digerido con Eco RI (GAATTC) a 37 °C durante una noche. La
reaccion de digestion fue visualizada en un gel de agarosa-Synergel®-TAE al
1% en un fotodocumentador ChemiDoc XRS (BioRad). El vector linearizado fue

recuperado para su posterior uso en la construccion del vector pTrcHis A-N66.

El vector pTrcHis A se lineariz6 con Hind 1ll (AAGCTT) a 37 °C durante toda
la noche. Los plasmidos linearizados se corrieron en geles de agarosa-
Synergel®-TAE al 1% y visualizado en un ChemiDoc XRS (BioRad); la banda
correspondiente al vector linearizado con Hind Il se corté del gel y se purificd
usando la columna de purificacion Ultrafree-DA 42600 (Merck); el ADNp
purificado fue cuantificado por espectrofotometria a 260 nm.
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Se realizo la digestion del producto (N66 con sitios de restriccion) y vector
(pTrcHis A) con la enzima de restriccion Hind 1l (7 U), 2.5uL de NEBuffer ™ Eco
RI, y agua estéril para un volumen final de 25 uL. Cada reaccion fue incubada a
37 °C durante toda la noche. Los productos obtenidos fueron visualizados en un
gel de agarosa-Synergel®-TBE al 1% y visualizados en un ChemiDoc XRS
(BioRad). Después, se cortaron y se purificaron las bandas correspondientes al

vector y al gen N66 digeridos.

6.2.4. Ligacion y transformacion de E.coli Top 10

Para la ligacion del vector pTrcHis A linearizado y los amplicones de N66 con
extremos cohesivos para Hind I, se utilizé 1U de T4 Ligasa® (Promega). La
reaccion de ligacion se realizé a partir de una proporcion molar vector-inserto

1:1, utilizando la siguiente férmula:

(ng del vector) (Kb del inserto)
Kb del vector

X relacion molar = ng de inserto (1)

Al sustituir los datos en la férmula:

(79.2 ng) (1.6 Kb)
(4.4 Kb)

1 =18.8 ng de inserto

La ligacion pTrcHis A-N66 se incubd a 4 °C durante toda una noche. Esta ligacion
se uso para transformar células competentes de E. coli TOP 10. Brevemente, se
adicionaron 2 pL de beta-mercaptoetanol y 3 pL de la reaccién de ligacion a 50
uL de células competentes de E. coli TOP10 mantenidas en bafio de hielo. Esta
suspension se incubd en hielo durante 30 min. Las células fueron sometidas a
choque térmico a 42 °C por 45 seg y posteriormente incubadas en hielo 2 min.
Posteriormente, se afiadieron 250 pL de medio SOC liquido y se incubd por dos
horas a 37 °C con agitaciébn orbital constante a 150 rpm. Finalmente, se
plaguearon 150 pL de la transformacion en placas con medio LB-agar
conteniendo X-gal-IPTG (40 pg/uL); las cajas fueron incubadas a 37 °C por 18
h.
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Utilizando el sistema de deteccion de transformacion del plasmido (X-gal-IPTG
= colonias blancas con plasmido y con inserto; colonias azules con plasmido sin
inserto), las colonias transformadas se resembraron en caja petri con medio LB-
agar. Para corroborar que el inserto estaba ligado al vector se realizé6 PCR de
colonia usando como templado una colonia blanca en una mezcla consistente
en: buffer PCR 10X, 50 mM MgSQO4, DMSO 10%, 10 mM de dNTP’s, 1U de Taq
polimerasa y agua Mili-Q estéril en un volumen final de 50 pL. Los cebadores
que se usaron fueron 680F y 1642R (10 uM) (Tabla IV) usando el programa

descrito en la Tabla V.

Las colonias que contenian el inserto esperado (1000 pb), se usaron para
inocular 3 mL de medio LB-ampicilina (100 ug/mL); los cultivos fueron incubados
una noche a 37 °C en agitacion orbital constante a 150 rpm. Al siguiente dia se
tomdé 1.5 mL de cada cultivo y se colocé en un tubo Eppendorf del mismo
volumen; el resto del cultivo se guardé en cuarto frio (4 °C) y en glicerol 20% a -
80 °C. El ADN plasmidico de los cultivos fue extraido por el método de lisis
alcalina (Birnboim y Doly, 1989) descrito en el apartado 6.1.5. Por ultimo, se
realizaron ensayos de digestion con la enzima de restriccion Hind Ill para

corroborar la insercion del gen N66.

6.2.5 Induccion de la expresion de la N66 recombinante

Se inocularon 6 mL de medio LB conteniendo 6 puL de ampicilina (100 pg/mL)
con 20 pL de la clona 7 (7p), el constructo pTrcHisA-N66-7p fue incubado a 37°C
durante toda la noche en agitacion orbital constante a 150 rpm; a éste se le
denomind cultivo uno. Posteriormente, se realizé un segundo cultivo con 245 mL
de medio LB, 5 mL del primer cultivo (usado como in6culo) y 250 pL de ampicilina
(100 pg/mL) que se incub6 a 37 °C durante tres horas en agitacion orbital
constante a 150 rpm, hasta alcanzar una densidad Optica (ODsoo) de 0.7.
Posteriormente, se realizé el ensayo de induccion adicionando al cultivo 1 mM
de IPTG, manteniendolo a 37 °C en agitacion orbital constante a 150 rpm. El

periodo total de induccién fue de 4 horas, durante el experimento de induccién
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se colectaron muestras de 1 mL cada una por 30 min (por duplicado) a partir del
momento de induccién. Todas las muestras obtenidas durante el ensayo fueron
centrifugadas 5 min a 4,000 x g a temperatura ambiente. El sobrenadante se
elimind y el pellet (células) libre de medio LB se colectd. El cultivo restante (al
finalizar las 4 horas de induccion) se usé para obtener las células por
centrifugacion a 3000 x g, 25 min a temperatura ambiente; la biomasa resultante

se almacend a -20 °C para su posterior analisis.

Los pellets obtenidos de las muestras tomadas cada 30 min, fueron tratados para
visualizar tanto fracciones de proteinas solubles como proteinas totales en geles
de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Para obtener las proteinas
solubles, se agregaron 200 pL de amortiguador (PBS 20 mM, NaCl 500 mM,
Imidazol 20 mM) para disolver el pellet. Posteriormente, las células se rompieron
con perlas de vidrio (0.45 mm de didmetro) mediante 5 ciclos de 1 min de
agitacion en vortex con intervalos de enfriamiento en hielo de 1 min; cada
muestra se centrifugé a 7,500 x g por 8 min a temperatura ambiente y el
sobrenadante se mezclé con amortiguador de carga SDS 1X (Tris 0.125 M, SDS
2%, beta-mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0.04%); posteriormente las
muestras fueron hervidas durante 10 min. Para obtener las proteinas totales, se
agregaron 200 pL de amortiguador (PBS 20 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 20 mM)
y 50 pL de buffer de carga SDS 1X con beta-mercaptoetanol (1M Tris, glicerol
50%, SDS 10%, azul de bromofenol 0.5%, p-mercaptoetanol 0.5%).
Posteriormente, la células se lisaron con perlas de vidrio (0.45 mm de diametro)
mediante 5 ciclos de 1 min de agitacion en vértex con intervalos de enfriamiento
en hielo de 1 min. Las muestras fueron centrifugadas a 7500 x g por 8 min a

temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras fueron hervidas por 10 min.

Las proteinas solubles y totales tratadas fueron separadas empleando geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE 10%). En cada linea del gel se cargaron 10 pL de
muestra, después de la separacion, el gel fue tefiido con azul de Coomassie (R-
250) y destefiido con una solucién destefiidora conteniendo metanol 30% y acido
acético 10%. Finalmente, los geles fueron fotodocumentados en un ChemiDoc
XRS (BioRad).
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6.2.6 Inmunodeteccidn

Para detectar la presencia de la proteina N66 recombinante, la cual contiene una
cola de histidianas (Hisex), se emplearon dos técnicas de inmunodeteccion: el
Dot Blot y Western Blot.

Brevemente, el Dot Blot consistié en colocar 2 yL de cada extracto de
proteinas obtenido (solubles y totales) sobre una membrana de nitrocelulosa pre-
humedecida en agua; como control negativo se utilizé agua. Posteriormente, la
membrana se incubo a temperatura ambiente durante 1 h en solucién de bloqueo
(Tris Base 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0.05%, leche descremada 5%).
Pasado el periodo de incubacién, la membrana fue lavada 3 veces con TNT (Tris
Base 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0.05%) por periodos de 5 min. Después,
se agreg0 el anticuerpo primario diluido 1:2000 (Anti His-tag (4E3D10H2/E3)
Thermo Fisher); la membrana se incub6 a 4°C en agitacion suave durante toda
la noche. Al siguiente dia, se realizaron 3 lavados de 5 min en TNT, y se agreg6
el anticuerpo secundario diluido 1:2000 (Anti-Rat IgG, HRP Thermo Fisher)
incubando a 37 °C por 2 h en agitacion suave. Finalmente, la deteccién se realizo
con el sustrato cromogénico diaminobencidina (DAB, Sigma-Aldrich). Las

muestras que mostraron coloracién rojiza fueron consideradas positivas.

Para el Western Blot, las proteinas de los extractos obtenidos (solubles y
totales), fueron separadas en un gel SDS-PAGE 10% (Laemmli, 1970) y
transferidas a una membrana de nitrocelulosa utilizando un sistema humedo Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BioRad), con el cual se usé un buffer
de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol) a 100V durante 1
h. Posteriormente, la membrana fue incubada en solucion de bloqueo, lavada
con TNT e incubada con el anticuerpo primario (Anti His-tag, (4E3D10H2/E3)
Thermo Fisher) y secundario (Anti-Rat 1IgG, HRP Thermo Fisher). La deteccion
se realizé con el sustrato cromogénico DAB (Sigma-Aldrich). Las bandas que

mostraron coloracion rojiza fueron consideradas positivas.
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6.3. Purificacidn y caracterizacion de la proteina N66 recombinante

6.3.1 Cromatografia de afinidad

6.3.1.1 Preparacion de la muestra

Se tomaron 100 mg del pellet obtenido en la induccion, la proteina soluble
fue extraida a partir de las células. Para romper las células, se emplearon perlas
de vidrio y 200 pL del amortiguador 50 mM Tris-HCI pH 7.4, se hicieron 5 ciclos
de 1 min de agitacion en vortex con intervalos de enfriamiento en hielo de 1 min.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron 7500 x g a 4°C durante 15 min.
Finalmente, el sobrenadante fue transferido a un tubo de 1.5 mL y almacenado

a -20°C hasta su uso posterior.

