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RESUMEN

La estructura de una proteina permite profundizar en su funcion asi como, comportamiento,
y posibles interacciones con otras moléculas. Por tanto, los estudios estructurales son una
herramienta fundamental en el estudio de las proteinas. Hasta el momento el conocimiento de las
proteinas con actividad lipolitica es escaso, especialmente en especies como el camardn, habiendo
reportadas a la fecha tres enzimas lipasas de este organismo, pero ninguna estructura depositada en
el Protein Data Bank (PDB). El objetivo de este estudio es determinar la estructura tridimensional
de una proteina con actividad tipo lipasa de Litopenaeus vannamei (LvFSH) e identificar sus
principales caracteristicas estructurales con el fin de proponer su posible funcién y mecanismo de
accion. Se sobreexpresd la proteina recombinante en una cepa de E. coli BL21-SI mediante
induccion con IPTG y NaCl. Posteriormente, LvFSH se purificé en dos pasos cromatograficos
(afinidad a metales inmovilizados-IMAC e interaccion hidrofobica-HIC). Mediante pruebas de
actividad enzimatica contra dos sustratos sintéticos, p-nitrofenil laurato (p-NPL, C12) y p-nitrofenil
palmitato (p-NPP, C16), la enzima mostr6 mayor actividad hacia el p-NPL. La cristalizacion se
realiz6 bajo condiciones obtenidas de estudios preliminares con la condicion 54 del kit Index®. De
modo paralelo se analizaron datos cristalograficos provenientes de experimentos previos de
cristalizacion y difraccion de la proteina de estudio. Finalmente se obtuvo una estructura con
valores de Rwork Y Rfree de  0.3140 y 0.4024, respectivamente. Se observd el plegamiento o/f
hidrolasa, el cual consta de 4 hebras-, rodeadas por 5 hélices-a. Se identific el sitio catalitico de
la enzima observandose la triada catalitica (Ser111, Asp169, His196), asi como el agujero oxianion
el cual estd compuesto por los aminoacidos Phel8 y GIn112, y el dominio tapadera compuesto por
un lazo que va de Glu50 a Gly63. Los estudios de la superficie electrostatica de la enzima muestran
un comportamiento que concuerda con el de las lipasas, aumentando las cargas negativas en el sitio
activo a pH basico. Los ensayos de acoplamiento muestran gque los sustratos de cadena larga (C12,
C16) tienen un acomodo mas ordenado dentro del sitio activo, mientras que los de cadena corta
(C2, C4) pueden introducirse de formas inespecificas. La comparacion estructural, mostrd que
LvFSH tiene similitudes con las lisofosfolipasas. Los resultados sugieren que la LvFSH esta

involucrada en la hidrélisis de lipidos intracelulares.

Palabras clave: o/p hidrolasa, cristalografia de rayos X, lipasa, lisofosfolipasa, LvFSH.
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ABSTRACT

The knowledge and availability of protein structures helps us deepen the understanding of
their metabolic behavior and possible interactions with other proteins or ligands. Thus, protein
structure determination is a fundamental tool in protein research. Currently, studies on proteins
with lipase activity in shrimp is scarce, particularly in Litopenaeus vannamei. Until now three
lipases have been characterized from this organism, however there are no structures of a lipase
available on PDB. The main objective of this study was to determine the 3D structure of LvFSH,
a protein with lipase activity from L. vannamei and identify its main structural characteristics that
may allow us to propose its metabolic function. The protein was expressed in E coli BL21-SI by
induction with IPTG and NaCl. After lysis the supernatant was recovered and used to purify LvFSH
in two chromatographic steps (Ni?* affinity-IMAC and Hydrophobic Interaction-HIC). Enzymatic
activity for soluble recombinant LvFSH was tested against two synthetic substrates (p-NPL and p-
NPP) showing higher activity against p-NPL. Crystallization of the protein was accomplished using
the microbatch method, with condition 54 from the Index® crystallization kit. In parallel,
crystallographic data already available from a previous experiment of the same protein was
analyzed. Final structure reached R values of 0.3140 and 0.4024 for Rwork and Riree respectively.
The o/p hydrolase fold was observed, consisting in a core of 4 B-sheets surrounded by 5 a-helixes
and the conserved catalytic triad was identified (Ser111, Asp169, His196), as well as the oxyanion
hole, comprised by Phel8 and GIn112, and the lid domain, which is formed by a loop (Glu 50 —
Gly63). Electrostatic potential analyses in the surface of LvFSH showed similar results to other
lipases, increasing its negative charges in the active site at alkaline pH. Docking assays showed an
ordered arrangement of long chain substrates (C12, C16) in the active site, whereas short chain
(C2, C4) show a more disordered interaction. Structural comparison showed similarities with

lysophospholipases. Results suggest that LvFSH is involved in the hydrolysis of intracellular lipid.

Keywords: a/p hydrolase, X-ray crystallography, lipase, lysophospholipase, LVFSH.
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1. INTRODUCCION

Las lipasas son enzimas hidroliticas que se encargan de degradar y metabolizar lipidos, y
juegan un papel muy importante dentro del metabolismo de los seres vivos. Todas las lipasas
conocidas hasta ahora presentan el mismo tipo de plegamiento, conocido como o/p hidrolasa y un
mismo mecanismo catalitico. Esta estructura es compartida con algunas enzimas como esterasas,
proteasas, deshalogenasas, epdxido hidrolasas y peroxidasas, que en conjunto conforman la familia
de las o/B hidrolasas (Anobom et al., 2014). La estructura candnica de este plegamiento consiste
en ocho hebras-p intercaladas por hélices-0, ademas poseen una triada catalitica caracteristica Ser,
Asp, His; y una secuencia conservada GXSXG (Sun et al., 2014).

Al ser enzimas con una alta estabilidad en distintas condiciones, son en aplicaciones industriales.
Han sido ampliamente utilizadas en la produccion de farmacos, en estudios medicos, en la
produccion de biodiesel, papel, textiles y detergentes, entre otros (Sarmah et al., 2017; Guerrand,
2017).

Existe poca informacion sobre la caracterizacion de enzimas con actividad lipolitica en Litopenaeus
vannamei, hasta el momento existen reportes de caracterizacion bioquimica de dos lipasas de
camaron blanco: una intracelular extraida de pledpodos, donde se le hizo una caracterizacion
bioguimica y se obtuvieron sus parametros optimos de actividad enzimatica (Rivera-Pérez, 2011).
Se estudio también una lipasa extracelular digestiva, donde ademas de los parametros enzimaticos
optimos Yy la caracterizacion bioquimica de la proteina, se identifico el pentapéptido conservado y
la triada catalitica caracteristica en la secuencia de aminoacidos (Rivera-Pérez, 2011b). En un
estudio mas reciente se realizo una caracterizacion mas detallada de una hidrolasa intracelular con
actividad lipolitica (LvFSH), donde se describieron aspectos generales de la enzima mediante
herramientas bioinformaticas y bioquimicas, y se hizo un primer acercamiento a la funcion que
esta cumple dentro del organismo (Garcia-Orozco et al., 2019).

Sin embargo ninguna estructura tridimensional de lipasas de L. vannamei esta disponible en bases
de datos. La estructura de una enzima permite profundizar en el estudio del mecanismo de accién,
brinda informacién esencial de su funcién, comportamiento y las posibles interacciones que
pudiera tener con otras moléculas, de ahi la importancia de los estudios estructurales en cualquier

tipo de proteina aun no reportada.
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En este trabajo se buscd obtener una estructura tridimensional de una lipasa intracelular
recombinante (LvFSH) del camardn blanco mediante técnicas cristalogréficas a partir de un juego
de datos existente, a fin de profundizar en la relacion estructura-funcién e importancia de esta

enzima dentro del organismo.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Andlisis Estructural de Proteinas

El método més utilizado para la determinacién de estructuras de proteinas es la difraccion de rayos
X, aungue también existen otros métodos que emplean la dispersion de particulas como neutrones
y electrones, pero estos Ultimos solo representan una pequefia parte de los trabajos reportados
(<0.1%) (Wlodawer et al., 2013). Estos métodos requieren de una muestra de proteina cristalizada,
la cual seré irradiada con rayos X, y posteriormente analizada por métodos computacionales para

determinar la estructura tridimensional.

2.1.1 Cristalizacion de Proteinas

La cristalizacidn de proteinas se descubrié hace aproximadamente 170 afios, siendo la hemoglobina
de gusano y pescado los primeros cristales de proteina obtenidos. Sin embargo su uso practico se
dio 1880 cuando la cristalizacion se usé para purificar proteinas de semillas. Durante este periodo
los cristales de proteina solo serian usados para motivos de purificacion y demostracion de pureza
(McPherson, 1999). No es sino hasta finales de los afios 1930 del siglo pasado, que los cristales
proteicos comienzan a tener mas relevancia, gracias a la aplicacion de rayos X a dichos cristales
con el fin de obtener informacion estructural, lo que provocd un aumento de la demanda de cristales
de proteinas en los afios 1960 y 1970, a la vez que se consolida la cristalografia de proteinas
(McPherson, 2014).

El proceso de cristalizacidén consta de tres etapas: nucleacion, crecimiento, y cese de crecimiento
(Fig. 1) Durante la nucleacion, las moléculas deben asociarse en agregados tridimensionales
termodinamicamente estables, a esto se le llama nucleo critico, que funcionara como templado para
la formacion del cristal. EI crecimiento del cristal ocurre cuando las particulas difunden hacia la

superficie del nacleo critico y se ensamblan de manera ordenada sobre este (Rupp, 2010).
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Figura 1. Proceso general de la formacion de un cristal (Krauss et al., 2013).

Para que el proceso de cristalizacion se lleve a cabo, la solucion debe estar en un estado de
supersaturacion, es decir, la concentracion de la proteina debe superar el limite de solubilidad. El
nivel de supersaturacion determina el fendmeno que ocurrird dentro de la solucion (Fig. 2), si el
nivel es muy alto (“precipitacion”) se forman agregados amorfos de proteinas sin formar cristales;
en el nivel intermedio (“nucleacion”) es donde se forma el nucleo critico, que funciona como
andamio para la formacion del cristal, y se da un poco de crecimiento; y en el nivel bajo

(“metaestable”) se promueve el crecimiento acelerado del cristal (Krauss et al., 2013).
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Figura 2. Esquematizacion de las fases de la cristalizacion en funcion de la concentracion de
proteinas y de un precipitante. En la zona insaturada la proteina esté en su estado soluble, en la
zona de precipitacion la proteina se precipita sin la formacién de cristales. Debajo de la zona de
precipitacion se da la nucleacién pero el crecimiento de los cristales es lento, mientras que en la
zona metaestable no permite la nucleacion pero es ideal para el crecimiento del cristal (Koruza et
al., 2018).
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Existen varios métodos que se pueden utilizar para cristalizar proteinas, pero en este trabajo solo
se describen dos: microbatch y difusion de vapor (figura 3a, b).

