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Resumen

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima glucolitica. Presenta una estructura de barril
(B/a)8 oligomérico obligado, es considerada un catalizador perfecto ya que la catélisis esta
limitada solamente por difusion. La estructura tridimensional de la TIM esta muy conservada
en los tres dominios de la vida, sin embargo las vias de plegamiento varian entre especies,
desde procesos de dos estados hasta procesos con intermediarios monoméricos y/o diméri-
cos. Para elucidar como apareci6é esta variedad de comportamientos, proponemos examinar
la evolucién de la TIM mediante la inferencia de proteinas ancestrales. La reconstruccion de
proteinas ancestrales consiste en inferir, a partir de las secuencias de proteinas que se
conocen actualmente, cual era la secuencia de la proteina que tenian los organismos (ahora
extintos) que dieron origen a los que existen actualmente. Utilizando métodos de méaxima
verosimilitud y el arbol filogenético propuesto por Cicarelli inferimos secuencias de las TIMs
ancestrales de eucariontes, procariontes y arqueas. Para los eucariontes se obtuvo una alta
probabilidad de reconstruccién (>0.8) para un alto porcentaje (>70%) de aminoacidos. Los
sitios con baja probabilidad se localizan en las hélices, en el exterior del barril; en el nucleo
del barril y en el sitio catalitico se observo lo opuesto. Resultados similares se obtuvieron
para los procariontes, mientras que para arqueas se obtuvieron pocos sitios con alta prob-
abilidad de reconstruccion. Por lo anterior, elegimos tres secuencias de proteinas ancestrales
de eucariontes a diferentes profundidades del arbol para hacer reconstrucciones experimen-
tales. Se sintetizaron los genes que codifican estas proteinas en un vector de clonacion y los
subclonamos en un vector de expresion pET28b(+). Sobreexpresamos de manera soluble las
proteinas ancestrales. Iniciamos la caracterizacion de una de las proteinas ancestrales, la
TIM63, una proteina de hace 1.37 billones de anos. Esta proteina fue activa, tiene estructura
terciaria de barril (B/a)s y tiene una Tm aparente de 64.6 °C. A partir de estos datos y de una
caracterizacion mas detallada que se realizara posteriormente, queremos dar una explicacion

de los componentes fisicoquimicos que han moldeado la evolucion de la TIM.



Introduccion

Plegamiento de Proteinas

El plegamiento de las proteinas es el proceso por el cual una cadena polipeptidica sin
estructura especifica altera su conformacidén para alcanzar su estado nativo. Las proteinas
son sintetizadas en los ribosomas como cadenas lineales tipicamente de unos cientos de
aminoacidos, en un orden especifico, a partir de informacién codificada dentro del DNA
celular. Para que funcionen, es necesario que estas cadenas se plieguen en una estructura
tridimensional nativa Unica que es caracteristica para cada proteina. El proceso de
plegamiento puede ocurrir rapidamente y es un proceso especifico. Un polipéptido recién
formado debe ser capaz de encontrar su camino al plegamiento correcto rapidamente en vez
del gran numero de estructuras alternativas. Descubrir como ocurre esto es uno de los
mayores retos en la biologia estructural. (Pain 2000)

La pregunta principal es ;Como encuentra una proteina el estado de menor energia en
un tiempo razonable? El numero de posibles conformaciones de una cadena polipeptidica es
muy grande. Por ejemplo, para una cadena de 100 aminoacidos, si asumimos que cualquier
residuo puede adoptar s6lo uno de dos posibles conférmeros, existirian 1.26x1030
conformaciones distintas . Si s6lo 10-'" s fueran requeridos para convertir una conformacion
en otra (el minimo tiempo compatible con los movimientos de atomos requeridos de acuerdo
a las leyes fisicas), una busqueda sistematica de todas las posibles conformaciones para
encontrar la que tiene la menor energia tomaria mas de 10'° afos. La mayoria de las
proteinas pueden encontrar su estado nativo en un segundo. Esta aparente incompatibilidad
se conoce como la paradoja de Levinthal. (Pain 2000)

Se ha descrito una correlacidbn entre las constantes de plegamiento de proteinas,
obtenidas al estudiar la velocidad de renaturalizacion de proteinas previamente
desnaturalizadas en urea o guanidinio, y su orden de contacto relativo (OCR), definido como
la suma de la distancia que existe entre pares de residuos que interactuan dividido entre el
numero de residuos. EI OCR es una propiedad de la topologia del estado nativo(Plaxco,
Simons et al. 1998). Esta correlacidn predice que las proteinas que tienen un plegamiento

que contiene relativamente muchos contactos entre regiones cercanas entre si en la cadena



polipeptidica tenderan a plegarse mas rapido que aquellas que tienen plegamientos mas
complejos, involucrando en promedio, interacciones entre regiones mas distantes dentro de
la secuencia(Pain 2000). La correlaciéon entre el OCR vy la velocidad de plegamiento llevé a la
hipotesis de que la topologia de las proteinas, no sblo su secuencia especifica de
aminodacidos, puede ser el factor mas importante para determinar su via de plegamiento.
Para comprobar esta hipbtesis, se han llevado a cabo estudios encaminados a dilucidar las
vias de plegamiento de proteinas con estructuras similares pero con secuencias diversas.
(Zarrine-Afsar, Larson et al. 2005).

También hay que recordar que las proteinas son parte de organismos que estan sujetos a
fuerzas evolutivas y por lo tanto, las proteinas son el resultado de un proceso evolutivo
natural. Al estudiar una proteina es dificil separar las propiedades que son una consecuencia
general de la fisicoquimica de la cadena polipeptidica de aquello que refleja el efecto de la
seleccion natural. (Scalley-Kim and Baker 2004)

Para saber si existe un efecto de la seleccion natural sobre el plegamiento, el grupo de
Baker estudi6 cinco proteinas que habian sido disefadas in silico y que por lo tanto, nunca
habian estado sometidas a la seleccidbn natural. Cuatro de éstas proteinas eran
optimizaciones computacionales de plegamientos observados en la naturaleza, la quinta
proteina era Top7 una proteina disefiada para tener un tipo de plegamiento no encontrado
aun en la naturaleza. Encontraron que en general, las proteinas redisefiadas se pliegan y se
despliegan mas rapido que sus contrapartes naturales. El que las proteinas optimizadas
presenten una energia de activacion pequefia, a diferencia de las naturales, sugiere que la
seleccidn natural pudo haber actuado sobre las ultimas con una presion de seleccidén sobre
alguna caracteristica que llevara a una alta barrera de energia de desplegamiento,
(Scalley-Kim and Baker 2004)

Por lo tanto, en un estudio comparativo es importante tomar en cuenta cual es la
naturaleza de la similitud estructural de las proteinas que se comparan, es decir, si
comparten un origen evolutivo comun. Para estudiar el papel de la topologia, independiente
de los detalles de la secuencia, se puede optar por comparar proteinas que tengan una
estructura terciaria muy similar, pero que no estén relacionadas evolutivamente. Las
proteinas que son homoélogas, aunque tengan baja identidad en la secuencia, podrian aun
tener interacciones terciarias conservadas debido a la ancestria comun. (Zarrine-Afsar,

Larson et al. 2005) A continuacion se presentan dos estudios comparativos de plegamiento.



El primer estudio se realizd con dos tipos de proteinas que pertenecen a la familia de las
globinas que unen grupos hemo , las leghemoglobinas’ y las mioglobinas. A pesar de tener
una baja identidad en la secuencia presentan una estructura terciaria muy parecida. Se
estudié la via de plegamiento para estas proteinas y se observé que en ambos casos, las
proteinas formaban intermediarios con hélices en etapas tempranas del plegamiento, sin
embargo, los detalles de la via fueron diferentes y parecen ser altamente dependientes de
los detalles de la secuencia. (Nishimura, Prytulla et al. 2000)

El otro estudio se llevé a cabo con dos proteinas que presentan el tipo de plegamiento
barril (B/a)s, también conocido como barril TIM. Los barriles TIM, consisten en una hoja 3
cerrada eliptica formada por ocho hebras 3 paralelas, la cual esta rodeada por ocho ahélices.
Las hélices y las hebras estan conectadas entre si por medio de asas, de tal manera que se
tiene 8 asas (Ba), que conectan el extremo carboxilo de las hebras 3 con las hélices a, y 8
asas (ap) que conectan el extremo carboxilo de las hélices a con el extremo amino de las
hebras B (figura 1). (Reardon 1995)

El barril TIM es una estructura ubicua que se encuentra en arqueas, procariontes y euca-
riontes. Este patron de plegamiento esta altamente representado, aproximadamente el 10%
de las enzimas con estructuras cristalograficas reportadas lo presentan. Actualmente la base
de datos SCOP, que clasifica a las proteinas en funcidén de su estructura, distingue 26 super-
familias de barriles TIM. Los barriles TIM son funcionalmente versatiles ya que pueden catali-
zar cinco de los seis tipos de reacciones enzimaticas conocidas. (Murzin 2005)

A pesar de que este tipo de plegamiento esta muy conservado, las proteinas que lo
presentan no tienen alto grado de identidad en la secuencia. Sin embargo, alineamientos de
secuencias basados en estructura revela la presencia de grupos de residuos
fisicoquimicamente similares en posiciones estructuralmente similares. Por lo tanto, el
plegamiento parece no estar determinado por los detalles de la secuencia sino por
caracteristicas generales como la distribucion de los residuos polares y no polares.(Wallace
2002)

Las caracteristicas comunes de los barriles TIM hacen pensar en un origen evolutivo
comun. Para este patron de plegamiento, por ejemplo, el sitio activo esta localizado en la
cara C-terminal del barril- B central (la regidon formada por las asas a figura 1) , a pesar de

no haber una preferencia estructural evidente en favor de la cara C-terminal sobre la N-

1 Hemoglobinas de los nédulos de las raices de plantas leguminosas fijadoras de nitrégeno



terminal. Ademas, aproximadamente dos tercios de las familias de enzimas barril (B/a)s
utilizan sustratos o cofactores que contienen al menos un grupo fosfato; de hecho, el sitio de
union a fosfato, que consiste en las asas a 7 y Ba 8, es considerado el motivo estructural
mas conservado entre las enzimas barril (B/a)s (Vega 2003). Sin embargo, existen ciertas
familias de barriles (B/a)s que no se pueden agrupar, lo que sugiere que pudo haber
convergencia evolutiva (Nagano 2002).

Las vias de plegamiento de la indol-3-glicerol fosfato sintasa de Sulfolobus solfataricus y la
subunidad alfa de la triptéfano sintasa de Escherichia coli, han sido comparadas para probar
la hipbtesis de que los mecanismos de plegamiento estan mas conservados que las
secuencias. Estas proteinas presentan una identidad de sélo el 13%, sin embargo, se
encontrd que existe un intermediario estable en la via, parecido en propiedades
termodinamicas y estructura secundaria para ambas proteinas. La comparacion mostrd que
los pasos finales en la reaccién de plegamiento estan mejor conservados que los eventos
tempranos. Los primeros pasos del plegamiento parecen ser mas sensibles a las diferencias

de las secuencias en este par de barriles TIM (Wallace 2002).

Los estudios presentados en esta seccidn muestran dos puntos de vista que se deben
tomar en cuenta al estudiar el plegamiento de proteinas. Si bien las propiedades
fisicoquimicas de los aminoacidos que conforman una proteina determinan sus propiedades,
hay que recordar que las proteinas se encuentran en un medio sujeto a la seleccion natural.
Las fuerzas evolutivas y las determinantes fisicoquimicas deben ser tomadas en cuenta si se

quiere entender el problema del plegamiento de proteinas.

La triosafosfato isomerasa

Este trabajo se centra en la proteina que da nombre al tipo de plegamiento de barril (B/a)s,
la triosafosfato isomerasa, también llamada TIM. Las triosafosfato isomerasas de diferentes
especies presentan un alto grado de similitud estructural, sin embargo el grado de identidad
en la secuencia no es particularmente alto, lo cual la hace un modelo interesante para un

estudio comparativo de plegamiento (figura 2).
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Figura 1. Estructura de un barril (B/a)s. A) Esquema de la estructura secundaria de un barril (/Q)s,
como flechas se sefalas las hebras 3 y como cilindros las hélices a. B) Estructura tericiaria de un ba-
rril (B/a)s, en rojo se muestran las hebras 8, en azul las hélices a, en gris las asas ap y en verde las
asas pBa. Entrada de PDB 1TRE

Figura 2. Triosafosfato isomerasa. Codigo de colores igual a la figura 1, en naranja se muestran los
residuos cataliticos y se sefalan las asas en las que se encuentran. También se senala el asa 3,
componente principal en la dimerizacion.
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Figura 3. Mecanismos cataliticos propuestos para TIM (modificado de (Peimbert 2008)). Para todas
las vias el Glu165 actua como la base catalitica. La transferencia del proton del O1 al O2 se lleva a
cabo por la His95 en la via A, directamente sin enzima en la via B y por el Glu165 en la via C.

