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RESUMEN

Los seres vivos se enfrentan continuamente a una serie de retos a su supervivencia, para
lo cual han desarrollado diversas estrategias adaptativas. En el caso de los seres que
viven en temperaturas extremas, la naturaleza de sus proteinas ha tenido que cambiar
con el proposito de que puedan desempefiar su actividad biol6gica cabalmente sin perder
su estructura nativa. Los mecanismos fisicos por los cuales esto ocurre son poco claros y
se necesita generar mas informacidbn sobre el proceso de adquisicion de la
termoestabilidad en estas macromoléculas. Para resolver esta pregunta se eligio trabajar
con la enzima triosafosfato isomerasa (TIM), que por su ubiquidad y robustez mutacional
es un excelente modelo para estudiar la evolucion en proteinas. Especificamente se
trabajé con la TIM de arqueas, ya que en este grupo se encuentran los organismos que
viven en temperaturas mas elevadas. En aras de hacer un estudio evolutivo adecuado, se
opto6 por utilizar el método filogenético comparativo para corroborar y definir la existencia

de adaptaciones en las TIMs termoestables.

A través del analisis filogenético de 242 secuencias de TIMs de arqueas se
seleccionaron tres TIMs de las siguientes especies del orden Methanococcales: los
mesofilos Methanococcus aeolicus (MaTIM) y Methanococcus maripaludis (MmaTIM), y el
hiperterméfilo Methanocaldococcus jannaschii (MjTIM). MaTIM y MmaTIM no se pudieron
expresar de manera soluble a 37°C en células de E. coli, por lo que se establecieron
protocolos de purificacion en condiciones desnaturalizantes y a bajas temperaturas, cuyos
rendimientos no permitieron una caracterizacion fisicoquimica de estas secuencias. MjTIM
se expresO solublemente y se obtuvieron datos sobre su actividad catalitica, estado
oligomérico, desnaturalizacion térmica y quimica. Esta enzima tetramérica tiene los
valores de temperatura media de desnaturalizaciéon (111.8°C) y energia de activacion
(971.63 kJ molt) méas altos reportados para una TIM, ademas de tener una eficiencia
catalitica elevada a 25°C (1.4 x 108 Mt s%).

La alta termoestabilidad y actividad catalitica de MjTIM plantean algunas dudas sobre
el proceso evolutivo de estos parametros con respecto a sus parientes mesofilos,
especialmente si se considera que el ancestro de todos los Methanococcales
probablemente era un organismo termdfilo, lo que vuelve relevante evaluar las fuerzas

evolutivas implicadas en la estabilidad a altas temperaturas de las proteinas.
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INTRODUCCION

La vida en condiciones extremas

Desde la cima de la montafia mas alta hasta el rincén mas recéndito en el océano, existe
una diversidad enorme de seres vivos que crecen y se reproducen continuamente desde
hace miles de millones de afos. En esta distribucion geografica tan grande es comudn ver
que la vida florece aun en condiciones que, desde nuestra perspectiva, parecen extremas.
Estos extremos pueden ser en temperatura, radiacion, presién, salinidad, pH, desecacion,
etc. Al conjunto de organismos que viven en este tipo de condiciones se les llama
extremofilos, y hablar de ellos es sinbnimo de muchos microorganismos procariontes, los
cuales, a pesar de su diferenciacion morfolégica tan limitada, cuentan con una serie de
mecanismos estructurales y quimicos que les permiten habitar practicamente en todos los
ambientes. Los extremdfilos rara vez pueden sobrevivir en condiciones menos intensas,
esto se debe principalmente a que sus adaptaciones para la vida en esas condiciones les
hacen ser sumamente especializados y no les permiten vivir de otra manera (Schlegel &
Jannasch, 2006).

La forma mas facil de sobrellevar los ambientes extremos es mantener esos ambientes
“fuera” de la célula. Para la radiacién y el dafo oxidativo, se producen diversos
antioxidantes, pigmentos y sistemas especificos para la reparaciéon del dafio. En
condiciones de alta salinidad o desecacion, los organismos regulan la cantidad de
osmolitos en el medio intracelular para mantener la cantidad de agua necesaria para el
funcionamiento adecuado de sus macromoléculas. Aquellos organismos que viven en
ambientes de pH extremos mantienen un pH interno muy similar al de los organismos que
viven con condiciones mas neutras, lo que se logra a través de distintos mecanismos
como la sobre-expresiéon de distintas bombas de protones o a su capacidad de

amortiguamiento quimico interno (Rothschild & Mancinelli, 2001).

Sin embargo, existen condiciones ambientales que son imposibles de mantener
apartadas del medio celular, la temperatura es un buen ejemplo. Segun su temperatura
optima de crecimiento (T.0.), los organismos se clasifican en: psicrofilos, por debajo de
15°C; mesdfilos, entre 15 y 60 °C; termdfilos, entre 60 y 80°C; e hiperterméfilos, por arriba
de los 80°C. Termdfilos e hipertermdfilos tienen que lidiar contra la fluidez incrementada

de sus membranas a altas temperaturas, y con la desnaturalizacion y descomposicion
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quimica de sus acidos nucleicos y proteinas. Para mantener la integridad celular, estos
organismos cambian la composicion lipidica de sus membranas con respecto a sus
parientes mesdfilos, favoreciendo el uso de &cidos grasos saturados, por ejemplo
(Rothschild & Mancinelli, 2001). El incremento en la concentracion de sales divalentes
protege al DNA de la depurinacién y la hidrélisis, y una proporcién de guaninas y citosinas
incrementan la estabilidad térmica, o termoestabilidad, de los acidos nucleicos (Rothschild
& Mancinelli, 2001). Para lipidos y acidos nucleicos, las estrategias adaptativas utilizadas
por los termofilos e hipertermdfilos son relativamente las mismas, pero en el caso de las

adaptaciones de las proteinas a la temperatura los mecanismos implicados son distintos.

Mecanismos de termoestabilidad en proteinas

Las proteinas de organismos termofilos muestran una estabilidad térmica intrinseca
elevada, pero sus estructuras son muy similares con sus homoélogos mesdéfilos. Su
termostabilidad ha sido sujeta a mdultiples estudios tedricos y experimentales, pese a ello
Nno se reconoce ninguna estrategia adaptativa general por la cual las proteinas terméfilas
adquieran una termoestabilidad tan elevada (Jaenicke & Sterner, 2013; Sadeghi et al,
2006). La razon principal de esto es que, al parecer, la estabilidad a la temperatura es una
caracteristica que surge de una miriada de modificaciones estructurales en la proteina, y
estas modificaciones no se presentan de manera consistente entre las distintas familias, e
incluso llegan a ser diferentes entre los miembros de una misma familia (Szilagyi &
Zavodszky, 2000). La termoestabilidad se ha atribuido, entre otras cosas, a cambios en la
composicion de aminoacidos de la secuencia, particularmente en el incremento en el
contenido de aminoacidos cargados e hidrofébicos y al decremento de residuos polares
sin carga; al incremento en el nUmero de prolinas en asas, mejor empaguetamiento de los
atomos, acortamiento de asas, menor numero de cavidades, cavidades mas pequefas,
incremento en la superficie de area oculta por oligomerizacion, incremento en el contenido
de hélices, incrementos en el area de superficie polar, incremento en el nimero de
puentes de hidrogeno y puentes salinos, entre otros (Razvi & Scholtz, 2006; Sadeghi et
al., 2006; Kumar & Nussinov, 2001; Szilagyi & Zavodszky, 2000).

13



La evolucién en laresolucion de problemas de la bioquimica
Uno de los objetivos mas importantes en la bioquimica es comprender cédmo la secuencia

de una proteina determina sus propiedades y funcion. Una pregunta derivada seria
¢cudles son las bases fisicoquimicas de la termoestabilidad en las proteinas? Una
manera de acercarse a la respuesta es explorando experimentalmente sobre el espacio
de secuencias de proteinas; sin embargo, el espacio posible de secuencias es tan vasto
que es imposible analizar mas que una muy pequefia porcién del mismo. El analisis
evolutivo resulta una herramienta complementaria muy potente para acercarse a una
posible respuesta. A diferencia de lo que podemos aspirar a lograr en un laboratorio, la
evolucibn de proteinas puede verse como un “experimento” masivo sobre la
diversificacién y optimizacion de la estructura y funcion de una secuencia polipeptidica
gue se ha llevado de manera paralela en el curso de miles de millones de afios. Sus
resultados persisten en los patrones de conservacién y variacion en las secuencias
encontradas hoy en dia. El estudio bioquimico, desde una perspectiva evolutiva, evalla el
papel de las fuerzas evolutivas sobre una propiedad fisica y responde cémo los cambios
en la secuencia de aminoacidos durante la evolucion moldearon una funcién o una
propiedad especifica de una proteina (Harms & Thornton, 2013). En este trabajo se
busca hacer un andlisis evolutivo de la termostabilidad utilizando como modelo de estudio

la enzima triosafosfato isomerasa.

14



ANTECEDENTES

El modelo de estudio: la triosafosfato isomerasa

Dentro de las diferentes conformaciones tridimensionales que pueden tomar las
secuencias polipeptidicas, el barril TIM es el tipo de plegamiento que parece ser el mas
recurrente en la naturaleza, ya que se encuentra en cerca del 10% de las proteinas
reportadas en el Protein Data Bank. El plegamiento tipo barril TIM (también llamado barril
(B/a)s) consiste en un motivo B-asa-a-asa repetido ocho veces (ver Figura 1), con las ocho
hebras [ paralelas al interior del barril, cubiertas por ocho hélices a en el exterior
(Anantharaman, Aravind, & Koonin, 2003; Hdcker, Schmidt, & Sterner, 2002; Wierenga,
2001). La mayoria de los barriles TIM funcionan como enzimas y esta topologia se
encuentra en cinco de las seis familias definidas por la Enzyme Commision (Nagano,
Orengo, & Thornton, 2002). Los barriles TIM, sin importar el tipo de reacciéon que
catalicen, siempre presentan su sitio activo en la cara C-terminal, y en muchos de ellos se
ha observado un motivo de unién a fosfato en la hebra B7, lo anterior sugiere que este
plegamiento tiene un origen monofilético (Copley & Bork, 2000). Debido a su enorme
variedad en funciones, su origen evolutivo comln y a su ubiquidad en distintos tipos de
proteinas, el barril TIM representa un tipo de plegamiento de gran interés evolutivo y
biotecnoldgico.

Figura 1. La topologia de barril TIM. a) Representacion esquematica de la estructura
secundaria de un barril TIM. b) Representacion tridimensional de un barril TIM. En rojo y
rodeando la estructura se encuentran las hélices a, en amarrillo y al interior de encuentran las
hebras 3, en verde las asas que conectan la estructura (PDB: 4Y90 cadena A)
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El plegamiento de barril TIM fue nombrado asi por la primera enzima en la que se
observo: la triosafosfato isomerasa (TIM, EC 5.3.1.1). La TIM es una enzima importante
en la glucdlisis, gluconeogénesis, sintesis de triglicéridos y en el ciclo de Calvin. Cataliza
la interconversion reversible del D-gliceraldehido-3-fosfato (G3P) a la dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) y es considerada, de manera histérica, una enzima cataliticamente
perfecta (Peimbert et al., 2008). En la naturaleza, la TIM siempre se encuentra en una
forma oligomérica, principalmente como un homodimero, conformado por monémeros de
250 residuos de longitud en promedio (Figura 2). Por su participacion en la via glicolitica,
esta enzima se encuentra conservada en la gran mayoria de los seres vivos, aunque los
porcentajes de identidad entre las secuencias de distintas especies pueden ser tan
elevados como 98.4% entre la TIM de humano y de conejo, o tan bajos como 12% entre
la TIM de Plasmodium falciparum y la de la arquea Pyrococcus furiosus (Peimbert et al.,
2008).

Figura 2. La triosafosfato isomerasa. Estructura tridimensional de una triosafosfato
isomerasa dimérica arquetipica. Hélices a en rojo, hebras $ en amarillo, loops en verde (PDB:
4Y90)

Se dice que el fenotipo de un organismo es robusto cuando no cambia pese a que
haya perturbaciones. Las perturbaciones pueden ser de tipo ambiental, como un
incremento en la temperatura o en la disponibilidad de nutrientes; o por mutaciones, que
se dan a nivel de genotipo. Estudiar el efecto de las mutaciones a través de la herencia es
relativamente sencillo, por lo que son de gran interés en una gran parte de las
investigaciones en biologia evolutiva. Mientras mas robusta es una molécula, es mas

probable que las mutaciones que en ella sucedan sean neutras, y por lo tanto no cambien
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su estructura o funcion. La robustez, en consecuencia, se podria interpretar como un
factor que afecta la capacidad de divergencia de un fenotipo; sin embargo, la evidencia
empirica sugiere un fendmeno completamente opuesto. La capacidad de un fenotipo de
explorar de manera neutral su red genotipica permite que las poblaciones de organismos
tengan una gran variedad de transfondos genéticos y por lo tanto un potencial adaptativo
(o evolucionabilidad) superior (Siegal & Leu, 2014; Wagner, 2012). Podemos ver a la TIM
como un ejemplo claro de esta robustez mutacional. Ademés del gran numero de
secuencias que conducen a la sintesis de esta proteina en distintas especies, Silverman y
colaboradores (2001) demostraron que al mutar la TIM de levadura en 182 posiciones
distintas, 142 mutantes exhibian una actividad catalitica similar a la nativa. Por estas
razones, el estudio evolutivo de esta enzima puede darnos mucha informacion sobre la

naturaleza de algunos procesos adaptativos.

LaTIMy latemperatura

La TIM es buen modelo para estudiar los mecanismos moleculares por los cuales las
proteinas se adaptan a temperaturas elevadas. Existen algunos estudios al respecto. La
TIM de la bacteria termdfila Bacillus stearothermophilus (T.O.: 55°C) es termoestable, y
presenta las siguientes caracteristicas respecto a otras TIMs mesdfilas: numero
incrementado de prolinas, reduccion en area y numero de sus cavidades; e incremento en
la superficie expuesta al solvente que se oculta por la dimerizacién de los mondmeros
(Delboni et al., 1995). La TIM de la bacteria hipertermofila Thermotoga maritima (T.O.:
80°C), por su parte, presenta otros mecanismos para alcanzar la estabilidad térmica. Esta
enzima se encuentra fusionada por su extremo N-terminal con el extremo C-terminal de
otra enzima. La fusién parece incrementar la estabilidad intrinseca del complejo, pero la
contribucién mas importante a su termoestabilidad esta dada por cambio en su estructura
cuaternaria, ya que esta TIM se asocia como un homotetramero, lo que incrementa la

superficie oculta durante el proceso de oligomerizacién (Maes et al., 1999).