La cristalizacion por microbatch consiste en colocar en una placa de pozos cdncavos, una gota de
la solucion de proteina concentrada y una gota de solucion de precipitante, y finalmente se cubren
con aceite de parafina para evitar la evaporacion (Fig. 3). Este proceso inicia con una concentracion
alta de proteina que promueve la nucleacion en la solucion, conforme aumenta el numero de
nacleos y baja la concentracion de proteina se inicia el crecimiento y formacion de los cristales
(Chayen, 1992).
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Figura 3. Técnicas de cristalizacion. (A) Cristalizacion por difusion de vapor. (B) Cristalizacion
por microbatch. (Krauss et al., 2013).

En la difusion por vapor existen dos formatos: el de gota colgante y gota sentada. En este
procedimiento una gota de la solucion de proteina se mezcla con una gota de solucidn precipitante,
y esta misma solucion de precipitacion es depositada también en un reservorio donde la
concentracion de la solucion precipitante es mayor que en la gota, el agua en la gota se evapora por
difusion hasta que se alcanza el equilibrio de concentraciones. En este proceso, mientras se
aumentan las concentraciones de proteina en la gota, inicia la formacion de los cristales (Chayen y
Saridakis, 2008).
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2.1.2 Difraccién de Rayos X

La difraccion de rayos X esta basada en la interaccidn que tiene la muestra cristalina con los rayos
X monocromaticos que inciden en él. (Bunaciu et al., 2015). Esta interaccion es descrita por la ley

de Bragg (figura 4) descrita en la siguiente ecuacion:

(1) nl = 2dsinf

Donde n es el orden de reflexion que puede ser denotado como el nimero de rayos que atraviesan
los diferentes planos de la matriz cristalina, 4 es la longitud de onda de los rayos X, d es el espacio
que hay entre los planos del cristal que genera la difraccion, y 6 es el angulo de difraccion (Waseda
etal., 2011).

Normal del plano Y 1a'2a’

Figura 4. Diagrama representativo de la Ley de Bragg (Waseda et al., 2011).

Los primero rayos X eran generados por un tubo de rayos catodicos y en tiempos mas recientes se
utilizan fuentes de mayor intensidad como la radiacién de sincrotron, que utilizan particulas
cargadas aceleradas a altas velocidades generando los rayos X, que son filtrados, concentrados y

dirigidos hacia la muestra (Papiz, y Winter, 2017).
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Como consecuencia de la Ley de Bragg, las longitudes de onda utilizadas para este analisis deben
ser similares a la de las distancias que existen entre los a&tomos de la molécula (normalmente 0.15
nm = 1.5 A), a mayor similitud mejor sera la calidad de los datos obtenidos (llari y Savino, 2017).
Al ser difractados los rayos por el cristal, estos son captados por un detector que los convierte en
iméagenes computacionales llamadas difractogramas que cuantifican las intensidades de las
reflexiones, para posteriormente ser analizadas por paquetes informaticos para generar un modelo

estructural cristalogréfico experimental, al resolver el problema de fases (Wlodawer et al., 2008).
2.1.3 Problema de Fases

Cuando se aplican rayos X a un cristal, este difracta los rayos en distintas direcciones dependiendo
del arreglo de la celda unitaria, posicion del cristal y concentracion de electrones (Cowtan, 2003).
Estos rayos difractados pueden interferir unos con otros y dependiendo del tipo de la interaccion

estos pueden potenciar la sefial (constructiva) o debilitarla (destructiva) (figura 5).

A Los rayos difractados estén B Los rayos difractados estin

en desfase en fase
L .
€l punto de

difraccién tiene J El punto de Y
baja intesidad difraccion tiene B )
alta intesidad

Figura 5. Esquema del problema de las fases. (A) Interferencia destructiva o rayos en “desfase”.

(B) Interferencia constructiva o rayos en “fase” (Cowtan, 2003).

Un cristal ideal posee un arreglo periédico de moléculas idénticas en forma de red, y por tanto cada
densidad electrdnica estara repetida en intervalos. La unidad basica de dichas repeticiones es lo

que se conoce como celda unitaria. Los rayos difractados que reflejen la red cristalina daran una
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sefial fuerte, mientras que los que se difracten en otras direcciones daran una sefial débil (Cowtan,
2003).

En el experimento de difraccion se miden las intensidades de onda generadas por los rayos
difractados por los planos del cristal (hkl) (figura 6). El valor de la intensidad es una medida del
namero de electrones presentes en un plano. La amplitud de la onda |Fn| es proporcional a la raiz
cuadrada de la intensidad. Y para calcular la densidad electrdnica en una posicion dada (xyz) de la

celda unitaria se aplica una sumatoria a todos los planos hkl.

(001)

| (010)
(100)

X

Figura 6. Planos cristalinos de un cristal cubico, estos se denotan como indices de Miller (hkl) y
se escriben entre paréntesis.

Esto quiere decir, que la densidad electronica en un punto (xyz) es la suma de los efectos que tienen
sobre ese punto los rayos difractados por un plano hkl, donde la amplitud de los rayos depende del
numero de electrones presentes en ese plano y tomando en cuenta la relacion con las fases presentes

(Taylor, 2010). Esto es mateméaticamente descrito por la férmula:

0 p(xyz) = LIFyal expliane) exp[~2mi(hx — ky — 12)]

Es posible obtener las amplitudes experimentalmente, pero no las fases. En esto consiste el

problema de las fases.
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Dado que no existe relacion entre la amplitud y las fases, este problema sélo puede ser resuelto
haciendo uso de las fases de la estructura de otra molécula. Si se pudiera asumir informacion de la
fases, podriamos resolver el problema de las fases, principio en el que se basan el método mas
comun para resolver este problema, el reemplazo molecular (Taylor, 2003).

2.1.4 Reemplazo Molecular

Existen varios métodos para resolver el problema de fases, pero el mas utilizado en
macromoléculas es el reemplazo molecular (RM) (Rossman y Blow, 1962), donde a partir de una
estructura reportada de una proteina similar a la proteina de interes, es posible hacer un calculo
inicial de las fases de esta molécula (Papiz y Winter, 2017).

El RM es el procedimiento méas facil y rapido computacionalmente para la resolucion de la
estructura de una proteina. Sin embargo, esta sujeta a la disponibilidad de estructuras que sean lo
suficientemente parecidas a la molécula de estudio. Para que la efectividad del método sea alta se
requiere que la estructura de comparacion presente al menos el 30% de identidad (similitud de la
secuencia de aminoacidos) con la proteina de interés. Aunque por debajo de estos estandares y con
una identidad del 20% se conserva en gran parte el plegamiento de la proteina, el plegado general
podra presentar demasiadas diferencias para ser evaluada con este metodo (Abergel, 2013).

Ya que la densidad electronica es la transformada de Fourier del patrén de difraccion, es posible
tomar una estructura ya depositada y colocarla dentro del mapa de la celda unitaria, y aplicarle otra
transformada de Fourier para calcular las intensidades y fases que se generarian, y después
aplicarlas a la estructura que se esta analizando. Esto se logra al probar diferentes rotaciones y
traslaciones del modelo dentro de la celda unitaria, para encontrar la mayor homologia posible
(Haydn, 2016). Dentro de este programa se realizan automaticamente los calculos de rotacion y
traslacion para obtener el mapa de densidades electrénicas (Papiz y Winter 2017). Los parametros
que se deben tener en cuenta para saber si se ha conseguido realizar el reemplazo molecular de
forma correcta son los estadisticos LLG y TFZ. LLG (Log Likelihood Gain) es un estadistico que
nos indica la probabilidad de que las mediciones se hayan hecho en el modelo generado, lo que nos

da una idea de la concordancia del modelo con los datos experimentales. TFZ (Translational
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Function Z-score) es el nimero de desviaciones estandar sobre la media para LLG sobre la funcién
de traslacion. Si se obtuvo una solucién éptima el valor de LLG debe ser mayor a 0 y TFZ debe
ser mayor a 5.

2.1.5 Validacion de la Estructura

Para tener certeza que los resultados de nuestro experimento son confiables es necesario que las
estructuras generadas pasen por un proceso de validacion, donde sean comprobadas sus
caracteristicas esteroquimicas.

La validacion de las estructuras permite observar dos fendmenos. Primero, la cuantificacion del
nivel de concordancia entre el modelo que obtuvimos y los datos experimentales. Y segundo, al
comparar la geometria general de la proteina contra estructuras reportadas en el Protein Data Bank
(PDB, por sus siglas en inglés) se puede observar si conservan las caracteristicas y dominios
estructurales de proteinas similares (Laskowski et al., 1998).

Usualmente, las caracteristicas esteroquimicas de la estructura secundaria de la proteina nos
permiten comprobar su validez, mas especificamente los valores de sus angulos ¢ y v del enlace
peptidico (Carrazcosa, 2014). Esto se comprueba al comparar los angulos obtenidos con el
diagrama de Ramachandran (figura 7), este diagrama muestra las orientaciones preferenciales de
los angulos @ y v en estructuras proteicas de buena resolucién. Se divide en tres tipos de area: la
maés favorecida, permitida, y no permitida. Un buen modelo no s6lo debera tener pocos residuos en

las zonas no permitidas, sino también muchos en las zonas favorecidas (Kleywegt y Jones, 1996).
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Figura 7. Diagrama de Ramachandran. Se pueden observar la relacion de los angulos ¢ y v
correspondientes a hélices a (zona intermedia izq.) y lazos (zona intermedia derecha hebras-f3
(esquina superior izg.). Tedricamente, los valores de ¢ y v para estas estructuras secundarias deben
estar aglomerados en -57, -47 y -80, +150, respectivamente. Las zonas verdes representan las zonas
favorecidas y permitidas, mientras que las zonas blancas representan las desfavorecidas (Berg et
al., 2013).

2.2 Metabolismo de Lipidos en Invertebrados

Los lipidos son una gran fuente de energia, suministrando mas calorias que los azucares, ademas
funcionan como bloques para la formacion de membranas y moléculas de sefializacion intracelular
(Bailey y Dunbar, 1993).

Cuando se presenta una nutricion adecuada, los lipidos ingeridos son llevados a la sintesis de
triacilglicerol (TAG) para su almacenamiento, esto puede suceder por dos vias metabolicas (figura
8). 1) En la primera via el glicerol-3-fosfato (G-3-P) es utilizado como sustrato, el cual es
convertido en lisofosfatidato (LPA) y posteriormente en fosfatidato por la enzima 1-acil-glicerol-
3-fosfato aciltransferasa (AGPAT). El fosfatidato es a continuacion desfosforado a diacilglicerol
(DAG) por la enzima fosfatidato desfosfatasa. 2) La segunda ruta metabdlica implica la produccion
de DAGs utilizando monoacilgliceroles (MAGs) por accién de la enzima monoacilglicerol
aciltransferasa (MGAT). En ambas rutas el resultado final es DAG el cual es finalmente convertido
en TAG por adicion de otro acido graso por accion de la enzima diacilglicerol aciltransferasa
(DGAT) (Yen et al., 2015). Posteriormente los TAGs generados son almacenados dentro de la

célula en organelos llamados gotas lipidicas (GLS).
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Figura 8. Las dos principales rutas metabdlicas para la sintesis de TAGs (Yen et al., 2015).