La TIM es una enzima ubicua, se ha encontrado en todos los organismos en los que se ha
buscado, participa en la glucdlisis, la gluconeogénesis, la sintesis de triglicéridos y el ciclo de
Calvin, llevando a cabo la interconversion entre dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido-3-
fosfato mediante la formacién de un cis-enediol(ato) (figura 3). La isomerizacién ocurre sin
cofactores y la enzima aumenta la reaccion en una tasa de 10° en relacion a la reaccion no
enziméatica.

Los residuos que forman la triada catalitica son Lys12, His95 y Glu165 (segun la
numeracion de la TIM de Saccharomyces cerevisiae) los cuales se encuentran localizados en
las asas Ba 1, 4 y 6, respectivamente (Figura 2) (Peimbert 2008).

Estudios estructurales muestran que el carboxilato del Glu165 esta posicionado
precisamente para actuar como la base catalitica en la abstraccion de protones de la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) o del gliceraldehido-3-fosfato (G3P). La His95 parece tener
varios papeles cataliticos. Estudios de resonancia magnética nuclear (NMR) indican que el
imidazol neutro de His95 actia como un electréfilo, polarizando el grupo carbonilo del
sustrato. Después de que el protdn es abstraido del sustrato, la “naciente” carga negativa en

el carbonilo del sustrato es estabilizada por un puente de hidrégeno con la His95. Ademas,



se ha propuesto que la His95 puede actuar como acido (la sustitucion H95Q disminuye el
paso de la enolizacion y fuerza un cambio en el mecanismo catalitico)(Peimbert 2008).

Se han propuesto tres vias por las cuales se puede llevar a cabo la reaccion, en todas
ellas la primer transferencia involucra la abstraccion de un protdn del C-1 de DHAP al Glu165
para formar un enediolato. EI mecanismo clasico, propuesto por Albery y Knowles propone
que un enediol se forma posteriormente por la transferencia de un protén de la His95 al
oxigeno O2 del sustrato, este enediol es después transformado al enediolato por la
transferencia de un proton del O1 del sustrato a la His95. En la via “B”, propuesta por
Alagona, Ghio y Kollman, el enediolato es formado por la transferencia directa de O1 A O2.
Esta via no ha recibido soporte por estudios experimentales. La via “criss-cross”,
originalmente propuesta para la mutante H95Q y tratada tedéricamente por Perakyla y
Pakkanen propone que el Glu165 lleva a cabo todas las transferencias de protones, i.e. de la
posicion C1 de DHAP al O2 del enediolato y después del O1 al C2 (Figura 3)(Peimbert
2008).

El asa Ba 6 puede moverse aproximadamente 7 A y de esta manera, encontrarse en dos
conformaciones llamadas “abierta” y “cerrada”. Cuando se une ligante, se favorece la
conformacion “cerrada”; en esta conformaciéon el asa 6 cubre el sitio activo, o que hace que
el ligante sea inaccesible al solvente, ademas de llevar al Glu165 a la posicion catalitica. En
solucion el intermediario enediol se convierte facilmente a metilglioxal y fosfatos. Los
aminoacidos del asa 6 estabilizan al enediol y lo mantienen deshidratado, favoreciendo la
catalisis de la enzima. Como evidencia, en una mutante sin asa 6 que tiene como sustrato
G3P, el intermediario enediol sale del sitio activo y se descompone en metilglioxal 5.5 veces
mas rapido que lo que tarda la reaccion de isomerizacion (Pompliano, Peyman et al. 1990;
Knowles 1991).

El factor limitante de la reaccidn catalizada por la TIM es el tiempo que tarda el sustrato en
llegar al sitio activo de la enzima , es decir, la catélisis esta limitada por difusidén, por esta
razdn es considerada un catalizador perfecto.(Albery and Knowles 1976)

Las TIMs de diferentes especies presentan actividades cataliticas similares, sin embargo,
se han encontrado grandes diferencias en la afinidad que tienen por el acido 2-fosfoglicolico

(PGA), analogo del estado de transicién (Tabla 1).



Tabla 1. Parametros cinéticos para la TIM de diferentes organismos.

Especie PGAKimM Km (G3P) (mM) kcat (min-1)
Vibrio marinus (Alvarez, Zeelen et al. 89 1.9+0.2 42 +0.1x10°
1998)
Escherichia coli(Alvarez, Zeelen et 6 1.03 0.1 54+0.1x10°
al. 1998)
Giardia lamblia(Lépez-Velazquez, 0.043 0.53 +0.03 2.9+0.2x10°
Molina-Ortiz et al. 2004)
Saccharomyces cerevisiae(Lopez- 0.03 1.27 2.6x10°
Velazquez, Molina-Ortiz et al. 2004)
Tripanosoma brucei(Lopez- 0.024 0.35 1x 10°
Velazquez, Molina-Ortiz et al. 2004)
Homo sapiens(Mainfroid, Terpstra et 0.0074 0.49 2.7x10°
al. 1996)

PGA Ki (constante de inhibicion para el PGA), Km (constante de Michaelis-Menten), kcat (constante
catalitica, kcat = Vmax/[E]).

A la fecha (mayo 2011) se han resuelto 109 estructuras cristalograficas de TIM,
pertenecientes a 23 organismos diferentes. Se ha observado que en su forma silvestre la TIM
es un oligbmero (un dimero en organismos mesofilos y tetrdmero en arqueas y algunos
hipertermofilos) formado por mondémeros plegados como barriles (B/a)s de aproximadamente
250 residuos. Aunque cada subunidad cuenta con un sitio activo, la enzima presenta
actividad sélamente cuando se encuentra como oligbmero, por lo que se dice que es un
oligbmero obligado (Mainfroid, Terpstra et al. 1996). La interfase esta formada principalmente
por residuos de las asas Ba 1, 2 y 3. El asa Ba 3, generalmente la mas larga de la TIM,
contribuye mayoritariamente a la interaccion entre subunidades (Lolis, Alber et al. 1990).

Se ha estudiado la via de plegamiento para TIMs de diferentes organismos y se han
encontrado comportamientos diversos. Las transiciones de desplegamiento han sido
descritas por modelos que aumentan en complejidad, desde equilibrio hasta desplegamiento
cinéticamente controlado; y desde reacciones de dos estados hasta reacciones multi-estado
que involucran intermediarios monomeéricos y/o diméricos (tabla 2). Los intermediarios méas
comunes son mondémeros, que han sido observados cuando las proteinas son
desnaturalizadas quimicamente. La caracterizacion del desplegamiento de TIM de diversos
organismos muestra que el paso de disociacion contribuye con ~75% de la estabilidad

conformacional del dimero.(Tellez, Blancas-Mejia et al. 2008)
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Asi mismo, estudios realizados a partir de monémeros de TIM obtenidos por derivatizacion
quimica, el andlisis de intermediarios en la via de plegamiento y el estudio de mutaciones
que impiden la dimerizacién, han mostrado que los monémeros son marginalmente estables
y que aproximadamente el 70% del AG de plegamiento esta dado por la asociacién de los
mondmeros, como se puede observar en la figura 4, donde se compara la contribucion de la
asociacion en el plegamiento de TIMs de diferentes especies(Peimbert 2008). Las razones de
que la TIM sea un oligbmero obligado no estan totalmente entendidas.

Tabla 2. Vias de plegamiento reportadas para la TIM de diferentes especies.

Agente

aturalizante Referencia Técnicas

Mainfroid,
BsTIM N2 = 2D GdnHCI ande et al. IF
1996)
(Benitez-
ScTIM N> < 2D Temperatura Cardoza, Rojo- £ pc psc

Dominguez et al.
2001)

Rietveld and
OcTIM N2 & 2D GdnHCI erreira 1998) IF

GgTIM N2 = 2D Temperatura (Shi 2008) IF, DC, DSC

Lambeir, IF. DC
LmTIM No < 2D GdnHCI Backmann et al. )
2000)

(Mainfroid,
HsTIM N2 & 2D Urea Terpstra et al. IF, DC
1996)

(Né%erla,zg&s;’;as

et al.

ScTIM Nz & 2M < 2D GdnHCI (Morgan, Wilkins
et al. 2000)

(Vazquez-Pérez
EhTIM N2 & 2M < 2D GdnHCI and Fernandez- IF
Velasco 2007)

(Beaucamp,
TmTIM No = A= 2D GdnHCI Hofrq%rér})et al. IF

* (Gokhale, Ray et
PfTIM N2 = No*= A= 2D GdnHCI al. 1999) IF,CD
Chanez-
A A ardenas,
TbTIM b i GdnHCI Fernandez- IF,CD
N2 & No*e 2M < 2D Velasco et al.
2002)

Chanez-

" Cardenas, Pérez- IF, DC
TcTIM N2 & No*e 2M < 2D GdnHCI Hernandez ot al.

2005)

Enzima Via de desnaturalizacion desn

IF, DC

N2 es el dimero nativo, N2* intermediario dimérico, M intermediario monomérico, D el estado desnaturalizado y
A estados agregados. (Sc: Sacharomyces cerivisiae, Gg: Gallus gallus, Lm: Leishmania mexicana, Hs: Homo
sapiens, Tb: Trypanosoma brucei, Tm: Thermotoga maritima, Pf: Plasmodium Falciparum, Tc: Trypanosoma
cruzi, Sp: Schizosacharomyces Pombe). IF: intensidad de fluorescencia, DSC: calorimetria diferencial de
barrido, DC: dicroismo circular.
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monomeérico a dimérico (asociacion), 2U <-> 2M intermediario monomeérico a desnaturalizado. Toma-
do de .

Hacer una comparacién de los resultados que se observan en la tabla 2 es dificil, ya que
no es posible determinar si las diferencias observadas en los mecanismos de plegamiento se
deben a propiedades particulares de las TIM estudiadas o a las diferentes técnicas y
condiciones experimentales empleadas. Un estudio comparativo de TIMs estudiadas bajo
las mismas condiciones descartaria la variacion debido a la metodologia, y podria revelarnos
patrones entre especies asi como interacciones terciarias conservadas.

Para estudiar la contribucion evolutiva en el plegamiento de la TIM proponemos estudiar
no sélo las proteinas extantes (las que se encuentran en taxa con organismos que estan
vivos, lo contrario a organismos extintos), sino también los estados evolutivos intermedios, es
decir, las proteinas ancestrales a partir de las cuales se generaron las que conocemos
actualmente. Estudiar los ancestros nos permitird ver cobmo se fueron seleccionando
determinadas regiones y el efecto que tenian sobre el plegamiento. Incluso poner a prueba si
hay correlaciones en las regiones que estabilizan diferentes intermediarios en la via.

Estudiar ancestros nos permitira contestar preguntas relacionadas no so6lo con el
plegamiento, sino también preguntas inaccesibles por otros medios, como la antigliedad de
la perfeccidn catalitica o del estado oligomérico obligado. Un estudio bioquimico riguroso de
proteinas ancestrales promete nuevas visiones de las determinantes fisicoquimicas que han
moldeado la evolucidn de esta proteina.
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Reconstruccion de Proteinas Ancestrales

La causa principal de la evolucion son los cambios en los genes debido a las mutaciones.
Un gen o secuencia de DNA con una mutacion causada por sustituciones de nucle6tidos,
inserciones, deleciones o recombinaciones, puede esparcirse dentro de una poblacién por
deriva génica y/o seleccion natural y eventualmente puede ser fijada en una especie. Si este
gen mutante produce un caracter morfoldgico o fisiologico nuevo, este caracter sera
heredado a todos los individuos descendientes a menos que el gen vuelva a mutar y se
produzca otro caracter.

Si se establece un arbol filogenético para un grupo de especies, es posible rastrear el
origen de los caracteres especificos que observamos, ademas de ayudar a entender el
mecanismo evolutivo por el que se originaron (Nei 2000).

