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RESUMEN:

Las proteinas del musculo esquelético de Engraulis ringens muestran un gran interés
en estudios protedmicos y nutraceuticos, debido a que es una especie que posee un
alto porcentaje de proteina, con gran valor nutricional por su composicion quimica.
Las proteinas obtenidas a partir del musculo esquelético, fueron parcialmente
separadas por electroforesis SDS-PAGE, la corrida electroforética mostré una gama
de proteinas que van de 9 KDa hasta 120 KDa, posteriormente se realizd una
digestion triptica a una de las proteinas presentes, spot de peso molecular
aproximado de 16.6 KDa, para determinar su secuencia por espectrometria de masas
(MALDI ToF/ToF). Los péptidos secuenciados fueron tres; GTYDDYVEGLR,
ILGNPSADDMANKR y VFDKEGNGTVMGAELR, que por medio del software
ProteinPilot, se encontrd que estas secuencias pertenecen a una miosina cadena ligera
3 de Liza ramado de 16.4 KDa, luego segun homologia por BLAST y por medio del
software DNAStat, se dedujo por secuenciamiento de novo, la composicion
aminoacidica completa, para evaluar su filogenia nucleotidica, su perfil hidropatico y
su distribucion estructural y funcional en tercera dimension; en contraste con la
secuencia homologa con la herramienta Swiss-Model y el software UCSF Chimera,
se encontrd una diferencia en estructura -plegada y funcién de contraccién lenta, en
la isoforma de la cadena ligera 3 de miosina. Por Gltimo, en el andlisis del contenido
de aminoacidos esenciales se encontraron en mayor proporciéon lisina y leucina,
como también isoleucina, metionina, arginina y valina; en el analisis de los péptidos
con actividad bioldgica encriptados, presentaron funciones antioxidantes,
estimulantes, hipotensoras, ACE inhibidoras, opioides y reguladoras.
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Estos resultados indicaron que, las proteinas del musculo de Engraulis ringens
pueden ser utilizadas como una fuente importante de alimentacién por el contenido
de aminoacidos esenciales y la presencia de péptidos con actividad biologica
encriptados, mostrando valiosa informacion con proyecciones de uso biotecnoldgico

con grandes alcances para la industria nutraceutica.

Palabras Clave:
Engraulis ringens, Actividad biol6gica, SDS-PAGE, Espectometria de Masas MALDI ToF/ToF ,
Nutraceutica.
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ABSTRACT:

Skeletal muscle proteins of Engraulis ringens show great interest in proteomic
studies and nutraceuticals, because it is a species that has a high percentage of
protein with high nutritional value by chemical composition. The proteins obtained
from skeletal muscle were partially separated by SDS-PAGE, the electrophoretic run
exhibited a range of proteins ranging from 120 KDa to 9 KDa subsequently tryptic a
digestion of the proteins was carried out spot approximate molecular weight of 16.6
kDa, to determine its sequence by mass spectrometry (MALDI TOF / TOF). Three
peptides were sequenced; GTYDDYVEGLR, VFDKEGNGTVMGAELR
ILGNPSADDMANKR and which through software ProteinPilot revealed that these
sequences belong to a myosin light chain 3 Liza ramado 16.4 kDa, then by BLAST
homology via software and DNAStat, was deduced by sequencing novo The
complete amino acid composition to assess their nucleotide phylogeny, hydropathy
profile and its structural and functional distribution in three dimensions; in contrast
to the sequence homologous with the Swiss-Model tool and the UCSF Chimera
software, a difference was found in B-pleated structure and function of slow twitch in
the isoform of myosin light chain 3. Lastly, analyzing the content of essential amino
acids they were found in higher proportion lysine and leucine, as isoleucine,
methionine, arginine and valine; in the analysis of biologically active peptides
encrypted presented antioxidants, stimulants functions, hypotensive, ACE inhibitors,

and regulatory opioids.

These results indicated that the muscle proteins Engraulis ringens can be used as an
important source of food for the content of essential amino acids and the presence of
biologically active peptides encrypted, displaying valuable information

biotechnological use projections for long ranges nutraceutical industry
Keywords: Engraulis ringens, Biological activity, SDS-PAGE, mass spectrometry MALDI ToF /

ToF, nutraceutical.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

INTRODUCCION

En la actualidad la harina de pescado es una de las fuentes de proteina animal méas
concentrada (60-72%) (34), la cual alcanza una produccion mundial de
aproximadamente 6 millones de toneladas métricas al afio y de esta, la produccion
peruana de harina de Engraulis ringens (Anchoveta Peruana) corresponde alrededor
de 25% de la produccion mundial. (27)

La harina de pescado proviene de materia prima esencialmente de actividades
pesqueras y a menor escala de actividades acuicolas. Los peces capturados o
desechos, son rapida y sencillamente procesados. Las harinas estdn generalmente
muy poco caracterizadas a nivel de sus constituyentes y vendidas como materia
prima, en su mayoria, para la elaboracion de alimentos balanceados para el sector

acuicola. (71)

En la actualidad, el sector productivo peruano de harina de Engraulis ringens
(Anchoveta Peruana) tiene baja rentabilidad y competitividad frente a otros paises
donde existen programas de desarrollo en investigacion e innovacion de
biotecnologias para la caracterizacion nutri-proteémica de los peces y la valorizacion

biotecnoldgica de sus harinas y constituyentes nutraceuticos. (15)

Por otra parte entendemos que la proteina es uno de los componentes mas
importantes en el alimento, ya que influye en las caracteristicas funcionales y
nutricionales al proveer de aminoécidos esenciales y ser fuente de nitrégeno y
energia. El suministro adecuado de proteina en un alimento, radica tanto en el
porcentaje que presente, como en su composicion de aminodcidos, factor que
determina directamente el potencial digestivo, en la preferencia de absorcion de los
péptidos y aminoacidos obtenidos. El efecto de que la proteina sea parcialmente o
totalmente hidrolizada al consumirla da lugar a que esta se aproveche mejor, al
brindar los nutrientes esenciales al organismo. Esto se debe a que la velocidad de
absorcion de la proteina a nivel intestinal estd dada por la velocidad a la que las
enzimas digestivas hidrolizan la fuente proteica para que ésta pueda ser absorbida.
(25).
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El estudio protedmico de proteinas del musculo esquelético de Engraulis ringens,
resulta atractivo debido a su alto porcentaje de proteina presente, es por lo que
muestra un gran interés de sus propiedades funcionales como bioldgicas que brindan
un bienestar en la salud. Es sin embargo mal valorada en comparacion con otras
fuentes de proteinas animales en las que la composicion esta bien caracterizada, con
varios procesos biotecnoldgicos de valoracién que han conducido a los conceptos de
nutriproteémica, los cuales deberian ser aplicados a Engraulis ringens (Anchoveta
peruana) y sus constituyentes. A esto se afiade el atraso generalizado del pais en
biotecnologia de proteinas, esto explicaria el poco desarrollo de investigaciones e

innovaciones del sector pesquero peruano.

Los proyectos de secuenciamiento a gran escala estan proporcionando una generosa
cantidad de secuencias de DNA. Sin embargo, aun se desconoce la funcion biolégica
de la mayoria de las proteinas codificadas por los genes detectados. Asi pues, el
siguiente paso en la era post-genomica debe ser el estudio funcional de todos estos
genes, a partir de sus transcriptos (RNA), traducidos en proteinas (PROTEOMA). Se
puede decir que hay dos factores decisivos para el desarrollo de la protedmica; el
primero; el secuenciamiento de genomas a gran escala y el desarrollo de bases de
datos de proteinas; y el segundo; el desarrollo de una nueva plataforma proteémica
basada en la electroforesis y la espectrometria de masas para el anélisis de proteinas
y péptidos. En los afios noventa la espectrometria de masas surge como un método
analitico muy poderoso, ya que abarca la mayoria de los analisis de proteinas. Este
desarrollo, junto con la disponibilidad de los genomas secuenciados marca el
comienzo de una nueva era. Actualmente muchas areas de estudio han sido
agrupadas dentro de la protedmica. Se pueden incluir, entre otros, los estudios de
interacciones de proteinas, de modificaciones pos-traduccionales, el analisis
funcional de las proteinas y estudios de localizacion.

Actualmente la ciencia de los alimentos ha ido promoviendo un nuevo concepto de
nutriciéon alimentaria que incluye a aquellos alimentos que presentan una
potencialidad en el mejoramiento de la salud y disminuyen los riesgos de

enfermedades en el cuerpo humano. Por esto muchas industrias alimentarias, han
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incluido en sus productos ciertos nutrientes y componentes bioactivos extraidos de
fuentes animales y vegetales, capaces de ofrecer beneficios en la salud de los
consumidores. Por lo tanto, el interés de la industria de los alimentos en encontrar
materias primas naturales que presenten altos contenidos en proteinas de las cuales
se pueden producir ciertos péptidos con actividad biologia con efectos benéficos en
el organismo. (86)

La presente investigacion tiene como objetivo central, la caracterizacion
Bioinformatica de una proteina expresa en el musculo de Engraulis ringens, donde
la composicion de aminoacidos esenciales y la blsqueda de péptidos encriptados con
actividad biologica, brindan un gran alcance en la informacién para las propiedades
nutracedticas de dicha proteina. Esta investigacion tuvo como alcance etapas desde
la captura de individuos como materia prima, el acondicionamiento de la muestra,
hasta la caracterizacién de una proteina obtenida a partir de la masa muscular de
Engraulis ringens (Anchoveta Peruana) en cuanto a tamafio y perfil de Aminoacidos

y su estudio Bioinformatico de la proteina expresa.

Asi mismo, las pruebas realizadas en el laboratorio, formaron parte de un entregable
del proyecto: Establecimiento de un método biotecnolégico de produccion de fuente
proteica sustituta para estadio de post-larva de langostino, mediante protedémica e
hidrolisis enzimatica; convenio N°157-FINCyT-FIDECOM-PIPEI-2012, Donde se
trata de generar el conocimiento necesario para el desarrollo y escalamiento
industrial de hidrolizados en conjunto con la empresa COPEINCA S.A.C., el
proyecto fue cofinanciado con los fondos no reembolsables del FIDECOM (Fondo
de Investigacion y Desarrollo para la Competitividad) en la modalidad PIPEI

(Proyectos de Innovacion Productiva de Empresas Individuales).
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Objetivos:

1. Objetivo General:

- Realizar un analisis Bioinformatico de una proteina expresa en el musculo de

Engraulis ringens (Anchoveta peruana), como perspectiva nutricional.

2. Objetivos Especificos:

- Separar e identificar una las proteinas presentes por electroforesis SDS-
PAGE y obtener la secuencia de dicha proteina del musculo de Engraulis
ringens por espectrometria de masas MALDI ToF/ToF y secuenciamiento de

novo.

- Analizar y caracterizar la secuencia obtenida del musculo de Engraulis
ringens a nivel bioinformatico relacionada a su composicion de aminoacidos
y a la actividad bioldgica encriptada en su secuencia deducida, a través de
bases de datos dispuestas en la red y su analisis respectivo utilizando el
software DNA Star y UCSF Chimera.

Hipdtesis:

Siendo Engraulis ringens (Anchoveta peruana) una especie con altas propiedades
nutritivas, como su alto contenido proteico, es probable que mediante el estudio
bioinformético de una proteina a nivel secuencial, obtenida a partir del muasculo,
pueda dar un realce a su valor nutricional en razon de la presencia de aminoacidos

esenciales y péptidos encriptados con propiedades bioldgicas.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1. Engraulis ringens (Anchoveta peruana)

Engraulis ringens (Anchoveta peruana), es ecoldgica y econdmicamente una de las
especies de peces pelagicos mas importantes en el ecosistema de la Corriente de
Humboldt debido a los grandes volimenes de captura anual en el &mbito mundial.
Engraulis ringens es la presa de los principales depredadores superiores, incluidos
los mamiferos marinos, aves marinas, peces y pescadores, donde méas de 250
millones de toneladas de anchoveta han sido recolectadas por la pesqueria de cerco
desde 1950. Siendo Engraulis ringens un elemento clave de la cadena alimentaria
marina en la Corriente de Humboldt, ha sido objeto de numerosos estudios (26)

también cabe resaltar que es una de las especies mas abundante en el litoral peruano.

1.1. Taxonomia:

Su clasificacion Taxonémica y nomenclatura cientifica es (37):

Reino: Animalia - Animal
Sub Reino: Bilateria
Infra Reino: Deuterostomia
Filo: Chordata - Cordes, cordado
Sub Filo: Vertebrata - vertebrado
Infra Filo: Gnathostomata
Superclase: Osteichthyes - peces 6seos
Clase: Actinopterygii - peces con aletas radiadas
Subclase: neopterygians Neopterygii
Infraclase: Teleostei
Superorden: Clupeomorpha
Orden: Clupeiformes anchois, arengues

Suborden: Clupeoidei
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1.2.

Familia: Engraulidae anchois, boguerones
Subfamilia: Engraulinae
Género: Engraulis Cuvier, 1816

Especie: Engraulis ringens Jenyns, 1842 (Anchoveta peruana)

Sinonimia:

La Anchoveta Peruana presenta una nominacion cientifica como Engraulis ringens

Jenyns, 1842 (35, 89), también recibe dos nominaciones en inglés como peruvian

Anchovy y peruvian Anchoveta. La Anchoveta peruana en la EOL (24), usa la

nomenclatura de Engraulis ringens, Jenyns, 1842, seguido de:

Anchoviella tapirulus; Cope, 1877.
Engraulis pulchellus Girard, 1855.
Engraulis tapirulus; Cope, 1877.

Stolephorus tapirulus; Cope, 1877.

Whitehead J.P.,(89) da a conocer las siguientes nominaciones:

a.
b.

1.3.

Engraulis pulchellus, Girard, 1856 (Bahia Caldera, Chile).

Engraulis tapirulus, Cope, 1877 (Bahia Pacasmayo, Peru - identificacion
dado por Bohlke, 1984).

Stolephorus tapirulus; Abbott, 1899.

Anchoviella tapirulus; Fowler, 1941.

Engraulis ringens; Delfin, 1901; Jordania y Seale, 1926 (Callao, Per(; en
Panam4 es la Anchoa arenicola).

Su nombre FAO Anchoveta Peruana (peruvian Anchoveta)

Caracteristicas Anatémicas:

Engraulis ringens vive entre los 3 a 4 afios de edad y en su etapa adulta, alcanza una

longitud que oscila entre los 12 y 16 cm. pero puede llegar a los 20 cm. Su color

varia de azul oscuro a verdoso en la parte dorsal y plateado en el vientre. (26)
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Tiene el cuerpo delgado, alargado, redondo en seccion transversal, presenta un
hocico puntiagudo; maxilar corto y punta redondeada; la punta de la mandibula
inferior en frente de las fosas nasales; branqui-espinas menores de 38 a 49 mm. El
origen de la aleta anal muy por detras de la base del dltimo rayo de la aleta dorsal.
Una raya de plata a lo largo del flanco en individuos jovenes, que desaparece con la
edad. (29, 89)

Es una especie de crecimiento rapido y vida corta, su crecimiento mensual promedio
es de 1.1 cm. durante los primeros seis meses variando de acuerdo a las condiciones
ambientales de cada afio, su ingreso a la pesca es entre 7 — 8.5 cm. de longitud total
(pre-reclutas de 6 meses de edad) principalmente entre diciembre y abril, y son los

grupos de 1 afio (12 — 13 cm.) y 2 afios (15 - 16 cm.) los que sustentan la pesca. (29)

Aleta Dorsal Aleta Caudal
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Figura N°1: Engraulis ringens (Anchoveta Peruana) (20)
1.4.  Distribucion Geografica:

Vive en aguas moderadamente frias, con rangos que oscilan entre 16° y 23°C en
verano y de 14° a 18°C en invierno. (26). La anchoveta tiene héabitos altamente
gregarios formando enormes y extensos cardimenes que en periodos de alta
disponibilidad, facilita que sus capturas sean de gran magnitud. (29). La distribucion
geografica es en el Pacifico Sur-Oriental (desde el norte de Peru hacia el sur, hasta
Chile, en su mayoria en toda la extension de la costa del Perq).
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Figura N°2: Distribucion Geogréafica de Engraulis ringens

Longitud y Latitud en el Mundo (Proyeccion Coilindrica) (18, 89)

Segun el habitad y la biologia, nos dice que es un individuo marino, costero,
principalmente ubicado a 80 Km. de la costa, pero a veces a 160 Km., la formacion
de los cardimenes, en aguas superficiales (desciende durante el dia a un maximo de
50 m. subiendo por la noche). Depende totalmente del abundante plancton de la
corriente peruana, su distribucién es limitada por temporadas en el norte debido al
fenomeno de “El Nino” (corriente de aguas superficiales mas calidas y menos
salinas que se va extendiendo hacia el sur sobre el norte de la costa del Per(). Este
fendmeno hace que la distribuciéon migre hacia el sur en busca de aguas mas frias y
mas salinas. Pero en algunos casos los carddmenes migran hacia aguas mas

profundas. (9, 29)

1.5. Alimentacion:

Los primeros estudios trofodindmicos sobre Engraulis ringens en el Peru llegaron a
la conclusion de que este individuo subsista principalmente de fitoplancton.
Anteriormente se pensaba que se alimentaba mayoritariamente de fitoplancton,
zooplancton y larvas. Sin embargo, Engraulis ringens obtiene la mayor parte de su

energia de zooplancton y macrozooplancton. (50, 26)
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Engraulis ringens es planctofaga por excelencia, es decir que se alimenta
exclusivamente de plancton (fitoplancton y zooplancton). Durante eventos, como el
fenomeno de “El Nifio”, se alimenta en gran parte de copépodos y eufausidos;

disminuyendo el consumo de fitoplancton en su dieta. (29)

Se alimenta de plancton por filtracion, con un méximo de 98% de diatomeas las que
se registraron en algunos estudios (principalmente Coscinodiscus, Schroderella,
Skeletonema y Thalassothrix) (89). La dieta de Engraulis ringens depende mucho
del sistema de afloramiento que mantiene un suministro continuo de nutrientes hacia
las aguas superficiales donde ocurre la fotosintesis. La corriente de Humboldt enfria
las aguas, incrementa su salinidad (favorece la flotacion del fitoplancton) y su
contenido de oxigeno, favoreciendo la fotosintesis. Estos factores hace que nuestro

mar sea rico en Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

1.6. Composicién quimica:

Engraulis ringens (Anchoveta peruana), posee una gran cantidad de proteinas de alta
calidad alimenticia, como actina, misiona, tropomiosina y troponina (proteinas
estructurales, que constituyen el 65-75% del contenido total de proteinas), que
presentan una gran cantidad de aminoacidos esenciales (arginina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano, valina) (87);
también tiene alto contenido energético por la cantidad de calorias presentes y su
alto contenido de &cidos grasos esenciales, como el Omega 3 y Omega 6, por lo que
deberia ser una fuente principal en nuestras dietas. Pero es mejor hablar de sus
virtudes en comparacion con los demés recursos alimenticios que encontramos en
nuestras mesas dia a dia. Engraulis ringens es una excelente fuente de proteina
animal de alta calidad (actina y miosina). Su alto contenido de aminoacidos
esenciales hace que sea especial y adecuada para el complemento de dietas ricas en
carbohidratos. Es un recurso muy rico en micronutrientes que no son usualmente
encontrados en alimentos basicos. En la tabla N°1 se muestra la composicion
proximal de Engraulis ringens. y en la tabla N°2 el contenido proximal de proteinas

en diferentes pescados
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Tabla N°1: Composicion proximal de Engraulis ringens (19,20)

100g. de filete crudo de anchoveta contienen aproximadamente

Grasa 499.
Humedad 70.8 g.
Proteinas 2194g.
Sales minerales 129
Calcio 77.1 mg
Potasio 241.4 mg%
Sodio 78.0 mg
Magnesio 31.3mg
Calorias 185.0 Kcal
Omega 3y 6 330

Tabla N°2: Contenido proximal de proteinas en Pescados (11, 19)

Pescados Proteinas g/100 g
Albacora 18.9
Anchoveta 219
Bacalao de profundidad 13.1
Cojinoba 17.2
Congrio dorado 16.5
Corvina 20.5
Jurel 21.9
Lenguado 18.9
Merluza 17.3
Mero 12.2
Pejegallo 21.3
Pejerrey 16.4
Reineta 19.3
Sardina espafiola 17.1
Trucha de cultivo 19.6
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Sabemos que el Omega 3, combate el colesterol malo y previene los males
cardiovasculares. Las vitaminas A y D, permiten el bienestar mental. El potasio,
hierro, fosforo y calcio intervienen en el desarrollo fisico. Las Proteinas son el
alimento de los musculos, porgue hacen que se regeneren mas rapido y fortalece los
tendones y ligamentos aparte de que impiden que se formen codgulos sanguineos y
por lo tanto se reduzcan los problemas cardiacos. (35, 53)

1.7.  Importancia Econémicay Social:

La industria pesquera constituye un area importante de produccion, contribuyendo
sostenidamente a la economia peruana. Pues se capturan cada afio millones de
toneladas de Engraulis ringens, mayormente con bolicheras industriales donde luego
bombean la captura desde la bodega a las fabricas de harina y aceite. Los centros
importantes de pesca y transformacion son Chimbote, Paita, Salaverry, Callao, llo,
Chancay y Huacho. El fenomeno de El Nifio tiene una influencia negativa en el

recurso. IMARPE (35) establece los periodos y las zonas de pesca de la anchoveta.