La extremofilia se relaciona frecuentemente con especies del dominio Archaea. Una de
las razones es que los organismos que soportan las temperaturas mas elevadas
pertenecen a este clado (Battistuzzi & Hedges, 2009). Las TIMs provenientes de arqueas
presentan la particularidad de ser secuencias mas cortas por casi 20 aminoacidos en dos
regiones definidas cuando se hacen alineamientos multiples con las TIMs de bacterias y

eucariontes (Brasen et al., 2014), como se observa en la figura 3. Esta caracteristica hace
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gue las TIMs de arqueas se separen en un grupo monofilético bien definido (Ronimus &
Morgan, 2003).

HsTIM []

CeTIM

SeTIM v I
THTIM ' ‘ | I

ERTIM I I I

GoTIM

EUKARYA

GsTIM

NpTIM | |
EcTIM |
vmTIM

|
TxTIM |
MiTIM |
PTIM |

BACTERIA

NANN

MbTIM

KeTIM

MKkTIM

wrm || III[IW.

SmTIM

NNNN

HITIM

| !
Figura 3. Alineamiento de TIMs de los tres dominios de la vida. El alineamiento se realizd
con MAFFT (Katoh & Standley, 2013). Se indica de cuél dominio de la vida proviene cada
secuencia. Con lineas rojas diagonales se indican las regiones del alineamiento donde las
secuencias de arqueas no presentan aminoacidos respecto a Bacteria y Eukarya. Visualizacion
con Mesquite (Maddison & Maddison, 2017).

NmTIM J

Los estudios de caracterizacion de TIMs de arqueas son relativamente escasos y se
tiene informacion sobre ocho especies (ver tabla 1). La arquea mesofila
Methanobacterium bryantii (Kohlhoff, Dahm, & Hensel, 1996) y el psicrofilo
Methanococcoides burtonii (Dhaunta et al.,, 2013) tienen TIMs homodiméricas; sin
embargo, las TIMs de la mayoria de las arqueas termdfilas o hiperterméfilas se asocian
en homotetrameros a partir de la dimerizacion de dimeros (Figura 4). Este incremento en
el nimero del estado oligomérico se ha sugerido como el mecanismo adaptativo por el
cual las TIMs de arqueas se mantienen estables a temperaturas elevadas (Walden et al.,
2001, 2004).
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Figura 4. Estructura cristalogréfica de la TIM de Methanocaldococcus jannaschii. Los
tetrameros de la TIM de arqueas se asocian formando un dimero de dimeros, mostrados en la
figura mediante distintos colores. Se hace un acercamiento a la superficie de tetramerizacion,
donde la asociacién entre subunidades esta dada por puentes de hidrégeno y enlaces de Van
der Waals (PDB: 2H6R).

Problemas de interpretacion en la evolucion molecular

La adquisicion de la termoestabilidad es un proceso regido por la seleccion natural, ya
gue la temperatura ejerce una presion de seleccion fuerte sobre los organismos. Lo
anterior se comprueba con la correlacion positiva que existe entre la temperatura media
de desnaturalizacion (Tm) de una proteina y el habito de vida del organismo del que
proviene (Hart et al.,, 2014). Los estudios de termoestabilidad suelen hacer
comparaciones detalladas de las diferencias biofisicas y de secuencia entre proteinas
mesofilas y termofilas. Dichas diferencias se suelen interpretar como productos de la
seleccion durante el proceso de adaptacion a ambientes de altas temperaturas. No
obstante, explicaciones de esta nhaturaleza corresponden a un pensamiento
adaptacionista (Gould & Lewontin, 1979). Un argumento adaptacionista interpreta a la
seleccién natural como el agente causal mas importante en toda forma, funcion o
comportamiento organico, y le resta importancia a las limitaciones explicativas de esta
fuerza evolutiva. Las hipotesis evolutivas propuestas desde una postura adaptacionista
carecen de fundamento cientifico, ya que no reflejan lo que se sabe acerca del proceso

evolutivo y de las diversas fuerzas que lo moldean, como lo son la deriva génica, el flujo
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génico y los constrefiimientos ontogenéticos (para mas informacién ver material anexo).
Asi, las diferencias entre proteinas termofilas y mesdfilas se pueden deber a otros
procesos evolutivos ademas de la seleccion natural (Hart et al., 2014; Gould & Lewontin,
1979).

Una de las principales criticas que Gould y Lewontin (1979) hacen de los escenarios
adaptacionistas generan narrativas que caen en falacias ad hoc (las llamadas just-so
stories en inglés); en otras palabras, dan explicaciones “elegantes” que no se pueden
falsificar y son aceptadas no por su evidencia, sino porque parecen plausibles (Olson &
Arroyo-Santos, 2015; Gould & Lewontin, 1979). Este tipo de narrativas se critican porque
son argumentos circulares y tienen la libertad de aplicarse a cualquier situacién. La
circularidad en un argumento adaptacionista se refiere a que la presencia de cierto
caracter en un organismo se utiliza como Unica evidencia para inferir variacién heredable
en una poblacién ancestral y un régimen selectivo que favorecié algunas variantes sobre
otras, este escenario selectivo hipotético explica la presencia del caracter observado, y la
Unica evidencia para dicho escenario es la presencia del caracter. Un buen ejemplo se
encuentra en el caso del cuello largo de las jirafas. La historia consiste en que la seleccion
favorecié variantes con los cuellos mas largos en una poblacidn ancestral de jirafas de
cuellos relativamente cortos como resultado de su capacidad de acceder mejor al
alimento. Los cuellos de las jirafas actuales son largos como resultado de esta seleccion
natural inobservada aplicada sobre la variacion heredable ancestral del la longitud del
cuello, y esta seleccion debid ocurrir porque los cuellos de las jirafas actuales son largos y
les ayudan a comer de las hojas de los arboles altos (Olson & Arroyo-Santos, 2015; ver
figura 5).

Otro de los problemas que Gould y Lewontin denuncian en su articulo seminal de las
pechinas de la capilla de San Marcos (1979) es la “atomizacion del fenotipo”. Eso hace
referencia al acto de dividir a un organismo en un sinnimero de caracteres, y €s0s
caracteres sean explicados como estructuras Optimamente disefiados por la seleccion
natural por sus funciones; sin embargo, los organismos son unidades integradas, no
colecciones de objetos discretos. Definir qué es y qué no es un caracter bioldégico no es
un tema trivial, pero de manera general, la atomizacién del fenotipo se hace de maneras
muy inapropiadas. Lewontin (1978) mencionaba el ejemplo de la barbilla humana. La

evolucion morfolégica humana se puede describir generalmente como un proceso de
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progresion neoténica; es decir, los adultos e infantes humanos asemejan mas a las
formas fetales y jovenes de los chimpancés que a sus formas adultas. La excepcion a
esta regla de neotenia humana es la barbilla, que crece relativamente mas grande en
seres humanos, mientras que los chimpancés permanecen sin ella. ¢Cudl es la ventaja
adaptativa de tener una barbilla pronunciada? La respuesta es ninguna. La barbilla es un
subproducto de la interaccion de los procesos del desarrollo que dan origen a la
mandibula y a los dientes, por lo que la barbilla como caracter es una construcciéon mental
méas que una unidad real de la evolucion, asi que no es necesario asignarle un valor

adaptativo.

Supuestos

Poblaciones ancestrales de jirafas variaban
en la longitud del cuello

La variacion era heredable

Las jirafas de cuello corto tenian menos
@cceso a comida, ergo, menos adecuacion

Patron observado
Jirafas actuales comen de los drboles altos

Figura 5. Circularidad en las hipodtesis adaptacionistas. (Modificado de Olson & Arroyo-
Santos, 2015).

En el caso de la TIM de arqueas se asume que la tetramerizacion es la adaptacion por
la cual se adquiere termoestabilidad, pero este supuesto es precipitado. Como prueba de
ello se sabe que la TIM de Thermoproteus tenax no es un homotetrdmero estrictro, sino
gue se encuentra en un equilibrio dimero inactivo - tetramero activo, siendo ambas formas
estables a altas temperaturas (Walden et al., 2004). La TIM de Thermoplasma
acidophilum, por otro lado, es un dimero que no tetrameriza y su estabilidad parece estar
dada por una estructura compacta con asas reducidas (Park et al.,, 2016). Como se
menciond, la TIM es una enzima con gran robustez mutacional, eso implica que los

cambios neutros en su secuencia son comunes y su potencial adaptativo es elevado, por
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lo que hacen faltan estudios con una interpretacion evolutiva adecuada que permitan
corroborar cuéles cambios se dieron como consecuencia de la adaptacién a la vida a altas

temperaturas.

Las hipétesis adaptacionistas, como se mencion0 antes, consideran que la seleccién
natural es la fuerza evolutiva mas importante y resta poca importancia a otras fuerzas
evolutivas. Esa forma de pensamiento pertenece a una corriente de pensamiento llamada
adaptacionismo empirico, y es la forma en cuestion que Gould y Lewontin (1979)
criticaban. El adaptacionismo metodol6gico propone ver a la adaptacion no como la
explicacién de un caracter biolégico, sino como la forma de hacer investigacion al
respecto de ello. Esta corriente genera hipétesis que sugieren que un caracter X es una
adaptacion para Y condicion y somete a prueba estas hipétesis para corroborar su
veracidad. Asi, asumiendo que todos los caracteres son producto de seleccién natural y
estudiandolos como tal podemos reconocer aquellos que son genuinas adaptaciones y
descubrir el verdadero estatus e historia de aquellos que no lo son, cualquiera que éste
sea (Lewens, 2009). En aras de entender e identificar los procesos evolutivos implicados
en la evolucion de la termoestabilidad en la TIM de arqueas (o de cualquier otra proteina o
fenbmeno de interés evolutivo), este trabajo propone evaluar las propiedades
fisicoguimicas de estas proteinas desde la perspectiva del adaptacionismo metodoldgico.
Para lograrlo es importante conocer cuales son las metodologias que existen para

comprobar el estatus de un caracter como una adaptacion.

¢ Coémo estudiar adaptaciones?

El estudio de la adaptacion busca entender la adecuacién entre la forma y funcién de un
organismo en su entorno. Existen tres maneras de estudiar la adaptacion (Olson &
Arroyo-Santos, 2015; Olson & Rosell, 2015):

1. ElI método poblacional estudia la adecuacién de manera directa a través de las
diferencias asociadas con la variacion heredable entre los caracteres de una
especie. Un ejemplo de este tipo de estudios lo podemos encontrar en las flores
del género Impatiens, donde se supone que los espolones que generan el néctar
florar tienen rol evolutivo importante en la diversidad florar y la coadaptacion
planta-polinizador. Un estudio examind la variacion en el grado de curvatura de los

espolones de dos especies diferentes del género Impatiens para determinar si esta
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caracteristica se podria explicar adaptativamente. El estudio demostré6 que
mientras mas curvos eran los espolones, mayor era el contacto del polen con los
colibries que visitaban las flores, incrementando la adecuacion de la planta
(Travers, Temeles & Pan, 2003).

2. El método de optimalidad hace predicciones sobre la configuracion de méxima
adecuacion de un caracter dados ciertos criterios biofisicos establecidos por el
autor, y se evalla la concordancia entre el modelo y lo observado. Kacelnik et al.,
(1986) generaron un modelo matematico para predecir la recolecta de néctar de
abejas considerando la maximizacién de la relacion entre la energia que se aporta
al panal y la enegia gastada por la abeja obrera individual, encontrando una
correlacion entre la capacidad observada de carga de néctar y la capacidad de

carga generada por la simulacion.

3. El método de la convergencia analiza la homoplasia de caracteres en un contexto
selectivo parecido entre organismos lejanamente emparentado. Un ejemplo de
esto se encuentra en los peces tropicales de la familia Pieridae y Heliconidae, que
desarrollaron coloracién de manera independiente, y esta coloracion depende de
su habitos de vida, por ejemplo, los peces rojos de estas familias son
predominantemente nocturnos, y los grises son de actividad diurna (Longley,
1916).

El método de la convergencia tiene otra expresion llamada método comparativo
filogenético, el cual analiza la convergencia de manera cuantitativa a través de métodos
estadisticos. A diferencia del anterior, este método si incorpora informacion acerca del
parentesco de las especies al estimar la asociacién estadistica en el valor adaptativo de
una caracteristica en un grupo de organismos que no necesariamente comparten el
mismo ambiente. Este método también nos habla de convergencia, ya que nos dice si la
presencia de una caracteristica en una especie dada en ciertas condiciones se da
independientemente de sus relaciones de parentesco (Olson & Arroyo-Santos, 2015;
Olson & Rosell, 2015).

El andlisis de la convergencia es el método més utilizado para evaluar si un caracter

tiene valor adaptativo. Su uso puede brindarnos informacién importante sobre los
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origenes evolutivos de la estabilidad de las proteinas a altas temperaturas. Un
antecedente importante sobre el uso del método comparativo filogenético en el estudio de
la termoestabilidad lo encontramos en el trabajo de Hart y colaboradores (2014). En este
articulo los autores evaluaron la termoestabilidad en la ribonucleasa H1 de bacterias
mesodfilas y termdfilas, utilizando el método comparativo filogenético. En él descubrieron
que si bien existe una correlacion estadistica entre el incremento en la Ty, y los ambientes
de alta temperatura, los pardmetros fisicoquimicos que determinan la Tr, como lo son el
cambio en la capacidad calorifica (ACp), la temperatura de maxima estabilidad (Ts) y el
cambio en entalpia del proceso de desplegamiento (AH), no correlacionan
estadisticamente con el habito de vida del organismo para estas proteinas, por lo que los
mecanismos de estabilizacion no fueron moldeados por la seleccion natural, sino,

probablemente, por cambios neutrales.

Este trabajo busca utilizar el método comparativo filogenético con una caracterizacion
fisicoquimica de la TIM de arqueas de habitats distintos, en un contexto filogenéticamente
relevante, con el propdsito de tratar de entender mejor la termoestabilidad desde una

perspectiva evolutiva en esta familia tan importante de proteinas.
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JUSTIFICACION

Con el advenimiento de la biologia molecular y la promesa de que esta disciplina era
suficiente para explicar la complejidad de los sistemas vivos, la biologia se fragmentd, no
sélo en lo disciplinario, sino también en lo institucional, entre la biologia evolutiva, que
busca dar explicaciones de carécter historico, y la bioquimica, que interpreta la vida en
términos de sus causas fisicas. Esta division ha afectado el andlisis de muchos
fendbmenos bioldgicos, ya que los bioquimicos suelen tener una nocidén errénea de
algunos conceptos evolutivos bésicos, y los bidlogos evolutivos no son capaces de
entender a las moléculas como particulas funcionales cuyo comportamiento se entiende a
través de sus propiedades fisicas. Con el tiempo, nuevas estrategias experimentales que
buscan superar este cisma han surgido, e incorporan informacién de ambas escuelas

para la resolucién de distintos problemas (Harms & Thornton, 2013).

