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Resumen
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Las lipasas (EC 3.1.1.3) se encuentran entre las enzimas mas utilizadas en procesos
biotecnoldgicos y de las mas exploradas en la produccién de biodiesel. La lipasa B de Candida
antarctica (CALB) es un referente funcional en la industria de los biocombustibles; no obstante,
la sobreexpresion heterdloga en Escherichia coli no alcanza los niveles de produccion cuando se
emplean hospederos fungicos. La presencia de actinomicetos en ambientes oleosos y sus
comprobadas actividades lipoliticas exdgenas sugieren que las actinobacterias podrian codificar
lipasas tan eficientes como CALB. Las bases de datos predicen un gran ndmero de enzimas
lipoliticas en actinomicetos que carecen de caracterizacion funcional y estructural. Esta
investigacion se enfoco en la seleccion y caracterizacion in silico de una isoforma de lipasa en
actinomicetos, con la condicion de presentar la mayor identidad de secuencia posible con CALB.
Se eligio la secuencia de 321 aa de Amycolatopsis sp. ATCC 39116 (Amyco_LipB). Los analisis
in silico revelaron la conservacion de los aminoacidos Ser, Asp e His que componen la triada
catalitica, el pentapéptido “GXSXG” y el dipéptido HG encontrados cominmente en las lipasas
pertenecientes a la superfamilia del plegamiento o/p hidrolasa. Se construyo un modelo 3D por
homologia y se realizaron simulaciones de acoplamiento molecular in silico. Los resultados de
interaccion enzima-sustrato con ésteres de pNP apuntan a que esta proteina es, en efecto, una
lipasa/esterasa. Se realizaron simulaciones de dindmica molecular con el fin evaluar la estabilidad
del modelo estructural en diferentes temperaturas. Tomados en conjunto, los resultados sugieren
que la proteina de Amyco_LipB podria reemplazar a CALB en reacciones de hidrélisis de
triglicéridos, requisito indispensable para probar su potencial en reacciones de transesterificacion.
El paso por seguir sera la sobreexpresion en E. coli para poner a prueba la nueva lipasa
Amyco_LipB en reacciones in vitro.

1. Trabajo de grado.
2. Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias, UIS. Director: Jorge Hernandez Torres, Ph.D.
Co-directora: Leidy Rocio Pico Martinez, Biologa.
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Abstract

Title: Lipases in actinomycetes: Bioinformatic characterization of an isoforme with the highest
sequence identity with Lip B of of Candida antarctica.

Author: Jorge Leonardo Mejia Sanchez'?

Key words: Lipase, CALB, actinomycetes, homology modelling, molecular dynamics
simulations, protein stability, thermostability, molecular docking

Lipases (EC 3.1.1.3) are among the enzymes most commonly used in biotechnological processes
and those most explored in the production of biodiesel. The lipase B of Candida antarctica
(CALB) is a functional reference in the biofuels industry; However, heterologous overexpression
in Escherichia coli does not reach production levels when fungal hosts are used. The presence of
actinomycetes in oily environments and their proven exogenous lipolytic activities points that
actinobacteria could encode lipases as efficient as CALB. The databases predict a large amount of
lipolytic enzymes in actinomycetes that lack functional and structural characterization. This work
focused on the selection and characterization in silico of an isoform of lipase in actinomycetes,
with the condition of showing the highest possible sequence identity with CALB. The 321 aa
sequence of Amycolatopsis sp. ATCC 39116 (Amyco_LipB) was chosen. The silico analyzes
revealed the conservation of the amino acids. Ser, Asp and His that make up the catalytic triad, the
pentapeptide "GXSXG" and the dipeptide HG are included in the lipases belonging to the folding
superfamily o/f hydrolase. A 3D model was constructed by homology and simulations of in silico
molecular coupling were performed. The results of the enzyme-substrate interaction with pNP
esters suggest that this protein is, in effect, a lipase / esterase. Molecular dynamics simulations
were carried out in order to evaluate the stability of the structural model at different temperatures.
Taken together, the results of the Amyco_LipB protein could replace CALB in triglyceride
hydrolysis reactions, a prerequisite for testing its potential in transesterification reactions. The step
to follow will be overexpression in E. coli to test the new Amyco_LipB lipase in vitro reactions.

1. Undergraduate paper.
2. Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias, UIS. Director: Jorge Hernandez Torres, Ph.D.
Co-directora: Leidy Rocio Pico Martinez, Biologa.
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Introduccion

Las lipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas que catalizan la hidrolisis de triacilgliceroles en glicerol y
acidos grasos libres (Sandoval, 2012). Ademas de esta funcion, también pueden actuar en
reacciones de esterificacion, interesterificacion y transesterificacion (Kiran et al., 2016). Las
lipasas hacen parte de la superfamilia de proteinas de plegamiento o/p hidrolasa y su sitio activo
se compone de una triada catalitica de Ser, Asp/Glu y His, donde la serina se encuentra ubicada
dentro del pentapéptido altamente conservado GXSXG (Kapoor & Gupta, 2012). Estas enzimas
se encuentran en microorganismos, plantas y animales (Pahoja & Sethar, 2002) . No obstante, las
lipasas microbianas han despertado un interés creciente a nivel industrial, debido a su versatilidad,
estereoselectividad, estabilidad y capacidad de sintesis en presencia de interfases acuosas y no
acuosas (Dandavate et al., 2009). Las lipasas microbianas representan el grupo de enzimas mas
usadas en procesos biotecnoldgicos y quimicos (Javed et al., 2017). Dentro de éstas, la lipasa B de
Candida antarctica (CALB) es una enzima extensamente utilizada en biotecnologia e
investigacion, debido a su amplia especificidad de sustratos y alta actividad en interfases. La
diversidad aplicaciones incluye reacciones de transesterificacion para producir biodiésel
(Housaindokht et al., 2012).

En la Gltima década, se ha explorado el uso de lipasas microbianas en la produccion de biodiésel

como un catalizador energéticamente mas rentable y ambientalmente favorable (Fjerbaek et al.,

2009). La lipasa de referencia, mayormente estudiada y con altas tasas de produccion de

biodiésel, es la lipasa CALB de C. antarctica (Gog et al., 2012). A pesar de las grandes ventajas

econdmicas y ecoldgicas, los altos costos de importaciéon (~U.S.$ 1000/kg) limitan su uso

industrial (Budzaki et al., 2018). Se ha reportado que la expresion de lipasas de hongos en

hospederos bacterianos no es rentable. Por ejemplo, CALB sobreexpresada en E. coli presenta
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bajos niveles de expresion atribuido a obstaculos traduccionales (Eom et al., 2013). En
consecuencia, la mayoria de las isoformas fangicas se extrae directamente de los hongos en
cultivo o son sobreexpresadas en hospederos eucariotas como Pichia pastoris, mejorandose la
produccidn (Larsen et al., 2008). En trabajos relativamente recientes, se ha demostrado que las
bacterias producen sus propias lipasas con un potencial catalitico similar a las fungicas (Terpe,
2006). Paralelamente, los sistemas de expresion bacterianos contintan siendo muy atractivos,
debido a su bajo costo y alta productividad (Jaeger et al., 1994a). En un ensayo de produccién
de biodiésel, la lipasa de Pseudomonas fluorescens Pf0—1 sobreexpresada en E. coli presento
mayor actividad catalitica comparada con la expresada en la levadura P. pastoris (Liu et al.,
2017).

Estudios recientes se han enfocado en la busqueda de isoformas de lipasas bacterianas que
compitan funcionalmente con las fungicas y que se puedan producir localmente a escala
industrial (Aceves & Castafieda, 2012; Javed et al., 2017). La mayoria hace referencia a
bacterias terrestres y muy escasamente a actinomicetos (Kumar et al., 2017). Las bases de datos
predicen una gran diversidad de enzimas lipoliticas en actinomicetos, pero nada se sabe sobre
su actividad in vitro. No obstante, estas enzimas sin duda ostentan un uso potencial a nivel
industrial (Dheeman et al., 2010; Mukhtar et al., 2017). Algunos de los actinomicetos con
registro de estudios de actividad lipolitica son Micrococcus sp (Lawrence, 1967), Streptomyces
sp (Vujaklija et al., 2002), Amycolatopsis sp (Dheeman et al., 2011) y Rhodococcus sp
(Bassegoda et al., 2012). No obstante, la mayor parte de la literatura disponible hace referencia
a lipasas del género Streptomyces (Cardenas et al., 2001; Coté & Shareck, 2008; Large et al.,

1999; Kumar et al., 2017; Vujaklija et al., 2002). Por consiguiente, si bien las actinobacterias
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son reconocidas por sus actividades lipoliticas exdgenas, no se ha profundizado en el estudio
de sus lipasas.

El proposito de este trabajo fue el de predecir mediante herramientas bioinformaticas actuales,
las propiedades estructurales y funcionales de una lipasa del phylum Actinobacteria, clase
Actinomicetos. Dado que la lipasa CALB es un referente en la industria, particularmente en la
produccién de biodiésel, esta investigacion se enfocO en la seleccion y caracterizacion
bioinformatica de una lipasa de actinomicetos con la mayor identidad de secuencia con CALB.
La estrategia computacional empleada consistio en: 1) Seleccidn de la lipasa candidata; 2)
analisis estructural a partir de la secuencia de aminoacidos; 3) prediccion de caracteristicas
bioquimicas y fisicoquimicas; 4) modelado por homologia y evaluacién de la estabilidad
conformacional por medio de simulaciones de dindmica molecular; y 5) simulacion de
interaccion enzima-sustrato (docking). Los resultados obtenidos sugieren que la secuencia
seleccionada, una potencial lipasa de Amycolatopsis sp, presenta caracteristicas estructurales y

funcionales similares a CALB. Los resultados justifican la evaluacién in vitro de esta lipasa.
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1. Objetivos de la investigacion

1.1 Objetivo General

e Caracterizar bioinforméaticamente una lipasa de actinomicetos con la mayor identidad de

secuencia con la lipasa Lip B de Candida antarctica.