6.3.1.2 Purificacion de la proteina recombinante

La purificacién de la N66 expresada en E. coli TOP10 se realizé mediante
cromatografia de afinidad en lote, ya que la N66 recombinante tiene un
secuencia de 6 histidinas en el extremo carboxilo, la cual tiene afinidad por los
iones de niquel divalente (Ni?*) dispuestos en una resina compuesta de agarosa
y sulfato de niquel. Para ello se prepar6 una resina acoplada con niquel,
brevemente: 2.5 mL de Chelating Sepharose Fast Flow (GE Healthcare) fueron
lavados con un amortiguador de lavado (Imidazol 300 mM, NaCl 300 mM, Tris
50 mM pH 7.4). Después, se afiadieron 2 mL de solucion de NiSO4 (0.3M en
amortiguador de sodio acetato pH 6.0) a la sefarosa, posteriormente, el gel
resultante (4.5 mL) fue lavado con agua destilada. La matriz resultante (2 mL),
Sefarosa-Ni, fue empacada en una columna de (1.45 x 5.0 cm). La matriz fue
equilibrada con el amortiguador de equilibrio (Imidazol 1 mM, NaCl 300 mM, Tris
50 mM pH 7.4). Después, se cargaron 50 pg de la muestra en la columna; para
eficientar la interaccion de la resina de sefarosa-Ni con los residuos de histidina
de la proteina recombinante, la muestra se incubo6 con la matriz durante 20 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, las proteinas no ligadas se eliminaron

de la resina con 5 volumenes de columna (12.5 mL) con el amortiguador de
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equilibrio. La elucién de la proteina recombinante ligada a la matriz se realizé
empleando 5 volimenes de columna (12.5 mL) de amortiguador de elucién
(Imidazol 300 mM, NaCl 300 mM, 50 Tris mM pH 7.4). Se colectaron en total 10
fracciones de 500 pL. El contenido de proteinas total de las fracciones se
cuantifico por el método de Lowry (Lowry et al., 1951) empleando BSA como

estandar.

Las fracciones eluidas se analizaron en geles de poliacrilamida SDS-PAGE
al 10% (Laemmli, 1970). Brevemente, 12 uL de cada fraccién eluida fue
mezclada con 1.5 pL de amortiguador de carga SDS conteniendo beta-
mercaptoetanol, las muestras fueron hervidas 10 min. Las proteinas fueron
separadas en geles de SDS-PAGE 10%, posteriormente fueron tefiidas con
Comassie (R-250) y destefiidas con una solucion destefiidora conteniendo
metanol 30%, &acido acético 10%. Los geles fueron fotodocumentados con un
ChemiDoc XRS (BioRad).

Las fracciones que contenian la N66 recombinante purificada fueron
concentradas utilizando un filtro Amicon Ultra 4 (Merck-Millipore) y desaladas
usando una columna PD10 Desalting Column (GE Healthcare) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Las fracciones concentradas y desaladas fueron
analizadas en geles SDS-PAGE 10% vy nativos (Laemmli, 1970). Para los
geles nativos la muestra se prepar6é con amortiguador de carga sin SDS ni beta-
mercaptoetanol. Los geles se corrieron a 90 V, se tifileron con Comassie (R-250)
y desteflidos con una solucion destefidora conteniendo metanol 30%, acido
acético 10%. Los geles se fotodocumentaron con un equipo ChemiDoc XRS
(BioRad).

6.3.2 Evaluacién de la oligomerizacion de la N66 recombinante

Para evaluar el nivel de oligomerizacion de la N66 recombinante, se evaluo
el efecto del SDS y del DTT sobre la estructura de la proteina en geles SDS-
PAGE al 10%. ElI SDS funciona como detergente anidnico. Para ello, 1 ug de
proteina fue incubado con diferentes concentraciones de SDS: 0%, 0.1%, 0.5%,

1% y 2% de SDS, las muestras no fueron hervidas. Las muestras fueron
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analizadas mediante electroforesis en geles SDS-PAGE 10% Yy tefiidas con
nitrato de plata (Merril y Washart, 1998) y visualizadas en el equipo ChemiDoc
XRS (BioRad).

Para evaluar ell efecto del DTT, el cual funciona como agente reductor, la
proteina recombinante (1 pg) fue incubada con diferentes concentractiones de
DTT: 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.25, 1y 10 mM de DTT por 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, las muestras se mezclaron con buffer de carga con SDS y se
hirivieron 15 min. Se separaron en geles SDS-PAGE 10%, que posteriormente
fueron tefidos con nitrato de de plata (Merril y Washart, 1998) y documentados
con un ChemiDoc XRS (BioRad).

6.3.3 Punto isoeléctrico

Para determinar el pl de la proteina recombinante, se uso el sistema Mini-
IEF Cell (BioRad). Se prepararon geles de poliacrilamida horizontales al 2%, de
acuerdo a las indicaciones del proveedor (BioRad, model 111 Mini-IEF Cell).
Brevemente, los geles fueron preparados con glicerol al 25%, agua destilada
(filtrada), acrilamida 25% (filtrada), persulfato de amonio 10% (BioRad),
rivoflavina y TEMED (BioRad). Las muestras se prepararon con el buffer de
carga |IEF (BioRad). La electroforesis se desarrollé bajo los siguientes
pardmetros: 10 min a 100 V y 40 min a 200 V en un gradiente de pH de 3 a 10
(Byo-Lyte 3/20 Ampholyte, BioRad). Al finalizar la separacion de las proteinas,
los geles fueron tefiidos con nitrato de de plata (Merril y Washart, 1998) y

fotodocumentados en el equipo ChemiDoc XRS (BioRad).

6.3.4 Determinacion de actividad de anhidrasa carbdnica

Para evaluar la actividad de anhidrasa carbolnica, se siguieron dos
estrategias: método cualitativo y método cuantitativo. Ambas técnicas se basan
en la conversion rapida de dioxido de carbono y agua a bicarbonato y protones
mediada por la presencia de un catalizador (anhidrasa carbonica).

1) Método cualitativo: se disolvio mediante calentamiento 1 g de agarosa en 50
mL buffer de boratos (acido bérico 0.05 M, NaCl 0.025 M) y 50 mL de agua
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destilada. Posteriormente, la mezcla se vacié en una placa Petri, dejando
solidificar a temperatura ambiente. Las muestras de la N66 (5 ug de proteina), y
la muestra de anhidrasa carbonica (2 ug) fueron colocadas sobre la placa, en
gotas, permitiendo que se absorbieran por completo. Posteriormente, se
agregaron 5 mL de rojo de fenol al 0.1% (disuelto en amortiguador Tris-HCI| 0.1
M pH 8.5) y se incubd durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente,
el colorante fue removido y la actividad tipo anhidrasa carbonica se revel6 al
afadir agua mineral fria (agua carbonatada). Las areas de la placa con actividad
tomaron una coloracidon amarilla, mientras que las areas sin actividad no
presentaron cambio de color (control negativo, agua destilada) (Manchenko,
2002).

2) Método cuantitativo: éste método, consistié en medir la densidad optica (ODss7)
de la muestra hasta alcanzar un valor de 0.060. Para ello se afiadio a la muestra
(2 pg de proteina) un amortiguador de reaccion (25 mM HEPES, 100 mM N2SOa4
pH 7.4 con 100 pM de rojo fenol); la reaccion fue iniciada al afiadir agua mineral
fria (Gai et al., 2014). El cambio de absorbancia se midi6 con un
espectrofotometro, los datos generados se utilizaron para calcular las unidades

de actividad utilizando la siguiente formula:

E_ Tiempo de catdlisis-Tiempo de la reaccién catalizada o 1
B Tiempo de la reaccién catalizada Proteina (mg)

2

6.4. Determinacion in vitro en la generacion de polimorfos por N66
recombinante.

Para evaluar la capacidad de cristalizacion de la N66 recombinante en la
formacion de poliformos de carbonato de calcio se se usaron tres soluciones

saturadas:
1) Solucién A (40 mM CaClz pH 8.2, 100 mM NaHCOg),
2) Solucién B (40 mM MgClz pH 8.2, 100 mM NaHCO3), y

3) Solucién C (100 mM CaCOs).
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Las reacciones de cristalizacién se realizaron en placas de poliestireno de 6
pozos. En cada uno de los pozos se coloc6 una mezcla de 2 ug de proteina
recombinante purificada y 50 pL de solucién saturada. La cristalizacion se
promovié al incubar las placas a 4 °C durante 30 dias. Posteriormente, los
cristales generados fueron analizados usando Microscopia Electronica de
Barrido o SEM (Scanning Electron Microscope), en el Laboratorio de Microscopia
Electronica del CIBNOR.
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7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN de manto de P. mazatlanica fue realizada por el método
de sales (Chomczynski y Sacchi, 1987), se obtuvo ARN con alta pureza y
rendimiento (Azeorzso: 2.00 y 676.31 pg/mg de tejido, respectivamente). Sin
embargo, una vez sintetizado el ADNc y usarlo como templado para la
amplificacion de fragmentos de los genes 28S y/o N66 no se obtuvieron
resultados reproducibles. Dado lo anterior, se probé la extraccion del ARN con
TRIzol®, con el que se obtuvo material de buena calidad (Fig. 12, Tabla VII), con
un bajo rendimiento (173.34 pg/mg de tejido), y con el mismo resultado que con
el ADNc sintetizado a partir de ARN extraido mediante el método de sales. Para
eliminar la presencia de potenciales inhibidores se agregé un paso de
precipitacion del ARN con LiCl, el cual se sabe que es eficiente para precipitar
moléculas de ARN de al menos 100 nucledtidos (Walker y Lorsch, 2013). El ARN
derivado de esta precipitacién se empled para la sintesis de ADNc que permitid,
de manera reproducible, amplificar el gen control (28s) y el fragmento interno de
la N66 como se describe en los siguientes apartados.

Figura 12. Perfil electroforético de ARN total del manto de madre perla obtenido utilizando
distintos métodos de extraccion. Lineas (5 pug de ARN total): A) Método de sales; B) TRIzol® antes
de la precipitacion con LiCl; C) TRIzol® después de la precipitaciéon con LiCl. (Gel de agarosa-
Synergel’-DEPC al 1%, tefiido con UView).
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Tabla VII. Rendimiento y pureza del ARN total obtenido de manto empleando
diferentes estrategias de extraccion de ARN.

Método de Rendimiento* Abs
extraccion (ug/mg tejido) 260/280nm
Sales 676.31 2.24
TRIZzoI® 173.34 1.91
TRIzoI®+ 75.68 1.99

LiCl

*Rendimiento: [volumen total (uL) x concentracion (ug/uL))/ mg de tejido

7.2 Amplificacion de fragmentos del gen de N66

7.2.1 Amplificacion y clonacién de un fragmento interno del gen N66.

La amplificacién de un fragmento de N66 con los oligonucle6tidos 680F y 1642R
permiti6 obtener un fragmento de 1000 pb (Fig. 13) utilizando dos
concentraciones de ADNc (75 y 125 ng); este fragmento es importante debido a

que flanquea la region faltante (gap) observado en la N66 en trabajos previos.

1kb

pb

1000

500
400

Figura 13. Perfil electroforético de fragmentos de PCR de N66 obtenidos usando como templado
ADNc de manto de P. mazatlanica y los cebadores 680F-1642R. Lineas: 1kb) Marcador de peso
molecular (1 Kb Plus Ladder, Invitrogen); 1) N66 (75 ng); 2) N66 (125 ng); 3) Control (+) 28S de
ADNc de manto de C. gigas; y 4) Control (-). (Gel de agarosa-Synergel’-TBE al 1%, tefiido con
UView).

La clonacion del fragmento de N66 de 1000 pb, obtenido con los cebadores680F-

1647R, permitié obtener una construccion de aproximadamente 5000 pb, ya que
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el vector PCR 2.1 tiene un tamafio de 3.9 kb y el tamario del inserto es de 1 kb.
En la Figura 14, se muestra el ADN plasmidico con el fragmento interno de la
N66; en la imagen se muestran las tres conformaciones del plasmido: abierto,

lineal y superenrollado.

1kb

Figura 14. Perfil electroforético de ADN plasmidico recombinante, con inserto de ~1000 pb de
N66 de P. mazatlanica. Lineas: 1kb) Marcador de peso molecular (1 Kb Plus Ladder Invitrogen).
Las letras indican la conformacién del plasmido: A, abierto; L, lineal y S, superenrollado. (Gel de

agarosa-Synergel’-TBE al 1%, tefiido con UView).