Este trabajo busca comprender las bases moleculares de la termoestabilidad de las
proteinas desde un punto de vista evolutivo. La intencion de utilizar este enfoque es tratar
de abarcar la gran complejidad histérica y fisicoquimica propia del fenémeno de
adquisicion de la estabilidad a la temperatura en proteinas, el cual permite la

supervivencia de una serie de organismos que se desarrollan en condiciones extremas.
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HIPOTESIS

La caracterizacion fisicoquimica comparativa filogenética de la triosafosfato isomerasa de
arqueas que habitan en diferentes temperaturas nos puede ayudar a reconocer las
estrategias evolutivas que moldearon la adquisicién de estabilidad a altas temperaturas en
esta familia de proteinas.

OBJETIVOS

Objetivo general

e Hacer un estudio comparativo sobre las propiedades fisicoquimicas de la

triosafosfato isomerasa de tres arqueas cercanamente emparentadas

Objetivos particulares

e Analizar filogenéticamente la TIM de arqueas para la seleccion de especies en un
contexto filogenéticamente relevante

e Expresar y purificar las enzimas elegidas para el estudio

e Medir los parametros cataliticos de las enzimas

e Determinar su estado oligomérico

e Estudiar su desnaturalizacién por temperatura y por agentes quimicos
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MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos mencionados en el siguiente trabajo se compraron en Sigma-Aldrich

(©), salvo aquellos donde se especifique lo contrario.

Andlisis filogenético de las TIMs del dominio Archaea
Para hacer la eleccion de las secuencias a trabajar se hizo una base de datos de las

secuencias de proteinas reportadas en el NCBI para la triosafosfato isomerasa del
dominio Archaea. Los genes fueron elegidos uno a uno para evitar tener secuencias
repetidas o mal anotadas en el NCBI. Las secuencias descargadas fueron alineadas con
el servidor PROMALS3D, que puede construir alineamientos mdultiples de secuencias
utilizando informacion de la estructura tridimensional a partir de archivos de coordenadas
(Pei, Kim & Grishin, 2008). El alineamiento se afiné con las estructuras reportadas en el
Protein Data Bank (PDB) de TIMs de arqueas. El modelo de substitucién de aminoacidos
de las secuencias alineadas se eligié con ayuda del programa PartitionFinderProtein v
1.1.0 (http://mww.robertlanfear.com/partitionfinder/), el cual compara de manera
estadistica el ajuste de distintos esquemas de particion y modelos de substitucion para
mejorar la reconstruccién filogenética. Las secuencias fueron procesadas utilizando una
matriz de substitucién de aminoacidos LG+CAT (Stamatakis, 2014; Le & Gascuel, 2008).
Se construyeron arboles filogenéticos con los alineamientos mudltiples de secuencias
obtenidos con la ayuda del servidor CIPRES (Miller, Pfeiffer & Schwartz, 2010), utilizando
la herramienta para inferencia filogenética de méaxima verosimilitud RAXML (Stamatakis,
2014), y se obtuvo el arbol de maxima verosimilitud encontrado heuristicamente. Los
arboles generados se visualizaron y editaron con el programa FigTree v 1.4.3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Subclonacidon de los genes seleccionados en vector de expresion
A partir de las secuencias de aminoacidos seleccionados, se extrajeron del NCBI las

respectivas secuencias de nucledtidos. Las secuencias elegidas fueron flanqueadas con
sitios de restriccion para Ndel en el extremo 5’ y Xhol en el extremo 3’, en aras de facilitar
la subclonaciéon a otros vectores. Los genes de las TIMs de Methanococcus aeolicus
(MaTIM) y Methanococcus maripaludis (MmaTIM) fueron optimizados para el uso

preferencial de codones de Escherichia coli con el algoritmo OptimumGene™ (GenScript
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®) y se mandaron a sintetizar en la empresa GenScript ®. Los genes se solicitaron en un
vector de almacenamiento pUC57 (GenScript ®), que cuenta con un casette de
resistencia a ampicilina. Los plasmidos se transformaron en células quimicompetentes
DH5-a (Agilent Technologies ©) mediante choque térmico. Las células se cultivaron a
37°C por toda la noche en medio LB liquido con ampicilina. Los pladsmidos se purificaron
por la técnica de fenol-cloroformo. Haciendo uso de las enzimas de restriccion Ndel (10 U)
y Xhol (10 U) durante dos horas a 37°C, se recuperdé el gen del plasmido de
almacenamiento. A partir del gel de agarosa 1% resultante de la digestion se recupero la
banda que corresponde al gen cortado y se purificé utilizando el kit QIAquick Gel
Extraction (Qiagen ©). Los genes purificados se subclonaron en un vector de expresion
pPET-28b(+) (Novagen ®) digerido con Ndel (10 U) y Xhol (10 U), con la ligasa de DNA T4
(Novagen ®) a 16 °C por 48 h, con una razén de ligacién vector-inserto de 1:5. El vector
pPET28b-(+) responde a la regulacién por lacl, y se puede inducir por un analogo de la alo-
lactosa, el isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG). Este vector introduce una etiqueta
de seis histidinas en la regiébn N-terminal de la proteina expresada con una secuencia de
reconocimiento para la proteasa trombina, permitiendo la remocién de la etiqueta (aunque
las secuencias quedan con tres aminoacidos extra), confieriendo de resistencia a la
kanamicina. Se pidieron genes no optimizados de MaTIM y de la TIM de
Methanocaldococcus jannaschii (MjTIM) en la empresa Epoch Life Science, Inc.
directamente en el vector de sobre-expresion pET28b(+) (Novagen ®) con etiqueta de

seis histidinas, y se sigui6 la misma metodologia para su transformacién en E. coli.

Pruebas de sobre-expresion
Se realizaron pruebas de sobre-expresién en volumenes pequefios de cultivo para

comprobar la produccién de las proteinas. Se hicieron pre-inéculos de las cepas en tubos
de ensayo con 10mL de medio LB con kanamicina (30 mg mL*) a 37°C y 250 rpm durante
toda la noche. Se transfirieron 100 pL de las células cultivadas a medio Luria-Bertani (LB)
con kanamicina (30 mg mL™?), las cuales se cultivaron a 37°C, 250 rpm hasta alcanzar una
D.O.s00nm €ntre 0.6 y 0.8. En ese punto se les agregd IPTG hasta una concentracion final
de 1 mM y se dejaron induciendo bajo las mismas condiciones durante 4 h. Las células se
recuperaron mediante centrifugacion a 14,549 x g por 3 minutos, y se resuspendieron en
400 pL de buffer para sonicacién Tris 100mM, KCI 150mM, EDTA 1mM, pH 7.7. Las
células se lisaron por sonicacién en frio con 4 ciclos de 10 segundos con 10 segundos de

descanso. Ulteriormente, los lisados se centrifugaron por 6 minutos a 14,549 x g a 4°C.
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Se recuper6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié en el mismo de buffer de
sonicacion empleado. Sobrenadante y pellet fueron analizados en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida al 12%, que se tifileron con azul de Coomasie, para corroborar la

produccién de proteina y si ésta se encontraba o no soluble.

Las pruebas de sobre-expresion se realizaron en las siguientes cepas quimiocompetentes

de E. coli:

1. E. coli BL21(DE3)pLysS. Codifica para la RNA polimerasa T7 bajo el control de un
promotor lac UV5. Ademds, codifica para la lisozima de T7 para controlar la
expresion basal de la proteina recombinante por T7 (Invitrogen, 2010b).

2. E. coli BL21-Gold(DE3)pLysS. Control basal de la expresion de T7. Carente de las
proteasas Lon y OmpT. Alta eficiencia de transformacion (Agilent Technologies,
2010).

3. E. coli ER 2566. RNA polimerasa T7 insertada en el gen lacZ, sin control basal.
Deficiente de lon y opmT (New England Biolabs, 2017).

E. coli LMG194. Cepa de lento crecimiento (Invitrogen, 2010c).
E. coli Rosetta(DE3)pLysS. Control basal de T7. Cuenta con tRNAs para codones
de uso infrecuente en E. coli (Merck Millipore, 2017).

6. E. coli BL21-Al. RNA polimerasa T7 en el locus araB del operén araBAD,

regulando la expresion de T7 por arabinosa. Carente de las proteasas Lony OmpT

(Invitrogen, 2010a).

Purificacién en condiciones desnaturalizantes
Se hicieron cultivos en células de E. coli BL21(DE3)pLysS transformadas con las

proteinas de interés en tubos de ensayo con 10 mL de LB con kanamicina (30 mg mL?) a
37°C, 250 rpm por toda la noche. Se inoculé 1 mL del cultivo resultante en matraces
bafleados de plastico con 1 L de LB con kanamicina (30 mg mL?) y se dej6 creciendo
hasta alcanzar una D.O.s0onm entre 0.6 y 0.8, y se agrego IPTG hasta una concentracion
final de 1 mM. Los cultivos se dejaron induciendo por 16 h a 37°C, 250 rpm. Las células
se recuperaron por centrifugacion a 15,250 x g por 15 minutos, se resuspendieron en
buffer NaH.PO, 35mM, NaCl 300mM, Imidazol 5 mM, PMSF 20mM, pH 8.0. Las células
se lisaron por presion en una prensa de French con cuatro ciclos de 2,000 psi. Los lisados
se centrifugaron a 26,890 x g a 4°C por 15 minutos, descartando el sobrenadante y

congelando los pellets.
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Se ejecutd el protocolo para aislamiento de cuerpos de inclusion, para lo cual, se
derritieron los pellets en hielo y se suspendieron en 20 mL de buffer LEW (50 mM
NaH,PO,4, 300 mM NacCl, pH 8.0) con lisozima 1 mg mL? y se dejaron agitando en hielo
por 30 minutos. Se sonicaron en frio en ciclos de 15s x 15s durante 15 minutos. Se
centrifugd a 15,000 rpm a 4°C por 30 minutos y se descart6 el sobrenadante. Se hizo un
lavado del pellet en buffer LEW, se centrifugd a 26,890 x g a 4°C por 30 minutos,
descartando el sobrenadante. El pellet se resuspendié en buffer DSB (50 mM NaH2PO.,
300 mM NaCl, 8 M urea, pH 8.0) y se sonic6 en frio en ciclos de 15 s x 15 s hasta
observar la disolucibn completa del pellet. Las soluciones se dejaron agitando en frio a 5

rpm hasta el momento de su uso.

Los cuerpos de inclusién resuspendidos se centrifugaron a 26,890 x g a 20°C por 30
minutos, recuperando el sobrenadante. Se preparé una columna de afinidad a niquel
Protino Ni-TED (Machery-Nagel ©) por gravedad, equilibrada con buffer DSB, y se inyecté
la proteina, previamente filtrada. Se lavo la columna con DSB y posteriormente se eluyo la
proteina en un gradiente con buffer DSB con 250 mM de imidazol. Se recuperaron
fracciones de 14 mL para el posterior analisis de la presencia de la proteina en geles

desnaturalizantes de poliacrilamida al 12%.

Se hicieron dialisis en membranas tubulares de celulosa con un corte de 12 kDa para
eliminar la urea del medio, primero en buffer LEW con 4 M urea y posteriormente en buffer
LEW sin urea. Para dializar, se colocaban las membranas con la proteina al interior en
vasos de precipitado llenos con el buffer por el que se requeria cambiar, para todos los
casos se hicieron dos cambios con 3 horas de diferencia y un cambio de 8 horas, todo en

frio y con agitacion suave.

La proteina sin urea se dializé en buffer Tris 50 mM, pH 8.0 para realizar el corte de la
etiqueta de histidinas, utilizando el kit Thrombin CleanCleave de Sigma Aldrich ®, por
cuatro horas. La proteina cortada recuperada se dializé en buffer NaH,PO. 35 mM, NaCl
300 mM, Imidazol 5 mM, pH 8.0 (fosfatos) para inyectarla en una columna de afinidad a
niquel Protino Ni-TED (Machery-Nagel ©) acoplada a un sistema FPLC (GE ©), en aras

de eliminar cualquier contaminante inespecifico y proteina no cortada.

La proteina sin cola de histidinas se dializé en buffer Trietanolamina 10 mM, EDTA 1
mM, DTT 1 mM, pH 8.0 (TED 10:1:1), y se inyecté en una columna de intercambio

anionico Mono Q (Pharmacia Biotech ®) acoplada a un sistema FPLC (GE ©). La elucion
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se hizo con TED 10:1:1 con un gradiente de 1 M de NaCl. Las fracciones se colectaron y

se almacenaron a 4°C para su uso posterior.

Sobre-expresion a bajas temperaturas y purificacion.
La formacion de cuerpos de inclusiéon en E. coli generalmente se debe a altos niveles de

expresion heterdloga, que produce agregados de la proteina producida en exceso (Singh
et al, 2015). Aunque las proteinas en cuerpos de inclusibn generalmente pueden
replegarse, el rendimiento es muy variable. Una técnica que ayuda a incrementar la
solubilidad de las proteinas recombinantes que tienden a agregarse es expresar el
polipéptido deseado a bajas temperaturas, lo que ademas limita su degradacién por
proteasas de choque térmico (Vasina & Baneyx, 1996). En colaboracién con la Dra.
Norma Adriana Valdez Cruz y el Dr. Mauricio Trujillo Roldan del Departamento de Biologia
Molecular y Biotecnologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas se cultivaron células
de E. coli BL21(DE3)pLysS transformadas con los plasmidos de interés en tubos de 10
mL con LB por toda la noche a 37°C. Se inocul6 1 mL de dichos cultivos en matraces
bafleados de vidrio con 250 mL de LB que se cultivaron a 12°C hasta alcanzar 1 D.O.soonm
para aclimatizar a las células para soportar las bajas temperaturas. Se hicieron pruebas
de sobre-expresion a 12°C por 72 h con las células aclimatizadas en 250 mL de LB con
kanamicina (30 mg mL?) hasta alcanzar una D.O.sonm €ntre 1-1.5, se agregé IPTG
hasta una concentracion final de 1mM. Las células se lisaron las células por sonicacion y

se corroboro la solubilidad de la proteina en geles de poliacrilamida al 12%.

Después de las pruebas se escalaron los cultivos a 1 L de LB con kanamicina (30 mg
mL?) en fermentadores de tanque agitado a 15°C con 0.5 mM de IPTG, manteniendo, por
velocidad de agitacién, una saturacion de oxigeno ~30% por 62 h. Las células
recuperadas se lisaron por presion en las condiciones anteriormente descritas. El
sobrenadante se inyect6 en una columna de afinidad a niquel HisTrap (GE®©) acoplada a
un sistema FPLC (GE ©), se eluy6 con un gradiente de imidazol y se recuperaron las
fracciones con la proteina. Se eliminé la etiqueta de histidinas utilizando el kit Thrombin
CleanCleave de Sigma Aldrich ®, y se inyectdé nuevamente la proteina en la columna
HisTrap (GE®). Finalmente se inyect6 la proteina dializada en TED 10:1:1 en una
columna de intercambio aniénico Mono Q (Pharmacia Biotech ®). Se recuperaron las

fracciones y se concentr¢ la proteina resultante.
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Purificacién de MjTIM
Se hicieron cultivos en células de E. coli Rosetta(DE3)pLysS transformadas con la

proteina deseada en matraces bafleados de plastico con 1L de LB hasta alcanzar una
D.O.s0onm entre 1-1.5, donde se indujo con IPTG 1mM por 16 h a 37°C. Las células
recuperadas se lisaron por presién en las condiciones descritas. Dada la naturaleza
hipertermdfila de la proteina, el sobrenadante del lisado se calent6 en un bafio con agua a
70°C por 15 minutos para eliminar impurezas, y se centrifugd a 26,890 x g a 4°C por 15
minutos, recuperdndose el nuevo sobrenadante. Se inyectd la proteina filtrada en una
columna de afinidad a niquel HisTrap (GE©) acoplada a un sistema FPLC (GE©). La
proteina se eluyd con un gradiente de imidazol y se recuperaron las fracciones.