En estadios de falta de nutrientes como el ayuno, se puede hacer uso de los lipidos almacenados
para mantener los niveles energéticos de la célula. Esto sucede mediante la hidrolisis de los TAGs
almacenados en las GLs por accion de lipasas intracelulares, lo cual libera un acido graso que es
utilizado para obtener energia (Ahmadian et al., 2007). Este proceso sucede de forma escalonada,
y ha sido descrito en los vertebrados. Primero los TAGs almacenados son hidrolizados por la accién
de la enzima ATGL para generar un acido graso libre (AGL) y DAG, posteriormente la enzima
Lipasa Sensible a Hormonas (HSL, por sus siglas en inglés) hidroliza el DAG para liberar otro
AGL y MAG, y finalmente el MAG es hidrolizado por la enzima Monoacilglicerol lipasa (MGL,
por sus siglas en inglés) para generar un AGL vy glicerol (Meyers et al., 2017). Los lipidos
hidrolizados pueden ser dirigidos a diversas funciones, como la B-oxidacién en la mitocondria para
la obtencidn de energia, la sintesis de membranas 0 moléculas de sefializacion (Digel et al., 2010).
Como se menciond con anterioridad, el proceso de digestion, almacenamiento y uso de reservas de
lipidos estd mediado por enzimas lipasas. Estas han sido estudiadas de manera amplia en
vertebrados demostrando sus actividades, funciones, rutas metabdlicas y potenciales usos
biotecndlogicos. La informacidn de estas enzimas en invertebrados es escasa, existiendo solo
estudios de caracterizacion bioquimica principalmente de insectos (Arrese et al., 2006; Lopez-
Mafianes et al., 2015; Santana et al., 2017; Ranjbar et al., 2014) y en menor grado en invertebrados
marinos (Slim et al., 2007; Forrellat et al., 2002; del Monte et al., 2002).

Rivera-Pérez (2015) realiz6 una busqueda y comparacion de genes de lipasas en 5 especies de

invertebrados marinos (Crassotrea gigas; Lottia gigantea; Strongylocentrotus purpulatis;
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Nematostella vectensis; Amphimedon queenslandica) y un invertebrado de agua dulce (Daphnia
pulex). Se encontrd que el genoma de estas especies contiene lipasas pertenecientes a diversas
familias con un alto grado de ortologia con lipasas de vertebrados, y estos organismos poseen en
general el mismo nimero de genes correspondientes a lipasas que el genoma humano. En todos los
genomas se encontrd al menos un gen que correspondia a las enzimas HSL y AGTL, enzimas
relacionadas con el metabolismo de lipidos intracelulares como se mencion6 con anterioridad.

En Litopenaeus vannamei se han aislado y caracterizado tres lipasas, una digestiva y dos
intracelulares (Rivera-Pérez et al., 2011; Rivera-Pérez et al., 2011b; Garcia-Orozco et al., 2019) y
los estudios en cuanto al metabolismo de lipidos son escasos. En L. vannamei se han realizado
estudios que demuestran la existencia del mecanismo de utilizacion de reservas lipidicas en dichas
situaciones. Rivera-Pérez y Garcia-Carrefio (2011) estudiaron la expresion de una lipasa digestiva
(pvl) y una lipasa intracelular (pv_il) en condiciones de ayuno, encontrando que existia un
mecanismo opuesto en la expresion de estas proteinas; cuando se cuenta con una alimentacion
adecuada se expresa mayoritariamente pvl y en menor concentracion pv_il, mientras que cuando
se presenta un ayuno prologado se reduce la expresion de pvl y aumenta la expresion de pv_il, lo
cual indica que se utilizan los TAGs almacenados para compensar la falta de alimento. Ademas,
Cervillione et al. en 2017, mediante analisis computacionales midieron los cambios en el didmetro
de las GLs en secciones congeladas de grupos de camarones que se sometieron a tres tratamientos
(uno por grupo) por 15 dias: FE (alimentados con normalidad), ST (ayuno), REF (ayuno por 5 dias
y realimentacién por 10 dias). Se encontré que en los camarones del grupo FE no hubo cambios
significativos en el area de las GLs, mientras que el grupo ST hubo una disminucion considerable
llegando al 0% en los primeros 5 dias y manteniéndose asi durante el resto del ensayo (figura 9a).
Finalmente el grupo REF se observo una disminucion hasta el 0% dentro de los primeros 5 dias y
al comenzar la realimentacion esta volvio a niveles normales. Se observo también de manera visual
la presencia de las GLs en los diferentes grupos de estudio al finalizar el ensayo, donde es posible

observar la disminucion de las GLs en el grupo ST (figura 9b).
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Figura 9. Cambios en las GLs de L. vannamei en respuesta al ayuno. (A) Cambios en el area de
las gotas lipidicas (LDA) expresada como porcentaje del area total del tejido (TTA) en el grupo ST
(ayuno). (B) Comparacidn visual de la presencia de GLs (manchas rojas) entre los grupos FE y ST
después de los 15 dias del ensayo (Cervillione et al., 2017).

Eluso de lipidos intracelulares mediado por lipasas, es un mecanismo de regulacion que el camaron
utiliza para obtener energia o sintetizar moléculas de importancia metabdlica en condiciones de
falta de alimento o estrés. Estas condiciones pueden presentarse en situacion de cultivo en forma
de ayuno, hipoxia, cambios en la temperatura o pH, estrés osmotico o por los ciclos de muda y
reproduccion (Chen et al., 2015; Galindo et al., 2009), lo que resalta la importancia del
conocimiento a mayor profundidad del metabolismo intracelular de lipidos y de las lipasas

intracelulares que lo llevan a cabo.

2.3 Enzimas Lipasas

2.3.1 Caracteristicas Generales

Las lipasas son enzimas hidrolasas (E.C. 3.1.1.3) que actan sobre los enlaces éster de moléculas
lipidicas y catalizan la degradacion de triacilgliceroles a glicerol y acidos grasos libres al romper
los enlaces éster carboxilicos (Dias et al., 2011). Aunque también pueden catalizar otras reacciones
(Casas-Godoy et al., 2018), como interesterificacion, esterificacion, aciddlisis, alcohdlisis y

aminolisis (figura 10).
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Figura 10. Algunas reacciones catalizadas por lipasas (Borrellliy Trono, 2015).

Estas enzimas tienen mayor actividad cuando estan en presencia de sustratos insolubles como los
triglicéridos de cadena larga (> C10), diferente a las esterasas que acttan sobre sustratos solubles

como los ésteres sencillos (< C6) (Dias et al., 2011).

2.3.2 Estructura y Mecanismo de Catalisis de las Lipasas

Las lipasas pertenecen a la clase de las a/B hidrolasas, donde también se encuentran enzimas
esterasas, acetilcolinasas, cutinasas, carboxilesterasas, y epoxido hidrolasas (Wildmann et al.,
2010). Las enzimas de esta familia presentan un plegado caracteristico mostrado en la figura 11,
que consiste en 8-11 hebras-p mayormente paralelas que son flanqueadas por hélices a. Pueden
tener motivos accesorios que confieran propiedades de regulacion o selectividad (Marchot y
Chatonnet, 2012).
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COOH
Figura 11. Plegado caracteristico de las o/B hidrolasas. Se distinguen el codo nucleofilico
(GXSXQG), el residuo acidico (D) y el residuo de histidina (H) (Borrelli y Trono, 2015).

El sitio activo es una triada catalitica altamente conservada que consiste en un residuo nucleofilico,
un residuo acidico catalitico y una histidina que actia como base catalitica. Dentro de las lipasas
el residuo nucleofilico es siempre una serina y estd ubicado dentro de una secuencia conservada
(GXSXG) conocida como “codo nucleofilico”, mientras que el residuo acido (Asp) se localiza
después de las hebras-B6 o B7 y esta unido por puentes de hidrogeno al residuo de histidina que se
encuentra en un lazo después de la lamina 8 (Borrelli y Trono, 2015).

La reaccion de catalisis se ilustra en la figura 12, se inicia con un ataque nucleofilico por parte de
la serina del sitio activo sobre el carbono que esta en el enlace éster, se forma un complejo acil-
enzima y un alcohol es liberado. Posteriormente, el complejo es hidrolizado y liberado,

regenerando la enzima (Dias et al., 2011).

Triacilglicerol Intermedio Acil-Enzima Acido graso libre

(o] H=-0, o H=-0.
.2 Ser /IL , )L " Ser
o ) =N /<‘N ° /=N
AP H-N Asp AP H-N
—= =
i His X N His
Enzima Enzima Enzima

Figura 12. Mecanismo general de reaccion de las lipasas (Dias et al., 2011).
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2.4 Hidrolasa de la Familia Serina de Litopenaeus vannamei (LVFSH)

La superfamilia de las serin hidrolasas (FSHs) es una de las clases de enzimas mas extensas y
diversas comprendiendo entre el 1-2% del total del proteoma en organismos superiores (Rajendran
et al., 2020). Las enzimas que pertenecen a esta familia tienen la capacidad de hidrolizar una gran
variedad de sustratos bioldgicos, ejemplos de estas enzimas son proteasas, esterasas, amidasas,
transacilasas y lipasas, siendo las serin proteasas el grupo predominante de la familia, pero todas
involucradas en importantes procesos metabdlicos (Bun et al., 2020). Esta importancia despierta el
interés por conocer las caracteristicas bioquimicas y estructurales de las proteinas de esta familia
que aun no han sido completamente descritas.

La LvFSH de Litopenaeus vannamei es una proteina homodimérica de 58 kDa con actividad tipo
lipasa que se encontrd tras la secuenciacion y anotacion de genes funcionales a partir de un
transcriptoma reportado por Ghaffari et al., 2014. Dentro de este estudio el gen de lipasa encontrado
es importante ya que hasta el momento se tenian sélo otros 2 genes identificados de lipasas en L.
vannamei.

De los resultados de dicha colaboracion, Garcia-Orozco et al., 2019 se llevo a cabo un anélisis
bioinformatico, bioquimico e inmunoquimico con el proposito de caracterizar esta proteina. Los
andlisis bioinformaticos realizados sobre la secuencia de aminoacidos mostraron que la proteina
pertenece a las o/f hidrolasas, mas especificamente la familia de serin hidrolasas. Se realiz6 un
modelado por homologia con el programa Phyre2 utilizando como templado a FSH1 de S.
cerevisiae (PDB: 1YCD) la cual presenté el mayor porcentaje de identidad entre los distintos
templados utilizados con un 25% (figura 13). El modelo revel6 que la proteina presenta el plegado
caracteristico o/p hidrolasa, constando de 6 hebras B rodeadas por 6 hélices a, donde la tapadera

que cubre el sitio activo la forman la hélice a2, una hélice o corta y un par de lazos.
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Figura 13. Modelo estructural de LvFSH (Garcia-Orozco et al., 2019).