Los beneficios que rinde se manifiestan de diversas maneras: (29)

a) Crecimiento del Producto Bruto Interno, en los ultimos afios la pesqueria se ubico
en segundo lugar en cuanto a su contribucion al Producto Bruto Interno.

b) Contribucion al comercio, el sector pesquero viene alcanzando niveles altos en el
rubro de exportaciones, los cuales generan un elevado ingreso de divisas.

c) Contribucion a la generacién de empleos, la industria pesquera genera muchas
fuentes de empleo, especialmente en la region costera del pais.

d) Contribucion a la oferta alimentaria, en el caso de Engraulis ringens se viene
incentivando su consumo humano directo, a través de salados y conservas tipo
anchoas.

En el mercado nacional el costo promedio de la anchoveta es de 2.00 Nuevos

Soles(S/.) por cada Kilogramo. Estos precios tan bajos son porque el 96% de
especies marinas que se capturan al afio son de anchoveta. Por esta razén y por su
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gran contenido nutricional se recomienda que su consumo sea diario, y poder lograr

una alternativa para combatir la desnutricion infantil. (20)

2. Proteinas en Peces:

Las proteinas son el principal componente estructural de las células y tejidos, siendo
necesarias para el crecimiento y el desarrollo corporal, para el mantenimiento y
reparacion de tejidos, por su accién catalitica y como constituyentes esenciales de
ciertas hormonas. (74) Las especies marinas comprenden aproximadamente un 50%
de la biodiversidad mundial, el mar representa un enorme recurso para nuevos

compuestos. (22)

El contenido de proteina en carne de pescado crudo puede variar del 17 al 22%
(w/w) (55), de las cuales hay proteinas miofibrilares, sarcoplasmicas y estroma, que

son los tres grupos principales de proteinas musculares en el pescado.

1. Las proteinas miofibrilares (proteinas estructurales) representan el 65-75% (w/w)
del total de proteinas en los musculos de peces y mariscos (85) Estas proteinas
solubles en alto contenido de sal consisten fundamentalmente de la miosina,
actina, tropomiosina, m-proteina, alfa-actinina, beta-actinina, c-proteina y la
troponina T, I'y C, de los cuales la miosina y actina son los que se encuentran con
mayor abundancia. (84)

2. Las proteinas sarcoplasmicas (solubles en agua) constituyen aproximadamente el
15-35% (w/w) de la proteina muscular total. En general, esta fraccion de proteina
se compone principalmente de la mioglobina, hemoglobina, proteinas de
citocromo y una amplia variedad de enzimas endogenas. Sin embargo, el nivel de
cada proteina puede variar significativamente entre las especies. (8)

3. Proteinas del estroma o del tejido conectivo se componen fundamentalmente de
colageno y elastina (85), en general, las proteinas musculares contienen
aproximadamente 3% (w/w) de las proteinas del estroma, sin embargo en algunos
peces, como el tiburdn y la raya, estas pueden representar el 10% (w/w) de la
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proteina muscular total. EI colageno es la proteina mas abundante en peces (41),

presente en los huesos, piel, tendones, cartilago y muasculo.

El tejido muscular se compone de muchas proteinas diferentes con funciones
especializadas, pero la contraccion del musculo da como resultado principalmente la
interaccion de dos proteinas predominantes; actina y miosina. Las fibras musculares
de actina y miosina forman la maquinaria bioquimica causante de la contraccion
muscular; estas dos proteinas forman la estructura y funcion del musculo que es

comun en todos los animales. (67)

El papel de la proteina en la dieta humana se ha reconocido recientemente en todo el
mundo. Las proteinas en toda dieta se han convertido en una fuente de componentes
fisiologicamente activos, que tienen un impacto positivo en la funcién del cuerpo
después de la digestion gastrointestinal. Los aminoacidos esenciales y péptidos con

actividad biolégica se pueden producir por tres métodos:

a. Extraccion con disolvente.
b. La hidrdlisis enzimatica.
c. Fermentacién microbiana de proteinas de los alimentos.

Los péptidos bioactivos de los alimentos marinos, son a menudo eficaces en la
promocion de la salud y conducen a una reduccion en el riesgo de contraer ciertas

enfermedades. (75)

2.1. Péptidos con actividad bioldgica:

Los péptidos con actividad bioldgica, peptidos bioactivos o biopeptidos; son
secuencias de aminodcidos (fragmentos especificos de proteina) de peso molecular
menor a 6 KDa, con tamafio de 2 a 20 aminoacidos, aparentemente inactivas dentro
la proteina intacta, también se pueden activar al ser liberados durante la digestién del
alimento en el organismo, o por un proceso previo del mismo (hidrolisis enzimatica,

fermentacion, uso de solventes). (86)
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Las proteinas presentes en la dieta son tradicionalmente conocidas como fuentes de
energia y aminodcidos esenciales para el crecimiento y mantenimiento de diversas
funciones corporales. Ademas, contribuyen a las propiedades fisicoquimicas y
sensoriales de los alimentos ricos en proteina. En los ultimos afios, las proteinas de
los alimentos han adquirido un valor agregado, debido a la actividad de los péptidos

que presentan actividad biologica (86).

Los péptidos bioactivos cumplen una funcion bioldgica en el organismo que lo
consume. Las funciones de los péptidos con actividad bioldgica (38), permiten su
utilizacién como ingredientes en la elaboracion de alimentos funcionales y con ello
obtener un efecto beneficioso para alguna funcion corporal del individuo, mejorando

su salud o reduciendo el riesgo de padecer ciertas enfermedades.

Tabla N°3: Péptidos biolégicamente activos y sus efectos en el organismo (38)

Péptidos Efecto en el organismo

Inmunomoduladores Estimulan la respuesta inmune

Inhibidores de la enzima Convertidor de  Reducen el riesgo de padecer

Angiotensina-I
Antioxidantes

Reguladores del transito intestinal
Reguladores de la proliferacion intestinal

Antimicrobianos

Hipocolesterolémicos

Anticoagulantes

enfermedades cardiovasculares
Previenen enfermedades degenerativas y
envejecimiento

Mejoran la digestion y absorcién
Reducen la proliferacién de Tumores
cancerigenos

Reducen el riesgo de infecciones
Reducen el Riesgo de padecer
enfermedades

Reducen los riesgos de padecer trombos

Como se ha comentado anteriormente, los péptidos con actividad bioldgica no son
mas que una pequefia secuencia de aminoacidos encriptados en proteinas, pero de
alta importancia por a su actividad; sin embargo, su biodisponibilidad al consumir
proteinas alimentarias no esta tan clara, ya que para ser liberados sufren la accién de
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las proteasas géastricas e intestinales y han de poder atravesar el epitelio intestinal y
llegar a los tejidos periféricos a través de la circulacion sanguinea para poder ejercer

su accion.

Entonces la importancia de los organismos marinos como fuente de nuevas
sustancias bioactivas esta creciendo rapidamente en los ultimos afios debido a su
contenido proteico y disponibilidad, por ello se estan desarrollado técnicas para
obtener estos péptidos bioactivos a nivel de laboratorio e industria a partir de
proteinas alimentarias mediante digestion enzimatica y darle el valor agregado para
que estos péeptidos al ser liberados sean asimilados en forma directa. (17)

2.1.1. Propiedades beneficiosas de los péptidos con actividad bioldgica:

Desde 1980 la produccién de hidrolizado de proteina se utilizan con frecuencia
como fuente de sustancias proteicas en diferentes tipos de muestras dietéticas,
nutricionales y medicinales (38). Los péptidos mejoran el valor nutricional de los

alimentos ya que se pueden aplicar en:

- El enriquecimiento de alimentos, especialmente bebidas.

- Dietas compuestas para las personas mayores con la deficiencia de la secrecién
de jugos gastricos.

- Dietas para deportistas, como fuente de nitrogeno disponible en péptidos y
aminoacidos.

- Dietas para los pacientes con problemas metabolicos y enfermedades del
sistema digestivo.

- Preparativos necesarios en la alimentacion parenteral y enteral, para pacientes.

- Formulas de alimentos para nifios y bebés.

Los dipéptidos y tripéptidos pueden ser absorbidos en el tracto digestivo, de manera
rapida y eficientemente que los aminoacidos libres debido a su corto tamafio, los
péptidos cortos se usan también como los aditivos a algunos de los productos

alimenticios que son pobres en aminoacidos. (38)
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3. Tecnologia de la protedémica:

El desarrollo de la protedmica se debe en parte a los avances importantes realizados
en la tecnologia de proteinas, esta metodologia disponible tiene sus limitaciones y
actualmente todavia no es posible realizar muchos tipos de proteémica. Por lo que es
necesario mejorar algunas de estas limitaciones y desarrollar nuevas tecnologias. (2)

3.1. Separacion de proteinas

La tecnologia mas usada para la separacion de proteinas es la electroforesis en geles
de poliacrilamida, esta técnica es la mas eficaz para resolver mezclas complejas de

proteinas.

Para muchas aplicaciones proteémicas, la electroforesis en una dimension, es el
método de eleccion. Las proteinas se separan de acuerdo a su masa. Es una técnica
sencilla, reproducible y permite la separacion de proteinas de 10 a 300 KDa. La
electroforesis es la migracion de solutos ionicos, bajo la influencia de un campo
eléctrico, estas particulas migran hacia el electrodo positivo, en dependencia de una
combinacidn de su carga, peso molecular y estructura tridimensional.

Es de destacar que a escala analitica, los métodos electroforéticos son de alta
sensibilidad, poder de resolucion y versatilidad, y sirven como método de separacion
de mezclas complejas de acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas, donde
aportan un potente criterio de pureza. Se pueden conocer también mediante estas
técnicas, las caracteristicas acido-béasicas de las proteinas presentes en un extracto
crudo, lo que da la informacion necesaria si se pretende realizar una separacion
cromatografica basada en diferencias de carga. Es Util ademas para determinar otros
parametros como peso molecular, punto isoeléctrico y numero de cadenas

polipeptidicas de las proteinas. (64)

La tecnologia mas usada para la separacion de proteinas es la electroforesis en geles

de poliacrilamida, esta técnica es la méas eficaz para resolver mezclas complejas de
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proteinas por tamarfio y carga. SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) es un detergente que
desnaturaliza las estructuras terciarias y secundarias, con una carga negativa que se

correlaciona con su longitud, permitiendo estimar pesos moleculares. (88)

El sistema SDS-PAGE de Laemmli es un gel discontinuo con un gel de apilamiento
superior (stacking gel) y gel de resolucidn inferior (runing gel) que tienen diferentes
concentraciones de poliacrilamida. El gel de apilamiento superior tiene un menor
porcentaje de poliacrilamida permitiendo que las proteinas se muevan a través de
forma répida y se apilen en una banda estrecha antes de entrar en un alto porcentaje
de poliacrilamida que es el gel de resolucion para la separacion. Las proteinas
pequefias se moveran a través del gel de resolucion mas rapidamente que las

proteinas grandes. (47)

3.2. ldentificacion y caracterizacion de proteinas

En los proyectos protedmicos la identificacion de proteinas es esencial. Es el primer
paso para otros estudios que suponen en Ultima instancia la caracterizacion
funcional. Ademas, en el caso de los geles dimensionales, la identificacion de las
bandas conduce a la creacién de mapas de referencia, que definen las proteinas
expresadas por unos organismos o tejido en una condicion determinada. Las
proteinas pueden ser identificadas por diversos procedimientos, entre los que se
incluyen la secuenciacion del extremo N-terminal, deteccién con anticuerpos
especificos, composicion de aminoacidos, co-migracion con proteinas conocidas,
sobre-expresion y delecion de genes. Todos estos métodos generalmente son lentos,
laboriosos, o caros, y por tanto no resultan apropiados para su utilizaciébn como

estrategias a gran escala. (78)

Es por este motivo que; debido a su rapidez y elevada sensibilidad, la espectrometria
de masas se ha convertido en el método de deteccion para la identificacion de
proteinas a gran escala. El analisis de las proteinas mediante espectrometria de
masas ha sido posible gracias al desarrollo de varios métodos de ionizacion suave

para convertir biomoléculas grandes, polares y no volatiles en iones en fase gaseosa.
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Los espectrometros de masa estan formados al menos por una fuente de iones, un
analizador de masas y un detector que mide la relacion masa/carga (m/z) de los iones

en fase gaseosa. Esta técnica tan robusta implica:

1. La conversion de los péptidos en iones en fase gaseosa mediante técnicas de
ionizacion suave, como ionizacion/desorcion asistida con laser en matriz
(MALDI) a partir de una muestra en estado solido, o la ionizacion mediante
electro-spray (ESI) de una muestra en solucion.

2. Separacion de los iones segin su m/z en un analizador de masas (por ejemplo un
analizador tipo ToF (Time of Flight), cuadrupolo, trampa iénica, etc.)

3. Fragmentacion opcional de los iones peptidicos.

4. Medida de las masas en un detector obteniendo un espectro de masas que refleja

la abundancia de los iones frente a su valor m/z.

Recientemente se han desarrollado fuentes que se acoplan a un analizador QToF o a
dos analizadores ToF en tandem (MALDI-ToF/ToF). Para la identificacion de
proteinas se han desarrollado diversas estrategias:

- ldentificacion mediante huella peptidica (PMF: peptide mass finger printing) o
mapeo peptidico utilizando un espectrometro tipo MALDI-TOF.

- Identificacion mediante fragmentacion de péptidos obteniendo la secuencia total
o parcial de los aminoécidos (etiqueta de secuencia) utilizando un espectrémetro

de masas en tdndem.
3.3. Fragmentacion de proteinas.
Las estrategias mas utilizadas en la identificacion de proteinas por espectrometria de
masas (MS) requieren que la muestra sea fragmentada, ya sea por métodos quimicos

0 enzimaticos, en sus constituyentes peptidicos. (78)

En general las proteinas que poseen enlaces disulfuro en su estructura no se digieren,

y aquellas que son digeridas producen mezclas de péptidos muy complejas. Por esta
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razén resulta necesario reducir y alquilar los residuos de cisteina en las proteinas que
han sido resueltas por electroforesis antes de llevar a cabo la digestion. Este proceso
comprende 2 pasos: primero se reduce el enlace disulfuro y posteriormente se
alquilan los grupos tiol de los residuos de cisteina. De esta manera la proteina se
encuentra desplegada de forma tal que mejora el rendimiento durante el proceso de
digestion. (78)

4. Espectrometria de Masas:

Mediante espectrometria de masas es posible obtener informacion estructural de las
proteinas tal como la secuencia de aminoacidos y la masa de los péptidos. Esta
informacién puede utilizarse para identificar proteinas comparando los resultados
con diferentes bases de datos. La espectrometria de masas también resulta util para
identificar y localizar modificaciones post-traduccionales en las proteinas. (88) La

recoleccion de informacion por medio de MS se divide en las siguientes etapas:

4.1. Preparacion de la Muestra.

Como se menciond previamente, la proteina a estudiar, proviene de una mezcla
proteica; la que se separa empleando generalmente técnicas electroforéticas. Se sabe
que la conversion de la proteina en sus constituyentes peptidicos proporciona una
mayor informacion que la obtenida con la proteina completa, por lo que es necesario
llevar a cabo una fragmentacion de la misma (la técnica méas utilizada es la
hidrolisis). Una vez obtenidos los constituyentes peptidicos, estos pueden ser
purificados por diferentes técnicas (RP-HPLC, utilizando ZipTips o material de

perfusion de poros).
4.2. lonizacién de la Muestra.
Para el analisis de muestras biol6gicas por MS es necesario que las moléculas estén

cargadas eléctricamente y secas. Este requisito se cumple convirtiendo las moléculas

en iones desolvatados. Han sido varias las técnicas que se han desarrollado con este
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fin, las primeras de ellas se basaron en el impacto de electrones y en la ionizacion
quimica. Estas técnicas resultaron efectivas para ionizar moléculas pequefas pero no

para la ionizacion de moléculas de alto peso molecular, como las biomoléculas.