1.2 Objetivos especificos

Seleccionar una lipasa de actinomicetos con la mayor identidad de secuencia con la lipasa

LipB de Candida antarctica.
e Predecir las caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas con base en la estructura primaria.
e Analizar con herramientas bioinforméticas la organizacion estructural de la lipasa
seleccionada.
e Evaluar la estabilidad conformacional por medio de simulaciones de dinamica molecular

y la interaccion entre enzima y sustrato.
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2. Materiales y métodos

2.1 Seleccién y andlisis de la secuencia

La lipasa de actinomicetos se selecciono de las plataformas Genbank y HMMER. Las busquedas
se realizaron con las herramientas BLASTP del NCBI y PHMMER del EBI. Se tom6 como
referencia la estructura primaria de CALB de Candida antarctica (cddigos PDB 1tch, UniProt
P41365). La busqueda se efectud especificamente entre los actinomicetos (Actinobacteria,
taxid:1760), con los parametros por defecto. Se seleccion6 una secuencia con la mayor identidad
y cobertura con respecto a CALB. La prediccion de las caracteristicas fisicoquimicas de la proteina
se llevd a cabo con ayuda de las herramientas ProtParam y ProtScale del servidor EXPASy
(Gasteiger et al., 2005). Se eligié la tabla de hidrofobicidad de Kyte & Doolittle (1982) para
predecir el perfil de hidrofobicidad. La presencia de un potencial péptido sefial se determind

empleando el algoritmo de red neuronal artificial, del servidor SignalP 4.1 (Petersen et al., 2011).

2.2 Andlisis de la estructura primaria de Amyco_LipB

Con la estructura primaria seleccionada se delimitaron los potenciales dominios en las bases de
datos Pfam e InterPro (Bateman et al., 2004; Hunter et al., 2009). Se realizaron alineamientos con
la secuencia de CALB y otras lipasas de actinobacterias, con las aplicaciones ClustalW y Muscle.
La prediccion del sitio activo se realizo en los servidores COFACTOR y MetaPocket 2.0 (Huang,
2009; Roy, Yang, & Zhang, 2012) y mediante alineamientos con CALB Yy otras lipasas de
actinomicetos.

2.3 Modelado por homologia de la estructura 3D y validacién del modelo

La prediccion de la estructura 3D se llevo a cabo utilizando el método de modelado por homologia
en los servidores Web I-TASSER y SWISS MODEL (Schwede et al., 2003; Yang et al., 2015).

Se utiliz6 como molde (template) la estructura 3D de CALB (codigo PDB: 1TCB). Para la eleccion
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del modelo mas confiable, se tuvo en cuenta la desviacién cuadratica media (RMSD) derivado de
la superposicién de estructuras con Matras 1.2 (Kawabata, 2003). La calidad de las estructuras
modeladas se validé con las herramientas Verify3D y PROCHECK (Laskowski et al.,1993; Liithy,
Bowie, & Eisenberg, 1992), disponibles en el servidor SAVES v5.0 y ProSA (Wiederstein & Sippl,
2007). Los archivos PDB se visualizaron con el software PyMOL v1.8.4.0 (DELANO & L., 2002).
2.4 Simulacién de dinamica molecular y andlisis de la trayectoria

Las simulaciones de dinamica molecular (DM) se llevaron a cabo con la programa GROMACS
4.6.5 (Pronk et al., 2013) utilizando el campo de fuerza OPLS-AA (Potencial Optimizado para la
Simulacion de Liquidos) (Jorgensen, Jorgensen, Maxwell, & Tirado-rives, 1996) y fueron
aplicadas condiciones de contorno periddicas. Se utilizé como control la estructura cristalografica
de CALB, cddigo PDB 1tcb. El sistema fue solvatado dentro de una caja clbica bajo el modelo de
agua SPC-216 (carga puntual simple) (Berendsen et al., 1981). La proteina se posicioné en el
centro de la caja y se ubicd a 10 A (1 nm) del borde con las opciones -c y -d del médulo editconf,
respectivamente. Las cargas fueron neutralizadas bajo la asignacién de iones por defecto del
software. Se llevo a cabo una minimizacion de energia bajo el método de descenso mas inclinado
para alcanzar un valor de energia potencial maxima de 1000 kJ/mol. El sistema fue equilibrado
bajo condiciones isotérmicas e isobaricas a temperatura (NVT) y presion (NPT) constantes durante
1 ns, en cada fase de equilibrio. Se realizaron simulaciones de DM a 5 temperaturas diferentes:
283 K, 300 K, 330 K, 360 K y 400 K, durante una fase de produccion de 40 ns. La temperatura de
300 K se aplico para el sistema modelado de CALB y el modelo por homologia seleccionado para
su posterior comparacion. Las temperaturas fueron seleccionadas con base en trabajos previos que

evallan la termoestabilidad de CALB, en valores que deben soportar una lipasa para su uso a nivel
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industrial (Abedi Karjiban et al., 2009; Khan et al., 2017b; Singh, Bulusu, & Mitra, 2015). Se
realizaron 3 repeticiones de simulacion de DM para cada ensayo de temperatura.
Las trayectorias obtenidas fueron analizadas bajo diferentes variables como la desviacién
cuadratica media (RMSD), la fluctuacion cuadratica media y factor de temperatura (factor B)
simulado, el radio de giro, el area de superficie accesible al solvente (SASA) y distancias
atdmicas. Estas variables se evaluaron para determinar la estabilidad en el tiempo del esqueleto
(backbone) de la proteina y de los residuos de la triada catalitica. Se utilizaron las opciones rms,
RMSF, gyrate, sasa y distance de GROMACS. EI analisis visual de las graficas y estructuras
se llevo a cabo utilizando Xmgrace, Pymol y VDM (Visual Molecular Dynamics) (Humphrey,
Dalke, & Schulten, 1996).
2.5 Acoplamiento molecular de ésteres de para-nitrofenol (pNP) a la lipasa
Se realizaron pruebas de acoplamiento molecular para estudiar las interacciones entre el modelo
seleccionado y ésteres de pNP (pNP acetato:C8, pNP butirato:C10 y pNP palmitato:C22). Las
estructuras de los sustratos fueron obtenidas de la base de datos ChemSpider
(http://www.chemspider.com/). Se utilizaron las estructuras proteicas provenientes de la fase de
minimizacién de energia durante las simulaciones de DM. El programa Autodock Tools se utilizd
para preparar los complejos proteina-ligando y se ajustaron los siguientes parametros: eliminacion
de hidrégenos polares; adicion de cargas de Gasteiger; configuracion del receptor: se mantuvo
rigida durante la simulacion; y se permitieron torsiones para los ligandos aceptando todos los
enlaces giratorios. Adicionalmente, se delimitaron los posibles residuos aminoacidicos de la triada
catalitica de la lipasa para la determinacion de la caja de acoplamiento. Las dimensiones de la caja
para la simulacion se ajustaron alrededor de los residuos aminoacidicos del sitio activo, con un

tamafio de 50 x 60 x 50 A, con un espaciado y direcciones X, y, z establecidos por defecto. El
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acoplamiento molecular fue realizado por el software Autodock 4.2.6 (Morris et al., 2009). Se
obtuvieron 100 configuraciones posibles de acoplamiento de cada ligando con el receptor,
mediante el algoritmo genético de Lamarck. Se utilizé un tamafio poblacional de 150 y un nimero
maximo de evaluacion de energia de 2.500.000. La cantidad maxima de generaciones, la tasa de
mutacion genética y la tasa de cruzamiento y otros parametros para la busqueda se usaron por
defecto. Después de la simulacion, cada estructura se analizé individualmente para comprobar que
las moléculas de los ligandos estuvieran acopladas en los sitios de unidn esperados y se establecid
su interaccion con los aminoacidos clave del sitio activo. Se realizaron 10 repeticiones para cada
simulacion de acoplamiento. Los resultados obtenidos de cada uno de los 100 célculos se
clasificaron segun la energia de union ligando-receptor (kcal/mol). La conformacion con la energia
de acoplamiento mas baja (més negativa) se selecciond como la interaccion enzima-sustrato mas

favorable.

