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Resumen

La concha de los moluscos gasterépodos se forma por biomineralizacidn, proceso en el cual
moléculas de carbonato de calcio forman cristales polimorfos como calcita y aragonita, los
cuales formardn microestructuras como la prismatica y la nacarada, respectivamente. Este
proceso es controlado por proteinas secretadas por células epiteliales del manto de moluscos
denominadas como proteinas de la matriz organica (SMP, por sus siglas en inglés). A través de
distintas técnicas moleculares, se han aislado y caracterizado proteinas tanto solubles como
insolubles, en acido acético o EDTA, con el objetivo de entender su funcién en la formacién de la
concha; sin embargo, estos trabajos han sido enfocados principalmente en bivalvos. Por otra
parte, existe un principal interés en la microestructura nacarada, esto debido a sus propiedades
mecanicas como la resistencia, ya que su entendimiento podria ser la base para el desarrollo de
nuevos biomateriales. En el presente trabajo se determinaron las similitudes y diferencias entre
las proteinas insolubles relacionadas a la formacién de la concha en gasterépodos, para ello se
realizd una base de datos de proteinas insolubles (en su mayoria no caracterizadas) aisladas de
las conchas de cuatro organismos gasterdpodos: Haliotis rufescens, Haliotis asinina, Haliotis
laevigata y Lottia gigantea; obtenidas al realizar una revisién bibliografica y la busqueda en
bases de datos publicas. Asi mismo, se realizé un andlisis comparativo de las caracteristicas
bioquimicas y funcionales de estas proteinas, utilizando herramientas bioinformaticas. Las
proteinas se analizaron y clasificaron de acuerdo a la microestructura, el punto isoeléctrico, los
aminodcidos dominantes, modificaciones postraduccionales y dominios funcionales. Se
encontrd que estas caracteristicas tienen implicaciones tanto directas como indirectas en el
proceso de biomineralizacién de la concha, tales como la regulacién a nivel estructural,
funcional y de actividad. Ademas, se realizé el alineamiento multiple de las secuencias con el fin
de encontrar regiones conservadas que pudieran contribuir con la caracterizacién de las
proteinas. A partir de este analisis, se formaron grupos de proteinas con funciones y dominios
homoélogos, donde se encontré que las proteinas insolubles aisladas de la concha de
gasterdpodos no tienen funciones exclusivas de la formacidon de cristales, sino que también
pueden estar implicadas en la proteccién de la concha, inmunidad, sefializacién, suministro de
precursores, entre otras. Los resultados obtenidos contribuyen al entendimiento del proceso de
biomineralizacién en gasterépodos, e incluso a la identificacién de proteinas que no tienen una
funcién asignada.

Palabras clave: biomineralizacidn, gasterépodos, proteinas insolubles, bioinformatica.
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Summary

Mollusk shells are formed by biomineralization, a process in which calcium carbonate molecules
form polymorphic crystals such as calcite and aragonite, which then form prismatic and nacre
microstructures, respectively. This process is controlled by proteins secreted by epithelial cells
of the shell of mollusks, called shell matrix proteins (SMP). Through different molecular
techniques, both soluble and insoluble proteins, in acetic acid or EDTA, have been isolated and
characterized to understand their function in shell formation; however, these works have been
mainly focused on bivalves. Moreover, there is a special interest in nacre microstructure, given
by its mechanical properties such as resistance since its understanding could be the basis for the
development of new biomaterials. In the present work, the similarities and differences between
the insoluble proteins related to shell formation in gastropods were determined, for which a
database of insoluble proteins (mostly uncharacterized) isolated from the shells of four
gastropod organisms was made: Haliotis rufescens, Haliotis asinina, Haliotis laevigata, and
Lottia gigantea. Insoluble proteins were obtained through bibliographic review and public
databases search. Likewise, a comparative analysis of the biochemical and functional
characteristics of these proteins was carried out, using bioinformatic tools. Proteins were
analyzed and classified according to microstructure, isoelectric point, dominant amino acids,
post-translational modifications, and functional domains. These characteristics were found to
have both direct and indirect implications in the biomineralization process of the shell, such as
regulation at the structural, functional, and activity levels. In addition, multiple sequence
alignment was performed to find conserved regions that could contribute to the
characterization of the proteins. From this analysis, groups of proteins with homologous
functions and domains were formed, where it was found that the insoluble proteins isolated
from the gastropod shell do not have exclusive functions of crystal formation but may also be
involved in the protection of the shell, immunity, signaling, precursor supply, among others. The
results obtained contribute to the understanding of the biomineralization process in gastropods,
and even to the identification of proteins that do not have an assigned function.

Keywords: biomineralization, gastropods, insoluble proteins, bioinformatics.
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1. INTRODUCCION

La biomineralizacién es el proceso que se encarga de la formacién de materiales inorganicos-
orgdnicos estructurados jerdrquicamente generados por organismos vivos (p.e.
microorganismos, animales y plantas), como conchas, huesos y dientes, entre otros. Estos
materiales estdn formados por minerales que pueden ser amorfos, policristalinos o cristales
individuales (Crichton, 2019). La importancia de este proceso esta dada por la capacidad de
control que tienen los organismos para formar estructuras funcionales a partir de elementos
orgdnicos e inorganicos, tomados selectivamente del medio. Estas estructuras han sido de
interés en diferentes areas interdisciplinarias tales como la biomimética, en donde el
entendimiento de procesos bioldgicos y la aplicacién del conocimiento sirven de base para el

desarrollo de materiales sintéticos (Lin y Meyers, 2005).

En particular, los moluscos son considerados ideales para estudiar el proceso de
biomineralizacién, dado que presentan una gran diversidad de estructuras y patrones de
conchas, donde sus principales funciones son dar soporte, proteccién contra depredadores,
proteccion contra la desecacidon o para almacenaje (Simkiss y Wilbur, 1989); ademas, cuentan
con propiedades mecdnicas sobresalientes como la rigidez, dureza y alta resistencia (Currey,
1999; Smith et al., 1999). La sintesis a temperatura ambiente de materiales compuestos
organicos-minerales de altas propiedades mecanicas, el uso de componentes de matriz
bioactiva (factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento) para la reparacién
tisular y el uso de proteinas de la concha como agentes anti-incrustantes biodegradables, son
solo algunas de las aplicaciones que podrian desarrollarse una vez que se comprenda el proceso
biolégico y los factores involucrados en el proceso de formacidon de la concha de estos

organismos (Marin y Luquet, 2004).

La formacion de la concha tiene lugar en el espacio extrapaleal, delimitado por la concha en
crecimiento, el periostraco y el manto. Para alcanzar la sobresaturacidn necesaria para la
formacién de cristales de carbonato de calcio, los iones de calcio y bicarbonato son
transportados a través de la hemolinfa a las células epiteliales, al espacio extrapaleal donde se

forma el fluido extrapaleal (fluido sobresaturado). En este espacio, también se encuentra la
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matriz organica, compuesta de las proteinas que interactlan con los iones minerales dando
lugar a la formacion de cristales, ya sea calcita, aragonita o ambos, con morfologias definidas.
Esta matriz es la encargada de mediar el proceso de biomineralizacidon debido a que regula
diferentes aspectos de la deposicion de cristales como el inicio de mineralizacidn, ensamblaje

en estructuras e inhibicidon (Marin y Luquet, 2004).

La calcita y la aragonita son los cristales o polimorfos mas comunes del carbonato de calcio, y
presentan estructuras romboédrica y ortorrdmbica, respectivamente. La mayor diferencia entre
estos polimorfos esta en la organizacion y la orientacion de las moléculas de carbonato. La
aragonita puede presentar tres morfologias: tejas, bloques hexagonales o esferas, las cuales se
acumulan en forma de pilas o columnas que se empalman con otras (Lin y Meyers, 2005). Por
otra parte, la forma espicular de la calcita asemeja prismas triangulares o conos largos y su

crecimiento estd limitado por la capa externa llamada periostraco (Wilbur y Salenddin, 1983).

Las proteinas que conforman la matriz orgdnica de la concha (SMP, por sus siglas en inglés) son
las encargadas de dirigir la formacién de los cristales de carbonato de calcio y las responsables
de las propiedades particulares de las conchas (Falini et al., 1996). Se sabe que estas proteinas
presentan regio-especificidad, es decir, las proteinas que son secretadas por el epitelio externo
del borde del manto estédn relacionadas con la formacién de la capa prismatica de calcita,
mientras que las proteinas secretadas por la regién dorsal o paleal del manto estdn relacionadas
con la capa nacarada de aragonita (Zhang y Zhang, 2006). Lustrina A (Shen et al., 1997), AP7 y
AP24 (Michenfelder et al., 2003), Perlustrina (Weis et al., 2002), Perlucina (Mann et al., 2000),
son solo algunas de las proteinas relacionadas a la capa nacarada de aragonita; mientras que
Aspeina (Tsukamoto et al., 2004), MSI 31 (Sudo et al., 1997), MSI 7 (Zhang et al., 2003),
Prismalina-14 (Suzuki et al., 2004) son algunas de las proteinas relacionadas a la capa prismatica

de calcita.

Estas proteinas pueden clasificarse como solubles o insolubles, de acuerdo con la fraccion
(altamente variable) en la que se encuentren después de la descalcificacién de la concha con un

acido débil o un agente quelante como el EDTA (Marie et al., 2020; Zhang y Zhang, 2006). Esta
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clasificacién ha sido ampliamente usada para determinar cual de las fracciones que contienen
SMPs controlan el polimorfismo de los cristales de carbonato de calcio (Samata, 1999). Existe la
postura que sostiene que la matriz soluble junto con otras moléculas como quitina, pueden
seleccionar entre la formacién de calcita o aragonita; sin embargo, algunos autores sugieren
que la matriz insoluble esta involucrada en el control de la seleccién del polimorfo (Falini et al.,
1996; Wilbur y Watabe, 1963). Asimismo, se cree que las proteinas solubles, generalmente ricas
en residuos hidrofilicos acidos como el 4cido aspartico, son factores esenciales que determinan
las propiedades mineralégicas y cristalograficas; mientras que las proteinas insolubles, las cuales
contienen una alta proporcién de glicina y alanina, pueden actuar como un marco para la
formacion y organizacién de los cristales de la concha y que ademas, estédn involucradas en el
fortalecimiento de las propiedades mecdnicas (Addadi et al., 2006; Lowenstam y Weiner, 1989;

Marin et al., 2007; Song et al., 2019).

Particularmente, se ha encontrado que la relacién de la fraccidn insoluble de la matriz organica
entre las capas o microestructuras presenta diferencias en su composicion aminoacidica. Por
una parte, la capa prismatica es rica en tirosina, prolina y valina; mientras que la capa nacarada
contiene alanina y asparagina o acido aspartico (Song et al., 2019). A pesar de que se pueden
encontrar ambas microestructuras, se sabe que la matriz insoluble se caracteriza por estar
altamente relacionada a la capa nacarada (Marie et al, 2020). El nacar o madreperla,
compuesto por aragonita, es la microestructura mas estudiada en los moluscos dadas sus
propiedades mecanicas (p.e. dureza, resistencia) y su importancia econdmica, por lo que se
tiene un mayor interés en los genes que codifican para proteinas que estdn asociadas con éste

(Marin y Luquet, 2004).

En general, el estudio de las proteinas de la matriz organica puede llevarse a cabo ya sea
mediante la extraccion de las proteinas de la concha mediante descalcificacion (Michenfelder et
al., 2003; Sudo et al., 1997; Suzuki et al., 2009; Weiss et al., 2000) o mediante clonacién y
caracterizacion de genes relacionados con el proceso de biomineralizacién (Jackson et al., 2007

Shen et al., 1997; Shi et al., 2019; Zheng et al., 2020).
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Aunado a esto, a través de estudios gendmicos, transcriptémicos y protedmicos de las conchas
de moluscos, se han logrado grandes avances en el conocimiento de las proteinas involucradas
en el proceso de biomineralizacién. La clase Bivalvia ha sido la mas estudiada, con 22 géneros y
32 especies, debido al gran interés econdmico del grupo por la industria perlera. Por otro lado,
el estudio de la clase Gastropoda, 13 géneros y 19 especies, se ha concentrado en los géneros
Lottia y Haliotis. Respecto a las demas clases de moluscos, se han reportado pocas

publicaciones (Marin et al., 2020).