La espectrometria de masas se revoluciond en 1981 gracias a la introduccion del
bombardeo rapido de 4&tomos (FAB, fastatombombardment) por Barber. Esta técnica
posibilitd la ionizacion y deteccion de biomoléculas con buena sensibilidad. Hoy en
dia, los métodos mas empleados para generar iones desolvatados son el MALDI
(matrix-assisted laser desorption/ionization) y el ESI (electrosprayionization) estos,
han reemplazado por completo al FAB. Tanto el MALDI como el ESI son métodos

de ionizacidn suaves donde se mantiene la integridad de la muestra. (88)

4.2.1. MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)

En este método la muestra se incorpora en una matriz de moléculas y posteriormente
es sometida a radiacion con un laser. El laser promueve la formacién de iones
moleculares. La matriz, capaz de absorber luz de la longitud de onda emitida por el
laser, esta constituida por una molécula pequefa tal como el acido 2,5-
dihidroxibenzoico, ¢l acido a-ciano-4-hidroxicindmico o el acido sinapinico. Tanto
la muestra como la matriz se colocan en una placa de metal y se dejan evaporar,
propiciando la formacion de cristales. La placa de metal se coloca en el
espectrometro y el laser es dirigido automaticamente a sitios especificos de la placa.
La luz emitida por el laser, generalmente con una longitud de onda de 337 nm. causa
la desorcion y la ionizacién de la muestra tanto por protonacion como por
desprotonacion, generando iones predominantemente monovalentes. Los iones
producidos son posteriormente acelerados hasta el analizador. El proceso puede estar
automatizado desde la aplicacion de la muestra hasta la recoleccién y el analisis de
los datos, lo que constituye la principal ventaja del MALDI. Adicionalmente, no
siempre es necesaria que las muestras a analizar sean sometidas a procesos de
purificacién después de la digestion en gel, lo que constituye otra ventaja de este
método sobre el ESI. (88)
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4.3. Andlisis de Masa.

Después de la conversion de proteinas o péeptidos en iones moleculares, estos son
acelerados desde la fuente de iones hacia el analizador de masa. En el analizador de

masa los iones son separados de acuerdo a su relacion carga-masa (m/z) en el vacio.
4.3.1. Analizador de Tiempo de Vuelo (ToF).

Este es uno de los analizadores mas simples. Mide la relacion m/z de un ion
determinando. El i6n es impulsado con una velocidad inicial, la cual depende
directamente de su masa. El tiempo de vuelo requerido para recorrer la longitud de
un tubo desde que el i6n abandona la fuente de iones, es proporcional a la raiz

cuadrada de su relacién m/z dada una aceleracion constante provocada por el voltaje.

m
Tiempo de Vuelo = K\/;

Algunos analizadores de masa ToF incluyen un espejo de iones o reflectron al final
del tubo de vuelo, el cual repele los iones a través de este tubo y los dirige al
detector. De esta forma, se ve incrementada la longitud del tubo de vuelo con lo que
mejora la resolucion. El reflectron sirve también para corregir las pequefias
diferencias en la energia cinética que existe entre iones de la misma masa. Estas
diferencias se deben a la posicion que guarda cada i6n en la fuente de iones, al
momento de que son acelerados al aplicar una diferencia de potencial. Las
diferencias en la energia cinética de los iones se reducen debido a que los iones con
energia cinética mayor viajan mas lejos en el reflectron que los iones con energia
cinética menor. Esto, ocasiona que los iones con la misma masa se enfoquen mejor
en el detector, mejorando considerablemente la resolucién y la precision del célculo
de masas. (88)

Debido a su rapidez y elevada sensibilidad, la espectrometria de masas se ha

convertido en el método de deteccion para la identificacion de proteinas a gran

escala, siendo primer paso para el estudio de proteoma de distintos organismos. La
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estrategia general empleada para la identificacion a gran escala de proteinas mediante

espectrometria de masas, se muestra en la figura N° 3.
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de masas (63).

5. Analisis bioinformatico en la era post-genémica.

Los datos generados en un espectrometro de masas, son visualizados en forma de
picos; a la representacion gréfica de los datos se le denomina espectro de masas.
Cada uno de los picos de un espectro de masas, representa valores de m/z y la

intensidad de cada sefial.

Definir la identidad o secuencia de una proteina a partir de su espectro de masa, es
un procedimiento comin en estudios de protedmica. Utilizando la informacion
contenida en las bases de datos, es posible identificar rapidamente un gran numero

de proteinas con gran precision.
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La identificacion exitosa de proteinas, depende de la calidad de los datos generados
en el espectrometro de masas, de los datos contenidos en la base de datos y del
método empleado en la busqueda de datos. En general, existen diversas estrategias

para el manejo de datos obtenidos por MS. (32)

5.1. Huella de masa peptidica.

La huella de masa peptidica (Peptide Mass Finger Printing, PMF). Esta técnica
comprende los siguientes pasos: digestion de la proteina, analisis por MALDI-ToF y
empleo de algoritmos de busqueda en bases de datos.

Para llevar a cabo el andlisis de datos, cada proteina en la base de datos es digerida
tedricamente empleando el mismo agente, utilizado para fragmentar la proteina
problema. Posteriormente se compara el espectro obtenido por PMF con los
espectros tedricos generados en la base de datos; se calcula y asigna una
“puntuacion”, la cual refleja la paridad entre los datos experimentales y los tedricos
obtenidos por la base de datos. La proteina identificada como la mas probable, es

aquella con la puntuacion mas alta. (88)

Esta técnica posee la ventaja de ser bastante rapida, sin embargo no es buena cuando
se trabaja con mezclas de proteinas a pesar de que se han desarrollado algunos
programas para tal fin. La presencia de un alto ndmero de modificaciones post-
traduccionales en la proteina problema puede generar un espectro de masa distinto a
los predichos por las bases de datos, lo que representa un problema para el analisis.
La técnica PMF puede ofrecer mejores resultados si la bdsqueda en las bases de

datos es suplementada con una secuencia parcial. (88).

5.2. Secuenciamiento utilizando datos generados con la técnica Product lon
Scan en MS/MS.

Como se menciond previamente, la fragmentacion de péptidos utilizando la técnica

ion product scan o de decaimiento post-fuente de masas, proporciona informacion
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acerca de la secuencia. La informacién obtenida a partir de una secuencia es
indudablemente mé&s precisa que la proporcionada por la masa molecular. Por tanto,
la secuencia de un péptido suficientemente largo puede ser suficiente para identificar

una proteina que ha sido caracterizada previamente.

Es posible llevar a cabo un andlisis manual del espectro de masa para determinar la

secuencia tomando como base los iones (de la serie b y y) generados.

Los resultados obtenidos también pueden interpretarse en bases de datos, a este tipo
de busqueda se le denomina MS/MS no interpretado (uninterpreted MS/MS).
Generalmente basta con obtener la secuencia de dos péptidos para identificar una
proteina de un genoma conocido. Son muchas las bases de datos disponibles para
realizar blasquedas de este tipo, sin embargo, presentan problemas en el anélisis
cuando existen modificaciones y polimorfismo en las proteinas. (21)

5.3. Secuenciacion de novo y analisis bioinformatico.

El objetivo de esta aproximacion es obtener secuencias completas de aminoacidos
que se deduzcan de novo de espectros MS/MS (mediante interpretacion manual o
con ayuda de algoritmos) y buscar homologias frente a proteinas presentes en bases
de datos, a través de un exhaustivo analisis bioinformatico. El secuenciamiento de
novo es necesario cuando el analisis por MFP o MS/MS no interpretado no produce
resultados confiables. Esto es comin en casos en que el genoma del organismo del
cual procede la proteina no ha sido caracterizado completamente. Aunque la proteina
de interés pueda no ser identificada o sea una proteina desconocida, la informacién

de la secuencia puede ser utilizada para clonar el gen correspondiente. (88)

En condiciones de baja energia, el idn precursor se fragmenta para producir iones -b
y -y de longitudes variadas. La secuencia de los iones de ambas series es
complementaria, de manera que, es posible obtener una secuencia completa aun
cuando existan gaps (diferencias) en la secuencia de una u otra serie. Cuando los

péptidos son obtenidos por digestién con tripsina, el extremo C-terminal de los
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mismos es arginina o lisina. En un espectro MS/MS, el residuo C-terminal se puede
observar en el fragmento correspondiente al i6n-y1. Por tanto, el punto de inicio de
la serie, siempre sera conocido. A la masa observada del i6n-yl hay que afiadir la
masa de una molécula de agua y de un proton. Si la masa del i6n y1 es de 175 Da,
entonces el residuo es arginina; en cambio, si la masa es de 147 Da el residuo es
lisina. Una vez identificado el i6n y1 en el espectro, la secuencia de la serie puede

iniciarse a partir de ese punto.

5.4. Estabilidad y plegamientos de proteinas.

A pesar de que aun no es posible la prediccion de proteinas solamente a partir de los
principios basicos de la fisica, nosotros entendemos la naturaleza general de las
interacciones que determinan las estructuras de las proteinas. Para asumir su
estructura nativa, la proteina debe optimizar las interacciones intra o inter-residuos,
sujetas a limitaciones en la curva espacial trazada por la cadena principal. Las
conformaciones preferidas por la cadena principal predisponen las formas de
plegamiento en direccibn a motivos estructurales formados o inducidos. Lo
caracteristico en cada proteina es su secuencia de cadenas laterales, luego las
interacciones que envuelven a las cadenas laterales determinan la conformacion de
la cadena principal, de esta forma la cadena principal escoge entre las posibles

conformaciones permitidas. (72)

5.5. Las cadenas laterales

Las cadenas laterales ofrecen la versatilidad fisico-quimica necesaria para generar
todos los padrones de plegamientos diferentes. Las cadenas laterales de los veinte
aminoacidos varian en tamafio, carga eléctrica, polaridad, forma y rigidez. (72)

5.6. Estabilidad y desnaturalizacion de proteinas.

La estabilidad de la estructura nativa de las proteinas, se define como la diferencia

de energia libre entre los estados nativo y desnaturalizado de la proteina. Las
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proteinas, no siempre son estables, pues la ruptura de unas pocas interacciones no
covalentes son suficientes para desestabilizar la estructura nativa. (49)

Sin embargo las proteinas no estan disefiadas como moléculas rigidas, son muy
flexibles. Su estado nativo, es meta-estable y la ruptura de uno a tres enlaces de
hidrégeno o unas pocas interacciones hidrofobicas, pueden modificar facilmente la
conformacién de las proteinas. La adaptabilidad conformacional al cambiar las
condiciones de la disolucién en que se encuentran, permite llevar a cabo funciones

bioldgicas criticas.

La desnaturalizacion, se define como cualquier modificacion de la conformacién
nativa de la proteina, a nivel de la estructura cuaternaria, terciaria o secundaria, que
no involucre ruptura de los enlaces peptidicos. La desnaturalizacion puede ser
reversible en algunas condiciones. En las condiciones tipicas del procesamiento de

alimentos, la desnaturalizacion es por lo general irreversible. (49)

Una proteina desnaturalizada no es mas que una cadena de aminoacidos sin una
estructura tridimensional definida ni estable. A menudo, las proteinas
desnaturalizadas pierden su solubilidad y precipitan.

Las consecuencias que trae una desnaturalizacion a la proteina son: descenso de la
solubilidad, modificacién de la capacidad de fijar agua, pérdida de actividad
bioldgica, mayor susceptibilidad al ataque por proteasas (aumento de la

digestibilidad) y el incremento de viscosidad intrinseca.

5.7. Plegamiento de Proteinas:

El plegamiento de proteinas es el proceso por el cual una proteina alcanza su
estructura tridimensional. La funcion biologica de una proteina depende de su

correcto plegamiento, si una proteina no se pliega correctamente sera no funcional,
por lo tanto no sera capaz de cumplir su funcion bioldgica.
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5.7.1. Termodinamica del plegamiento

En condiciones fisioldgicas, el proceso de plegamiento de una proteina globular esta
claramente favorecido termodindmicamente, esto es, el incremento de energia libre
global del proceso debe ser negativo (aunque alguno de sus pasos puede ser
positivo). Este cambio se consigue equilibrando una serie de factores
termodinamicos como la entropia conformacional, las interacciones carga-carga, 1os
puentes de hidrogeno internos, las interacciones hidrofdbicas y las interacciones de
Van der Waals. (51, 62)

a. Entropia conformacional

Se define entropia conformacional del plegado, como la disminucién de la entropia
de la aleatoriedad en definitiva, durante el paso desde una multitud de
conformaciones de ovillo aleatorio hasta una unica estructura plegada. La energia
libre, representada en la ecuacion AG = AH — T AS, demuestra que el AS negativo
realiza una contribucion positiva a AG, es decir; el cambio de entropia
conformacional se opone al plegado, por ello, el AG global, que debe ser negativo,
se debe a que o bien AH es negativo y grande o a algin otro aumento de la entropia
con el plegado. En la practica se dan ambas cosas. La fuente de AH negativo es el
cumulo de interacciones favorables energéticamente que se dan. en el interior del

glébulo proteico, interacciones que suelen ser no covalentes. (51)

b. Interacciones carga-carga

Las interacciones carga-carga se dan entre grupos polares y cargados de las cadenas
laterales de los aminoacidos componentes del polipéptido, puesto que los grupos
carboxilo y amino del carbono alfa estan implicados en el enlace peptidico, de este
modo, dichos grupos ionizados se atraen y forman un equivalente a sales entre
residuos del polipéptido, de hecho, se denominan puentes salinos.(51)
Evidentemente, dichas interacciones desaparecen cuando el pH del medio varia (alto

0 bajo), que hace que se pierda el estado de ionizacion del grupo; de hecho, esta es
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una de las causas de la desnaturalizacion rapida de las proteinas mediante adicién de
acidos o bases, y subyuga a las proteinas a un entorno de un pH tamponado y

moderado, que es el fisiologico. (48)

c. Enlaces de hidrdgeno internos

Las cadenas laterales de muchos aminoacidos se comportan como donadores 0 como
receptores de enlaces de hidrogeno. Ademas, si los protones amida o los carbonilos
del armazon polipeptidico no estdn implicados en el enlace peptidico, pueden
interaccionar también en este tipo de uniones estabilizadoras. Si bien los enlaces de
hidrogeno son débiles en disolucion acuosa, su gran nimero puede estabilizar y lo

hace en la estructura terciaria proteica. (51)

d. Interacciones de Van der Waals:

El denso empaquetamiento en el ndcleo de las proteinas globulares facilita la
interaccion débil entre grupos moleculares sin carga. Dichos enlaces son de baja
energia, pero su abundante namero suple su debilidad. Cada interaccién individual
solo contribuye en unos pocos Kilojulios a la entalpia de interaccién negativa global.
Pero la suma de todas las contribuciones de todas las interacciones, si que puede
estabilizar a la estructura plegada. De este modo, una contribucion energética
favorable a partir de la suma de las interacciones intramoleculares, compensa de
modo més que suficiente la entropia desfavorable del plegado. (51)

e. Interacciones hidrofébicas:

Por definicion, cualquier sustancia hidrofébica en contacto con el agua provoca que
ésta huya y se agrupe en estructuras. Esta ordenacion corresponde a una disminucién
de la entropia del sistema. En el caso de las proteinas, los residuos hidrofobicos de
los aminoacidos quedan orientados, en su plegamiento, hacia el interior de la
molécula, en contacto con sus semejantes y alejados del agua. En consecuencia, la

internalizacion de los grupos hidréfobos aumenta la aleatoriedad del sistema, por
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consiguiente, produce un aumento de entropia al doblarse. Este aumento de entropia
produce una contribucion negativa a la energia libre del plegado y aumenta la

estabilidad de la estructura proteica. (51)

5.8. Prediccion y modelaje de estructura de proteinas

Los métodos de prediccion de la estructura de una proteina a partir de la secuencia de

aminoéacidos incluyen (10):

a. Tentativas de prediccion de la estructura secundaria: sin intentar agregar estas
regiones tridimensionalmente, los resultados son listas de regiones de la secuencia
que formarian hélices alfa y regiones que formarian cintas de hojas beta.

b. Modelaje por homologia: prediccién de la estructura tridimensional de una
proteina a partir de estructuras conocidas de una 0 mas proteinas relacionadas. Los
resultados son un conjunto completo de coordenadas para las cadenas principal y
lateral, con la intencion de proponer un modelo estructural e alta calidad,
comparable a una estructura experimental de baja resolucion.

c. Reconocimiento del padron de plegamiento o topologia (fold recognition): dada
una biblioteca de estructuras conocidas, determinando cual de ellas comparte un
padron de plegamiento con una proteina de interés de secuencia conocida, con
estructura desconocida. Si el padron de plegamiento de la proteina blanco no esta
presente en la biblioteca, tal método deberia ser capaz de hacer esa identificacion.
Los resultados son una indicacién de una estructura conocida que tenga la misma
topologia (padron de plegamiento). Que la proteina blanco, o la conclusion de que

ninguna proteina de la biblioteca posee la misma topologia que la proteina blanco.

5.8.1. Herramientas de evaluacién del modelo de la estructura de proteinas

La evaluacion de la calidad del modelo es un paso crucial en el modelado de
homologia segun la herramienta SWISS-MODEL, esta es evaluada extensivamente
y comparada sumo detalle y cuidado, siendo la calidad de los modelos individuales
los que brindan tal resultado. Por lo tanto, las datos de graficas como ANOLEA
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significan potencial de fuerza; GROMOS energia empirica del campo de fuerza; y
QMEAN, que proporcionan y permite al usuario estimar la calidad local de la
estructura predicha, siendo el mas importante, ya que Swiss- Model los usa para la

evaluacion de calidad de modelos.

- QMEAN: Es una funcién de puntuacion compuesta, tanto para la estimacion de
la calidad global de todo el modelo, asi como para el local de analisis por residuo

de diferentes regiones dentro de un modelo.

5.9. Sobreposicion de estructuras y alineamientos estructurales

El estudio de proteinas de estructura conocida se facilita enormemente cuando existe
relacién secuencial entre ellas, siendo este el caso del analisis de familias de
proteinas; no obstante cada vez mas se describen en la literatura ejemplos de
proteinas que muestran un andamiaje (scaffold) similar, incluso cuando sus
secuencias no estan relacionadas, en estos casos comparar estructuralmente las
proteinas resulta muy dificil, especialmente cuando tampoco existen estructuras

secundarias regulares comunes.