Como producto de la transformacién de E. coli TOP10 se obtuvieron 7 colonias
positivas. Para corroborar que tuvieran el inserto (1000 pb), se realiz6 un PCR
de colonia (Fig. 15), en el cual se observo que solo una colonia contenia dicho

fragmento.

1kb
pb

1650

1000

Figura 15. Perfil electroforético de productos de PCR de colonia utilizando los cebadores del
vector pCR2.1, M13F y M13R. Lineas: kb) Marcador de peso molecular (1 Kb Plus Ladder
Invitrogen). Carriles: 1 Inserto de N66, 2-7) Vector sin inserto. (Gel de agarosa-Synergel’-TBE al
1%, tefiido con UView).
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7.2.2 Amplificacion de los extremos 5’ y 3’ de N66 de P. mazatlanica.

Se amplificé el extremo 5’ codificante del gen N66, con los cebadores 1F-452R,
obteniendo un fragmento de 500 pb. Por otra parte, se amplificé el extremo 3’
codificante de N66 con los oligonucleétidos 1229F-1766R, obteniendo productos
de amplificacion de 510 pb (Fig. 16).

H
=
Tl

Figura 16. Perfil electroforético de productos de PCR de los extremos codificantes del gen N66
usando los cebadores 1F-452Ry 1229F-1766R. Lineas: kb) Marcador de peso molecular (1Kb
Plus Ladder Invitrogen); 1) Extremo 5’; 2) Extremo 3’. (Gel de agarosa-Synergel’-TBE al 1%,
tefiido con UView).

7.3 Analisis de la secuencia de N66 de P. mazatlanica

Las secuencias obtenidas se editaron y ensamblaron usando el programa DNA
Sequence Assembler, dando como resultado un contig de 1766 pb (Fig. 17), el
cual tiene un marco de lectura abierto que inicia en el nucleétido 2 y termina en
el nucleétido 1732, codificando a una proteina de 576 aminoacidos. El peso
molecular tedrico de la proteina es de 63.68 kDa, mientras que el pl calculado
es de 7.38. La proteina N66 cuenta con un péptido sefial (residuos 1-22), dos
dominios alfa anhidrasa carbonica (residuos 70-238 y 439-553) y un dominio NG
(residuos 245-438). Dentro de las modificaciones postraduccionales evaluadas,
se encontré un sitio potencial de N-glicosilacion (residuo 399), 15 sitios
potenciales a O-glicosilaciones (residuos: 116, 122, 162, 167, 170, 176, 204, 287,
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304, 401, 439, 456, 462, 474 y 497), y cinco sitios potenciales a sulfataciones
(residuos 31, 38, 223, 230 y 557). La proteina N66, potencialmente, presenta
tres puentes disulfuro (residuos 45-510, 64-238, 80-447). En términos de
composicién aminoacidica, la proteina estd compuesta en su mayoria por
aminoacidos polares (40.1%), principalmente: Asn, His y Ser; seguido de
aminodcidos hidrofobicos (37.3%) como Gly, Leu y Val. Finalmente, el 22.6%
son aminoacidos con carga positiva y negativa. Con relacién a su localizacién

celular, se determin6 que es una proteina extracelular (66.7% probabilidad).

Por otra parte, la secuencia de aminoacidos deducida de N66 permitié predecir
las estructuras secundaria y terciaria de la proteina de P. mazatlanica,
permitiendo su comparacion con su homoéloga N66 de P. maxima (GenBank ID:
BAA90540.1) (Figs. 18y 19).
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Figura 17. Secuencia de nucledtidos y aminodcidos de N66 de P. mazatlanica. En color rojo se
denotan los codones de inicio y término. Las letras subrayadas representan el péptido seial. En
color rosa se denotan los dominios de alfa anhidrasa carbdnica. Los cuadros verdes denotan los
sitios posibles de O-glicosilaciones, los azules los sitios putativos de N-glicosilaciéon, y los
morados los sitios potenciales de sulfatacion. Los rombos en color naranja identifican los sitios
involucrados en la catdlisis de la funcién de alfa anhidrasa carbdnica y los sitios de unién al zinc

(H).
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Figura 18. Estructura primaria y secundaria de N66. N66 de P. mdxima (N6690540); N66MAPER,
N66 de P. mazatlanica. Las flechas verdes representan las placas beta, los cilindros azules las

hélice alfa. Las regiones sombreadas en gris denotan los aminoacidos conservados.
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Figura 19. Estructura terciaria de N66. A) P. mdxima y B) P. mazatlanica. Los modelos fueron
creados con PDB: 3ML5, 1FQL, 3MDZ, 1V9J y 5118 con 47 y 46% de homologia respectivamente.
Los modelos fueron creados usando los programas Phyre 2 y editados con PyMOL; en ambas
imagenes el color rojo indica el sitio activo.

Por otro lado, la secuencia de nucle6tidos de N66 se compard mediante Blastn
con las secuencias de la base de datos NCBI. Se encontré6 homologia con 8
secuencias (Tabla VIII), que corresponden a 5 secuencias de nacreina (98% a
86% de identidad), N36 (88% de identidad), N45 (86% de identidad) y con la N66
de P. maxima (85% de identidad). Se observo que la region de cobertura para el
fragmento de N66 de P. mazatlanica comparada con su homoéloga en P. maxima
(AB032613) va del nucledtido 2 al 1210.

Tabla VIII. Andlisis de homologia de la secuencia de nucleétidos codificante
N66 de P. mazatlanica.

Especie No. acceso Identidad Rango de cobertura Cobertura

(%) qly) (%)

Nacreina P. margatifera HQ654772 89 1-1329 99
Nacreina P. margatifera HQ654771 91 1-1352 74
Nacreina P. margatifera HQ896199 93 1-1716 99
Nacreina P. margatifera HQ654770 86 1-1263 99
Nacreina P. margatifera HQ654773 98 727-1368 92
N36 P. maxima FJ913471 88 203-989 67
N45 P. maxima FJ913472 86 1-752 72
N66 P. maxima AB032613 85 2-1210 99
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Con base en estos resultados se compararon las secuencias de aminoacidos de
N66 y homdélogas (Fig. 20), descartando aquellas secuencias parciales, por lo
que eligieron de GenBank: nacreina B4 de P. margaritifera (AEC03972);
nacreina B3 de P. margaritifera (AEC03971); nacreina B2 de P. margaritifera
(ADY69618); nacreina Al de P. margaritifera (AEC03970); y nacreina C5 de P.
margaritifera (AEC03973), N45 de P. maxima (ACT55367) y N66 de P. maxima
(BAA90540). En este analisis de alineamiento, la numeracion se realizé tomando
como referencia la secuencia de N66 de P. mazatlanica. El alineamiento muestra
el péptido sefial, la variabilidad de longitud de aminoacidos entre los dominios de

anhidrasas carbodnicas y el dominio NG caracteristico de N66 y de las nacreinas.

Péptido sefal

N4555367 MWRMTTLLHLTALLVL IPLCHCASMHRHDHYMDMDQT SGESSCKAGFSYN
NAC03970 MWRMTTLLHLTSLLVL IPLCHCASMHRHDHYMDMDQTYPDRWGNCERSKESKCDVGFSYN
NAC69618 MWRMTTLLHLTSLLVLIPLCHCASMHRHDHYMDMDKTYRNRWGNCHYSGGSSCDAGFSYN
NAC03971 MWRMTTLLHLTSLLVL IPLCHCASMHRHDHYMDMDKTYRNRWGNCH-SGGNSCDAGFSYN
NAC03972 MWRMTTLLHLTSLLVLIPLCHCASMHRHDHYMDMDKTYRNRWGNCHYSGGSSCDAGFSYN
NAC03973 MWRMTTLLHLTSLLVLIPLCHCASMHRHDHYMDMDQT

N6690540 MWRMTTLLHLTALLVL IPLCHCASMHRHDHYMDMDQT

NG66MAPER MWRMTTLLHLTALLVL IPLCHCASMHRHDHYMDMDQTYRDRWGNCHYSGGSSCDAGFSYN 60

Dominio alfa anhidrasa carbénica

N4555367 RD-- --ICQGPYHWHT 1 SSCYKACGHKRRQSP I N 1WSHKAVFLEPYL PRLKFKPHMKSLDT
NAC03970 RK----1CQGPYYWHT I SSCFKACGSKKRQSP INIWSHR LPRLKFKPHMKSLDT
NAC69618 REQSEEQCHGPYDWHT I SSCFKACGSKERQSP INIWSHRALFR- I LPRLKFKPHMKSLDT
NAC03971 REQSEEQCHGPYDWHT I SSCFKACGSKKRQSP IN IWSHRALFR-RLPRLKFKPHMKSLDT
NAC03972 REQSEEQCHGPYDWHT I SSCFKACGSKERQSP IN 1WSHRAL FRHKLPRLKFKPHMKSLDT
NAC03973 R----DICQGPYYWHT 1 SSCFKACASKKRQSP IN IWSHRAVFVPDLPRLKFKPHMKSLDT
N6690540 RD-- -~ 1CQGPYHWHT 1 SSCYKACGHKRRQSP IN 1WSHKAVFLEPYL PRLKFKPHMKSLDT
N66MAPER REQNEEQCHGPYDWHT 1 SSCFKACGSKERQSP I N IWSHRALFR-KLPRLKFKPHMKSLDT 119
N4555367 NHQNRAPEFEPEDGDKLHVKLKNLVDGHYKFHNLH IHNGKSRRKGSEHSVNRHFTPM
NAC03970 EVINHQNRAPEFEPEDGSKLHVKLQNLVDGHYKFHNLH IHNGKSRRKGSEHSVDRHFTPM
NAC69618 KVSNHQNHAPEFDSED-EKLHVKLKNLVDGHYKFRNLH IHIGKSRRKGSEHSVDRHFTPM
NAC03971 KVSNHQNHAPEFDSED-EKLHVKLKNLVDGHYKFRNLH IHI GKSRRKGSEHSVDRHFTPM
NAC03972 KVSNHQNHAPEFDSED-EKLHVKLKNLVDGHYKFRNLH IHI GKSRRKGSEHSVDRHFTPM
NAC03973 EVSNHQNHAPEFDSED-EKPRVKLKNLVDGHYKFRNLH IHIGKSRRKGSEHSVDRHFTPM
N6690540 DVINHQNRAPEFEPEDGDKLHVKLKNLVDGHYKFHNLH I HNGKSRRKGSEHSVNRHFTPM
N66MAPER KVSNHQNHAPEFDSED-EKLHVKLKKLVDGHYKFRNLHIHIGKSRRKGSEHSVDRHFTPM 178
N4555367 EAHLVFHHDIKKEIKPPR NIFWVGVFLEVGDEGYGDEPD ECKRILKG
NAC03970 EAHLVFHHDEKKEIKPPR NQFWVGVFLEVGDEGYGDEPD ECKRILKG
NAC69618 EAHLMFRPDEKKEIKPSRIWLG GSNEFWVGVFLEVGDEGYGDEPD ECKRILKG
NAC03971 EAHLVFRHDEKKE IRPPR1LLGRNFSGINEFVVVGVFLEVGDEGYGDEPDDDECKRILKG
NAC03972 EAHLVFRHDEKKE IKPSR IWLGRNFSG INEFVVVGVFLEVGDEGYGDEPDDDECKRILKG
NAC03973 EAHLVFRHDEKKE 1 EPPR IWLGRNFNGSNEFVVVGVFLEVGDEGYGDEPDDDECKRILKG
N6690540 EAHLVFHHDDKKE 1 KPPRVKL GBVYAGRNKFVVVGVFLEVGDEGYGDEPDDDECKRILKG