Conociendo la relacion filogenética y comparando las secuencias de proteinas actuales
(extantes) es posible inferir la secuencia de aminoacidos de proteinas ancestrales. Esto fue
planteado por primera vez por Emile Zuckerkandl y Linus Pauling en 1963, a pesar de que
en ese tiempo, llevar a cabo una reconstruccion no era metodolégicamente posible. Este
articulo reconoci6 la importancia de reunir los conocimientos obtenidos con la quimica
estructural, la biologia molecular y la evolucion (Zuckerkandl and Pauling 1965).

Con los avances en secuenciacion masiva, biologia molecular, teoria evolutiva y el
aumento en el poder de computo, se ha hecho posible el estudio de proteinas ancestrales
en el laboratorio. Esto permite poner a prueba hip6tesis acerca de la secuencias, afinidades
o interacciones de las proteinas reconstruidas, asi como del ambiente en que estas se
encontraban; y de esta manera, entender los origenes, evolucion y distribucion de la vida y
las biomoléculas que la constituyen (Cole and Gaucher 2010).

La reconstruccidn de proteinas ancestrales ha permitido responder preguntas a diferentes
niveles. Desde el fenotipo de la proteina, como descubrir cuél era el color del ancestro de
proteinas similares a la proteina verde fluorescente (GFP)(Ugalde, Chang et al. 2004), hasta
hacer una aproximacioén de la temperatura de la tierra en el precambrico por medio de la
determinacion de la temperatura media de desnaturalizacion (Tm) de factores de elongacion
(EF-TU) ancestrales (Gaucher, Govindarajan et al. 2008).

Comparar proteinas extantes ayuda a identificar los aminoacidos importantes para cumplir

una determinada funcion, sin embargo, la reconstruccion de proteinas da informacion no
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accesible de otra manera. Por ejemplo, este tipo de trabajos han ayudado a explicar por qué
intentar  cambiar la funcibn de una proteina (0 el sustrato que reconoce) haciendo
mutaciones puntuales no siempre es suficiente (Ortlund, Bridgham et al. 2007), una
reconstruccion de receptores de corticoides que reconocian diferentes ligantes permitid
identificar los aminoacidos que permitian reconocer diferencialmente los ligantes y el orden
en que se debian realizar mutaciones para poder pasar de una funcién a otra. Por otro lado,
al hacer una reconstruccion se pueden rastrear los cambios necesarios para obtener la
nueva funcion, incluso identificar aminoacidos implicados que no podrian ser reconocidos de
otra manera, esto permitid en el caso de las proteinas similares a GFP reconocer qué
aminodacidos eran los implicados en que la fluorescencia fuese roja o verde (Field and Matz
2010).

La tabla 3 muestra la variedad de trabajos realizados con esta aproximacion. De particular
interés es la reconstrucciéon de un ancestro de la enzima imidazol glicerol fosfato sintasa
(HisF), un barril (B/a)s. HisF presenta una simetria de orden cuatro, lo que sugiere que el
barril se pudo haber formado a partir de duplicaciones de fragmentos (Ba)2. La inferencia de
los estados ancestrales de HisF realizada por Richter y cols. apoya esta hipétesis, ya que
mostré que los fragmentos (Ba)2 del barril eran mas parecidos entre si en las proteinas
ancestrales que en las proteinas HisF extantes. Se gener6 una proteina (Ba)s, que
corresponde a la mitad de un barril, a partir de la expresion de fragmentos (Ba)2. La proteina
fue estable, lo que demostr6 que era factible el origen de HisF por duplicaciones de los

fragmentos (Ba)2 (Richter, Bosnali et al. 2010).
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Tabla 3. Ejemplos de proteinas ancestrales reconstruidas.

Genes extantes

Molécula
reconstruida

Edad aproximada
(millones de afios)

Referencia

Proteinas verde

fluorescentes

Ribonucleasa
digestivas

Alcohol

deshidrogenasas de

levadura

Receptores de
glucocorticoides

Galectinas:
Congerina l y I

Factores de
Elongacion

Proteinas HisF

Tiorredoxinas

Proteinas
fluorescentes 20
ancestrales
RNasa digestivas en
los primeros 40
rumiantes

Enzima al origen de

7, 80
la fermentacion
Receptor corticoide 450
ancestral
Ancestro comun de "
congerinas |y Il '
Ultimo ancestro 3500

comun de eubacteria

Fragmento (Ba)2 ~ 4200 a 3500

Tiorredoxinas del
ultimo ancestro co-
mun de bacterias,
de arqueas y de eu-
cariontes

~ 4200 a 3500

(Ugalde, Chang et al.
2004)

(Jermann 1995)

(Thomson, Gaucher et
al. 2005)

(Ortlund, Bridgham et
al. 2007)

(Konno, Kitagawa et
al. 2011)

(Gaucher,
Govindarajan et al.
2008)
(Richter, Bosnali et al.
2010)

(Perez-Jimenez, Fer-
nandez et al. 2011)

En algunos estudios se reconstruyeron varias proteinas ancestrales, en la tabla se colocan las proteinas mas
ancestrales para cada estudio.
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Hipotesis

Se puede inferir la secuencia de una TIM ancestral soluble, estable y activa, utilizando

informacién evolutiva.

Objetivos

Inferir las secuencias de TIM ancestrales.
Expresar TIM ancestrales en el laboratorio.

Iniciar la caracterizacion de una TIM ancestral.

Metodologia y resultados

Esquema general de la reconstruccion de proteinas ancestrales

Los pasos necesarios para reconstruir una proteina ancestral se pueden observar en el

esquema 1. Cada uno de los pasos se explicaran a continuacion.

Obtencion de secuencias

|

Alineamiento multiple de secuencias

|

Obtener modelo de sustitucion

|

Obtener arbol filogenético

|

Inferir secuencias ancestrales

Sintesis de secuencias

|

Expresion de proteinas

> Tedrico

—> Experimental

Esquema 1. Pasos a seguir en la reconstruccion de proteinas ancestrales
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Debido a la naturaleza de los resultados, para la parte tedrica se presenta la explicacion
de la metodologia junto a los resultados que se obtuvieron. Para la parte experimental, se
presenta primero la metodologia y posteriormente los resultados.

Trabajo Teérico

Obtencién de secuencias.
Las secuencias de nucle6tidos que codifican TIM se obtuvieron de la base de datos del

NCBI. Se obtuvieron 95 secuencias de procariontes, 44 de eucariontes y 17 de arqueas. El
namero de secuencias de TIM en el NCBI es mucho mayor, sin embargo solo se
seleccionaron las secuencias de organismos que habian sido parte de los estudios
filogenéticos de Cicarelli y Lutzoni, por razones que se explicaran mas adelante. Para esto,
buscamos en el NCBI la secuencia anotada como codificante para la TIM de los organismos
que se utilizaron en los estudios antes mencionados. El nombre de los organismos, la clave
que se les asign6 en este trabajo, asi como el codigo de acceso de las secuencias se
encuentran en el anexo 1.

Alineamiento Multiple de Secuencias
El alineamiento de secuencias es el procedimiento por el cual se compararan dos 0 mas

secuencias de DNA o proteinas, buscando patrones que estén en el mismo orden en las
secuencias. Caracteres idénticos o similares se localizan en la misma columna, mientras que
los caracteres que no lo son se observan como espacios. En un alineamiento 6ptimo, los
caracteres no idénticos alineados asi como los espacios se colocan de tal manera que la
mayor cantidad de caracteres idénticos o similares se encuentren alineados. Las secuencias
obtenidas fueron traducidas a proteina utilizando el cdédigo genético universal utilizando el
programa SE-AL. La secuencia de TIM de diferentes especies es en general de
aproximadamente 250 amino&cidos, sin embargo las secuencias de arqueas tienden a ser
menores(~200 aminoacidos). Al hacer un alineamiento preliminar con los organismos de los
3 dominios, no obtuvimos resultados satisfactorios ya que se observé un numero grande de
espacios, por lo que dividimos la secuencias en 3 subgrupos: arqueas, procariontes y
eucariontes. Para cada dominio se realiz6 un alineamiento inicial utilizando el programa
Clustal-X, posteriormente el alineamiento fue refinado manualmente utilizando el programa
SE-AL, este programa permitié realizar el alineamiento para la secuencia de nucleétidos y de

los aminoacidos que codifican. Los alineamientos obtenidos se muestran en el anexo 2.
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Figura 5 (bis). Conservacion de residuos en alineamientos de TIM. A) eucariontes; b) procariontes;
c) arqueas. Se grafica la conservacion para cada una de las posiciones dentro de las secuencias de
TIM de los diferentes dominios, el valor de conservacion se calcula en base al alineamiento, con el
programa AMAS de Jalview, los valores van de 0 (no conservado) a 11 (muy conservado). Se
muestran las regiones donde se encuentran los residuos cataliticos K, H, E; se puede observar que
los residuos adyacentes tienen un indice de conservacion elevado.
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Se calculé un indice de conservacion para cada residuo de la proteina, a partir de los
alineamientos y con el algoritmo AMAS de Jalview. (Waterhouse, Procter et al. 2009), este

indice de conservacion tiene una escala que va de 0 (no conservado) a 11 (muy conservado,
se encuentra el mismo aminoacido en todas las secuencias).
En la figura 5 se grafica el indice de conservacion para cada una de las posiciones dentro

de las secuencias, se sefalan las posiciones de los aminoacidos cataliticos. Se puede
observar que para los tres dominios, la region con los menores indices es la que se
encuentra entre los residuos 25 y 75. Esta region coincide con la zona que tiene mas
espacios dentro del alineamiento. Se observa también que las regiones cercanas a los

aminoacidos cataliticos tienen mayores indices de conservacion.

Obtencioén del mejor modelo de sustitucion.

Al comparar dos secuencias de nucledtidos podemos preguntarnos cOmo surgieron las
diferencias entre ellas. Las secuencias que observamos actualmente son resultado de las
sustituciones que sufri6 la secuencia ancestral comuan.

Las sustituciones pueden clasificarse mediante diferentes criterios. Aquellas que
involucran el cambio de purinas por purinas o pirimidinas por pirimidinas se llaman
transiciones y las sustituciones que van de purina a pirimidina ( o viceversa) se llaman
transversiones (Page and Holmes 1998).

Las sustituciones en regiones codificantes también pueden clasificarse segun el efecto
gue tienen sobre la proteina que codifican. Por la degeneracion del cédigo genético, hay
sustituciones que no cambian el aminoacido codificado, este tipo se conoce como
sustituciones sinbnimas, mientras que las que si lo cambian se llaman no-sinbnimas (Page
and Holmes 1998).

También se pueden obtener seis tipos de sustituciones al analizar la relacion entre los
tipos/nimeros de cambios y el efecto que producen . En algunos casos, al comparar las
secuencias veriamos una sola diferencia aunque realmente hubo dos cambios, o en otros es
posible que no veamos diferencia aunque si haya habido cambios. Por lo tanto, contar sélo el
numero de diferencias entre dos secuencias subestima la magnitud real de cambio evolutivo
(Page and Holmes 1998)(figura 6).
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a) Sustitucién simple b) Sustitucion multiple ¢) Sustitucion coincidente
1 cambio, 1 diferencia 2 cambios, 1 diferencia 2 cambios, 1 diferencia

c) Sustitucion paralela c) Sustituciéon convergente c) Sustitucion posterior
2 cambio, ninguna diferencia 3 cambio, ninguna diferencia 2 cambio, ninguna diferencia

Figura 6. Tipos de sustituciones de nucleotidos. En cada caso el nucledtido ancestral era A. En
todos los casos, excepto el caso de la sustitucion simple, el nimero de sustituciones que ocurrieron
realmente es mayor que lo que se habria contado al comparar las dos secuencias descendientes. En
los tres casos inferiores, los nucledtidos son idénticos en las secuencias descendientes, pero la
similitud no ha sido heredada directamente de la secuencia ancestral. Dicha similitud es llamada
‘homoplasia”
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Figura 7. Matriz de sustitucion PAM250. Para cada par de aminoacidos la matriz da una propor-
cion de frecuencia en que el par es observado en una comparacion de secuencia de proteinas con
relacion a la frecuencia en que serian observados juntos de manera aleatoria. Los aminoacidos que
regularmente se reemplazan entre si tienen un valor positivo, los que rara vez lo hacen tienen un va-
lor negativo. Se nota en esta matriz que los reemplazos que ocurren con mayor frecuencia son entre
aminoacidos relacionados quimicamente.
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Para lidiar con esto, se han desarrollado una gran variedad de métodos para medir la dis-
tancia evolutiva, todos con varias suposiciones sobre la naturaleza del proceso evolutivo.