A diferencia de los moluscos bivalvos, la informacién disponible sobre las proteinas involucradas
en la formacion de la concha es limitada en gasterdépodos, esto debido a que se le ha dado
preferencia a los moluscos formadores de perlas. Ademas, el conocimiento de proteinas
insolubles contra las solubles es todavia menor, debido a su dificultad para ser aisladas, por lo
gue se requieren estudios enfocados en la busqueda del entendimiento de este grupo particular
de proteinas dada su importancia en el proceso de formacién de microestructuras con
potenciales aplicaciones. Dado esto, el objetivo del presente trabajo es caracterizar y
comprender la funcion de las proteinas insolubles en el proceso de biomineralizacidn, esto por
medio de un estudio bioinformatico de las proteinas de gasterdpodos reportadas en bases de

datos disponibles.



2. ANTECEDENTES

2.1 Biomineralizacion

La biomineralizacion es el proceso de formacién de una fase mineral biogénica realizada por
diferentes seres vivos con fines como proteccidn, soporte, locomocidn, entre otros; importante
para el estudio tanto de la evoluciéon de muchos organismos como de los compuestos organicos-
inorgdnicos que se forman y que poseen propiedades sobresalientes. Algunos de los
organismos, vertebrados e invertebrados, que crean estructuras biomineralizadas son:
humanos, puercos, ratas y ratones, los cuales forman huesos y dientes; pollos, los cuales forman
huesos y la cascara del huevo; corales, los cuales forman su esqueleto; fitoplancton y moluscos,
los cuales forman conchas. Todas estas estructuras tienen en comun el carbonato de calcio,

compuesto quimico clave para la biomineralizacién (Evans, 2019).

De manera general, el proceso estd compuesto por seis etapas: 1) delimitacién y sellado del
espacio de nucleacion; 2) formaciéon de las matrices compuestas por proteinas, y otras
moléculas, que son sintetizadas y exportadas al espacio delimitado para formar el entorno
adecuado para comenzar el proceso de nucleacién; 3) sobresaturacién de iones en el espacio
delimitado, creando la insolubilidad del ambiente para la nucleacion de un sélido inorgéanico; 4)
control de la nucleacién de biominerales por parte de las proteinas y otras moléculas; 5) control
de los biominerales formados para ser depositados; 6) término del proceso de formacién de
biominerales una vez que se alcanza el requerimiento de estos (aragonita y/o calcita)

(Lowenstam y Weiner, 1989).

En particular, la biomineralizacion ha sido ampliamente estudiada en moluscos, dado que son
organismos versatiles respecto a la variedad de tipos y estructuras en sus conchas. Estos
organismos pueden formar minerales tanto amorfos como cristalinos. Los minerales de mayor
interés son los que se forman a partir del carbonato de calcio, formando cristales ya sea de
aragonita o calcita. El filo de los moluscos esta compuesto por 7 clases, de las cuales 5 forman
conchas. Sin embargo, los estudios se han enfocado mayoritariamente en la clase de los bivalvos

y en menor medida en los gasterépodos (Nudelman, 2015).
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Con el objetivo de dilucidar el proceso de biomineralizacién en estos organismos, se han llevado
a cabo investigaciones que van desde lo general a lo particular, con enfoques bioquimicos,
técnicas de biologia molecular y ciencias dmicas (Marin et al., 2016) en moluscos bivalvos
marinos de los géneros Pinctada, Pteria y Crassostrea, (por mencionar algunos) y en los
gasterépodos marinos Lottia y Haliotis que son los géneros mas estudiados (Marin et al., 2020).
A través de ingenieria genética, biologia celular y molecular, entre otras areas de conocimiento,
pueden obtenerse proteinas que estén involucradas en la formacion de la concha de moluscos,
las cuales son de importancia para el entendimiento de este proceso. Alun cuando estos
enfoques son altamente eficientes, para poder comprender el proceso de biomineralizacion de
la concha de moluscos primero se requiere tener conocimiento de la biologia basica de estos

organismos.

2.2 Anatomia de moluscos

Los moluscos estan constituidos por: 1) un manto, 6rgano encargado de depositar los cristales y
de la secrecién de la matriz orgdnica de la concha; 2) el epitelio, que limita los compartimentos
del cuerpo del organismo y se compone por dos capas con diferentes funciones: a) la capa
interna cubre la superficie del cuerpo (manto, hemolinfa, musculo, tejido conectivo y fibras
nerviosas) y acepta iones del medio externo, permitiendo su flujo; b) la capa externa transfiere
calcio, bicarbonato, y otros iones desde el epitelio interno hasta el espacio del fluido
extrapaleal, ademads de secretar compuestos organicos, lo que provoca la deposicién de mas de
un tipo de estructura de concha; 3) el espacio extrapaleal, que contiene fluido extrapaleal
compuesto de sustancias organicas e inorganicas secretadas por el manto, creando el
microambiente para la deposicién de cristales y la formacién de las capas de la concha ya sea
nacarada y/o prismatica; y 4) la concha, cubierta externamente por una capa fibrosa, flexible y
delgada llamada periostracum, la cual protege y sirve como matriz para la deposicién inicial de

cristales de carbonato de calcio (Saleuddin y Petit, 1983; Wilbur y Saleuddin, 1983).

En particular, las conchas varian en formas y tamafios entre clases. En bivalvos, la concha esta
formada por dos mitades o valvas, unidas por una bisagra o ligamento flexible, y pueden tener

apariencia esférica, aplanada y/o alargada. Por otra parte, los gasterépodos estdn constituidos
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por una sola pieza, una concha dorsal enrollada en espiral, generalmente con apertura en el

lado derecho (Brusca y Brusca, 2003; Mollusc of Australia, 2021).

2.3 Composicion de las conchas

La concha de los moluscos esta compuesta por una matriz mineral y una matriz orgdanica. La
matriz mineral esta compuesta de carbonato de calcio, la cual puede representar mas del 95%
del peso, depositado ya sea como calcita en la capa prismatica o capa externa de la concha; y
aragonita, la capa nacarada o interna (Fritz y Morse, 1998). La matriz organica de la concha, que
representa entre el 0.1 y 5% del peso de la concha, estd compuesta por proteinas,
glicoproteinas, lipidos, quitina y polisacaridos acidos. Estas moléculas tienen la capacidad de
inducir la nucleacion de cristales, seleccionar el polimorfo de carbonato de calcio y controlar el
crecimiento y la disposicidn espacial de los minerales; lo que da lugar a las diferentes formas y
estructuras (Falini et al., 1996; Levi-Kalisman et al., 2001). Al ser el principal agente nucleador, la
matriz orgdnica tiene la capacidad de regular la cristalizacidn, permitiendo o inhibiendo el
crecimiento de cristales, segln le convenga al organismo (Marin y Luquet, 2004). Los factores
que influyen en el proceso son las sustancias orgdnicas e inorgdnicas presentes en el fluido
extrapaleal, el sustrato, la solubilidad, el nivel de supersaturacion de carbonato de calcio, y la
tasa de crecimiento de los cristales, influenciada por condiciones ambientales (Wilbur vy

Saleuddin, 1983).

Los cristales, de acuerdo con su crecimiento, pueden formar diferentes estructuras clasificadas
como nacarada, foliada, prismatica, laminar, esferulitica, cruzada, homogénea y granular (Chen
et al., 2012; Currey, 1977; Taylor, 1973; Watabe, 1981). Estas microestructuras pueden
combinarse entre si, formando capas, ya sea Unicamente de aragonita, como en las almejas; de
calcita, como las vieiras o callos de hacha; o de ambas, como en las ostras perleras y los
abulones (Marin et al., 2020). La formaciéon de estas microestructuras es diferente entre
moluscos, como es el caso de las dos clases mads estudiadas: gasterépodos y bivalvos. Respecto
a la capa nacarada o de aragonita, los gasterépodos se caracterizan por formar una estructura
de pilas o columnas no contiguas, sin uniformidad, mientras que en los bivalvos los cristales se
forman como laminas, asemejando una pared de ladrillos que se ensamblan con orientacidn

uniforme (Wilbur y Saleuddin, 1983).



2.3.1 Importancia del nacar

En particular, el nacar resulta de interés en diferentes dreas de conocimiento debido a su
estructura altamente organizada. A través de diferentes estudios tanto in vitro como in vivo
enfocados en ingenieria de tejidos, el nacar ha demostrado diferentes particularidades tales
como bioactividad, biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades osteogénicas y
mecadnicas, lo que hace de esta microestructura un potencial biomaterial (Flausse et al., 2013;
Lépez et al., 2000; Mouries et al., 2002; Rousseau et al., 2003; Shen et al., 2006; Westbroek y
Marin, 1998). Algunas de las aplicaciones mdas prometedoras son: sustituto éseo, inyeccién
directa en defectos éseos, como recubrimiento en implantes, nanotransportadores enfocados
en liberacion de drogas o drug delivery, y como nanomaterial natural y fluorescente (Gherald et

al., 2017).

2.4 Proteinas involucradas en el proceso de Biomineralizacion

La biomineralizacion es un proceso complejo que conlleva la regulacidén por parte de diferentes
proteinas a las cuales se les puede clasificar en cuatro grandes grupos: a) proteinas formadoras
de la matriz: encargadas de formar el ambiente para la nucleacidon mediante interacciones entre
si; b) auxiliares de nucleacién: estas proteinas estan involucradas energéticamente en el
ensamblaje de iones, formacién de cristales y organizacion de la fase mineral; c) proteinas
comunicadoras: responsables de la comunicacidn tanto entre células como entre células con la
matriz, con el fin de regular el proceso; d) remodeladoras: proteasas o inhibidores de proteasas,
encargadas de controlar el entorno de la matriz, ya sea para promover el crecimiento y

deposicion de minerales, o para poner fin al proceso (Evans, 2019).

En particular, las proteinas encargadas de la formacién de la concha se les conoce como
proteinas de matriz organica o “SMP” (por sus siglas en inglés, Shell Matrix Proteins). Este grupo
de proteinas se encarga de la formacion de los compuestos minerales de los que se ha hablado
anteriormente (p.e. calcita y/o aragonita) los cuales forman las capas o microestructuras,
nacarada y prismatica, que caracterizan a las conchas de los moluscos. La estructura primaria de
estas proteinas, asi como su funcién y su secuencia de aminodacidos ha sido objeto de estudio

para entender el proceso de biomineralizaciéon (Marin y Luquet, 2004; Zhang y Zhang, 2006).
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Con el fin de comprender la funcion de estas proteinas, se han llevado a cabo diferentes
estudios enfocados en transcriptémica y protedmica, en donde se analiza una gran cantidad de
informacién respecto a genes y proteinas. Estos estudios contribuyen significativamente al
conocimiento de los potenciales involucrados en el proceso de biomineralizacion (Shi et al.,
2019; Werner et al., 2013). En particular, algunos investigadores se han enfocado en realizar
diversos estudios protedmicos, analizando el contenido completo de las proteinas de concha de
varios modelos de moluscos (Feng et al., 2017; Marie et al., 2010, 2012; Mann et al., 2012,

2018), por lo que a estos proteomas se les conoce como “shellomas” (Marin et al., 2013).

Si bien la acelerada obtencién de informacion ha beneficiado el campo de investigacion, se
requiere de un analisis mas detallado del conjunto de resultados obtenidos para llegar a
conclusiones mas precisas sobre el proceso de formacién de la concha de estos organismos.
Uno de los métodos que han resultado favorables para el estudio de estas proteinas en
conjunto ha sido su caracterizacién bioquimica y clasificacion dentro de diferentes grupos con

los cuales se puede llegar a determinar cualidades especificas.

2.5 Caracterizacidn de proteinas

Las proteinas ya caracterizadas son una base importante para poder identificar otras proteinas
involucradas en la formaciéon de la concha de los moluscos. Estas pueden tener diferentes
clasificaciones segun el enfoque que se le quiere dar. Una de ellas es la clasificacidon segun la
capa de la cual provengan, ya sea nacarada o prismatica. Algunas proteinas de la capa nacarada
de moluscos son Perlucina y Perlustrina, identificadas en Haliotis laevigata (Weiss et al., 2000),
AP7 y AP24 identificadas en Haliotis rufescens (Michenfelder et al.,, 2003), N66 y N14
identificadas en Pinctada maxima (Kono et al., 2000); y de la capa prismatica de calcita se ha
identificado a la proteina MS31 (Sudo et al., 1997) y la Nacreina (Miyamoto et al., 1996) ambas
aisladas de Pinctada fucata.