El alineamiento de secuencias y de estructuras secundarias regulares, son utilizadas
como elementos principales para realizar clasificaciones de proteina en bases de
datos, donde las proteinas son agrupadas por métodos automaticos y se reflejan las
tendencias estructurales de las familias de proteinas, pero no necesariamente las
relaciones funcionales y evolutivas entre ellas, quedando ocultas a los métodos
automaticos. Sin embargo, la clasificacion se realiza manualmente y tiene que en
cuenta los datos bibliograficos sobre las funciones de las proteinas. Este hecho
permite encontrar esta clasificacion dividida en tres grupos: proteinas homologas
cercanas, homologas remotas y proteinas andlogas. El primer grupo incluye
proteinas con similitudes secuenciales significativas entre ellas, mientras los dos
altimos grupos relacionan proteinas con poca 0 ninguna homologia secuencial. Asi,
estas proteinas se dividen en homologas remotas (cuando tienen relacion estructural
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y/o funcional y derivan de un ancestro comun), y proteinas analogas (cuando no
estan relacionas con un gen ancestral). (10)

El incremento del nimero de estructuras terciarias conocidas hace util y necesario el
desarrollo de métodos para la comparacion de estructuras, paralelamente al
desarrollo de métodos de analisis secuencial. Esto se justifica porque los
alineamientos estructurales de proteinas, pueden descubrir propiedades estructurales

y funcionales.
6. Sofware y herramientas bioinformaticas:

Los ultimos avances en la investigacion en ciencias biologicas estan produciendo un
enorme crecimiento en el volumen y la complejidad de la informacion bioldgica
disponible. Las tecnologias de la informacién y las comunicaciones son cruciales
para posibilitar el almacenamiento e interpretacion de estos datos en los centros de
investigacion de un modo eficiente y robusto. Se crean numerosas bases de datos y

herramientas de analisis tanto en software como hardware.
a. 4000 Series Explorer ™: (5)

Software que permite la manipulacion y recoleccion de datos provenientes del
Equipo MALDI ToF/ToF ABsciex 4800 Plus, permite obtener espectros de masa en
tiempos de vuelo en tandem, quiere decir que tiene la sensibilidad méas alta
disponible en los modos MS y MS/MS este analizador combina todas las ventajas de

MALDI en un espectrometro de masa.
b. Protein Pilot™: (1)

Software que simplifica la identificacion de proteinas, lo que le permite identificar
cientos de modificaciones peptidicas y divisiones no tripticos simultdneamente.
Distinguir facilmente isoformas de proteinas, subconjuntos de proteinas, y suprimir

los falsos positivos, asi como visualizar las asociaciones proteina-péptido y
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relaciones. Con la entrada genérica para instrumentos SCIEX través del Formato que
nos brinda su PMF, el software es compatible con todos los sistemas de la
protedmica MS/MS.

c. DNAStar: (23)

DNASTAR es un software que proporciona lo necesario para la informacion
genomica, y proteémica de la biologia estructural, y la investigacion de la biologia
evolutiva y est4 disponible con herramientas individuales para satisfacer mejor sus

necesidades:

- EditSeq: Es una aplicacion principalmente como una utilidad para importar y
editar algunos formatos de archivo menos comunes. Con EditSeq, puede
modificar manualmente la secuencia.

- MegAlign: Software de alineacion de secuencias, tanto como para secuencias de
ADN vy secuencias de proteinas, usando una gama de pairwise y multiples
métodos de alineacion. Pantallas graficas Rich le permiten ajustar la alineacion de
su acabado, asi como analizar la filogenia, las diferencias en la quimica,
estructural o funcionales.

- Protean: Ayuda a predecir patrones de visualizacion, composicion de
aminoacidos, las caracteristicas estructurales secundarias, y las propiedades
fisico-quimicas de las secuencias de proteinas a través de su completo conjunto

de herramientas de analisis de proteinas.

d. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): (13)

Es una herramienta para la busqueda de homdlogos segun su alineamiento basico
local, donde encuentra las regiones de similitud local entre secuencias. El programa
compara nucleétidos o secuencias de proteinas en bases de datos y calcula la
significacion estadistica de los partidos. BLAST puede utilizarse para inferir las
relaciones funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como ayudar a identificar a

los miembros de las familias de genes.
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- BLAST NCBI: (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) Pertenece al Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI), mediante el podemos acceder a
la informacion biomédica y genomica.

- BLAST EBI: (http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/ncbiblast/) perteneciente al
Archivo de Nucledtidos Europeo (ENA) dado por el Instituto Biotecnoldgico o
Europeo (EBI) proporciona un registro completo de informacion de secuencia de
nucleétidos del mundo, que cubre la secuencia de datos en bruto, informacion

ensamblaje de secuencias y anotacion funcional.

e. SWISS-MODEL: (82)

Es un servidor de homologia proteica estructural de modelado totalmente
automatizado, accesible a través del servidor web ExXPASy. El proposito de este
servidor es hacer un modelamiento de la proteina accesible a todos los bioquimicos
y bidlogos moleculares del mundo.

f. UCSF Chimera: (83)

Es un programa altamente extensible para la visualizacién y analisis de las
estructuras moleculares y los datos relacionados, incluyendo mapas de densidad,
ensamblajes supramoleculares, la secuencia de alineaciones, resultados de
acoplamiento, trayectorias, y conjuntos de conformacion interactivos. Las imagenes

y animaciones son de alta calidad. UCSF (Universidad de California San Francisco)

g. BIOPEP: (12)

Es una herramienta de blsqueda que realiza el calculo del perfil de actividad
bioldgica potencial de péptidos encriptados de una base de datos de diferentes
revistas indexadas y organizada por la Facultad de Ciencias de la Alimentacion de la
Universidad de Warmia y Mazuria de Olsztyn, en la Catedra de Bioquimica de
Alimentos.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

1. Ubicacién:

El presente trabajo se realiz6 en los Laboratorios ubicados en las instalaciones de
centro de investigacion BIOTEC CMC, en planta de Camposol S.A.C., Distrito de

Chao, Provincia de Viru, Departamento de La Libertad.

2. Materiales:

2.1. Material Bioldgico:

- Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

2.2. Materiales de Laboratorio:
- Frasco transparente con tapa rosca de 50 mL.
- Frasco transparente con tapa rosca de 100 mL.
- Frasco transparente con tapa rosca de 500 mL.
- Tubos falcon de 50 mL.
- Mortero de porcelana
- Tubos centrifuga de 50 mL
- Papel Filtro Watman N°1
- Tubos de ensayo 13x100 mm.
- Vaso de Precipitacion de 100 mL.
- Vaso de Precipitacion de 250 mL.
- TermoOmetro digital
- Tubos ependorf de 1.5 mL.
- Tubos ependorf de 200 pL.
- Puntas para pipetas sin filtro 2000-5000 pL.
- Puntas para micropipetas con filtro 0-20 pL.
- Puntas para micropipetas con filtro 0-200 uL.

- Puntas para micropipetas con filtro 100-1000 pL.
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2.3. Equipos, Aparatos e Instrumentos:

- Sistema de Purificacion de Agua Ultrapura MilliQ (MERCK)

- Congeladora a -80°C (lIshin Biobase)

- Balanza Analitica Explorer(OHAUS)

- Centrifuga Refrigerada (PrO-Research)

- Refrigeradora (Electrolux)

- Sistema Doble de Placas “OwITM Dual — Gel Vertical Electrophoresis
Systems P8DS - 1 (Thermo Scientific)

- Espectrofotémetro Evolution UV-V 260 Bio (Thermo Scientific)

- Pipeta Automatica - Micropipeta 0.5-10 pL. (Axygen)

- Pipeta Automatica - Micropipeta 5-50 uL. (Axygen)

- Pipeta Automaética - Micropipeta 20-200 pL.(Axygen)

- Pipeta Automatica - Micropipeta 100-1000 pL. (Axygen)

- Pipeta Automatica - Micropipeta 1000-5000 pL. (Axygen)

- Accesorios para Formacion de Geles en Electroforesis 1D: Cubeta para
formacion de geles (Carrier), Cristales Planos de Vidrio 10x10 cm. (placas),
Peines 10 cm. x 10 pozos y Separadores de 0.8 mm. de 10 cm. (Thermo
Scientific)

- Fuente de Poder Electrico (Thermo Scientic)

- MALDI ToF/ToF ABsciex 4800.(ABSciex)

- Placa MALDI (OptiPlate-384 well Microplate)

2.4. Reactivos:
- Nitrogeno Liquido
- Cloruro de Sodio, NaCL grado analitico (CalBlochem)
- Etanol Absoluto 99.8% (J.T.Baker)
- Acido Clorhidrico HCI 36.5-38.0% (J.T.Baker)
- Hidréxido de Sodio, NaOH grado analitico (Merck)
- BSA (Albumina de Suero Bovino)- (SIGMA)
- Coomassie Brilliant Blue G-250 (SIGMA)
- Acido Fosférico al 85 % (J.T.BAKER)
- Agua Milli-Q (Millipore)
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- Glicerol, grado molecular (JT.Baker)

- Glicina (Bio-Rad)

- Marcadores Molecular de Proteinas (Thermo Scientific)

- Acrilamida (MERCK)

- N,N-metileno-bisacrilamida (Merck KGaA - Darmstadt, Germany)
- Tris-Base (JT.Baker)

- Dodecil Sulfato de Sodio, SDS (Sodium Dodecil Sulafate) (Promega)
- N-N-N-N-Tetrametiletilenediamina (TEMED) (Promega)

- Persulfato de Amonio, PSA (Omnipure)

- Azul de Bromofenol (SIGMA)

- Ditiotreitol (DTT)(Promega)

- Metanol para analisis EMSURE (MERCK)

- Acido Acético Glacial (JT.Baker)

- Acetonitrilo (Merck)

- Bicarbonato de Amonio (Merck)

- Tripsina, grado secuenciamiento (Promega)

- Matriz aCHCA (Acido alfa-4-hidroxicindmico Ciano)

- Acido Trifloro Acético 25% (Merck)

2.5. Materiales Varios:
- Caja de tecnopor de 20 L.
- Guantes venitex (guantes de Nitrilo, Talla 7.5)
- Guantes de cuero o guantes protectores
- Hielo seco y Pica hielo
- Bolsas ziplop
- Bolsas de polipropileno transparentes
- Cinta de embalaje
- Marcador grueso
- Papel toalla
- Tabla de picar
- Pinzas quirargicas
- Bisturi N°4
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2.6. Softwares y Herramientas Bioinformaticas:
- 4000 Series Explorer™ (Software que permite la manipulacién y recoleccién
de datos provenientes del Equipo MALDI ToF/ToF ABsciex 4800 Plus)
- ProteinPilot™ (Software que simplifica la identificacién de proteinas)
- DNAstat (Software que proporciona informacion genémica, y protedmica)
o EditSeq (Importa y edita secuencias).
o MegAlign (Alineamiento multiple de secuencias).
o Protean (Herramienta de analisis de proteinas).
- BLAST (Herramienta para la busqueda de homdélogos segun alineamiento)
o NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
o EBI (http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/sss/nchiblast/
- SWISS-MODEL (Servidor de homologia proteica estructural de modelado)
(http://swissmodel.expasy.org/)
- UCSF Chimera (Programa para la visualizacion y el andlisis de las
estructuras moleculares)
- BIOPEP (Herramienta de busqueda que realiza el célculo del perfil de
actividad bioldgica encriptada)

(http://wvww.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep)
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3. Métodos

3.1. Muestreo de Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

Se colectd la materia prima; Engraulis ringens (Anchoveta peruana) en la bahia de
Chimbote, en el muelle CRIANI, provincia de Santa, region Ancash; desde las 11 a
13 horas, que llegaron de alta mar las embarcaciones artesanales (bolicheras). Se
seleccionaron individuos con caracteristicas de tamafio mayores a 12 cm. (edad en la
cual alcanzaron la madures sexual y estan aptos para ser consumidos - IMARPE),
que tengan caracteristicas de frescura; en la piel, pigmentacién viva y brillante con
consistencia tersa y firme; en los ojos, la cOrnea transparente y la pupila negra
brillante; las escamas firmemente adheridas; el abdomen terso y liso sin flacidez ni
hinchazén. (7)

Los individuos seleccionados fueron transportados en hielo al laboratorio, en cajas de
tecnopor, embolsados para evitar dafio, en una proporcion individuo /hielo 1:2 (w/w),
para conservar su frescura hasta el momento de su procesamiento. (43). En el
laboratorio fueron limpiados con solucion salina NaCl 0.9% y papel toalla
humedecido en alcohol al 90% para desinfectar externamente, luego fueron

almacenados en bolsas herméticas dentro de cajas a - 80 °C.

Latitude

Figura N°4: Zona de Pesca, frente a la Bahia de Chimbote (9)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

3.2. Extraccion de la masa muscular de Engraulis ringens.

Para la extraccion de la masa muscular de Engraulis ringens (Anchoveta peruana) se
tomo6 como referencia base, la reportada por Belén D.(7); haciendo modificaciones
para una sencilla y completa extraccion. Se extrajo las escamas y la piel superficial,
se hiso incisiones; una que fue detras de las agallas y la otra anterior a la aleta caudal,
ambas incisiones, en ambos lados del individuo. Luego se retird por completo la aleta
dorsal con una pinza, la que formo una abertura lineal en casi toda la parte dorsal del
individuo, que por su estado semi-congelado se abrid con el bisturi haciendo incision
lineal por todo el dorso hasta llegar a la espina, se termind de retirar el musculo de
forma manual, se eliminaron las visceras y el resto de la anchoveta, quedandonos
Unicamente con el masculo. Posteriormente este fue limpiado de restos con solucién
salina NaCL al 0.9 %, luego almacenado a -80 °C, hasta la ejecucién de ensayos
posteriores.

3.3. Acondicionamiento de la masa muscular para la obtencion de un extracto

proteico del musculo de Engraulis ringens.

Se acondicion6 la materia prima para la obtencion de un extracto rico en proteinas,
primero se triturd en trozos finos con ayuda del equipo quirurgico y luego se
pulveriz6 usando nitrégeno liquido en mortero de porcelana. Se suspendié en buffer
Tris-HCI 50 mM, NaCl al 0.9 %, pH 7.8. A una proporcion 1:1 (w/v), luego se
homogenizo6 por un lapso de 5 min. en vortex a maxima revolucion; posteriormente
se filtr6 en una gasa estéril, con el fin de separar restos bilogicos, se dejé
sedimentando por 24 horas a 4 °C y se centrifugd a 6000 g. por 10 min. y se colecto

el sobrenadante.

Una vez obtenido el extracto rico en proteinas del masculo de Engraulis ringens, se
procedio a la deteccion colorimétrica y cuantificacién de proteinas totales presentes,
procedimiento que se realizo siguiendo la metodologia reportada por Braford M. M.
(14) y modificada por Randall 1.K. (68), la que se detalla en el Anexo 1.
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3.4. Determinacién de la distribucién aparente del peso molecular por
electroforesis unidimensional SDS-PAGE:

Para la determinacion de la distribucion aparente del peso molecular se tomé como
metodologia base, la citada por Laemmli U.K. (47), para electroforesis en gel, SDS-
PAGE (gel de Dodecil Sulfato de Sodio - Poliacrilamida).

El montaje del sistema de electroforesis para un gel plano de 0.8 mm. de grosor; se
monté el sandwich, con dos placas de vidrio (una tiene un rebaje) y los dos
separadores en vertical entre ellas y a ambos lados, en medio se colocé la plantilla
que ayuda en la adecuada ubicacion de los separadores; por Gltimo se introdujo en el

soporte formador de geles y se sujeté el conjunto en el carrier.

Se prepard geles de poliacrilamida discontinuos, presentando un gel de concentracion
de 5 % y gel de corrida de 12.5 %, estos fueron preparados a partir de una solucién
stock de acrilamida al 30 % y N,N-metileno-bisacrilamida al 0.8 % disueltos en agua
Milli-Q.

El gel de inferior (gel de separacion o resolucién/resolving gel) se prepard en un vaso
precipitado con 12.5% de Acrilamida en tampon Tris-HCI 1.0 M, a pH 8.8
conteniendo de SDS y Persulfato de Amonio (PSA) con N-N-N-N-
Tetrametiletilenediamina (TEMED) para la polimerizacion (Anexo 2). Esta solucion
fue agreda de inmediato, hasta unos tres centimetros del borde superior en la placas
que se encuentran en el carrier, luego se afiadié una pequefia cantidad de agua
destilada (esto hace que la superficie del gel quede recta) una vez que ya polimerizo,
descartar el agua afiadida. Posteriormente se prepard el gel superior (gel de
concentracion o apilamiento/staking gel) con 5 % de acrilamida en tampén Tris—HCI
1.0 M, pH 6.8; SDS, TEMED vy persulfato de amonio. EIl TEMED vy la solucién
recién preparada de PSA se afiadieron poco antes de verter los geles, debido a que
estos polimerizan los geles. Antes de que polimerice se introdujo en la parte superior
el peine, que formé en el gel acumulador los pocillos para luego poder aplicar las

muestras.
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Las muestras fueron diluidas en tampon de muestra (Tris—HCI 0.08, M pH 6.8, SDS
0.02 M, glicerol 0.1 M, azul de bromofenol 0.2 M y DTT 0.1 M) hasta obtener una
concentracion final de proteina de 1 pg/mL. Luego se dej6 en bafio maria por 5 min.

A 95 °C. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente.

La electroforesis SDS—PAGE se realiz6 con 12 pL. de la muestra por pozo, en un
sistema doble de placas OwlTM Dual, en tampon de corrida (Tris—HCI 0.025 M;
glicina 0.192 M con SDS 1 mM a pH 8.3) a amperaje inicial de 25 mAmp. hasta la
entrada de la proteina en el gel de separacion y posteriormente a 30 mAmp.
mantenidos hasta el final de la corrida. Fueron usados como patron los siguientes
marcadores de masa molecular, obtenidos de Thermo Scientific: beta-galactosidasa
(116 KDa), albumina de suero bovino (66.2 KDa), ovoalbumina (45.0 KDa), lactato
deshidrogenasa (35.0 KDa), REasa Bsp98l (25.0 KDa), beta-lactoglobulina (18.4
KDa), lisozima (14.4 KDa).

Después de la corrida electroforética, el gel fue coloreado con solucién colorante
(0.25 % de comassie Blue G250, 40 % Metanol, 10 % Acido acético). El gel fue
embebido en solucion colorante toda la noche. En seguida, el gel fue lavado con
solucién decolorante (10 % acido acético y 40 % Metanol) hasta visualizar las
bandas. Decolorado el gel, este se mantuvo en agua y se traspaso a papel celofan para
luego ser interpretado, determinando la distribucion aparente de peso molecular.
(Anexo 2)

3.5. Caracterizacion de la proteina por espectrometria de masa (MALDI
TOF/TOF ABsciex 4800)

La caracterizacion molecular de una de las principales proteinas constitutivas en

Engraulis ringens (Anchoveta peruana) estuvo basado en protocolos establecidos
para estudios de aproximacién proteémica en otras especies de peces. (5,6)
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3.5.1. Escisién y digestion triptica de la banda (spot) de proteina del musculo
de Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

Se identificd una banda o spot definido o representativo en el gel de poliacrilamida
SDS-PAGE de proteinas del musculo de Engraulis ringens, esta fue escindida
utilizando un bisturi y colocada en un microtubo centrifuga de 1.5 mL.
Posteriormente se procedio a decolorar cada pieza de gel, afiadiendo 100 pL. de
bicarbonato de amonio 100 mM. en acetonitrilo en proporcion 1:1 v/v, por 30 min.
agitando en vortex periodicamente, dependiendo de la intensidad de la coloracién de
la pieza de gel extraida. Luego se agreg6 500 pL. de acetonitrilo e incubo a
temperatura ambiente con agitacion en vortex ocasional hasta observar la
deshidratacion de las piezas de gel, se removio el acetonitrilo de las muestras y estas

fueron almacenadas a -20 °C hasta el momento de su procesamiento.