3. Resultados

3.1 Seleccidén y andlisis de la secuencia

Para identificar una proteina de actinomicetos con la mayor identidad y cobertura posibles con la
lipasa CALB de C. antarctica, se consultaron las bases de datos publicas Genbank y HMMER.
Con ayuda de las herramientas de busqueda BLASTP y PHMMER se eligid la secuencia de 321
aa de Amycolatopsis sp. ATCC 39116 (Genbank: WP_020417691.1). La secuencia
WP_020417691.1, renombrada en este trabajo como Amyco_LipB, presento la mayor identidad y
cobertura (36% y 93%, respectivamente) en relacién con CALB. De acuerdo con la anotacion
sistematizada del NCBI, la secuencia de Amyco_LipB pertenece a la categoria de “lipasa”. Los
pardmetros fisicoquimicos determinados en ProtParam (Tabla 1) sugieren que Amyco_ LipB

tendria un peso molecular calculado de 33.2 kDa y un punto isoeléctrico (pl) tedrico de 4.92,
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revelando el caracter acido de la lipasa (Gasteiger, 2005). El programa ProtParam calcula dos
indices que indican que la proteina es estable: el indice de inestabilidad (1) y el indice alifatico
(1A). El indice 11 provee un estimado de la estabilidad de la proteina en un tubo de ensayo. Valores
de inestabilidad menores a 40 se consideran como estables y mayores a 40 inestables. El valor
obtenido de 30.64 para Il (<40) cataloga a la lipasa como estable. Por otro lado, el indice IA esta
relacionado con el volumen que ocupan las cadenas alifaticas (A, V, | y L) en la proteina (IKAlI,
1980; Guruprasad, 1990; Gasteiger, 2005). El alto valor de Al (100.34) es un indicador positivo
para la estabilidad térmica en proteinas globulares (Tabla 1). El valor del Promedio General de
Hidropatia (GRAVY) refleja el caracter hidrofobico o hidrofilico de un polipéptido y se calcula
sumando los valores de hidropatia de todos los aminoacidos constituyentes, dividido por la suma
por la longitud de la secuencia. El valor positivo estimado hace relacion a la naturaleza hidrofobica
de los aminoacidos con cadenas alifaticas (Kyte, 1982; Liberman, 2005). Esto se evidencia con el
alto porcentaje de Ala, Leu y Val en la composicién de aminoacidos de Amyco_LipB (Figura 1).
El tiempo de vida media estimado indica que puede ser una proteina que tarda mas de 10 h en

desaparecer in vivo, después de ser sintetizada en E. coli (Bachmair, 1986; Gasteiger, 2005).

Tabla 1.

Propiedades fisicoquimicas de la proteina Amyco_LipB determinadas con el servidor ProtParam.

Propiedad fisicoquimica Valor estimado
Peso molecular (kDa) 33.2
Punto isoeléctrico 4.92
indice de inestabilidad 30.64
Vida media estimada >10 h, E. coli
indice alifatico 100.34

Gran promedio de hidropatia (GRAVY) 0.295
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El andlisis del perfil hidrofébico de Amyco_LipB en ProtScale permitio reconocer las regiones
hidrofobicas e hidrofilicas de la proteina. Se eligié un tamafio de ventana de 9 aminoacidos. Las
regiones hidrofdbicas se identifican por tener un puntaje positivo por encima de 0 y las regiones
hidrofilicas, inferiores a 0 (Gasteiger et al., 2005). El perfil de hidrofobicidad obtenido reveld
una fuerte presencia de picos hidrofobicos, intercalados con algunos segmentos solubles
(Figura 2); esto sugiere que Amyco_LipB podria ser de naturaleza preferiblemente hidrofébica,
en solucidn acuosa, lo que concuerda con el valor del indice GRAVY de 0.295. Como veremos
mas adelante, estos picos hidrofébicos estan relacionados con las posiciones de los aminoacidos

que rodean la zona catalitica de la lipasa.

1 MKRSLLALLVLVGAVLAPASATAADGPALRVPESALDAALVYCS 43
44 GDVRGSGHNPILLIAGTTLTPEVFAWNYGPALTALGRPFCTVA 86
87 LPDNGMAD IQVAAEYVVHAI RAVSAAAGRDVD IVGHSQGGMVP 129

130 RWALKYWPDTRSRVGDVVGLAPSNHGTVVASAVCLPGCAPAFW 172
173 QAQRTGSAFLTALNSDAETWAGIDYTNVYTVLDEVVAPNLNDYG 215
216 SSSLHTGAQGRI SNVGLOQEVCPAHVADHLTTGTADGVAFALVVD 258
259 ALTHDGPADPARLPADVCTRLLMPGVYDPLHLAVDEAQMATVVA 301

302 TQAVALYPHVPAEPELAGYAR EXy|
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Figura 1. Arriba: Estructura primaria de Amyco_LipB. Abajo, composicidn en aminoacidos.
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Las proteinas secretadas, tanto de procariotas como eucariotas contienen secuencias conocidas
como péptido sefial (SP), los cuales direccionan los polipéptidos a su lugar de destino (Coleman
et al., 1985). Generalmente, el SP esta localizado en la regién N-terminal (Tsuchiya et al.,
2003). La prediccion de un potencial péptido sefial en Amyco_LipB se realizo en el servidor
SignalP 4.1. Se determin0 la presencia de un posible SP (D-cutoff =0.450) y un sitio de escision
ubicado entre las posiciones 23 y 24 en la secuencia ATA_AD (Figura 1, arriba). Los SP
muestran poca similitud a nivel de secuencia y se ha argumentado que el Unico requisito para
su funcionamiento es que estén conformados exclusivamente, o en gran parte, de aminoacidos
hidrofobicos (Williams, Pal, & Hurst, 2000). Esto concuerda con el primer pico encontrado en
el perfil de hidrofobicidad de Kyte y Doolittle (Figura 2), ubicado en la region de los primeros

~25 aminodcidos de la proteina.

4

"Hphob. / Kyte & Doolittle

3 | 4

Score
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FPosition
Figura 2. Perfil de hidrofobicidad en la escala de Kyte y Doolittle calculado en ProtScale. Tamafio de ventana de 9

aminodcidos.
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3.2 Analisis de la estructura primaria de Amyco_LipB

La prediccion de motivos y dominios conservados de Amyco_LipB arrojé la presencia del motivo
“Lipasa EstA/Esterasa EstB” (Interpro: IPR002918) y el dominio “Lipasa_2” (Pfam: PF01674).
Estos dominios se encuentran en todas las enzimas lipasa/esterasa que pertenecen a la superfamilia
del plegamiento o/ hidrolasa (Tabla 2). Este resultado coincide con la anotacién de la secuencia

en la categoria de “lipasa” del NCBI.

Tabla 2.

Resumen de las caracteristicas de los dominios encontrados en Pfam e InterPro.

Familia de Posiciones
Base de datos Dominio Funcién
proteina (inicio - final)
Pfam Lipasa 2 Lipasa (clase 2) 96 - 242 Actividad hidrolasa
Lipasa Plegamiento
InterProScan 5 22 -321 Actividad hidrolasa

EstA/Esterasa EstB  Alfa/Beta hidrolasa

El andlisis de los alineamientos mostré la conservacion en Amyco_LipB del pentapéptido
GXSXG (GHSQG), dentro del cual se localiza la serina catalitica y el dipéptido HG que forma
el orificio oxianién caracteristico de las lipasas/esterasas (Jaeger et al., 1994b). Mediante
alineamiento con la secuencia de CALB y alineamientos multiples de secuencia con otros
géneros de Actinobacteria, se determiné el posible sitio activo de la lipasa: las posiciones
Ser123, Asp204 y His242 estan conservadas y podrian conformar la triada catalitica de la lipasa
(Figura 3). Los resultados obtenidos en los servidores MetaPocket 2.0 y COFACTOR
indicaron que Ser123, Asp204 y His242 hacen parte del sitio activo. Adicionalmente, coinciden
con la presencia de los aminoacidos Gly59, Thr60, His122, GIn124, Serl52 y Thrl56 en la

region que formaria el bolsillo de union al sustrato de la enzima.
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3.3 Modelado por homologia de la estructura tridimensional
La estructura tridimensional se model6 en los servidores SWISS MODEL e I-TASSER, usando
como molde la estructura cristalografica de CALB alojada en la PDB (cddigo 1tcb). Se obtuvieron
6 modelos: uno en SWISS MODEL (M1) y5en I-TASSER. En el caso de I-TASSER se selecciond
el mejor modelo, denominado M2, en base al C-score (-0.66), el cual es un valor de confianza que
estima la calidad de las predicciones (rango de -5 a 2) (Yang et al., 2015). La superposicion de
estructuras (Figura 4) evidencié que M1 cuenta con el valor mas bajo de RMSD (0.46 A),
comparado con M2 (0.65 A), sugiriendo una mayor similitud con la estructura de CALB. Los
valores de RMSD obtenidos son similares a otros modelos por homologia de lipasas y sus
respectivos moldes. Por ejemplo, la superposicion de los modelos con las estructuras molde de las
lipasas de Bacillus thermocatenulatus, Burkholderia glumae y Pseudomonas aeruginosa
presentaron un valor RMSD <1.2 A (Hosseini et al., 2013; Xu et al., 2010).
Los modelos fueron evaluados de acuerdo con el puntaje Z (Z-score) de la herramienta ProSA,
que busca errores posibles en los modelos de estructuras tridimensionales (Wiederstein & Sippl,
2007). Los valores de puntaje Z obtenidos para M1 (-7.03) y M2 (-5.88), indican que los
modelos son correctos y se ubican dentro de valores que presentan estructuras 3D determinadas
por cristalografia de rayos X y RMN. No obstante, M1 presento el valor mas negativo, similar
al puntaje Z de la estructura molde (-7.28). El servidor ProSA genera un analisis que indica la
calidad local de los modelos. Las graficas obtenidas representan las energias de interaccion de
los residuos y los valores negativos correspondes a partes estables de las moléculas. El diagrama
obtenido para los modelos (Figura 5) exhibié mayores picos de valores positivos para la
estructura M2, indicando errores en el modelo, ubicados en el extremo N terminal y en la region

de aminoacidos de 250-300.
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Figura 3. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de Amyco_LipB. a) Alineamiento con la lipasa CALB de C.