N66MAPER EAHLVFHHDEKKE IKPPRIPLGRNFSGINEFVVVGVFLEDGDEGYGDEPDDYECKRILKG 238
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EKCHVQVS
EKCHVQVS

KVREFKRNGEHKSLDVEITPEMVLPPTKYRQYYTYEGSLTTPPCTES
KVREFKRNGEHKSLDVE I TPEMVLPPIKYRQYYTYEGSLTTPPCTESVRWVVEKCHVQVS
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KVREFRRNG LDVlITPEMVLPPIKYRIYYTYEGSLSTPPC
KVREFKRNG LDVEITPEMVLPPIKYRQYYTYEGSLTTPPC

KVREFKRNGEEKGLDVD I TPEMVLPPNMKYRHYYTYEGSLTTPPCNET
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372

424

484

544
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N4555367 EGCLMRCGTSKDM---KMVPR——=—=————————————————
NAC03970 RRVLDALRNVEGYEDGATLSKYGTRRPTQRNKHPLPVYKNF I
NAC69618 RRVLDALRKVEGYDDGTTLSKFGTRRPTORN I ERVPVYKNF I
NAC03971 RRVLDALRKVEGYDDGTTLSKFGTRRPTQRN I KPVTVYKNF I
NAC03972 RRVLDALRKVEGYDDGTTLSKFGTRRPTQRN I KPVPVYKNF I
NAC03973 RRVLDALRKVEGYDDGTTLSKFGTRRPTORN IKPVTVYKNF I
N6690540 RRVLDALRNVEGYEDGTTLSKYGTRRPTQRNKHPLRVYKNS I
N66MAPER RRVLDALRKVEGYDDGTTFEQVWKQDVPHRET——====———- 576

Figura 20. Comparacién de N66 de P. mazatlanica con proteinas homdlogas. NAEC03972,
nacreina B4 de P. margaritifera; NAEC03971 nacreina B3 de P. margaritifera; NADY69618
nacreina B2 de P. margaritifera; NAEC03970 nacreina Al de P. margaritifera; NAEC03973
nacreina C5 de P. margaritifera; NACT55367 N45 de P. maxima; y NSBAA90540 N66 P. maxima.
En color gris se muestran los aminoacidos conservados. En color azul se observan los sitios
conservados en todas las secuencias respecto a la N66 de P. mazatlanica (N66MAPER). En color
verde se resaltan los sitios conservados al comparar las secuencias con N66 de P. maxima
(N6690540). En color rosa se muestran los aminoacidos que varian en el dominio NG de las
secuencias.

Por otro lado, Kono et al. (2000), reportaron que la N66 es homologa con dos
anhidrasas carbonicas humanas (Tipo Il y VII), por lo que se comparararon las
estructuras de N66 con estas secuencias. Ademas, en la comparacion se incluyé
una anhidrasa carbonica Tipo Il de M. galloprovincialis (ID: ALF62133, Pavicic
et al., 2016). Cabe aclarar que este alineamiento (Fig. 21) se enumero6 con base
a la CA Il de H. sapiens, ya que sus secuencia ha sido la mas estudiada. Por
ejemplo, los residuos Thr 199, Glu 106, His 64 conforman el sitio activo y la
lanzadera de electrones necesaria en el mecanismo de catalisis de las alfa
anhidrasas carbonicas (Tu et al., 1989). Los residuos His 94, His 96, His 119 son
los sitios de union al zinc. Los residuos Phe 93, Phe 95y Trp 97 rodean dos de
las tres histidinas asociadas a los sitios de union al zinc, se ha demostrado que
alguna modificacién en los residuos 93, 95 y 97 afecta la actividad catalitica de
la enzima (Hunt y Fierke, 1997). Para hacer mas evidente la comparacion entre
todos los sitios mencionados se elaboré una Tabla (Tabla VII) que muestra las
modificaciones en estas regiones. En cuanto al porcentaje de identidad entre los
dominios tipo CA y las anhidrasas carbdnicas, el resultado indica que la N66 de
P. maxima tiene 28.35% al compararla con la anhidrasa carbénica Tipo Il de H.
sapiens, 24.70% con la anhidrasa carbodnica Tipo |l de M. galloprovincialis y

26.73% con la anhidrasa carbonica Tipo VIl de H. sapiens. Por otro lado, la N66
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de P. mazatlanica tiene 29.80% con la anhidrasa Tipo Il de H. sapiens, 25.21%

con la anhidrasa carbonica Tipo Il de M. galloprovincialis y 30.57% con la

anhidrasa Tipo VIl H. sapiens. Cabe destacar que la anhidrasa carbdnica Tipo |l

de M. galloprovincialis tiene 47.6 y 47.74% de identidad con las anhidrasas

carbonicas Tipo Il y VII de H. sapiens. Por otro lado, entre las anhidrasas

carbonicas Tipo 1l y VII de H. sapiens hay 56.80% de identidad.
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MWRMTTLLHLTALLVL IPLCHCASMHRHDHYMDMDQTYPNGLGYCEPSGESSCKAGFSYN
MWRMTTLLHLTALLVL IPLCHCASMHRHDHYMDMDQTYRDRWGNCHYSGGSSCDAGFSYN

————————————————————————————————————— MS—WGYG-——————— === ————
————————————————————————————————————— MSHHWGYG---------==———= 8
16 29 44
RD---—1CQGPYHWHT I SSCYKACGHKRRQSP IN IWSHKAVFLPYLPRLKFKPHMKSLDT
REQNEEQCHGPYDWHT I SSCFKACGSKERQSP IN IWSHRALF-RKLPRLKFKPHMKSLDT
———————————————————————————————————————————————————————— MSL-
—————— NDNGPCTWCNQFP----1ANGKRQSP ID 1CPDKITCDQQLANSPLVVKYEKEPK
—————— KHNGPEHWHKDFP----1AKGERQSPVD IDTHTAKYDPSLKPLSVSYDQATSL- 57
64 79 94 96 106

DVTNHQNRAPEFEPEDGDKLHVKLKNLVDGHYKFHNLH IHNGKSRRKGSEHSVNRHFTPM
KVSNHQNHAPEFDSED-EKLHVKLKKLVDGHYKFRNLH IH I GKSRRKGSEHSVDRHFTPM
-SITNNGHSVQVDFNDSDDRTVVTGGPLEGPYRLKQFHFHWGKKHDVGSEHTVDGKSFPS
AEAMNTGKSVKVQATKASE---1SGGPLTGTYRLEQFHFHWGADDNKGSEHT IDGKMYAA
-RILNNGHAFNVEFDDSQDKAVLKGGPLDGTYRL 1QFHFHWGSLDGQGSEHTVDKKKYAA 116

119 142
EAHLVFHHDDKKE I KPPRVKLGGVYAGRNKFVVVGVFLEVGDEGYGDEPDDDECKRILKG
EAHLVFHHDEKKE IKPPRIPLGRNFSGINEFVVVGVFLEDGDEGYGDEPDDYECKRILKG

ELHLVHWNAKKYS------ TFGEAASAPDGLAVVGVFLETGDEHPSMNRLTDALYMV—--

ELHLVHYNTKYAN-—————- FGEAVDKPDGLAVFGFFIKPGAKHVGMKELTDNTLCS I -~

ELHLVHWNT-KYG------ DFGKAVQQPDGLAVLGIFLKVGSAKPGLQKVVDVLD-S1-- 167
199

KRLSR I LECAYRHKKVREFKRNGEEKGLDVD I TPEMVLPPMKYRHYYTYEGSLTTPPCNE
KRLSR I LECAYRHKKVREFKRNGEHKSLDVE I TPEMVLPP IKYRQYYTYEGSLTTPPCTE
——————————————————— RFKGT-KAQFSCFNPKCLLPA—-SRHYWTYPGSLTTPPLSE
—————————————— GTAEGKTCNMPCDLDMAS----LLNSDLTK-YWTYLGSLTTPPLYE
——————————————————— KTKGK-SADFTNFDPRGLLPE--SLDYWTYPGSLTTPPLLE 205

TVLWVVEKCHVQVSRRVLDALRNVEGYEDGTTLSK-YGTRRPTQRNKHPLRVYKNS I -
SVRWVVEKCHVQVSRRVLDALRKVEGYDDGTTFEQ-VWKQDVPHRET————=====——-
SVTWIVLREP1CISERQMGKFRSLLFTSEDDER IHMVNNFRPPQPLKG—RVVKASFRA
SVTWIVFQDP IEMSNDQLQALRNLKCGSNF 1VDNYRPPVPLGDRTVRASFKN—————--
CVTWIVLKEP1SVSSEQVLKFRKLNFNGEGEPEELMVDNWRPAQPLKN--RQIKASFK- 260

Figura 21. Dominios tipo alfa anhidrasa carbdnica de N66 de P. mazatlanica y anhidrasas

carbdnicas Tipo Il y VII. El color gris muestra los sitios conservados. CAII1909, anhidrasa

carbodnica Il de H. sapiens; CAIIMYTG, anhidrasa carbdnica Il de M. galloprovincialis, CAVII168,
anhidrasa carbdnica VIl de H. sapiens; N6690540, dominios AC de N66 de P. maxima; N66MAPER
dominios AC de P. mazatlanica. El color azul muestra los sitios mas importantes relacionados al

mecanismo de catalisis de las AC.
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Tabla IX. Comparacion de los residuos de la anhidrasa carbonica (CA) Tipo |l
con sus enzimas homologas.

Residuo 5 7 16

CAll W Y W S P L N N H N L Q F H F H W G
CAIIMG W Y W S P L N T K K I Q F H F H w G
CAVII - - - - - - N N H Q V Q F H F H W G
N66(A) L Y W S P L H Q R E K N L H | H N G
E\IE;GMP W NW S P L H Q H E K N L H | H I G
B

118 119 19
6

CAll S E H E L H Vv A \% I P Y W Y P G
CAIIMG S E H E L H \% A \% F N Y W Y L G
CAVII S E H E L H \% A \% \% P Y W Y P G
N66 (A) S E H E A H \% \% \% \% P Y Y Y E G
N66MP S E H E A H \Y \Y \Y, Vv P Y Y Y E G
(B)

Residuo

CAll S L T T P P L L E C \% T W I N R
CAIIMG S L T T P P L Y E S \% T W I \% L
CAVII S L T T P P L S E S Vv T W I N R
N66 (A) S L T T P P C N E T Vv L w Vv T R
2\16)6MP S L T T P P C T E S Vv R w Vv K D
B

Nota:N66 (A) representa el dominio AC de la N66 descrita por Kono y colaboradores (2000). N66MP
dominio AC de la N66 de P. mazatlanica;

7.4 Expresion de N66 en el sistema de E. coli TOP10

7.4.1 Amplificacion de la secuencia de N66 con sitios de restriccion
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Se amplifico la secuencia de N66, obténiendose un amplicon de 1662 pb (Fig.
22A), sin embargo, en el resultado de esta amplificacion se obsevaron bandas
inespecificas, por lo que se procedioé a cortar y purificar la banda de interés (Fig.
22B) para su posterior clonacion en vector pTrcHis A.