Las proteinas también se pueden clasificar de acuerdo con su punto isoeléctrico (pl) tedrico, ya
sea en proteinas extremadamente dcidas (pH <4.5), moderadamente acidas (de pH >4.5a pH <
6) o proteinas basicas (pH >7). Partiendo de esta clasificacion, se pueden considerar varios

puntos importantes de las proteinas de la concha: a) Respecto a las proteinas extremadamente
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acidas, estas son las mas dificiles de purificar y se cree que estdn mayormente asociadas con la
calcita de las conchas de los moluscos (Hare, 1963). Por otra parte, estas proteinas se asocian
con un alto contenido de residuos de acido aspartico y dada su cadena lateral corta, supone la
facilidad de unidn a iones de calcio, por lo que pueden clasificarse en el grupo de proteinas de
baja afinidad y alta capacidad de unidn a calcio (Maurer y Hohenester, 1997). b) Respecto a las
proteinas moderadamente acidas, estas estdn mayormente relacionadas con la formacién de
aragonita; sin embargo, hay algunas excepciones, ya que se han aislado proteinas bdsicas
relacionadas con esta microestructura (Marin, 2007). En otras palabras, se cree que el punto
isoeléctrico estd asociado al polimorfismo del cristal de carbonato de calcio, ya sea pl < 4 para la

capa de calcita, y pl >4 para la capa de aragonita (Zhang y Zhang, 2006).

Las SMPs también se caracterizan por la predominancia de algunos aminoacidos, usualmente
tres o cuatro, de los que los mas comunes son glicina, acido aspartico y serina. En menor medida
se han encontrado la prolina, cisteina, tirosina, leucina y asparagina. Se ha visto que algunos
aminodcidos dominantes, como el acido aspartico, estan asociados con microestructuras
calciticas, mientras que ninguna de las proteinas que se han caracterizado de la capa nacarada

es rica en estos aminodacidos (Marin y Luquet, 2004).

Asimismo, las proteinas pueden clasificarse dependiendo de su solubilidad, como fraccién
soluble e insoluble, después de la descalcificacion de la fase mineral, esto al usar soluciones
como EDTA, acido diluido (acido acético al 10%), agua Milli-Q, urea o detergentes (Marin y
Luquet, 2004; Samata, 2004, Zhang y Zhang, 2006). Esta caracteristica en particular se ha

utilizado como paso estratégico para la obtencion y purificacion de las SMPs.

2.6 Fraccionamiento de proteinas

El proceso de descalcificacidn tiene como resultado dos fracciones organicas con una relacién
altamente variable: la fraccion soluble en la soluciéon de descalcificacién, la cual representa
entre 0.03 y 0.5% del peso de la concha; y la fraccién fuertemente insoluble, la cual tiene una
mayor variacion que va desde 0.01% a 4-5% del peso de la concha (Marin, 2007). Dada esta
variabilidad, la obtencion de proteinas insolubles es mas complicada, por lo que son pocas las

proteinas que se han logrado aislar y caracterizar en comparacidn con las proteinas solubles.



11

Algunas de las proteinas insolubles aisladas y caracterizadas de la capa nacarada, y relacionadas
con la formacion de aragonita, son: Lustrina A aislada de Haliotis rufescens (Shen et al., 1997);
MSI60, N16, Nacreina, Pif 97 y Pif 80, asiladas de Pinctada fucata (Bahn et al., 2015; Bahn et al,,
2017; Miyamoto et al., 1996; Samata et al., 1999; Sudo et al., 1997). Asi mismo, la perlina, que
es una proteina insoluble aislada de las perlas, que equivale a la capa nacarada dada su
composicion de cristal de aragonita y matrices orgdnicas, es un modelo mas simple de estudio

(Miyashita et al., 2000).

Algunas de las proteinas insolubles, relacionadas con la microestructura prismatica de calcita
son MSI31 y MSI7, aisladas de Pinctada fucata (Sudo et al., 1997; Zhang et al., 2003). En
particular, el conocimiento sobre proteinas insolubles caracterizadas de organismos
gasterdpodos marinos es menor respecto a las proteinas insolubles de organismos bivalvos. En
la Tabla 1 se muestran las proteinas mas representativas de organismos gasterépodos en donde

se visualiza la falta de informacidn sobre proteinas insolubles a comparacién con las solubles.

Tabla 1. Proteinas de moluscos gasterdpodos aisladas de la concha en los ultimos 20 aios.

Proteina Funcion Referencia

Perlucin'  Acelera la precipitacion de CaCO; Weiss et al., 2000

Perlustrin*  Proteina de unién a IGF Weiss et al., 2000

AP7? Controla nucleacién de cristales Michenfelder et al., 2003
Solubles AP24° Posee sitios de unién a Ca** Michenfelder et al., 2003

AP8? Modifica los cristales de calcita  Fu et al., 2005

Perlawapin ! Inhibe formacién de cristales Treccani et al., 2006

Perlinhibin * Inhibe formacién de nacar Mann et al., 2007

ML5A7 * Regula el crecimiento de calcita Marie et al., 2010
Insolubles Peroxidasa* Forma y repara la concha Marie et al., 2012

Perlawapin ! Inhibe formacién de cristales Mann et al., 2018

., . . . . . e . 1 . . . 2 . g 3
Notas: Los superindices indican la especie de la cual fueron identificadas las proteinas. = Haliotis laevigata, “ Haliotis rufescens,
Haliotis asinina, ™ Lottia gigantea. IGF: factor de crecimiento similar a la insulina, por sus siglas en inglés.
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La importancia de las proteinas insolubles de la matriz estd dada por la funcion que se les ha
atribuido segun diferentes estudios. Inicialmente, se creia que las proteinas insolubles de la
matriz controlaban los polimorfismos de carbonato de calcio mediante la precipitacion de iones
(Song 2019; Watabe y Wilbur, 1960; Wilbur y Watabe, 1963); sin embargo, en diversos estudios
se ha demostrado que las proteinas solubles de la matriz de la concha son las responsables de
esta funcion (Belcher et al., 1996; Cariolou y Morse, 1988; Falini et al., 1996; Feng et al., 2000;
Thompson et al., 2000; Weiner y Hood, 1975; Zaremba et al., 1996).

Posteriormente, se determind que la fraccidn insoluble estd compuesta por B-quitina y otras
proteinas similares a la seda (silk-like), relativamente hidrofébicas y ricas en alanina vy glicina,
cuya funcién principal es dar estructura al marco tridimensional en el que se formara la fase
mineral (Weiner y Traub, 1980; 1984). Asi mismo, se determind que la fraccion soluble esta
compuesta por proteinas acidas, ricas en acido aspartico y/o acido glutamico cuya funcién es
controlar la nucleacidn, la morfologia y la seleccion del polimorfo (Young et al., 1977; Weiner y

Traub, 1980).

De manera andloga, en estudios mas recientes se sostiene que las proteinas de la matriz
insoluble son las responsables de crear el entorno necesario para que se lleve a cabo el
crecimiento de cristales y proveen, ademads, la superficie base para la formacién de la concha
(Marie et al., 2012). Otros autores explican que principalmente las proteinas de la matriz
insoluble, asi como otras moléculas, proporcionan sitios en los que se lleva a cabo la nucleacion;
es decir, forman las bases en las que ordenadamente se depositan los iones de calcio y
carbonato (Liu et al., 2015). Ademas de plantear que las proteinas de la fraccion insoluble
funcionan como marco para la formacidn de la concha, también se les responsabiliza de
acentuar las propiedades mecdnicas de las conchas, mientras que a las proteinas de la fraccion
soluble se les considera esenciales en la determinacion de las propiedades de la concha (p.e.
seleccion del polimorfo y la microestructura) (Addadi et al., 2006; Cusack y Freer, 2008; Marie et
al., 2012; Marin et al., 2008; Morse et al., 2007). Por tanto, todos estos estudios confirman la
importante contribucién de las proteinas de la matriz insoluble en el proceso de

biomineralizacion.
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2.7 Funcionalidad de proteinas

A través de diferentes estudios, se ha logrado descifrar la funcionalidad de diversas SMPs, tanto
solubles como insolubles, tales como AP7, que modula el ensamblaje de la matriz, la nucleacidn
y el crecimiento de cristales (Amos et al., 2009; Wutsman et al., 2004); AP8, que modifica la
morfologia de los cristales de calcita (Fu et al., 2005); N16, la cual lleva a cabo la estabilizaciéon
mineral biogénica (Brown et al., 2014); N19, reguladora negativa de la calcificacion (Yano et al.,
2007); Pif, la cual se une a cristales de aragonita y regula la formacion de nacar (Suzuki et al.,
2009); Perlwapin, inhibidora del crecimiento de cristales de carbonato de calcio (Treccani et al.,
2006); Dermatopontin, la cual participa en la formacién de nacar (Lépez et al., 1992); por

mencionar algunas.

Dado los hallazgos de una gran diversidad de proteinas, clasificarlas en grupos resulta ser
conveniente para su analisis. De acuerdo con su funcion dentro del proceso de
biomineralizacién, se les puede clasificar como: a) formadoras del marco o revestimiento de la
estructura organica: proteinas “silk-like fibroin” y proteinas formadoras de gel que proveen
funciones especificas como ductilidad, elasticidad y resistencia a la fractura; b) proteinas
intercristalinas: proteinas que existen en el interior de la calcita o aragonita, generando
porosidad, que aligeran y fortalecen los cristales; c) formadoras de perlas o reparadoras:
proteinas que actlan en respuesta a irritantes o virus, recubriendo estas entidades con capas de
fase mineral prismatica y nacar, creando una perla en el proceso o proteinas que reconstruyeny
reparan las capas de la concha en respuesta a dafios, respectivamente; y d) proteinas
proteoliticas: proteasas especificas de proteinas que inducen su fragmentacion para inducir
cambios en el proceso de biomineralizacién, ademas de inhibidores de proteasas, que detienen

el proceso proteolitico en la matriz (Evans, 2019).

Por otra parte, una caracteristica comun de muchas de las SMPs de moluscos es su organizacién
modular, donde cada mdédulo corresponde a un dominio funcional. Por lo tanto, muchas de las
proteinas de la matriz extracelular son multifuncionales. Mediante el analisis de las secuencias
de cada proteina, se ha logrado deducir e hipotetizar la funcién de estos dominios. Los dominios

mas comunes entre estas proteinas son: a) anhidrasas carbdnicas, con posible funcién de
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sintesis de bicarbonatos; b) dominios acidos cortos, con posible funcién de unién a calcio; c)
repeticiones cortas de un aminoacido (Gly, Ala, Asp o Ser), de dos aminoacidos (GlySer O
GluAsn), seis o mas residuos; d) bloques poli-A o poli-G con posible funcion estructural; e)
dominios ricos en glicina, con posible funcién estructural de hojas R; f) dominios de glicina y

serina, con posible funcién de formacién de loops; entre otros (Marin, 2004; 2007).

2.7.1 Dominios

Algunas de las proteinas con dominios asociados a una funcionalidad y que estdn presentes en
moluscos gasterdpodos se presentan en la Tabla 2. De forma general, se puede observar
dominios involucrados directamente en el proceso de biomineralizacién, ya sea dando
estructura, favoreciendo, inhibiendo o modulando la formacién de cristales, o sintetizando
precursores como lo es el bicarbonato; dominios de unién a moléculas, ya sea carbohidratos
como la quitina, a iones como el calcio, a zonas especificas como la matriz extracelular o a

factores de crecimiento; y un dominio que presenta actividad enzimatica.

Gracias a los diferentes estudios protedmicos realizados por diferentes autores, se han podido
determinar y clasificar los dominios funcionales relacionados con la biomineralizacion. Algunos
de ellos son los dominios con funcién enzimatica (p.e., proteasas, peroxidasas, tirosinasas), con
funcidén de inhibicidon de proteasas o de inmunidad (p.e., Kunitz-like, 1gG-like), con capacidad de
aglutinamiento de cationes divalentes (p.e., Fe/Cu, Ca, ependiminas, EF-hand), dominios con
regiones de baja complejidad (p.e., N/Q-rich, A/G-rich, C/M-rich), dominios de matriz
extracelular o moléculas de unién a matrices extracelulares (p.e., EGF-like, SUSHI, Fibronectina,
Zona Pelucida), dominios de unién a sacaridos (p.e., quitina, lectina tipo C, quitinasa), por

mencionar algunos (Marin et al., 2020).
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Tabla 2. Dominios presentes en proteinas aisladas de gasterdpodos y sus funciones asociadas.