Finalmente se dializo la proteina en buffer NaH,PO4 10 mM, pH 8.0.

Determinacién de parametros cataliticos
Se determinaron los pardmetros cataliticos para corroborar la identidad de la proteina

purificada, asi como su correcto plegamiento. La actividad de la triosafosfato isomerasa
se mide a través de un ensayo acoplado a partir de la conversion de G3P a DHAP. El
DHAP se reduce a glicerol-3-fosfato por medio de la enzima a-glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (a-GDH, Roche ©), que oxida una molécula de NADH hacia NAD*. El
NADH absorbe a 340 nm, mientras que el NAD* no, asi el decremento en la absorbancia
a una D.O.3onm se utiliza para medir la actividad de la TIM (Gémez-Puyou et al., 1995;
figura 6). Con el valor de la pendiente, la cantidad de proteina en la celda de reaccién y el
coeficiente de absortividad molar del NADH a 340 nm (6,220 M? cm™) se obtiene la

actividad especifica en umoles de DHAP formados por minuto por miligramo de proteina.

NADH NAD*
0 \ / 0\\ o
o ;
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J |\ A2 \p//o p— Ho~ N oM
P —— HO o - V-
0/ \ - N [4]
H X TIM o] aGDH H
OH
Gap DHAP Glicerol-3-fosfato

Figura 6. Mecanismo acoplado para medir actividad de la TIM. La reaccion se lleva en
sentido G3P a DHAP. Se monitorea el decaimiento en la absorbancia del NADH (tomada de
(Romero-Romero, 2011).
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La reaccion se hizo en buffer TED 100:10:1, variando la concentracion de G3P de 0.025 a
3 mM, 0.2 mM de NADH, 20 ug mL* de a-GDH y 10 ng mL™ de proteina. La actividad se
monitoreo espectrofotométricamente a 25°C con un espectrofotometro Beckman DU7500
termoregulado (Beckman Coulter ©). Para M|TIM se hicieron ensayos cinéticos
adicionales a 15, 35y 45°C.

Caracterizacion espectroscépica de las proteinas
El dicroismo circular (DC) es una técnica para la caracterizacion estructural de moléculas

que nos puede dar indicios sobre los cambios en la estructura de las proteinas. La luz
polarizada plana est4 hecha de dos componentes polarizados circularmente de la misma
magnitud, uno rotando en contra de las manecillas del reloj y otro a favor. ElI DC se refiere
a la absorcion diferencial de estos componentes, que resulta en una radiacion polarizada
elipticamente. La sefial de DC se da por la presencia de croméforos quirales. En
proteinas, la sefial de DC debajo de 240 nm (o UV lejano) se debe al ambiente asimétrico
que la configuracion tridimensional adopta y genera una sefial caracteristica para cada
elemento de estructura secundaria (Greenfield, 2007; Kelly & Price, 1997). Los ensayos
de DC de MaTIM y MmaTIM se realizaron en un espectropolarimetro Jasco J-715. Los
ensayos de MjTIM se realizaron en un espectropolarimetro Chirascan (Applied
Photophysics ©) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience ®) para el control de la
temperatura. En todos los casos se siguio la sefial de DC de 180 a 260 nm de la proteina
a 0.1 mg mL? en buffer NaH.PO, 10mM, pH 8.0 a 25°C en una celda de cuarzo de 1 mm

de ancho.

Se analiz6 la composicion de estructura secundaria a partir de los espectros de DC
con el algoritmo de deconvolucién K2D3 (Louis-Jeune, Andrade-Navarro, & Perez-
Iratxeta, 2012).

Determinacién del estado oligomérico
Se corrobor6 el estado oligomérico de la proteina al incubarla por 24 h a 25°C a diferentes

concentraciones (0.5, 0.1 y 0.05 mg mL™?), para posteriormente aplicarla en una columna
de exclusién molecular analitica Superdex 200 10/300 GL (GE ©) acoplada a un sistema
FPLC (GE®©). Se hizo la calibracién del peso molecular y el radio de Stokes con los
estandares para filtracion en gel de BioRad®© y se incluyd una calibracion con la TIM de

Brucella mellitensis (BmeTIM) a 0.1 mg mL™.
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Desnaturalizacién por temperatura
La calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés) es un método

calorimétrico para estudiar los procesos inducidos por cambios en la temperatura. En
biologia es comunmente utilizado para estudiar las transiciones de fase de
macromoléculas. Se puede utilizar para obtener informacién sobre procesos de
plegamiento de proteinas y estabilidad térmica. En esencia, un dispositivo de DSC mide,
como funcién de la temperatura, la diferencia en la absorcioén de calor entre una celda de
referencia llena de solvente y una celda de muestra con la proteina de interés en un
solvente idéntico (Johnson, 2013). Los experimentos de DSC se realizaron en
colaboracion con el Dr. Miguel Costas Basin del Laboratorio de Biofisicoquimica de la
Facultad de Quimica, con el calorimetro capilar VP-Capillary DSC (Microcal ©). Para
determinar la reversibilidad en el desplegamiento térmico se calentaron 0.4 mg mL* de la
proteina en amortiguador NaH2PO4 10 mM, pH 8.0 a 90 K h', en un rango de 10 a 125°C.
Al llegar a la temperatura mas elevada, la muestra se lleva a la temperatura inicial y se
colectan dos trazas mas. Para evaluar el efecto de la velocidad de barrido en la T, se
hicieron experimentos en las mismas condiciones a 60, 120 y 150 K hl. Con los datos
obtenidos calculamos la energia de activaciébn involucrada en el proceso de

desplegamiento por temperatura tal como se indica en el tratamiento de los datos.

Desnaturalizacion por agentes quimicos
La desnaturalizacion quimica se evalué a través de los cambios en la sefial de DC a 222

nm de la proteina a 0.1 mg mL? en buffer de NaH.,POs 10mM, pH 8.0 en un
espectropolarimetro Chirascan (Applied Photophysics ©).

Para establecer el tiempo de equilibrio en la desnaturalizacion con hidrocloruro de
guanidinio (GdmHCI) se incubd la proteina a 25°C en concentraciones diferentes del
desnaturalizante en un rango de 0 a 7.5 M, midiendo la sefial de DC a 222 nm a las 24, 48
y 144 horas de incubacion. Se evalud la reversibilidad del proceso haciendo diluciones a
partir de un stock de proteina con 7.25 M de GdmHCI hasta 0.75 M del desnaturalizante
incubando 36 horas. Se adquirieron espectros de DC en 0y 7.5 M para el desplegamiento
y 0.75 M para el desplegamiento. Adicionalmente se midi6 la actividad catalitica de los
puntos de desplegamiento con 10 ng mL™* de la proteina disueltos en buffer TED 100:10:1
y 2 mM de G3P. Se consider6 al 100% como la actividad total para la proteina sin

desnaturalizante.
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Para la desnaturalizacibn con urea se incubd la proteina a 25°C en distintas
concentraciones del desnaturalizante en un rango de 0 a 8 M y se midié la sefial de DC a
222 nm por 24 y 144 h después de poner a incubar. Se tomaron espectros en el UV lejano
de 0y 8M de urea, y se midié la actividad catalitica a una concentracion de proteina de 10

ng mL2.

La concentracién de los stocks de GAmHCI y de urea se midié en un refractdmetro
Atago Nar-3T (Atago U.S.A. Inc.).

Tratamiento de los datos
Los pardmetros cataliticos se obtuvieron de los datos experimentales de las cinéticas con

diferentes concentraciones de G3P, que se ajustaron a un modelo no lineal de Michaelis-
Menten:

Vméx [S ]

Vo = —r
7 Ky + [S]

Dado que, en solucion acuosa, el G3P existe como diol y como aldehido en una
relacién 29:1, y que soélo la forma aldehido es catalizada por la TIM (Trentham, McMurray
& Pogson, 1969), se hizo una modificacion al valor de la Ky obtenida, con la cual se
obtuvo el valor de la eficiencia catalitica.

De los ensayos cinéticos a diferentes temperaturas se graficé el logaritmo natural de la
velocidad maxima contra el reciproco de la temperatura absoluta en la que se realiz6 el
ensayo para obtener el grafico de Arrhenius, del cual de extrapolaron los parametros

cataliticos a 85°C con una regresion lineal.

Las trazas de desnaturalizacion térmica por DSC se corrigieron al tiempo de respuesta
del calorimetro y se normalizaron con respecto a la concentracién de proteina. También
se les resto la linea base quimica para obtener la capacidad calorifica en exceso (Cp®©).
Ulteriormente se hizo un ajuste de los datos a un modelo de dos estados irreversible

Lumry-Eyring:

k
N->F

donde N es el estado nativo que, en un solo paso, alcanza un estado final (F) de cual es
incapaz de regresar, por lo que dicha conversion cinética esta descrita por una constante

de primer orden dependiente de la temperatura (k).
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El célculo de la energia de activacion (Ea) se hizo con tres métodos distintos segun
Costas et al., 2009:

1)

2)

3)

Del valor de Ea obtenido para cada uno de los ajustes al modelo de Lumry-Eyring

para cada velocidad de barrido se hizo un promedio

Se analiz6 el efecto de que tiene la velocidad de barrido (v) sobre la Tm, el cual

esta, en el modelo de Lumry-Eyring, esta dado por:

1 <v> tante — —A
n|—- )= constante — ——
T2 RT,,
Se hizo el gréfico de In(v/Tm?) contra 1/Tm, donde la pendiente por la constante R

nos da el valor de Ea.

Dado que la conversion entre N y F estd dada por una constante de primer orden
(k) que depende de la temperatura, el proceso se puede analizar de acuerdo a la

ecuacion de Arrhenius:

Ej/1 1
"”"P[‘H(?‘F)]

donde T* es la temperatura en la cual k = 1min y T es la temperatura en la cual se
evalla dicha magnitud. Con el grafico 1/T contra In k para todas las velocidades de

barrido, se multiplica el valor de la pendiente por R y se obtiene el valor de la Ea.

Todos los célculos de Ea se hicieron utilizando el peso del monémero de MjTIM para su

comparacion con otras TIMs.

Los datos de desnaturalizacion quimica con GdnHCI fueron normalizados y ajustados a

la ecuacién sigmoidal de Boltzman.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Eleccion de las proteinas a estudiar
Se obtuvieron 242 secuencias de aminoacidos de TIMs de arqueas del NCBI, con las

cuales se procedi6 a hacer el analisis filogenético de maxima verosimilitud. El
alineamiento se afind con las estructuras cristalograficas de Thermoplasma acidophilium
(PDB: 5CSR), Methanocaldococcus jannaschii (PBD: 2H6R), Thermoproteus tenax (PDB:
1WOM) y Pyrococcus woesei (PBD: 1HG3).

Como se menciong, las TIMs de arqueas difieren en dos regiones conservadas tanto
en eucariontes como en bacterias. Esta diferencia consistente entre las secuencias nos
permite definir a las TIMs de arqueas como un linaje con una historia evolutiva comun,
pero no independiente de las TIMs de los otros dominios. Por ello, para colocar la raiz del
arbol se revisaron las hipoétesis acerca de las relaciones filogenéticas entre los tres
dominios de la vida. En 1977, Carl Woese y George Fox propusieron dividir a los
procariontes en dos grupos: Eubacteria, que comprendia a todas las bacterias “tipicas”; y
Archaebacteria, que estaba compuesta por todas las bacterias metanogénicas (Woese &
Fox, 1977). Para 1990, el grupo de Woese y colaboradores propusieron una nueva
clasificacion para la vida en tres dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya (figura 7A);
respaldados con las secuencias de la subunidad pequefia del ribosoma (Woese, Kandler,
& Wheelis, 1990). Esta clasificacion fue reforzada por otros estudios con secuencias
relacionadas con los componentes de la maquinaria transcipcional y traduccional. En ella
se mostraba que, pese a la naturaleza quimérica de los genomas eucariontes, Eukarya y
Archaea eran clados mondfiléticos que compartian un ancestro comun independiente de
Bacteria (Cox et al., 2008).
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Figura 7. Hipotesis sobre la clasificacion de la vida. a) Hipdtesis del arbol universal de la
vida de Woese. Eukarya y Archaea representan linajes monofiléticos con un ancestro comun.
b) Escenario tipo eocites, donde Archaea es un clado parafilético, pues Eukarya es grupo
hermano de Crenarchaeota. Modificada de Williams et al., 2013.

Sin embargo, otros estudios utilizando secuencias de factores de enlongacion de la
traduccion, asi como la comparacién de las caracteristicas estructurales de los ribosomas,
contaban otra historia. En ella, los eucariontes resultaban ser el grupo hermano del
phyllum de Archaea ‘Crenarchaeota’, también denominados eocitos (Cox et al., 2008;
Lake et al., 1984). Esta hipotesis (llamada también escenario tipo eocitos) propone que
Archaea es en realidad un linaje parafilético, de donde ramifica Eukarya (figura 7B). Con
el advenimiento de la era genémica y el mejoramiento de los modelos de substitucion se
ha acumulado una gran cantidad de evidencia que vincula evolutivamente a Eukarya con
Archaea a través del superphyllum TACK, compuesto por los phyla Thaumarchaeota,
Aigarchaeota, Korarchaeota y Crenarchaota (Guy & Ettema, 2011), especificamente con

el recién propuesto phyllum Lokiarchaota (Spang et al., 2015).