1kb 1kb
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2000 1650
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Figura 22. Perfil electroforético de productos de PCR de N66 de P. mazatlanica con sitios de
restriccion Hindlll. A) productos de PCR del gen N66 de P. mazatlanica. B) Producto de PCR
purificado. 1kb) Marcador de peso molecular (1 Kb plus Ladder, Invitrogen). (Gel de agarosa-
Synergel’-TBE al 1%, tefiido con UView).

7.4.3 Obtencion del vector de expresion pTrcHis A-N66

El vector de expresion pTrcHis A se linearizé con Hindlll para clonar el amplicén
N66-Hindlll de P. mazatlanica; el tamafio del plasmido lineal fue de 4.4 kb (Fig.
23).

1kb

pb

4000
Figura 23. Perfil electroforético derivado de la digestion de plasmido
pTrcHis A. 1kb) Marcador de peso molecular (1 Kb plus Ladder, Invitrogen)
1) Plasmido sin digerir; 2) Plasmido digerido con 7U de Hindlll. (Gel de
agarosa-Synergel’-TBE al 1%, tefiido con UView
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7.4.4 Transformacion de N66-Hindlll en células de E. coli TOP10

El producto N66-Hindlll fue ligado en el vector de expresion pTrcHis A. Para
ello se digirié tanto el inserto como el vector con 7U de la enzima Hindlll. En total,
se obtuvieron 25 colonias transformadas, de las cuales se evaluaron 19 para
corroborar que la presencia del inserto mediante la amplificacion de cada una de
las colonias con los cebadores N66 680F-1642R. El resultado (Fig. 24) indico
gue todas las colonias evaluadas contenian el inserto esperado. Posteriormente,
todas las clonas fueron cultivadas en medio LB liquido, para proceder al
aislamiento y purificacion del plasmido. S6lo se obtuvo ADNp de 12 clonas, ya
que 4 perdieron el inserto y 3 colonias parecian tenerlo aunque su amplificacién

era menos intensa que el resto (Fig. 25).

1kb

pb

1000

Figura 24. Perfil electroforético de PCR de colonia de N66-Hindlll-pTrcHis A (cultivadas en placas
de medio LB) utilizando los cebadores N66 680F y 1642R. 1kb) Marcador de peso molecular (1
kb Plus Ladder Invitrogen) .Gel de agarosa-Synergel’-TBE al 1%, tefiido con UView.

Figura 25. Perfil electroforético de minipreps de bacterias transformadas con el constructo N66-
Hindlll-pTrcHis A. Se usaron los cebadores 680F y 1642R. 1kb) Marcador de peso molecular (1
kb Plus Ladder Invitrogen) .Gel de agarosa-Synergel’-TBE al 1%, tefiido con UView.
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7.4.5 Evaluacioén de la orientacion del gen N66 en el vector de expresion pTrc
His A

Se realiz6 un andlisis de restriccion a los constructos N66-Hindlll-pTrcHis A
con la enzima Hindlll (10U), para evaluar la orientacion del gen N66 dentro del
vector de expresion. El analisis indic6 que algunos plasmidos fueron
parcialmente digeridos ya que el tamafio esperado del vector con el inserto
(linearizado) era de 6.0 kb (Fig. 26), lo que indica que la enzima cort6é solo en
uno de los extremos, la razén pudiera deberse a una modificacion en los

extremos del gen amplificado.

Figura 26. Perfil electroforético de la digestion de los plasmidos N66-Hindlll-pTrcHis A. Lineas:
1-2 y 4-5) Plasmido digerido con 7U de Hindlll; 3 y 6) Plasmido sin digerir. Gel de agarosa-
Synergel’-TBE al 1%, tefiido con UView.

7.4.6 Induccidn para la produccion de N66 recombinante, e inmunodeteccion

Para inducir la N66, se utilizé una de las clonas en la que previamente se
demostré la presencia del gen (por PCR). La proteina recombinante se indujo en
un cultivo LB para E. coli TOP10-N66-Hindlll-pTrcHis mediante la adicion de 1
mM de IPTG, una vez que la densidad del cultivo celular alcanzé 0.6 unidades
de absorbancia. Se colectaron muestras cada 30 min hasta completar 4 h de

induccién. Las fracciones colectadas fueron tratadas para obtener las proteinas
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solubles y totales. Posteriormente, las muestras se analizaron mediante
electroforesis desnaturalizante (Fig. 27). El perfil de proteinas en gel mostré un
aumento general en la concentracion de proteina de cada fraccion colectada
conforme aumenta el tiempo de induccion, sin embargo, el aumento fue mas
notable a partir de las 1.5 y hasta las 3 hr (Fig. 27 -flechas rojas-, lineas 4-7).
Como la sintesis de otras proteinas también fue inducida (Fig. 27, flechas azules)

se evaluo la presencia de N66 utilizando métodos de inmunodeteccion.

MW
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Figura 27. Perfil electroforetico, en gel SDS-PAGE al 10%, de proteinas obtenidas de cultivos de
E. coli TOP10-N66 pTrcHis A, inducidas con 1 mM de IPTG. Paneles: A) Proteinas solubles; B)
Proteinas totales. Lineas: Tiempo de induccidn con IPTG, 1) 0 hr; 2) 0.5 hr; 3) 1 hr; 4) 1.5 hr; 5) 2
hr; 6) 2.5 hr; 7) 3 hr; 8) 3.5 hr; y 9) 4 hr. Las flechas rojas indican la movilidad esperada de la N66
de P. mazatlanica y las flechas azules un ejemplo de otras proteinas inducidas por el IPTG.

Para la inmunodeteccion, se realizé el método de Dot-Blot, ya que es un método
de inmunodeteccion rapida, que permite saber la presencia o ausencia del
antigeno en presencia de un anticuerpo. En este caso, se utilizé Anti-His Tag, el
cual tiene afinidad por las histidinas, ya que el constructo N66-pTrcHis A tiene
acoplado un tag de seis histidinas en el extremo 3’ de la proteina. El resultado
(Fig. 28A) indico la presencia de la proteina en algunas de las fracciones,
haciéndose mas evidente en la fraccion soluble inducida a las 2.5 h (Fig. 28A-8).
Posteriormente, para corroborar el peso de la proteina de la fraccién que dio

positivo a la inmunodeteccién, se realizé un Western Blot. El western blot (Fig.
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28B) mostré bandas inespecificas; en la fraccion soluble inducida por 2 hr (Fig.
28B, linea X) aprecié una banda con un peso similar al esperado para N66 (61.3
kDa), sin embargo, en el gel también se observan otras bandas con distinto peso
(Fig. 28B).

Figura 28. Inmunodeteccidon de N66 recombinante de P. mazatlanica. A) Dot blot, B) Western
blot. Los nimeros denotan las fracciones colectadas durante la induccién con 1 mM IPTG de 1 a
3 hr. Lineas: 1-5) Fracciones de proteinas totales; 6-9) Fracciones de proteinas solubles. Control:
(Negativo) agua destilada. Los recuadros blancos, indican la presencia del complejo de N66
recombinante, de acuerdo a su movilidad esperada.

7.5 Purificacion y caracterizacion de N66 recombinante

7.5.1 Cromatografia de afinidad

Las células del cultivo inducido se lisaron para extraer las proteinas solubles, a
partir de las cuales se purific6 N66 recombinante mediante cromatografia de
afinidad, considerando que el constructo de N66 contiene un tag de seis
histidinas. Para ello, se emple6 una resina acoplada a niquel, la cual tiene
afinidad por los iones de histidina. En la Figura 29A se muestra el cromatograma
del proceso de purificacion. Las fracciones eluidas (23) fueron evaluadas
mediante electroforesis, observando dos bandas con peso de 66 y 60 kDa
respectivamente, representativas de la N66 recombinante de madre perla (Fig.
29B).
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Figura 29. Purificacion de N66 recombinante de P. mazatlanica mediante cromatografia de
afinidad. A) Cromatograma derivado de cromatografia de afinidad empleando Sefarosa-Niquel;
B) Perfil electroforético de en gel SDS-PAGE 10%. Lineas: kDa) Marcador molecular (Broad range
protein ladder, BioRad); 0) Muestra antes de la puurificacidn; FT) Flow-through; W2) Lavado 2;
E7) Fraccién eluida niumero 7. El recuadro blanco, indica las bandas que representan la N66
recombinante.

7.5.2 Determinacioén de las subunidades de N66

Para determinar la presencia de estructura cuaternaria en la N66 de P.
mazatlanica, se realiz6 un gel de electroforesis en condiciones nativas (Fig. 30A),
en el cual se observdé que todas las fracciones de N66 recombinante se
aglomeraron en la parte superior del gel, este resultado sugiere una potencial
aglomeracion de la proteina. Con base en este resultado se agregaron a la
proteina distintas concentraciones de DTT (0 mM, 0.01 mM, 0.05 mM, 0.1 mM,
0.25mM, 1 mM y 10 mM), para promover la disociacion de la proteina mediante
la reduccion de los puentes disulfuro; paralelamente se realizdé un experimento
similar utilizando distintas concentraciones de SDS (0.1%, 0.5%, 1% y 2%.), ya
que el SDS es un detergente aniénico conocido por disociar y desnaturalizar
proteina multiméricas. El resultado, al agregar DTT (Fig. 30C) mostré que la N66
recombinante se disocia con 0.25 mM de DTT en dos monémeros con peso de
66 y 60 kDa, mientras que en presencia de SDS (Fig. 30B) no mostr6 cambios
en la conformacion de la proteina. Los resultados indican que la N66
recombinante contiene en su estrucutura puentes disulfuros que unen las dos

subunidades (cuando la proteina es disociada con DTT o beta-mercaptoetanol).
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De acuerdo a los trabajos de Dutton et al. (2008) y Khodabakhsh et al. (2013) se
considera que esta modificacidon se lleva a cabo en el espacio periplasmatico de
bacterias gram (-) (e.g. E. coli TOP10). La formacion de enlaces disulfuro es
importante para la estructura, estabilidad y funcion de diversas proteinas, en
especial para las proteinas extracelulares. Respecto a la estructura de las
proteinas los enlaces disulfuro se pueden oxidar, isomerizar y/o reducir (Hatahet
et al., 2014).
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Figura 30. Perfil electroforético de la proteina N66 en condiciones no reductoras y reductoras.
Panel A: N66 en condiciones nativas en geles de poliacrilamida al 7.5%. Lineas: 1) Cu/Zn SOD; 2)
Albumina Sérica bovina (BSA); 3-6) N66 en condiciones no reducidas. Panel B: N66 en
condiciones desnaturalizantes en gel SDS-PAGE al 7.5%. Lineas: SDS al 1) 0.1%; 2) 0.5%; 3) 1%; y
4) 2%. Panel C: N66 en condiciones desnaturalizantes en gel SDS-PAGE al 7.5%. Lineas: DTT al 1)
0; 2) 0.01; 3) 0.05; 4) 0.1; 5) 0.25; 6) 1; y 7) 10 mM, respectivamente). Los recuadros blancos,
indican la aglomeracién la N66 recombinante en un gel nativo (A) y en presencia de SDS (B). En
el panel C, el recuadro evidencia la disociacion del complejo N66.