Se sugiere que LVFSH se encuentra subcelularmente en la mitocondria, ademas de carecer de un
péptido sefial de excrecion extracelular. También se encontré que posee una posible interaccion
con la proteina LDH1, una lipasa que participa en la movilizacién y homeostasis de lipidos en
forma de gotas dentro de la célula. Aunado a lo anterior se hizo una inmunodeteccion de la proteina
con el método de Dot Blot y ELISA en diferentes tejidos del camardn, siendo predominante en las
branquias, mientras que el tejido digestivo present6 la menor concentracion (Garcia-Orozco et al.,
2019).

La caracterizacion bioquimica mostrd que tiene una alta actividad contra el p-nitrofenil acetato (p-
NPA, C2) (Ke=2.08 min™) y una afinidad baja (Km=1.01 mM). Cuando se probé su actividad
contra el p-nitrofenil laurato (p-NPL, C12), la enzima mostro una actividad menor (Kcar=0.12 min
1) 'y una mayor afinidad por el sustrato (Km=0.14 mM), esto demuestra que la enzima tiene
actividad tanto con sustratos de cadena corta (ésteres) como de cadena larga (lipidos) (Garcia-
Orozco et al., 2019).

Toda esta informacidn sugiere que mas que una funcién digestiva, esta proteina esta involucrada
en el metabolismo intracelular de lipidos posiblemente hidrolizando TAGs en situaciones de
demanda energética.

Si bien se ha dado un primer paso a la caracterizacion de esta proteina, aun hace falta obtener la
informacion estructural de la misma, los resultados obtenidos en el anterior estudio que
involucraron el uso del modelo generado por Phyre2 pueden verse cambiados si se utiliza una

estructura generada experimentalmente ya que en el modelo tedrico no existe certeza en la posicion
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de las cadenas laterales de los aminoacidos, lo que dificulta los estudios de interaccion con otras
moléculas (Kelley et al., 2015). La estructura cristalogréafica de la proteina permitira profundizar
en el conocimiento del mecanismo de reaccion de la enzima con los diferentes sustratos, asi como
en la funcion que esta tiene en el metabolismo del camardn, resaltando asi su importancia en el

organismo.
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3. HIPOTESIS

La estructura obtenida experimentalmente de la proteina de camarén blanco (Litopenaeus
vannamei) LvFSH, permitird profundizar en el conocimiento del mecanismo de catélisis de la

enzima y su funcion en el metabolismo de lipidos del camaron.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar la estructura tridimensional mediante cristalografia de rayos X, de la proteina LvFSH,
de camarén blanco (Litopenaeus vannamei), con actividad enzimatica tipo lipasa.

4.2 Objetivos Especificos

1. Obtener la proteina LvVFSH por sobreexpresion heterologa en células de E. coli BL21-SI.

2. Purificar la proteina a homogeneidad por cromatografia de afinidad a niquel y de interaccion
hidrofdbica.

3. Realizar ensayos de actividad lipasa usando un sustrato sintético de cadena larga (p-NPP, C16).

4. Cristalizar la proteina por el método de microbatch para realizar experimentos de difraccion de
rayos X.

5. Analizar datos de difraccion de rayos X, mediante diversas herramientas informaticas para
obtener la estructura tridimensional de LvVFSH y afinar dicha estructura hasta obtener la
version que arroje los mejores parametros estadisticos.

6. Comparar la estructura obtenida con la de otras enzimas homologas para proponer la posible

funcion de la proteina en el camaron blanco Litopenaeus vannamei.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencién y Purificacion de LvFSH

Para la obtencion y purificacion de la proteina se siguio el protocolo establecido por Garcia-Orozco
et al., 2019. La proteina se obtuvo por expresion heteréloga utilizando una cepa transformada de
E. coli BL21-SI que contiene el plasmido con la secuencia de aminoécidos de la proteina de estudio
(GenBank XP_027218885.1). Primero se sembr6 un preindculo en 5 mL de medio LB sin sal
conteniendo ampicilina (100 pg/mL) y cloranfenicol (30 pg/mL), el cual se cultivo a 37 °C por 24
h con agitacion constante (225 rpm). Posteriormente este se utilizo para inocular 100 mL de medio
LB en las mismas condiciones por 24 h, el cual se utiliz6 como inoculo de 1L de medio LB el cual
se cultivd en las mismas condiciones. Se monitored la densidad 6ptica (DOeoo) hasta alcanzar un
valor de 0.6, para inducir la sobreexpresion de la proteina con 1 mM isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) y 0.4 M NacCl, y se incubd por 24 h a 37 °C con agitacion constante
(225 rpm). Transcurrido el tiempo de crecimiento, la biomasa se recuperd centrifugando a 4000
rpm por 40 min a 4 °C. La biomasa se almacend a -80 °C hasta su uso. Previo a la purificacion la
biomasa se resuspendio en solucién de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 500 mM NacCl), y sonicada
en bafio de hielo con 4 pulsos de 10 s en un sonicador Branson S450-A (Connecticut, E. U.A.).
Posteriormente se centrifugé a 11,000 rpm, 4 °C, por 30 min, conservando el sobrenadante.

La purificacion de la LvFSH, se llevo a cabo en dos pasos cromatograficos, utilizando un equipo
de cromatografia de mediana presion AKTA (GE Healthcare®, Chicago, E.U.A.). Primeramente
se llevo a cabo una Cromatografia por Afinidad a Metales Inmovilizados (IMAC, por sus siglas en
inglés) utilizando una columna His-Trap HP de 5 mL equilibrada con 50 mM Tris-HCI, pH 7.4,
500 mM NaCl. Posteriormente la proteina unida a la columna se eluyé con un gradiente de 0 a 500
mM de imidazol. Las fracciones conteniendo la proteina de interés, se sometieron a un segundo
paso de purificacion mediante Cromatografia de Interaccion Hidrofébica (HIC, por sus siglas en
inglés), utilizando una columna de hidrofobicidad HiTrap Buthyl HP de 5 mL previamente
equilibrada con buffer 50 mM fosfatos de sodio pH 7.4, 3M NaCl, la proteina unida a la matriz se

eluyo por gradiente inverso de NaCl de 3a 0 My las fracciones conteniendo proteina se analizaron
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por electroforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras (LaemmLi, 1970). La concentracion de
proteina purificada se determind por el método de acido bicinconinico (Smith et al., 1985),
utilizando una curva estandar de albimina sérica bovina de 0.1-2 mg/mL. Finalmente, previo a la
cristalizacion la proteina se sometio a un paso de pulido mediante una cromatografia de exclusion
por tamafio (SEC, por sus siglas en inglés) utilizando una columna Superdex® 200 10/300 GL
previamente equilibrada con amortiguador 50 mM fosfatos de sodio, pH 7.4, 150 mM NacCl, al
finalizar se seleccionaron y mezclaron las fracciones que contenian la proteina y se llevé a una
concentracion de 14 mg/mL por centrifugacion utilizando un concentrador Amicon® de 30 kDa de

corte, y filtrada a través de un filtro de 0.45 Cim.

5.2. Ensayo de Actividad Enzimatica

Se midid la actividad enzimatica contra p-nitrofenil ésteres (p-nitrofenil laurato, p-NPL y p-
nitrofenil palmitato, p-NPP) conforme a lo reportado por Garcia-Orozco et al., 2019. La enzima se
probd a 37 °C en amortiguador 50 mM Tris-HCI, pH 8, 0.2% (v/v) Triton X-100, 50 mM NacCl. Se
prepararon soluciones de p-NPL y p-NPP a una concentracion de 1 mM en etanol. Posteriormente
se prepararon reacciones de 1.25 mL conteniendo 60 pg de enzima, 5 uL de la solucion de sustrato
a 10 mM y se completo el volumen con amortiguador de reaccion en una celda de cuarzo con paso
de luz de 1 cm. La reaccion se monitored espectrofotométricamente a 410 nm en un
espectrofotometro UV de arreglo de diodos Agilent 8453 (Agilent Technologies, California,
E.U.A.). Una unidad (U) de actividad lipasa se definié como la cantidad enzima requerida para
producir 1 umol de p-nitrofenol por minuto. Esto se calculé usando un coeficiente de extincién

molar €410 nm = 12,750 cm?/mmol.

5.3 Cristalizacion de LvFSH

Se utilizo el método cristalizacién en microbatch, el cual se realizd en microplacas de polipropileno
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de 96 pozos de fondo concavo, y se utilizaron las condiciones 54 y 65 del kit Index® de Hampton
Research. En cada pozo, se colocaron 1 pL de la muestra de proteina LVFSH (10 mg mL™Y) y 1 pL
de la solucién de condicion. Finalmente se agregaron 10 uL de aceite de parafina para cubrir la
gota, la placa se tap6 y se colocé en una camara a 15 °C con control de humedad y libre de
vibraciones. Se monitore6 la formacién de cristales semanalmente utilizando un

estereomicroscopio EMZ13-TR® (Meiji Techno, Saitama, Japon).

5.4 Optimizacion de la Cristalizacién

Con el fin de mejorar los cristales obtenidos se realizd una optimizacion de las condiciones de
cristalizacién, modificando el pH de la condicion 54 del kit Index™ de Hampton Research. Se
realizaron experimentos a pH 6, 7 y 8, para este ultimo se utilizd6 0.5 M cloruro de calcio
dihidratado, 0.1 M Bicine/Trizma, pH 8, 30% (v/v) PEG monometil éter 550. En cada pozo se
colocod 1 pL de proteina a una concentracion de 14 mg mL™ y 1 pL de solucion de condicion,
cubriendo con 10 pL de aceite de parafina. L0s experimentos se realizaron a 15y 25 °C.

También se realizaron pruebas de cristalizacion de la proteina con el inhibidor de lipasas Orlistat,
para esto 100 pL de proteina (14 mg mL™) se incubaron con 2 pL de Orlistat (150 mM) a 4 °C por

1 h. Posteriormente se montaron placas de cristalizacion como se describié anteriormente.

5.5 Analisis de Datos de Difraccion de Rayos X.

Los cristales utilizados en este procedimiento fueron obtenidos de experimentos preliminares de
cristalizacion hechos por el Laboratorio de Estructura Biomolecular del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo A. C. Estos se colectaron y montaron en lazos como lo muestra el
ejemplo de la figura 14, para posteriormente ser stper-enfriados con nitrégeno liquido (100 K),
para lo cual se utilizaron soluciones crioprotectantes para evitar la formacion de cristales de hielo.
Estas se prepararon previamente con la solucién de cristalizacion y glicerol en diferentes

concentraciones (10 — 30%).
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Figura 14. Ejemplo de cristal montado en lazo (loop) previo a un experimento de difraccién con
rayos X.

Posteriormente se realizaron experimentos de difraccion por parte del Laboratorio de Estructura
Biomolecular del Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A. C., en la linea
(beamline) 14-1 del Laboratorio de Radiacién Sincrotron de Stanford en California, E. U. A. Se
utilizo un detector MARmosaic325 CCD con una longitud de onda de 1.181 A. Se determin6 el
grupo espacial (P31) y posteriormente se colectaron datos girando el cristal 0.5 grados hasta un
total de 180 grados con un tiempo de exposicion de 13 s. Se colectaron 360 imagenes
(difractogramas) que se utilizaron para los analisis computacionales posteriores. Los datos
obtenidos de dicha colecta se analizaron mediante los programas iMosflm, Pointless,
Matthews_Coef, y Scala del paquete computacional CCP4 (Collaborative Computation Proyect
No. 4) (Winn et al., 2011).