Cuando se trabaja con aminoacidos, en vez de usar un modelo de sustitucion, se utiliza
una matriz de sustitucion, que indica con qué frecuencia se observan cambios entre pares de
aminoacidos. Hay una gran variedad de matrices, la decisidbn sobre qué matriz particular usar
depende del tipo de reconstruccidn que se quiera hacer y la naturaleza de las secuencias.
(figura 8)

Para saber cual es la matriz que se ajusta mejor a nuestros alineamientos de aminoacidos,
usamos el programa Prottest. Este programa selecciona el modelo de evolucion de proteinas
gue mejor se ajusta a un grupo de secuencias alineadas. Los modelos que evaliua son
matrices de sustitucion empiricas (como WAG, LG, mtREV, Dayhoff, DCMut, JTT, VT,
Blosum62, CpREV, RtREV, MtMam, MtArt, HIVb, and HIVw) que indican las tasas relativas
de cambio entre pares de aminoacidos y modelos que toman en cuenta otras caracteristicas,
como si hay sitios invariables (posiciones en el alineamiento que permanecen siempre
iguales), si hay heterogeneidad en la tasa de sitos (que no todas las posiciones dentro de la
secuencia tengan la misma tasa de cambio) o si hay algun efecto por la frecuencia
observada de los aminoacidos dentro de las secuencias. Estas consideraciones toman en
cuenta las limitaciones evolutivas impuestas por la conservacion de la estructura y funcion de
la proteina. Prottest usa el criterio de informacién de Akaike (AlIC=-2(In verosimilitud -
#parametros)) y el criterio de informacidén bayesiano (BIC=G-gl InN, donde G es el cociente
de verosimilitud, gl los grados de libertad y N el tamafio de la muestra) para determinar cual
modelo ajusta mejor los datos, se usan este tipo de estadisticos ya que al buscar cual es el
mejor modelo, es importante comparar no sélamente la verosimilitud que se obtiene, sino
también tomar en cuenta como afecta a la verosimilitud el nUmero de parametros que se
utilizan en el modelo .

Para los tres dominios obtuvimos que la mejor matriz de sustitucion era la matriz LG, una
matriz creada con el software XRATE a partir de 3912 alineamientos de la base de datos
Pfam, consistiendo de ~50,000 secuencias y ~6.5 millones de residuos. Esta matriz, ademas,
muestra una clara mejora en verosimilutd en comparacién con las matrices WAG y JTT,

cuando se hacen pruebas con otros alineamientos de proteinas. (Le and Gascuel 2008)
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Por otro lado, se utilizd el programa ModelTest para saber cual era el modelo que mejor se
ajustaba a nuestro alineamiento de nucleétidos, se obtuvo que el mejor modelo (segun el
criterio de seleccion de Akaike) era el GTR+G (modelo general de tiempo reversible), donde
se asume que cada una de las sustituciones(A<->T, A<->C, A<->G, T<->C, T<->G, G<->C)
tiene una tasa de cambio diferente y que la probabilidad de sustitucidon no es la misma para

todos los sitios.

Obtencion de arbol filogenético

El analisis filogenético de un grupo de secuencias de acidos nucleicos o de proteinas
relacionadas consiste en determinar cobmo los miembros del grupo pudieron haber divergido
durante la evolucion. Las relaciones evolutivas son representadas usando un grafo llamado
arbol. Las secuencias extantes son localizadas en los extremos de las ramas, la manera en
qgue se unen las ramas refleja el grado en que las diferentes secuencias se relacionan. Por
ejemplo, dos secuencias que son similares se localizaran en ramas adyacentes y se uniran
en un rama comun debajo de ellas. Por otro lado, secuencias poco relacionadas estaran mas
alejadas en el arbol. El objetivo del andlisis filogenético es descubrir el arreglo de las ramas,
asi como la longitud de estas, que mejor represente la relacién entre las secuencias (Page
and Holmes 1998).

Hay diferentes metodologias por las que se pueden obtener arboles: maxima verosimilitud,
maxima parsimonia y métodos bayesianos. Intentamos hacer una reconstruccién por maxima
verosimilitud y por métodos bayesianos.

La reconstruccidon por métodos bayesianos fue realizada con el programa MrBayes,
siguiendo el modelo de sustitucion de nuclebtidos que habiamos elegido por los resultados
del programa Modeltest, el modelo GTR 4x4. Obtuvimos un &rbol, sin embargo no era
convincente por no presentar al grupo de insectos como monofilético. Este problema también
lo observd el grupo de Héhne (Knobeloch, Schmidt et al. 2010), al hacer la inferencia del
arbol filogenético para TIMs de insectos, también observaron que los insectos no aparecian
como monofiléticos y notaron que esto se debia a que habia una saturacion en la tercera
posicidon de los codones. Para tomar esto en cuenta, en vez de usar un modelo de sustitucion
de nucledétidos, hicimos una prueba preliminar con un modelo de sustitucion de codones y
obtuvimos resultados preliminares que mostraban una buena reconstruccion filogenética,
aunque es necesario hacer un analisis mas cuidadoso al respecto, que por dificultades
metodoldgicas (como el tiempo que toma el proceso) no hemos podido llevar a cabo.
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Hicimos una reconstrucciéon por maxima verosimilitud, utilizando el programa RaxML, sin
embargo tampoco obtuvimos filogenias confiables, pues presentaban problemas similares a
los de las filogenias obtenidas con MrBayes.

Los resultados anteriores sugieren que la TIM no es un buen marcador filogenético. Sin
embargo, por ser parte del metabolismo central, supusimos que la historia evolutiva de la TIM
era la misma que la historia de los organismos que la contienen. Decidimos trabajar con el
arbol propuesto por Cicarelli (Ciccarelli, Doerks et al. 2006), este arbol se reconstruyé a partir
de 191 organismos y utilizando 36 genes que no presentan transferencia horizontal. En el
caso de eucariontes, incluimos secuencias de hongos y utilizamos la filogenia reportada por
Lutzoni, para afadir las secuencias al grupo de los eucariontes (Lutzoni, Kauff et al. 2004).
En todos los casos, copiamos la topologia de los arboles reportados y los acoplamos a los
alineamientos que hicimos, con ayuda del programa MacClade. (Figura 8)
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Figura 8. Arboles utilizados para la reconstruccion, adaptado de Cicarelli et al y Lutzoni et al.
A) eucariontes, b) procariontes, ¢) arqueas. Los numero senalan los nombres de los nodos
que se analizaron. Los organismos rodeados de verde representan los organismos de los
cuales se ha estudiado la TIM, rodeados en rojo se encuentran los ancestros hipotéticos de
los cuales se reconstruyo experimentalmente la secuencia en este trabajo.
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Reconstruccion de Estados Ancestrales.

La reconstruccidbn de estados ancestrales puede realizarse también por diferentes
metodologias: maxima parsimonia, maxima verosimilitud y métodos bayesianos.

El primer concepto para entender la teoria detras de las reconstrucciones es el de una
secuencia ancestral probabilistica. Cada sitio en una secuencia en cada punto a lo largo
de las ramas del arbol (en cada intermediario evolutivo) puede ser representada como una
matriz de probabilidad de 20x1, donde cada elemento de la matriz es la probabilidad de que
cada uno de los 20 aminoacidos se encuentre en el sitio en la secuencia ancestral
representada por el punto. Estas probabilidades suman la unidad (Benner, Sassi et al. 2007).

El modelo de reconstruccion por maxima parsimonia o del minimo cambio se centra en
que ningun cambio por un aminoacido es mas probable que otro cambio (todos los
aminodcidos tienen la misma probabilidad de cambio) y que un cambio es mas probable que
dos cambios. Por lo tanto, si podemos suponer que la secuencia contemporanea surgié sin
que la ancestral sufriera ningun cambio, entonces ningun cambio es inferido. Si para explicar
la diferencia entre la secuencia ancestral y la extante es suficiente suponer un cambio, se
infiere 1 cambio (y se desechan todas las soluciones que impliquen 2 cambios)(Benner,
Sassi et al. 2007). Por seguir un modelo evolutivo tan simplificado, la maxima parsimonia
tiene varias desventajas, como la imposibilidad de resolver posiciones ambiguas y la
inhabilidad de proveer medidas de confiabilidad estadisticamente robustas.

Sin embargo, como mencionamos en el apartado anterior, tener en cuenta un modelo o
matriz de sustitucion puede acercarse mas a lo que sucede en la naturaleza. Pensemos en
dos secuencias de proteinas homdlogas, y que las dos presenten (por ejemplo) una
metionina en la posicién 39. Aunque ambas secuencias tengan el mismo aminoacido en la
misma posicion, es posible que otro aminoacido (por ejemplo Isoleucina) haya ocupado la
posicidén 39 en el dltimo ancestro comun. Si este hubiera sido el caso, al menos dos cambios
independientes serian requeridos para que la metionina ocupara el lugar 39 en las dos
proteinas extantes. La probabilidad de un cambio se supone que es pequena en
comparacion con la probabilidad de ningun cambio, la verosimilitud de que este ancestro
hubiera tenido una lle en la posicion 39 es considerablemente menor a la verosimilitud de

que el ancestro hubiera tenido una Met en ese sitio, pero la verosimilitud no es cero.
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Puede construirse una teoria que asigne una verosimilitud numérica basada en este
modelo. Se pueden considerar datos empiricos o teoria para darle un peso a las
probabilidades que varios otros aminoacidos hayan estado en la posicion 39 durante la
historia de la secuencia. Por ejemplo, Lys es (en varias situaciones) quimicamente mas
diferente (comparada con Met) que lle. Por lo tanto la historia podria dar una menor
probabilidad a un cambio Lys-a-Met que un cambio lle-a-Met. De esta manera, la
probabilidad de que el sitio 39 haya sufrido 2 cambios Lys-a-Met es mucho menor que la
probabilidad de que haya sufrido 2 cambios lle-a-Met. Esto significa que la probabilidad de
gue la secuencia ancestral haya tenido una Lys es menor que la probabilidad de que haya
tenido una lle, dado que las 2 secuencias extantes tienen Met en el sitio 39. En este caso, el
ancestro probabilistico podria tener valores diferentes a cero para todos los aminoacidos en
la posicion 39 (Benner, Sassi et al. 2007).

Este analisis es llamado de maxima verosimilitud, porque integra caracteristicas,
incluyendo la distancia del nodo a las hojas (secuencias extantes), en un modelo
probabilistico. Por lo tanto, la probabilidad de que dos cambios ocurran a lo largo de una
rama del arbol es menor si la linea es corta y mas alta si la longitud de la rama es mayor.
Esto surge directamente del hecho de que la longitud de la rama esta determinada por el
numero de cambios por sitio (Benner, Sassi et al. 2007).

La proteina se reconstruye a partir de los aminoacidos que tienen una mayor probabilidad
para cada sitio. No hay un consenso para decir cuando un aminoacido pasa el limite a partir
del cual se puede decir que es el Unico aminoacido probable, pero es claro, que si la
probabilidad de que el sitio 39 tenga una Met es mayor a 0.81 mientras la probabilidad de
cualquier otro aminoacido es menor a 0.01, se puede argumentar que sblo es necesario
reconstruir la proteina que tiene Met en el sitio 39. (Benner, Sassi et al. 2007)

En inferencias bayesianas, la cantidad de interés es una distribucion de probabilidad
posterior, en vez de un punto o un mejor estimado, como en MP y ML, y donde un sumatoria
explicita de las diferentes probabilidades para los parametros no esenciales es llevada a
cabo(Williams, Pollock et al. 2006). Este tipo de andlisis se implementa con programas como
MRBAYES, el cual hace la reconstruccion de estados ancestrales para ciertos nodos

preseleccionados al mismo tiempo que hace la reconstruccion filogenética.
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Hicimos reconstrucciones de las secuencias de eucariontes por el método de parsimonia,
sin embargo para el caso del nodo mas antiguo hubo 50 posiciones que no se pudieron
resolver, mientras que para el nodo mas cercano al presente hubo 2 posiciones sin resolver.
Si pensamos que para cada posicion puede haber como minimo 2 aminoacidos posibles, eso
nos daria que para el nodo mas antiguo tendriamos 250 posibles secuencias, lo que haria
imposible estudiarlas en el laboratorio, por lo que decidimos explorar otros métodos de
reconstruccion.

No pudimos llevar a cabo la reconstruccién por métodos bayesianos porque para ello es
necesario hacer la reconstruccion del arbol filogenético a la vez que se reconstruyen los
estados ancestrales.