7.5.3 Determinacion del punto isoeléctrico (pl)

Para determinar el pl de la proteina se realizé una electroforesis IEF en gel de
poliacrilamida usando un gradiente de pH de 3 a 10. Como se muestra en la
figura 31, el pl calculado de la N66 recombinante de P. mazatlanica es de 6.9,
esto es de tres décimas menos al estimado por métodos bioinforméticos (
seccién 7.2). Esto sugiere que si bien la mayoria de los algoritmos que predicen
el pl de las proteinas tienen una buena correlacion con secuencias de

aminoacidos que no estan modificados quimicamente, existe un umbral de error
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al calcular el pl de aquellas secuencias proteicas con aminoacidos modificados
(Audain et al., 2015). Al expresar la N66 en un sistema bacteriano, la Unica
modificacion posible efectuada por el organismo procariota es la oxidacion de
grupos tiol (SH) entre dos residuos de cisteina que dan como resultado un enlace

covalente llamado puentes disulfuro (Hatahet et al., 2014).

Figura 31. IEF en gel de poliacrilamida de N66 recombinante de P.
mazatlanica usando un gradiente de pH de 3 a 10. Lineas: 1) Estandar
de pl (BioRad); 2) N66 recombinante de P. mazatlanica.

7.5.4 Ensayos de actividad anhidrasa carbonica.

Para determinar la actividad de anhidrasa carbonica de la N66 recombinante de
P. mazatlanica, se realizaron pruebas colorimétricas (cuantitativa y cualitativa).
En la figura 32 se muestra el resultado de la prueba cualitativa en placa, en la
gue se observa un cambio de color en las muestras positivas de rojo a amarillo
(el indicador rojo de fenol cambia de color rojo a amarrillo al reaccionar con CO2
en presencia de la enzima), lo que indica que la N66 recombinante tiene actividad
de anhidrasa carbonica. Adicionalmente se observé que la N66 recombinante
tiene mayor eficiencia catalizadora cuando se desala la proteina (Fig. 32,

muestras 2 y 3).
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Figura 32. Ensayo de actividad de anhidrasa carbdnica de
N66 recombinante en placa. Paneles: Incubacion con el
sustrato, A) 1 min; B) 3 min. Ndmeros: 1) Control
negativo (agua); 2) N66 recombinante desalada (5ug); 3)
N66 recombinante sin desalar (5ug); y 4) control positivo
(2ug) (anhidrasa carbdnica bovina, Sigma Aldrich).
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Figura 33. Ensayo de actividad de anhidrasa carbdnica de N66 en tubo. La barra verde representa

el control negativo de la reaccién (agua). La barra azul representa la actividad de la N66
recombinante (2 pg).

7.6 Ensayos de cristalizacion in vitro
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Para determinar la capacidad de nucleacién de carbonato de calcio en calcita
(sistema cristalino romboédrico) y aragonita (sistema cristalino ortorrombico) de
la N66 recombinante de P. mazatlanica, se realizaron ensayos de cristalizacion
en los que se mezclé la enzima recombinante con distintas sales. Ademas, para
validar este ensayo se consideraron como controles negativos las sales sin la
enzima recombinante y como control positivo las N66 nativa de madre perla.
Primero, la enzima fue evaluada con una mezcla saturada de sales de
bicarbonato de sodio-cloruro de calcio, que dan como resultado carbonato de
calcio y cloruro de sodio; dicha mezcla es utilizada como sustrato para que una
SMP’s pueda nuclear un solo polimorfo de carbonato de calcio: aragonita o
calcita. Sin embargo, en la actualidad se sabe que existen otras proteinas como
la N66, que tienen la capacidad de nuclear dos tipos de polimorfos usando un
solo sustrato. De acuerdo con nuestras observaciones, con este sustrato
(carbonato de calcio-cloruro de sodio) la proteina N66 recombinante de P.
mazatlanica tiene la capacidad de nuclear calcita (Fig. 34A) y aragonita (Fig. 34B
y C). Ademas, se observo que los cristales de aragonita y calcita se agrupan por
polimorfo (no se observaron agrupaciones con ambos polimorfos). Por dltimo, se
observdé que carbonato de calcio con cloruro de sodio favorecen mas al
crecimiento de la calcita (Fig. 34A-C. Con respecto al tamafo, los cristales de
calcita formador fueron de 200 um (Fig. 33A), mientras que los de aragonita son

mucho mas pequefios, teniendo tallas de 10 um (Fig. 34C).

El segundo sustrato evaluado fue una mezcla de bicarbonato de sodio-cloruro
de magnesio, que dan como resultado bicarbonato de magnesio y cloruro de
sodio. En la Figura 35 se observa que, en este caso, la N66 recombinante de P.
mazatlanica Unicamente nucled calcita (Fig. 35A-F). Cabe destacar que el
proceso de cristalizacion fue menos eficiente que con carbonato de calcio y
cloruro de sodio, sin embargo, el tamafio individual de los cristales en promedio
fue igual que con el sustrato de carbonato de calcio y cloruro de sodio, es decir,
cristales de 200 um (Fig. 35E).
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El dltimo sustrato probado fue carbonato de calcio, este sustrato puede ayudar
a la enzima a nuclear calcita, aragonita o vaterita. Como se observa en la Figura
36, la N66 recombinante nuclea calcita (Fig. 36E), aragonita (Fig. 36G) y vaterita
(Fig. 36C). En la figura se observa que la aragonita crece independiente de la
calcita y vaterita (Fig. 36H), mientras que la calcita y vaterita tienden a crecer en
conjunto (Figs. 36A, B, Dy F).
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Figura 34. Ensayos de cristalizacion in vitro utilizando como sustrato una mezcla de sales:
bicarbonato de sodio-cloruro de calcio. Paneles: Control (-), Cristales generados con las sales sin
la enzima; Control (+), Cristales generados con la N66 nativa; A-C, Cristales generados con N66
recombinante de P. mazatlanica. La barra azul equivale a 100 micras en los paneles control y A.
En los paneles B y C la barra equivale a 5 micras.
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Figura 35. Ensayos de cristalizacion in vitro utilizando como sustrato una mezcla de sales:
bicarbonato de sodio-cloruro de magnesio. Paneles: Control (-), Cristales generados con las sales
sin la enzima; Control (+), Cristales generados con la N66 nativa; A-F, Cristales generados con
N66 recombinante de P. mazatlanica. La barra azul equivale a 100 micras.
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Figura 36. Ensayos de cristalizacién utilizando carbonato de calcio (CaCOs). Paneles: Control (-),
Cristales generados con la sal sin la enzima; Control (+), Cristales generados con la N66 nativa;
A-H, Cristales generados con N66 recombinante de P. mazatlanica. La barra azul equivale a 100
micras; en los paneles C, E y G, la barra azul equivale a 50 micras.
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8. DISCUSION

En la actualidad, las SMPs (como la N66) han sido estudiadas con base en
distintos criterios como pueden ser la caracterizacién y el analisis de las
secuencias de los genes que las codifican y las secuencias de aminoacidos
deducidas. Dichos estudios (Kong et al., 2009; Liang et al., 2016; Lin et al., 2014;
Liu et al., 2016; Naganuma et al., 2014; Nakayama et al., 2013) han servido para
conocer las funciones, diversidad y evolucion de este grupo de proteinas en la
formacién de la concha de los moluscos. En este trabajo, se caracterizé la
secuencia codificante de la N66 de P. mazatlanica. Posteriormente, con base en
el andlisis realizado se expreso una parte de la secuencia de N66 (se eliminé el
péptido sefial) en el sistema de E. coli-pTrcHis para determinar su funcién como
agente nucleador en el proceso de cristalizacion in vitro con carbonato de calcio

como principal sustrato.

8.1 Caracterizacion de la secuencia codificante de N66 de P. mazatlanica

8.1.1 Implicaciones de la localizacion celular

Previo a esta investigacion, Kono et al. (2000) amplificaron el gen que
codifica la N66 de P. maxima utilizando ADNc sintetizado a partir de ARN
obtenido de tejidos de la regién dorsal y del borde del manto. Estos autores
obtuvieron una secuencia de 1811 pb que codifican una proteina de 568
aminoéacidos. En este trabajo, se utilizO6 ADNc sintetizado a partir de ARN
obtenido de muestras de tejido de la region central del manto (localizada entre la
zona visceral y el masculo abductor) de P. mazatlanica, obteniéndose una
secuencia de 1766 pb que codifican una proteina de 576 aminoacidos. Ambas
proteinas conservan los primeros 22 aminoacidos localizados en la regién N-
terminal que corresponde al péptido sefial, que tiene la funcién de determinar la
localizacion celular de la proteina. Con base en el analisis bioinformético de las
regiones correspondientes al péptido sefial de ambas proteinas, se deduce que
son secretadas hacia el exterior de las células del manto. Cabe destacar, que el

manto de los moluscos es responsable de la formacién de la concha, de la
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secrecion de distintas macromoléculas y, ademas, presenta una funcién
importante en la capacidad respiratoria (Gosling, 2008; Xiang et al., 2014). Dado
lo anterior, el manto esta dividido en distintas regiones compuestas por células
epiteliales especializadas (Fougerouse et al., 2008), cada regién esta asociada
a la formacion de la concha (Gardner et al., 2011; Jabbour-Zahab et al., 1992;
Jolly et al., 2004; Li et al., 2017). Asi, al obtener la N66 a partir de dos regiones
del manto de P. maxima, Kono et al. (2000) dedujeron que la N66 estaba
presente en la capa prismatica (compuesta por calcita) y en la capa de nacar
(compuesta por aragonita). En la presente tesis se obtuvo la N66 de la region
central del manto de P. mazatlanica e lvanina et al. en el 2017 demostraron que
esta zona contribuye a la regulaciéon del equilibrio 4cido-base y la regulacion de
la composicion iénica del manto, incluyendo el sitio de mineralizacion. Por otra
parte, Hining et al. (2016) observaron que en la region central del manto 4 de 10
genes inducidos aumentan notablemente su expresién cuando son expuestos a
procesos de reparacion de la concha; entre estos genes reportaron la nacreina,
la cual es homologa con la N66. Por lo anterior, estos estudios sugieren que la
N66 de P. mazatlanica podria actuar como nucleador dentro en el proceso de
formacion de las estructuras prisméaticas y de nacar de la concha e involucrada
en el proceso de reparacion de la misma. Ademas, la N66 podria actuar como
regulador en el mecanismo de equilibrio acido-base del manto, sin embargo, son

necesarios mas estudios para corroborar esta hipotesis.

8.1.2 Implicaciones de las modificaciones postraduccionales.

Las modificaciones postraduccionales de una proteina involucran modificaciones
covalentes en sus aminoacidos (Seo y Lee, 2004). Estos cambios determinan su
estructura terciaria y cuaternaria, regulan su actividad y funcién (Karve y Cheema,
2011), estan involucradas en la regulacién de procesos celulares como la
localizacion celular, formacién de complejos moleculares e interacciones

proteina-proteina (Parker et al., 2010).

Las SMPs generalmente presentan en su estructura varias modificaciones
postraduccionales como: fosforilaciones, glicosilaciones, sulfataciones, entre

otras, las cuales pueden tener una funcion en el proceso de mineralizacion de la
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concha (Marin et al., 2008; Xie et al., 2011). Kono et al. (2000), sugieren que la
N66 pudiera tener modificaciones postraduccionales como sulfataciones. Por
ello, la secuencia de N66 de P. mazatlanica fue analizada por métodos
bioinforméticos para determinar si presenta sitios potenciales de regulacién
postraduccional. La N66 de P. mazatlanica mostrd cinco sitios potenciales a
sulfatacion, quince sitios potenciales a O-glicosilacién, un sitio potencial a N-
glicosilacion y seis cisteinas potenciales para formar tres puentes disulfuro. Lo
anterior, sugiere que la N66 de P. mazatlanica podria ser una glicoproteina
sulfatada, es decir, una proteina con capacidad de unién a los carbohidratos
mediante enlaces N (union del grupo amida de la asparagina, Imperiali y
O’Connor, 1999) o enlaces O (union del grupo hidroxilo de la serina o treonina,
Jentoft, 1990) que, a su vez, tienen la capacidad de unién a un grupo sulfato

mediante la modificacidén de la tirosina (Yang et al., 2015).