antarctica. Los aminoécidos putativos que conforman la triada catalitica se encuentran indicados en el recuadro de

color rojo. b) Alineamiento con lipasas de los géneros Amycolatopsis (A ) y Streptomyces (S ). Las posiciones de los

aminoacidos putativos que conforman la triada catalitica se encuentran indicadas en el recuadro de color rojo. El

motivo GxSxG conservado y el dipéptido HG estan subrayados en color azul. Los aminoacidos idénticos entre las

secuencias estan marcados con asteriscos. Los aminoacidos con sustituciones conservadas y semiconservadas se

sefialan con dos puntos y un punto, respectivamente.
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Los modelos fueron evaluados de acuerdo con el puntaje Z (Z-score) de la herramienta ProSA,
que busca errores posibles en los modelos de estructuras tridimensionales (Wiederstein & Sippl,
2007). Los valores de puntaje Z obtenidos para M1 (-7.03) y M2 (-5.88), indican que los
modelos son correctos y se ubican dentro de valores que presentan estructuras 3D determinadas
por cristalografia de rayos X y RMN. No obstante, M1 presento el valor mas negativo, similar
al puntaje Z de la estructura molde (-7.28). El servidor ProSA genera un analisis que indica la
calidad local de los modelos. Las graficas obtenidas representan las energias de interaccion de
los residuos y los valores negativos correspondes a partes estables de las moléculas. El diagrama
obtenido para los modelos (Figura 5) exhibié mayores picos de valores positivos para la
estructura M2, indicando errores en el modelo, ubicados en el extremo N terminal y en la regién

de aminoacidos de 250-300.

N
Terminal

Terminal

Figura 4. Superposicién estructural de los modelos por homologia con la estructura molde (1TBC). a) M1 (color

verde). b) M2 (color negro).
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Figura 5. Diagrama de la calidad local de los modelos en base a la energia de interaccion de sus residuos en ProSA
web. a) 1TCB, b) M1, c) M2.

Para analizar la compatibilidad de la disposicion espacial del modelo 3D con su secuencia de
aminoacidos (1D), se utilizo la herramienta Verify3D (Luthy et al., 1992). M1 presento el valor
mas alto con un total de 85% de los aminoacidos con valor >0.2, lo que indica que es un modelo
de buena calidad.

El diagrama de Ramachandran (Hooft, Sander, & Vriend, 1997) demuestra la precision de un
modelo generado mediante la ubicacion de los amino&cidos de acuerdo con todas las posibles
combinaciones de los angulos diédricos W (psi) contra @ (phi), los cuales contribuyen a la
formacion de las estructuras secundarias. En la Figura 6 se muestra el diagrama de

Ramachandran para Amyco_LipB, construido con la herramienta PROCHECK (Laskowski et
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al., 1993). Se puede observar que M1 mostro una distribucion de aminoacidos similar a la de
la estructura de CALB. Por otra parte, el diagrama de M2 presenté una elevada cantidad de
residuos fuera de las regiones permitidas, lo que concordd con la estimacion de Verify3D y
corroboro errores en el modelo. Las estadisticas calculadas en los graficos revelaron los mejores
valores para M1, con el 85.6% de residuos ubicados en regiones permitidas y 0.4% de residuos
en regiones no permitidas. Tomados en conjunto estos resultados, resumidos en la Tabla 3, se
considerd valido asumir a M1 como el modelo mas indicado para realizar los analisis

posteriores.

o)

Psi (degrees)

ot

a
<180 -135 90 -ds as 90 135 180
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Phi (degrees) Phi (degrees)

Figura 6. Diagrama de Ramachandran. Se observa la distribucion de los aminoacidos de los modelos por homologia

y el molde. a) 1TCB, b) M1, c) M2.
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Tabla 3.

31

Resultados comparativos de la validacion de estructuras en los diferentes servidores de los modelos obtenidos.

Servidor Propiedad M1 M2
Matras 1.2 RMS (A) 0.46 0.65
ProSA Web Z-score -7.03 -5.68
Verify3D 3D-1D>0.2 (5) 85.38 7477
Residuos en las regiones mas
85.6 71.6
favorecidas (%)
Residuos en regiones
PROCHECK permitidas adicionales (%) e e
(Diagrama de Residuos en regiones
Rachamandran) generosamente permitidas (%) H +
Residuos en regiones no
04 4.1

permitidas (%)
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Figura 7. Estructuras secundarias de los modelos tridimensionales. Las figuras a (1TCB) y b (M1) muestran el
diagrama simplificado del plegamiento de los modelos y la posicion de los amino4cidos de la triada catalitica (puntos
de color negro). Las figuras ¢ (1TCB) y d (M1) ilustran la representacion espacial de las estructuras secundarias de
los modelos 3D. La triada catalitica ubicada dentro nicleo del plegamiento en los bucles (color gris) se representa con
barras y esferas de color blanco y negro, respectivamente. Los nimeros hacen relacion al orden consecutivo de la

secuencia en que se codifican las hélices a (color rojo) y laminas B (color morado) en el plegamiento estructural.

Figura 8. Alineamiento estructural de los modelos de CALB (gris) y M1 (verde). El acercamiento a la triada catalitica
muestra a los residuos Ser-Asp-His (azul) de M1 superpuestos sobre los residuos del sitio activo de la estructura de

CALB (rojo).
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3.4 Estabilidad conformacional del modelo 3D de Amyco_LipB

Con el objetivo de evaluar la estabilidad conformacional del modelo M1 de Amyco_LipB, se llevo
a cabo una minimizacion de energia (ME). de la estructura 3D. Esta simulacién permite determinar
el conférmero mas estable que puede alcanzar la estructura mediante la optimizacion a su
geometria (Standard, 2015). Para las posteriores comparaciones también se aplicé EM a la
estructura control (1TCB). El valor de RMSD para las estructuras resultantes 1TCB y M1 fue de
0.35 A y 0.53 A, respectivamente. Estos valores se reflejaron en el cambio en la longitud global
de sus estructuras secundarias, especialmente con el aumento en las regiones desordenados de

bucles, y en la variacion de posicion espacial de los residuos de la triada catalitica (Figura 9).

Las estructuras 3D de CALB y el modelo M1 de Amyco_LipB fueron sometidas a simulaciones
de DM durante 40 ns, para comparar su dinamica estructural (1LTCB y M1). Adicionalmente,
con el fin de evaluar la termoestabilidad y flexibilidad de la estructura de la lipasa M1, el
sistema se calento a diferentes temperaturas (283K, 330K, 360K, 400K). La precision del
sistema se determin6 mediante la fluctuacion constante promedio de la temperatura. Todos los
sistemas alcanzaron rapidamente su temperatura de simulacion (283K a 400K) (Figura 10).
Adicionalmente, se obtuvo la estructura después de la minimizacion de energia en cada
temperatura (Figura 11) y se calcul6 el valor de RMSD. Se obtuvo un rango de 0.52 a 0.56 A,
lo que indic6 que no hubo diferencias significativas entre las estructuras después del

refinamiento.
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Figura 9. Estructuras obtenidas a 300K después del refinamiento por minimizacién de energia. Alineamiento
estructural de 1TCB (Figura 9a) y M1 (Figura 9b) con acercamiento a los residuos de la triada catalitica. Colores:

Gris = 1TCB, amarillo = 1TCB después de EM, verde = M1, rojo = M1 después de EM.
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Figura 10. Equilibrio de la temperatura del sistema durante las simulaciones de dinamica molecular.

El valor RMSD es una de las propiedades fundamentales utilizado para establecer si una
proteina permanece estable y esta cerca de su estructura experimental (Khan et al., 2017b). La

dinamica general de las simulaciones (ensayos) muestra diferentes patrones. Por lo tanto, para
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analizar la estabilidad se seleccionaron los valores correspondientes al mejor promedio de
RSDM. Se realiz6 un analisis por separado de las trayectorias de RMSD de la cadena principal
y de los residuos de la triada catalitica. Los resultados demostraron que los rangos de
fluctuacion de RSDM de la cadena principal y los residuos Ser-Asp-His presentaron diferencias
entre CALB y M1, asi como en los sistemas de M1 a diferentes temperaturas (Figura 12 y 13).
Los estadisticos béasicos calculados se encuentran resumidos en la Tabla 4. Adicionalmente,
con el fin de realizar un analisis mas detallado, se evaluaron diferentes variables que estiman
los cambios presentes durante la simulacién de DM de diferentes formas que se complementan
entre si: fluctuacion cuadratica media (RMSF), factor B, radio de giro (Rg), area superficial de
acceso al solvente (SASA) y distancias atomicas (Burney et al., 2015). Se evalud el
comportamiento del sistema M1 a 300 K comparado con CALB (Figura 14), asi como un

analisis de estas variables para las simulaciones de M1 sometido a diferentes temperaturas.

Figura 11. Estructuras del modelo M1 obtenidas después del refinamiento por EM en las simulaciones DM a

diferentes temperaturas. a) M1-283K, b) M1-300K, c) M1-330K, d) M1-360K, e) M1-400K
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Tabla 4.
Estabilidad estructural en base al RSDM de los atomos del esqueleto de la proteina (backbone) y los residuos de la
triada catalitica (Ser-Asp-His). Los resultados se expresan en términos de nandmetros (nm). Los asteriscos (*) junto

a las temperaturas hacen referencia a M1.

