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INTRODUCCION
La fosforilacion de proteinas es un mecanismo celular importante ya que muchas
enzimas y receptores son activados y desactivados por eventos de fosforilacion y

desfosforilacidén, por medio de quinasas y fosfatasas (Ardito et al., 2017).

Por lo que la fosforilacién de proteinas juega un papel central en la sefializacion
intracelular dindmica y el control de las vias bioquimicas en todas las células
vivas. Los avances recientes en la tecnologia basada en espectrometria de masas
de alto rendimiento hacen posible la identificacién y cuantificacion a gran escala de

los sitios de fosforilacion (Guzman-Chavez et al., 2018).

La fosforilacién de proteinas es una de las modificaciones postraduccionales (PTM)
mas comunes e importantes. La fosforilacion es un proceso reversible y logra
llevarse a cabo por las proteinas quinasas y consiste en la adicion de un grupo
fosfato (PO 4) al grupo polar R de varios aminoacidos (Ardito et al., 2017).

En consecuencia, esta adicion modifica la proteina de hidréfoba apolar a hidrofila
polar, lo que permite que la proteina cambie de conformacion e interactie con otras
moléculas. Un aminoacido fosforilado puede unirse a moléculas capaces de
interactuar con otras proteinas y, en consecuencia, ensamblar y separar complejos
proteicos (Ardito et al., 2017).

El presente trabajo consiste en observar y describir la relacién que existe entre la
ruta biosintética de la penicilina, sus intermediarios y el papel que desempefian las

proteinas fosforiladas en este proceso.



MARCO TEORICO

Entre los diversos tipos de modificaciones postraduccionales, la fosforilacion y
desfosforilacion de proteinas son las modificaciones més frecuentes que regulan las
estructuras y funciones de las proteinas celulares en un amplio espectro de
procesos celulares, que van desde el control del ciclo celular hasta la regulacion del

metabolismo (Cheng et al., 2011).

La capacidad interactiva del grupo fosfato se debe principalmente a sus
componentes. Uno de sus principales elementos es el fosforo. Tiene cinco
electrones externos capaces de formar un maximo de cinco enlaces covalentes,
tiene tres pKas, alta solubilidad en agua y puede formar, por su versatilidad, ésteres

mono, di y trialquilicos y arilicos con grupos hidroxilo (Peng et al., 2014).

En particular, muchos ésteres de fosfato celular son fosfoproteinas que forman, a
través de una enzima catalitica y trifosfato de adenosina (ATP), un anhidrido de

fosfato, que actia como donante de un grupo fosfato.

Un buen balance energético también favorece la fosforilacién. De hecho, existe un
equilibrio constante entre los eventos de fosforilacion y desfosforilacion mediados
por quinasas, fosfatasas, ATP y/o ADP (proteina + ATP 2 fosfoproteina + ADP)

como se muestra en la figura 1.

Quinasa

a ———
Proteina _—

Fosfatasa.

Fosfoproteina. [

S

Figura 1. Equilibrio en las reacciones de fosforilacién y desfosforilacién, [Tomado
de, Peng et al., 2014].

Las enzimas presentes en este equilibrio son las proteinas quinasas y fosfatasas,

estas son enzimas que catalizan la transferencia de fosfato entre sus sustratos



(Peng et al., 2014). Este grupo de proteinas son muy importantes en el proceso
metabdlico del hongo Penicillium chrysogenum, lo cual esta relacionado con el

proceso de sintesis de penicilina.

PROTEINAS FOSFORILADAS

Una proteina quinasa cataliza la transferencia de y-fosfato de ATP (o GTP) a sus
sustratos proteicos mientras que una proteina fosfatasa cataliza la transferencia del
fosfato de una fosfoproteina a una molécula de agua (Brandl & Andersen, 2017).
Aunque ambos grupos de enzimas son fosfotransferasas, catalizan reacciones
opuestas para modular las estructuras y funciones de muchas proteinas celulares

en células procariotas y eucariotas (Brandl & Andersen, 2017).