En la actualidad se ha establecido que las glicoproteinas sulfatadas (como la
perlina, mucoperlina, MSP-1 y nacreina), podrian tener una funcion importante
en el proceso de biomineralizacion al favorecer la absorcion de iones de calcio a
través del &cido sulfitico y el acido sialico (Colfen et al., 2006; Marin et al., 2000;
Norizuki et al., 2008; Samata, 2004; Takaura et al., 2008). Cabe destacar que la
alta afinidad de iones de calcio podria inhibir negativamente el proceso de
cristalizacion, como en el caso de la MSP130, por lo que esto se podria
considerar como una caracteristica general de las glicoproteinas sulfatadas
(Weiss y Marin, 2008). Esta hipétesis coincide con las observaciones de los
trabajos de Kono et al. (2000) y Miyamoto et al. (2005); sin embargo, es una idea
general; ya que no se esclarece hasta qué punto repercuten las glicosilaciones
y sulfataciones de manera individual en el proceso de mineralizacion.
Recientemente, Chang y et al. (2016) demostraron que la proteina AP24 (un tipo
de SMPs intracristalina con habilidad de nuclear calcita) sobre-expresada en
células de insecto muestra un comportamiento similar que la proteina
recombinante AP24 sobre-expresada en células bacterianas en ensayos de
mineralizacion in vitro. No obstante, lo anterior, se mostraron diferencias en el
grado de agregacion proteica y en la direccion de los cristales, mostrando que la

AP24 recombinante expresada en bacterias tiene un mayor grado de agregacion
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que la expresada en células de insecto. Ademas, la AP24 expresada en células
de insecto es un inhibidor mas fuerte en el proceso de nucleacion, y modificé la
direccién del crecimiento de los cristales en comparacion con la AP24 expresada
en células bacterianas. Finalmente, Chang et al. (2016) sugieren que las
modificaciones postraduccionales de grupos aniénicos (por sialilacion y
sulfatacion), junto con modificaciones en la topologia de la proteina, podrian

explicar los cambios en la agregacién de las proteinas.

De acuerdo con los trabajos realizados por Ceroni et al. (2006), la formacion de
puentes disulfuro se relaciona con la estructura de la proteina y la estabilizacién
del proceso de plegamiento. En algunas proteinas de la concha de moluscos se
ha observado la formacion de oligdmeros (multimeros generados por la union de
varios monémeros a través de puentes disulfuro) (Bédouet et al., 2001; Lao et
al., 2007; Treccani et al., 2006), por lo que la prediccion de tres puentes disulfuro
en la secuencia de la N66 de P. mazatlanica podria conferirle una estructura

tridimensional mas rigida, al tener el potencial de formar oligobmeros.

8.1.3 Implicacion de los dominios de la N66

En la actualidad, se sabe que la mayor parte de las SMPs tienen estructuras
multidominio, que pueden ser glicosiladas en regiones hidrofilicas y acidas, por
lo que pudiesen tener una funcion de interaccion entre la proteina con el mineral
(Colfen et al., 2006).

La N66 de P. mazatlanica al igual que sus homélogas (Fig. 20), son proteinas
multidominio, ya que poseen en su estructura dos dominios tipo CA y un dominio
NG (Fig. 20). En general, las proteinas multidominio presentan ciertas
caracteristicas, como, por ejemplo: plasticidad estructural y mudaltiple
funcionalidad (Bhaskara y Srinivasan, 2011), por lo que, una forma de estudiar
la relacion de dichas caracteristicas sobre la funcion de la proteina es
observando la evolucién de la composicion de cada dominio que esté presente
en la proteina (Buljan y Bateman, 2009). Segun Traut (2014) la longitud de un
dominio es variable, sin embargo, el tamafio promedio es de 120 aminoacidos

(Buljan y Bateman, 2009). Actualmente, diversas investigaciones (Apic et al.,
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2003; Bhaskara y Srinivasan, 2011; Vogel et al., 2008) sefialan que la longitud
del dominio puede deberse a distintos mecanismos moleculares a nivel génico
como la duplicacién, la recombinacion, la presencia de inserciones y de
deleciones, o por la combinacion de estos mecanismos, dando origen a diversos
procesos evolutivos en los dominios, por ejemplo: mezcla de dominios, pérdida
de dominio, ganancia de dominio, reclutamiento de dominios (domain shuffling,
domain loss, domain gain, domain recruitment), entre otros.

Kocot et al. (2016), explican que la mayoria de las SMPs tienen dominios
repetitivos de baja complejidad, los cuales probablemente promovieron la
evolucion acelerada de las proteinas de la concha al recombinarse con dominios
mas antiguos como los que se observan en las anhidrasas carbdnicas. Entonces,
algunos dominios pudieron evolucionar por procesos de duplicacion haciéndose
susceptibles a la ganancia, pérdida o intercambio de dominios. De acuerdo con
esto, probablemente, en algin momento de la historia evolutiva del gen de N66
(que tiene un dominio repetitivo de NG de baja complejidad), se recombiné con
un gen de anhidrasa carbonica; tras esta combinacién y un proceso de
duplicacion del dominio CA, se origino la actual estructura del gen de N66: dos
dominios tipo CA y un dominio NG. Kocot et al. (2016) mencionan que, aunque
no se sabe con exactitud el origen y la evolucion de las SMPs, su prevalencia en
el manto sugiere que las proteinas que contienen estos dominios son
componentes importantes en los tejidos responsables de secretar las proteinas
involucradas en la formacion de la concha. Con base en esta informacion, se
puede suponer que en algin momento, cuando los moluscos no habian
desarrollado por estrategia de supervivencia su caparazon, los moluscos
ancestrales contaban con este manto que tendria como funcién principal la de
respiracion. Posteriormente, la seleccibn natural (proteccion contra
depredadores), pudo ser el mecanismo por el que se adquirié el caparazon
originado por la mutacion y/o recombinacion de uno o varios genes del manto,
por lo que algunas proteinas pasaron de tener en su estructura un solo dominio
a ser proteinas multidominio involucradas en el proceso de formacién y
reparacion de la concha. Como cada especie de molusco es diferente, la
diversidad en el manto de cada organismo, proporcioné una diversidad de
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proteinas homologas; cada proteina tiene una funcion distinta en el proceso de
mineralizacion, en particular, en la etapa de nucleacion al crear cristales con
mayor 0 menor resistencia, que seran posteriormente agrupados para crear la
diversidad de conchas con mayor o menor dureza en su estructura. Con base en
lo anterior, surge la necesidad de estudiar a detalle la estructura de cada dominio,

para entender la funcidn(es) de estas proteinas dentro del organismo.

8.1.3.1 Dominio anhidrasa carbdnica

La funcion principal de una anhidrasa carboénica (CA) es catalizar la conversion
de diéxido de carbono y agua en bicarbonato y protones. Dicha reaccién forma
parte importante de procesos fisiologicos de animales de distinta taxa, como
procesos de respiracion, equilibrio acido-base, resorcion ésea, calcificacion, vias
biosintéticas, crecimiento celular, carcinogénesis, fotosintesis, asi como una
variedad de procesos que involucran la transferencia de iones, gases y fluidos
(Chegwidden et al., 2013). La evidente multifuncionalidad de esta clase de
enzimas las ha convertido en un importante objeto de estudio. En la actualidad
se conoce, que esta enzima tiene tres isomorfas no relacionadas genéticamente,
por lo que este grupo de enzimas se ha divido en seis familias: CA-a, CA-B, CA-
2 CA-9, CA-C y CA-n (Chegwidden et al., 2013;
http://pfam.xfam.org/family/Carb_anhydrase). Para fines de esta tesis, solo se
abordard la informacion referente a la familia CA-a, ya que la N66 de P. maxima
y P. mazatlanica (este trabajo), asi como otras proteinas homélogas (como la
nacreina y N45), presentan dos dominios tipo CA-a.

Las CA-a (al igual que los dominios CA presentes en otras isoformas), son
metaloenzimas que se han agrupado en mas de 16 isoformas (nombrados: CA
[, I, lll, y asi sucesivamente). De las cuales, solo tres isoformas (por sus siglas
en inglés nombradas CA-RP; proteinas relacionadas a CA) carecen de actividad
debido a las sustituciones en uno o mas de los residuos de histidina necesarios
para unirse al zinc, que es un elemento esencial para la actividad de hidratacion
del diéxido de carbono. Sin embargo, también se han encontrado sustituciones

en mas de 16 isoformas, en distintos sitios, dando como resultado isoenzimas
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con mayor o menor eficiencia de catélisis (Chegwidden et al., 2013). Por lo tanto,
en este trabajo se realiz6 un andlisis de alineamiento entre las N66 de P.
mazatlanica y las CA Il y CA VIl humanas, y CAll de un molusco, para determinar
la existencia de cambios en los sitios relacionados al mecanismo de catélisis y
al plegamiento y estructura de esta proteina. De los 50 sitios analizados en este
alineamiento (Fig. 21,Tabla IX), solo 26 sitios fueron totalmente conservados, el
resto presento alguna sustitucion. A continuacion, se discutiran las implicaciones
de las sustituciones en los sitios relacionados al mecanismo y eficiencia de
catalisis, para posteriormente, abordar las implicaciones relacionadas a la

estructura de esta enzima.

A) Sustituciones involucradas en el mecanismo de catalisis de CA.
Los residuos Phe93, Phe95 y Trp97 rodean dos de las tres histidinas asociadas
a los sitios de union al zinc, se ha demostrado estan relacionados a la eficiencia
de la actividad catalitica de la enzima CA y que alguna modificacion en ellos
afecta la actividad catalitica (Hunt y Fierke, 1997). El andlisis de alineamiento
resultado del alineamiento (Fig. 21, Tabla IX) muestra que estos residuos estan
totalmente conservados en las enzimas CAll y CA VIl humanas, y en la CAll del
molusco, sin embargo, las N66 de Pinctada muestran cambios en estos residuos.
En el sitio 93 ambas enzimas tienen Leu, en el sitio 95 ambas tienen lle y en el
sitio 97 la N66 de P. maxima tiene Asn mientras que la N66 de P. mazatlanica
tiene lle. De acuerdo con Hunt y Fierke (1997), este tipo de sustituciones afecta
negativamente la afinidad de la enzima con el zinc, por lo que las N66 podrian

tener menor afinidad con el zinc, afectando su nivel de actividad.

Los residuos Tyr7, Asn62, His64, Asn67, forman parte de una cavidad hidrofilica
encargada de recubrir el sitio activo y de interaccionar con otras moléculas de
agua y otros disolventes (Fisher et al., 2010; Mikulski et al., 2011b). Los
resultados (Tabla IX) muestran que las enzimas CA Il del molusco, la CA VII
humana y las N66 de Pinctada, muestran sustituciones semiconservativas, por
lo que este cambio, probablemente no afectarian la funcién de interaccion con

otras moléculas.
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El residuo Trp5, es un elemento importante en la lanzadera de protones del
mecanismo de catdlisis de una CA, por lo que es altamente conservado en las
CA-a; se ha observado que una mutacién en este residuo causa cambios
estructurales significativos (Mikulski et al., 2011a). El resultado del andlisis
realizado (Tabla IX) indica que solo la N66 de P. maxima tiene una sustitucion
de Trp por Leu, lo cual refiere a que es una sustitucion semiconservativa, por lo
que este cambio, quizas, no afectaria drasticamente en su funcion como

elemento clave en su mecanismo de catalisis.