Proteina Dominio Funcién asociada Referencia
Lustrin A® C/P, GS Dar estructura, inhibidor de proteasas Shen et al., 1997
Perlucina * Lectina tipo C Unidn a carbohidratos Mann et al., 2000
Perlustrin 2 Unidén a IGF Interaccidn de células de unién a IGF Weiss et al., 2000
Perlawapin 2 WAP Inhibe el crecimiento de CaCO; Treccani et al., 2006

Miyamoto et al.,

Nacreina > a-CA, G-X-N Sintesis de HCO;

2003
BSMP * VWA Modula morfologia cristalina Werner et al., 2012
BSMP * Unidn a quitina  Unidn a quitina
Ependimina ’ Ependimina Unidn a calcio Marie et al., 2010
Ferritin-like ® Ferritin Actividad ferroxidasa Mann et al., 2012
LUSP-17°© EGF, ZP Union a ECM, sefializacidn Marie et al., 2012
Peroxidasa ° Peroxidasa Actividad enzimatica Marie et al., 2012

Notas: Los superindices indican la especie de la cual fueron identificadas las proteinas. ! Haliotis rufescens, ? Haliotis laevigata,

® Turbo marmoratus, * patella vulgata, > Haliotis asinina, ® Lottia gigantea. C/P: Cisteina/Prolina. GS: Glicina y Serina. IGF:insulin-
like Growth Factor. WAP: Whey Acidic Protein. BSMP: blue mussel shell protein. VWA: von Willebrand factor A, por sus siglas en
inglés. CA: anhidrasa carbdnica. EGF: epidermal growth factor-like. ZP, zona pellucida. ECM: matrices extracelulares.

2.7.2 Dominios o regiones de baja complejidad

Por otra parte, se cree que la funcionalidad de las proteinas puede estar ligada a las regiones o
dominios de baja complejidad. Las regiones o dominios de baja complejidad o LCR/LCD (Low
Complexity Regions/Low Complexity Domains, por sus siglas en inglés) son secuencias de
aminodcidos que se caracterizan por el predominio de uno o pocos residuos; estas regiones
pueden ser secuencias cortas (10 aminoacidos aproximadamente) o largas (75 a 200
aminodcidos) y la mayoria son intrinsecamente desordenadas (no exhiben ninguna estructura
secundaria o terciaria especifica). En modelos eucariontes, se sabe que estas regiones pueden
desempeiiar funciones como la modulacién de las interacciones proteina - proteina, proteina -
acidos nucleicos, localizacién subcelular de proteina y activacion de factores de transcripcién,

entre otros; sin embargo, estas funciones no se han demostrado en moluscos, por lo que la



16

mayoria de LCR tienen una funcion desconocida, respecto a modelos de biomineralizacién

(Marin, 2020; Toll-Riera et al., 2012).

Algunas LCR con funciones conocidas en moluscos son: a) ricas en acido aspartico, las cuales
tienen capacidad de unir iones de calcio, se cree que pueden actuar como nucleadores y que
pueden inhibir el crecimiento de cristales cuando estdn en solucidn; b) ricos en serina o
treonina, los cuales pueden tener funciones similares a la regién de acido aspartico, esto debido
a sus potenciales sitios de fosforilacion; regiones hidrofébicas (p.e. glicina, alanina, valina o
leucina), las cuales se encuentran en la fraccidn insoluble de las conchas de moluscos, y
desempeiian papeles estructurales en donde crecen los cristales; c) las regiones basicas (p.e.
lisina o arginina), se cree que pueden interactuar con las regiones ricas en acido aspdrtico, con
bicarbonato y con iones de carbonato, dada sus propiedades de carga poli-catiénicas. Por otra
parte, la importancia funcional de regiones ricas en metionina, cisteina, asparagina, glutamina y

prolina aun no son claras (Marin et al., 2020).

Si bien todos estos estudios, en su conjunto, han contribuido significativamente al
entendimiento del proceso de biomineralizacién, aln falta mucho no solo por descubrir sino por
relacionar, para lo cual la informacién existente y que se genera dia a dia debe organizarse

adecuadamente para contribuir al entendimiento de este proceso tan complejo.
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3. JUSTIFICACION

La versatilidad de las estructuras de las conchas, asi como sus propiedades (p.e., rigidez, dureza,
resistencia), principalmente provistas por la presencia de ndacar, hacen de los moluscos
gasterdopodos un modelo clave para el estudio y entendimiento del proceso biolégico de
biomineralizacién. Particularmente, el enfoque de multiples investigaciones va dirigido a las
proteinas involucradas en la formacién de esta estructura ya que podrian ser la base para el
desarrollo de nuevos biomateriales en diferentes industrias, principalmente en el area de la
salud. Sin embargo, los estudios se limitan hacia las proteinas de la fraccidn soluble de modelos

determinados como econdmicamente importantes, como lo es la ostra perlera y el abulén.

Esta investigacion busca contribuir al conocimiento sobre las caracteristicas que definen a un
conjunto de proteinas insolubles de la matriz organica de las conchas de moluscos
gasterdpodos, las cuales han sido poco estudiadas de manera individual. Por medio de
herramientas bioinformaticas, se busca analizar y caracterizar a este particular grupo de
proteinas, con el objetivo de establecer particularidades que permitan el entendimiento de su
papel en el proceso de biomineralizacidn. Este trabajo, facilitara el estudio de futuras proteinas
aisladas, permitiendo su comparacion para encontrar homologias, o bien, dando paso al

descubrimiento de nuevas proteinas.

De manera local, el conocimiento sobre las proteinas involucradas en la formacidon de
microestructuras podria beneficiar a la industria perlera, importante para la Paz, Baja California
Sur. Este aporte podria contribuir, en un futuro, al uso y manejo de los organismos utilizados, asi

como en el mejoramiento de la eficiencia del proceso de formacién de perlas.
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4. HIPOTESIS

Si el proceso de biomineralizacién en moluscos cuenta con un conjunto de proteinas insolubles
para la formacion de la concha, las proteinas involucradas comparten una relacion filogenética,
asi como caracteristicas homdlogas en su estructura y funcién, entonces es posible la
identificacion y caracterizacion de SMPs insolubles no descritas en gasterdopodos en repositorios

bioinformaticos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar las similitudes y diferencias entre las proteinas insolubles relacionadas a la

formacién de la concha en gasterdpodos.

5.2 Objetivos particulares

® Generar una base de datos de proteinas insolubles relacionadas con la formacién de
conchas de gasterdpodos.

e Analizar las caracteristicas bioquimicas de las proteinas que integran la base de datos
generada.

® Analizar las secuencias reportadas de las proteinas utilizando herramientas

bioinformaticas.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Base de datos de proteinas insolubles a partir de conchas de gasterépodos.

6.1.1 Busqueda de proteinas

Se utilizaron dos bases de datos (PubMed y Proteinas) del repositorio publico Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica, NCBI (National Center for Biotechnology Information, por sus
siglas en inglés) (Wheeler et al., 2007) para la identificacion de proteinas insolubles aisladas de
la concha de gasterépodos relacionadas con el proceso de biomineralizacidon. Se utilizaron
palabras clave que cumplieran con el objetivo de identificar proteinas insolubles de la matriz de
la concha. Los resultados se filtraron por clase (gastropoda) y/o por especie (especificamente
organismos marinos). Por lo tanto, se realizd una revision bibliografica en la base de datos de
literatura PubMed utilizando las siguientes palabras clave: insoluble matrix shell proteins Lottia
gigantea; shell matrix proteins Haliotis laevigata; y shell forming proteins + gastropoda. Por otra
parte, se realizé la busqueda directa en la base de datos de proteinas utilizando las siguientes
palabras clave: shell protein Haliotis rufescens; insoluble matrix shell protein + gastropoda AND
Haliotis asinina; y mollusca matrix shell protein AND Lottia gigantea. Las palabras clave que no

tuvieron resultados satisfactorios o esperados no son mencionadas.

Ademas de NCBI, se utilizé6 UniProt (Bateman et al.,, 2021) y Ensemble Metazoa (Howe et al,,
2020) para recabar la informacién de cada proteina seleccionada: nombre de la proteina,
numero de acceso y las caracteristicas bioquimicas reportadas. Asi mismo, se obtuvieron las

secuencias de aminodcidos, en formato FASTA, de cada proteina.

6.2 Caracteristicas de las proteinas insolubles

De acuerdo con la literatura reportada, se consideraron como caracteristicas importantes para
estudiar a las proteinas de la matriz orgdnica de la concha de moluscos, y que deben formar
parte de la base de datos, las siguientes: microestructura; peso molecular (kDa); punto
isoeléctrico; nUmero de aminoacidos; presencia de péptido sefal; estatus en el registro de la
secuencia (completa o incompleta); los tres aminoacidos predominantes en la composicion de la

proteina; presencia de dominios, motivos y/o regiones de baja complejidad; presencia de
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modificaciones postraduccionales (p.e. glicosilaciones, fosforilaciones y/o enlaces disulfuro); y

posible funcidn.

6.2.1 Caracterizacion de proteinas

Se realizé un andlisis in silico de las secuencias de proteinas obtenidas de las bases de datos
utilizando herramientas bioinformaticas para su caracterizacion. En la Tabla 3 se muestran las
caracteristicas y la herramienta utilizada para su determinacién. La Unica caracteristica que no
se determind in silico fue la microestructura ya que esta informacién se obtuvo directamente de

la literatura.

Tabla 3. Herramientas utilizadas para la caracterizacién de secuencias.

Caracteristica Herramienta Referencia

pl, MW, composicién aminoacidica ExPasy ProtParam Gasteiger et al., 2005

Longitud de secuencia, pares de bases NCBI, Ensembl Metazoa Wheeler et al., 2007; Howe et al., 2020

Presencia de péptido sefial SignalP Almagro et al., 2019
Estatus de registro de la secuencia UniProtKB/Swiss-Prot  Bateman et al., 2021
Glicosilaciones NetNGlyc, NetOGlyc, Julenius et al., 2005
Fosforilaciones NetPhos Blom et al., 1999

Enlaces disulfuro DISULFIND Ceroni et al., 2006
Prediccidon de motivos MotifScan Marchler-Bauer et al., 2013
Prediccion de dominios PROSITE Sigrist et al., 2021

Regiones de baja complejidad SMART Letunic et al., 2021

Prediccion de funcion InterProScan Jones et al., 2014
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6.3 Comparacion de caracteristicas de las proteinas insolubles de la base de datos generada

para gasterépodos.

Una vez que se completd la base de datos, se realizé un andlisis general de la informacion
mediante observacién de las tendencias en cada caracteristica, para establecer parametros y
realizar la comparacion de caracteristicas entre las proteinas insolubles seleccionadas, esto por
medio de diagramas de Venn, graficas de barras, graficos circulares y tablas comparativas (Tabla

a).

Tabla 4. Parametros determinados para cada caracteristica.