IMPORTANCIA MEDICA DE LA PENICILINA

La germinacion conidial, la extension de hifas y la esporulacion constituyen los
principales procesos del programa de crecimiento/desarrollo de los hongos
Ascomycota. Estos procesos son llevados a cabo por una maquinaria morfogénica
especializada, coordinada y regulada por mecanismos que aun estan siendo
dilucidados (Carrasco-Navarro et al., 2016). Los hongos ascomicetos también son
abundantes productores de metabolitos secundarios, muchos de los cuales son de

gran importancia para uso médico.

Penicillium chrysogenum

Desde el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming producida por el
hongo filamentoso Penicillium notatum, el género Penicillium ha sido profundamente
estudiado por su capacidad para producir una amplia gama de productos naturales
(metabolitos secundarios), muchos de ellos con aplicaciones biotecnolégicas y
farmaceéuticas (Guzman-Chavez et al.,, 2018). P. chrysogenum (recientemente
renombrada como P. rubens) es el miembro mas relevante de mas de 354 especies

de Penicillium que constituyen el género Penicillium se encuentra generalmente en
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ambientes interiores y se asocia con el deterioro de los alimentos. De este hongo
se cuenta con una cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 cuyo genoma ya ha

sido secuenciado (Guzman-Chavez et al., 2018).

Ademas de producir penicilina, P. chrysogenum ha mostrado habilidades en otras
areas, incluida la biolixiviacién, la biorremediacion, la promocién del crecimiento de
las plantas y la produccion de antibidticos no B-lactamicos y agentes antifiingicos
(Peng et al., 2014).

Las cepas producen proteinas secretadas, como PAF, PgAFP y PgChP, que inhiben
el crecimiento de hongos fitopatdbgenos y mohos toxigénicos (Peng et al., 2014).
Con su alta estabilidad, actividad inhibitoria efectiva y amplios espectros de
inhibicién, estas tres proteinas podrian ser agentes antifingicos efectivos en
medicina y agricultura (Peng et al., 2014).

Penicillium chrysogenum produce una amplia gama de metabolitos secundarios
como roquefortinas, fungisporina sideréforos, acido penitrico, w-hidroxiemodina,
crisogina, toxina PR sesquiterpénica y sorbicilinoides, pero probablemente también
posee la capacidad de producir otros compuestos no detectados antes. Para la
mayoria de los compuestos identificados, se desconocen los grupos de genes

biosintéticos responsables (Guzméan-Chavez et al., 2018).

PAPEL DE LA BIOINFORMATICA EN EL FUTURO

La bioinformética es el campo emergente que se ocupa de la aplicacion de
herramientas de computacion para la recopilacién, organizacion, interpretacion,
analisis, manipulacién, presentacion y uso compartido de datos biologicos, Es un
campo interdisciplinario, que aprovecha la informatica, las matematicas, la fisica y
la biologia. (Bayat, 2002).

El proyecto del genoma humano y los proyectos de secuenciacion en otros
organismos han generado una rigueza sin precedentes de datos bioldgicos. La
enorme demanda de analisis e interpretacion de estos datos esta siendo gestionada

por la ciencia en evolucion de la bioinformatica (Bayat, 2002).



Las perspectivas en el campo de la bioinformética incluyen su futura contribucion a
la comprension funcional del genoma humano, lo que conducira a un mayor
descubrimiento de objetivos farmacoldgicos y terapias individualizadas (Bayat,
2002).

Justificacion

Penicillium chrysogenum es un hongo filamentoso de gran importancia industrial, ya
que produce penicilina; uno de los antibiéticos mas usados en la historia de la
humanidad y el que revolucioné el campo de la medicina (Gaynes, 2017). Es de
gran importancia conocer los mecanismos moleculares que regulan el desarrollo de
P. crhysogenum y asi enriquecer el conocimiento de su fisiologia para mejorar sus
aplicaciones industriales. El comportamiento fisiolégico de la mayoria de los hongos
filamentosos ha sido descrito a partir de estudios realizados en el microorganismo
de referencia Saccharomyces cerevisiae (Liti, 2015), quien es uno de los hongos

mas estudiados y caracterizados hasta la fecha.