Los residuos Asn244 y Arg246 estan involucrados indirectamente en la red de
enlaces, y orientan las cadenas laterales que recubren la cavidad del sitio activo
haciendo su conformacion mas estable (Eriksson et al., 1988). Los resultados
(Tabla IX) muestran cambios semiconservativos en estos sitios en la CA 1l del
molusco y las N66 de Pinctada, por lo que, quizas, tampoco exista afectacion en

la estabilidad conformacional de la cavidad del sitio activo.

Los residuos Leu203 y Thr208, estan relacionados con la interaccion de bioxido
de carbono (COz2), por lo que un cambio en estos residuos podria aumentar o
disminuir dicha interaccion (Eriksson et al., 1988). El resultado del andlisis (Tabla
IX) indica que las N66 de Pinctada presenta sustituciones no conservativas, por
lo que estas enzimas podrian presentar una interaccion mayor o menor respecto
a la actividad del COa.

Los residuos Asn67, GIn92, Leu204, Cys206 estan implicados en la union a
inhibidores como sulfonamidas (Ericksson et al., 1988; Turkoglu et al., 2012). El
resultado del analisis (Tabla 1X) indica cambios no conservativos en las N66 de
Pinctada y en la CA Il del molusco. Actualmente, se ha demostrado que un
cambio en estos residuos repercute en la union con estos y en la eficiencia
catalitica (Ericksson et al., 1988; Turkoglu et al., 2012).

B) Sustituciones con implicaciones en la estructura y plegamiento de CA.
Los residuos Trpl92, Prol95, lle210, His64, Asn67, Leull8, Alal42, llel46
estan asociados a la estabilidad estructural y plegamiento de la proteina CA
(Hammarstrom et al., 2001; Hoque, 2014; Krebs y Fierke, 1993). El analisis

realizado (Tabla IX) indicé cambios semiconservativos y no conservativos en las
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N66 de Pinctada y en las CA Il del molusco, por lo que habria diferencias en la
estabilidad estructural de estas enzimas con respecto a otras anhidrasas

carboénicas.

8.1.3.2 Dominio NG

El dominio NG presente en las N66 y en las nacreinas, es un dominio repetido
de baja complejidad (RLCD, por sus siglas en inglés); este tipo de dominios
tienen implicaciones importantes en las proteinas intrinsecamente
desestructuradas (IDPs, por sus siglas en inglés) (Feng et al., 2017). Las IDPs,
son proteinas hidrofilicas con multiples repeticiones de amino&cidos, sin una
estructura terciaria bien definida, y presentan regiones intrinsecamente

desordenadas, lo cual genera proteinas con estructuras altamente variables.

Por ejemplo, algunas de estas proteinas presentan estructuras en forma de
espirales. La mayoria de las IDPs, adquieren estructuras mas plegadas cuando
se modifican postraduccionalmente o cuando sus estructuras intrinsecamente
desordenadas se vinculan. En el proceso de biomineralizacion, se supone que
las IDPs estan relacionadas a estabilizar iones o grupos de iones, proporcionar
sitios epitaxiales utiles para la deposicidn inicial del mineral inicial y también
estan asociadas a la estabilizacion del cristal (Boskey y Villarreal-Ramirez, 2016).
Feng et al. (2017) mencionan que el RLCD de las nacreinas, podria estar
relacionado con la concentraciéon de Ca?* y COs3?, la nucleacion cristalina y la
inhibicion del crecimiento cristalino, ademas de sugerir que el dominio de
repeticion NG se adquirio de forma independiente en los linajes de bivalvos y

gasterépodos.

En este trabajo se compar6 el RLCD de la N66 de P. mazatlanica, compuesto
principalmente por Asn y Gly, con otros RLCD homdlogos presentes en la N66
de P. maxima y nacreinas (ver Fig. 20) cabe aclarar que esta figura muestra la
comparacion con la N45, enzima homologa a la N66, sin embargo, a pesar de
que su estructura tiene repeticiones de Asn y Gly, el nUmero es inferior a 50

aminoacidos, por lo que no podria ser considerado como un dominio.
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En este alineamiento (Fig. 20) se puede observar que la longitud del dominio es
variable en cada una de las secuencias comparadas, ademas, todos los RLCD
presentan variabilidad de inserciones y deleciones, asi como algunas
sustituciones, principalmente de Asp, Tyr, Cys, Glu, Ser y Arg. Estos resultados
(Fig. 20) podrian apoyar un estudio que reporta la presencia de variabilidad
intraespecifica en la longitud y la secuencia del dominio NG (Asn y Gly),
identificando polimorfismos (se observaron inserciones y deleciones, asi como
sustituciones en términos de nucleotidos y aminoacidos (Fig. 5). Los autores
refieren a que este hallazgo es consistente con otros estudios en donde se
muestran altos niveles de polimorfismo del ADN en los genomas de ostras
(Smith-Keune y Jerry, 2009).

8.2 N66 recombinante y su caracterizacion bioguimica

En la actualidad, la mayoria de los estudios relacionados con la expresion
de SMPs se han hecho en sistemas bacterianos de E. coli, generando SMPs
activas y funcionales (Bahn et al., 2015; Ma et al., 2016; Perovic et al., 2014;
Ponce y Spencer, 2011; Takeuchi et al., 2008). Por ello, en este trabajo se
decidié expresar parte del gen de N66 de P. mazatlanica (ver el apartado 6.2
sobre el disefio de la construccion) en la bacteria E. coli TOP10, de la cual se
obtuvo una proteina recombinante, que por sus caracteristicas corresponde a la
N66 de P. mazatlanica. Esta enzima recombinante mostré un pl de 6.9 (Fig. 31)
y esta formada por dos monodmeros de 66 y 60 kDa (Fig. 30). Cabe destacar que
si bien la N66 aun no esta oficialmente reconocida como parte de la familia de
las anhidrasas carbodnicas, si tiene una gran similitud en los residuos
relacionados al mecanismo catalitico de este tipo de enzimas, las cuales tienen
la caracteristica de tener estructuras diméricas (union de dos estructuras
monomeéricas) que a su vez pueden formar estructuras tetraméricas y otras mas
complejas (Aggarwal et al., 2015; Cuesta-Seijo et al., 2011; Huang et al., 2011;
McDevitt et al., 2011;Perfetto et al., 2017); a este proceso de unidon entre
estructuras monomeéricas, para formar estructuras diméricas, triméricas,
tetraméricas o estructuras de cadena mas larga se le conoce como

oligomerizacion proteica.
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La formacion aparente de este dimero en la N66 recombinante de P. mazatlanica,
derivd en la realizacion de andlisis de oligomerizacion utilizando un agente
reductor (DTT) y un detergente anionico (SDS) (Fig. 30). Los resultados indicaron
que los componentes o subunidades de la N66 recombinante comienzan a
reducir sus puentes disulfuro a partir de 0.25 mM de DTT, mientras que con

concentraciones de hasta 2% de SDS la proteina no logra disociarse.

Finalmente, se determind la actividad tipo CA de la N66 recombinante, por
métodos colorimétricos. Los resultados revelaron actividad CA positiva (Fig. 33),
demostrando una actividad especifica de 500 EU/mg de proteina, que son
valores de actividad mayores a los reportados para otras CAs por Gai et al.
(2014).

8.3 Efecto de la N66 recombinante en el proceso de cristalizacion in vitro.

Kono et al. (2000) reportaron que la N66 podria ser capaz de nuclear dos
polimorfos de carbonato de calcio, ya que su estudio reportd que esta proteina
esta presente en la capa de nacar (estructura asociada a la aragonita) y en la
capa prismatica (estructura relacionada con la calcita). Para evaluar la funcién
como nucleador de la N66 recombinante de P. mazatlanica (mediante su efecto
de nucleacién polimérfica de carbonato de calcio), se ensayaron tres sustratos:
carbonato de calcio, carbonato de calcio-cloruro de calcio y carbonato de calcio-
cloruro de magnesio. Con los tres tratamientos (Figs. 34-36) se observa la
preferencia de la N66 por nuclear calcita; de hecho, con el tratamiento con
cloruro de magnesio (Fig. 35) Unicamente cristalizo calcita, mientras que con los
dos sustratos restantes también se observaron cristales de aragonita (aunque en

menor medida; Figs. 34 y 36).

Por ultimo, se observd que la N66 recombinante de P. mazatlanica también
puede nuclear vaterita (Fig. 36). Si bien la vaterita no esta relacionada a una
estructura en particular, si se le vincula con procesos de reparacion de la concha.
Ademas, nuestros resultados en cierta forma concuerdan con las observaciones
de Huning et al. (2016), quienes determinaron que los genes inducidos en la

region central del manto estan involucrados en procesos de reparacion.
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La produccion de N66 recombinante de P. mazatlanica y la actividad descrita en
este trabajo sugiere que las modificaciones postraduccionales potencialmente
existentes, no afectan la funcion de la proteina de nuclear el carbonato de calcio,
sin embargo, si afectaron la funcion de inhibicion del cristal, ya que el control
positivo (N66 nativa) que se puso en cada tratamiento crecio en menor medida
que la recombinante, ademas, de que ambos generaron distintas orientaciones
con respecto al crecimiento del cristal. Estos resultados, son parecidos al
comportamiento de los cristales generados por las AP24 recombinantes en

células de insecto y células de bacteria descritos por Chang et al. (2016).
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9. CONCLUSIONES

En este estudio se describe la caracterizacion de la secuencia de N66 de P.
mazatlanica, abordando las implicaciones de las funciones y posible evolucién
de esta proteina desde dos criterios: su localizacion celular y la estructura
proteica. La funcion conocida de N66 es como nucleador e inhibidor en el
proceso de mineralizacion de la concha. En este trabajo se observdé que la
N66 recombinante, ademés de nuclear los polimorfos de calcita y aragonita,
también, nuclea vaterita, por lo que se sugiere que N66 podria estar involucrada

en el proceso de reparacion de la concha.

Por otro lado, al obtener una N66 recombinante funcional (en su actividad tipo
CA y como nucleador de carbonato de calcio), los resultados de este trabajo
apuntan a que las modificaciones postraduccionales potenciales de la N66
podrian estar directamente involucradas con la funcién de inhibicion del
crecimiento del cristal. Ademas, estas modificaciones podrian estar relacionadas

con la estructura del RLCD de Asn y Gly.

10.PERSPECTIVAS
1. Verificar el grado de pureza de los cristales generados por la N66

recombinante y la nativa, asi como evaluar las propiedades quimicas, épticas,
eléctricas y magnéticas de los cristales generados, para determinar su posible
utilidad en el &rea de la construccién o para la generacion de un biomaterial con

aplicacion en el area médica.

2. Evaluar el posible efecto de las modificaciones postraduccionales en las
propiedades mecanicas del cristal como dureza, densidad y fractura; se
recomienda someter a ensayos petrograficos a los cristales generados por la

N66 recombinante y a la N66 nativa.

3. Evaluar el efecto de las modificaciones postraduccionales y el RLCD de NG

en la topologia de N66 nativa y recombinante.

4. Determinar las posibles funciones biolégicas de la N66 distintas al proceso de

cristalizacion, evaluando los niveles de expresion en otras partes del organismo
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como: agallas, hemocitos y el musculo abductor; asi como su regulacion genética

por medio del estudio de splicing alternativo.
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