Siguiendo ambas hipétesis, se construyeron arboles de la TIM de arqueas utilizando
como raiz secuencias provenientes de bacterias (figura 8A) y secuencias provenientes de
eucariontes (figura 8B). En ambos casos, y de manera general, las TIMs se agruparon de
acuerdo a la clasificacion taxondmica vigente a nivel de orden en el dominio Archaea

(Forterre, 2015; ver material anexo).
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Figura 8. Arboles filogenéticos de la TIM de arqueas. Para facilitar la visualizacion se
igualaron las longitudes de las ramas y se eliminaron los nombres de las especies. Cada color
representa un orden distinto del dominio Archaea (ver cédigo de colores en el material anexo).
A. Arbol enraizado con secuencias TIM de bacterias. B. Arbol enraizado con secuencias de TIM
de eucariontes.
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Todos los estudios filogenéticos tienen por objetivo revelar las relaciones histéricas
existentes entre distintos taxa, no obstante, la eleccién de caracteres poco informativos
puede llevar a una pobre resolucion filogenética. Un caracter informativo es aquel que nos
permite revelar relaciones evolutivas en una escala temporal acotada, y el priorizar su uso
en el muestreo de caracteres ha probado mejorar la resolucion de conflictos en el disefio
experimental filogenético (Lépez-Giraldez, Moeller, & Townsend, 2013; Townsend, 2007).
Lo anterior sugiere que las secuencias de aminoacidos de las TIMs de arqueas pueden
ser caracteres con informacién para ayudar a recuperar la historia evolutiva en el periodo
en que diversificaron los 6rdenes de Archaea, si bien se tiene que corroborar en estudios
especificos. Esta consonancia entre la historia evolutiva de la TIM de arqueas con el
proceso evolutivo del dominio en ese nivel taxondmico facilitaron la eleccién de especies
con las cuales se hizo el trabajo, ya que no sélo indicaba el contexto filogenético relevante
que se buscaba para realizar el estudio, sino que favorece la aplicacion de la filogenia
obtenida para la reconstruccién de secuencias ancestrales en trabajos posteriores sobre

este grupo de enzimas.

A partir de la filogenia se eligié al orden Methanococcales como objeto de estudio.
Methanococcales comprende a un grupo de arqueas marinas, anaerobias obligadas y
productoras de metano que requieren sales de mar para su Optimo crecimiento y utilizan
diéxido de carbono como aceptor de electrones (Whitman & Jeanthon, 2006). La razén
principal por la que se eligié este clado para trabajar es que esta dividido en dos familias,
de acuerdo a su temperatura 6ptima de crecimiento: la familia Methanocaldococcaceae
estd compuesta por géneros de arqueas hiperterméfilas; mientras que la familia
Methanococcaceae tiene asignados géneros tanto mesofilos como terméfilos moderados
(Whitman & Jeanthon, 2006; Figura 9). Con base en ese criterio, fue posible elegir
especies que crecen a temperaturas diferentes. Adicionalmente, se conoce la estructura
cristalografica de la TIM tetramérica de la arquea hipertermdfila Methanocaldococcus
jannaschii (Gayathri et al., 2007, c. fr. Figura 4), perteneciente de este grupo, por lo que
resultaba sencillo hacer comparaciones con un tetramero conocido, pero poco

caracterizado.
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Figura 9. Arbol filogenético de Methanococcales. La flecha verde representa al linaje
mesofilo de Methanococcaceae y la flecha roja al linaje hiperterméfilo  de
Methanocaldococcaceae. Las especies en color (rojo, azul y naranja) fueron las elegidas para
este trabajo. (Modificado de Whitman & Jeanthon, 2006).
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Las secuencias de aminodcidos disponibles para el orden Methanococcales fueron
procesadas utilizando el software ProtParam, el cual, entre otros parametros, ofrece una
medida teédrica del indice de inestabilidad in vivo para una proteina (Gasteiger et al.,
2005). Todas las secuencias que se predecian como inestables (indice de inestabilidad
>40) fueron descartadas para este estudio. Se eligieron las secuencias de los siguientes

organismos:

¢ Methanocaldococcus jannaschii DSM 2661 (MjTIM). Esta arquea hipertermdfila
puede crecer en un rango de temperatura de 50 a 86°C, con crecimiento 6ptimo
cerca de 85°C, y un pH 6ptimo de 6.0. (Jones et al., 1983).

e Methanococcus aeolicus Nankai-3 (MaTIM). Esta arquea mesdfila crece en un
rango de temperatura entre 20 y 55°C, con crecimiento 6ptimo a los 46°C y pH
entre 5.5y 7.5 (Kendall et al., 2006).

e Methanococcus maripaludis C7 (MmaTIM). Es una arquea mesdéfila que crece
entre los 18 y 47°C con un crecimiento 6ptimo cerca de los 38°C, y un rango de
pH entre 6.8 y 7.2 (Jones, Paynter & Gupta, 1983).

Las secuencias elegidas se alinearon (Figura 10) y se obtuvo el porcentaje de
identidad entre ellas, como se observa en la tabla 2. Las secuencias elegidas estan

conservadas, siendo que sélo difieren entre 35 y 25%. En esta diferencia tan pequefia de
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identidad vale la pena resaltar que la robustez mutacional de la TIM es alta, por lo que la

mayoria de estas diferencias pueden ser resultado de procesos neutrales en la secuencia.
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias elegidas. Se muestra el nivel de conservacion

entre las secuencias. El gradiente azul esta relacionado con el porcentaje de identidad de los
aminoacidos. Los aminoacidos cataliticos se resaltan en recuadros naranjas. Visualizacion
hecha con el programa JalView (Waterhouse, Procter, Martin, Clamp, & Barton, 2009).

Tabla 2. Porcentaje de identidad de las secuencias elegidas.

MaTIM -
MmaTIM 64.6% ---
MjTIM 64.15% 74.77% -
MaTIM MmaTIM | MjTIM

Adicionalmente se hizo un andlisis computacional de algunas de sus propiedades
fisicoquimicas utilizando el software ProtParam. Los datos obtenidos se resumen en la
tabla 3.

Tabla 3. Propiedades importantes de las secuencias a caracterizar.

TIM No. de aa Zisl%gr?l’aerg::ir e éﬁ'i co N%Se N‘T"y?e N&/ge N‘F’,'r ge
(Da)
MaTIM 226 24001.69 5.08 0 6 4 8
MmaTIM 217 22885.58 521 0 3 4 9
MiTIM 219 23319.08 5.48 0 4 5 8
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Entre las TIMs de mesodfilos y la de MjTIM no hay una diferencia importante en el
namero de prolinas y cisteinas, residuos que se han implicado en la adquisicion de la
termoestabilidad en algunas proteinas.

Cabe resaltar que la ausencia de residuos de triptéfanos en las secuencias elegidas
hace que el calculo tedrico del coeficiente de absortividad molar tenga un margen de error
importante, por lo que calcular la concentracion de proteina a partir de la absorcién a 280
nm no es del todo confiable, aunque la presencia de tirosinas confiere sefial a esa
longitud de onda, por lo que se recurrio a la cuantificacion de proteina por el método del
acido bicinconinico (BCA) para todos los casos.

PARTE I: TIMS MESOFILAS

Subclonacién y primeras pruebas de sobre-expresién
Se pidieron secuencias de nucleétidos optimizadas para el uso de codones en E. coli de

MaTIM y MmaTIM. Las secuencias se recibieron en un vector de almacenamiento pUC57,
por lo que se liberd el gen mediante la digestion con las enzimas de digestiéon Ndel y Xhol,

y se subclonaron los genes en un vector de expresion pET-28b(+).

B
w auowh F

=X
w aunowl F

SD Ndel Xhol DD SD Ndel Xhol DD
e e e

MaTIM MmaTIM

Figura 11. Digestiones de los plasmidos. pET 28b(+) digerido de los genes solicitados.. SD:
Plasmido sin digerir. Ndel: Plasmido linearizado con Ndel, Xhol: Plasmido linearizado con Xhol,
DD: Doble digestion con Ndel y Xhol.

Se observo una diferencia en el tamafio de las dobles digestiones del pET28b(+) con
los genes subclonados (Figura 11), y aunque no se alcanza a observar con claridad la
posicion del inserto (~664 pares de bases), la diferencia de peso indica que la ligacion fue

exitosa.
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Se realizaron pruebas de sobre-expresion en tubos de ensayo con 10 mL de medio LB
como se describe en la metodologia. Los resultados se analizaron en geles de

poliacrilamida al 12%, como se observa en la figura 12.

A

Figura 12. Pruebas de sobre-expresion a 37°C. Lisados celulares tefiidos con azul de

Coomasie en geles de poliacrilamida. A. Prueba de MaTIM. B. Prueba de MmaTIM. SN:

sobrenadante, P: Pellet del lisado.

Se colocaron tanto el sobrenadante como el pellet para analizar la ubicacion de la
proteina sobre-expresada. Se observo que, si bien hubo sobre-expresion de ambas
proteinas, ninguna se expreso de forma soluble, ambas se presentan en el pellet del

lisado celular.

Expresion de MaTIM y MmaTIM en cuerpos de inclusion
Para descartar que la falta de solubilidad estuviera relacionada con la expresion en la

cepa utilizada, se probd transformar el plasmido en otras cepas quimiocompetentes
disponibles. Adicionalmente, se incluyeron otros cosolventes en el buffer de lisis para
corroborar que la agregacion observada no estuviera vinculada con la pérdida del

ambiente intracelular.

45



ER2566  Rosetta

Glicerol 10%

o
|

1
L

¢ Lmeil

@il

5 1t

v

)

riton X-100 1%

1

Glicerol 10%

==
Figura 13. Pruebas de sobre-expresién en distintas cepas a 37°C. Lisados celulares de la

sobre-expresion, se indica la cepa utilizada y el cosolvente en el buffer de lisis. En el caso de la
cepa a Al se especifica el porcentaje de arabinosa utilizado. La flecha negra indica la banda de
lisozima, la flecha roja indica la proteina de interés. Los geles se cargaron por volumen. A.

MaTIM. B. MmaTIM. SN: sobrenadante, P: Pellet del lisado. MPM: Marcador de Peso
Molecular.

Los resultados de las pruebas de expresion por 4 horas en tubos de ensayo con 10 mL

de LB estan resumidos en la figura 13. Para todos los casos donde hubo sobre-expresion
se aprecia que la proteina era insoluble.
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E. coli es el organismo més utilizado en la expresion heter6loga de proteinas
recombinantes que no requieren modificaciones postraduccionales. Sin embargo, sus
altos niveles de expresion pueden ser contraproducentes, ya que la proteina expresada
puede agregarse insolublemente in vivo a través de cuerpos de inclusién, como
observamos en nuestros resultados. Los cuerpos de inclusién son reservorios dinamicos
de proteinas recombinantes y enddgenas en una mezcla de configuraciones cuasi-
nativas, parcialmente plegadas o desplegadas que se forman en el citoplasma o en el
area periplasmatica. La produccion de estas estructuras puede estar ligada a varios
factores, como la temperatura de expresién, la concentracién del inductor o al sistema
promotor asociado. La sobre-expresion reduce los sistemas de control de calidad
bacterianos, lo que acaece en la generacion de proteinas mal plegadas. Algunos cuerpos
de inclusibn no presentan actividad biolégica, por lo que se requieren iniciar
procedimientos para solubilizar y replegar las proteinas contenidas en ellos (Singh et al.,
2015; Castellanos-Mendoza et al., 2014; Singh & Panda, 2005; Tsumoto et al., 2003). El
uso de algunos cosolventes puede ayudar a mejorar la estabilidad de las proteinas, ya
que incrementa la capacidad de generar estados mas compactos y ordenados de la
proteina. El glicerol induce la compactacion de la proteina, reduce su flexibilidad,
estabiliza algunos tipos de intermediarios y mejora la solubilidad de las proteinas
(Vagenende, Yap, & Trout, 2009). El Triton X-100, como muchos detergentes, se utiliza
como agente para estabilizar las proteinas, solubilizar proteinas de membrana y
permeabilizar la pared celular (Koley & Bard, 2010). En nuestro caso, tanto el glicerol
como el Triton X-100, no ayudaron en la solubilizacion durante la lisis celular. Por lo

anterior se decidio proceder a tratar de recuperar la proteina de cuerpos de inclusion.

Purificacién en condiciones desnaturalizantes
A partir de los cuerpos de inclusion se puede recuperar proteina activa, para lo cual

necesitan solubilizarse y replegarse en una conformacién adecuada. La solubilizacién
debe de reducir las interacciones no nativas intra e intermoleculares, eso se puede lograr
utilizando agentes desnaturalizantes como urea, cloruro de guanidinio o detergentes. El
replegamiento se obtiene, tipicamente, al disminuir la concentracién del agente
desnaturalizante utilizado en la solubilizacion (Tsumoto et al., 2003). Para recuperar
MaTIM y MmaTIM en su conformacion bioldgica se utilizé un protocolo de purificacion en
condiciones denaturalizantes incubando en 8 M de urea, tal como se describe en la

metodologia. Después del aislamiento y solubilizacién de los cuerpos de inclusion se
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busc6 un protocolo de replegamiento. El paso directo de 8 a 0 M de urea provocaba
agregacion visible en la disolucion. En consecuencia, se utilizd un paso intermedio a 4 M

de urea, el cual no manifestaba agregacion conspicua.
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Figura 14. Purificacion en condiciones desnaturalizantes de MaTIM. La proteina expresada
a 37°C fue inyectada a una columna afinidad a niquel Protino Ni-TED con urea. Se muestran
los pasos secuenciales de purificacion empleados. MaTIM: 1) Sin urea, después de la primera
columna de afinidad; 2) Después de cortar con trombina por 4 horas, 3) Después de pasar por
segunda ocasién en una columna Protino Ni-TED, 4) Concentrada, antes de pasar por MonoQ,
5y 6) En fracciones de la MonoQ. La expresion se hizo en la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS.

MPM: Marcador de peso molecular.

La purificacion de ambas proteinas dio resultados muy similares, por lo cual sélo se
ilustra el gel de purificacion de MaTIM en la figura 14. La solubilizacion con urea permitio
obtener las proteinas puras con etiquetas de histidinas (figura 14, carril 1); sin embargo,
después del corte con trombina se observan otras bandas afines a la columna de niquel
(Figura 14, carriles 2-4), posiblemente resultado de protedlisis o contaminacion. Se busco
en las secuencias de aminoacidos si la trombina podria cortar en otros sitios de las
proteinas, pero no se encontrd ningun otro sitio de reconocimiento, por lo que, de haber
protedlisis, no se origina por el corte con trombina. Estas bandas pudieron separarse en
distintas fracciones por la columna de intercambio anidnico. A dichas fracciones se les

evalué la actividad catalitica para determinar a cual correspondia a la proteina activa. La

48



cantidad de proteina producida y recuperada fue de 1.54 mg L de cultivo de MaTIM y
2.02 mg L de cultivo para MmaTIM.

Caracterizacion fisicoquimica de las TIMs recuperadas de cuerpos de inclusion
Después de recuperar la proteina de los cuerpos de inclusién y replegarla por didlisis, se

procedié a medir los parametros cataliticos de ambas proteinas cuando convierten el G3P
a DHAP. Los datos se ajustaron adecuadamente a un modelo de Michaelis-Menten, tal y

como se ha observado en todas las TIMs estudiadas hasta ahora (Figura 15).
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Figura 15. Cinéticas enziméticas de MaTIM y MmaTIM. Se obtuvo la actividad catalitica
especifica a 25°C, pH 8.0. Los datos se ajustaron a una regresién no lineal de Michaelis-

Menten.