Estructura Estadistica 1TCB 283K* 300K* 330K* 360K* 400K*
x 0.1226 0.1098 0.2657 0.2913 0.3282 0.4253
c 0.0119 0.0245 0.0281 0.0395 0.0460 0.0758
Backbone

Min 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005

Max 0.1553 0.1585 0.3151 0.3716 0.4392 0.6180

x 0.0575 0.1098 0.1940 0.2022 0.2635 0.3428
c 0.0099 0.0245 0.0592 0.0185 0.0330 0.0978

Triada catalitica
Min 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.0004

Max 0.0986 0.1585 0.2948 0.2890 0.3670 0.6149

. X = promedio aritmético. c = Desviacién estandar. Min = Minimo. Max = Maximo.
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Figura 12. RSDM del esqueleto de la proteina en el tiempo. Se realizaron 3 ensayos de simulacion MD a cada sistema.
Se observan las trayectorias correspondientes a los tres ensayos realizados para la estructura 1TCB (control) y el

modelo M1 a diferentes temperaturas.
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Figura 13. RSDM de los atomos de los residuos de la triada catalitica Ser-Asp-His en el tiempo. Se realizaron 3
ensayos de simulacion MD a cada sistema. Se observan las trayectorias correspondientes a los tres ensayos realizados

para la estructura 1TCB (control) y el modelo M1 a diferentes temperaturas.

3.4.1 Dindmica conformacional del modelo M1 en comparacion con CALB
Para comparar la estabilidad conformacional del modelo M1 con la estructura de CALB se
analizaron las diferentes trayectorias obtenidas en la simulacion DM. En el sistema 1TCB-ML1 se
observo un aumento en el valor de RSDM en el esqueleto de la proteina y los residuos Ser-Asp-
His de la triada catalitica de M1. En contraste con M1, 1TCB alcanzé rapidamente la convergencia
con fluctuacién constante en el orden de 0.123 + 0.012 nm. M1 presenté el valor mas alto de
RSDM a los 26 ns (= 0.39 nm) seguido de una disminucion sin alcanzar la convergencia en el
tiempo total de la simulacion. Este resultado sugiere que la estructura M1 presenta mayor cambio

estructural a nivel general y local, con respecto a CALB.

La raiz cuadrada de la fluctuacion media (RMSF) calcula las coordenadas promedio de la

posicion inicial de los atomos que conforman una proteina, en funcién del tiempo (Kuzmanic
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& Zagrovic. 2010). Un alto valor de RMSF indica gran movilidad en los atomos y sus cadenas
laterales (Yuan et al., 2005). En concordancia con el RSDM, el perfil de RMSF presento un
aumento en M1 frente a CALB. Los picos con los valores més altos se ubicaron en regiones
diferentes en la secuencia de residuos y no se observé solapamiento entre ellos (Figura 14.
RMSF Residuos). Los resultados expresan que la proteina M1 presenta mayor cantidad de
regiones flexibles. Estas regiones se relacionan con la distribucidn de las estructuras secundarias
de la proteina (Bornot et al., 2011). Los valores mas altos se presentaron en el pico inicial y
final, respectivamente. Estos hacen referencia a las hélices a ubicadas en los extremos N y C

terminal de la proteina y representan las regiones mas flexibles.

RSMD Backbone RMSD Ser-Asp-His RMSF Residuos
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Figura 14. Perfil de estabilidad estructural del sistema comparado entre 17TCB y M1 a 300K.

El radio de giro (Rg) es un parametro que relaciona la estabilidad de una proteina con su
volumen estructural y mide el cambio general de su deformacion y compacidad en el tiempo.

A medida que aumenta el valor de Rg la proteina es menos compacta (Monajjemil & Oliaey,
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2009). El Rg que presenté M1 fue menor en comparacion con CALB con un rango aproximado
de 1.8 £ 0.03 nmy 1.83 £ 0.03 nm, respectivamente. Estos resultados sugieren que la estructura
M1 es mas compacta (Burney et al., 2015). Sin embargo, a través de la trayectoria M1 presento
mayor fluctuacion de Rg que CALB posiblemente debido a que la proteina sufre un aumento

en el numero de deformaciones en el tiempo.

Por otra parte, se calculo el area de superficie accesible al solvente (SASA) para cuantificar
cambios en el area superficial expuesta de la proteina (Tabla 5). SASA realiza una medicién
del &rea superficial de una proteina que interactGa con las moléculas de solvente. SASA esté
relacionado con Rg. Un aumento en el valor SASA esté relacionado con desnaturalizacion de
la estructura de las proteinas como resultado del despliegue de sus estructuras secundarias
hidrofobicas (Khan et al., 2017b). El valor de SASA del esqueleto de la proteina presenté un
comportamiento similar al Rg en M1y CALB (Tabla 5). En este caso, se observo un patrén de
fluctuacion semejante para las estructuras y refleja que no hay pérdida de la forma activa de las
enzimas durante la simulacion en ningun caso. Asi mismo, el perfil de SASA calculado por
residuos (Figura 14) reflejo picos relacionados con las estructuras secundarias hidrofébicas e
hidrofilicas. Los valores de Rg y SASA indicaron estabilidad global moderada de la estructura
M1 en el tiempo, a pesar de los cambios conformacionales que sugieren las medidas de
desviacion RMSD y RMSF. Estos resultados estiman que las proteinas mantienen una

configuracién que no altera su actividad catalitica por pérdida de la estructura.

3.4.2 Dinamica conformacional del modelo M1 a diferentes temperaturas
Para evaluar el comportamiento del modelo M1 a diferentes temperaturas se analizaron las
diferentes trayectorias obtenidas en la simulacion DM. EI RMSD del esqueleto de la proteina y de

los residuos Ser123-Asp204-His242 de la triada catalitica de M1, a diferentes temperaturas de
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simulacion (283K a 400K), se muestran en la Figura 15. Se observo un incremento en el RMSD
a medida que aumento la temperatura. El valor mas bajo de RMSD backbone (Figura 15a) se
presento en la simulacion a 283K (0.158 nm) y el valor mas alto para la temperatura de 400K
(0.618 nm). Los sistemas correspondientes a 300K, 330K y 360K presentaron valores maximos
dentro del rango de 0.315 nm a 0.489 nm. Todos los sistemas evidenciaron una tendencia hacia la
convergencia después de 20 ns, a excepcion de la simulacién a 400K, que aumento
progresivamente durante la trayectoria. De igual forma, la grafica de RMSD de la triada catalitica
(Figura 15b) presenté un comportamiento similar a 400K con un aumento marcado después de 30

ns.

283K —300K 330K 360K —400K

RMSD Backbone RMSD Ser-Asp-His

Tiempo (ns) Tiempo (ns)

a b

Figura 15. RMSD de M1 durante la trayectoria. a) RMSD backbone. b) RMSD de los residuos de la triada catalitica
(Ser-Asp-His).
En contraste, los demas sistemas alcanzaron un patron de fluctuacion constante, con tendencia
al equilibrio. Esto ocurri6 durante los primeros 6 ns, con un pico de disminucion-aumento cerca
de los 34 ns y 37 ns a 330K y 360K, respectivamente. Los cambios conformacionales de la

estructura de Amyco_LipB se reflejan en el constate movimiento de las regiones de bucles.
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Estas regiones incluyen las posiciones de la triada catalitica observadas en la visualizacion de
la trayectoria en VDM. La variacion del RMSD de la triada catalitica presenté valores mas

bajos en comparacion con la estructura global de la enzima.

La grafica de RMSF de los residuos exhibié un patron general en los picos de méxima
fluctuacion en todas las temperaturas (Figura 16). El promedio de RMSF para M1 en el rango
de 283K a 360K presentd una variacion desde 0.096 nm hasta 0.153 nm. De acuerdo con valor
méaximo estimado, la estructura present6 los mejores valores a 283K, 300K y 360K. Los valores
mas altos se alcanzaron a 330K y 400K. Esto es un indicador de que la enzima presenta mayor
flexibilidad en estas temperaturas. EI promedio de fluctuacion més alto, asi como el valor méas
alto de RMSF se evidencid a 400K con valores de 0.22 + 0.14 nm y 1.18 nm, respectivamente.
Esto sugiere, que las partes mas sensibles a la temperatura se ubican en las regiones N y C
terminal, con una tendencia marcada en el aumento de fluctuaciones en la regioén de
aminoacidos de 150 a 250. En estas regiones se encuentran ubicados Asp204 y His242, por lo
tanto, es posible que afecte la actividad de la enzima debido a los cambios estructurales

presentados en los residuos que se encuentran en la region del sitio activo.

El célculo de Rg indico mayor fluctuacion del empaquetamiento de la enzima a 400K con un
aumento después de 35 ns. Los demas sistemas presentaron fluctuacidn constante sobre valores
cercanos en un rango de promedio de 1.798 nm a 1.814 nm. Este pardmetro sugiere que la
enzima sufre mayores deformaciones a 400K que afectan su estabilidad mediante la pérdida de

la compactacion.
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Figura 16. Perfil de estabilidad estructural del modelo M1 comparado en diferentes temperaturas.