Caracteristica Parametros
Microestructura Nacarada, Prismatica, Ambas
Peso Molecular (kDa) <50, 50-99, >100, desconocido
Punto isoeléctrico Acido (<7), Basico (27)
Longitud de secuencia Pequefia (£200), Mediana (201-699), Grande (=700)
Presencia de péptido sefial Si, No

Estatus de registro de secuencia Completa, Incompleta

Composicidon aminoacidica Los 3 aminoacidos con mayor porcentaje
Dominios Presencia, cantidad y tipo

Motivos Presencia y cantidad

Regiones de baja complejidad Presencia y cantidad

Modificaciones postraduccionales Presencia, cantidad y tipo

Posible funcion Enzimatica, transporte, regulacién, estructural

6.4 Identificacion de grupos de proteinas usando un arbol guia

Se realizé el alineamiento multiple de las secuencias de aminodcidos de las proteinas insolubles
completas. Las secuencias se rasuraron eliminando el péptido sefial (identificado con la
herramienta Signal P 5.0; Almagro et al., 2019) y el alineamiento multiple se realizé con Clustal

Omega (Sievers et al.,, 2011). Con base en el drbol generado por el programa (guia), se
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identificaron grupos preliminares segun los clados formados. Una vez identificadas las
secuencias de cada clado o grupo, se analizaron por separado con MegaX (Stecher et al., 2020).
De los alineamientos obtenidos por cada grupo, se elaboraron arboles filogenéticos utilizando el
método de Neighbor Joining usando un Bootstrap de 1000. De cada drbol filogenético, se
analizo la relacion de los nodos que tuvieran valores de bootstrap > 50%. Asi mismo, se analizo
la relacién que tienen con el proceso de biomineralizacidon en organismos gasterépodos basado

en la literatura reportada.
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7. RESULTADOS

7.1 Base de datos de proteinas insolubles obtenidas de conchas de gasterépodos.

7.1.1 Obtencion de proteinas

Empleando las bases de datos del NCBI (PubMed y Proteinas), se obtuvieron resultados de
proteinas insolubles obtenidas de conchas, para cada conjunto de palabras usadas, de los cuales
las proteinas se obtuvieron de forma directa. En la Tabla 5 se muestran las palabras clave usadas
en cada busqueda, los resultados totales y los resultados objetivo, asi como las proteinas
obtenidas en cada uno; en las palabras entre paréntesis se sefiala la base de datos de la que se

obtuvieron los resultados.

Tabla 5. Informacién de busqueda.

Palabras clave Hits totales Hits blancos  Proteinas
Insoluble matrix shell proteins Lottia gigantea 2 (literatura)* 1 427
Shell matrix proteins Haliotis laevigata 5 (literatura)* 1 76
Shell forming proteins + gastropoda 12 (literatura)" 1 13
Shell protein Haliotis rufescens 4 (proteinas)’ 1 1
Insoluble matrix shell protein + gastropoda AND Haliotis asinina 13 (proteinas)’ 13 13
Mollusca Matrix Shell protein AND Lottia gigantea 34 (proteinas)’ 24 24

Notas: - Resultados obtenidos de la base de datos PubMed de NCBI. 2 Resultados obtenidos de la base de datos de proteinas de
NCBI.

En total, se encontraron 554 proteinas provenientes de nueve especies de moluscos
gasterdpodos, una de ellas perteneciente al género Lottia y ocho al género Haliotis. La
distribucién de las proteinas segun la especie se muestra en la Tabla 6 (en orden descendente).
Las secuencias de aminodcidos de Lottia gigantea se recuperaron de Ensemble metazoa,
mientras que las secuencias de Haliotis laevigata se obtuvieron de Uniprot. Todas las demas

secuencias se obtuvieron de la base de datos de proteinas de NCBI.
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Tabla 6. Proteinas por especie.

No. Especie Proteinas
1 Lottia gigantea 451
2 Haliotis laevigata 79
3 Haliotis asinina 15
4 Haliotis rubra 2
5 Haliotis varia 2
6 Haliotis ovina 2
7 Haliotis rufescens 1
8 Haliotis discus hannai 1
9 Haliotis tuberculata 1

Total 554

7.2 Caracterizacion de proteinas

La caracterizacion de proteinas se llevd a cabo de acuerdo con los parametros previamente

establecidos. A continuacion, se describen los resultados obtenidos para cada caracteristica.

7.2.1 Microestructura

De acuerdo con la informacion reportada en literatura, se encontré que, de las 554 proteinas,
60 estan relacionadas con la capa nacarada, 24 con la capa prismatica y 34 estan relacionadas
con ambas capas. Por otra parte, el resto de las proteinas encontradas (436) no cuentan con

una asociacién definida a alguna microestructura (Fig. 1).
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Prismatica
24

Desconocida 436

Figura 1. Distribucion de las proteinas entre las diferentes fracciones de la concha. Diagrama de
Venn mostrando las proteinas asociadas a la capa nacarada, prismatica, ambas capas o sin
microestructura definida.

7.2.2 Caracteristicas bioquimicas

Se determinaron las caracteristicas bioquimicas de las proteinas de la base de datos creada, p.e.
peso molecular, el punto isoeléctrico, la longitud aminoacidica, la presencia de péptido sefial y

el estatus de secuencia (Fig. 2).

Peso molecular. Se determinaron tres rangos para su analisis y se encontré que, de las 554
proteinas, 413 pesan menos de 50 kDa, 105 pesan entre 50 y 99 kDa, y 36 pesan mas de 100
kDa.

Punto isoeléctrico. Para su clasificacion, se establecieron dos intervalos, de acuerdo con los
valores observados previamente. Se encontrd que, de las 554 proteinas, 335 proteinas pueden
considerarse acidas, ya que tienen un valor de pl menor a 7, y 219 basicas, ya que tienen un
valor de pl mayor o igual a 7.

Longitud de la secuencia de aminoacidos. Se establecieron tres parametros para su analisis,
encontrandose que, de las 554 proteinas, 148 son consideradas pequefias (secuencia
constituida por 200 aminoacidos o menos), 343 medianas (secuencia constituida entre 201 a

699 aminodcidos) y 63 secuencias grandes (proteinas compuestas por 700 aminoacidos o mas).
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Presencia de péptido sefial. De las 554 proteinas, 198 presentan péptido senal, mientras que
356 no.

Estatus de registro de la secuencia. Para esta caracteristica se considerd si el registro de la
proteina consistid en la secuencia de aminodcidos completa o incompleta (fragmento). De las
554 proteinas, se encontré que 501 registros de proteinas cuentan con las secuencias
completas, mientras que 53 registros proteinas consisten Unicamente de un fragmento de la

proteina; en la Figura 2 se muestra el concentrado de los resultados antes mencionados.

Estatus Secuencias completas

Péptido Sefial Presencia Sin presencia

Longitud (aa) Pequena Mediana

Acidas Basicas

Peso (kDa) 50-99

0 100 200 300 400 500
CANTIDAD DE PROTEINAS

Figura 2. Distribucion de proteinas de acuerdo con limites establecidos para cada caracteristica.
Las barras corresponden a las caracteristicas de las proteinas. El degradado de color en cada una
representa los parametros establecidos.

7.2.3 Analisis de contenido de aminoacidos (dominantes)

De acuerdo con los tres aminodacidos con mayor frecuencia (en porcentaje de composicion) en
las secuencias de aminoacidos de las proteinas analizadas, se identificaron siete aminoacidos
dominantes. Estos aminoacidos considerados “dominantes” representan entre el 7 y 35% de la
composicion total de las secuencias de proteinas que contienen uno o mas de estos. Los

aminodcidos dominantes son: treonina (Thr), presente en 106 proteinas; valina (Val), presente
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en 158 proteinas; alanina (Ala), presente en 161 proteinas; lisina (Lys), presente en 170
proteinas; serina (Ser), presente en 184 proteinas; glicina (Gly), presente en 218 proteinas; y

leucina (Leu), presente en 262 proteinas (Fig. 3).

300
262
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218

200 184
158 161 170

150

106
100

CANTIDAD DE PROTEINAS

50

Thr Val Ala Lys Ser Gly Leu
AMINOACIDOS DOMINANTES

Figura 3. Aminodcidos dominantes en las secuencias de proteinas. Representacion grafica de la
cantidad de proteinas que presentan uno o mas de estos siete aminodcidos dominantes.

De igual manera, se determinaron los aminoacidos dominantes de las proteinas en relacién con
una microestructura definida (Fig. 4). De las 60 proteinas relacionadas a la capa nacarada, los
aminodacidos dominantes resultaron ser: serina (Ser), presente en 22 proteinas; prolina (Pro),
presente en 26 proteinas; y glicina (Gly), presente en 33 proteinas. De las 24 proteinas
relacionadas a la capa prismatica, los aminodcidos dominantes son: glicina (Gly), presente en 10
proteinas; serina (Ser), presente en 12 proteinas; y treonina (Thr), presente en 14 proteinas.
Respecto a las 34 proteinas relacionadas con ambas capas, los aminoacidos dominantes son:
leucina (Leu), presente en 12 proteinas; alanina (Ala), presente en 13 proteinas; y glicina (Gly),

presente en 21 proteinas.
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Figura 4. Representacién grafica de la cantidad de proteinas que presentan uno o mas
aminoacidos dominantes de acuerdo con la microestructura identificada.

7.2.4 Dominios

Mediante el analisis de prediccién de dominios, se encontré que de las 554 proteinas 340
presentan al menos un dominio conocido, mientras que en 214 proteinas no se encontré
coincidencia con algun dominio reportado. Entre las proteinas de la base de datos, la
clasificacién de dominios, de acuerdo con su presencia y nimero, se establecié como dominios

mas representados y dominios menos representados.

Los dominios mas representados para la base de datos creada son: A2M (a-2-macroglobulin),
Annexin, Gelsolin-like, dominios ricos en glicina (Gly), Ciclofilina PPlasa, RAB, dominios ricos en
alanina (Ala), SCP-like (Secreted Cysteine Rich Protein, por sus siglas en inglés), ZP (Zona
Pelucida), EF hand, EGF-like (Epidermal Growth Factor, por sus siglas en inglés), Anhidrasa
carbdnica, Proteosoma alfa, Small GTP binding, Tioredoxin, WR1 (Worm-specific repeat type 1,
por sus siglas en inglés), WAP (Whey Acidic Proteins, por sus siglas en inglés), Ependymin-like y

dominio de unidn a quitina (Fig. 5).
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ZP 5
SCP like
Ala rich
RAB 4
Ciclofilin PPlase
Glycine rich
Gelson-like
Annexin
A2M

DOMINIOS

1 3 5 7 9 11 13 15
CANTIDAD DE PROTEINAS

Figura 5. Representacion grafica de la relacidon entre los dominios de mayor presencia en las
proteinas de la base de datos (de un total de 554) y el nUmero de proteinas en las que fueron
identificados.

Por otra parte, los dominios menos representados fueron: IF Actine, Ferritin-like, G alpha
(Guanine nucleotide binding proteins), dominios ricos en ciertos aminodacidos (Pro, Asp, Met,
GlIn), Zinc metaloproteinasas (ZnMc, por sus siglas en inglés), Inhibidor BPTI Kunitz 1y 2, GOLD
(Golgi dynamics), SUSHI CCP (Complement control protein), WD40 (Trp-Asp ending), ROD
(Intermediate filament), SH3/SH2 (Src homology), SEA, elF5C (Eukaryotic initiation factors),
Ubiquitin-like, PHB (Prohibitin homologues), 14_3_3, Peroxidasa, IGF-BP (Insulin-like Growth
Factor Binding Proteins), RAS, FABP (Fatty Acid Binding Protein), Cadherina, Vitogelina, ARF
(ADP ribosylation factor), 2 ADF-H (Actin depolymerisation factor homology), PKS ER (Polyketide

synthase, enoyl reductase), Reelin, Lectina tipo C, Calponin-like, RAS y Plastocyanin-like (Fig. 6).
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Figura 6. Representacién grafica de la relacién entre los dominios de menor presencia en las
proteinas de la base de datos (de un total de 554) y el nimero de proteinas en las que fueron
identificados. En el grafico se muestran Unicamente 10 de los 32 dominios de esta clasificacion.

7.2.5 Motivos y regiones de baja complejidad

En el analisis de predicciéon de motivos, se encontré que sdélo tres proteinas cuentan con un
motivo conocido. Los motivos encontrados fueron: KOW (Kyprides, Ouzounis, Woese), motivo
de unién a RNA; SAP, motivo de unidn putativa a ADN; y EFh, motivo de unién a calcio. Por otra
parte, se encontré que 302 proteinas cuentan con al menos una regién de baja complejidad,

mientras que 252 proteinas no presentan ninguna region de este tipo.

7.2.6 Modificaciones postraduccionales

El analisis de prediccion de modificaciones postraduccionales arrojé que de las 554 proteinas
que conforman la base de datos, el 56% presentan posibles sitios de glicosilacién, el 100% de las
proteinas presentan al menos un posible sitio de fosforilacién, y el 8% de las proteinas
presentan un puente disulfuro. Por otra parte, se determind la presencia de modificaciones
postraduccionales en los grupos de proteinas con los dominios clasificados como de mayor y
menor presencia, segln la base de datos generada. En el grupo de proteinas con mayor
presencia de dominios, se encontrd que todas presentan potenciales sitios de fosforilacion; 11

grupos de proteinas cuentan con potenciales N-glicosilaciones (p.e., A2M, SCP like Y ZP); 8
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grupos de proteinas cuentan con O-glicosilaciones (p.e., ZP, WR1, WAP), y 3 grupos de proteinas
cuentan con potenciales enlaces disulfuro (ZP, EGF-like, Ependymin-like) (Tabla 7).