Para la digestion triptica dependiendo del grosor de cada pieza de gel se adiciond
buffer tripsina (25 mM de bicarbonato de amonio, pH 7.8 con 25 ng/pL. de tripsina
grado secueciamiento) hasta cubrir por completo, se incubé 30 min a 37°C, se
removid el exceso de solucién enzimatica y se agregd 10 pL. de buffer bicarbonato
de amonio e incubo a 37 °C durante toda la noche para la escisién enzimética. Los
digeridos tripticos fueron almacenados a -20 °C hasta el momento de su analisis por

espectrometria de masas. (77)

3.5.2.  Andlisis de péptidos por espectrometria de masa MALDI ToF/ToF.

Las fracciones de péptidos obtenidas, fueron mezcladas con solucion matriz (10
mg/mL. de aCHCA disueltos en 30 % de acetonitrilo con 0.01 % de acido trifloro
acético) en una proporcion de 1/1 (v/v). Se deposité 1 pL. de la mezcla en los pozos
de muestra de la placa MALDI (OptiPlate-384 well Microplate). Después de
evaporarse el solvente de la mezcla, se observaron los cristales formados de
péptidos/matriz. Posteriormente La placa MALDI ingresé al analizador 4800
MALDI ToF/ToF con los parametros optimizados del equipo. (5) Se emple6 el modo

de operacion reflectron para la deteccion de masa de los diferentes péptidos tripticos,
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obteniendo un espectro de masa de la fraccion. Posteriormente se realiz6 un analisis
de fragmentacion de péptidos, denominado decaimiento post fuente, para ello se
selecciond los péptidos de mayor abundancia y se determiné las masas de todos sus
fragmentos generados. Esta informacion espectral fue luego analizada por paquetes
bioinformaticos con la finalidad de obtener la secuencia de amino&cidos de los
péptidos encontrados asi como la identificacion de las proteinas origen, presentes en
musculo de Engraulis ringens. (5) Los analisis de secuencias peptidicas para la
caracterizacion de las proteinas fueron realizadas, mediante el programa Protein Pilot

utilizando algoritmos Mascot, Paragon y Progroup.

4. Analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas del musculo de Engraulis

ringens.

4.1. Homologia y alineamiento de las secuencias obtenidas de la proteina del

musculo de Engraulis ringens para la secuenciacion de novo

La busqueda de homologos se realizo en la base de UniProtKB/Swiss-
Prot(swissprot) un banco de datos exclusivo de proteinas del NCBI, (Centro
Nacional de Informacién Biotecnoldgica), donde se analizé las secuencias, mediante
el BLAST Standar Protein (Basic Local Alignment Search Tool - Herramienta de
busqueda segun alineamiento béasico local para proteinas segun su secuencia de
amino&cidos presentes):
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSea
rch&LINK_LOC=blasthome. (13)

De las proteinas homdlogas encontradas se escogieron los que presentaron mayor
porcentaje de identidad y asi poder ser alineadas, en base a las secuencias obtenidas
anteriormente, haciendo uso del Software DNAstar con las herramientas EditSeq y
MegAlin para poder deducir la secuencia completa de nuestra proteina manualmente

por Secuenciacién de novo.(23)
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4.2. Construccion de cDNA in silico a partir de la proteina deducida del
musculo de Engraulis ringens.

A partir de la secuencia de la proteina deducida, se obtiene el DNA complementario,
haciendo uso de la herramienta bioinformatica de traduccion inversa que acepta una
secuencia de proteina como entrada y genera una secuencia de DNA complementario
que representa la secuencia de codificacion no degenerado mas probable, encontrada
en web-side nominada como una Suit de Manipulacion de Secuencias (SMS):
http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html (80); luego determinar su
homologia y alineamiento de las secuencias para obtener el &rbol filogenético
haciendo uso de BLAST-nucleotide del EBI (Instituto Europeo de Bioinformatica):

http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/ncbiblast/nucleotide.html. (13)

4.3. Andlisis de la caracteristica estructural de la proteina deducida del

musculo de Engraulis ringens.

La caracteristica estructural estudiada, fue la de hidropatia, para realizar una
suposicion estructural previa, haciendo uso del sofware DNAstar usando la
herramienta Proteam. Para hallar su perfil hidropatico segin Kyte-Doolitle, que se

basa en hidrofobicidad de los aminoacidos.

4.4. Prediccion de la estructura tridimensional y simulacién por dinamica

molecular de la proteina del masculo de Engraulis Ringens.

La determinacion de la estructura secundaria, tridimensional, se realizd con la
Herramienta bioinformatica SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/) (82) y
la simulaciéon de la dinamica molecular de la proteina, se realiz6 con el software
USCF Chimera 1.5.3. (83) que permitié comparar dos conformaciones de la misma

proteina en términos de similitud estructural y hallar sus variantes.
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4.5. Analisis de la proteina deducida del muasculo de Engraulis ringens en el
contenido de aminoacidos y busqueda de péptidos encriptados con actividad

biolodgica.

La secuencia deducida fue sometida a un andlisis del contenido de aminoacidos
haciendo uso de la herramienta Proteam del software DNAstat, resaltando el

contenido de aminoéacidos esenciales.

La busqueda de péptidos encriptados que presentan actividad bioldgica se realizo
empleando el sitio BioPep: http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep,
(12) el cual contiene base de datos de secuencias de aminoacidos con actividad

bioldgica reportada en revistas indexadas.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

1. Preparacion de la materia prima proveniente de Engraulis ringens
(Anchoveta peruana) para la separacion por electroforesis SDS-PAGE. de

proteinas expresas del musculo esquelético.

En el muestreo de Engraulis ringens (Anchoveta peruana), se colectaron un total de
190 individuos, con longitudes iguales 0 mayores a 12 cm. Ya en laboratorio los
individuos fueron limpiados y desinfectados, luego almacenados a -80 °C hasta el
momento de su procesamiento. La extraccion de tejido muscular de Engraulis
ringens (Anchoveta peruana) tuvo un rendimiento de 56.48 % equivalente a 11.37 g.
+ 1.00 g. de musculo por individuo; presentando una longitud promedio de 13.44 cm.
+ 0.42cm. (>12 cm. — pardmetro de pesca establecidos por IMARPE, (35)) y un peso
total de 20.13 g. = 1.48 g. Al extracto rico de proteinas obtenido por el
acondicionamiento de la materia prima, se determiné la concentracion de proteinas
totales por colorimetria segun la metodologia de Bradford , donde se realizd una
curva estandar para el reactivo a partir de una solucion stock de BSA (albumina de
suero bovino) de 1000 pg/mL. mostrando en el extracto una concentracion de
proteina de 1014.75 pg/mL. + 18.19 pg/mL.

Las especies marinas son un alimento predominantemente proteico, si bien hay que
decir que existen muchas mas especies de peces que de animales productores de
carne (incluso sin contar cefalopodos, crustaceos y mariscos), en el caso del tejido
muscular, existe una variedad en el contenido proteico, ya que es variable
dependiendo del tipo del pescado, de su alimentacion y de la parte del cual se extrajo

la proteina.
La determinacion colorimétrica por el reactivo de Bradford, se basa en la union de un

colorante, Comassie Blue G-250 (azul brillante de coomassie) a las proteinas a través

de grupos ionizados. Pues forma interacciones entre los residuos de aminoacidos
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bésicos: arginina, lisina e histidina y también una interaccion débil con aminoécidos

aromaticos: fenilalanina, tirosina y triptéfano.

El contenido de proteinas en el muasculo de peces va desde un 17 a 22%, si
recordamos la composicion de las proteinas en el musculo: las miofibrilares
representan un 60.5% (miosina, actina, conectina, tropomiosina, troponina C, 1y T,
actinas o, B y Y, miomesina etc.). Las sarcoplasmaticas un 29 % (hemoglobina,
mioglobina, enzimas y otros) y el tejido conectivo representa un 10.5% (colageno,

elastina y proteinas mitocondriales) (85)

Las proteinas solubles, son aquellas que pueden ser extraidas por agua y se
encuentran mayormente en el sarcoplasma de la célula muscular. Las proteinas
solubles en sal, pueden ser solubilizadas por soluciones de alta fuerza idnica y estan
presentes en su mayoria en las miofibrillas y las proteinas insolubles son
componentes mayormente del tejido conectivo, no son solubles en soluciones de alta

fuerza ionica.

Si bien el padrén de expresion de proteinas estructurales podrian mantenerse
constante en peces, existe un nivel de incertidumbre en la identificacion de las
mismas en Engraulis ringens (Anchoveta peruana) a lo largo del tiempo, en razén de
los niveles de expresion de las especies, debido a los cambios presentados en su
propio genoma para su adaptacion y supervivencia. Por lo que las proteinas presentes
en los peces dependen mucho de su ecosistema y un factor fundamental es su

alimentacion.

El uso del musculo de Engraulis ringens como fuente de proteina resulta por demas
interesante, debido a esto existe un gran interés en obtener productos o subproductos
con elevado valor nutricional y con funcién bioldgica mejorada, que incrementen el

bienestar y la salud de la persona.
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2. Determinacion de la distribucién aparente del peso molecular por
electroforesis unidimensional SDS-PAGE:

El grupo de proteinas sarcoplasmaticas es caracteristico de cada especie marina. Esta
fraccion de proteinas, es la que se utiliza para la identificacion de especies por
métodos electroforéticos. Asi mismo, la caracterizacion de las proteinas obtenidas en
cuanto a su tamafio se refiere, es otro pardmetro de interés a evaluar, ya que la
distribucion del peso molecular puede ser de utilidad para la prediccion de la
capacidad antigénica, por lo que, los problemas de alergenicidad han sido
relacionados a la presencia de proteinas de alto peso molecular, los que en ocasiones

proporcionan un sabor amargo al pescado. (33,59)

En ese sentido, los resultados obtenidos de la distribucién de las proteinas
musculares muestran niveles de expresion a través de la electroforesis en SDS-
PAGE, con un rango de proteinas que van desde 9 a 120 KDa, representado en la
Figura N°5. Donde se muestra el gel de corrida y se evidencia la distribucion de las
proteinas, mostrando en el carril uno el marcador molecular, siendo las bandas de
beta-galactosidasa (116.0 KDa), albumina de suero bovino (66.2 KDa), ovoalbumina
(45.0 KDa), lactato deshidrogenasa (35.0 KDa), REasa Bsp98l (25.0 KDa), beta-
lactoglobulina (18.4 KDa) y lisozima (14.4 KDa); y en los carriles 3, 4 y 5, la
distribucion aparente del extracto proteico obtenido a partir del masculo de Engraulis

ringens.

Segin Venugopal V., (85) se sabe que la miosina es una proteina de tamarfio
considerable que presenta un peso aproximado de 500 KDa, esta a su vez la
conforman subunidades que son dos cadenas largas de 200 KDa cada una, y cuatro
cadenas cortas de 20 KDa cada una. Actina presenta un peso molecular de 42 KDa,
paramiosina presenta un peso molecular entre 200 y 258 KDa, Yy esta a su vez
consiste de dos subunidades de 95 y 125 KDa.
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Figura N°5: SDS-PAGE de Proteinas musculares de Engraulis ringens (Gel Dodecil
Sulfato de Sodio - Poliacrilamida al 12.5%). Mostrando en el carril uno el marcador
molecular, a partir del carril tres la distribucion aparente de las proteinas musculares
de Engraulis ringens. (Anexo 2)

3. Caracterizacion de peptidos por espectrometria de masa (MALDI
ToF/ToF)

El analizador 4800 MALDI ToF/ToF™ es un espectrémetro de masas con tecnologia
MALDI ToF/ToF que incluye un analizador reflectron. El equipo puede ser usado
para investigaciones en proteémica de alto rendimiento. El sistema puede identificar
proteinas determinando la masa exacta de péptidos formados por digestion
enzimatica. Adicionalmente, el sistema puede con mayor certeza identificar y
caracterizar proteinas por aislamiento y fragmentacion de un ion molecular de interés
y determina las masas de los iones fragmento. El software 4000 Series Explorer™ es
la interface de uso para ejecutar tareas y acceder a funciones del analizador 4800
MALDI ToF/ToF™. Antes de adquirir datos, se debe crear un método de
adquisicion. Este método especifica los ajustes necesarios del instrumento para la
captura de los datos. Entre los principales ajustes se encuentran los relacionados a la
operacion del instrumento, modo de obtencion de espectros, controles automaticos y

manejo del detector. Después de programar los datos, se debe procesar los espectros
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para deteccion de picos y ejecucién de la calibracion. Para ello se crea un método de
procesamiento y se especifica los pardmetros necesarios para suavizar y corregir la

linea base del espectro. (Anexo 3).

3.1 Anélisis de péptidos por espectrometria de masa MALDI ToF/ToF.

Las proteinas del musculo de Engraulis ringens, fueron separadas parcialmente
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 12.5% determinando su peso
molecular aparente. Se realizd una escision y digestion triptica de una banda (spot)
de aproximadamente 16.6 KDa, empleando para ello la enzima tripsina (grado de
secuenciamiento), la cual corta en el extremo carboxilico del enlace peptidico de los

residuos de arginina y lisina de la cadena de aminoacidos de las proteinas.

Finalmente los péptidos generados durante la digestién de proteinas, fueron co-
cristralizados con matriz CHCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) para ser

analizados por espectrometria de masas, MALDI ToF/ToF.

En la Figura N°6 se muestra el espectro de masa de los péptidos hidrolizados
correspondientes a una banda del gel de poliacrilamida de aproximadamente 16.6
KDa. Cada sefial de péptido observado, se encuentra en rangos de valores de
resolucion que van desde 1287 a 2028 m/z presentes como [M+H]". Posteriormente
se seleccionaron tres picos que presentaron una resolucién aceptable, de los espectros
reflectron para analisis de doble masa MS/MS mostrado en la Figura N°7, N°8 y
N°9, los espectros correspondientes que denotan la secuencia de aminoacidos
GTYDDYVEGLR; ILGNPSADDMANKR 'y  VFDKEGNGTVMGAELR

respectivamente.
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El andlisis informatico empleado consiste en comparar datos espectrales
experimentales obtenidos en el paso anterior con espectros de masas tedricos
originados a partir de digestiones tripticas en silico de proteinas que se encuentren en
la base de datos. Ya que el uso de bases de datos, permitird no solo la identificacion
de proteinas de la cual se origind el péptido, sino la secuencia de aminoacidos de los
péptidos encontrados en la muestra.

Para la elaboracion de la base de datos, se recopilo secuencias proteicas para el orden
Clupeiformes de las bases de datos publicas como Uniprot. El analisis se llevo a cabo
utilizando el software Protein Pilot (1), el cual emplea el algoritmo Paragon, para la
identificacion de proteinas posibles a partir de la base de datos y el algoritmo
ProGroup, para determinar una lista corta y justificable de proteinas detectadas; de
esta forma agiliza la identificacion de proteinas, lo que le permite distinguir
facilmente isoformas de proteinas, subconjuntos de proteinas y suprimir los falsos

positivos, asi como visualizar las asociaciones y relaciones entre proteina-péptido.

El software Protein Pilot (1), ademas de la opcion Paragon/ProGroup tiene la opcion
Mascot (Segun NCBI: Mascot es un software cuyo nucleo o motor de busqueda
utiliza datos de espectrometria de masas para identificar las proteinas a partir de
bases de datos de secuencias de péptidos. Mascot utiliza un algoritmo de puntuacion
probabilistico para la identificacion de proteinas que fue adaptado a partir del
algoritmo MOWSE (Molecular Weigth Search), cuyo nucleo es el sistema de
puntuacién probabilistico), que permite la identificacion y caracterizacion de
proteinas a partir de los datos generados por espectrometria de masa utilizando una
seleccion de secuencias populares de base de datos que estan en linea incluyendo el
SwissProt, NCBInr, y las divisiones de EST de EMBL que es ideal para la
evaluacion y la basqueda de conjunto de datos.