Lo mas cercano a P. chrysogenum ha sido el estudio en especies de Aspergillus
(Brandl & Andersen, 2017) y en Neurospora Crassa (Aramayo & Selker, 2013).
También considerados microorganismos modelo, sin embargo, sigue siendo una
generalidad y aunque es posible que compartan mecanismos moleculares
conservados la dinamica funcional de sus componentes (proteinas) puede ser
diferente. Los estudios protedmicos podrian contribuir en el conocimiento de la
dinamica funcional de proteinas, sobre todo si se han realizado en P. chrysogenum
(Carrasco-Navarro et al.,, 2016). La fosforilacion de proteinas es una de las
modificaciones postraduccionales mas importantes (Guo et al., 2014) dentro de la
célulay catalizada por proteinas cinasas (Roskoski, 2014). Esta modificacion ocurre
principalmente en los residuos de serina, treonina y tirosina y en menor medida en
residuos de histidina y acido aspartico (Ardito et al.,, 2017). Varios estudios
fosfoproteomicos han revelado el impacto de la dinAmica de la fosforilacion, la
complejidad de la regulacion intracelular se incrementa con los cambios en las

proteinas a nivel estructural, funcional y espacial (Miranda et al.,2004; Pawson y



Scott,2005). Estos estudios también han demostrado que la fosforilacion regula
multiples procesos celulares, uno de ellos, pero no el mas importante es la
transduccion de sefiales o vias de sefializacion, este proceso es la primera barrera
de respuesta cuando los organismos se someten a cambios ambientales. Con el fin
de identificar, conocer y entender procesos celulares asociados al metabolismo y
produccion de penicilina en P. chrysogenum se realizara un analisis funcional in
silico de proteinas fosforiladas identificadas en el Laboratorio de Metabolitos
Secundarios e Ingenieria Genética, perteneciente al Departamento de
Biotecnologia de la Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizacién funcional de proteinas fosforiladas identificadas en Penicillium
chrysogenum y estudio de su posible relacion en el metabolismo y produccién de

penicilina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ldentificar unidades funcionales dentro de todas las proteinas fosforiladas
(795 fosfoproteinas en total)

2. Anotar funcionalmente todas las proteinas fosforiladas.

3. Comparar las anotaciones e identificar procesos relacionados con el

metabolismo primario y biosintesis de penicilina.



MATERIALES Y METODOS

CONJUNTO DE DATOS

Para el presente trabajo se us6 un set de datos de 795 proteinas fosforiladas, el
cual fue proporcionado por el grupo de investigacion del Dr. Francisco Fierro Fierro
del Departamento de Biotecnologia de la Universidad Autonoma Metropolitana,

Unidad Iztapalapa.

BASES DE DATOS

La base de datos principal para este trabajo fue UniProtkKB
(https://lwww.uniprot.org/), la cual recopila informacion funcional y estructural de la
mayoria de las proteinas caracterizadas y no caracterizadas hasta el momento. Se
uso el proteoma completo de Penicillium rubens para hacer la anotacién funcional.
También se consulto la base de datos KEGG
(https:/lwww.genome.jp/kegg/pathway.html), la cual es un recurso para comprender
funciones y utilidades de alto nivel del sistema biol6gico, como la célula, el
organismo y el ecosistema, a partir de informacion a nivel molecular, especialmente
conjuntos de datos moleculares a gran escala generados por la secuenciacion del

genoma.

MODULOS BIOINFORMATICOS

Uno de los recursos bioinformaticos utilizados en este trabajo para el analisis de
proteinas fosforiladas se utilizé el lenguaje de programacion Python, el cual es un
lenguaje de programacion de alto nivel interpretado, orientado a objetos y con

semantica dindmica.



RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con la ruta biosintética de la penicilina, se encuentran como sustrato a

L-a-4cido aminoadipico, L-valina y L-cisteina que al interactuar con la enzima &-(L-

a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina sintetasa (ACVS), reaccionan para producir las

diferentes clases de penicilina y cefalosporina de productos naturales 3-lactamicos

en bacterias y hongos (Guzman-Chavez et al., 2018).