Tabla 7. Potenciales modificaciones postraduccionales de los grupos de proteinas con dominios
de mayor presencia.

Glicosilacion

Dominio Fosforilacién Enlace disulfuro
N-Glic O-Glic
A2M o o O O
Annexin [ O O O
Gelson-like L O O O
Glycine rich o O o O
Ciclofilin PPlase [ ) o O O
RAB o O O O
Alanine-rich [ O [ O
SCP like ) o o O
zp ] L L o
EF hand L O O O
EGF like ] o L o
Anhidrasa carbénica o [ O O
Proteasoma a [ [ O O
Small GTP binding [ O O O
Thioredoxin [ O O O
WR1 ) ° ® O
WAP ) ) o O
Ependymin-like [ [ O o
Unién a quitina o () o O
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Por otro lado, respecto a los grupos de proteinas con dominios de menor presencia, se encontré
que todos los grupos cuentan con potenciales sitios de fosforilacién; 4 grupos (Actina, ZnMc,
Gold y SUSHI CCP) cuentan con posibles N-glicosilaciones, mientras que 4 grupos de proteinas
(Proline-rich, inhibidor BPTI Kunitz, Gold y SUSHI CCP) cuentan con posibles sitios de O-

glicosilaciones; y solo un grupo (SUSHI CCP) tiene posibles enlaces disulfuro (Tabla 8).

Tabla 8. Potenciales modificaciones postraduccionales de los grupos de proteinas con dominios
de menor presencia.

Glicosilacion

Dominio Fosforilacién Enlace disulfuro
N-Glic 0-Glic
Actina [ [ O O
Ferritin-like [ O O O
G alpha [ O O O
Proline-rich o O [ O
ZnMc [ L O O
Asp rich o O O O
Inhibidor BPTI Kunitz [ O [ O
Gold [ [ L O
SUSHI CCP o L L L
WD40 ° O O O

Nota: Unicamente se presentan 10 de los 32 grupos con menor presencia.

7.2.7 Funcion

Se encontré que de las 544 proteinas que conforman la base de datos, 319 proteinas tienen
una funcién conocida o potencial, mientras que se desconoce la posible funcién de 235

proteinas.
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En un andlisis mas detallado, se encontré que 179 proteinas cuentan con una posible funcidn
enzimatica por lo que en la Figura 7 se muestra su clasificacion de acuerdo con la comisién de
enzimas (E.C., por sus siglas en inglés). Por lo tanto, las proteinas se clasificaron de la siguiente
manera: 92 hidrolasas (52.3%), 34 oxidorreductasas (19%), 27 transferasas (14.4%), 11 liasas

(5.7%), 11 isomerasas (5.7%) y 5 translocasas (2.9%).

m Oxidoreductasa

® Transferasa

® Hidrolasa

m Liasa
Isomerasa

Translocasa

Figura 7. Identificacidon de proteinas insolubles con potencial funcidon enzimatica. Porcentaje de
proteinas que tienen potencial actividad catalitica. Los colores representan la clasificacion de
enzimas.

Ademas de la potencial funcion enzimatica, se encontré que 132 proteinas cuentan con otras
funciones potenciales tales como de unién, de inhibicién, y estructurales (Fig. 8). Respecto a las
proteinas con posible funcidon de unidn, se encontré que 24 de ellas se unen a iones de calcio;
19 a actina; 11 de ellas se unen a otras proteinas; 14 a moléculas de quitina; 21 se unen a otros
iones metalicos tales como zinc, cobre, magnesio, hierro o ion férrico, y potasio; 3 proteinas
tienen capacidad de unién a ADN y 4 a ATP. Respecto a las proteinas con capacidad de
inhibicidn, 18 de ellas inhiben peptidasas y 3 inhiben endopeptidasas. Por ultimo, respecto a las
proteinas estructurales, se encontrd que 15 proteinas son constituyentes estructurales de los

ribosomas.
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Figura 8. Identificacion de proteinas con funciones no cataliticas. Clasificacion de proteinas de
acuerdo con su posible funcion con su respectiva cantidad de proteinas correspondiente a cada
uno.

7.3 Grupos de proteinas

De acuerdo con el arbol guia, obtenido mediante el uso del programa Clustal Omega, se
obtuvieron 35 grupos preliminares. A partir de los arboles filogenéticos que se realizaron por
cada grupo preliminar, se obtuvieron 22 grupos de proteinas que presentaron valores de
bootstrap mayores al 50% (Fig. 9). Posteriormente, se obtuvieron 10 grupos que estan
relacionados con la formacidn de la concha en moluscos: zinc metaloproteasas, EGF- like y zona
pelucida, las anhidrasas carbdnicas, ependymin-like, los inhibidores de proteasas,
serina/treonina fosfatasas, proteinas con dominio SCP y las proteinas ricas en residuos de

prolina, glicina y tirosina.
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IF rod domain containing: 2
GTP binding/GT Pase activity: 15 (

EGF-like domain containing: 3

A

Annexin: 3
Proline rich: 3
Proteasome subunit alpha/beta: 11
Peptydil propil isomerase: 3
Carbonic Anhydrase domain: 4

G alpha domain: 8 Serin Protease Inhibitor: 4

SCP domain containing: 4
Ependymin like: 7 Zona Pellucida: 5

T hioredoxin domain containing: g AT P synthase subunit alpha/beta: 5

B IF rod domain containing M Carboxypeptidase ZnMC domain containing

I Prohibitin Malate deshydrogenase Serine/threonine phosphatase
Tetraspanin Glycine and tyrosine rich [l EGF-like domain containing

Il Annexin ¥ Proline rich Il Peptydil propil isomerase

B Carbonic Anhydrase domain Serin Protease Inhibitor [l SCP domain containing

Il Zona Pellucida ATP synthase subunit alpha/beta

M Thioredoxin domain containing Ependymin like G alpha domain
Proteasome subunit alpha/beta GTP binding/GTPase activity

Figura 9. Grupos de proteinas. Se muestra la cantidad de proteinas pertenecientes a cada uno
de los grupos obtenidos.
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8. DISCUSION

El proceso de biomineralizacion de moluscos se ha estudiado mediante la caracterizacion de las
proteinas que conforman la matriz organica de la concha y que participan en dicho proceso
bioldgico; se han caracterizado proteinas y genes de manera individual, pero también se han
realizado estudios de transcriptomas y proteomas de diferentes especies de moluscos (Feng et
al., 2017; Mann et al., 2012; Marie et al., 2010; Shi et al., 2019; Werner et al., 2013), siendo los
moluscos bivalvos los mas estudiados dada su importancia comercial. Debido a que las
investigaciones enfocadas en moluscos gasterépodos han sido limitadas, el estudio de las
proteinas de la matriz de la concha de este grupo en particular, representa una contribucién al
estado del arte del proceso de biomineralizacidn. Por lo anterior, se elabord una base de datos
con las secuencias de las proteinas de la matriz de gasterépodos disponibles a la fecha y se
realizd un analisis bioinformatico para caracterizarlas y determinar su relacién con la formacién

de la concha.

8.1 Proteinas descritas en gasteropodos

Las proteinas formadoras de las microestructuras de las conchas de moluscos (capa nacarada:
aragonita, capa prismatica: calcita) han sido estudiadas por diversos autores (Michenfelder et
al., 2003; Miyamoto et al., 1996; Shen et al., 1997; Samata et al., 1999; Tsukamoto et al., 2004;
Weiss et al., 2000; Zhang et al., 2003). Debido a su importancia econdmica en la industria
perlera y a las propiedades mecanicas (resistencia, dureza, rigidez) que les confieren a las
conchas de moluscos, la mayoria de los estudios se han dirigido a la obtencién de las proteinas
formadoras de nacar, tanto en bivalvos como en gasterépodos (Currey, 1999; Smith et al,
1999). Recientemente, Liu y Zhang (2021) reportaron 1024 proteinas de bivalvos y 700 de
gasterépodos, derivadas de estudios protedmicos realizados (durante las ultimas dos décadas) a
partir de las conchas. En este estudio, se analizaron 554 de las proteinas de gasterdpodos
reportadas en bases de datos (secuencias de proteinas o acidos nucleicos) que estan asociadas a
la fraccion insoluble resultante de la descalcificacidon de las conchas. De la base de datos creada
a partir de estas proteinas, 118 estan relacionadas con la formacién de una microestructura

definida. La mayoria de las proteinas estan relacionadas con la formacién de la capa nacarada
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(51%), seguido de las proteinas que estan presentes en ambas capas (p.e. nacarada vy

prismatica; 29%), y proteinas relacionadas con la formacidn de la capa prismatica (20%).

El resultado de esta distribucion puede deberse a diferentes factores, ya sean bioldgicos o
técnicos. Respecto a los factores bioldgicos, puede deberse a los diferentes arreglos
estructurales que se forman (Currey, 1997). Se ha visto que la mayoria de estas estructuras
estan compuestas por cristales de aragonita; por tanto, hay una mayor cantidad de proteinas
que forman y regulan el crecimiento de este tipo de cristales (Chen et al., 2012). También
pueden influir factores como el tamafno de la concha, la preservacién y el grosor de las capas,
los cuales pueden impactar en la obtencion del tipo y cantidad de proteinas (Zhang, 2006).
Respecto a las causas técnicas, puede deberse a diferentes razones, tales como: a) la busqueda
especifica de las proteinas formadoras de la capa nacarada, por lo que la capa prismatica es
removida (Mann et al., 2012); b) el proceso de extraccion de las proteinas, ya que al tratarlas
para remover contaminantes de las conchas, generalmente con hipoclorito de sodio, la capa
prismatica se ve afectada (Mann et al., 2018). Por otra parte, el hecho de que para las 436
proteinas restantes no esté definido un tipo estructura particular, se debe a que estas no
forman estructuras nacaradas como lo es el caso de Lottia gigantea (Marie et al., 2012); o
debido a que los estudios realizados para su obtencion tienen como base el enfoque
protedmico con el que se busca encontrar, de forma general, todas las proteinas presentes en la

concha (Marie et al., 2012).

8.2 Implicaciones de las modificaciones postraduccionales en SMPs

Las modificaciones postraduccionales (PTM, por sus siglas en inglés) son cambios quimicos que
inducen una diversidad de alteraciones tanto estructurales como funcionales, y son un
mecanismo de regulacion de la actividad biolégica de las proteinas (Pérez-Sala, 2012). En las
proteinas de la matriz organica de las conchas, las PTMs mds comunes son glicosilacién,
fosforilacién y formacién de enlaces disulfuro, las cuales podrian jugar un papel relevante en el

proceso de biomineralizacidn de las conchas (Nudelman et al., 2006).

Mediante diversos estudios tanto in silico como in vitro, se ha visto que las glicosilaciones son

las modificaciones mas abundantes en las SMPs (Mann et al., 2000; Marie et al.,, 2013;
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Michenfelder et al., 2003; Treccani et al., 2006; Weiss et al., 2000). Algunas proteinas aisladas
de la fraccidén insoluble que presentan este tipo de modificacidon son Perlina (Montagnani et al.,
2011), Asp-rich (Marie et al., 2013) y Ps19 (Arroyo-Loranca et al., 2020). Dentro del proceso de
biomineralizacién de la concha, algunas funciones que se han atribuido a las glicoproteinas son:
la orientacién de los cristales que se forman (Addadi et al., 1987; Marie et al., 2007), ser un
mediador del soporte organico insoluble para que se lleve a cabo la nucleacién (Albeck et al.,
1996), y la seleccion del polimorfismo, ya sea para formar calcita o aragonita (Falini et al., 1996).
Dadas estas funciones, se puede decir que esta modificacion se asocia con la regulacion a nivel
estructural por lo cual resulta ser de gran importancia para la formacién de la concha. En Ila
prediccién de glicosilaciones de las 554 proteinas, se encontré que el 56% tienen al menos un
sitio potencial. Se puede interpretar que poco mas de la mitad de las proteinas de esta base de
datos podrian estar relacionadas con la regulacién estructural de la formacion de la concha. Por
otra parte, si bien es posible la prediccién de posibles glicosilaciones, los analisis in silico no
determinan con exactitud la cantidad de sitios respecto a las proteinas nativas, ya que debido al
plegamiento de sus estructuras no es posible la deteccidn precisa, al igual que la determinacién
de la complejidad de los glucanos. Sin embargo, este tipo de estudios son una aproximacion

muy Util para estudiar y caracterizar proteinas (Nakae et al., 2018).