Empleando la metodologia anteriormente expuesta se identific6 una de las
principales proteinas presentes en el musculo de Engraulis ringens. Las mas
abundantes son las proteinas miofibrilares, de las que se identificé una isoforma de

miosina cadena ligera 3, la cual forma parte de la estructura del sarcomero,
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correspondiente al masculo esquelético de Liza ramado, las secuencias de péptidos
encontradas tienen un alto nivel de confianza del 99 % mostrando a continuacion la

secuencia obtenida por espectrometria MS/MS:

TEFSADQIEDFKEAFGLFDRIGDSQVAFNQVADIMRALGQNPTNKDVTKILG
NPSADDMANKRLNFDAFLPMLKEVDALPKGTYDDYVEGLRVEDKEGNGTV
MGAELRIVLSTLGEKMTEPEIDALMAGQEDEGSVHYEAFVKHIMSV

4. Andlisis bioinformético:

4.1. Homologia y alineamiento para la secuenciacion de novo:

En la busqueda de Homologos con el BLAST (13):
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - alnHdr_7994632. En el banco de datos de
UniProtKB/Swiss-Prot, RID: GKHCWAS8C016, Query ID: Icl|Query 32891, para la
secuencias: ILGNPSADDMANKR, GTYDDYVEGLR, VFDKEGNGTVMGAELR;
se encontraron las siguientes secuencias, que presentaron un porcentaje de identidad

mayor al 40%, puntuacién mayor 50 y un E-value mayor a 10e™°:

P82160.1: Myosin light chain 3, skeletal muscle isoform, [Liza ramado]
Puntuacién de 76.3, Identidad de 69%, E-Value de 5¢™*
TEFSADQIEDFKEAFGLFDRIGDSQVAFNQVADIMRALGQNPTNKDVTKILG
NPSADDMANKRLNFDAFLPMLKEVDALPKGTYDDYVEGLRVFDKEGNGTV
MGAELRIVLSTLGEKMTEPEIDALMAGQEDEGSVHYEAFVKHIMSV

P82159.1: Myosin light chain 1, skeletal muscle isoform [Liza ramado]
Puntuacion de 65.9, Identidad de 58%, E-Value de 5¢™**
MPKAPAKKAEPAPAPAPAPEPAPAPAAPAVDLSAVKVEFSADQIEDYREAFG
LFDRVGDNKVAYNQIADIMRALGQNPTNKEVSKLLGNPSADDMTNKRVEFE
AFLPMLQTIINSPNKAGFEDYVEGLRVFDKEGNGTVMGAELRIVLSTLGEKM
TEAEIDALMAGQEDENGVVNYEAFVKHIMSV

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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P02602.3: Myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform [Oryctolagus cuniculus]
Puntuacién de 61.6, Identidad de 53%, E-Value de 2e™
MAPKKDVKKPAAAAAPAPAPAPAPAPAPAKPKEEKIDLSAIKIEFSKEQQDE
FKEAFLLYDRTGDSKITLSQVGDVLRALGTNPTNAEVKKVLGNPSNEEMNA
KKIEFEQFLPMLQAISNNKDQGTYEDFVEGLRVFDKEGNGTVMGAELRHVL
ATLGEKMKEEEVEALMAGQEDSNGCINYEAFVKHIMSI

P60662.2: Myosin light polypeptide 6 [Sus scrofa]

Puntuacién de 61.2, Identidad de 53%, E-Value de 2e™*
MCDFTEDQTAEFKEAFQLFDRTGDGKILYSQCGDVMRALGQNPTNAEVLKV
LGNPKSDEMNVKVLDFEHFLPMLQTVAKNKDQGTYEDYVEGLRVFDKEGN
GTVMGAEIRHVLVTLGEKMTEEEVEMLVAGHEDSNGCINYEAFVRHILSG

P02604.3: Myosin light chain 1, skeletal muscle isoform [Gallus gallus]
Puntuacién de 61.2, Identidad de 53%, E-Value de 2e™*2
MAPKKDVKKPAAAAAPAPAPAPAPAPAPAKPKEPAIDLKSIKIEFSKEQQDD
FKEAFLLFDRTGDAKITLSQVGDIVRALGQNPTNAEINKILGNPSKEEMNAK
KITFEEFLPMLQAAANNKDQGTFEDFVEGLRVFDKEGNGTVMGAELRHVLA
TLGEKMTEEEVEELMKGQEDSNGCINYEAFVKHIMSV

064119.3: Myosin light polypeptide 6 [Rattus norvegicus]

Puntuacién de 60.8, Identidad de 53%, E-Value de 2e™*
MCDFTEDQTAEFKEAFQLFDRTGDGKILYSQCGDVMRALGQNPTNAEVLKV
LGNPKSDEMNVKVLDFEHFLPMLQTVAKNKDQGTYEDYVEGLRVFDKEGN
GTVMGAEIRHVLVTLGEKMTEEEVEMLVAGHEDSNGCINYEELLRMVLNG

A0JNJ5.1: Myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform [Bos taurus]
Puntuacién de 58.5, Identidad de 53%, E-Value de 2™
MAPKKDVKKPAAAAAPAPAPAPAPAPAPAPPKEEKIDLSAIKIEFSKQQQDEF
KEAFLLFDRTGECKITLSQVGDVLRALGTNPTNAEVKKVLGNPSNEEMNAK
KIEFEQFLPMLQAISNNKDQGTYEDFVEGLRVFDKEGNGTVMGAELRHVLA
TLGEKMKEEEVEALMAGQEDSNGCINYEAFVKHIMSN
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La mayor homologia y porcentaje de identidad, pertenecen a una isoforma de
miosina, la cual forma parte de la estructura del sarcomero, correspondiente a la
proteina del musculo esquelético cadena ligera 3 — Liza ramado. En la Figura N°10
se muestra el alineamiento realizado en el DNAstat por la herramienta MegAlign.

Segln BLAST vy alineamiento de aminoacidos.

Majority MAPK- - - KK---AL-RPAPRP-PAPAPR - - - - - — — - - DL---¥K[IEFSEKD]
SECPRO - — — — — = = = = = — = = = = & — — — — — m & — — — D DD oo oo oo oo oo
PE2IE0.1 — — — — — = = = — — — = = — — = — — — — — — — — — — — — — = — — — — — - - - - - — _ TEFS2ZD
PE2159.1 M- PKAPAKKAEFPAPLFPAPRPEFLEFRAPRAL --- - - PAVDLSAVEKVEFSAD
PO2602.3 MAPKEKEDVEKEKPRLAARLAPAPRAPAPAPLPAPAKPKEEKIDLSAIKIEFSEKE
PAOGE2.2 MC — — — — — = — — — = = = — = — = — = — = — — — — — — — = — — — — - & &~ - — - - _ _ DFTED
P02604.3 MAPKKDVEKEKPLAAALAPALPAPAPAPLPAPAKPKEPAIDLESIKIEFSKE
QEE119.3 M C — — — — = = — — — = = = = = — = — & & & & & - & - ——— - - - DFTED
MOJNJ5.1 MAPKKDVEEKFAAARAAFPAPAPAPAFPAPAPAPPKEEKIDLSAIKIEFSKDQ

HajoritleQDEFKEAFLLFDRTGDGKITLSQVGDVHRALGQNP'INAEVLKVLGNP|

SECPR0 - - - - - = = = = = = = = = = = = = - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
PE2160.1 Q IEDFEKEAFGLFDRIGDSQVAFNQVADIMRALGQNFEFTITNEKELDVIEK|IILGNTE
PE2159.1 Q IEDYREAFGLFDREVGDNEVAYNQIADIMRALGQNPINEKEVIKLILGNTE
PO2602.3 QQDEFEKEAFLLYDRIGDSEKITLSQVGDVLRALGTNPEFINRAEVEEKEV|ILGHNE
PE0gE2.2 Q TREFKEAFQLFDRIGLDGEILYSQCGDVMRALGQNPEPINLEVLEVILGHPE
PO2604.3 Q QDD FEKEEAFLLFDRIGDAKITLSQVGDIVRALGQNPTITNAEINEK|IILGHNTEPE
QE4119.3 Q TAEFKEAFQLFDRIGDGEILYSQCGDVMRALGQNFEFTNAEVLEVILGNTE
AOJNJS5.1] QQDEFKEAFLLFDRIGECKITLSQVGDVLREALGTNPTNRAEVEKVILGNE
HajDritylSkDEHNAKKI.E NNKDQG-IYEDYVEG-I.RVFDKEG-NGIl
SEC FRO [SADDMANEKR GTYDDYVEGLRVFDKEGNGT
PE2160. DYVEGLRVEFEDKEGHNGT
PB2159. DYVEGLEVFDEEGHNGT
BO2602. DEVEG-I.RVFDKEG-NGI
PGOGGE2. DYVEGLEVFDEEGHNGT
E0Z2604. DVEGLRVFDKEGNGT
QE41159. DYVEGLRVEFDKEGHNGT
AQOJNJIS. DIFIWVEGLEVFDEEGNGT
HajDrity|VHGhELRHVLBTLGEKHIEEEVEALHBGQEDSNGCINYEAFVKHIHSV
SECPR0 WVWMGAELR

PE2160.1 VMGRELR(IVLSTLGEEKEMITEPEIDALMAGQRQEDE-GSVHYEAFVEHIMKSV
PE2158.l VMGRARELRIVLSTILGEKEMTIEREIDALMAGQEDENGVVNYEARFVEHLRIMIWV
PO2G02.3 VMGRELRHEHVLATLGEKMEEEEVEALMAGQEDS NGCINYEAFVEHIMSI
PEOGG2.2 VHGAEERHVLVTLGE‘.KHTEEEVE‘.HLVAGHE‘.DSNGCINYEAFVRHILSG
PO2604.3 VMGLELRHVLATILGEKEMTITEEEVEELMEGQREDSNGCINYERFVEHIMNIEW
Q64119.3 VHGAE!RHVLVTLGEKHIEEEVEHLVAGHE.DSNGCINYEELLRHVLNG
AOJNJS.1 VHMGRAELRHVLATLGEKMEKEEEEVEALMAGQEDS NGCINYEAFVEHIMKSNH

Figura N°10: Alineamiento de las secuencias homologas a secuencias obtenidas.
MegAlign muestra un porcentaje de identidad de 92.7% para P82160.1 (myosin light
chain 1, skeletal muscle isoform, [Liza ramado]), 78.0% para P82159.1 (myosin light
chain 1, skeletal muscle isoform, [Liza ramado]), 70.7% para las secuencias restantes
P02602.3 ( myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform [Oryctolagus cuniculus]),
P60662.2 (myosin light polypeptide 6 [Sus scrofa), P02604.3 (myosin light chain 1,
skeletal muscle isoform [Gallus gallus]), Q64119.3 (myosin light polypeptide 6
[Rattus norvegicus]) y A0JNJ5.1 (myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform
[Bos taurus]); marcando los sitios conservados, con las secuencias problemas.
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Hablamos de secuencias similares cuando; dos secuencias de proteinas muestran una
identidad mayor al 25% (quiere decir més de 25 amino&cidos por cada 100 son
homologos); dentro de esta gama de la identidad, es imposible decir que es verdadera

la homologia presente en las secuencias encontradas por el BLAST.

La diferencia existente entre Homologia, Similitud e Identidad es; que la identidad es
una medida hecha en una alineacién (cuan idéntica es); similitud es una medida de
cuan cerca dos aminoacidos son identicos; y la homologia es una propiedad que
existe 0 no existe, se establece sobre la base de la similitud o identidad medida.
Presentar mayor del 40% de identidad, quiere decir que, probablemente tienen la

misma estructura

La homologia se fundamenta en la presencia de secuencias parecidas, pero el
alineamiento utilizando el MegAlign, se fundamenta en la gama de pares y multiples
métodos de alineacion, como el Clustal, donde crea féacilmente alineaciones
seleccionando rangos mas largos para crear blogues ordenados de igual similitud, o
para eliminar términos desiguales resultantes de la longitud de los datos de secuencia
inconsistente. EI MegAlign tiene la propiedad de mostrar una secuencia mayoritaria,
o promedio del alineamiento de las secuencias homologas, el cual sirve para realizar

la secuenciacion de novo con interpretacion manual.

La secuenciacion peptidica de novo es la estrategia para identificacion de proteinas
en organismos que no estan secuenciados. ES el proceso por el cual la secuencia de
los aminoé&cidos se deduce sin conocimiento previo de la secuencia de proteinas. Esto
difiere de la confirmacion de secuencias, donde la secuencia de proteinas ya se

conoce Y los datos de la secuencia obtenida se usan para confirmar que es correcta.

El objetivo de obtener multiples secuencias de los péptidos de una proteina mediante
MS/MS, al realizar la busqueda de homologias frente a proteinas presentes en bases
de datos y deducir por secuenciacion de novo con interpretacién manual, fue; obtener
una secuencia de proteina deducida, la cual corresponde a una proteina del masculo
esquelético de Engraulis ringens siendo una isoforma de miosina de cadena ligera 3:

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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IEFSADQIEDFKEAFGLFDRTGDGKVALNQVADIMRALGQNPTNKEVLKILG
NPSADDMANKRLEFEAFLPMLQAVANKPKGTYDDYVEGLRVEDKEGNGTV
MGAELRIVLSTLGEKMTEEEIDALMAGQEDEGGVNYEAFVKHIMSV

4.2.  Construcciéon del cDNA en silico:

A partir de nuestra proteina deducida se construyd su secuencia de cDNA para, hallar
su filogenia genética; la traduccién inversa de la secuencia de 148 aminoacidos, dio

como resultado una secuencia de 444 bases nucleotidicas:

ATTGAATTTAGCGCGGATCAGATTGAAGATTTTAAAGAAGCGTTTGGCCT
GTTTGATCGCACCGGCGATGGCAAAGTGGCGCTGAACCAGGTGGCGGAT
ATTATGCGCGCGCTGGGCCAGAACCCGACCAACAAAGAAGTGCTGAAAA
TTCTGGGCAACCCGAGCGCGGATGATATGGCGAACAAACGCCTGGAATT
TGAAGCGTTTCTGCCGATGCTGCAGGCGGTGGCGAACAAACCGAAAGGC
ACCTATGATGATTATGTGGAAGGCCTGCGCGTGTTTGATAAAGAAGGCA
ACGGCACCGTGATGGGCGCGGAACTGCGCATTGTGCTGAGCACCCTGGG
CGAAAAAATGACCGAAGAAGAAATTGATGCGCTGATGGCGGGCCAGGA
AGATGAAGGCGGCGTGAACTATGAAGCGTTTGTGAAACATATTATGAGC
GTG

La bdsqueda de homologos de la secuencia de DNA, con la herramienta
bioinformatica del BLAST, para hallar su filogenia genética se muestra en la Tabla

N°6. (http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/nchiblast/nucleotide.html)

Como podemos observar en la Tabla N°4, la busqueda de homdlogos resultantes,
utilizando la herramienta bioinforméatica BLAST del cDNA, construido a partir de la
proteina deducida de Engraulis ringens, brinda una lista donde muestra un gran
porcentaje de identidad a la secuencia de un cDNA clon de Danio rerio (87.2% de
identidad), seguido de otra secuencia que pertenece también a Danio rerio, siendo
esta un polipeptido de miosina de la cadena ligera 3 de movimiento rapido del
musculo esquelético (87.1% de identidad), siendo estos dos los méas representativos

segun porcentaje de identidad.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =S DE SANTA MARIA

Tabla N°4: Homologias de la secuencia de cDNA construido a partir de la proteina
deducida de Engraulis ringens

%
Identidad

DB:ID Fuente

EB783491 6929293 KZ69 Danio rerio cDNA clone 2688249, 87.2
MRNA sequence.

AF180891 Danio rerio fast skeletal muscle myosin light 87.1
polypeptide 3 (mylz3) mRNA, complete cds.

FQ323107 Zebrafish DNA sequence from clone CH1073-150G23 86.2
in linkage group 1

BC164287 Danio rerio myosin, light polypeptide 3, skeletal muscle, 86.2
mMRNA (cDNA clone MGC:191462
IMAGE:100059771), complete cds.

BC092705 Danio rerio myosin, light polypeptide 3, skeletal muscle, 86.2
mRNA (cDNA clone MGC:109832 IMAGE:7293848),
complete cds.

AB042028 Danio rerio mRNA for fast skeletal myosin light chain 86.2
3, partial cds.

GW707852  dr001 2 F14 Zebrafish 24h stage embryos and adult 86.2
liver, RZPD609 Danio rerio cDNA, mRNA sequence.

FP138543 Danio rerio EST, clone ZF_invB65i01 5' 86.2

EH999143 AGENCOURT 97638547 NIH_ZGC_7 Danio rerio 86.2
cDNA clone IMAGE: 9003538 5', mRNA sequence.

Dada la homologia expresa en Danio rerio (Pez Cebra o ZebraFish), pez de uso
frecuente para investigacion cientifica por presentar gran homologia genética con el
hombre (>80% del genoma). (16) Por esta razén casi todo su genoma esta presente
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en los bancos de Datos, lo que nos permite encontrar una homologia con nuestro
cDNA, especifico con el polipeptido de miosina de cadena ligera 3, de movimiento
rapido del musculo esquelético de Danio rerio, muy importante en la contraccion
muscular en la movilizacion de esta especie. En la Figura N°11, se muestra la
filogenia genética, representada en un arbol filogenético de las secuencias homologas
a nuestro cDNA construido de la proteina de Engraulis ringens.

T AB0420281

9 FP1385431
5BC164287 1

8 GW707852.1
10 EH9991431
2EBT834911

6 BC092705.1

3 AF180891.1

4 FQ323107 .6

1 SECUANCIA DE PROTEINA DEDUCIDA

25 20 18 10 5 0
Mucleotide Substitutions (x100)

206

Figura N°11: Arbol filogenético de las homologias secuenciales a la secuencia de
cDNA construido de la proteina deducida. Donde muestra la filogenia de nuestra
secuencia nuecleotidica del musculo de Engraulis ringens (1), con el polipeptido de
miosina de cadena ligera 3 (AF180891), de movimiento rapido del mdsculo

esquelético de Danio rerio.

4.3. Caracteristicas estructurales:

4.3.1.  Perfil hidropatico:

La estructura primaria de una proteina, es la propia secuencia de aminoacidos a lo
largo de la cadena polipeptidica, siendo especifica para cada proteina. La
Importancia del perfil hidropatico brinda la hidrofobicidad de una secuencia
proteica; indicando las posibilidades en la que quedan orientados los residuos
hidrofébicos de los aminoacidos de dicha secuencia, en su plegamiento hacia el
interior en contacto con sus semejantes y alejados del agua.
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Figura N°12: Perfil hidropatico segun Kyte-Doolittle de la secuencia de
aminoacidos. a. Proteina homologa con alto indice de identidad (isoforma de la
cadena ligera 3 de la miosina de Liza ramado). b. Proteina deducida (isoforma de la

cadena ligera 3 de la miosina de Engraulis ringens),

El perfil hidropatico resultante mostrado en la Figura N°12, brinda el anélisis del
grado de hidrofobicidad de la secuencia de aminoacidos de nuestra proteina
deducida, con ella podemos caracterizar o identificar la posible estructura. Los
resultados son mostrados en forma de graficas donde el eje de las abcisas designa la
posicion de los amino&cidos y el de las ordenadas la puntuacion (Score) asignada
para cada tipo de aminoécido, reflejando en este caso su caracter hidrofébico basadas
en la escala de Kyte-Doolittle indicando aminoécidos hidrofobos (en la figura
orientados 1) dando la posibilidad de la formacion o-hélice de la estructura

tridimensional de la proteina. (46)

4.4. Estructura tridimensional deducida:

La estructura secundaria de una proteina describe la estructura tridimensional
formada por segmentos de la cadena polipeptidica. Dentro de esta, dos
conformaciones son particularmente estables; el enrollamiento de la cadena alrededor
de un eje y la interaccion lateral de segmentos de una cadena polipeptidica o de
cadenas diferentes.
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Estas conformaciones son denominadas, respectivamente o-hélice y la forma [-
plegada, porque fueron descubiertas en este orden. La extension de trecho de la
cadena polipeptidica que se organiza en esas dos configuraciones, puede variar de
algunas a decenas de aminoacidos, de acuerdo a la proteina. La a-hélice y la forma
B-plegada se estabilizan por puentes de hidrogeno entre un nitrégeno y un oxigeno de
los grupos —NH y —C=0, constituyentes de las unidades peptidicas, aunque el puente
de hidrogeno sea una ligacion débil, un elevado nimero de estas ligaciones confiere

gran estabilidad a esas estructuras.