Por estas razones, decidimos hacer la reconstrucciéon por maxima verosimilitud. Para lo
cual se utilizd el programa PAML version 3.2(Yang, Kumar et al. 1995). Se corri el programa
codeml, utilizando la matriz de sustitucion LG y la opcion de reconstruccidon marginal. Para
cada uno de los nodos del arbol se infirid la secuencia respectiva, aunque para el analisis
mostrado a continuacién sélo se utilizaron los nodos que se encuentran sefialados en la
figura 8, ya que estos nos permiten conocer las caracteristicas de los ancestros a diferentes
profundidades de los arboles.

Para cada una de las posiciones de las secuencias reconstruidas se obtuvo una
probabilidad de reconstruccion. En la figura 9 se observa un histograma del niumero de
posiciones con una determinada probabilidad. Observamos que en el caso de los
eucariontes, los nodos mas recientes tienen un mayor numero de sitios que se reconstruyen
con una alta probabilidad. Para los procariontes se observa que esto no se cumple, sino que
los nodos con una mayor probabilidad son los de una profundidad intermedia. Para las
arqueas se observan en general bajas probabilidades, posiblemente porque se usaron pocas
secuencias, aunque un estudio mas detallado se llevara a cabo en trabajos posteriores.

El alineamiento de las secuencias ancestrales probabilisticas de las TIM de eucariontes
gque se encuentran sefaladas en la figura 8, comparadas con secuencias de TIM de

eucariontes extantes se muestran en el anexo 3.
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Figura 9. Distribucion de las probabilidades por sitio. A) eucariontes, b) procariontes, c)
arqueas. Los numeros representan los nombres de los nodos sefalados en la figura 9 para
cada uno de los arboles.
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Trabajo Experimental

Sintesis y clonacién de genes

Decidimos empezar por la expresion de las proteinas ancestrales de eucariontes ya que
las TIMs ancestrales inferidas para este domino fueron las que mostraron una mayor
proporcién de sitios reconstruidos con una alta probabilidad, y los sitios con baja probabilidad
se encontraban en la parte externa del barril; ademas, la mayoria de las TIMs caracterizadas
pertenecen al domino de los eucariontes. Para tener una idea completa de la evolucion de la
proteina se eligieron tres proteinas ancestrales a diferentes profundidades del arbol (nodos
52, 55 y 63 que se senaladas en la Figura 9). En la figura 11 se observa la probabilidad
posterior asociada a cada sitio de la secuencia reconstruida para las tres TIMs ancestrales
gue escogimos, tal como se obtiene del programa PAML, en esta figura se pueden observar
las regiones donde se localizan los sitios reconstruidos con una baja probabilida.

Los genes se mandaron sintetizar con la compafia Epoch, las secuencias se flanquearon
por los sitios de corte de Ndel y BamHI y la secuencia fue optimizada por la compafia para
su expresion en E. coli. Los genes fueron clonados en el plasmido pBluescript Il SK(-), un
esquema de las construcciones se observa en el anexo 4.

Las secuencias fueron subclonadas en el vector de expresién pet28b(+). Este plasmido
fue elegido porque coloca una etiqueta de Histidinas en el amino terminal de la proteina y
tiene un sitio de corte por trombina, o que permitira quitar las colas de histidina.

Al digerir el plasmido pet28b(+) con la enzima BamHI se observo actividad estrella, es
decir, la enzima cortaba inespecificamente. Como se puede observar en el anexo 3, los
genes de TIM63 y TIM52 resultaron también estar flanqueados por el sitio de corte que
reconoce la enzima Xhol, del lado donde se encontraba el sitio de BamHI, por lo que
decidimos usar Xhol. Para el caso de TIM55, tuvimos que usar los sitios Ndel y BamHI como
se habia planeado originalmente.

Para todas las condiciones, se digirid pet28b(+) durante 2.5 horas en una reaccién de 50
ul (20 ul de plasmido purificado por columna de Qiagen, Buffer (4) 5 ul, BSA 10x 5 ul, Ndel 2
ul, Xhol 6 BamHI 2 ul y agua 16 ul). Las secuencias que codifican para TIM se digirieron por
6 horas en una reaccién de 50 ul (10 ul de plasmido purificado por lisis alcalina, Buffer (4) 5
ul, BSA 10x 5 ul, Ndel 3 ul, Xhol 6 BamHI 3 ul y agua 24 ul). Los productos de las digestiones

fueron cortados de gel y purificados por kit de Qiagen.
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La reaccion de ligacidon se llevo a cabo para TIM63 y TIM55 con una relacidon inserto:pet28
de 5:1, en un volumen de 10 ul, para TIM52 se usé una relacion inserto:pet28 de 15:1 y las
reacciones se incubaron por 2 dias a 16°C. Se transformaron células quimiocompetentes
DH5a con 10 ul de la reaccién de ligacion, plaqueamos y obtuvimos células resistentes.
Purificamos DNA y mandamos secuenciar a la compafia Laragen para verificar las

secuencias deseadas.

Expresion y Purificacion de Tim’s ancestrales
Expresion de TIM63, TIM55 y TIM52

A partir de una colonia aislada de cada una de las TIMs ancestrales se inocularon 10 ml de
medio LB+Kanamicina y se incubaron toda la noche a 37°C, 250 rpm. Con los 10 ml se
inocularon matraces con 100 ml de medio LB+Kanamicina y se crecieron a 37°C y 250 rpm
hasta alcanzar una DOsoo ~0.6-0.8, las células se indujeron con 1mM de IPTG y se incubaron
durante 13 hrs a 37°C y 250 rpm. Las células se cosecharon por centrifugacion a 5000 rpm
por 20 minutos, las células fueron resuspendidas en amortiguador de fosfatos (NaH2PO4 35
mM, NaCl 300 mM, pH 6.3) con imidazol 5 mM y fueron lisadas por sonicacion. Se
centrifugaron durante 15 minutos a 15000 rpm y se recuperé el sobrenadante, el cual fue
pasado por una columna de Niquel equilibrada previamente con buffer de fosfatos con
imidazol 5 mM. La columna se lavé con amortiguador con imidazol 15 mM, y las proteinas se
eluyeron con 25 ml de amortiguador con imidazol 75 mM, 15 ml de amortiguador con
imidazol 130 mM y 15 ml de amortiguador con imidazol 275 mM y 15 ml de amortiguador

con imidazol 500 mM.

Montaje de protocolo de purificaciéon de TIM63

A partir de una colonia aislada de TIM63 se inocularon 10 ml de medio LB+Kanamicina y
se incubaron toda la noche a 37°C, 250 rpm. Con los 10 ml se inoculé un matraz con 250 ml
de medio LB+Kanamicina y se crecieron a 37°C y 250 rpm hasta alcanzar una DOeoo
~0.6-0.8, las células se indujeron con 0.8 mM de IPTG y se incubaron durante 13 hrs a 37°C
y 250 rpm. Las células se cosecharon por centrifugacion a 5000 rpm por 20 minutos, las

células fueron resuspendidas en amortiguador de fosfatos (NaH2PO4 35 mM, NaCl 300 mM,
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pH 6.3) con imidazol 5 mM vy fueron lisadas por sonicacion. Se centrifugaron durante 15
minutos a 15000 rpm y se recuperd el sobrenadante, el cual fue pasado por una columna de
Niquel equilibrada previamente con buffer de fosfatos con imidazol 5 mM. La columna se lavo
con amortiguador con imidazol 15 mM, y las proteinas se eluyeron con 40 ml de
amortiguador con imidazol 75 mM, 15 ml de amortiguador con imidazol 130 mM y 15 ml de
amortiguador con imidazol 275 mM y 15 ml de amortiguador con imidazol 500 mM. Las
fracciones que eluyeron a 75, 130 y 275 mM de imidazol se concentraron y posteriormente
se dializaron contra amortiguador de Trietanolamina 10 mM, EDTA 1mM, DTT 1 mM, pH 7.6.

Los pasos de la purificacion se siguieron midiendo concentracion de proteina y actividad.

Actividad de Triosafosfato Isomerasa

La TIM cataliza la reaccién de isomerizacion de gliceraldehido 3-fosfato (G3P) a dihidro-
xiacetona fosfato (DHAP). Se puede medir la cantidad de G3P que se convierte a DHAP me-
diante un ensayo acoplado a otra reaccion enzimética que permite monitorear un cambio de

absorbancia contra tiempo:

G3P <-> DHAP - o-GDH + NADH -> Glicerol 3-P + NAD+

o-GDH= glicerol fosfato deshidrogenasa

El NADH tiene una absorbancia especifica de 340 nm. Cada molécula de DHAP que se
forma a partir del G3P, es transformado por la x-GDH a glicerol 3-P y se libera un NAD+. Se
mide la disminucién de la absorbancia del NADH en el tiempo.

La reaccion se llevo a cabo en un amortiguador de Trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM,
pH 7.4. La reaccion se midi6 en un volumen final de 1 ml de mezcla de reaccidén que contenia
G3P 1 mM(final), 2 ul de NADH 1mM, 50 ul de «-GDH 0.14 mg/gl y 50 ng/ml de proteina
(final).
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Propiedades espectroscoépicas de TIM63
Fluorescencia intrinseca

La absorcién de luz por una molécula causa la excitacidn de un electrén, lo que ocasiona
que el electron pase de un estado basal a un estado excitado. Aunque el proceso de
absorcion es extremadamente rapido, tomando cerca de 1015 s, la secuencia de eventos que
regresan la molécula en el estado excitado al estado basal es considerablemente més lenta,
tomando de 10 s a varios segundos. El regreso al estado basal por medio de la
luminiscencia molecular es uno de los procesos mas lentos en estados electronicamente
excitados. (Sharma 1999)

Al llegar al estado excitado , la molécula puede estar vibracionalmente excitada. La
molécula entonces comenzara a vibrar con una frecuencia caracteristica del estado excitado,
liberando el exceso de su energia vibracional en la forma de radiacién en el infrarrojo o en la
forma de energia cinética impartida a otras moléculas con las que colisiona. La molécula
desciende al estado vibracional mas bajo del estado electronicamente excitado, un proceso
llamado relajacidén vibracional. Una vez que esto ha pasado, la molécula puede perder
energia sO6lamente al ir a un nivel de energia electronica mas bajo. Esto puede ocurrir de
varias maneras. En el caso de que el estado vibracional mas elevado de un estado
electrénico menor sobrelape con el nivel vibracional mas bajo de un estado electronico
mayor, entonces la molécula sigue perdiendo energia por medio de relajacion vibracional, en
un proceso que se conoce como conversion interna. (Sharma 1999)

Por otro lado, si la diferencia en energia entre los estados electrbnicos mayores y menores
es relativamente grande, puede ocurrir otro proceso que consiste en el descenso molecular
del estado vibracional mas bajo del estado electrénico mayor a cualquiera de los niveles
vibracionales del estado electrénico menor. El exceso de energia, en este caso, es liberado
como una onda de luz visible o ultravioleta cuya frecuencia depende de la diferencia en
energia entre los estados vibracionales. Siguiendo la transicién radiativa, la molécula sufre
relajacion vibracional hacia el estado vibracional mas bajo del estado electronico mas bajo.
La deactivacion radiativa del estado electronicamente excitado se conoce como

fluorescencia. (Sharma 1999)
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De los grupos quimicos mas comunes encontrados en macromoléculas bioldgicas, solo los
triptofanos, tirosinas, NADH y FAD fluorescen significativamente para ser usados en
espectroscopia de fluorescencia. Todas estas moléculas consisten de anillos aromaticos
planos. (Guzman-Luna 2006)

Los espectros de fluorescencia son extremadamente sensibles a la polaridad del solvente
y a las propiedades relacionadas con la facilidad para hacer puentes de hidrégeno. Por lo
que los espectros de fluorescencia de una molécula nos permiten conocer el ambiente de
grupos individuales en las estructuras macromoleculares. (Sharma 1999) Y en el caso de las
proteinas, nos permite obtener informacion acerca de su estructura terciaria. Por ejemplo, un
triptofano que estd expuesto al agua tiene un maximo de fluorescencia a una longitud de
onda de 350 nm, mientras que un triptéfano totalmente oculto emite a cerca de 330
nm(Creighton 1997)

La fluorescencia intrinseca de las proteinas es usada para seguir la exposicidon de los
residuos aromaticos que ocurre por desnaturalizacion o disociacion generada por agentes
qguimicos, temperatura, presion, etc. (Guzman-Luna 2006)

La TIM63 tiene 5 triptéfanos, que se localizan en las posiciones 11, 91, 159, 170, 193y 5
tirosinas que se encuentran en las posiciones 46, 68, 116, 166 y 210.