Al igual que las glicosilaciones, las fosforilaciones son modificaciones comunes en las SMPs, sin
embargo, las proteinas con esta caracteristica que se han identificado en estudios in vitro e in
vivo han sido pocas (Alvarez et al., 2009; Du et al., 2018; Mann et al., 2010; Kong et al., 2019).
Algunas de las funciones atribuidas a las fosfoproteinas, segin el nivel de fosforilacién, son: la
regulaciéon del crecimiento de los cristales de carbonato de calcio (Borbas et al., 1991),
alteraciones en la nucleacién, tamafio y morfologia de los cristales (Du et al., 2018), y la
atraccién de calcio por parte de los grupos fosforilados, lo que facilita la interaccién entre
proteinas y cristales, lo que ocasiona la inhibicion del crecimiento de los cristales (Du et al.,
2018). En este estudio, la predicciéon de sitios de fosforilacidon arrojé que las 554 proteinas
cuentan con al menos uno de ellos. Con ello, se podria decir que es una modificacién
importante en las SMPs, y que su presencia podria influenciar directamente la regulacion del

proceso de biomineralizacion. Esta modificacién podria estar regulando en si la actividad de las
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proteinas, esto por medio de la activacién o inactivacién, lo que contribuiria evitando que se
sinteticen mads proteinas. Al estar presentes en todas las proteinas, nos habla de un nivel de

regulacién muy alto debido al complicado proceso de formacidn de las conchas.

La formacidon de enlaces disulfuro es una modificacién postraduccional, muy importante,
involucrada en el plegamiento, la estabilizacién e integridad de la estructura terciaria de las
proteinas (Servier y Kaiser, 2002). Esta modificacién se ha encontrado en algunas SMPs
relacionadas a dominios que contienen residuos de cisteinas. Algunos de estos dominios son:
Lectina tipo C (Mann et al., 2000), dominio de unién a quitina (Miyamoto et al., 2013), dominio
WAP o dominio de proteina acida de suero (Marie et al., 2010, Treccani et al., 2006), Dominio
EGF o factor de crecimiento epidérmico (Marie et al., 2013), por mencionar algunos. Se ha
reportado que la formacion de enlaces disulfuro, asi como su reversibilidad, podrian regular la
estructura de las proteinas para lograr una funcién en particular asociada a la formacidn de la
concha, como lo es controlar la nucleacién mineral (Rivera-Pérez, 2020). En este trabajo, al
realizar el analisis de prediccion de enlaces disulfuro, se encontré que 44 proteinas presentan al
menos una de estas modificaciones. Al analizar las secuencias de estas proteinas, se
encontraron los siguientes dominios con residuos de cisteina: WAP y Kunitz BPTI, dominios
inhibidores de proteasas; C-lectina, EGF-like y ependymin-like, dominios de unién a calcio;
thioredoxin, dominio oxidoreductasa; SRCR (Scavenger Receptor Cysteine Rich), dominio de
union a ligandos especificos; dominios de unidn a quitina, asi como regiones repetidas de
cisteinas (Regiones de Baja Complejidad). Podria decirse que esta modificacion confiere
estabilidad a proteinas que cumplen funciones importantes asociadas a la formacién de las

conchas, evitando su degradacién.

El péptido sefial es una secuencia corta de aminodacidos ubicada en el extremo N-terminal de las
proteinas. Su funcidn es marcar la via de secrecién y dar una direccion destino especifica, para
después ser eliminada una vez que se cumpla su funcién de direccionamiento (Heijne, 1990;
Owiji et al., 2018). Esta sefializacion dirige a las proteinas que tienen funciones especificas en
sitios diferentes al citosol, por lo que no todas las proteinas cuentan con uno (Alberts et al,,

2002). En particular, las proteinas extracelulares tienen péptidos que les permiten salir de la
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célula, como es el caso de las SMPs. Las células del epitelio externo del manto secretan estas
proteinas hacia el fluido extrapaleal, en donde se encuentra la matriz orgdnica responsable de la
formacioén de las capas de la concha (Marin y Luquet, 2007). De las secuencias analizadas en
este estudio, se determind el péptido seial del 64% de las proteinas, mientras que el 36% no
presentaron esta caracteristica. La obtencidén de esta informacion estd sujeta a alguno de los
métodos de obtencion de las proteinas (utilizados por los autores que reportaron las
secuencias). Por ejemplo, en estudios protedmicos, en donde las muestras (p.e. conchas) son
pulverizadas y desmineralizadas, se obtiene un gran numero de secuencias de proteinas
expresadas y funcionales, por lo que estas proteinas ya no presentan péptido seial (Mann et al.,
2012). Por otra parte, las secuencias reportadas pueden presentar péptido sefial cuando se
obtienen péptidos a partir de las conchas, que luego seran comparados con una base de datos
de secuencias de nucleétidos o transcritos que se traducen previamente a proteinas; o bien,
comparados contra bases de datos de proteinas o librerias genédmicas (Marie et al., 2010; 2012;
Mann et al., 2018). Otro método comun es la deduccion de la secuencia aminoacidica de las
proteinas mediante clonacién del ADN complementario, en donde el péptido sefial puede
observarse (Jackson et al., 2017; Shen et al., 1997). Conocer la presencia o ausencia de esta
region es importante al momento de realizar la alineacion multiple, permitiendo un
alineamiento mas acertado, el cual ayuda a determinar el grado de homologia entre secuencias,

ya sea dominios o regiones conservadas, que contribuyan a la caracterizacién de las proteinas.

8.3 Implicaciones de la carga de las SMPs

El punto isoeléctrico de una proteina es el pH al que la proteina no tiene carga neta (Xia, 2007).
Esta caracteristica ha sido objeto de estudio en las SMPs ya que se ha relacionado con la
formacion de los polimorfos de carbonato de calcio y, por tanto, con una microestructura
especifica (Zhang y Zhang, 2006). Debido a esto, se han determinado pardametros para
caracterizar a las proteinas segln la microestructura en la que se ubican, siendo la siguiente la
clasificacién mdas comun: proteinas altamente acidas (pl <4.5), proteinas moderadamente acidas
(4.5< pl £7), y proteinas basicas (pl >7) (Marin et al., 2007). Las proteinas extremadamente
acidas se han reportado, en su mayoria, en la capa prismatica de calcita, mientras que las
proteinas moderadamente acidas y las bdsicas se han encontrado generalmente en la capa

nacarada de aragonita (Marin et al., 2007; Furashi et al., 2010). En este estudio, se utilizaron dos
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pardmetros (proteinas acidas pl<7 y proteinas basicas pl>7) para clasificar a las 554 proteinas.
Se encontré que el 60% son acidas (pl <7), mientras que el 40% son basicas (pl 7). Sin embargo,
al analizar 118 proteinas de acuerdo con su microestructura (aquellas proteinas en las que se
reportd una microestructura particular, ver Figs. 2 y 4), se encontrd que los rangos establecidos
por Marin et al. (2007) no se cumplen en su mayoria. De 60 proteinas relacionadas a la
formacidon de ndcar, 54 tienen valores mayores a 4.5; mientras que, de 35 proteinas
relacionadas a la formacion de la capa prismatica, solo dos se clasifican como extremadamente
acidas. Por otra parte, de las 34 proteinas encontradas en ambas capas, 2 son extremadamente
acidas, 13 moderadamente 4cidas, y 19 son basicas. Por tanto, sélo se puede decir que la
relacion entre un punto isoeléctrico moderadamente acido y basico y la capa nacarada se
cumple. Sin embargo, el parametro de las proteinas de la capa de calcita no se obedece. Se
puede argumentar entonces que los parametros establecidos ya no son tan acertados y que no
aplican para una cantidad grande de proteinas. Los rangos establecidos son ambiguos, ya que
las proteinas no muestran un patrén claro y definido que pueda determinarse como universal

para todo el conjunto de proteinas de la matriz organica de las conchas.

8.4 Implicaciones de la abundancia de ciertos aminoacidos

Las SMPs se caracterizan por tener predominancia de entre dos a cuatro aminodcidos. Los
aminodcidos mas comunes son glicina, acido aspartico, serina y, en menor medida, prolina,
cisteina, tirosina, leucina y asparagina (Marin y Luquet, 2004).

Por una parte, ciertos aminoacidos se relacionan con las proteinas de las fracciones que se
obtienen después de la desmineralizacién. Respecto a las proteinas de la fraccidn soluble, estas
se caracterizan por ser acidas, ricas en acido aspartico; mientras que las proteinas de la matriz
insoluble generalmente son hidrofobas, ricas en alanina y glicina (Marin y Luquet, 2004). En
particular, las proteinas de la fraccién insoluble son las que resultan de interés, dada la falta de
informacién que existe y su potencial funcién en la formacién de ndacar. En el analisis de diversas
proteinas de esta fraccion se han obtenido resultados variados. En general, se ha visto que la
glicina es el aminoacido dominante en las proteinas de la fraccion insoluble, con una presencia

del 30% (Marie et al., 2012).
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Por otra parte, se ha encontrado relacién de ciertos aminodacidos con las microestructuras de la
concha, algunos autores sostienen que los aminodcidos dominantes de la capa nacarada son
alanina y glicina (Akiyama, 1966; Grégoire, 1972; Hare, 1963); otros, que es rica en alanina,
asparagina o acido aspartico (Marie et al., 2012). Por otra parte, los aminoacidos dominantes
que se han observado en las proteinas insolubles de la capa prismatica son tirosina, prolina y
valina (Marie et al., 2012); mientras que otros autores han observado que la glicina es el

aminoacido dominante (Marin et al., 2007; Sudo et al., 1997; Suzuki et al., 2004).

En el andlisis de la composicién de aminodcidos de las 554 proteinas pertenecientes a la fraccién
insoluble, se encontraron como aminoacidos dominantes a: la treonina, valina, alanina, lisina,
serina, glicina y leucina. Respecto a las proteinas relacionadas a una microestructura, se
encontré que los aminoacidos dominantes de las proteinas de la capa nacarada son serina,
glicina y prolina; las proteinas de la capa prismatica son ricas en glicina, serina y treonina;
mientras que las proteinas relacionadas a ambas capas son ricas en leucina, alanina y glicina
(Fig. 4). Por tanto, se observaron 3 aminoacidos hidrofébicos, 3 hidréfilos y 1 bdsico. Los
resultados concuerdan con la informacion reportada por diferentes autores, en donde la glicina
es el aminoacido mas abundante en las proteinas de la fraccidn insoluble. Asi mismo, respecto a
las microestructuras, solo la dominancia de la glicina en ambas capas coincide con las
observaciones reportadas por diferentes autores (Grégoire, 1972; Marin et al., 2007; 2012;
Suzuki et al., 2004). La glicina es un aminoacido pequefio, hidrofdbico, y se ha observado como
una ventaja en la estructura de las proteinas ya que confiere flexibilidad entre estructuras
secundarias (Hall, 1998). En general, la presencia de los aminoacidos dominantes se ve
relacionada con las regiones especificas denominadas regiones o dominios de baja complejidad

las cuales se han asociado con el proceso de biomineralizacion.

8.5 Implicaciones de las regiones de baja complejidad

Diferentes funciones relacionadas a la formacion de la concha, tales como promover o inhibir la
formacién de cristales, se han asociado a las regiones de baja complejidad de las proteinas de
los moluscos (Marin et al., 2020). Aproximadamente el 30% de las proteinas de la matriz
organica identificadas en Lottia, Haliotis y Pinctada contienen tales repeticiones (Kocot et al.,

2012). Se ha visto que las proteinas de la matriz organica que contienen LCR son especie-
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especificas, por tanto, se puede pensar que han evolucionado de forma independiente en los
diferentes modelos de moluscos (Marie et al., 2012). El origen y la evolucién de este tipo de
proteinas son poco claros, sin embargo, su presencia en una gran cantidad de proteinas, asi
como su gran diversidad, sugiere que son componentes importantes del secretoma del manto
de los moluscos (Kocot et al., 2012). Existe la probabilidad de que los mecanismos de evolucidon
de las conchas sean altamente dindmicos, caracterizandose por expansiones independientes de
familias de genes, cambios de dominios y deslizamiento de la replicacion; lo cual explicaria la
gran diversidad de proteinas, estructuras y formas de las conchas entre los diferentes
organismos que comparten un tejido homdlogo evolutivo: el manto (Jackson et al., 2009; Kocot

etal., 2012).