El uso de la herramienta bioinforméatica Swwiss—Model, es la que nos permite
obtener y construir modelos 3-D de una determinada proteina por homologia,
basados en estructuras ya conocidas de otras proteinas. (82) Donde se buscé el
disefio 3-D de la proteina homaologa con alto porcentaje de identidad a la isoforma de
miosina, de cadena ligera 3 del musculo esquelético de Liza ramado, proveniente de
un grupo de miosinas que pertenecen al conjunto de proteinas intrinsecas en la

contraccion isométrica en el vuelo de insectos (2W4G.1). Siendo sus componentes:

- Isoforma de miosina reguladora, de cadena ligera 2, del musculo esquelético:
Cadena A (2w4g.1.A)

- Isoforma de miosina, de cadena ligera 3, del musculo esquelético: Cadena B
(2w4g.1.B)

- Miosina de cadena pesada del musculo esquelético de adultos: Cadena C
(2w4g.1.C)

En la Figura N°13 se muestra al conjunto de proteinas intrinsecas en la contraccion
isométrica en el vuelo de insectos, proyectada en formato PDB (archivo Protein Data
Bank) en el software Chimera, que nos permite separar las distintas cadenas que

forman parte de este grupo de proteinas, y se resalta la proteina homologa.
Swiss-Model es un servidor web bioinformatico de estructuras, dedicado al

modelado de estructuras 3D de proteinas, basado en una homologia de estructura

para generar modelos tridimensionales fiables de la proteina. Los métodos de
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homologia comparativa del modelado, hacen uso de estructuras de proteinas
conocida y modelado 3-D, presentes en los bancos de datos para construir modelos

de proteinas por homologia.

Swiss-Model consta de tres componentes estrechamente integrados: el conducto
Swiss-Model; es un conjunto de herramientas de software y bases de datos para el
modelado automatizado de estructuras proteicas, el espacio de trabajo Swiss-Model;
basado en la web de trabajo grafico del usuario vy, el repositorio Swiss-Model una
base de datos continuamente actualizada de modelos de homologia para un conjunto
de proteoma, modelo de gran interés biomédico.

Figura N°13: Grupo de miosinas que pertenecen al conjunto de proteinas intrinsecas
en la contraccién isométrica en el vuelo de insectos. En azul (Cadena A) se muestra
la isoforma de miosina reguladora, de cadena ligera 2 del mdsculo esquelético; en
rojo (Cadena C) la miosina de cadena pesada del musculo esquelético de adultos y en
verde (Cadena B) la isoforma de miosina de cadena ligera 3 del musculo esquelético,

el cual se proyectd para una mejor visualizacion.
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El conducto Swiss-Model para la deduccion de la estructura 3-D de nuestra proteina
deducida de Engraulis ringens, comprendié cuatro pasos principales que estan
implicados en la construccion de un modelo proteico de homologia de una estructura

determinada:

- Primero la identificacion de la plantilla estructural; el BLAST fue usado para
obtener secuencias homdlogas, como no se encontré una plantilla adecuada,
HHsearch fue utilizado para la deteccion de secuencias relacionadas de forma
remota.

- Segundo, una alineacion de la secuencia diana y la proteina deducida de Engraulis
ringens (Anchoveta peruana).

- Tercero, la construccion de los diferentes modelos.

- Y por dltimo la evaluacion de la calidad del modelo mediante tres métodos
independientes (QMEAN4, ANOLEA, GROMOS).

El uso de Swwiss—Model, permitié obtener y construir un modelo 3-D de nuestra
proteina deducida, brindando tres modelos, de los cuales se escogid el que obtiene
mayor QMEAN, donde el disefio se basé en una isoforma de miosina de cadena
ligera 1, de contraccion lenta del musculo (1W71.1.B), con el valor de QMEAN4
aceptable de -2.84 (mayor a los otros modelos), que permite evaluar nuestro modelo

segun su calidad de disefio, una cobertura alta y un porcentaje de identidad de 61.9%.

En la Figura N°14 se muestra la construccion y disefio de la proteina homologa,
secuencia perteneciente a la isoforma de miosina de cadena ligera 3 del musculo
esquelético de Liza ramado y nuestra proteina de secuencia deducida de
perteneciente a la isoforma de miosina de cadena ligera 3 del musculo esquelético de
Engraulis ringens. La figura N°15 ilustra la sobreposicion de estructuras y
alineamientos estructurales. Segun UCSF Chimera y la figura N°16 muestra el
alineamiento estructural de la sobreposicion de estructuras, de la proteina muscular
de Engraulis ringens con la proteina homologa del musculo de Liza ramado.
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Figura N°14: a. Proteina homologa, secuencia perteneciente a la isoforma de
miosina de cadena ligera 3 del musculo esquelético de Liza ramado, basada en la
isoforma de miosina de cadena ligera 3 del musculo esquelético en la contraccion
répida; b. Proteina de secuencia deducida perteneciente a la isoforma de miosina de
cadena ligera 3 del musculo esquelético de Engraulis ringens basada en isoforma de

miosina de cadena ligera 1, de contraccion lenta de musculo.

Figura N°15: Sobreposicion de estructuras, segin UCSF Chimera para la proteina
deducida y la proteina con mayor homologia. a. Sobreposicion de estructuras; b.
Sobreposicion de estructuras resaltando los modelos estructurales a-hélice; c.
Sobreposicion de estructuras resaltando los modelos de desdoblamientos
estructurales; d. Sobreposicion de estructuras resaltando los modelos estructurales [3-

plegado.
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Figura N°16: Muestra el alineamiento estructural de la sobreposicion de estructuras.
Segun UCSF Chimera para la proteina homologa, perteneciente a la isoforma de
miosina de cadena ligera 3 del musculo esquelético de Liza ramado basada en la
isoforma de miosina de cadena ligera 3 del musculo esquelético de contraccion
rapida (2W4G.1.B) y la proteina deducida perteneciente a la isoforma de miosina de
cadena ligera 3 del musculo esquelético de Engraulis ringens basada en isoforma de

miosina de cadena ligera 1, de contraccion lenta de musculo (1W7.1.B).

Con la ayuda del software de la UCSF Chimera, se detect6 relaciones estructurales
entre las proteinas y permitié establecer estas relaciones para la clasificacion de la
proteina deducida del musculo de Engraulis ringens. La superposicion estructural
resultante de proteinas mostré la no correspondencia entre las estructuras B-plegadas
de la secuencia, comparada con la proteina homologa de Liza ramado, en el no
alineamiento de las de las proteinas sobre posicionadas.

Esta metodologia puede ser utilizada para detectar los elementos claves de
interaccion de las proteinas, localizando las zonas que muestren diferencia
estructural. Este software puede ser utilizado para detectar la diferencia de posibles
funciones de distintas regiones de las proteinas; los analisis secuenciales empleados
para tal fin pueden ser complementarios y no son capaces de establecer ninguna
relacion entre dominios cuando la homologia secuencial es baja. A partir de la
deteccion de regiones con equivalencia estructural entre proteinas, se puede inferir
sobre las diferentes funciones de las mismas. También es posible detectar regiones en
proteinas que presenten la misma estructura que muestra ese péptido, desde el punto
de vista estructural, de una proteina.
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La capacidad de autoenfoque del software permite el analisis completo de la
proteina, detectdndose facilmente las regiones con similitudes estructurales comunes
a las dos proteinas, como son los modelos estructurales a-hélice, que en ambas
proteinas son muy similares, en cambio las estructuras B-plegadas se encuentran en
diferente posicion, el mismo resultado nos brinda el alineamiento ya que en esas
zonas, este no coincide. Ambas proteinas por indice de identidad, son isoformas de la
miosina de cadena ligera 3, la proteina homologa de Liza ramado es de contraccion
rapida y la proteina deducida de Engraulis ringens es de contraccion lenta, por la

pequeiia diferencia en la posicion de las estructuras B-plegadas.

4.5. Andlisis de la proteina deducida del musculo de Engraulis ringens en el
contenido de aminoacidos y busqueda de péptidos encriptados con

actividad bioldgica.

Los aminoacidos conocidos (20 aminoacidos) tienen igual importancia, pero desde el
punto de vista nutricional, por la velocidad con que se sintetizan o no en el
organismo, por la cantidad de ellos que se necesita para el cumplimiento de las
funciones fundamentales en la formacion de tejidos y de sustancia basicas; se les
clasifica como esenciales y no esenciales. Los aminoacidos esenciales son los que
deben se provistos por la dieta diaria, porque el organismo no los sintetiza, o la
velocidad de su sintesis es muy lenta, si se le compara con la velocidad con que este
lo necesita. Y los no esenciales como ya conocemos son sintetizados por el

organismo.

La proteina deducida y la proteina homologa fueron utilizadas para el analisis del
contenido de aminoacidos, por lo que en la tabla N° 7 se muestra la composicién de
aminoacidos de las isoformas de miosina de Cadena Ligera 3 del masculo.

Los resultados Mostrados en la tabla N°7, muestran la comparacion en el contenido
de aminoacidos de las proteinas pertenecientes a la isoforma de miosina de cadena
ligera 3, donde, los aminoacidos esenciales que se encuentran en mayor cantidad

para la proteina de Engraulis ringens son lisina y leucina; para Liza ramado son
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fenilalanina, histidina y treonina; siendo isoleucina, metionina, arginina y valina las
que se encuentran en similares proporciones. Con los resultados expresados
podriamos deducir que Liza ramado es una buena alternativa para consumir, pero
cabe resaltar que solo se estd comparando un isoforma de miosina de cadena ligera 3

y no todas las proteinas presentes en el musculo de dicho individuo.

Cuando un alimento contiene proteinas con todos los aminoacidos esenciales, se dice
que son de alta o de buena calidad. (28) En la tabla N°8 se muestra las cantidades
de aminodcidos esenciales presentes en distintas variedades de peces. Por ejemplo en
esta tabla Pampus punctatissimus seria un pez Optimo para el consumo ya que
contiene todos los aminoacidos esenciales y en contraste de las otras proteinas

contiene en mayor cantidad isoleucina, lisina, valina y triptéfano.

Con la independencia del papel de los aminoécidos como elementos estructurales de
las proteinas y peéptidos, algunos aminoacidos regulan vias metabdlicas claves,
necesarias para el crecimiento, el desarrollo, la reproduccion y la inmunidad. A estos
aminoacidos se los denomina funcionales. La suplementacién dietética con uno o
mas de estos aminoacidos puede ser beneficiosa para mejorar determinados
problemas de salud en varios estadios de la vida. (30)

Especialistas en nutricion humana, ciencia y tecnologia de alimentos, entre otros,
investigan activamente esta nueva area y se encuentran formulando nuevos productos
que permitan un futuro mas saludable para la humanidad. Los alimentos funcionales,
los productos alimentarios y los suplementos, representan una gran oportunidad para
el desarrollo de nuevos productos que proveen un posible beneficio fisiologico en el
control o la prevencién de ciertas enfermedades. Por esta razon, el estudio del
contenido de aminodacidos esenciales en diferentes alimentos y las investigaciones
realizadas para el incrementos de dichos aminoacidos, esta siendo una tendencia
mundial y se ha dirigido hacia la introduccion de los llamados productos
Nutracéuticos, los cuales se definen como sustancias quimicas o biolédgicas que
pueden encontrarse como componentes naturales de los alimentos o adicionarse a los
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mismos y que resultan especialmente beneficiosas, tanto en la prevencion de ciertas

enfermedades como en la mejora de las funciones fisioldgicas del organismo. (61)

Tabla N° 5: Analisis de la composicion de aminoacidos de las isoformas de miosina

de cadena ligera 3 de Engraulis ringens y Liza ramado

Engraulis ringens Liza ramado
Aminoéacido Cantidad % por Cantida % por
Frecuencia d Frecuencia
Alanina, Ala, A 14 9.46 13 8.78
Cisteina, Cys, C 0 0.00 0 0.00
Acido Aspartico, Asp, D 12 8.11 15 10.14
Acido Glutamico, Glu, E 16 10.81 13 8.78
Fenilalanina, Phe, F* 8 541 9 6.08
Glicina, Gly, G 14 9.46 12 8.11
Histidina, His, H* 1 0.68 2 1.35
Isoleucina, lle, I* 7 4.73 7 4.73
Lisina, Lys, K* 10 6.76 9 6.08
Leucina, Leu, L* 13 8.78 12 8.11
Metionina, Met, M* 7 4.73 T 4.73
Asparagina, Asn, N 8 541 7 4,73
Prolina, Pro, P 4 2.70 5 3.38
Glutamina, Gln, Q 5 3.38 5 3.38
Arginina, Arg, R* S) 3.38 5 3.38
Serina, Ser, S 4 2.70 6 4.05
Treonina, Thr, T* 6 4.05 7 4.73
Valina, Val, V* 11 7.43 11 7.43
Triptofano, Trp, W* 0 0.00 0 0.00
Tirosina, Tyr, Y 3 2.03 3 2.03

*aminodacidos esenciales

La inclusion del pescado en las dietas, durante muchos afios, ha sido considerada
como una fuente de proteina de alta calidad, que se utiliza como estandar de oro en la
evaluacion de las fuentes de proteinas alternativas. (57) Por esta razon, el

tratamiento de proteinas de pescado con acidos y enzimas, cambiard el contenido
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debido a la hidrolisis a fragmentos mas pequefios, como péptidos y aminoacidos
libres. La digestion y absorcion de la proporcion de péptidos cortos y aminoacidos
libres pueden afectar la digestion global del producto, debido a que los péptidos se
digieren y se absorben maés rapidamente en comparacion con la proteina intacta. (31)
Los hidrolizados de proteina se componen de aminoacidos libres y péptidos de
cadena corta que presentan muchas ventajas como nutracelticos o alimentos
funcionales, debido a su perfil de aminoacidos. La composicion de aminoacidos de
cualquiera de las proteinas de los alimentos, tiene un papel importante en diversas
actividades fisioldgicas del cuerpo humano y afecta directa o indirectamente en el

mantenimiento de una buena salud. (17)

Los aminoacidos son esenciales para la sintesis de una amplia variedad de proteinas
con funciones importantes, incluyendo portadores de oxigeno, vitaminas, CO2,
enzimas y proteinas estructurales. La composicion de aminoacidos de los
hidrolizados de proteinas de pescado es importante porque el valor nutritivo
influencia en las propiedades funcionales. (73) El interés del consumidor y de la
poblacion en general, por obtener dietas 6ptimas para mantener una buena salud y
prolongar los afios de vida, ha propiciado el aumento del mercado de los alimentos
naturales, en el que este tipo de productos tiene prioridad. El propdésito de esta
revision es destacar la oportunidad y necesidad que representa el desarrollo de
nuevos productos naturales, para mejorar el valor nutritivo de los alimentos, lograr
dietas balanceadas y proveer beneficios fisiol6gicos para el control o la prevencion
de ciertas enfermedades.

Es por esta razon que lo hidrolizados proteicos y la busqueda de optimizar las
propiedades nutraceuticas en este tipo de alimentos se basa exclusivamente en el
enriquecimiento de aminoacidos esenciales y la busqueda de péptidos con actividad
bioldgica. Por lo que, adicionalmente al contenido de aminoacidos presentes en
nuestra proteina, se realizd la busqueda de péptidos encriptados con actividad
bioldgica en la secuencia. Para ello se emple6 el sitio web BioPep, donde en la tabla
N°9 se muestra el reporte del analisis de algunos péptidos con actividad bioldgica

encriptados en la proteina deducida del musculo de Engraulis ringens.
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Tabla N°7: Péptidos encriptados con actividad bioldgica de la Secuencia deducida
de la proteina de Engraulis ringens:

Nombre del Péptido Actividad Secuencia
Péptido Antioxidante Antioxidante EL, LK, KP, TY
Estimulante de la Estimulante EEE, EE

Liberacién de
Sustancias Vaso activa

Péptido estimulante de  Estimulante VL, IV, IL

la Captacion de Glucosa

Inhibidor de la Renina  Hipotensor EF

Inhibidor Neuropéptido  Inhibidor GQ

Inhibidor de CaMPDE  Inhibidor EF

Beta-Lactokinin Inhibidor de ACE RL,

Inhibidor de ACE Inhibidor de ACE RL, VF, KR, RA, GA, AG, KG,

FG, DA, GV, MG, GK, GE, GG,
GD, TG, NG, EI, EV, EV, TE,
LQ, LN, PT, EK, AF, LG, EG,
EA, KE, GL, GQ, GT, IE

Inhibidor de ACE Inhibidor de ACE LF
(Bovino beta-Lg)

Inhibidor de ACE Inhibidor de ACE VK
(Alforfon)

Inhibidor de ACE (Soja) Inhibidor de ACE DG
Inhibidor de ACE (Ajo) Inhibidor de ACE NY
Inhibidor de ACE Inhibidor de ACE NK
(Wakame)

Inhibidor de ACE Inhibidor de ACE KP
(Anchoveta y Bonito)

Inhibidor de ACE (Haba Inhibidor de ACE LEF
de Soja)
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Inhibidor de la Inhibidor de la VA, AL, MA, GQ, NP, GL, LP,
Dipeptidil Peptidasa IV Dipeptidil Peptidasa IV KP, GA, RA, FL, EK
(Inhibidor de DPP 1V)

Alpha-lactorphin Opioide GLF
Péptido Regulador del ~ Regulacion GLF
Mecanismo

Fosfoinositol

Péptido Regulador del ~ Regulacion DY
Flujo de lones

En el estudio, segln el reporte, observamos que la actividad biol6gica encriptada en
la proteina deducida proveniente del musculo Engraulis ringens (Anchoveta
peruana), existen péptidos con funciones o propiedades antioxidantes, estimulante,
hipotensor, ACE inhibidor, opioide y regulador. Estas moléculas bioactivas de
Engraulis ringens son péptidos de dos a tres aminoacidos encriptados en su totalidad.
Es decir, es posible explorar las secuencias de las proteinas estructurales de
Engraulis ringens que podrian darnos valiosas informaciones que sirvan de
plataforma biotecnoldgica para el establecimiento de un banco de datos de péptidos

con actividad biolégica presentes en el masculo esquelético.