Las mediciones de fluorescencia fueron realizadas en un espectrofluorometro 1SS PCI
excitando a longitudes de onda de 280 o0 295 nm y midiendo la emision en el rango de 310 a
400 nm, la concentracion de proteina fue de 50 ug/ml. A 280 nm esperamos ver la
contribucidén de todos los residuos aromaticos de la proteina, mientras que a 295 esperamos

ver solo la contribucidn de los triptéfanos.

Dicroismo Circular

La base del dicroismo circular es que la luz polarizada circularmente a la izquierda y a la
derecha es absorbida de manera diferente por moléculas quirales. Los L-aminoacidos en
polipéptidos y proteinas interactian diferencialmente con rayos de luz polarizada a la
izquierda o a la derecha, lo que causa que estos dos rayos viajen a diferentes velocidades a
través de estas moléculas, rotando la luz polarizada.

Los croméforos proteicos pueden dividirse en tres clases: el enlace peptidico, aminoacidos
con cadenas laterales aromaticas y grupos prostéticos. En el UV-lejano (debajo de 250 nm)

las caracteristicas espectrales estan determinadas primordialmente por la conformacién de la
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cadena principal (esqueleto polipeptidico), especialmente su estructura secundaria. Las
hélices-a exhiben dos minimos caracteristicos a 208 y 222 nm, un maximo menos intenso
centrado en 215 nm es tipico de las hebras-B. Debido a que las sefales de los cromoforos
individuales es aditiva, los espectros de DC en la regién de 190-240 nm representan una
combinacion de los espectros de los distintos elementos de estructura secundaria y por tanto
arrojan informacion importante respecto al contenido total de estructura secundaria de una
proteina(Creighton 1997; Guzman-Luna 2006).

El DC es una técnica particularmente Gtil para monitorear cambios conformacionales en
las proteinas, por ejemplo, en el desplegamiento térmico o en el inducido por un
desnaturalizante.

La medicion de DC se realizé en un equipo Chirascan. A una concentracion de 0.250 mg/

ml, en amortiguador Trietanolamina 10 mM, pH 7.6, y se hicieron dos barridos.

Desnaturalizacion por temperatura

La desnaturalizacidbn por temperatura de la TIM63 fue determinada siguiendo la
disminucién en la sefal de DC a 222 nm. Se elev) la temperatura en una tasa de 1°C /min,
de 20°C a 90°C. Los experimentos se realizaron a una concentracion de proteina de 0.250
mg/mL, en amortiguador Trietanolamina 10 mM (pH 7.6).

Para ver la transicion de desplegamiento térmico, se graficd el cambio de elipticidad a 222
nm (Figura 15). El trazo fue ajustado a una sigmoide con pendiente para obtener la
temperatura media de desnaturalizacion aparante (Tmapp). EI cambio de sefal también se

monitored al enfriar de 90 a 20 °C.
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Resultados Experimentales
Expresion de TIM63, TIM55 y TIM52

Las tres proteinas se encontraron de manera soluble y fue posible purificarlas usando la
columna de niquel (Figura 12).
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Figura 11. TIM52, TIM55 y TIM63 purificadas por columna de afinidad. A) TIM52: carril 1: scTIM, carril
2: extracto total, carril 3: sobrenadante, carriles 4-12: fracciones que eluyen a concentraciones cre-

cientes de imidazol B)TIM55 C)TIM63, para B y C: carril 1: ScTIM, carril 2-10: fracciones que eluyen a
concentraciones crecientes de imidazol.
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Figura 12. Purificacion TIM 63. Izquierda, carril 1: TIM63, carril 2: medio donde crecieron las células,
carril 3: células resuspendidas, carril 4: extracto crudo, carril 5: sobreanadante después de sonicar,
carril 6: pellet. Carriles 7-8: fracciones eluidas de la columna de niquel a 500 mM imidazol. Derecha,
carril 1: TIM63, carriles 2-6: fracciones que eluyeron a 75 mM de imidazol, carriles 7-8: fracciones que
eluyeron a 130 mm imidazol, carriles 9-10: fracciones que eluyeron a 275 mM imidazol
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Montaje de protocolo de purificaciéon de TIM63

Los pasos de la purificacion se siguieron por geles de SDS-acrilamida, midiendo concentra-
cion de proteina y actividad (como se describe en la metodologia). Los resultados se mues-
tran en la tabla 4 y en la figura 13. Se observa que la actividad especifica no aumenta signifi-
cativamente en los pasos finales de la purificacién, lo que sugiere que la enzima se esta inac-
tivando en el proceso o que al medir la actividad en las primeras fracciones, hay una contri-
bucion de la TIM enddgena.

Tabla 4. Tabla de purificacion de TIM63

Paso Vo(l::lr;en Prott(e:;:\;)total Ac:z)\;:ad Act(il\‘I:ca:lc/I n(:isne:encgh;ica
(umol/min)

Células resuspendidas 10 83.75 7540.19 90.03
Extracto crudo 10 80.03 6691.03 83.6
sobrenadante 10 73.15 6821.45 93.25

Elucién a 75 mM 5.5 9.30 597.90 64.31

Elucién a 130 mM 10 21.21 2046.46 96.46

Elucién a 275 mM 10 19.26 1981.55 102.89
Proteina final 49.77 4625.91

Propiedades espectroscopicas de TIM63

Fluorescencia intrinseca

Se tomaron espectros de emision, excitando a 280 y 295 nm, en ambos casos
observamos que los espectros presentan un maximo de emision (Amax) en 328.5 nm (Figura
14). Observamos también, que la intensidad obtenida excitando a 280 o a 295 nm es similar,
como a 295 nm se excitan preferencialmente triptéfanos, podemos afirmar que la mayor
contribucién en el espectro observado al excitar a 280 nm, proviene de la contribucion de los

triptofanos.
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Figura 13. Espectros de fluorescencia de TIM63. En morado se observa el espectro de emision de
fluorescencia al excitar a 295 nm y en azul al excitar a 280 nm. La Amax para ambos espectros es de
328.5 nm.

Dicroismo Circular

El espectro de DC en el UV lejano mostrado en la figura 15 es el promedio de 2 barridos
continuos y se corrigié restandole la sefal del amortiguador. El espectro tiene los minimos
caracteristicos cerca de 210 y 220 nm observados en proteinas que contienen hebras B y

hélices a.
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Figura 14. Espectro de dicroismo circular de TIM63.
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Desnaturalizacién por temperatura

Para analizar la transicion de desplegamiento térmico, se graficé el cambio de elipticidad a
222 nm (Figura 16). El trazo se ajustd a una sigmoide con pendiente y se obtuvo un
temperatura media de desnaturalizacion aparante (Tmapp) de 64.6 °C. Posteriormente se
sigui6 el cambio de sefial al enfriar de 90 a 20 °C, no se recuperoé la sefial original, indicando

que la desnaturalizacién fue irreversible.
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Figura 15. Transicion térmica de TIM63. Se grafica el cambio de sefial a 222 nm en un intervalo de
temperatura de 20 a 90 °C. La concentracion de proteina fue de 0.250 mg/ml en amortiguador

Trietanolamina 10 mM.
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Discusion

El tipo de plegamiento de los barriles TIM puede, en general, tolerar un considerable
grado de diversidad en las secuencias, sin embargo varias posiciones de aminoacidos dentro
de la secuencia de los barriles se encuentran conservadas. En el caso de la TIM varias
regiones estan bajo una presion selectiva significativa. Esto no aplica s6lo a los residuos del
sitio activo sino a regiones que estabilizan al barril o contribuyen a la dimerizacion. Esta
presion se hace evidente con la saturacién de transiciones y transversiones en la tercera
posicion de los codones, fendmeno observado en el articulo de H6hne donde concluyen que
la saturacion lleva a que al hacer reconstrucciones filogenéticas, los nodos tengan un menor
soporte que aquellos que son reconstruidos a partir de RNA 18S(Knobeloch, Schmidt et al.
2010). Nuestros resultados son consistentes con los resultados de Hohne y muestran que la
TIM por si sola no es un buen marcador filogenético.

Se hacen varias suposiciones al hacer una reconstruccion ancestral, una muy importante
es la del modelo o matriz de sustitucion que se utiliza para inferir los estados ancestrales. La
habilidad de modelar la evolucién se ha mejorado sustancialmente durante la Ultima década,
aunque es aceptado que los modelos no son perfectos y falta mucho para que los modelos
capturen exactamente todos los procesos evolutivos(Gaucher, Kratzer et al. 2010). Sin
embargo, esto no debe verse como un paso limitante, una manera de afrontar el problema es
mediante la prueba de diferentes modelos para ver los que mejor se ajusten a los datos que
se tienen, como lo que hace el programa Prottest. De esta manera, aunque no se tengan
modelos perfectos, al menos sabemos que estamos usando el modelo que mejor se ajusta a
los datos experimentales.

Realizamos la inferencia de los estados ancestrales para eucariontes, procariontes y
arqueas a diferentes profundidades de los arboles. En general se obtuvo que una gran
proporcién ( >60%) de sitios se reconstruyen con una alta probabilidad posterior, sin embargo
es necesario recordar que la probabilidad posterior de que una secuencia completa sea
inferida correctamente es el producto de las probabilidades para cada uno de los sitios. Por
ejemplo, para una proteina de 500 aminoacidos, si cada sitio se reconstruye con una
probabilidad de 0.95, la probabilidad de que la secuencia sea correcta es ~7.27x 1012
(0.95500), Por lo tanto, las secuencias ancestrales que obtenemos no son el verdadero

ancestro, pero son nuestra mejor aproximacion y asumimos que a pesar de que la secuencia
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no sea exactamente la del ancestro, dara un buen acercamiento al fenotipo ancestral.
(Thornton 2004)

Para conocer el fenotipo (propiedades fisicoquimicas y cinéticas) de las proteinas inferidas
es necesario realizar la reconstruccion experimental en el laboratorio. Iniciamos la
reconstruccion de los ancestros de los eucariontes porque eran secuencias con una alta
proporcién de sitios reconstruidos con una alta probabilidad, de igual forma observamos que
los sitios que tenian una baja probabilidad se encontraban en la parte externa del barril,
alejados del sitio catalitico y de la region relacionada con la dimerizacion. La importancia de
gue regiones como la relacionada con la dimerizacidbn tengan una alta probabilidad de
reconstruccion, radica en que si observamos un efecto (en este caso en la asociacion)
podamos concluir que es una caracteristica de la proteina ancestral y no un artefacto de la
metodologia. Las proteinas que se eligieron corresponden al Gltimo ancestro comun de los
eucariontes (TIM52), que vivid en el proterozoico hace cerca de 1.60 Giga anos (Gyr), el
ultimo ancestro comun de animales y hongos (TIM63), que vivid hace cerca de 1.37 Gyr, y un
ancestro intermedio entre estos dos sucesos (TIM55)(Perez-Jimenez, Inglés-Prieto et al.
2011). De esta manera queremos observar los cambios de fenotipo que fue sufriendo la
proteina en el tiempo, hasta ser la proteina que se conoce actualmente.

Las tres proteinas ancestrales pueden sobreexpresarse en E. coli y se encuentran de
manera soluble. Las proteinas fueron subclonadas en Pet28b(+) para afadir una etiqueta de
histidinas que facilitara su purificacion, esta etiqueta consta de 20 aminoacidos dentro de los
cuales, aparte de la etiqueta de histidinas se encuentra un sitio de corte por trombina, lo que
permitird posteriormente retirar la etiqueta.

En la purificacibn se obtuvo un buen rendimiento en la cantidad total de proteina, sin
embargo la actividad especifica no aumentd con la purificacidén, esto indica que la enzima se
esta inactivando, por lo que es necesario mejorar el proceso de purificacion. Sin embargo, la
actividad especifica, obtenida hasta el momento, de TIM63, si bien no es tan alta como la de
las TIM silvestres, si es mayor que para otras TIMs disefadas.

La tabla 5 muestra la kcat de TIMs mutantes. Peimbert y cols, reportan TIMs de levadura
en las que fue modificada la interfase, las DesTim fueron disefiadas por medio de Rosetta y
las EvoTIM fueron modificadas mediante evolucion dirigida. MonoTIM y RE-TIM son
proteinas que se originaron por mutaciones a la TIM deT.brucei, con el fin de hacer una TIM

monomeérica. Podemos ver en la tabla que las actividades (kcat) que se obtuvieron fueron
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significativamente menores a las de las TIMs silvestres. Aunque no hemos encontrado aun
las condiciones adecuadas para medir los parametros cinéticos de TIM63, realizamos
mediciones de actividad con 150 ng/ml de TIM en la celda de reaccion y 4mM de G3P y
obtuvimos valores de 1700 umolas/min/mg, estos valores de actividad nos hacen suponer
gue los valores de kcat que se obtendran podrian caer dentro del rango de las otras TIMs, lo

qgue nos dice que pudimos inferir la secuencia de una TIM ancestral funcional.