5.5.1 iMosflm

Este programa se encarga de analizar las imagenes (difractogramas) obtenidos del experimento de
difraccion de rayos X. Primeramente, las imagenes con los difractogramas se introdujeron al
programa, donde se analizaron para indizar los distintos puntos de difraccién en cada imagen, aqui
se define el limite de resolucion (A) y grupo espacial del cristal, posteriormente estos puntos se
integran dentro del mismo programa, para generar un archivo .mtz con las intensidades de todos

los puntos.
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5.5.2 Pointless

Utilizando este programa es posible comprobar si el grupo espacial obtenido por el programa
iMosflm es el correcto, para esto se introdujo el primer archivo .mt z, y se generd un reporte donde

el programa nos arroja el grupo espacial mas adecuado.

5.5.3 Scala

Aqui se realiza el escalamiento de las intensidades a amplitudes, para esto es necesario ingresar el
archivo .mtz generado por iMosflm y se genera un nuevo archivo .mtz que se le denomina

“escalado”.

5.5.4 Matthews Coef

El coeficiente de Matthews y contenido de solvente se calcularon a partir de la celda unidad y el
peso molecular de LVFSH. Para este paso se ingresé manualmente la siguiente informacion: los
parametros de celda (a = 113.28, b = 113.28, ¢ = 44.2; a.= 90, B =90, y = 120), el grupo espacial
(P32), peso molecular de la proteina (27 kDa), y el limite de resolucion (3.03 A). Aqui no se genera

un archivo, sélo se determina el nimero de moléculas que estan dentro de la unidad asimétrica.

5.6 Generacion y Afinamiento del Modelo Estructural de LvFSH

Para la resolucion de las fases tedricas, generacion y afinamiento del modelo tridimensional se

utilizan los programas phaser y phenix.refine del paquete computacional PHENIX (Python-based
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Hierarchical for Integrated Xtallography) (Adams et al., 2011), y la interfaz grafica Coot (Emsley,
2010).

5.6.1 Phaser

El programa phaser se encarga de realizar el reemplazo molecular. Este programa genera las fases
faltantes en el experimento a partir de un modelo estructural de proteina similar a la que se estéa
analizando, cabe mencionar que la identidad a nivel secuencia de amino4cidos debe ser minimo
del 30%. Con esto se genera un mapa de densidad electrénica dentro del cual se insertan los
aminodacidos que corresponden provenientes de la secuencia peptidica de la proteina de estudio.
Para este proceso se utilizo lo siguiente:

e Elarchivo .mtz escalado.

e Laestructura de la proteina molde en formato PDB (1YCD).

e El porcentaje de identidad entre las dos proteinas (25%).

e La secuencia de aminoacidos de la proteina de estudio.

e Numero de moléculas dentro de la unidad asimétrica (3).

5.6.2 Phenix.refine

Para finalizar se realiz6 el afinamiento de la estructura en el programa Phenix.refine, en conjunto
con el programa Coot. Durante esta etapa se buscé llegar a los mejores parametros estadisticos,
primero haciendo modificaciones manuales con la interfaz Coot y posteriormente haciendo ciclos
de afinamiento automaticos con Phenix.refine. Durante esta etapa, se prestd atencion a los factores
estadisticos R (Rree Y Rwork), 10s cuales al disminuir indican un cambio favorable en el modelo

estructural.
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5.7 Andlisis de Cargas Superficiales

Con el fin de observar y analizar los potenciales electrostaticos de la superficie de la proteina en
diferentes condiciones, se utilizaron los servidores en linea de los programas PDB2PQR (Dolinski

et al., 2007) y APBS (Baker et al., 2001) ambos disponibles en: server.poissonboltzmann.org.
Primeramente se proceso la estructura para obtener los parametros requeridos para la obtencion del
campo de potenciales electrostaticos (reconstruccion de atomos, agregar hidrogenos, asignacion
cargas y radios de campos de fuerza especificos) dentro del servidor en linea de PDB2PQR, donde
se cargd la estructura en formato .pdb, se defini6 el pH (6-11), y se ejecutd el programa con los
valores predeterminados. Una vez finaliz6 se continué de manera subsecuente a la generacion del
mapa de potencial electrostatico con el servidor de APBS, utilizando los valores predeterminados.
Como resultado se obtuvo un mapa de potencial electrostatico en formato .dx, el cual se utilizo

para visualizar y analizar las cargas superficiales de la proteina en el programa UCSF Chimera.

5.8 Acoplamiento Molecular (Docking)

Para observar las interacciones de la proteina con distintos sustratos se realiz6 una prueba de

acoplamiento con el programa en linea SwissDock (www.swissdock.ch) (Grosdidier et al., 2011).

Para esto se utilizaron: un archivo con la estructura de la proteina en formato .pdb y el ligando que

se va a acoplar a la proteina. Este ultimo puede ser introducido con un cédigo de la base de datos

ZINC 15 (http://zinc.docking.org/) (Sterling e Irwin, 2015), en caso de que el ligando no esté
disponible este debe modelarse en un archivo .mol2 para ser introducido al programa. Se utiliz6 un
archivo con la proteina como mondmero, y se probo el acoplamiento contra 4 ligandos con distintos
largos de cadena: p-NPA (codigo ZINC: 000001641045), p-NPB, p-NPL, p-NPP (cddigo ZINC:
000076945641), los sustratos no disponibles se introdujeron en formato SMILES en OpenBabel
(O’Boyle et al., 2011) y convertidos a formato Mol2. Se establecieron parametros adicionales
centrando el experimento en las coordenadas correspondientes al O de la cadena lateral de la serina

catalitica (Ser111), y se estableci6 un volumen de blsqueda de 15 AS. Los resultados se
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visualizaron y analizaron con el programa UCSF Chimera (Petersen et al., 2004).

5.9 Comparacion Estructural

Con el fin de comparar las caracteristicas estructurales de LvFSH se realiz6 una blsqueda de
homdlogos en el servidor en linea DALI (http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/) (Holm, 2020),

introduciendo al programa la estructura en formato .pdb, dentro del apartado “PDB search”. Los
resultados se analizaron dentro del mismo servidor y con el programa UCSF Chimera (Petersen et
al., 2014).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Expresion y Purificacion de LvFSH

La proteina recombinante LvFSH de camaron blanco se exprerd exitosamente de forma soluble
(figura 15), utilizando la cepa de E. coli BL21-SI. Esta cepa permite la sobreexpresion de proteinas
por cambios en la presién osmotica, y contiene el plasmido con la secuencia de la proteina bajo el
control del promotor T7, por lo que son necesarios tanto NaCl como IPTG para inducir la

sobreexpresion (Donahue y Bebee, 1999).

Figura 15. Sobreexpresion de LvFSH recombinante (27 kDa) 24 h post induccién. M=Marcador
de peso molecular; FS: Fraccion de proteina soluble; FI: Fraccion de proteina insoluble.

La biomasa obtenida se recuperd por centrifugacion, se lisé por sonicacion, y posteriormente el
sobrenadante se sometié a una cromatografia por afinidad a niquel. A pesar de ser un método
altamente especifico para la purificacién de proteinas recombinantes con etiqueta de histidinas, es
posible observar en la figura 16a, que la proteina es eluida al comienzo del gradiente de imidazol
(40 mM), cuando tipicamente esto sucede mas adelante. En ocasiones es posible que la etiqueta de
histidinas no quede correctamente expuesta en la superficie de la proteina, lo que conlleva a una
union debil con la matriz (Bornhorst y Falke, 2000).
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Para aumentar la pureza se realizd un segundo paso de purificacion por cromatografia de
interaccion hidrofébica (HIC), este tipo de cromatografia permite separar proteinas por el grado de
hidrofobicidad que estas poseen (Queiroz et al., 2001). Después de este paso se obtiene la proteina
de interés con una mayor pureza (figura 16b), las lipasas al poseer una mayor afinidad por sustratos
hidrofébicos se unen con mayor fuerza a la matriz, lo que permite separarlas del resto de las

protelnas.
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Figura 16. Purificacion de LvFSH. (A) Cromatograma de purificacion de LvFSH por afinidad a
niquel (IMAC) vy su respectivo SDS-PAGE. (B) Cromatograma de purificacion de LvVFSH por
interaccién hidrofébica (HIC) y su respectiva SDS-PAGE. En SDS-PAGE: M=Marcador de peso
molecular; EC= Extracto crudo; HIC=Muestra inyectada. Recuadro rojo sefialando bandas de

interés.

6.2 Ensayo de Actividad Enzimatica

Con el fin de comprobar la presencia de la enzima activa se midié la actividad de LvFSH contra p-

NPL (C12), segun el procedimiento reportado por Garcia et al., 2019. Ademas se midi6 la actividad
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contra el sustrato p-NPP (C16) (cuadro 1). La enzima mostro actividad contra p-NPP, apoyando la
nocion de la preferencia de esta enzima por lipidos de cadena larga. Se ha observado que las lipasas
pueden presentar especificidad por el tamafio de la cadena alifatica de su sustrato (Jensen et al.,
1983; Song et al., 2008). La selectividad por sustratos de cadena larga ha sido observada en lipasas
de otras especies, como Rhizopus oryzae y Thricosporon capitatum (Song et al., 2003), Rizomucor
miehei (Oh et al., 2001) y Rizopus chinensis (Yu et al., 2009). Esta especificidad es atribuible a
distintas caracteristicas estructurales de estas enzimas, por ejemplo el agujero oxianién, el dominio
tapadera, y la cavidad del sitio activo (Casas-Godoy et al., 2018; Santarossa et al., 2005; Yang et
al., 2002). En LVvFSH estas caracteristicas se abordan més adelante a profundidad.

Cuadro 1. Actividad de LvVFSH contra dos sustratos.

Sustrato Actividad especifica (U/mg de proteina)
p-nitrofenil Laurato (C12) 35.66 + 40.78
p-nitrofenil Palmitato (C16) 0.000579 + 0.00049

Antes de continuar con la cristalizacion de la proteina se realizd un paso de pulido con
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), para asegurar la mayor pureza posible de la muestra
antes de hacer las pruebas de cristalizacion. Este tipo de cromatografia permite la separacion de
proteinas por su peso molecular al interaccionar con la matriz porosa de la columna, las moléculas
de menor peso tienen una interaccion mayor lo que las retiene, mientras que las de mayor tamafo
pasan por la columna con mayor facilidad (Hagel, 2011). Se consiguié obtener y purificar de
manera satisfactoria la proteina LvFSH con los métodos reportados por Garcia-Orozco et al. en
2019.

6.3 Cristalizacion de LvFSH

Haciendo uso de la técnica de microbatch se obtuvieron cristales en la condicion 54 (0.05 M cloruro
de calcio dihidratado, 0.1 M BIS-Tris, pH 6.5, 30% (v/v) PEG monometil éter 550 del kit Index
(Hampton Research) (figura 17).
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e A
Figura 17. Cristales de LvFSH obtenidos utilizando la condicion 54 del kit Index (Hampton
Research).