De acuerdo con las proteinas fosforiladas relacionadas con estos sustratos

importantes en la ruta biosintética de penicilina en el hongo P. chrysogenum,

encontramos que las proteinas funcionales con nimero GO (asignado a partir de la

anotacién funcional depositada en UniPtot), Descripcion, producto genético

UniProtkKB y con el papel que desempefa de acuerdo a la Ontologia Genética al

asignar P; proceso biologico, F: funcion molecular, C; componente celular.

Enzimas relacionadas con L-cisteina
producto genético Numero GO Descripcién Clasificacion
UniProtKB
5-metiltetrahidropteroiltriglutamato--
B6HV10 G0:0003871 ) ) F
homocisteina S-metiltransferasa
Ubiquitina carboxilo-terminal
B6HQL4 G0:0004843 . F
hidrolasa
B6HPR3 GO:0004843 Ubiquitina garboxno-termlnal
hidrolasa
B6HKL7 G0:0004843 ubiquitinil hidrolasa 1
Ubiquitina carboxilo-terminal
B6HC94 G0:0004843 ) F
hidrolasa
B6GZA4 G0:0004843 Ubiquitinil hidrolasa 1 F
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Enzimas relacionadas con L-valina

producto genético Numero GO Nombre: Clasificacion
UniProtkB

aminotransferasa de aminoacidos
B6HR72 G0:0052655 F
de cadena ramificada

Enzimas relacionadas con L-a-acido aminoadipico

producto genético Numero GO Nombre: Clasificacion
UniProtkB
094225 G0:0019878 Homocitrato sintasa, mitocondrial P

RUTA BIOSINTETICA DE LA PENICILINA

Las penicilinas son antibidticos betalactdmicos que desempefian un papel
importante en la terapéutica debido a que actdan como inhibidores de la biosintesis

de peptidoglicanos en bacterias (Martin et al., 2010).

La biosintesis de estos compuestos comienza por la condensacion de los
aminoacidos | -a-aminoadipico, | -cisteina y | -valina para formar el tripéptido 6 - | -a
-aminoadipil- | - cisteinil - d -valina catalizada por la ‘ACV sintetasa'. Posteriormente,
este tripéptido se cicla a isopenicilina N que en Penicilium se convierte en
penicilinas hidrofébicas, por ejemplo, bencilpenicilina (Guzman-Chavez et al.,
2018).

En Acremonium y en los estreptomicetos, la isopenicilina N se isomeriza

posteriormente a penicilina N (Martin et al., 2010).

La expresion de los genes de los grupos de penicilina (pcbAB, pcbC, pendDE) esta
controlada por reguladores pleitropicos que incluyen LaeA, una metilasa involucrada
en el reordenamiento de la heterocromatina. Las enzimas que catalizan los dos
ultimos pasos de la biosintesis de la penicilina (fenilacetil-CoA ligasa e isopenicilina
N aciltransferasa) se encuentran en microcuerpos, como se muestra mediante

microscopia inmunoelectrénica y analisis protedmico, después de la formacién de

11



ACV en el citosol, este compuesto sirve como sustrato de la IPN sintasa de 38 kDa,
que cicla el tripéptido para formar IPN, un intermediario ya contiene el nacleo b-
lactdmico. Esta compartimentacion implica el transporte intracelular de isopenicilina
N (en la via de la penicilina) o isopenicilina N y penicilina N en la ruta de las
cefalosporinas, dos transportadores de la familia MFS cefT y cefM participan en el
transporte de productos intermedios y/o secrecion de cefalosporinas (Martin et al.,
2010).

Los B-lactamicos, como muchos otros metabolitos secundarios, tienen estructuras
quimicas inusuales. Todos los betalactamicos contienen un anillo betalactamico de
cuatro miembros cerrado por un enlace amida. Las penicilinas contienen un nucleo
biciclico formado por anillos fusionados de B-lactamicos y tiazolidina, y una cadena

lateral de acilo unida al grupo amino en C-6.

Son producidos por unas pocas especies de Penicillum y Aspergillus.
Recientemente se ha encontrado que las penicilinas son producidas por algunos

otros deuteromicetos.

Tres aminoacidos son los precursores de la estructura basica de todos los
antibiéticos B-lactdmicos clasicos, el 4cido L -a -aminoadipico, la L -cisteinay la L -

valina.