Diferentes autores sostienen la teoria de que las proteinas que contienen regiones
intrinsecamente desordenadas, como son las proteinas que contienen LCR, no pueden
estudiarse individualmente, ya que las diferentes funciones son llevadas a cabo en conjunto. Por
lo tanto, sugieren estudiar el proceso de biomineralizacion a nivel supramolecular y no con el
enfoque molecular “uno por uno” (Marin et al., 2007; Pancsa et al., 2019). En este estudio, se
observé la presencia de regiones de baja complejidad en 302 proteinas de gasterépodos, de las
cuales 82 estan asociadas a una o ambas capas de la concha (ndcar 48, calcita 13 y ambas 25).
En el andlisis de estas regiones, al ser tan variadas, no se encontrd ninguna asociaciéon hacia
alglin aminoacido en especifico. Para el estudio particular de estas regiones, se requiere un
analisis mas detallado usando una herramienta que arroje resultados de un grupo grande de

proteinas en un tiempo corto.

8.6 Implicaciones de los dominios en la formacién de la concha

Ademas de la formacién de la concha, las proteinas pueden tener diversas funciones
involucradas directa o indirectamente en el proceso de biomineralizacion. Para estudiar la
funcién de las proteinas, es mas factible hacerlo mediante la asociaciéon a dominios funcionales
de acuerdo con lo observado en diferentes grupos de SMPs ya caracterizadas. Las clasificaciones
mas comunes son: dominios con funcién catalitica, de proteccién o inmunidad, de unién a
sacaridos o cationes divalentes, dominios de matriz extracelular o moléculas de unién a

matrices extracelulares, y dominios con regiones de baja complejidad (Marin, 2020).
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En un estudio reciente se encontré que los principales dominios reportados en SMPs son:
dominios con LCR (glicina, lisina, metionina, asparagina, tirosina, treonina, acido aspartico,
glutamina, cisteina, valina, prolina, serina, alanina, y leucina); dominios extracelulares como von
Willebrand factor tipo A (VWA, por sus siglas en inglés), vWD, fibronectin tipo Il (FN3, por sus
siglas en inglés), SUSHI CCP, Laminin_G, factor de crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en
inglés), thrombospondin, dominios transmembranales, SRCR (Scavenger Receptor CYsteine
Rich), Receptor LDL, Zona Pellucida y Protocadherin; dominios de caracter inmunolégico como
alpha-2-macroglobulin (A2M), EF-hand; dominios de interaccidn con polisacaridos como unién a
quitina, lectina de tipo C y unidon a galactosa; dominios con funcién enzimatica: anhidrasa de
carbdénica (CA), peroxidasa, quitinasa, tirosinasa, oxidorreductasa, glucocinasa, lacasa;
inhibidores de proteasas como inhibidor de serina proteasa, Kunitz-like, Kazal-like, proteina

acida de suero (WAP), metaloproteasa e inhibidor de tripsina (Liu y Zhang, 2021).

En este trabajo, mediante el andlisis de prediccién de dominios, se encontré que 340 proteinas
presentan al menos un dominio conocido, de las cuales, 251 tienen una funcién asociada. Los
dominios mas destacados en la clasificacion enzimatica son los de tipo: a) proteasa (e.g. SCP-
like) los cuales podrian estar involucrados en la degradacion, remodelaciéon y maduracion de la
matriz; b) peroxidasas (p.e. Thioredoxin), las cuales podrian estar implicadas en la formacién del
periostraco con el objetivo de formar polimeros insolubles resistentes a las proteasas (Herlitze
et al,, 2018); y c) las anhidrasas carbodnicas, las cuales estdn involucradas en la conversién de
diéxido de carbono en bicarbonato (Miyamoto et al., 1996; Le Roy et al., 2014). Respecto a los
dominios de inmunidad, se encontrd el Alpha-2-macroglobulin (A2M), el cual podria estar
relacionado con el mecanismo de proteccién de las conchas (Arivalagan et al.,, 2016). Por otra
parte, los dominios destacados en la clasificacién de unién a cationes divalentes son EF-hand y
de tipo ependimina, los cuales se unen a calcio; si bien no se conoce su funcidn, podrian estar
involucrados en el suministro de precursores catidnicos del carbonato de calcio o bien, en la
sefalizacion o interaccion con otros miembros de la matriz (Huang et al., 2007; Marin et al.,
2020). Respecto a los dominios de unidn a sacdridos, el mas destacado es el de unién a quitina,

ya que juega un papel esencial en la estructura de la concha (Weiss et al., 2019). Por ultimo, los
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dominios mas destacados en la clasificacion de matriz extracelular son Zona Pelucida y EGF-like
(Epidermal Growth Factor, por sus siglas en inglés), los cuales juegan un papel en la
estructuracion del marco tridimensional, ensamblandose en laminas, fibras o geles (Jovin et al.,
2005; Marin, 2020). Estos resultados concuerdan con los principales dominios encontrados en
las proteinas de la matriz organica, y tienen una fuerte relacion con el proceso de
biomineralizacién dada la funcionalidad que se les atribuye. En general, podemos decir que las
proteinas que se encuentran en las conchas no soélo son responsables de formar las
microestructuras, sino que también pueden tener diferentes funciones que estan relacionadas
indirectamente con el proceso de biomineralizacion, tales como regulacién de la matriz

organica, proteccién, sefalizacién, suministro de precursores, entre otras.

8.7 Grupos de proteinas

Se han identificado y descrito una cantidad considerable de proteinas de la matriz organica de
las conchas de moluscos (Clarck et al.,, 2020; Evans, 2019; Kocot et al., 2016; Liu et al., 2021;
Marin et al., 2007; Murdock et al., 2020; Song et al., 2019). Con el fin de asociar grandes
repertorios de secuencias de estas proteinas a funciones relacionadas con el proceso de
biomineralizacién, se han utilizado diversas herramientas de alineamiento, sin embargo, la poca

homologia entre secuencias ha dificultado el trabajo (Marin et al., 2020).

A pesar de no poder caracterizar grandes grupos de proteinas, es posible caracterizar grupos
reducidos. En este estudio, al tener un conjunto grande de proteinas, se realizé la divisién por
grupos de acuerdo con los clados obtenidos en un arbol guia (no se muestra). De acuerdo con
los parametros aplicados para el analisis, se obtuvieron 10 grupos de proteinas que tienen cierta
homologia y que estadn relacionados con el proceso de biomineralizacidon. Estos grupos se
caracterizan por tener dominios o funciones que se encuentran dentro de las mds destacadas
dentro de las proteinas de la matriz orgdnica de las conchas (Liu et al., 2021; Marin et al., 2020).
Los grupos de proteinas y las funciones o caracteristicas asociadas respecto al proceso de
biomineralizacién son: zinc metaloproteasas, los cuales regulan la composicidon de la matriz
organica (Rawlings y Barrett, 1995); proteinas EGF- like y ependymin-like, las cuales tienen
dominios de unién a calcio (Appella et al., 1988); zona pellcida, el cual es un dominio de unién

a la matriz extracelular (Jovine et al., 2002; 2005); las anhidrasas carbonicas, las cuales catalizan
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la formacién de bicarbonato (Deutsch, 1987); los inhibidores de proteasas, inhiben la
degradacion de enzimas como método de regulacion y proteccidn de las proteinas encargadas
de la formacion de la concha (Bedouet 2007); serino/treonina fosfatasas, que son reguladores
de la actividad de las proteinas formadoras de cristales (Cohen et al,, 1990); proteinas con
dominio SCP, las cuales son inhibidores de proteasas y regulan la matriz extracelular (Gibbs et
al., 2008); y las proteinas con regiones ricas en prolina, glicina y tirosina, las cuales pueden ser
dominios de unién para el comienzo de la nucleacién, como marcos estructurales (Shen et al.,

1997; Zhang y Zhang, 2006; Zheng et al., 2020).

En estos 10 grupos de proteinas, 36 proteinas en total, se observa la diversidad de funciones
gue estas presentan y como se relacionan para poder llevar a cabo el proceso de formacién de
la concha de manera regulada. Estas proteinas presentan funciones tanto directas como
indirectas (es decir, que no forman cristales de aragonita o calcita, pero estdn involucradas en el
proceso previo a su formacién) que pueden considerarse como representativas y
fundamentales. Por una parte, estdn las proteasas y los inhibidores de proteasas, importantes
para regular los componentes de la matriz organica de la concha de los moluscos, ya sea
permitiendo o inhibiendo que las proteinas actien segun las necesidades del organismo. Si bien
no se conoce la proporcién, debe haber un equilibrio entre estos dos tipos de proteinas para
asegurar un correcto funcionamiento (Liu et al.,, 2015). Otro regulador importante son las
fosfatasas, las cuales estan involucradas directamente en la actividad de las proteinas, activando
funciones importantes tales como el control de la nucleacidn, el polimorfismo, la morfologia y la
organizacién de los cristales de carbonato de calcio durante la formacién de la concha (Du et al.,

2018).

Las proteinas con dominios de anhidrasa carbdnica, por su parte, son intermediarias
importantes para la formacion de carbonato de calcio. Ademas, se cree que la funcionalidad de
las proteinas podria variar entre especies, ya que en diferentes estudios se ha visto que tienen
tanto la capacidad de inhibir la precipitacidon del carbonato de calcio como la propiedad de

calcificacién sobresaliente de la concha (Kono et al., 2000; Miyamoto et al., 1996; 2005). Si bien
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la funcién de este dominio no estd completamente definida, es claro que su interaccién con el
calcio (Ca®") resulta de importancia para el proceso de biomineralizacién (Zhang et al., 2006).

Por otra parte, estan las proteinas involucradas en diferentes procesos bioldgicos que implican
la sefalizacion y el transporte a nivel célula/matriz o bien, en la estructuracién del marco de la

concha (Marin 2020; Liu et al., 2021).
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9. CONCLUSIONES

El analisis de las proteinas de la matriz mediante analisis bioinformatico de este estudio
permitid dar una visién general de las proteinas insolubles de los moluscos gasterépodos, ya
que no existen muchos estudios especificos, en cuanto a proteinas insolubles, que contribuyan a

determinar el conjunto de proteinas que intervienen en la formacién de la concha.

De forma particular, dada la diversidad de microestructuras, existen una gran diversidad de
proteinas que las forman, en particular las relacionadas con la formacion del nacar. Por tanto, la
formacion de la concha de los moluscos es un proceso muy complejo que necesita altos niveles
de regulacién ya sea por medio de modificaciones postraduccionales o por proteinas con
funciones diferentes. Con los nuevos descubrimientos de proteinas tan diversas, es necesario
una reestructuracién de las clasificaciones. En particular, la de punto isoeléctrico, ya que los
parametros establecidos ya no se adaptan a un conjunto grande de proteinas y debe delimitarse
a grupos pequefios, ya sea entre clases o especies. Por otra parte, a pesar de que las regiones de
baja complejidad han sido poco estudiadas, se ha visto que su funciéon resulta ser muy
importante para la nucleacidn y desarrollo de los cristales, proceso inicial de la formacion de la
concha, por lo que son un drea de oportunidad para poder entender el proceso. Respecto a los
dominios sin una relacién conocida o evidente con el proceso de biomineralizaciéon, resulta

importante analizarlos para poder hipotetizar cual seria su funcién en este proceso.

Si bien todas las proteinas de la base de datos fueron aisladas de la concha (por diferentes
autores), estas no tienen funciones exclusivas de formacidon de cristales. Hay muchas otras
funciones que estan implicadas en el proceso de biomineralizacién como proteccién,
inmunidad, sefializacion, regulacion de la matriz orgdnica, suministro de precursores, entre
otras. Finalmente, una base de datos de proteinas, en este caso de la fraccién insoluble,

favorece la identificaciéon de nuevas proteinas que no tienen una funcidn asignada.
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