Los parametros cataliticos asociados (Tabla 4), por otro lado, muestran un
comportamiento poco comun para la TIM, ya que la eficiencia catalitica est4 alejada del
limite de difusion por cinco érdenes de magnitud. La eficiencia catalitica tan elevada de la
TIM obliga a que los ensayos de actividad se suelan hacer con 5 a 10 ng de proteina para
poder realizar mediciones; sin embargo, estos ensayos se hicieron con 100 ng de
proteina, pues no se observaba una caida en la sefial del NADH. Cabe aclarar que los
valores obtenidos no implican que las proteinas no son activas, pero resulta llamativo que
nuestros datos se acerquen al valor promedio de eficiencia catalitica reportado para todas

las enzimas, que es de 5 x 10° M?! st (Bar-Even et al., 2011). Sin embargo, hay que
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considerar que si hubo protedlisis durante la purificacion, la pérdida en eficiencia catalitica

se explica debido a este fenbmeno.

Tabla 4. Parametros cataliticos de las TIMs de mesoéfilos.

Vmax Kwm kcat Eficiencia catalitica
T (umol mint mg?) (mM) (min-1) (M1s?
MaTIM 169.9+4.8 0.6 £0.04 4356.4 £ 119.6 2.3x106 + 3.3x10°
MmaTIM 62.1+1.0 0.8 £0.03 1625 £ 26.6 9.9x10° + 5.7x10*
MjTIM* 2132.87 + 33 0.19+0.01 | (5.36 +0.09) x10* (1.4 £0.9) x108

*Los datos de MjTIM se agregaron para la comparacion, los datos completos se observan en la tabla 7

Después de hacer ensayos de la actividad catalitica se procedié a realizar una

caracterizacion espectroscopica de las enzimas por DC (Figura 16).
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Figura 16. Espectro de dicroismo circular de MaTIM y MmaTIM. Los ensayos de DC se

realizaron con 0.1 mg mL* de proteina en celdas de cuarzo de 1 mm a 25 °C. Las enzimas se

encontraban en buffer de fosfatos NaH2POs4, pH 8.0. Se muestran los ajustes de la

deconvolucion realizados por el software K2D3.
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Tabla 5. Deconvolucidn de los espectros de DC de las TIMs de mesoéfilos.

Estructura secundaria MaTIM MmaTIM
Hélices a 4.48% 3.1%

Hojas B 35.12% 38.04%

Estructura al azar 60.4% 58.86%

La sefal de los espectros de DC depende de la concentracion de proteina utilizada.
Los distintos elementos estructurales de las proteinas tienen espectros muy
caracteristicos. Las proteinas con a-hélices bien definidas, como la TIM, tienen bandas
negativas a 222 y 208 nm, y una banda positiva a 193nm (Greenfield, 2007, 1996; un
ejemplo de un espectro de una TIM bien plegada se observa en la figura 25). No obstante,
como se observa en la figura 16, ninguna de las proteinas evaluadas presenta un
espectro de DC de esta naturaleza. El ajuste de la deconvolucién, como se observa en la
tabla 5 y en el gréfico de los ajustes en la figura 16, no se resolvié adecuadamente, por lo
gue no conocemos con precision la composicion de estructura secundaria de ambas
proteinas. Lo anterior nos indica que las enzimas no se replegaron exitosamente después
del protocolo de purificacién en condiciones desnaturalizantes, ya que carecen de la
estructura de barril TIM. Pese a ello, los resultados de actividad sugieren la presencia de
dos poblaciones, una mal plegada e inactiva, y una que si recuperé estructura y actividad,
pero la proporciébn de esta Ultima es tan pequefia que el DC no la detecta. Si
consideramos el valor de la kcat de MjTIM a 25°C como referencia, podriamos decir que
MaTIM y MmaTIM recuperaron, en el mejor de los casos, el ~8% de su estructura (aunque
la actividad de MjTIM no estd en su maximo a esa temperatura), eso nos ayuda a explicar
por qué se tuvo que incrementar la cantidad de enzima en los ensayos cinéticos. Dadas
esas condiciones, proseguir con la caracterizacién estructural y funcional para propdsitos

del trabajo era inviable.

Sobre-expresién a bajas temperaturas y purificacion.
Una alternativa a recuperar la proteina de cuerpos de inclusion es tratar de obtener una

mayor proporcion de proteina soluble desde su produccion. Una manera de lograrlo es
disminuir la temperatura de sobre-expresion. La velocidad de la maquinaria de

transcripcion y traduccion disminuye con la temperatura, por lo que las proteinas tienen
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mas tiempo para plegarse en sus estructuras nativas mientras el RNA mensajero es
traducido, lo que reduce la concentraciébn de intermediarios parcialmente plegados,
disminuyendo la agregacion y la formacion de cuerpos de inclusién (Burgess, 2009; Vera
et al., 2007). En colaboracién con la Dra. Adriana Valdez y el Dr. Mauricio Trujillo del
Instituto de Investigaciones Biomédicas se crecieron células de E. coli a 12°C y se
hicieron pruebas de expresion que resultaron en produccion de proteina soluble.

Posteriormente, se procedié a montar sendos biorreactores para producir las enzimas de

interés (figura 17).
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Figura 17. Produccién de las TIMs mesoéfilas a bajas temperaturas. A. Se montaron
biorreactores de tanque agitado a 15°C para la expresion de las proteinas. B. Se monitoreé el
pH, temperatura (T), agitacion y presion parcial de oxigeno (dO2), asi como la D. O. durante las

62 horas del experimento.

La purificacion de la proteina expresada a bajas temperaturas se observa en la figura
18. El rendimiento final para MaTIM fue de 0.2 mg L* de cultivo y para MmaTIM fue de
0.1mg L? de cultivo. Si bien la baja temperatura ayuda a incrementar la proporciéon de
proteina soluble al disminuir el metabolismo de la célula, también se corre el riesgo de
gue el lento crecimiento y tasa de sintesis reducida den como resultado bajos
rendimientos, como acontece en este. La baja produccion de las proteinas y el tiempo
necesario para producirlas (aproximadamente dos semanas y media desde la preparacion

del preindculo hasta el paso por la columna MonoQ) representaron un problema para la
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caracterizacion fisicoquimica de las TIMs de mesdfilos, pues no se produjo proteina

suficiente para su caracterizacion.
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Figura 18. Purificacion de MmaTIM expresada a bajas temperaturas. Estado de la proteina
de acuerdo a los pasos secuenciales de purificacion empleados. 1) Lisado celular, 2) Después
de la primer paso por la HisTrap, 3) Después de cortar la cola de histidinas, 4) Después de
segundo paso por la HisTrap y 6) Después de pasar por la MonoQ. La expresion se hizo en la

cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS. MPM: Marcador de peso molecular

Consideraciones sobre la expresion heteréloga de proteinas
La produccion de proteinas recombinantes en sistemas microbianos es una alternativa

econdmica y amigable con el ambiente. A pesar de ello, su produccién puede tener
muchos problemas en la practica, como la formacion de cuerpos de inclusion, y su
resolucion implica probar distintas variables que afectan como se produce la proteina de
interés.

Disefiar un protocolo de purificacion para una proteina recombinante puede ser un
extenso proceso de prueba y error. El proceso empieza con elegir un organismo donde
llevar a cabo la sobre-expresion. Si bien E. coli es uno de los microorganismos mas
utilizados, también existen una miriada de alternativas en otras especies de bacterias,

levaduras, hongos filamentosos, algas unicelulares y otras células eucariontes. Una vez
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elegida la especie que se va a transformar, se tiene que considerar su microambiente
citoplasmaético, el cual suele ser diferente de aquel donde se produce naturalmente el
péptido que se quiere sobre-expresar, y que esos cambios en pH, osmolaridad, potencial
redox o presencia de cofactores pueden incrementar la inestabilidad (Rosano &
Ceccarelli, 2014). Ademas de ello, se requiere seleccionar el pldsmido y promotor mas
adecuados, ya que por lo regular la sobre-expresién de proteinas no enddégenas ejerce
una presion metabdlica fuerte en la bacteria, lo que conduce a un desabasto de
chaperonas que canalicen el plegamiento adecuado de los péptidos producidos

(Gustafsson, Govindarajan, & Minshull, 2004; Rosano & Ceccarelli, 2014).

Para incrementar la solubilidad de MaTIM y MmaTIM hay una serie de aproximaciones
metodoldgicas que se pueden implementar. Para sacar provecho de la disminucién de la
temperatura de sobre-expresion existen plasmidos y cepas de E. coli que compensan el
problema de la tasa metabdlica reducida (Rosano & Ceccarelli, 2014). Emplear proteinas
fusionadas que incrementan la solubilidad es otra opcién que ha dado resultados positivos
en otras proteinas, principalmente cuando se colocan en el extremo N-terminal, donde
auxilian al ribosoma para que el inicio de la traduccion sea exitoso (Basu, Li, & Leong,
2011; Waugh, 2005). También se puede intentar utilizar cepas que co-expresen
chaperonas endégenas de E. coli como DnaK, Dnad, GrpE o el sistema GroEL-GroES
(Gustafsson et al., 2004). Aunque esas estrategias han servido para solubilizar proteinas,

no existe un protocolo universal para solucionar el problema de los cuerpos de inclusion.

Otras aproximaciones que se pueden explorar estan relacionadas con recuperar
proteina nativa a partir de proteina agregada. Utilizar concentraciones elevadas de
agentes desnaturalizantes es la metodologia mas comuan, pero en muchas ocasiones esto
conduce a la agregacion de proteinas durante el proceso de replegamiento. Como
respuesta, han surgido otros métodos que utilizan procesos de solubilizacibn mas
moderados para solubilizar proteinas parcialmente plegadas, por ejemplo, usar pH
alcalino, detergentes, solventes organicos, bajas concentraciones de agentes caotrépicos
y alta presion. Para el replegamiento se pueden ocupar diversos métodos ademas de la
dialisis, como el replegamiento en columna, la dilucién pulsatil y el replegamiento mediado

por urea (Singh et al., 2015).

Para ayudar a disefiar un protocolo de expresion se recuperaron los protocolos
utilizados para purificar la TIM de otras arqueas (ver tabla 6). En la mayoria de los casos

la sobre-expresion se ha hecho a 37°C en E. coli y se ha utilizado una etiqueta de
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histidinas para facilitar la purificacion. De manera general, ninguna TIM de este clado ha
necesitado recuperarse de cuerpos de inclusion. La diferencia mas conspicua que
encontramos es que los genes utilizados de MaTIM y MmaTIM tienen su secuencia

optimizada para el uso preferencial de codones de E. coli.

Segun la literatura, la optimizacion de codones puede ayudar a incrementar la
produccién de proteinas heterélogas, ya que se evitan limitaciones en la traduccién del
gen recombinante por desabastecimiento de tRNAs disponibles; sin embargo, el hacerlo
también puede ser contraproducente. Las cadenas polipeptidicas nacientes pasan por un
proceso de plegamiento co-traduccional, dicho proceso esta vinculado con la cinética de
reconocimiento del ribosoma con los tRNAs correspondientes. Cuando un codon de baja
frecuencia para el organismo se presenta, la traduccion se detiene brevemente, lo que
provee del tiempo necesario para que la secuencia de aminoacidos encuentre el
conférmero adecuado. En ese sentido, la optimizacion, al afectar la eficiencia de la
traduccién, también altera la estructura y funcién de la proteina, sin olvidar que también
incrementa la produccion, lo que coadyuva al proceso de agregacion in vivo (Yu et al.,
2016; Angov, Legler & Mease, 2011; Gustafsson et al.,, 2004). Adicionalmente se ha
observado que la optimizacién ayuda a incrementar la vida media de los transcritos, lo
que, ademas de impactar la tasa de enlongacion traduccional, mantiene elevados los
niveles de expresion (Presnyak et al., 2016).

Con esa informacion en mente se decidid interrumpir el trabajo con los genes
solicitados de MaTIM y MmaTIM, y se solicité la secuencia sin optimizar de MaTIM en un
vector pET28b(+) para corroborar nuestra hipétesis. Sin embargo, ninguna de las cepas
transformadas con esta construccion presentd expresion alguna de la proteina,
probablemente por algun problema en el marco de lectura del gen o en las condiciones de

expresion.

Debido a las dificultades presentadas en obtencién de cantidades adecuadas de
proteina soluble de las TIMs mesodfilas, el trabajo con éstas se suspendidé en aras de
continuar con el trabajo de caracterizacion de la TIM de Methanocaldoccus jannaschii,
como se describe en la parte |l de este trabajo. Qued6 pendiente evaluar otras estrategias
para la obtencion de proteinas con las secuencias optimizadas, y mandar a secuenciar la
secuencia nativa de MaTIM, para delimitar las razones por las cuales no hubo expresion

en esta construccion.
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PARTE Il: TIM HIPERTERMOFILA
Pruebas de expresion y purificacion

La TIM de M. jannaschii se ha expresado anteriormente sin optimizacién de codones (c. fr.

tabla 6), por lo que teniamos la certeza de que se podia obtener proteina soluble

utilizando los nucledtidos sin modificar, asi que solicitamos la sintesis de dicho gen en un

vector de sobre-expresion pET28b(+).

100 W .
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Control  Rocetta Gold LMG194  ER2566  A11%
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Figura 19. Sobre-expresion de MjTIM en distintas cepas de E. coli.
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W — - 25
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Las células se

sonicaron después de una incubacion previa con lisozima (banda mas gruesa por debajo de los

20 kDa). Para la cepa Al se utiliz6 1% de arabinosa. La flecha negra indica la banda de

lisozima, las flechas rojas indican la MjTIM tanto en el pellet como en el sobrenadante. SN:

sobrenadante, P: Pellet del lisado, MPM: Marcador de peso molecular

Como se aprecia en la figura 19, la sobre-expresion de M|TIM fue exitosa en la

mayoria de los casos, particularmente en la cepa E. coli Rosetta(DE3)pLysS, por lo que

se decidié usar esa cepa para la expresion. Cabe destacar que, si bien parece que la

mayor parte de la proteina se encuentra en cuerpos de inclusion, las células no se

rompieron adecuadamente durante esta prueba.

Dado que MjTIM es una enzima proveniente de un organismo hipertermofilo, posterior

al lisado celular por presion, se dio un tratamiento térmico a 70°C por 10 minutos, lo que

ayudo a eliminar impurezas de la muestra, ademas de restos de DNA enddgeno. Después

de pasar por la HisTrap, la proteina se obtenia pura (figura 20).
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Figura 20. Purificacion de MjTIM no optimizada. Pasos del protocolo de purificacion de
MjTIM. 1) Lisado celular. 2) Sobrenadante después del tratamiento a 70°C por 10 minutos. 3y
4) Fracciones de la HisTrap. La expresion se hizo en la cepa de E. coli Rosetta(DE3)pLysS.

MPM: Marcador de peso molecular

Se purificaron cuatro lotes a partir de cultivos de 1 L en matraces bafleados de la
proteina con un rendimiento promedio de 36 mg L* de cultivo. Un lote de MjTIM purificada

se puede obtener en tres dias a partir de que se inoculan las células en el medio LB.