6.4 Optimizacion de la Cristalizacién

Con el fin de obtener cristales de mejor calidad se buscé optimizar las condiciones de cristalizacion,
mediante la modificacién del pH o la adicidn del inhibidor Orlistat. Se obtuvieron cristales de

diversas formas en las condiciones probadas (figuras 18, 19).

Figura 18. Optimizacion de cristalizacion de la proteina LvFSH a partir de la condicion 54 Index
conteniendo 0.05 M cloruro de calcio dihidratado, 0.1 M BIS-Tris, 30% (v/v) PEG monometil éter
550. AyB,pH6;C,pH6.5 DYE, pH7.FyG, pH 6 con Orlistat; H e I, pH 6.5 con Orlistat; J,
pH 7 con Orlistat; K, pH 8 con Orlistat. Placas incubadas a 25 °C.
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Figura 19. Optimizacion de cristalizacion de la proteina LvFSH a partir de la condicion 54 Index®
conteniendo 0.05 M cloruro de calcio dihidratado, 0.1 M BIS-Tris, 30% (v/v) PEG monometil éter
550. AyB,pH6;C,pH7;DYyE, pH8. FyG, pH 6 con Orlistat; H, pH 7 con Orlistat; I, pH 8 con
Orlistat. Placas incubadas a 15 °C.

6.5 Analisis de Datos Cristalogréaficos

Los difractogramas utilizados en este estudio se obtuvieron de experimentos preliminares de
cristalizacion y difraccién de rayos X hechos por el Laboratorio de Estructura Biomolecular del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C. Estos se analizaron con los paquetes
computacionales CCP4 y PHENIX.

Las imagenes se indizaron a 3 A de resolucién y posteriormente integradas con el programa
iMosflm. El archivo .mtz con las intensidades generado por iMosflm se escald a continuacion
con el programa Scala, y se utilizd el programa Mathews coef para encontrar el namero de
moléculas dentro de la unidad asimétrica, para finalmente obtener los parametros estadisticos del
dataset (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Parametros estadisticos. Valores entre paréntesis son los resultados en la ultima franja.

Grupo espacial P32

Parametros de celda unidad

a, b, c(A) 113.28, 113.28, 44.2
a, B,y (grados) 90, 90, 120

Rango de resolucion (A) 37.08 — 3.03 (3.19 - 3.03)
No. de reflexiones 72145 (10528)

No. de reflexiones Unicas 12308 (1810)
Integridad (%0) 100 (100)

CCur (%) 98.6 (46.8)

l/o(1) 9.3 (2)
Multiplicidad 5.9 (5.8)
Monomeros en unidad asimétrica | 3

Dentro de la cuadro 2 los parametros I/o(I) y CCu2 nos permiten saber si se hizo un corte (cutoff)
adecuado de la resolucion (A) de los datos, cuando observamos sus valores en la ultima franja.
I/o(I) indica cuéntas veces estan los datos por encima del ruido experimental, el valor minimo
adecuado es 2; CCy2 es un es un parametro que muestra el grado de correlacion que existe entre
las intensidades de una mitad del dataset con la otra, a partir de 35% se observa que hay una buena

correlacién de los datos (Evans y Murshudov, 2013).

6.6 Gemelitud (twinning)

Durante el proceso de indizacion e integracion, al tratar de encontrar el grupo espacial correcto se
presentaron dificultades, y al correr Pointless, el programa mencionaba la posible gemelitud
(twinning) del cristal.

La gemelitud es una anomalia en el crecimiento del cristal, donde este, esta compuesto por dos
dominios cristalinos cuyas orientaciones difieren una con la otra. Es un problema comin en la

cristalografia de proteinas, analisis hechos a las estructuras del PDB revelaron que

48



aproximadamente el 30% de las celdas unidad reportadas presentan gemelitud (Lebedev et al.,
2006). Existen diferentes problemas en el crecimiento del cristal, pero la gemelitud hace referencia
a casos donde las direcciones de las distintas redes cristalinas (crystal lattice) son paralelas. Esto
Ileva a una coincidencia parcial o total entre las redes de los diferentes dominios (Yeates, 1997).
Esta superposicidn de redes cristalinas complica la estimacion de los factores estructurales a partir
de las intensidades observadas (Thompson, 2017).

Existen dos tipos de gemelitud: la macroscopica (no merohedral) y la microscopica (merohedral).
En el primer caso es posible observar multiples cristales creciendo en forma de conglomerado,
apareciendo cristales creciendo uno sobre otro en orientaciones aleatorias (figura 20). En estos

casos no hay relacién entre los distintos cristales por lo que no se considera una gemelitud real.

Figura 20. Ejemplo de un cristal que presenta gemelitud macroscépica, donde los cristales crecen
sobrepuestos de forma aleatoria. Cuando estos son iluminados por rayos X, cada cristal difracta de
forma independiente, mostrando un patron de difraccion propio de cada cristal (Thompson, 2017).

Este tipo de gemelitud es detectable de manera visual y usualmente se soluciona separando uno de
los cristales fisicamente con una aguja o un lazo, para posteriormente colectarlo.

La gemelitud merohedral describe una situacién donde los dominios gemelos estan orientados de
tal forma que ambos dominios quedan perfectamente superpuestos (Parsons, 2003). Esto solo es
posible cuando se cumplen dos condiciones: la simetria rotacional de la red cristalina debe ser
mayor a la del grupo espacial, y los dominios gemelos deben estar relacionados por una operacién
de simetria a nivel de la red cristalina pero no del grupo espacial. Esto es posible para ciertos grupos

espaciales en las redes tetragonal, trigonal, hexagonal y cubica.
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Dentro de esta clasificacion esta la gemelitud “hemihedral”, que es la mas comin en la
cristalografia de macromoléculas (Yeates, 1999). Este consiste en dos dominios gemelos,
normalmente relacionados por una rotacién de 180° (figura 21). Los patrones de difraccion
generados por cristales con estas caracteristicas tienden a presentar intensidades mas fuertes de lo
usual, e incumplen ademas con las reglas de desviacion caracteristicas de los puntos de difraccién

de un difractograma (Rupp, 2010).
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Figura 21. Esquema de gemelitud hemihedral de un cristal. Al superponerse los patrones de
difraccion se produce un aumento en la intensidad de los puntos difractados y una disminucién en
la desviacion (Rupp, 2010).

Cuando se trabaja con un cristal gemelo es importante tener en cuenta dos aspectos matematicos
conocidos como el operador gemelo y la fraccion gemela. EI operador gemelo es la operacion de
simetria que relaciona los dos dominios del cristal, que como se mencion6 con anterioridad debe
aplicarse a la red cristalina no al grupo espacial. La fraccion gemela (o) cuantifica la fraccion del
volumen del cristal ocupada por el dominio mas pequerio, este valor esta entre 0 y 0.5, y la fraccion
mayor ocupa el resto del espacio (1-a). Ademas de describir los volimenes en el espacio real, la
fraccion gemela se manifiesta en el espacio reciproco. Esto debido a que cada dominio del cristal
difracta rayos X de forma independiente y proporcional a su volumen, por lo que cada intensidad
observada proveniente de un cristal gemelo es una combinacion de las intensidades provenientes
de cada fraccion (Thompson, 2017). La contribucién de cada dominio en las intensidades depende

de su fraccién gemela, y puede ser descrita por las siguientes ecuaciones:
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L=a;+(1-a),(@3)

L=>0-a),+a],4)

Donde 14/1> son intensidades de dos reflexiones relacionadas por un operador de gemelitud, o
corresponde a la fraccion gemela, y Ji y J2 son las intensidades “verdaderas” para las mismas dos
reflexiones de un cristal no gemelo.

Existen acercamientos computacionales que permiten determinar si existe gemelitud en un
conjunto de datos, como los programas CTRUNCATE de la suite CCP4 o phenix.xtriage de la suite
PHENIX. Estos programas ademas de confirmar la presencia de gemelitud, calculan tanto la
fraccion gemela como el operador gemelo correspondientes.

En este trabajo se utilizo el programa phenix.xtriage, el cual confirmé que el cristal presenta

gemelitud (figura 22).

File Actions Settings Utilities Help
A ? SCU % ik 2
Preferences Help Run Abort Viewlog Savegraph Askfor help

Configure Xtriage_3 § R

Runstatus  Results 1 b |

Xtriage summary v

Intensity statistics suggest twinning (intensities are significantly different from expected
for normal data) and one or more twin operators show a significant twin fraction.

lQ Translational NCS does not appear to be present.
[. Ice rings do not appear to be present.

l. The data are not significantly anisotropic.

l. The resolution cutoff appears to be similar in all directions.

'. The overall completeness in low-resolution shells Is at least 90%.

I‘ The fraction of outliers in the data is less than 0.1%. ‘

‘. The completeness is 99.96%.

Figura 22. Resultados del analisis phenix.xtriage, en PHENIX de los datos experimentales.‘
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También se calcularon la fraccion gemela (o = 0.485) y los posibles operadores gemelos ([-K, -h, -
11; [-h, -k, 1]; [, -h-k, -1]). El resultado de la fraccion gemela sugiere que el acercarse el valor a 0.5
se esté trabajando con un cristal gemelo perfecto, esto genera problemas cuando se resuelven las

fases por reemplazo molecular.

6.7 Resolucion de Fases y Afinamiento del Modelo de LvFSH

La resolucidon de fases por reemplazo molecular (RM), se realiza utilizando una estructura
previamente determinada, la cual se acomoda dentro de la celda unidad por funciones de rotacion
y traslacion, con el objetivo de generar las fases tedricas que permitiran obtener el primer modelo
de la estructura de la proteina. Este método es el mas utilizado y es posible realizarlo en presencia
de gemelitud. La principal funcion afectada por la gemelitud es la rotacion, sin embargo, el
programa PHASER realiza una prueba interna de gemelitud y corrige dicha funcion por lo que es
posible realizar el RM con esta técnica a partir de datos con gemelitud (McCoy et al., 2007).

Para realizar el RM se introdujeron el archivo .mtz escalado, la secuencia fasta y la estructura del
modelo con mayor identidad al programa phaser. Se consiguio resolver las fases (Cuadro 3)
utilizando FSH1 de S. cerevisiae (Cédigo PDB: 1YCD) como templado, el cual posee una identidad

del 25% con la proteina de estudio.

Cuadro 3. Pardmetros estadisticos de la resolucion de fases tedricas.
LLG 35.63

TFZ 5.7

El estadistico LLG (Log Likelihood Gain) indica que para que la resolucion de fases es positiva
cuando el valor es mayor a 0, sin embargo el valor TFZ (Translation Function Z score) dicta que
en el rango de 5 — 6 es poco probable que las fases se hayan resuelto satisfactoriamente.

El principal problema que causa la gemelitud perfecta en este caso es que dificulta la determinacion

del grupo espacial correcto, lo que provoca que los datos sean procesados en una simetria mayor a
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la verdadera. Esto provoca que el reemplazo falle, de una solucion parcial, o valores-R muy altos
(McCoy, 2017). Aunado a esto la baja resolucion de los datos y la baja homologia de la proteina
templado para el reemplazo molecular, contribuyen al aumento en el error del andlisis.