Por otro lado, la variacién de SASA indicd que la enzima aumentd su superficie expuesta en
todos los sistemas con el paso del tiempo en la simulacion. Los promedios mas bajos de SASA
se alcanzaron en las temperaturas de 283K, 300K y 330K. Aunque se observd una tendencia
hacia el aumento de SASA, con el incremento de la temperatura, no se identificaron grandes
fluctuaciones que se puedan relacionar con la desnaturalizacion de la enzima. Esto fue
corroborado con el perfil de SASA por residuos, el cual presentd un patrén de valores similares
en todas las temperaturas. Los resultados anteriores sugieren que, la estructura M1 presenta una
configuracién con estabilidad, en el rango de 283K a 360K. En contraste, ocurren mayores
cambios conformacionales a 400K que pueden afectar a la funcién de la enzima. Estos cambios

estructurales se visualizaron con la obtencién de la estructura M1 cada 10 ns en cada
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temperatura y su comparacion con la estructura inicial de cada sistema (Figura 17). Los

estadisticos basicos calculados para todas las variables analizadas se encuentran en la Tabla 5.

Adicionalmente, se determinaron las distancias atomicas entre los carbonos o de los residuos
de la triada catalitica. El analisis sefial6 cambios en las fluctuaciones en las distancias entre
Serl123-Asp204, Ser123-His242 y Asp204-His242 que conforman el sitio activo de la enzima.
En comparacion con CALB, los residuos presentaron variaciones en sus distancias en todas las
temperaturas de simulacién a través del tiempo. La variacién observada se relacioné con los
perfiles de estabilidad de la enzima. Estos perfiles sefialaron fluctuaciones relacionadas con la
posicion espacial de la triada catalitica a partir del RMSD, ademas de la ubicacion de regiones
flexibles en la temperatura donde se localiza el sitio activo en relacion con RMSF, Rg y SASA.
Las distancias atdbmicas presentaron el mismo rango de variacién en todas las temperaturas de
0.5 nm a 1.5 nm, a excepcion de 400K que muestra un aumento de la distancia entre Ser123-
His242 y Asp204-His242 y una mayor fluctuacion en la distancia de Ser123-Asp204. Los
cambios en las distancias atomicas de la triada catalitica estan directamente relacionados con la
estabilidad de la enzima, un aumento en este parametro sugiere problemas en la formacion de
enlaces de hidrdgeno entre los residuos cataliticos (Mercado Malebran, 2014). Por lo tanto, el
perfil de distancias a 400K sugiere una posible pérdida de la actividad de la enzima a esta
temperatura. Los resultados se observan en la Figura 18.
Tabla 5.

Variables estimadas para determinar la estabilidad conformacional de los modelos durante la trayectoria. Los valores

se expresan en términos de nandmetros (nm). Los asteriscos (*) junto a las temperaturas hacen referencia a M1.

Variable Estadistica  1TCB 283K 300K 330K 30K 400K

RMSF Atomos x 0.0671 0.0961 0.1035 0.1295 0.1530 0.2151
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c 0.0373 0.0458 0.0612 0.1026 0.1033 0.1350
Min 0.0311 0.0437 0.0410 0.0476 0.0521 0.0742
Max 0.2771 0.3258 0.5582 0.7898 0.6333 1.1755
x 0.0672 0.0961 0.1040 0.1297 0.1532 0.2154
c 0.0371 0.0457 0.0612 0.1023 0.1031 0.1348
RMSF*
Min 0.0317 0.0440 0.0419 0.0485 0.0524 0.0766
Max 0.2609 0.3024 0.5125 0.7637 0.6164 1.1003
x 15.4998 29.7817  38.0273 71.7912 89.6544 169.6196
c 23.6937 34.6362 62.7897  158.8434  146.0025 279.8606
Factor B
Min 2.5500 5.0300 4.4300 5.9700 7.1300 14.4900
Max 202.0300 279.3900 820.1700 1641.5400 1055.6300 3636.5700
x 1.8274 1.8074 1.8001 1.7988 1.8147 1.8239
c 0.0293 0.0297 0.0294 0.0295 0.0326 0.0331
Radio de giro
Min 1.8017 1.7573 1.7591 1.7596 1.7601 1.7557
Max 1.8501 1.8291 1.8308 1.8285 1.8577 1.8823
x 167.2238 161.7066 162.4535 162.6840 165.1131  165.2017
c 2.9298 2.9549 2.9596 3.0153 3.2975 3.1761
SASA
Min 162.10 157.21 156.43 157.13 158.23 155.52
Max 171.55 166.79 167.53 168.33 171.73 171.53
x 0.5265 0.5372 0.5397 0.5405 0.5486 0.5489
c 0.1426 0.1416 0.1424 0.1372 0.1347 0.1330
SASA*
Min 0.1120 0.1450 0.1880 0.1700 0.1880 0.1580
Max 0.9990 1.0660 1.1640 1.0250 1.0400 1.0810

x = promedio aritmético. ¢ = Desviacion estandar. Min = Minimo. Max = Méaximo.

44
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10 ns

20 ns

30 ns

40 ns

Figura 17. Cambios conformacionales de la estructura M1 a diferentes temperaturas. En color gris se observa la
conformacion inicial de la enzima en cada simulacidn supuesta con su imagen estructural a los 10 ns, 20 ns, 30 ns, 40

ns.

Como complemento para este analisis se graficé el promedio de distancias entre pares de
residuos de triada catalitica para todos los sistemas (Figura 19). Los resultados sefialaron un
patron similar entre M1 a 283K y la estructura de CALB. Las distancias interatdmicas mas

cortas se obtuvieron para el sistema a 300K, indicando mayor cercania entre los residuos del
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sitio activo. A 330K, 360K y 400K se observo un patron general de aumento entre las distancias
de Ser104-Asp204 y Asp204-His242, relacionado con los cambios conformacionales que sufrié

la estructura a causa del aumento de la temperatura.
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Figura 18. Distancias interatomicas entre los residuos Ser-Asp, Ser-His, Asp-His de la triada catalitica de la enzima.
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Figura 19. Promedio de distancias interatomicas entre los residuos Ser-Asp, Ser-His, Asp-His de la triada catalitica

de la enzima.
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3.4.3 Flexibilidad estructural y termoestabilidad de la enzima Amyco_LipB
Para obtener informacion acerca de la flexibilidad estructural local, estabilidad térmica de las
moléculas, predecir regiones desordenadas y detectar errores en estructuras de proteinas, se
utiliza el valor de RMSF y Factor B simulado. El Factor B es un pardmetro de desplazamiento
atdmico que refleja la dindmica promedio de la posicion de los atomos de una estructura
(Kuzmanic & Zagrovic, 2010). Estas variables estan altamente relacionadas y se ven afectadas
por el método de determinacion de la estructura de una proteina y errores en su refinamiento.
Asi, un Factor B grande y un alto valor de RMSF indican gran movilidad de las estructuras

tridimensionales de las proteinas (Yuan et al., 2005).

Se estimaron los valores de Factor B para las estructuras de la simulacion y se graficaron
con el valor del RMSF atémico del esqueleto de la proteina. Los resultados se muestran en
la Figura 20. Se observé un patron compartido en el comportamiento de las variables con
el incremento de la temperatura. Los valores del Factor B simulado coincidieron en la
ubicacion general de las estructuras moviles de la enzima. Ademas, este indicador sefial6
un aumento en la movilidad de la enzima con el incremento de la temperatura. Los altos
valores del Factor B en la estructura enzimatica reflejan errores en su estimacion debido a
su condicion de ser un modelo predictivo (Yuan et al., 2005). Sin embargo, es usado como
una herramienta cualitativa para evidenciar la flexibilidad global de una estructura. Tal
como se expuso anteriormente, la estructura M1 presentd mayor flexibilidad para las
regiones N y C terminal y la region en la que se ubica parte del sitio activo de la enzima.
Ademas, las altas fluctuaciones observadas estan relacionadas con regiones de alta
movilidad como bucles de conexion, giros y curvas, ademas, aumenta la movilidad de las

estructuras secundarias a medida que incrementa la temperatura.
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Figura 20. Perfiles de RMSF y Factor B del esqueleto de la proteina M1 a diferentes temperaturas. Las escalas fueron

igualadas para facilitar su comparacion. Las curvas interrumpidas del Factor B (B-factor) indican que los valores

superan el umbral establecido para el eje Y (derecha).

Se observo alta movilidad global en la estructura, especialmente en las hélices a7 (posiciones

157 a 164) y hélice al5 (posiciones 298 a 307), las cuales se localizan espacialmente cerca de

la region del sitio activo. Se ha demostrado que un aumento en la temperatura favorece la

dindmica y flexibilidad de la enzima con la tendencia para abrir el parpado o tapa (lid) y asi

exponer el nucleo de la molécula al solvente (Karjiban et al., 2009). Por lo tanto, estas

estructuras pueden estar relacionadas con el dominio correspondiente a la tapa de la enzima.

Los resultados se ilustraron mediante la coloracién de las estructuras con el Factor B promedio

calculado en cada simulacion (Figura 21).
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Figura 21. llustracién del Factor B en la estructura M1 a diferentes temperaturas. Los valores cercanos a 0 indican

regiones rigidas y los valores mayores o igual que 200 regiones flexibles de la enzima.