Tabla 5. kcat de TIMs disefadas comparadas con TIMs silvestres.

Proteina kcat (s-1) referencia
Wild type levadura 6.4 x 103 (Peimbert, Dominguez-Ramirez
et al. 2008)
Wild type humano 3.7 x10% (Schliebs, Thanki et al. 1997)
LFYAA (DesTIM) 1.04 £0.04 (Peimbert, Dominguez-Ramirez
et al. 2008)
LFFFL (DesTIM) 0.69 +0.05 (Peimbert, Dominguez-Ramirez
et al. 2008)
PLATA (EvoTIM) 416x10%8 £2.2x102 (Peimbert, Dominguez-Ramirez
et al. 2008)
AFAAS (EvoTIM) 7.02x10% £2.1 x 102 (Peimbert, Dominguez-Ramirez
et al. 2008)
monoTIM 3.1 x 102 (Schliebs, Thanki et al. 1997)
RE-TIM 1.3x102 (Schliebs, Thanki et al. 1997)

Por otro lado, los espectros de fluorescencia y de dicroismo circular se observan similares
a los de otras TIM silvestres. Sefial de que TIM63 esta plegada y tiene estructura terciaria
comparable con la de otros barriles.

Estos resultados deben leerse con precaucion. La TIM63 que obtuvimos tiene aun la
etiqueta de histidina, queda la duda de si ésta podria estar interfiriendo con la actividad de la
enzima, por lo tanto es necesario repetir las mediciones con una TIM63 sin etiqueta, ademas
de estandarizar mejor el protocolo de purificacion.

Es dificil dar un significado evolutivo a los resultados obtenidos, si bien se podria decir que
la perfeccion catalitica de TIM (como se definié en la introduccion) se obtuvo después de la
divergencia de animales y hongos, hace 1.37 Gyr, no es facil distinguir entre un resultado
negativo (baja actividad) y una mala reconstruccion, por la cantidad de supuestos que se han

realizado.
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Para aclarar esto, es necesario también realizar las mediciones para las demas TIM
ancestrales, de tal manera que se pueda tener una comparacién que sugiera como fueron
cambiando las propiedades de la enzima.

La actividad de la TIM es importante, sin embargo también hay otras propiedades que es
necesario explorar. La estructura secundaria y terciaria de la TIM63 es caracteristica de los
barriles TIM y los espectros son comparables con los de otras TIM, sin embargo falta estudiar
la estructura cuaternaria (el estado de oligomerizacion) de la proteina al igual que su
resistencia a la dilucion. De esta manera tendremos informacion tanto de la estructura como
de la funcién.

La desnaturalizacion térmica mostré que la proteina tenia una Tmapp de 64.6°C, casi 10 °C
mas que la TbTIM y EhTIM, y cercana a yTIM. TIM63 tiene una Tmapp €n el mismo rango que
las TIM disenadas que se estabilizaron en el estudio de Peimbert et al. (Tabla 5). El aumento
en la Tmapp de TIM63, podria deberse a su naturaleza ancestral. El aumento en la Tm, es una
caracteristica que se ha observado en otras reconstrucciones ancestrales.(EF-TU,

Tiorredoxinas) y se ha relacionado con un ambiente ancestral termofilico.

Tabla 5. Tm par diferentes TIM

Proteina Tm (°C) Referencia
TIM63 64.6 -
EhTIM 40 (diss) 55 (U) (Tellez, 2008)
ScTIM 65.8 (Peimbert, 2008)
TbTIM 53.6 (Guzman-Luna, 2006)
LFFYA 69.8 (Peimbert, 2008)
LFFFL 69.9 (Peimbert, 2008)

Se incluyen en la tabla TIMs silvestres y TIMs disefiadas (para estabilizar la interfase). Diss:
disociacion y U: desplegamiento.

El aumento en la estabilidad térmica parece ser una caracteristica de las reconstrucciones
ancestrales. Esto muestra un acercamiento en el que se llevan a cabo multiples cambios en
una proteina, en un sélo paso, y se obtienen enzimas mas estables. Resultados similares se
obtienen al hacer proteinas consenso (se hace un alineamiento y se coloca en cada sitio de
la secuencia consenso, el residuo que se encuentra mas veces en esa posicion dentro del
alineamiento). No se ha dado una explicacion convincente para este fenémeno, sin embargo,

se podria pensar que las secuencias consenso se parecen mas a las proteinas ancestrales
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gue a las extantes, ya que se toman los aminoacidos que tienen en comun un mayor numero
de secuencias en los alineamientos, aminoacidos que posiblemente estaban presentes en al
ancestro comun. (Lehmann, Pasamontes et al. 2000; Lehmann and Wyss 2001)

Como conclusién, en esta tesis mostramos que es posible inferir la secuencia de TIM
ancestrales que se pueden expresar experimentalmente de manera soluble. Iniciamos la
caracterizacion de TIM63, perteneciente al ancestro de animales y hongos. Esta proteina es
activa, tiene estructura terciaria de barril (B/a)s y tiene una Tm aparente de 64.6 °C.

Es necesario continuar con la caracterizacion de TIM63, al igual que de TIM55 y TIM52,
para poder compararlas y conocer los cambios que fue sufriendo la TIM de los eucariontes.
Por otro lado, para entender la evolucidén de la TIM se debe estudiar el pasado, pero también
el presente. El arbol de los eucariontes en la figura 9, muestra en Ovalos verdes se sehalan
los organismos de los cuales se ha estudiado la TIM. Se puede ver que hay regiones que
todavia no han sido estudiadas. Por esta razén, proponemos estudiar las tres proteinas
extantes de los organismos sefialados en rojo (C. Elegans, Z. Mays y B. Morii), trabajo que
sera llevado a cabo posteriormente en el laboratorio. De igual manera, un estudio similar sera
realizado para el grupo de procariontes y eventualmente con arqueas, de tal manera que se
podra contar la historia evolutiva de la triosafosfato isomerasa, y en el camino, conocer a

fondo las propiedades fisicoquimicas de esta enzima.
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ANEXO 1. Numeros de acceso y claves de las secuencias utilizadas para las
reconstrucciones ancestrales. Como numero de acceso se muestra la clave Gl de la base de
datos del NCBI y después de los dos puntos, la region que corresponde al cDNA de la TIM.
La secuencia de Escherichia coli fue retirada de NCBI, pero aun es posible acceder con el
numero de acceso de esta tabla.

Numero de acceso Organismo Dominio Clave
226529872:39-788 Homo sapiens eucarionte HomoSapie
93117368:555724-556470 Saccharomyces cerevisiae eucarionte saccharom
212771:118-864 Gallus gallus eucarionte  chicken
226958348:25-924 Mus musculus eucarionte musmuscul
28572003:67-1113 Drosphila melanogaster  eucarionte  drosophil
63054406:939945-940694  Schizosaccharomyces pombe eucarionte schozosac
68472495:64914-65660 Candida albicans eucarionte  candidaal
212645598:10-753 Caenorhabditis elegans  eucarionte caenorhab
187281707:1-747 Bombyx mori eucarionte bombyxmor
169856983:1-756 Coprinopsis cinerea okayama eucarionte  coprinops
156690:1-744 Culex tarsalis eucarionte  culextars
67541459:1-750 Aspergillus nidulans eucarionte  asperqill
109133020:45-791 Macaca mulatta eucarionte macacamul
115392090:1-750 Pan troglodytes eucarionte  pantroglo
24475833:78-824 Danio rerio eucarionte  Danioreri
47075137:1-747 Ashbya gossypii eucarionte ashbyagos
75832099:39-788 Bos taurus eucarionte  bostaurus
73997308:90-839 Canis familiaris eucarionte canisfamis
50289458:1-747 Candida glabrata eucarionte  candidagl
202952834:597317-598063 Debaryomyces hansenii  eucarionte Debaryomy
66821310:1-774 Dictyostelium discoideum eucarionte  dyctioste
50313011:1729736-1730482 Kluyveromyces lactis eucarionte  kluyverom
80971509:42-792 Sus scrofa eucarionte  susscrofa
117935063:25-774 Rattus norvegicus eucarionte  rattusnor
4965073:247294-248133 Yarrowia lipolytica eucarionte  yarrowial
164423940:154-900 Neurospora crassa eucarionte  neurospor
40805817:100-849 Paracoccidioides brasiliensis eucarionte paracocci
46849382:1-631 Oryzias latipes eucarionte  oryziasla
197097647:41-790 Pongo abelii eucarionte pongoabel
148236350:40-768 Xenopus laevis eucarionte xenopusla
258597794:318-1064 Plasmodium falciparum  eucarionte plasmodiu
471325:590-1345 Leishmania mexicana eucarionte Imexicana
164451110:136381-137136 Trypanosoma cruzi eucarionte  tripanoso
256071062:1-762 Schistosoma mansoni eucarionte  schistos1
183233902:24-809 Entamoeba histolytica eucarionte entamoeba
237688746:1-774 Giardia lamblia eucarionte  giardiala
226471579:32-790 Schistosoma japonicum  eucarionte  schistos2
10644116:22-774 Taenia solium eucarionte  taeniasol
115480366:54-968 Oryza sativa eucarionte oryzasativa
340520:1-762 Coptis japonica eucarionte  coptisjap



Numero de acceso Organismo Dominio Clave
226495390:260-1030 Zea mays eucarionte zmays
602589:1-765 P.hybrida eucarionte  phybrida
609261:64-960 Secale cereale eucarionte  scereale
1785947:61-822 Hordeum vulgare eucarionte hordeumvu
254000649:191092-191796 Helicobacter pylori procarionte  Helicob1
47118316:5326376-5327131 Bradyrhizobium japonicum procarionte  Bradyrhi
47118328:6013696-6014460 Mesorhizobium loti procarionte  Mesorhiz
254667570:297132-297905 Neisseria meningitidis procarionte  Neisseri
156617157:752410-753201 Haemophilus influenzae  procarionte Haemoph1
33149228:598103-598873 Haemophilus ducreyi procarionte Haemoph2
12057206:369332-370156 Chlamydia trachomatis =~ procarionte = Chlamytr
41584206:300711-301436 Bdellovibrio bacteriovorus procarionte  Bdellovi
33862273:894457-895188 Prochlorococcus marinus procarionte Prochlorm
57636010:448998-449759 Staphylococcus epidermidis procarionte Staphyep
83316099:2483944-2484699 Listeria monocytogenes  procarionte  Listemon
16414852:214432-215187 Listeria innocua procarionte  Listeinn
Corynebacterium diphtheriae ] ]
38199912:281324-282106 ) procarionte  Corynedi
gravis
17986243:443069-443839 Brucella melitensis procarionte Brucelme
32263428:1273743-1274450 Helicobacter hepaticus  procarionte  Helicob2
81167692:1284223-1285014 Synechococcus elongatus procarionte  Synechel
37508091:1114986-1115708 Gloeobacter violaceus  procarionte  Gloeobav
261370870:2915526-2916287  Fibrobacter succinogenes procarionte  Fibrobas
6626248:237559-238302 Aquifex aeolicus procarionte  Aquifex
46911657:241320-242108 Photobacterium profundum procarionte Photobap
20095250:2016853-2017608 Fusobacterium nucleatum procarionte Fusobanu
148503909:1616874-1617659  Mycobacterium tuberculosis procarionte Mycobtub
29251571:723587-724399 Chlamydia muridarum Nigg procarionte Chlamymu
10176182:3659870-3660625 Bacillus halodurans procarionte  Bacilhal
162809319:200974-201798 Onion yellows phytoplasma procarionte  Onionyel
, , _ Corynegl|
140843962:1818516-1819295 Corynebacterium glutamicum procarionte
Staphylococcus aureus
49240382:875019-875780 subsp. aureus cepa procarionte  Staphyau
MRSA252
159139455:1604904-1605674  Agrobacterium tumefaciens procarionte Agrobacte
33236960:1215655-1216419  Chlamydophila pneumoniae procarionte Chlamydp