El afinamiento de la estructura generada se realizd de manera automatizada con el programa
phenix.refine haciendo uso del operador gemelo correspondiente (-k, -h, -I), y se hicieron ajustes
manuales con el programa Coot. Tras los procesos de afinamiento la estructura alcanzo valores de
0.3140 para Rwork Y 0.4024 para Ree, l0s cuales son mayores a los aceptados para estructuras
depositables en el Banco de Datos de Proteinas (0.20 para Rwork Y 0.25 para Riree).

6.8 Estructura de LvFSH

En la estructura de LvFSH (figura 23) se observa el plegamiento o/p hidrolasa con un nticleo de 4
hebras-f3 rodeado por 5 hélices-a. La topologia de las estructuras secundarias es 1, al, a2, B2, a3,

B3, P4, 04, a5 del N terminal al C terminal.
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Figura 23. Estructura tridimensional de la proteina LvVFSH obtenida del analisis de datos
experimentales obtenidos previamente por el Laboratorio de Estructura Biomolecular del Centro
de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo.

El plegado o/ hidrolasa estd presente en varias enzimas con diferentes funciones en distintos
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organismos. Las enzimas de esta familia tienen los residuos de la triada catalitica localizados en
lazos, localizandose el nucledfilo en el “codo nucleofilico™. Esta estructura es apreciable en LvFSH
localizandose en el lazo localizado entre 2 y a3 (Gly109-Phe110-Ser111-GIn112-Gly113) (figura
24a), y la triada catalitica se completa con Aspl69 e His196 (figura 24b), que también se

encuentran en lazos.

‘ ;

Figura 24. (A) Codo nucleofilico de LvFSH. (B) Triada catalitica conservada (Ser111, Asp169,
His196) con su respectivo mapa de densidad electrénica 2Fo-Fc (Contorno a 1.50).

6.8.1 Agujero Oxianién

El agujero oxianion es una estructura crucial en las lipasas que permite la estabilizacion del
compuesto intermedio acil-enzima durante la catalisis y promueve la interaccién del sustrato con
la triada catalitica (Pihko et al., 2009). Esta estructura se encuentra tipicamente se encuentra en la
vecindad del sitio activo (Lee et al., 2006; Mandrich et al., 2009; Tsurmura y Tsuge, 2014). En las
lipasas el primer residuo de esta estructura se encuentra en la secuencia consenso G-X1-S-X2-G,
siendo X2 el residuo del agujero oxianion. El segundo residuo se encuentra hacia el N-terminal

(Gupta et al., 2015). En la estructura de LvFSH se observan estas caracteristicas siendo el agujero
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oxianion compuesto por los aminoécidos Tyr18 y GIn111 (figura 25). Asi mismo se ha clasificado
a las lipasas por las caracteristicas de su agujero oxianidén encontrdndose tres grupos: GX, GGGX
e Y (Pleiss et al., 1998). LvVFSH forma parte de las lipasas del grupo GX, donde se encuentra un
dipéptido conservado compuesto por una glicina seguido por un aminoécido agujero oxianién
(Gly17-Tyr18 en el caso de LvFSH) (figura 25).

A ,
AV
Y\, | '/ - /

Figura 25. Agujero Oxianién (vere) de LVFSH. Recuadro negro muestra el dipéptido
conservado GX (Gly17-Tyr18).

El tipo de agujero oxianion de las lipasas juega un papel importante en la especificidad de las
mismas por un sustrato, y se ha reportado que las lipasas con el tipo GX hidrolizan preferentemente
sustratos de cadena media o larga (Albayati et al., 2020). Esto ha sido observado de forma
experimental en LvFSH, donde al evaluar su actividad contra dos sustratos sintéticos, uno de
cadena corta (p-NPA) y otro de cadena larga (p-NPL), la enzima mostré una mayor afinidad por el
p-NPL (Garcia-Orozco et al., 2019).

6.8.2 Dominio Tapadera (Lid)

Una caracteristica central de las lipasas es que su actividad aumenta mas alla de la concentracion
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critica micelar del sustrato (Cambillau, 1996). Este fendmeno de “activacion interfacial” es debido
a la presencia de una estructura anfipatica conocida como tapadera (lid). Esta estructura se
encuentra sobre el sitio activo de la enzima impidiendo el acceso del sustrato en su conformacién
cerrada, y es desplazado al entrar en contacto con las micelas de sustrato para dar paso al sustrato
(Barbe et al., 2009).

Esta estructura esta presente en la mayoria de las lipasas, aunque en algunos casos puede no estar
presente. Khan et al. (2017) hicieron un andlisis de 149 estructuras de 44 lipasas reportadas en el
PDB vy las clasificaron en 3 grupos: lipasas sin tapadera (1), lipasas cuya tapadera consta de un lazo
0 una hélice (2), y lipasas cuya tapadera posee dos o mas hélices (3). Ademas encontraron algunas
caracteristicas atribuibles a esta clasificacién, como que las lipasas que mostraban una mayor
termoestabilidad tienen una tapadera con dos 0 mas hélices en su estructura. La lipasa LvFSH posee
un dominio tapadera formada por un lazo (figura 26), constando de 14 aminoacidos (Glu50 —
Gly63).

Figura 26. Estructura del lazo o tapadera identificada en la estructura obtenida de la proteina
LvFSH. En verde, dominio tapadera conformado por un lazo (GIu50 — Gly63).

Las caracteristicas de la tapadera de la lipasa LvFSH de L. vannamei la situarian en el grupo 2. Ha
sido reportado que la estructura tapadera juega un papel importante en la especificidad de las
enzimas lipasas por un sustrato (Dugi et al., 1995; Brocca et al., 2003; Santarossa et al., 2005;
Panizza et al., 2015). Aunado a esto en los analisis hechos por Khan et al., en 2017, encontraron

que las lipasas con actividad mono y diacilglicerol hidrolasa analizadas en este estudio tienen una
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tapadera compuesta por una hélice o lazo. Se necesitarian hacer pruebas para comprobar si la
LVFSH posee actividad mono o diacilglicerol hidrolasa.

6.8.3 Andlisis de Cargas Superficiales

Las cargas electrostaticas son las mas influyentes en fenémenos pH dependientes. Esto es
apreciable en las proteinas en ciertos aminoécidos que poseen carga conocidos como aminoacidos
titulables (Lys, Arg, His, Glu, Asp, Tyr, Cys), los cuales bajo ciertas condiciones de pH pueden
llevar carga positiva o negativa. Dichas cargas pueden afectar directamente en las interacciones
que tiene una proteina. Por lo tanto, el pH es un factor clave en la actividad enzimética. Los
potenciales eléctricos de aminoacidos titulables juegan un papel importante en la catalisis ya que
pueden favorecer la union del sustrato, estabilizar estados de transicion y asistir en la liberacion
del producto (Petersen et al., 2001).

Esto en las lipasas se observa de dos maneras: en la union del sustrato al sitio activo y en la
liberacion de los acidos grasos hidrolizados. En el primer fendmeno se ha observado que las cargas
de los aminoéacidos en la cavidad y el entorno de la cavidad del sitio activo juegan un papel
importante en la eficiencia catalitica de la enzima. Cuando se presentan cargas negativas en estos
sectores se da una mayor afinidad por el sustrato y aumenta la actividad de la enzima, variando en
funcion del pH (Fojan et al., 2000). El segundo fendmeno se ha observado tanto en esterasas como
lipasas, donde se ha observado que las cargas negativas en el sitio activo de estas enzimas
promueven la expulsion del producto mediante un mecanismo de “catapulta electrostatica” debido
a la repulsion de cargas entre el sitio activo y el acido graso cargado negativamente (Petersen et
al., 2001).

Con el fin de estudiar este fendmeno en LVFSH se analiz6 el potencial electrostatico superficial
utilizando los servidores PDB2PQR y APBS. Para observar el efecto del pH en la distribucion de
cargas se realizaron los andlisis a pH 6, 8, 10 y 11. Los potenciales electroestaticos presentes en la

superficie de LvVFSH a diferentes pH, son presentados en la figura 27.
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Figura 27. Mapas de potencial electrostaticos presentados en la superficie la estructura de LvFSH
(el circulo negro sefiala la cavidad del sitio activo) a diferentes valores de pH: 6, 8, 10, 11. En la
parte inferior se muestra la escala de potenciales utilizada de -10 a 10 KgT/ec.

Es posible observar que en pHs acidos se mantiene un potencial positivo en la cavidad del sitio
activo lo que dificulta la interaccion de la enzima con el sustrato, mientras que a valores de pH
basicos aumenta el potencial negativo lo que favorece dicha interaccion. Esto ya ha sido reportado
para otras lipasas y esterasas, y se observd una relacion entre este fendmeno y el pH éptimo de
catalisis de las enzimas determinado experimentalmente. Petersen et al. (2001) observaron que las
lipasas presentan un potencial eléctrico positivo en la vecindad del sitio activo cuando se establecen
condiciones de pH acidas (pH 4) y se torna negativo conforme el pH se vuelve basico (pH 10). En
el caso de LVFSH se observa que a pH 6 hay presencia de tanto cargas positivas como negativas
casi de manera equitativa ya que el pH esta cerca de su punto isoeléctrico (pH 6.45), y conforme

se aumenta el pH las cargas negativas que rodean el sitio activo van aumentando de igual manera,
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viendo un cambio significativo a pH 11, mostrando el comportamiento tipico de las cargas
superficiales en las lipasas. En el mismo estudio de Petersen et al., 2001, se observo que el pH
6ptimo reportado de las enzimas analizadas concordaba con el pH donde habia fuerte presencia de
cargas superficiales negativas en el sitio activo y sus alrededores, se necesitarian pruebas
experimentales para saber si este comportamiento esta también presente en LVFSH.

6.8.4 Acoplamiento Molecular (Docking)

Como se menciond con anterioridad, las interacciones entre la proteina y su sustrato son una parte
esencial de la catélisis, por lo que se hicieron ensayos computacionales de acoplamiento para
observar esta interaccion entre enzima y sustrato, utilizando el servidor SwissDock. Los resultados
de SwissDock se analizaron y seleccionados con UCSF Chimera. Los experimentos con las
condiciones mencionadas con anterioridad produjeron un gran nimero de resultados, de los cuales
se seleccionaron aquellos modelos que mostraban una correcta posicion y orientacion del ligando
dentro de la cavidad del sitio activo, ademas de presentar valores negativos de FullFitness y AG,
especialmente este ultimo nos indica que la interaccion simulada se da de manera espontanea
cuando el valor es negativo (cuadro 4). Se muestra en la figura 28 los acoplamientos de cuatro
sustratos: p-NPA (C2), p-NPB (C4), p-NPL (C12), p-NPP (C16), dentro de la cavidad del sitio
activo de LvFSH.

Cuadro 4. Valores estadisticos de los modelos resultantes del acoplamiento con cada sustrato.