La L-valina y la L-cisteina son aminoacidos comunes, pero el acido L-a-
aminoadipico es un aminoacido no proteinogénico y se forma mediante una via
especifica relacionada con la biosintesis de la lisina. En los betalactamicos que
producen bacterias, la lisina se convierte en semialdehido del acido a-aminoadipico
mediante la lisina-6-aminotransferasa (LAT) y este semialdehido se oxida a acido
a-aminoadipico mediante la deshidrogenasa del acido piperideina-6-carboxilico
(P6C-DH) (Martin et al., 2010).

12



La ruta biosintética de la penicilina en el hongo Penicillum Rubens se puede apreciar

en la figura 2.
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figura 2.

Ruta biosintética de la

penicilina, [Tomado de,

Guzman-Chavez et
2018].

al.,

De acuerdo con los objetivos planteados al inicio de este trabajo, los resultados no

cumplen con el objetivo de identificar las unidades funcionales que se encuentran

dentro de las 795 proteinas fosforiladas, tampoco se cumplié con la asignaciéon de

las 795 proteinas que estan involucradas en el proceso de sintesis de penicilina ya

que solo se logré realizar la asignacion de ocho proteinas, las cuales estan

relacionadas con tres metabolitos relacionados directamente con la biosintesis de

penicilina (L-cisteina, L-valina y L-a-acido aminoadipico), pero si se logro estudiar

la fisiologia y relacion de los procesos involucrados con el metabolismo primario y

la biosintesis de penicilina.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se encontraron seis proteinas relacionadas con L-cisteina; una
proteina relacionada con la L-valina y una proteina relacionada con L-a-acido
aminoadipico, de acuerdo con la literatura consultada los metabolitos L-cisteina, la
L-valina y el L-a-acido aminoadipico son tres intermediarios involucrados en el
proceso de biosintesis de penicilina, por lo tanto, estas proteinas en su mayoria

estaban relacionadas con el adecuado funcionamiento del hongo.

De acuerdo con la literatura consultada se puede observar que no hay
investigaciones basadas especificamente en el papel que desempefan los
procesos de fosforilacion en la biosintesis de penicilina por lo que podria proponerse

su futura realizacion.
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X. RESUMEN

Penicillium chrysogenum es un hongo filamentoso de gran importancia industrial, ya
que es capaz de sintetizar penicilina; uno de los antibiéticos mas usados en la
historia de la humanidad y es el que revoluciono el campo de la medicina (Gaynes,
2017). Es de gran importancia conocer los mecanismos moleculares que regulan el
desarrollo de P. chrysogenum y asi enriquecer el conocimiento de fisiologia para

mejorar su aplicacion en el area industrial.

El comportamiento fisioldgico de la mayoria de los hongos filamentosos ha sido
descrito a partir de estudios realizados en el microorganismo de referencia
Saccharomyces cerevisiae (Liti, 2015), quien destaca por ser uno de los hongos

mas estudiados y caracterizados hasta la fecha.

Lo més cercano a P. chrysogenum ha sido el estudio en especies de Aspergillus
(Brandl & Andersen, 2017) y en Neurospora crassa (Aramayo & Selker, 2013),
también considerados microorganismos modelo, sin embargo, sigue siendo una
generalidad y aunque es posible que compartan mecanismos moleculares
conservados la dindmica funcional de sus componentes (enzimas) puede ser

diferente.

En el presente trabajo se realiz6 una identificacion de las proteinas funcionales
(enzimas) que estan involucradas en la produccién de la penicilina en el hongo P.
chrysogenum para realizar la identificacién y caracteristicas de las proteinas
presentes en este microorganismo se consulté la base de datos UniPtot
(https://www.uniprot.org), los resultados obtenidos permitieron determinar la
clasificacion de las proteinas involucradas en este proceso, como lo es la
aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada en el caso de la L-valina,
la Homocitrato sintasa, mitocondrial en el L-a-acido aminoadipico y la 5-
metiltetrahidropteroiltriglutamato--homocisteina S-metiltransferasa en la L-cisteina,

todos precursores en la sintesis de penicilina.
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