Por otra parte, la hidrolisis realizada al consumir alimentos de diferentes fuentes
proteicas, especificamente de Engraulis ringens, genera la aparicién de péptidos y
aminoacidos libres; algunos péptidos con actividad bioldgica, definidos como,
fragmentos proteicos que tienen un impacto en la regulacion metabdlica, en las
funciones o en las condiciones corporales, promoviendo la salud y reduciendo asi el

riesgo de enfermarse. (42,76)

Entre los efectos reportados que pueden tener estos péptidos bioactivos en el humano
se encuentran: la actividad antihipertensiva, antioxidante, antitrombdtica e
hipercolesterolémica en el sistema cardiovascular; la actividad antagonista o agonista
opioide en el sistema nervioso; antimicrobiano en el sistema gastrointestinal;

inmunomodulatorio y antimicrobiano, en el sistema inmunoldgico (45). Estas
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caracteristicas hacen por demas interesante la generacion y estudio de este tipo de
péptidos. Los péptidos bioactivos pueden estar presentes en alimentos como

componentes naturales o ser producidos después de la hidrélisis enzimatica. (69)

Recientemente, hay mucha atencién por los consumidores a los compuestos
bioactivos naturales como ingredientes funcionales. Por tanto, se puede sugerir que
las proteinas y péptidos con actividad biologica de los alimentos de origen marino,
son fuente alternativa de ingredientes que pueden contribuir al bienestar de los
consumidores, como parte de los alimentos funcionales, productos farmacéuticos y/o
cosmeéticos. Ademas nos da una vision general del desarrollo de estos sobre efectos
en la salud, perspectivas industriales y tendencias comerciales de proteinas y

péptidos con actividad biolégica de origen marino. (70)

Estudios muestran que un heptapéptido, péptido eliminador de radicales derivado del
mejillon marino azul (Mytilus edulis), con un peso molecular de 962 KDa. Es
altamente efectivo en la eliminacion de radicales, este péptido podria eliminar
radicales superoxido, hidroxilo y 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH) hasta un 98%
en una concentracion de 200 pug/mL. Adicionalmente, este péptido exhibe una fuerte
inhibicion de la peroxidacion de lipidos, también exhibe una elevada actividad
quelante a Fe2+. Estos resultados lo identifican como un potente antioxidante

natural, que realiza su actividad via diferentes mecanismos de accion. (66)

Recientemente se han reportado péptidos antioxidantes, aislados de pepinos de mar
(Penaeus japonicus) (81). También se ha reportado actividad antioxidante en
péptidos de gelatina de pescado. Los péptidos derivados del hidrolizado triptico de la
gelatina de piel de corvina (Johnius belengerii) exhiben significativa actividad
eliminadora de radicales superdxido (DPPH). Se encontr6 que la secuencia péptidica
HGPLGPL (797 Da) actua como fuerte eliminador de radicales. (52). En otro
estudio, la gelatina del Abadejo de Alaska, que fue hidrolizada con pronasa estaba

compuesto de péptidos de 1.5 a 4.5 KDa y mostré alta actividad antioxidante. (40)
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La enzima convertidora de angiotensina | (ACE, siglas en inglés) es una
exopeptidasa, que juega un papel fundamental en la homeostasis de la presion
sanguinea, asi como en el balance de fluidos y sales en los mamiferos. ACE, rompe
los dipéptidos del C-terminal de varios sustratos péptidos, divide a la angiotensina |
en un potente octapéptido vasoconstrictor. Los inhibidores de ACE son por lo tanto
compuestos hipotensores, ampliamente utilizados para el tratamiento de la presion

arterial elevada.

Los péptidos inhibidores de ACE han sido ampliamente estudiados y son
reconocidos como nutracéuticos hipotensores. Los péptidos inhibidores de ACE
estdn raramente presentes como tales en los alimentos; deben ser liberados de la
proteina madre, de preferencia por hidrolisis enzimatica controlada. Se han
encontrado varios inhibidores de ACE en los hidrolizados enzimaticos de las
proteinas alimenticias. Péptidos en el rango de los 2 a 30 aminoacidos, que inhiben a

la ACE, han sido producidos por la hidrolisis enzimatica. (65)

La bibliografia cita que la protamina, proteina extraida del liquido seminal de
pescado, ha mostrado actividad antimicrobiana contra un rango de bacterias Gram
negativo y Gram positivo, levaduras y hongos. (36,39) Se cree que este péptido de 30
aminoacidos interrumpe la membrana citoplasmica; en estudios recientes, este
péptido fue evaluado por su eficacia contra L. monocytogenes y Escherichia coli,
mostrando mejor actividad contra bacterias Gram negativas, particularmente a
valores de pH alcalino. También se ha reportado la actividad antimicrobiana de
histonas de los hemocitos del camaron blanco del pacifico (Litopenaeus vannamei)
(60), asi como proteinas antibacterianas presentes en la trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) (79) y el pez roca (Sebastes schlegeli) (56).

Con todo lo reportado y hasta aqui abordado el empleo de la plataforma proteémica;
en los estudios bioinformaticos, siendo un estudio inicial, la obtencion de secuencias
por espectrometria de masa por MALDI ToF/ToF, nos muestra la secuencia de tres
péptidos que al usar el motor de blsqueda del software Protein Pilot, brinda la
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identidad de las tres secuencias analizadas, deduciendo que estas secuencias forman
parte de una isoforma de miosina del musculo esquelético, de cadena ligera 3.

Esta informacion, por si sola ya es valiosa, en razon de que nos permiten establecer
la identidad de la familia de proteinas a la que pertenece; no obstante, el trabajo de la
homologia secuencial por el analisis bioinformatico utilizando la herramienta
BLAST, permitio deducir la secuencia total de la proteina de Engraulis ringens al
someterlo a un secuenciamiento de novo; a esta proteina deducida se hizo el analisis
de su perfil hidropético, que permitio ver la posible distribucién y la contribucion de
cada uno de los aminoacidos a lo largo de la cadena polipeptidica para el
modelamiento de su estructura; su respectiva identificacion y comparacion con la
proteina homologa que tubo alto porcentaje de identidad. El estudio de las secuencias
completas, de su estructura 3-D contribuyo enormemente en el analisis estructural
para determinar la diferencia en la sobreposicién y una posible funcién intrinseca de
la proteina. Por ultimo se realiz6 un analisis en la composicion de aminoacidos
escenciales y la busqueda de péptidos con actividad bioldgica encriptados a lo largo

de la secuencia de la proteina deducida de Engraulis ringens.

Podemos finalmente dar a conocer que resulta de vital importancia centrar estudios
de los amino&cidos libres y secuencias encriptadas; que nos mostrardn valiosa
informacion con proyecciones de uso biotecnologico para la industria nutraceutica,
farmacéutica, entre otras. Hasta aqui una pequefia contribucion en el estudio
proteémico del muasculo de Engraulis ringens. Para una mayor informacion, se
requiere investigacion adicional en el &rea de aminoacidos esenciales y los peptidos
marinos, exclusivamente en Engraulis ringens, incluyendo la deteccion de
actividades biolégicas potenciales, el desarrollo de nuevas técnicas para su
aislamiento y purificacion (como es la hidrolisis enziméatica de esta proteina),
adicionalmente estudios en su interaccion con otros componentes del alimento y
evaluacion de su seguridad y biodisponibilidad. En el futuro, esta comparacién
contribuird enormemente en la blsqueda de secuencias inéditas con posibles
funciones bioldgicas de valiosa importancia.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

I. El estudio realizado por espectrometria de masas, identifica que, la proteina
estudiada es una isoforma de miosina de cadena ligera 3 del mdsculo esquelético
de Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

I1. El analisis de la secuencia deducida a través de herramientas bioinformaticas
nos dieron a conocer que esta proteina forma parte de la contraccion lenta del
masculo. Encontrando en mayor proporcion, Lisina y Leucina como
aminoacidos esenciales. Asi también péptidos encriptados con actividad
bioldgica presentaron funciones antioxidantes, estimulantes, hipotensoras, ACE

inhibidoras, opioides y reguladoras.

I1l. El analisis bioinformatico de una proteina del musculo de Engraulis ringens
(Anchoveta peruana), en el contenido de aminoacidos esenciales y la presencia
de péptidos con actividad bioldgica encriptados, posee valiosa informacion con
proyecciones de uso biotecnoldgico con grandes alcances para la industria
Nutraceutica.
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RECOMENDACIONES

I.  Continuar con el estudio bioinformatico de todas las proteinas presentes en el
musculo, con la finalidad de obtener un catdlogo protedmico de péptidos con
actividad biologica, que permita dar informacién con proyecciones de uso
biotecnoldgico para la industria Nutracedtica.

Il. Fomentar el desarrollo y plan de proyectos de investigacion, para que ingresen a
concurso financiados por el estado del CONCyYTEC, los que serviran en la
implementacion y mejoramiento de equipos y materiales en los laboratorios,
estos proyectos concursables seran la iniciativa para incrementar la base de datos

en la redaccién de articulos cientificos.
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CAPITULO VI
ANEXOS

ANEXO 1: DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES POR
BRADFORD.
Metodologia de la determinacion colorimétrica de Proteinas modificada. Deteccion

colorimétrica y cuantificacion de proteinas totales (Bradford M. y Randall 1.)(14, 68)

PREPARACION DE SOLUCIONES
BSA 1 mg/mL (w/v)

1. Disolver 10 mg. de BSA cristalizado o liofilizado en 10 mL de agua

desionizada. Almacenar a -20°C
Reactivo Bradford (1 L)

1. Disolver 100 mg. de Coomassie Brilliant Blue G-250 en 50 mL etanol al 95
%.

2. Vierta la solucién en 800 mL de agua desionizada.

3. Adicione lentamente 100 mL de acido fosforico al 85 % y ajuste a un
volumen final de 1000 mL con agua desionizada.

4. Filtrar la solucién con papel filtro N°1

5. Almacenar hasta un mes a 4 °C en frasco ambar.

DETERMINACION DE LA CURVA ESTANDAR DE PROTEINAS.
1.  Preparar una serie de diluciones (200, 400, 600, 800 1000 pg BSA/mL) desde

la solucion patron de BSA, segun tabla

Tabla N°8: Diluciones de BSA para Curva Estandar

Volumen (uL) Blanco 1 2 3 4 5
BSA patrén 0 20 40 60 80 100
Agua desionizada 100 80 60 40 20 O

2. Adicionar 5 mL de Reactivo Bradford a cada tubo. Agitar inmediatamente.
3. Incubar 10 min a temperatura ambiente.
4.  Medir la absorbancia a 595 nm.
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5. Plotear curva estandar graficando los valores de Absorbancia a 595nm versus
su concentracion de proteinas (diluciones patrén) en microgramos por

mililitro.

Tabla N°9: Valores de ABS para curva estandar de BSA (1000 pg/ml)

ug/ml ABS
0 0.002
200 0.200
400 0.391
600 0.513
800 0.692
1000 0.799

Curva Estandar

1
y=0.0008x+0034
0.8 R2=0.9912 e o)
06 e
JRTTL o

0.4 Qe
02 . o

0 &

0 200 400 600 800 1000

Figura N17°: Curva estandar de BSA (1000 pg/mL.)

MEDICION DE LA MUESTRA

1.  Paracada muestra, considerar las siguientes diluciones si las requiere:

Volumen (uL)  Directa Y2
Muestra 100 50
Agua desionizada 0 50

Adicionar 5 mL de Reactivo Bradford a cada tubo. Agitar inmediatamente.
Incubar 10 min. a temperatura ambiente.

Medir la absorbancia a 595 nm.

o ~ N

Determinar la concentracién de la muestra, por interpolacién desde la curva

estandar segun absorbancia observada a 595 nm.
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Para la lectura de la muestra se hiso por cinco veces, el ensayo se realizd para
descartar error del actuador y asi mejorar la precision de este resultado, y asi saber el
contenido proteico del extracto liquido rico en proteinas del Musculo de Engraulis.

Ringens.

La regresion lineal de la curva estandar presento un R2 de 0.9912, eso quiere decir

que la linealidad de la recta es confiable y la ecuacion es la siguiente:

y = 0.0008 x + 0.034

Remplazando los valores para determinar la concentracion en pg/mL.:

ABS = 0.008(Concentracionpmg/ml) + 0.034

. ABS — 0.034
Concentracion (;n—L) = W

Los resultados de las Concentraciones de proteinas en el extracto liquido de E.
ringens segun la etapa de Lavado y al mesclar las etapas se muestran en la siguiente
tabla:

Tabla N°10: Concentracion de proteina en el extracto liquido, presentando factor de
dilucion (fx) de 2:
Muestra ABS pg/mL. pg/mL. Media Desv.Est.

El 0.439 506.25 1012.50
E2 0.451 520.63 1041.25
E3 0.430 495.00 990.00 1014.75 18.1874
E4 0.441 508.13 1016.25
ES 0.440 506.88 1013.75
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ANEXO 2: DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR APARENTE
POR ELECTROFORESIS 1D SDS-PAGE

Preparacion del Gel de Electroforesis SDS-PAGE

Tabla N°11: Soluciones para preparacion del Gel de Electroforesis SDS-PAGE
(Para 2 Geles de 0.8 mm., 10x10 cm.) (4)
Resolving Gel Staking Gel

Reactivos (12.5 %) (20 (5.0 %) (10
mL.) mL.)
Acrilamida/Bisacrilamida (30 % / 0.8 %) 8.3 mL. 1.67 mL.
Resolving Gel Buffer(Tris-HCI 1.0 M, pH 8.8) 5 mL. -
Staking Gel Buffer (Tris-HCI 1.0 M, pH 6.8) - 2.5 mL.
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 10 % 0.4 mL. 0.2 mL.
Agua Milli-Q 6.2 mL. 5.53 mL.
Persulfato aménico (PSA) 10 % 100 pL 75 pL.
N-N-N-N-Tetrametiletilenediamina (TEMED) 20 pL. 15 pL.

Curva generada trazando el logaritmo en base 10 del peso molecular de la amplia
gama de estandares vs. La movilidad relativa (Rf). Sabiendo que Rf es la distancia
migrada por la proteina sobre la distancia migrada por el colorante. Esta curva se

puede utilizar para determinar pesos moleculares de proteinas de desconocidos.

Tabla N°12: Distribucion de la masa molecular del marcador molecular

Distancia Recorrida Log 10
(mm.) E (Peso Molecular) Peso Molecular
8 0.1569 2.0645 116.0
13 0.2549 1.8209 66.2
20 0.3922 1.6532 45.0
24 0.4706 1.5441 35.0
31 0.6078 1.3979 25.0
34 0.6667 1.2648 18.4
41 0.8039 1.1584 14.4
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Figura N°18: Curva estandar de Marcadores Moleculares

La regresion lineal de la curva estandar presento un R2 de 0.9818, eso quiere decir

que la linealidad de la recta es confiable y la ecuacion es la siguiente:

y =—13658x 4222119 — Log,o(PM) = —1.3658(Rf) + 2.2119

Los resultados de las Masas Moleculares de las diferentes proteinas expresas en el

Mdsculo de Engraulis ringens. se muestran en la siguiente tabla:

Tabla N°13: Distribucién de la masa molecular aparente de las proteinas expresas
del muasculo de Engraulis ringens

Distancia Recorrida Log 10
Rf Peso Molecular
(mm) (Peso Molecular)

5 0.0980 2.0780 119.7
7 0.1373 2.0244 105.8
10 0.1961 1.9441 87.9
17 0.3333 1.7566 57.1
20 0.3922 1.6763 47.5
22 0.4314 1.6227 41.9
24 0.4706 1.5692 37.1
25 0.4902 1.5424 34.9
29 0.5686 1.4353 27.2
31 0.6078 1.3817 24.1
33 0.6471 1.3281 21.3
37 0.7255 1.2210 16.6
47 0.9216 0.9532 9.0
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ANEXO 3: METODOS DE ADQUISICION DE UN ESPECTROMETRO DE
MASAS MALDI ToF/ToF ABsciex 4800 PLUS, PARA UNA PROTEINA
EXPRESA EN EL MUSCULO DE Engraulis ringens

Acquisition Method — MS Reflector Positive

Instrument

Operating Mode : MS Reflector Positive

Analysis Mass : 800 Da To 4000 Da

MALDI Matrix : a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid
Spectrum

Acquisition Mode : Accumulate every n-shot sub-spectrum that
passes

Shots per sub-spectrum 3 25

Sub-spectra To Accumulate : 16

Automatic Control

Sample Stage Mode : Move before every sub-spectrum (pass or fail)
Search Pattern Source : Random

Laser Intensity i 4000

Digitizer

Digitizer Bin Size ( 0.5 ns

Detector Voltage Multiplier : 0.85

Processing Method — MS Reflector Positive

Raw Spectrum Filtering / Peak Detection

Subtract Baseline E Disabled
Smooth : Disabled
S/N Threshold ; 3

Flag Monoisotopic Peaks Enabled
Adduct : H
Generic Formula : C6H5NO
Calibration Type : Default
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Acquisition Method — MS/MS Positive

Instrument

Operating Mode : MS-MS 2KV Positive
Acquisition Control : Automatic

CID : Off

Precursor Mass D e

Metastable Suppressor : On

MALDI Matrix : a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid
Spectrum

Acquisition Mode : Accumulate every n-shot sub-spectrum that
passes

Shots per sub-spectrum . 25

Sub-spectra To Accumulate : 40

Automatic Control

Sample Stage Mode : Move before every sub-spectrum (pass or fail)
Search Pattern Source : Random

Laser Intensity : 5000

Digitizer

Digitizer Bin Size : 0.5ns

Detector VVoltage Multiplier : 0.85

Processing Method — MS/MS Positive

Raw Spectrum Filtering / Peak Detection

Subtract Baseline ; Disabled
Smooth E Disabled
S/N Threshold : 3

Flag Monoisotopic Peaks Enabled
Adduct : H
Generic Formula : C6H5NO
Calibration Type : Default
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ANEXO 4: REGISTRO GRAFICO DEL ANALISIS BIOINFORMATICO EN
LA ERA POST-GENOMICA DE UNA PROTEINA EXPRESA EN
MUSCULO DE Engraulis ringens “ANCHOVETA PERUANA”. UNA
PERSPECTIVA NUTRICIONAL.

1. Muestreo de Engraulis ringens (Anchoveta peruana)

a)Embarcacion pesquera (Bolichera) Maria Maximina; b)Desembarque de Engraulis
ringens en el muelle CRIANI.

2. Extraccion de Masa Muscular de Engraulis ringens

Figura N°20: Extraccion de la masa muscular de Engraulis ringens

a) Engraulis ringes sin musculo b)Engrulis ringens c) y d) Musculo extraido de
Engraulis ringens

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




mﬁ% UNIVERSIDAD

?EQII%SLIJE%T\LO = i /‘ CATOLICA
et DE SANTA MARIA

\y

3. Acondicionamiento de la Masa Muscular para la Obtencion de Extractos
Proteicos del Musculo de Engraulis Ringens

Figura N°21. Proceso de Pulverizado de la Masa Muscular de Engraulis ringens
a) Triturado del musculo congelado b) Pulverizado del musculo con nitrégeno
liquido

Figura N°22. Obtencion de extractos proteicos del Musculo de Engraulis ringens
a)Muestra Pulverizada b) Centrifugado del Homogenizado Sedimentado después de

la Filtracion c)Extracto de Proteinas del Musculo de Engraulis ringens
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Figura N°23: Determinacion Colorimétrica de Proteinas
a)Espectrofotometro Thermo Scientific Evolution 260, b)Curva de Calibracion del
Reactivo Bradford, ¢) Reaccion de las muestras con el reactivo Bradford

Figura N°24: Electroforesis en Geles de Poliacrilamida
a)Muestras en colocadas en los posos del Gel, b)Fuente de Poder Thermo Scientific,
c) Sistema doble de placas OwITM Dual

4. Caracterizacion de péptidos por Espectrometria de Masa (MALDI TOF/TOF
ABsciex 4800)

Figura N°25: Espectrometro de masa MALDI TOF/TOF 4800 Plus
a)Espectrometro de Masas, b)Modelo de espectometro, c)Carrier
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