3.5 Acoplamiento molecular de ésteres de pNP a la lipasa

Se realizaron simulaciones de acoplamiento molecular para determinar la afinidad de union
enzima-sustrato de la enzima Amyco_LipB en comparacién con CALB. Las lipasas catalizan la
hidrolisis y sintesis de ésteres de triacilglicerol de cadena larga (mas de 10 atomos de carbono),
mientras que las esterasas hidrolizan sobre sustratos de cadena corta (10 0 menos atomos de
carbono). Uno de los métodos mas usados experimentalmente para caracterizar la capacidad de
catélisis de enzimas lipoliticas se basa en evaluar la hidrdlisis de ésteres de pNP (Arpigny & Jaeger,
1999; Buerth et al., 2014). Por lo tanto, se estimo la interaccion de M1 a partir de su afinidad de
unién con ésteres de para-nitrofenol (pNP) de diferentes longitudes de cadena: pNPC8, pNPC10,

pNPC22. Como control del procedimiento también se calcularon las interacciones de CALB con



CARACTERIZACION IN SILICO DE LA ENZIMA AMYCO_LIPB 50

estos sustratos. La afinidad enzima-sustrato se determind a partir de los residuos involucrados en

la formacion de enlaces de hidrogeno y se realizé una comparacion de la energia de acoplamiento

antes y despues del refinamiento estructural.
Se obtuvieron mayores promedios de afinidad (valores mas negativos) con todos los sustratos
para las estructuras antes de la minimizacién de energia, excepto en la interaccion M1 con
pNPC8 (Tabla 6). En general, la estructura de CALB exhibi6 energias de union inferiores para
pNPC8y pNP10, lo cual sugiere que la enzima M1 tiene interacciones mas favorables con estos
sustratos. El sustrato pNPC10 presentd los mejores promedios de afinidad con M1. La energia
de union enzima-sustrato maxima se alcanzo con la interaccion entre M1y pNPC22 (-7.08 y -
6.49 kcal/mol, respectivamente). Sin embargo, esta interaccion también presento los valores

minimos de interaccion mas bajos (-0.95 y 0.27 kcal/mol).

Tabla 6.
Comparacion del promedio de energia de unién de M1y 1TCB con ésteres de pNP antes y después del refinamiento
estructural.

Antes del refinamiento Después del refinamiento
Energia de
Estructura x Max Min x Max Min
Union (kcal/mol)
pNP Acetato -5,14 -5,45 -4,72 -5,16 -5,21 -4,94
M1 pNP Butirato -5,54 -5,94 -4,79 -5,21 -6,07 -4,74
pNP Palmitato -3,95 -7,08 -0,95 -3,21 -6,49 0,27
pNP Acetato -5,06 -5,12 -4,6 -4,83 -4,94 -4,24
CALB pNP Butirato -5,44 -5,61 -4,69 -5,10 -5,39 -4,3
pNP Palmitato -3,98 -6,36 -1,3 -3,98 -6,56 -1,71

X = promedio aritmético. Min = Minimo. Max = Maximo.
Todos los sustratos adoptaron diferentes configuraciones espaciales en M1 en una hendidura

en forma de tanel mediante la formacion de enlaces de hidrégeno durante el acoplamiento
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(Figura 22). Los enlaces de hidrdgeno se formaron con diferentes residuos (Tabla 7). La
interaccion mas favorable de M1 con pNPC8 y pNPC10 (4tomos O° y 0% se dio entre el grupo
HN de GLY59 y el grupo HD1 de HIS122, con un rango de distancia entre 1.9 A y 2.2 A. Por
otra parte, pPNPC22 present6 el Unico enlace de union directo con un residuo de la triada
catalitica, entre el &tomo O3 del sustrato y el grupo HG de SER123 a una distancia de 2.123 A.
Estos resultados son comparables con las energias de afinidad de union y distancias de enlace
con CALB reportados en un estudio de dinamica molecular y acoplamiento (Kumaresan et al.,
2011).

Por otra parte, la unién al grupo HN de GLY59 y su cercania a SER123 puede estar relacionada
con la estabilizacion de la carga negativa del sustrato mediante la formacion del enlace de
hidrogeno en el hueco oxianion (Suplatov et al., 2012). La posicion de HIS122, cerca de
SER123 del sitio activo, puede compararse con la ubicacion Trpl04 de CALB. Trpl04
comparte la vecindad con la serina catalitica y conduce a la formacién de un sitio de unién a
sustrato pequefio. Ademas, en las lipasas que conservan el peptapéptido GXSXG se forma un
agujero oxianion adicional que con frecuencia ayuda al anclaje del sustrato en la enzima y
consiste, generalmente, en dos residuos cercanos al residuo nucleofilico. Uno de estos residuos
se ubica en la posicion X1 que sigue al primer residuo de glicina conservado que es comparable

con HIS122 de la estructura M1 (Borrelli et al., 2015; Kumaresan et al., 2011).
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Figura 22. Detalles estructurales de la interaccion del modelo M1 con ésteres de pNP. Se ilustra la representacion de
la masa molecular (verde) de la enzima y la representacion parcial de su estructura secundaria (gris). a) pNP

Acetato:C8 (morado), b) pNP Butirato:10 (rojo), c) pNP Palmitato:C22 (azul).

Este resultado se relacion6 con la energia de unién mas favorable hacia los sustratos de menor
longitud de cadena, pNPC8 y pNPC10. Sumado a esto, los sustratos establecieron una serie
variable de contactos con los residuos que forman la cavidad catalitica de la enzima. En la
Figura 23 se observan las diferentes interacciones enzima-sustrato de M1 con los residuos
cercanos en las configuraciones de energia de unién (promedio) mas frecuente. A pesar de que

no hubo formacion de enlaces directos con residuos del sitio activo de M1 con pNPC8 y
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pPNPC10, se observo alta similitud de los aminoacidos circundantes en la region de anclaje de
los sustratos en la enzima. Entre estos residuos se encuentran SER123 y HIS242. La interaccion
con estos aminoacidos esta directamente relacionada con la accidn catalitica de la enzima, que
sigue el mecanismo clasico de ataque nucleofilico de serina hidrolasa apoyado por la
estabilizacion por parte de la histidina catalitica (Borrelli et al., 2015). Las interacciones de M1
con todos los sustratos compartieron contacto con los residuos Leu62, His122, Ser123, Serl52,

Phel71, His242, VVal300 (Tabla 8).

Tabla 7.
Comparacidn de los enlaces de hidrégeno formados con los residuos de M1 con ésteres de pNP. Se muestran los
datos correspondientes a los enlaces de interaccion formados en la conformacion de mayor energia de union durante

el acoplamiento.

Antes del refinamiento Después del refinamiento

pNP pPNP pNP pPNP pPNP pPNP
Sustrato
Acetato  Butirato Palmitato  Acetato Butirato Palmitato

Energia de union

-5.45 -5.94 -7.08 -5,21 -6.07 -6.49
(kcal/mol)
SER123" GLY59H  GLY5B9HN:
Enlace de
SER152" G.0!- H15122Hb? N:0%- O!- SER123"C:
hidrégeno
¢.0* SER152" 04 HIS122H  HIS122HP! ok
(donador:aceptor)
G:O?’ Dl: 03,04 : 01,02
1.601 - 2.115-
Distancia (A) 2.237 1.928 2.2-1.991 2.123

2.01 2.144
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Figura 23. Interaccion de los ésteres de pNP con el modelo M1. El sustrato y los residuos (gris) se representan con
barras. Se demarcan los residuos con los que el sustrato presenta interaccion cercana (verde) y los residuos con los
que forma enlaces de hidrégeno (rojo) con circulos punteados. Las lineas de color verde indican la distancia de la

interaccion enzima-sustrato.

Se confirmaron las posiciones Gly59, Hisl22 y Serl52 estimadas durante la fase de la
prediccion del sitio activo y sitio de unién, ademas de los residuos que conforman la triada
catalitica. Estos residuos participan en la formacion de la cavidad hidrofébica en donde se

incrustan los sustratos y aunque no intervienen directamente en la catalisis de la enzima, estan
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relacionados con el proceso de orientacion funcional de los atomos de la cadena principal de la

enzima (Suplatov et al., 2011). Los residuos Val300 y Val304 estan ubicados sobre la hélice

al5 y reafirman su implicacion en la region catalitica de la enzima.

Tabla 8.

Aminoéacidos del modelo M1 que presentan interaccion con ésteres de pNP. a) pNP Acetato:C8 (morado), b) pNP

Butirato:10 (rojo), ¢) pNP Palmitato:C22 (azul).

Aminoédcido pNP Acetato pNP Butirato pNP Palmitato

Gly59

Thr60

Thrél

Leu62

His122
Ser123
Ser152
Thr153
Val155
Alal59
Phel71
GInl74
Val206
Val207
His242
Leu243
Val300

Val304

v

v

v

v

X




CARACTERIZACION IN SILICO DE LA ENZIMA AMYCO_LIPB 56

4. Discusion
En este estudio se logré analizar con herramientas bioinformaticas la organizacion estructural y
funcional in silico de la lipasa Amyco_LipB. La comprension del papel bioldgico de una enzima
esta relacionada con el conocimiento de su estructura tridimensional (Skolnick & Fetrow, 2000).
A pesar de la alta precision que ofrece la determinacion experimental de estructuras de proteinas,
actualmente los métodos predictivos que hacen uso de técnicas computacionales proporcionan

informacidn valiosa para las moléculas que no tiene una estructura determinada (Ginalski, 2006).