Durante la purificacion se detecté que la cola de histidinas no era eliminada por el
tratamiento con trombina, probablemente debido a algun impedimento estérico del sitio de
corte. Para corroborar esta informacion, se generé un modelo preliminar de la estructura
tridimensional de un monémero de MJTIM con la etiqueta de histidinas en el software I-
TASSER (Yang et al., 2015; Figura 21). Se observa que la posicion de la etiqueta de
histidinas no interfiere con las superficies de oligomerizacién y queda en el lado opuesto
del sitio catalitico del barril. También se observa que la etiqueta queda expuesta hacia el

exterior del barril, pero el sitio de reconocimiento se encuentra encerrado entre el barril y
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la etiqueta, por lo es probable que la trombina no pueda interactuar con el sitio y por ello

no realice el corte exitosamente.

Figura 21. Modelo de MjTIM con etiqueta de histidinas. Prediccion de la estructura generada
con I-TASSER. En cian la superficie de dimerizacion, en gris la superficie de tetramerizacion.
Se indican con naranja los residuos cataliticos. En rojo se indican las seis histidinas y en
amarillo el sitio de reconocimiento de la trombina, en azul los residuos que se escinden.

Debido a que la etiqueta no parece interferir con las superficies de oligomerizacion, ni con
la catdlisis, y ademas se tiene una purificacién con un rendimiento satisfactorio para los
propésitos de este trabajo, se decidié hacer la caracterizacion de MjTIM con etiqueta de

histidinas.

Parametros cataliticos y caracterizacion espectroscopica de MjTIM
Para probar que la proteina era funcional se ensayo la actividad a 25°C de los cuatro lotes

Figura 22). Adicionalmente se ensayaron cinéticas a 15, 35 y 45°C (Figura 23), y se
obtuvieron los parametros cataliticos para cada caso (Tabla 7). Con los valores de la
Vmax a diferentes temperaturas se obtuvo un grafico de Arrhenius con el que pudimos
extrapolar valores cinéticos a 85°C (Figura 24).
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Figura 22. Cinética de M|TIM a 25°C. Se midi6 la actividad catalitica a distintas
concentraciones de G3P de los cuatro lotes purificados de MjTIM y se promediaron. Los datos
promedio se ajustaron a un modelo de Michaelis-Menten. Los ensayos se hicieron en buffer
TED 100:10:1, pH 8.0 con 10ng totales de proteina.
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Figura 23. Cinéticas de MjTIM a diferentes temperaturas. Se seleccioné el lote de mayor
actividad especifica y se hicieron ensayos de su actividad a 15, 35 y 45°C. Los ensayos se
hicieron en buffer TED 100:10:1, pH 8.0 con 10 ng totales de proteina.
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Figura 24. Gréfico de Arrhenius de la actividad catalitica de MjTIM. .
Tabla 7. Parametros cataliticos de MjTIM y otras TIMs de arqueas.
: kcat Km Eficiencia catalitica ;
Enzima . Referencias
(min-1) (mM) (Mts?
MjTIM 15°C (1.65 + 0.03) x10% | 0.17 +0.01 (4.7 +0.3) x107 Este trabajo
MjTIM 25°C (5.36 £ 0.09) x10* | 0.19 +0.01 (1.4 £0.9) x108 Este trabajo
MjTIM 35°C (7.51£0.28) x10* | 0.12+0.02 (3.0 £ 0.6) x108 Este trabajo
MjTIM 45°C (9.59 £ 0.5) x10* 0.18 £ 0.03 (2.6 £ 0.6) x108 Este trabajo
MjTIM 85°C* 7.16 x 10° 0.18 1.92 x 10° Este trabajo
PfuTIM 25°C 9.29 x107 1.22+0.14 1.27 x10° Sharma & Guptasarma, 2015
TonTIM 25°C 8.58 x107 1.67+0.2 0.86 x 10° Sharma & Guptasarma, 2015
TtxTIM 70°C 1.44 x10° 0.2 2.12x 108 Walden et al., 2004

PfuTIM, Pyrococcus furiosus. TonTIM. Thermococcus onnurineus, TtxTIM. Thermoproteus tenax.

*Datos obtenidos de la extrapolacion del grafico de Arrhenius.

Debido a que la a-GDH que se utiliza en el ensayo proviene de un organismo mesdfilo,
no se pudieron ensayar temperaturas mas cercanas a la temperatura de crecimiento

Optimo de M. jannaschii.

Como se observa en la tabla 7, los valores de kcat incrementan con la temperatura,

mientras que la Ky permanece casi sin cambios, mientras que su eficiencia catalitica se
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encuentra cercana al limite de difusion en las temperaturas evaluadas en el rango
evaluado. Con el gréfico de Arrhenius se extrapol6 el dato de kcat a 85°C y suponiendo
que el valor de Ky no se modifica con el incremento de temperatura (aunque
desconocemos el comportamiento de este parametro a temperaturas mas elevadas),
estimamos, de manera sumamente preliminar, que a esa temperatura la eficiencia
catalitica si estd limitada por difusiébn. Los parametros se comparan con los valores
reportados en la literatura a 25°C de la TIM de Pyrococcus furiosus y de Thermococcus
onnurineus, ambas tetraméricas provenientes de otras arqueas. PfuTIM y TonTIM son
menos afines al substrato, pero su valor de kcat es tres 6rdenes de magnitud mayor que
el de MjTIM, por lo que éstas tienen una eficiencia catalitica superior, dentro del limite de
difusién. Los valores de kcat y una Ky, de la TIM de Thermoproteus tenax (TtxTIM) a 70°C

coinciden con los de la MjTIM a 25°C.

Se evalud por dicroismo circular la estructura secundaria a 25 y 80°C de la proteina
(figura 25) y se hizo la deconvolucién de los datos. Los resultados se compararon con los
porcentajes de estructura secundaria indicados por la estructura cristalogréfica de MjTIM
(PDB: 2H6R), como se observa en la tabla 8.

62



o MjTIM 25°C
o MjTIM 80°C
Ajuste 25°C
— Ajuste 85°C

[6 ] x1000 (grad cm’ dmol™)

-10 4

I T I I T
190 200 210 220 230 240
Longitud de onda (nm)

Figura 25. Espectro de DC de MjTIM. Se siguid la sefial de DC de MjTIM a una concentracion
de 0.2 mg mlt en buffer NaH2PO4 10 mM, pH 8.0. En lineas se muestran los ajustes de la

deconvolucién realizada por el software K2D3.

Tabla 8. Deconvolucidn de los espectros de DC de MjTIM.

Estructura MTIM
. (por estructura MjTIM 25°C MjTIM 80°C
secundaria . g
cristalografica)
Hélices a 36% 33.75% 30.05%
Hojas B 17% 19.66% 22.37%
Estructura al azar 47% 46.59% 47.58%

En los espectros de DC se encontraron los minimos esperados a 222 y 208 nm, asi como
el maximo a 195 nm, lo que indica que la proteina se encuentra bien plegada. La
diferencia en los valores de deconvolucién de los espectros es insignificante, por lo que
no podemos concluir que hubo diferencias importantes en la estructura secundaria de la
proteina con el incremento de la temperatura. Pese a que la TIM purificada tiene etiqueta
de histidinas, los porcentajes de estructura secundaria obtenido por la estructura

cristalografica no son muy distintos a los encontrados por el algoritmo de deconvolucion.
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El estado oligomérico se corroboré por cromatografia de exclusion molecular andlitica

(figura 26). Se realiz6 la calibracion de la columna y se obtuvo que la MjTIM purificada

corresponde, por su peso molecular experimental y su radio de Stokes, a un tetramero

(tabla

9).
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Figura 26. Cromatografia de exclusion molecular analitica de MjTIM. Se determiné el

estado oligomérico de MjTIM en una columna Superdex 200 10/300 (GL ©). Para la calibracion

se utilizaron los estdndares de filtracién de BioRad ©. Se muestra el cromatograma hecho con
0.5 mg mL* de MjTIM en buffer NaH2PO4 10 mM, pH 8.0.

Tabla 9. Determinacion del estado oligomérico de la MjTIM purificada.

Peso molecular

- Volumen de Radio de Peso molecular Estado
M teorico del eluciéon (mL) Stokes (A) experimental (Da) oligomérico
monémero (Da) P 9
M{TIM 25120 12.58 43.96 105545.81 Tet(rj“;)em

Se obtuvo el cromatograma de MjTIM a 0.1 y 0.05 mg mL? de proteina, pero la

absorbancia observada a 280 nm, por la ausencia de tript6fanos, era muy baja y el ruido

demasiado, por lo que esos datos no se analizaron.
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Desnaturalizacién por temperatura

A través de DSC se evalu6 el desplegamiento térmico. El experimento consistié en un
primer ciclo de calentamiento de la muestra se observa una transicion endotérmica, pero
en el segundo ciclo ya no se observa dicha transicion (figura 27). Esto indica que no
existe reversibilidad en la desnaturalizacién térmica de MjTIM. En general, las proteinas
hipertermdfilas con desplegamiento reversible son inusuales, esto responde
principalmente a las modificaciones quimicas que se dan a altas temperaturas, como la
desamidacion de los residuos de asparagina y glutamina, la hidrélisis de los enlaces
peptidicos y la oxidacion de las cisteinas; las cuales imposibilitan la renaturalizacion de la
cadena polipeptidica hacia el estado nativo (Vieille & Zeikus, 2001). La caida en sefial de
Cp®* después de la transicion corresponde a un proceso de agregacion de la muestra.

Temperatura (°C)

93 26 99 102 105 108 111 114
200 —4/————m4——————m——F——F——————
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Cp™° (kJ mol” °C™)
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Figura 27. Curva de desnaturalizacion térmica de MjTIM. Se evalud la reversibildad del
proceso de desnaturalizacién por DSC. Los simbolos llenos muestran el primer barrido, los
vacios muestran el segundo barrido. Se utilizé una concentracién de 0.4 mg mL-1 de proteina
en buffer NaH2PO4 10mM, pH 8.0 con una velocidad de barrido de 90 K h-1,
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Posteriormente, se estudié el cambio del valor de Tm con respecto a la velocidad de
barrido para evaluar la existencia de control cinético en el desplegamiento. Para ello se
evaluaron cuatro velocidades de barrido (figura 28). Entre las velocidades de barrido mas
lejanas (60 y 150 K h) se obtuvo una diferencia de ~1 K, lo que indica que existe un

control cinético en nuestra proteina.
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Figura 28. Desnaturalizacion térmica de MjTIM a distintas velocidades de barrido. Para

todos los ensayos se utilizd una concentracion de proteina de 0.4mg mL-1 en buffer NaH2POa,

pH 8.0.

Las trazas obtenidas a diferentes velocidades de barrido se ajustaron a un modelo de

dos estados irreversible y se obtuvieron valores de Eay T (Tabla 10).

Tabla 10. Parametros promedio del ajuste de las trazas calorimétricas a un modelo de

dos estados irreversible. Los errores estan dados por el ajuste de la ecuacion.

TIM Energia de activacion AH Tm Referencia
(kJ mol ™) (kJ mol?) (°C)
MjTIM 973.34£5.5 739.46 £ 3.45 111.8+£0.01 Este trabajo
TmTIM -- - 102 Alvarez et al., 1999
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El valor de la T de MJTIM es el mas alto reportado para cualquier triosafosfato
isomerasa hasta el momento, superando el valor de la TIM de Thermotoga maritima
(Alvarez et al., 1999)

La estabilidad térmica de las proteinas esta compuesta por su estabilidad
termodindmica y su estabilidad cinética. La estabilidad termodinamica se obtiene de la
diferencia en la energia libre de desplegamiento entre el estado nativo y el estado
desplegado. Para estimar el valor de esta energia se requiere que el proceso de
desplegamiento sea reversible. Por otra parte, la estabilidad cinética se determina a
través de la energia de activacion del desplegamiento (Duy & Fitter, 2005). La estabilidad
cinética puede estar dada cuando la proteina es termodinamicamente estable con
respecto a los estados no funcionales, pero dichos estados pasan por alteraciones
irreversibles (v. gr. agregacion, protedlisis, etc.) que conducen a un estado final incapaz
de regresar al estado nativo. Debido a que la constante de velocidad del paso del estado
no funcional al estado final es muy elevada, este escenario se evalla segun el modelo de

dos estados de Lumry-Eyring:

N—F

donde N es el estado nativo y F es la forma final. Dado que la proteina eventualmente
terminara en el estado final, su funcién biolégica se debe llevar a cabo en una escala de
tiempo fisiolégicamente relevante para desempefiar su funcién biolégica (Sanchez-Ruiz,
2010; Lumry & Eyring, 1954). La determinacion de la Ea de MjTIM fue evaluada por tres
métodos diferentes (figura 29), tal como se describe en la metodologia. Los resultados se

resumen en la tabla 11.
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Figura 29. Procedimientos utilizados para calcular la energia de activacién. La energia de
activacion de MJTIM se evalué con 3 métodos distintos. A. Ajuste de las trazas a diferentes
velocidades de barrido ajustadas a un modelo de dos estados irreversible B. Gréafico de

Arrhenius para cada velocidad de barrido C. Corrimiento de la Tm segun la velocidad de barrido.
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Tabla 11. Energia de activacion calculada con distintos métodos.

Método MjTIM TcTIM? LmTIM! GoTIM? NpTIM?2
Promedio de los ajustes
individuales a un modelo de dos 973.34+55 809.4+7.0 312.3+£4.6 716.72 + 63.2 367.77 £ 46.0
estados irreversible
Gréfico de Arrhenius 953.53 +6.4 792.8 £17.6 BISEEES 716.3+19.2 366.1+5.0
Variacion de laTn conrespectoa | gag 54 467 | 714.6+137.3 346.6+39.0 | 713.79+895 | 343.92+197
la velocidad de barrido
Promedio de los métodos 971.63 + 19.53 772.27 + 53.97 324.67 + 15.63 715.6 +57.3 | 359.26 + 23.57

TcTIM, Trypanosoma cruzi. LmTIM, Leishmania mexicana. GoTIM, Gemmata obscuriglobus. NpTIM, Nostoc
punctiforme. 1Costas et al., 2009. 2Romero-Romero et al., 2015

Pese a que el valor de la T no se modifica considerablemente con la velocidad de
barrido, es importante resaltar que para el calculo de la Ea el corrimiento de la Tm con la
velocidad de barrido (c. fr. Figura 29-C) nos genera un valor consistente con los otros dos
métodos.