Sustrato FullFitness (kcal/mol) AG(kcal/mol)
p-NPA (C2) -1496.3081 -5.704

p-NPB (C4) -1487.517 -5.67

p-NPL (C12) -1496.138 -6.643

p-NPP (C16) -1510.8514 -7.214
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L
: (A) p-nitrofenil acetato
(p-NPA); (B) p-nitrofenil butirato (p-NPB); (C) p-nitrofenil laurato (p-NPL), (D) p-nitrofenil
palmitato (p-NPP). Flecha negra sefiala la posicion del residuo (Ser) catalitico.

Algo que es apreciable en la figura 28 es el acomodo del sustrato dentro del sitio activo. Cuando
se trata de un sustrato de cadena muy corta es dificil que este se oriente de manera correcta dentro
del sitio activo, lo que provoca que se reduzca la afinidad de la enzima por el mismo, sin embargo
conforme el tamafio del sustrato aumenta este se acomoda mejor dentro del mismo. Los sustratos
de cadena larga (p-NPL y p-NPP), presentan un acomodo similar, en la parte mas interna de la
cavidad se encuentra el grupo carbonilo que sera blanco del ataque nucleofilico para dar inicio a la
catalisis; hacia la parte lateral se extiende la cadena alifatica del acido graso, y hacia afuera se
posiciona el p-nitrofenol, que sera liberado como producto de la hidrolisis. Los sustratos p-NPA 'y
p-NPB comparten el acomodo del grupo carbonilo con el resto de los sustratos, sin embargo, las
cadenas alifaticas no parecen presentar una disposicion ordenada, posiblemente debido a su
pequefio tamafio que permite que haya mas interacciones inespecificas dentro de la cavidad. Como
anteriormente se menciond la actividad enzimatica de LvFSH contra uno de los sustratos utilizados
ya ha sido reportada (Garcia-Orozco et al., 2019), donde se observo que esta enzima mostraba una

mayor afinidad por ésteres insolubles de cadena larga.
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6.8.5 Comparacion Estructural

Con el fin de observar similitudes de importancia bioldgica de la proteina de estudio contra otras
previamente reportadas se realiz6 una comparacion estructural utilizando el servidor en linea DALI
(Holm, 2020). Las proteinas con la mayor similitud son enzimas hidrolasas, FSH1 de
Saccharomyces cerevisiae (1YCD, Z-score 23.7, RMSD 1.8 (Quevillon-Cheurel et al., 2005)),
Acil-proteina tioesterasa 2 de Zea mays (6AVY, Z-score 15.3, RMSD 2.8 (Burger et al., 2017)), y
PES8 de Pelagibacterium halotolerans (5SDWD, Z-score 15.2, RMSD 2.5 (Huo et al., 2017)). La
superposicion de las estructuras (figura 29) muestra que el nicleo central a/p hidrolasa compuesto
por hebras-B y rodeado por hélices-a es altamente similar entre ellas (RMSD 1.1 — 1.3), no siendo
asi para la region tapadera donde se observa una mayor variabilidad. Esta conservacion del nucleo
central ya ha sido observada con anterioridad entre otros miembros de la familia o/p hidrolasa
(Heikinheimo et al., 1999), esto es debido a que las proteinas de la familia a/p hidrolasa provienen
de un ancestro comdn, manteniendo una alta conservacion estructural, sobre todo en los lazos que

contienen a la triada catalitica (Ollis et al., 1992, Holmquist, 2000).

Tapadera

Figura 29. Superposicién estructural de LvFSH de L. vannamei (azul); FSH1 de S. cerevisiae,
PDB: 1YCD (dorado); PE8 de P. halotolerans, PDB: 5DWD (coral); Acil-proteina tioesterasa 2
de Z. mays, PDB: 6AVY (gris).
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Como se puede observar en la figura 30 existe una alta variabilidad en la estructura tapadera de las
diferentes enzimas. Tanto FSH1 como acil-proteina tioesterasa 2 muestran una tapadera de mayor
tamafio en comparacién con LvVFSH, mientras que la tapadera de PE8 presenta un menor tamafio.
FSH1 posee una hélice-o dentro de esta estructura, acil-proteina proteina tioestarasa 2 presenta dos

hebras-B, y PE 8 no presenta estructuras secundarias.

~
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Figura 30. Superposicion estructural de los dominios tapadera de las enzimas LvFSH de L.
vannamei (azul); FSH1 de S. cerevisiae, PDB: 1YCD (dorado), PE8 de P. halotolerans, PDB:
5DWD (coral); acil-proteina tioesterasa 2 de Z. mays, PDB: 6AVY (gris).

Se ha discutido anteriormente como el dominio tapadera esta relacionado con la especificidad de
una lipasa por un sustrato. La proteina con la estructura mas compleja en su tapadera es FSH1, sin
embargo el papel que juega este dominio en la actividad o especificidad no ha sido reportado. Para
el caso de acil-proteina tioesterasa 2 se ha observado que la tapadera juega un papel fundamental
en la eficiencia catalitica de la enzima, al formar un tinel que funciona como ancla hidrofobica que
permite la unién con el sustrato, y estudiando su afinidad con p-nitrofenil ésteres se observo que
posee una afinidad mayor por el p-NPP (Burger et al., 2017). PE8, posee un dominio tapadera
compuesto por un simple lazo que no cubre el sitio activo, esta enzima mostré una mayor actividad
contra p-NPA al realizar ensayos enzimaticos con p-nitrofenil ésteres (Huo et al., 2017). De estas
enzimas PE8 posee el dominio tapadera mas similar a LvFSH, consistiendo en un lazo sin

estructuras secundarias, sin embargo al ser pE8 una esterasa, poseen distintas actividades
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enzimaticas.

En todas las enzimas homologas esté presente la triada catalitica conservada de las o/p hidrolasas
(Ser, Asp, His). Ademas en PE8 y FSH1 la Ser catalitica se encuentra en el mismo codo nucleofilico
que LVFSH (G-F-S-Q-G). Como se menciond anteriormente, el agujero oxianiéon de LvVFSH esta
compuesto por los amino&cidos Tyr y Glin, tal es el caso de PE8 (Tyr29 y GIn119), no siendo igual
para FSH1 (Phel4 y GIn111) y acil-proteina tioesterasa 2 (Leu4l y Met127) (figura 31). Como se
explicé con anterioridad las o/ hidrolasas tienen una alta conservacion de sus principales
caracteristicas estructurales, especialmente en aquellos dominios necesarios para la catalisis, como
se observa en la figura 32 la posicién de los aminoacidos cataliticos y los aminoacidos del agujero

oxianién estan altamente conservados en estas enzimas.

His196

Aspl69

GInl12
Figura 31. Superposicion estructural de la triada catalitica y el agujero oxianién de LvFSH de L.
vannamei (verde), FSH1 de S. cerevisiae (dorado), PE8 de P. halotolerans (coral), acil-proteina
tioesterasa 2 de Z. mays (gris).

La proteina PE8 de Pelagibacterium halotolerans es una esterasa de la familia LPCE
(Lysophospholipase_Carboxyl Esterase) que se ha observado presenta alta similitud con
lisofosfolipasas de esta familia (Wei et al., 2013). FSH1, es una enzima de S. cerevisiae
perteneciente a la familia de serin hidrolasas (FSH) y ha sido caracterizada como una
lisofosfolipasa encargada de hidrolizar lisofosfatidilserina (LPS) (Ramachandran et al., 2020),
ademas se ha observado que la sobreexpresion de esta proteina induce la apoptosis en S. cerevisiae
(Gowsala et al., 2017). Dadas las similitudes estructurales observadas es posible que LvFSH posea

actividad lisofosfolipasa. Como se menciond previamente esta proteina no tiene relevancia
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digestiva, y se ha propuesto que cumple una funcion energética y de movilizacion de lipidos
(Garcia et al., 2019). Las lisofosfolipasas son enzimas que hidrolizan lisofosfolipidos, y ayudan a
mantener la homeostasis energética de la célula (Wepy et al., 2019). En el camarén esto significa
que LVFSH podria participar en la produccién de energia a partir de lisofosfolipidos en casos de

requerimiento energetico.
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7. CONCLUSION

Con el fin de profundizar en las caracteristicas estructurales y enzimaticas, se sobreexpreso,
purifico y cristaliz6 la proteina LvFSH de L. vannamei. Se obtuvo la proteina purificada a
homogeneidad utilizando cromatografia de afinidad a niquel, cromatografia por interaccion
hidrofobica y cromatografia de exclusién por tamafio. La enzima purificada mostré actividad
contra contra p-NPP (C16), lo que apoya la nocién que esta enzima hidroliza preferentemente
sustratos de cadena larga. Se obtuvieron cristales con las nuevas condiciones de cristalizacion
probadas en este estudio. La estructura determinada experimentalmente muestra valores de Rwork Y
Riree de 0.3140 y 0.4024, por lo que los defectos del cristal (gemelitud), la baja resolucion de los
datos (3A) o la baja homologia del templado en el RM (25%), contribuyeron al elevado valor de
estos parametros. La estructura presento el plegado o/p hidrolasa, constando de un nicleo de 4
hebras-p rodeado de 5 hélices-a. La triada catalitica esta compuesta por los aminoacidos Serl111,
Aspl69 e His196. Las lipasas que contienen el dipéptido GX en su agujero oxianion, presentan una
mayor afinidad por los sustratos de cadena media y larga, lo que concuerda con los los resultados
de actividad enzimatica, ya que la enzima presenta actividad contra los dos sustratos utilizados (p-
NPL, C12; p-NPP, C16). Ademas, el dominio tapadera sugiere que puede presentar actividad mono
o diacilglicerol hidrolasa. Los resultados del acoplamiento muestran que se encuentra una mejor
complementariedad entre el sitio activo y los sustratos insolubles de cadena larga (C12 y C16), sin
embargo, es posible el acomodo de ésteres solubles de cadena corta de manera inespecifica (C2 y
C4), esto puede ser un indicativo de la mayor afinidad que presenta esta enzima por sustratos de
cadena larga. Las caracteristicas estructurales de la enzima se asemejan a una lisofosfolipasa, se
requeriria hacer pruebas para determinar si LVFSH posee dicha actividad. La preferencia por
lipidos insolubles de cadena larga, y las caracteristicas estructurales apoyan la nocién de que esta
enzima esta involucrada en la hidrdlisis y movilizacion de lipidos intracelulares, posiblemente en

casos de requerimiento energético.
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8. RECOMENDACIONES
Se propone realizar experimentos de difraccion de rayos X con los cristales obtenidos de las
nuevas condiciones probadas en este estudio.
Dadas limitaciones presentadas para resolver las fases por Reemplazo Molecular, se
recomienda hacer pruebas de cristalizaciébn con metales pesados para usar el método de

Dispersion Anomala.

Se proponen hacer pruebas bioquimicas para evaluar la actividad monoacilglicerol hidrolasa,
diacilglicerol hidrolasa y lisofosfolipasa.

En este trabajo se resalta la importancia del metabolismo de lipidos en el camaron, lo que abre

la puerta a que se profundice en el estudio de las proteinas involucradas en el mismo.
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