Los analisis comparativos a nivel de secuencia (Figura 3) evidenciaron que la proteina conserva
el pentapéptido GXSXG, donde se localiza el residuo nucleofilico de la enzima, y el motivo
dipéptido HG que son caracteristicos de lipasas (Houde et al., 2004). Se ubicaron los residuos
de la triada catalitica en las posiciones conservadas de Ser123, Asp204 y His242 a partir de
alineamientos secuenciales con CALB vy otras lipasas de actinobacterias. Por otra parte,
mediante la visualizacion de la estructura 3D de la lipasa (Figura 7) se confirmo que la enzima
esta conformada por un nucleo central de 7 laminas 3 que se encuentra rodeado por 15 hélices
a, correspondiente al plegamiento de tipo o/p hidrolasa. EI modelo M1 mantuvo alto grado de
similitud con CALB con base en su bajo valor de RMSD en el alineamiento estructural y los
buenos resultados ante los criterios de validacion apoyaron la confiabilidad global del modelo
(Tabla 3). El valor de 0.45 A de RSDM obtenido concuerda con el umbral esperado para un
modelo predictivo con mas del 30% de identidad con su estructura molde. No obstante, el
aumento en el RMSD después del refinamiento estructural, puede estar relacionado con errores
en el modelamiento que pueden alterar el empaquetamiento de la cadena principal de la enzima,
asi como, el modelado de bucles y la alineacion de los residuos en el espacio (Baker & Sali,

2001). Este efecto se evidencid especialmente en el desplazamiento y cambio en algunas
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torsiones de la cadena lateral de los residuos que componen la triada catalitica tanto de CALB

como del modelo M1 de la lipasa Amyco_LipB (Figura 9).

El andlisis de las trayectorias obtenidas (Figura 14) en las simulaciones de DM sugiere que el
modelo M1 presenta estabilidad estructural a 300K con un rango de variacion de RMSD que
no superod los 0.4 nm. EI RMSD calcula los cambios conformacionales que ocurren en la
estructura durante la trayectoria de DM mediante la superposicion atomica con la estructura
inicial (Ferrara, Apostolakis, & Caflisch, 2002). Altos valores de RSDM hacen referencia a un
modelo estructuralmente vulnerable. Por lo tanto, se utiliza para estimar que no haya pérdida
de la estructura de la proteina a gran escala o grandes movimientos de sus estructuras
secundarias (Burney et al., 2015; Housaindokht et al., 2012). Aunque el valor de RMSD para
M1 fue mayor en comparacion a la variacion que se observd en CALB (>0.2 nm), la estabilidad
del modelo fue apoyada por las fluctuaciones de la trayectoria del perfil de RMSF, Rg y SASA,
que indica que la proteina mantiene su estructura global en el tiempo de la simulacion (Tabla
5). Estos resultados son comparables con los valores de las fluctuaciones en las trayectorias de
CALB en simulaciones de DM en agua reportados por Housaindokht et al., 2012, que tuvieron
mayores espectros de variacion, especialmente para el RMSD. Por otra parte, las fluctuaciones
presentadas durante las simulaciones a diferentes temperaturas sugieren que la enzima presenta
termoestabilidad en un rango de 283K a 360K de acuerdo con los perfiles del RMSD (Figura
15), RMSF, Rg y SASA (Figura 16) tanto a nivel atbmico como en su evaluacién por residuos.
El rango alcanzado de RMSD (<0.4nm) en estas temperaturas es aceptable. En contraste, la
lipasa presentd mayores valores en todas las variables analizadas a 400K que sefialan cambios
conformacionales mas grandes en la estructura. Estos cambios pueden estar relacionados con

la posible pérdida de la forma activa de la enzima por desnaturalizacion apoyado por la alta
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flexibilidad que sugiere el perfil de RMSF (Figura 20). Las zonas mas flexibles presentaron en
los residuos ubicados en la region del nucleo de la enzima donde se ubica el sitio activo y en
los extremos N y C terminal. Estos resultados fueron similares a los reportados en el analisis
funcional del modelo por homologia de una lipasa termoestable de Shewanella putrefaciens
(Khan et al., 2017). Asi mismo, estos resultados fueron apoyados por la variacion de distancias
atdmicas de la triada catalitica observada durante la simulacion a 400 K que mostrd la mayor

variacion.

Aunque la lipasa Amyco_LipB no presenta investigaciones acerca de la estabilidad a diferentes
temperaturas, estos resultados pueden relacionarse con estudios in vitro de la lipasa extracelular
termoestable de Amycolatopsis mediterranei DSM 43304 (Dheeman et al., 2010). Esta lipasa
mantiene su actividad en un rango de 50-60°C (323.15K y 333.15K, respectivamente), y
presenta amplia especificidad hacia diferentes sustratos, las cuales son caracteristicas
favorables para aplicaciones en procesos biocataliticos entre los que se encuentra la produccién
de biodiesel (Dheeman et al., 2011). Adicionalmente, el andlisis del perfil de RMSF atomico y
Factor B sugieren que la enzima presenta mayor flexibilidad. Los resultados sugieren que a
medida que incrementa la temperatura aumenta la flexibilidad. Se presentd alta movilidad de la
hélice al5 (Figura 21). Esta hélice puede estar relacionada con la region que corresponde al
dominio de la tapa (lid) que presentan las lipasas. Debido a que, el aumento de la temperatura
es uno de los estimulos mas frecuentes que genera la apertura de este dominio dejando expuesto

al sitio activo de la lipasa (Kumar et al., 2017).

Las energias de interaccion con ésteres de pNP obtenidas en los analisis de acoplamiento para
las estructuras de CALB y M1, antes y después del refinamiento, presentaron rangos de afinidad

entre -3.21 a -5.16 kcal/mol (Tabla 6). Los rangos de afinidad de union fueron similares a otros
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estudios de acoplamiento molecular con la lipasa CALB (Kumaresan et al., 2011). La enzima
M1 presenté mayor afinidad para el sustrato pNP butirato (-5.16 kcal/mol) comparada con su
interaccion con CALB (-5.06 kcal/mol). Los demas sustratos presentaron valores semejantes de
interaccion con las dos estructuras, a excepcion del sustrato pNP Palmitato que disminuyo su
energia de unién con la estructura M1 después del refinamiento. Generalmente, las lipasas
pueden distinguir la escision de pNP palmitato frente a pNP butirato, que es catalizado
principalmente por esterasas (Lopes et al., 2011). Los valores similares de energia de union que
presento la interaccion favorable de los sustratos con las estructuras de CALB y M1 son un
indicador de que las enzimas comparten capacidad catalitica y actividad sobre la misma gama
de sustratos. Los resultados indican que M1 conserva la condicidén de lipasa/esterasa que
caracteriza a CALB, debido a su capacidad de interaccion con sustratos de cadena corta
(pNP:C8), media (pNP:C10) y larga (pNP:C22). La interaccion de la enzima con sustratos de
cadena larga y su estabilidad estructural a temperaturas >330K (56.85 C) sugiere que la lipasa
Amyco_LipB presenta caracteristicas favorables para su aplicacion en ensayos de

transesterificacion para la produccion de biodiésel (Gomez et al., 2017).

Los sustratos se ubicaron en una hendidura en forma de tinel que forma el bolsillo de unién de
la enzima (Figura 22) y establecieron enlaces de hidrogeno con diferentes residuos ubicados
en la regidn catalitica (Figura 23). En la mayoria de los casos, estos enlaces no se formaron
directamente con residuos de la triada catalitica, a excepcion del enlace formado con pNP
Palmitato con M1 después del refinamiento (Tabla 7). La falta de enlaces de unién con los
residuos de la triada catalitica puede explicarse a partir de las modificaciones estructurales que
se produjeron en el refinamiento del modelo M1. Como se mencion6 anteriormente, el modelo

puede contener errores en su estructura debido a fallas en el modelamiento (Baker & Sali, 2001).
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Sin embargo, la interaccién con el grupo HN de Gly59 y el grupo HD1 de His122 estan
relacionados con los huecos oxianion que presentan las lipasas para la estabilidad de la carga
negativa de los sustratos y su correspondiente orientacion al sitio activo. Ademas, los enlaces
formados con His122 presentaron mayor energia de afinidad de unién con los sustratos de
menor longitud de cadena, debido a que la posicion de este residuo puede tener un papel
funcional en la formacion de un sitio de unidn a sustrato pequefio (Borrelli et al., 2015;
Kumaresan et al., 2011; Suplatov et al., 2011). En conjunto, estos resultados respaldan la
realizacion de pruebas de laboratorio para comprobar las propiedades predictivas acerca de la
lipasa Amyco_LipB, incluyendo su capacidad de produccion de biodiesel mediante reacciones

de transesterificacion.

5. Conclusiones
Los analisis bioinforméaticos demostraron que la lipasa bacteriana Amyco LipB mantiene
caracteristicas estructurales y funcionales similares a la lipasa fungica CALB. La enzima presenta
estabilidad a temperaturas elevadas hasta 360K y energia de union favorable a ésteres de pNP
comparable con CALB. Los resultados predictivos sugieren que la Amyco_LipB mantiene la
misma condicion tipo lipasa/esterasa de CALB, debido a su capacidad de interaccion con sustratos
de diferente longitud de cadena. La afinidad de unién observada con sustratos de cadena larga esta
relacionada con la posible aplicacién de la lipasa en reacciones de transesterificacion para la
produccién de biodiésel. Por lo tanto, esta lipasa se considera como una gran candidata a ser

evaluada mediante pruebas de laboratorio para determinar su potencial uso a nivel industrial.
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