No se tienen datos reportados de Ea para TIMs tetraméricas, hiperterméfilas o de otras
arqueas. En la tabla 11 se comparan con valores de Ea obtenidos en este trabajo dos
eucariontes y dos bacterias. Previo a este trabajo el valor de Ex mas elevado reportado
para una TIM le pertenecia a Trypanosoma cruzi; sin embargo, MjTIM tiene una Ea ~200
kJ mol! mas elevada. Por lo general, las proteinas hiperterméfilas presentan energias de
activacion superiores a las de sus contrapartes mesdfilas, lo que sugiere que el paso
limitante en su inactivacion es el desplegamiento (Duy & Fitter, 2005; Ostendorp,
Auerbach & Jaenicke, 1996; Camacho et al., 1995; Villa et al., 1993).
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Desnaturalizacion por agentes quimicos
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Figura 30. Desnaturalizacion de MjTIM con cloruro de guanidinio. A. Espectro de DC
MjTIM nativo, de desnaturalizacion de 0 a 7.5 M y de renaturalizaciéon de 7.5 a 0.75 M de
guanidinio. Los espectros se muestran hasta donde el ruido provocado por el guanidinio lo
permiti6. B. Cambio en la sefial a 222 nm de DC y en la actividad catalitica a distintas
concentraciones de cloruro de guanidinio. Se muestra el ajuste a la ecuacion de Boltzmann de
la fraccion desnaturalizada. El tiempo de equilibrio del proceso se da después de 24 horas de

iniciar la incubaciéon a 25°C.
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Figura 31. Desnaturalizacion de MjTIM en urea. Los resultados mostrados son de
mediciones de DC después de 6 dias de incubacion a 25°C. A. Espectro de DC de MjTIM
nativo e incubado con 8.5 M de urea. Los espectros se muestran hasta donde el ruido
provocado por la urea lo permitié. B. Se sigui6 la sefial de DC a 222 nm y se midi6 la actividad

catalitica a distintas concentraciones de urea.
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Se hicieron pruebas de desnaturalizacion con agentes quimicos para M|TIM. La
desnaturalizacion con GAmHCI resulté en un proceso irreversible (figura 30), el cual al ser
ajustado a un modelo de dos estados muestra una concentracion de desnaturalizacion
(Cm) aparente de 5.2 £ 0.1 M (Tabla 12).

Tabla 12. Valores de Cm para diferentes TIMs.

TIM (CI\/'B Referencia
MjTIM 5.2 Este trabajo
PfuTIM 5.4 Chandrayan & Guptasarma, 2009
TmTIM 3.5 Beaucamp et al., 1997
PfTIM 1.4 Gokhale et al., 1999
TcTIM 11,24 Chéanez-Cérdenas et al., 2005
ThTIM 11,22 Chéanez-Cardenas et al., 2002

TmTIM, Thermotoga maritima. PfTIM. Plasmodium falciparum. TbTIM Trypanosoma brucei.

Como se observa en la tabla 12, los valores de la Cy en distintas TIMs mesofilas a
25°C son relativamente bajos, incluso en aquellas donde se tiene un proceso de
desplegamiento de dos estados como la TcTIM y la TbTIM. No obstante, este valor
aumenta en proteinas terméfilas e hipertermofilas. Para las dos TIMs de arqueas para las
cuales se tiene reportado el valor de C,, encontramos que se necesita una gran cantidad

del desnaturalizante (>5 M) para desnaturalizar la mitad de MjTIM.

Las pruebas con urea, por otro lado, nho manifestaron algin cambio importante en la
sefal a 222 nm incluso a 8 M de urea incubada 144 horas (figura 31A). Las pruebas de
actividad catalitica tampoco mostraron un gran cambio, siendo que la actividad disminuy6
un 30% en la muestra incubada con 8 M de urea (figura 31B). Por lo que podemos

concluir que la urea no desnaturaliz6 a la proteina.

La interacciéon del agua con los iones es importante en la biologia porque los iones
afectan la conformacion y la actividad de las proteinas y acidos nucleicos. Los iones se
clasifican como cosmotrépicos (que generan estructura) o caotropicos (que rompen
estructuras), de acuerdo a su capacidad relativa de inducir la estructuracion del agua y
modular el efecto hidrofébico (efecto de Hofmeister). Los iones se pueden listar en orden
segun qué tan fuerte modulan la hidrofobicidad de una solucion. Los iones pequefios

tienden a generar el efecto de salting-out, eso es, reducir la solubilidad hidrofébica en el
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agua; mientras que los iones grandes tienden a causar el efecto de salting-in, es decir,
generar un incremento en la solubilidad de las particulas no polares en agua, como el
benceno (Hribar et al., 2002). Las proteinas, que contienen multiples grupos cargados en
su cadena lateral, dependen, entre otras cosas, de la concentracion de sales y otros
solutos disueltos. La relacion entre la concentracion de los solutos y la estabilidad de las
proteinas se ha estudiado extensivamente, y se sabe que los compuestos que generan un
efecto tipo salting-out, como el sulfato de amonio, precipitan a las proteinas; por otro lado,
aguellos de efecto tipo salting-in incrementan la solubilidad, generando el desplegamiento

de las mismas (Zhang, 2012).

La ureay el hidrocloruro de guanidinio son agentes caotrépicos y provocan el efecto de
salting-in, es decir, despliegan a las proteinas a través de generar un entorno estable para
las estructuras desplegadas al afectar la relacién de éstas con el agua. Sin embargo, no
se saben con exactitud los mecanismos fisicos por los cuales eso sucede. Existen dos
hipétesis que buscan explicar este comportamiento. La primera postula que estos agentes
modifican indirectamente las propiedades del solvente, es decir, transtocan la red de
puentes de hidrégeno alrededor de las proteinas con una porcidon hidrofébica e
incrementan asi la superficie expuesta al solvente. La segunda dice que el agente
desnaturalizante interactta directamente con las cadenas polipeptidicas, compitiendo con
los puentes de hidrégeno intramoleculares (Rocco et al., 2017; Moglich, Krieger &
Kiefhaber, 2005). EI GdmHCI tiene una capacidad desnaturalizante superior a la de la
urea, esto se debe a que en solucion se descompone en las especies ibnicas Gdm* y CI,
lo que le confiere propiedades diferentes de hidratacion y afecta también las interacciones
electrostaticas de las proteinas (Mason et al., 2017). Esa diferencia entre los agentes
desnaturalizantes ayuda a explicar por qué el cloruro de guanidinio si afecta la estructura

y funcién de MjTIM mientras que la urea no provoca cambios importantes.

La resistencia a la desnaturalizacion por urea se ha reportado en otras proteinas
altamente termoestables de la arquea hipertermofilica Pyrococcus furiosus como la 3-
glucosidasa (Powers, Robinson, & Robinson, 2007), la aminopeptidasa, la rubredoxina, la
amilasa, la argininosuccinato liasa y la misma triosafosfato isomerasa (Khan et al., 2016)
cuando se hacen los ensayos a 25°C, pero su accion desnaturalizante se vuelve

conspicua a temperaturas mas elevadas.
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Pese al efecto practicamente nulo de la urea a 25°C sobre MjTIM, un experimento que
se puede realizar es analizar el efecto de la concentracién de desnaturalizante sobre el
cambio en la energia de activacién seguida por DSC, mediante la obtencion del valor de
m cinética, lo cual nos daria informacién sobre los cambios en el area accesible al

solvente de la proteina durante la desnaturalizacion irreversible (Costas et al., 2009).

Consideraciones finales acerca del trabajo realizado
Debido a las complicaciones encontradas en el proceso de purificacion de MaTIM y

MmaTIM, no se pudieron correlacionar estadisticamente los datos de obtenidos de la
caracterizacién fisicoquimica con la temperatura de crecimiento de los organismos de los
cuales se eligieron las TIMs estudiadas para identificar adaptaciones segun el método
comparativo filogenético (para un resumen de los resultados de las tres proteinas, ver
tabla 13). Sin embargo, los datos obtenidos de M|TIM arrojan una serie de dudas
importantes sobre las fuerzas evolutivas que explican sus caracteristicas particulares y

como se relacionan éstas con las TIMs de otras arqueas emparentadas.

La relacion entre la estabilidad de una proteina y su flexibilidad estatica es compleja,
pero se sabe que mientras mas flexible es una proteina, mayor es su actividad catalitica y
menor es su estabilidad (Kamerzell & Middaugh, 2017). Las enzimas hipertermdfilas,
cuando se evallan a temperatura ambiente, son menos flexibles que sus homodlogos
mesofilos y por tanto su actividad catalitica es menor, pero cuando se llevan a la
temperatura de crecimiento del organismo del que provienen la actividad catalitica se
hace comparable (Vieille & Zeikus, 2001). MjTIM cumple con esas caracteristicas, es una
enzima muy estable cuya actividad catalitica incrementa con la temperatura y por ende su
flexibilidad estatica incrementa también. Recientemente, Quezada et al. (2017), utilizando
datos de DSC y simulaciones de dinamica molecular, propusieron el concepto de
flexibilidad térmica, que es una medida del incremento en el tamafio del espacio
conformacional disponible para una proteina debido a un gradiente de temperatura. Estos
autores encontraron que existe una correlacion positiva entre la flexibilidad térmica de una
proteina y su valor de Ea. Tomando eso en consideracion y que MjTIM tiene una energia
de activacion muy elevada, no es arriesgado pensar que a 85°C quiz4 la actividad
catalitica de MjTIM, asi como muchos de sus homélogos, esté limitada por difusion. Este
supuesto también se complementa con la extrapolacién que se hizo de la actividad

catalitica (tabla 7). Como se menciondé en los antecedentes, la TIM se considera,
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histéricamente, una enzima cataliticamente perfecta, ya que una gran proporcion de TIMs
estudiadas tienen una eficiencia catalitica limitada por difusion (1 x 108 — 1 x 10° M s1);
no obstante, también se han encontrado TIMs que se encuentran por debajo de ese
criterio, por ejemplo las TIMs de Helicobacter pylori (Chu et al., 2008), Moritella marina
(Alvarez et al., 1998), Sus scrofa, Taenia solium (Jiménez et al., 2003), etc. La explicacion
mas sencilla para explicar por qué algunas TIMs son mas eficientes que otras seria que
hay una presiéon de seleccion que las obliga a mantenerse limitadas por difusion; sin
embargo, como se menciond, el pensamiento adaptacionista no es el mejor para reflejar
la complejidad de los procesos biolégicos, especialmente si no conocemos con claridad
qué tan importante es la actividad de la TIM en la adecuaciéon de los organismos (la cual

puede ser muy variable entre distintas especies).

Estudios de inferencia de estados ancestrales indican, de manera consistente, que el
ancestro comun de todas las arqueas debi6 tener una temperatura éptima de crecimiento
correspondiente a un organismo hipertermofilo, por lo que la presencia de arqueas
mesofilas actuales se debe a un proceso adaptativo a temperaturas menores. En un
evento de divergencia mas reciente, el ancestro comun de todos los Methanococcales
parece ser, cuando menos, un organismo termdfilo (Groussin & Gouy, 2011; Boussau et
al., 2008). Es en este punto donde se vuelve necesario resaltar nuevamente la importante
de hacer un estudio evolutivo adecuado. Si una enzima tan estable como MjTIM tiene una
eficiencia muy cercana a difusién a 25°C, ¢qué implicaciones tiene eso en términos de
estructura y funcion en enzimas mesdéfilas emparentadas como MaTIM y MmaTIM? ¢ qué
fuerzas evolutivas moldearon la energia de activacion, la resistencia a agentes quimicos,
o0 incluso el mismo estado oligomérico de MjTIM? ¢cOmo se manifiestan esas fuerzas en
los miembros termofilos del orden Methanococcales? ¢cémo evoluciond la TIM del
ancestro termdfilo de todos los Methanococcales en sus dos linajes? Y lo mas importante
de todo, ¢ cudles parametros fisicoquimicos verdaderamente representan caracteres y son
sujetos fuerzas evolutivas? La respuesta a esas preguntas implica un esfuerzo mas
profundo y sistematico en la caracterizacion de las TIMs de arqueas, se requiere generar
informacion desde otros métodos ademas del método comparativo filogenético. Ademas,
se puede obtener informacion valiosa a través de la reconstruccion de secuencias
ancestrales o del analisis de la convergencia con otras enzimas con topologia de barril
TIM.
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Tabla 13. Resumen de los resultados obtenidos en este trabajo

MaTIM MmaTIM MjTIM
¢En qué cepaen laque E. coli E. coli E. coli
se expres6? BL21(DE3)pLysS BL21(DE3)pLysS Rosseta(DE3)pLysS
&Se agrggé en cuerpos Si Si No
deinclusion?
¢, Se obtuvo proteina
suficiente para No No Si
caracterizar?
Si, pero la proteina | Si, pero la proteina
¢ Se determinaron no se encuentra no se encuentra Si
pardmetros cataliticos? plegada de forma plegada de forma
nativa nativa
.Se determiné el estado p
oligomérico No No St
¢ Se estudio la
desnaturalizacién por No No Si
temperatura?
¢ Se estudio la
desnaturalizacion por No No Si

agentes caotropicos?
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CONCLUSIONES

Las secuencias de TIM de arqueas tienen informacion suficiente para hacer
una buena reconstruccion de la historia evolutiva de esta proteina a nivel de

orden.

El protocolo de replegamiento implementado para recuperar las proteinas de

cuerpos de inclusién no permitié obtener proteinas en su estado nativo.

Expresar las TIMs de meséfilos a bajas temperaturas si ayuddé en la
solubilizacién, pero la disminucién de la expresién impidié obtener proteina

suficiente para caracterizar.

Los problemas inherentes con la expresion heterdloga de proteinas no
permitieron obtener proteina suficiente para caracterizar fisicoquimicamente
MaTIM y MmaTIM. En contraste, MjTIM se sobre-expresé y purificd

eficientemente.

Pese a la etiqueta de histidinas, MjTIM se plegd correctamente y se asocia

como un tetrdmero con actividad de TIM.

MJTIM es la triosafosfato isomerasa con el valor de T, y de Ea més elevados

reportados hasta la fecha respecto a otras TIMs.
MjTIM presenta una estabilidad elevada ante la desnaturalizacién provocada

por agentes quimicos a 25°C, pero este proceso también presenta

irreversibilidad.
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PERSPECTIVAS

Solicitar las secuencias de nucleotidos sin modificar de los genes de MaTIM vy
MmaTIM para corroborar la hipétesis de que la optimizacion es la causa de la

agregacion in vivo.

En caso de que lo anterior falle, seguir explorando estrategias para evitar la
formacion de cuerpos de inclusibn o, en su defecto, recuperar la proteina

exitosamente.

Evaluar el efecto de la urea en la energia de activacibn del proceso de

desplegamiento.

Generar informacién sobre la energética del proceso de asociacién y catdlisis de
MJTIM.

Explorar la posibilidad de hacer una reconstruccién de la secuencia del ancestro
de la TIM de todos los Methanococcales y de todas las arqueas.
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ANEXOS

Filogenia de los 6rdenes del dominio Archaea (Tomado de Forterre, 2015)
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Cdédigo de colores de los arboles filogenéticos de la TIM de arqueas

Color
hexadecimal

Orden de Archaea

Desulfurococcales #EB5F00
Sulfolobales
Thermoproteales #E51A4C

Archaeoglobales

Halobacteriales #0DCO09C
Methanobacteriales #2908F5
Methanocellales #1E5553
Methanococcales #4277A6

Methanomassilococcales

Methanomicrobiales #6799FB
Methanosarcinales #8C6DD3
Thermococcales

Thermoplasmatales #E9350F

Nitrosopumilales

Nitrososphaerales
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