Numero de acceso Organismo Dominio

Clave

42632302:2491393-2492151 Oceanobacillus iheyensis procarionte
167964044:313011-313760 Xylella fastidiosa M12 procarionte
229264291:4861262-4862017  Bacillus anthracis str. AO248 procarionte

33518905:669260-670048 Blochmannia floridanus  procarionte

116619145:c8151196-8150447 Solibacter usitatus Ellin6076 procarionte
225791207:721488-722237 Acidobacterium capsulatum procarionte

42516522:1269926-1270378 Treponema denticola procarionte
189025236:580487-581236 Treponema pallidum procarionte
66043271:4976938-4977693 Pseudomonas syringae  procarionte
110645304:5332746-5333501 Pseudomonas aeruginosa procarionte
206588805:313633-314379 Ralstonia solanacearum  procarionte
21240774:3166135-3166890 Xanthomonas axonopodis procarionte
188989396:1878463-1879263 Xanthomonas campestris procarionte
33594723:221899-222645 Bordetella parapertussis  procarionte
16120353:96170-96937 Yersinia pestis procarionte
28896774:253572-254342 Vibrio parahaemolyticus  procarionte
117956319:1327349-1328119 Vibrio vulnificus procarionte
147673035:2391102-2391899 Vibrio cholerae procarionte

29345410:5102705-5103463  Bacteroides thetaiotaomicron procarionte
30248031:1922996-1923754 Nitrosomonas europaea procarionte
15805042:1346447-1347181 Deinococcus radiodurans procarionte
24378532:674360-675118 Streptococcus mutans procarionte
94991497:495522-496280 Streptococcus pyogenes procarionte

116515308:1423585-1424343  Streptococcus pneumoniae

Lactococcus lactis subsp

procarionte

15671982:1148515-1149273 Jacti procarionte
actis

15893298:823748-824494 Clostridium acetobutylicum procarionte

28209834:369920-370687 Clostridium tetani procarionte

18308982:1541381-1542127 Clostridium perfringens  procarionte

42518084:779566-780321 Lactobacillus johnsonii ~ procarionte

254555169:693053-693811 Lactobacillus plantarum  procarionte

189423082:1721400-1722155 Geobacter lovieyi procarionte
Wolbachia endosymbiont of ]

42519920:83976-84704 ) procarionte

Drosophila melanogaster

24371600:1244412-1245194 Shewanella oneidensis  procarionte
Thermoanaerobacter ]

20806542:1707322-1708068 ) procarionte

tengcongensis

16124256:2088540-2089301 Caulobacter crescentus  procarionte

189438863:518425-519224 Bifidobacterium longum  procarionte
Dehalococcoides )

57233530:683187-683942 procarionte

ethenogenes

32490749:324239-325009 Wigglesworthia glossinidia procarionte

254286927:4017217-4017984 Escherichia coli procarionte

218547440:3948347-3949114 Escherichia fergusonii procarionte

Oceanobih
Xylellafa
Bacilant
Blochflo

Solibaus
Acidobca
Treponem1
Treponem?2
Pseudomo2
Pseudomo3
Ralstoni2
Xanthomo?2
xanthomo3
Bordetel1
Yersinial
Vibriopar
Vibriovul
Vibriocho
Bacteroi2
Nitrosom2
Deinococ1
Streptoct
Streptoc2
Streptoc5

Lactococl

clostrid3
clostrid5
clostridé
lactobac5
lactobac8
geobactel

wolbachi1
shewaneld
thermoan3

caulobact
Bifidoba1

dehaloco1

wiggleswo
ecoli
eferguson



Numero de acceso

Organismo

Dominio

Clave

110804074:3654885-3655652
16763390:4290265-4291032
29140506:3640059-3640826

37524032:338493-339260
15601865:1505418-1506203
148545259:5125580-5126335
212217688:530991-531806
34495455:974488-975234
39649689:124989-125825
34556458:71183-71881

157163852:1523241-1523924

46562128:1756281-1757036
46198308:564035-564787
16329170:2423621-2424349
186680550:5410307-5411038
162960844:7562063-7562839
32141095:259065-259841
119025018:1041321-1042115
218249165:50442-51203

167777849:2177053-2177802

116329799:1449242-1449994
45655914:2533875-2534627
21672841:1356164-1356901

119355857:2147117-2147866

34539880: 677401-678156

29374661:1899386-1900141

15668172:1505740-1506399

21226102:1513886-1514554
20088899:5683577-5684245
11497621:1163419-1164090
18976372:1771227-1771913
15896971:2358713-2359396
16081186:334841-335491
20093440:1666501-1667181
18311643:879522-880205
14518450:1712660-1713346
150401930:1655748-1656401
13540831:1351870-1352511
14589963:1638174-1638869
118430835:970493-971164
15789340:786530-787174
24473558:2045425-2046114

15678031:951977-952666

Shigella flexneri
Salmonella typhimurium
Salmonella enterica
Photorhabdus luminescens
Pasteurella multocida
Pseudomonas putida
Coxiella burnetii
Chromobacterium violaceum procarionte
Rhodopseudomonas palustris procarionte
Wolinella succinogenes
Campylobacter concisus
Desulfovibrio vulgaris
Thermus thermophilus
Synechocystis
Nostoc punctiforme
Streptomyces avermitilis
Streptomyces coelicolor
Bifidobacterium adolescentis
Borrelia burgdorferi
Leptospira biflexa
Leptospira borgpetersenii
Leptospira interrogans
Chlorobium tepidum
Chlorobium phaeobacteroidesprocarionte
Porphyromonas gingivalis procarionte

Enterococcus faecalis
Methanocaldococcus

jannaschii

Methanosarcina mazei
Methanosarcina acetivorans
Archaeoglobus fulgidus
Pyrococcus furiosus
Sulfolobus solfataricus
Thermoplasma acidophilum
Methanopyrus kandleri
Pyrobaculum aerophilum
Pyrococcus abyssi
Methanococcus maripaludis
Thermoplasma volcanium
Pyrococcus horikoshii
Aeropyrum pernix
Halobacterium
Sulfolobus tokodaii
Methanothermobacter

thermautotrophicus

procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte

procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte
procarionte

procarionte
Arquea

Arquea
Arquea
Arquea
Arquea
Arquea
Arquea
Arquea
Arquea
Arquea
Arquea
Arquea
Arquea
Arquea
Arquea
Arquea

Arquea

shigellaf
salmonelt
salmonele
photorhab
pasteurel
pseudomo6
coxiellab
chromobac
rhodopseu
wolinella
campylob1
desulfovi
thermusth
synechocy
Nostocpun
streptom1
Streptom?2
bifidoba2
borreliab
leptospir
Leptospii
Leptospi2
chlorobi1
chlorobi2
Porphyrom
Enterococ

Metjanna

Metmazei
Metacet
Argloful
Pyrfurio
Sulfsolf

Theracid

Metkand

Pyroaero

Pyroabys

Metmarip

Thevolcan
Pyrohori

Aeroprnx
Halobac
Sulftoko

Metther




Anexo 2. Alineamientos multiples de secuencias de TIM.

Eucariontes

e
(=]

40 50

HomoSapie RMF F V E A-D--lMEVVCA
Macacamul RKFFVYV E A-D--JMEVVRA
bostaurus RKF FV E A-H- - BEEERENC A
canisfami RIEF FV E A-- - EWN V¥ C A
Danioreri RSF F V E D‘- .- - DvvcC
pantroglo RIKF FV E A-D--lBEVVCA
Pongoabel RKFFV E A-B- -BENNC A
chicken RKFFV E -lEVVC
hyzaasia; = == 0 2 sooeotels —ees ot ? E VEVVCEGA
Rattusnor R F ¥ E EVVCA
musmuscul R F [V E EVVCA
Xenopusla R F [V E EVVC
Susscrofa R F |V E EVW¥ICA
Bombyxmor R \"A" V E V.V VP A
drosophil R C¥ A
Culextars R Ci¥ A
Taeniasol R FV ADI V A
Schistos1 RIMF F V I S
Schistos2 R KF FV F
Candidaal R@F FV VIEiV YV A
Debaryomy RQF FV VEVV A
Coprinops RiS |E FI¥ A
Caenorhab RIMF FV VDVVVA A
Plasmodiu RKYFV S
Dictyoste R@MF F V v D. Y
Neurospor RKFFV AEVVI A A
Aspergill RF FV A
Yarrowial REMF F V E
Paracocci RKFFV A
Kluyverom REMF F I VEVYV P A
Schizosac RKFF v E.

Candidagl RERF F VEVV A
Saccharom REWF F VEVV A
Ashbyagos REMF F VEVV P A
Giardiala R F S vVDVYV A
Entamoeba R \% A-V EVI VEIVPF
Lmexicana | D--VECVVA F
Trypanoso -D--VEECVVA F
Zeamays SD-VVEVVVS Y
Oryzasati -D--¥NVDVVVA =
Scereale B - - VRN A F
Coptisjap VVEVVVS ) (
Phybrida VVEVVVS Y
Hordeumvu -VVEVVVS 4 ¢
Streptocl - - D.V S A
Enterococ --VDAV SPA
Clostrid1 =i .E VVVIGVPF
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HomoSapie SERR SIBE ANAE VI AC E REA
Macacamul S [EiRAR: SIBE ANNS E VIEAC E REA
bostaurus SERR SDE ABA E VIRA C E REA
canisfami SERR F SDE ABAE VIR A C E REA
Danioreri S EIRR F SIBE CHE S VI AC E REA
pantroglo S BN b SDE ANAE VI AC E REA
Pongoabel S B E SIBE ABAE VI AC E REA
chicken SERR F SDE ABA E VI AC = REA
Oryziasla SERR F SDE AME S VI AC E RE.
Rattusnor SERR F SIBE AMS E VIRA C : REA
musmuscul S Bl F SDE ABA E VI AC E: REA
Xenopusla S ElRR F CIBE ANS E VIR A C E REA
Susscrofa S [ERER: F; SDE ABAE VIRA C E REA
Bombyxmor S [ENE E DE ANNE S Vi AC E RYES S
drosophil SERR F SDA ABAE VI AC E REA
Culextars S ER"R F SDE ANA E VI AC E REA
Taeniasol SsERRMI FeesN Allos VIPCIGE REA
Schistos1 SERR E SDE A VI AC E RES
Schistos2 SERR F SDE A VVAC E RES
Candidaal SERR 1 SIBEF A v C E

Debaryomy SERR | S DDF I A v & E

Coprinops S [ElER SEVVA A s C E

Caenorhab S IBIRTR E S DA. A VVFC E

Plasmodiu FERR EMiDE DV R S AVVC E

Dictyoste S [BIR R ESSENI Al v C E

Neurospor S BN ESIRE F A VI WC E

Aspergill SERR DEF A VIRF C E

Yarrowial S [EIRIR: ESSEWEBA A v © E

Paracocci S [ENNa EBEBE FVA Al v & E

Kluyverom S [ENNE E.D E nV A A v & E

Schizosac S [ERER: E SIBDEFIVA A B A C E

Candidagl SERR EDD A v (& E A
Saccharom SERR EDD A v (& E A
Ashbyagos S [ElRaR EDDE A v i E A
Giardiala SERR ENED E VI F CVISE A
Entamoeba SERR B S E VIBRAC = A
Lmexicana SERR EQED E VI AC E EA
Trypanoso S IBIRER: E E VI VCVIGE EA
Zeamays S B ESHEEF VI ACVIGE EA
Oryzasati S e E D DIQIF | VI AC E EA
Scereale S B EERBE F VMAC E EA
Coptisjap S (B E SME F VI ACVIGE EA
Phybrida S [Ept E SIME F VI ACVIGE El S
Hordeumvu SER El S S IESE VI ACVIGE EA
Streptocl SER E B D 1 Eil C CINE EA
Enterococ SER EJMD E D F CCINE A
Clostrid1 SER ERDE |[IC VISIE E.
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Anexo 3. Alineamiento de las secuencias ancestrales de TIM de eucariontes inferidas por

maxima verosimilitud, comparada con secuencias de TIM extantes.
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Anexo 4 . Mapas de plasmidos de TIMs ancestrales. A) mapa de TIM63, se muestra el
esquema donde se ven los sitios de corte para diferentes enzimas. Se puede ver que Ndel se
encuentra del lado 5’ mientras que BamHI y Xhol se encuentran del lado 3’. El mapa de
TIM52 es analogo. B) Mapa de TIM55. Se puede ver que a diferencia del mapa en A, Xhol se

encuentra del lado 5’, junto a Ndel y del lado 3’ s6lo se encuentra BamHI.
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