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1 INTRODUCCION

La vida puede ser definida como la interaccidn de proteinas. Todas las formas de vida, desde los virus
hasta las células de los mamiferos mas complejos estan formados de proteinas hechas de los mismos
aminodcidos, mostrando la relacién evolutiva de todos los seres vivos de este planeta. En 1944 el fisico
Erwin Shrodinger se hizo la pregunta “éQué es la vida?” en un intento por entender las propiedades de
las células vivas. Shrodinger sugirid que los sistemas vivos obedecian todas las leyes fisicas y no debian
verse como excepcionales, sino como un reflejo natural estadistico de estas leyes.

Las proteinas son sistemas moleculares a una escala nanométrica, donde la funcién bioldgica es
ejecutada, por lo tanto, son las bases de construccién de las células de las formas de vida de este planeta-
Poseen un papel en todas las funciones criticas de los procesos biolégicos. Estas pueden catalizar,
transportar, almacenar ciertas moléculas como el oxigeno, proveer soporte mecdnico, protecciéon inmune,
generar movimiento celular, transmitir impulsos nerviosos, controlar el crecimiento y diferenciacion
celular.

Los aminoacidos, son pequefias moléculas orgdnicas que forman a las proteinas mediante la
formacion de enlaces peptidicos entre un grupo carboxilo y otro amino. La secuencia de esta cadena
determina lo que se conoce como estructura primaria de una proteina. Esta estructura dirige el
plegamiento y unién intramolecular de la cadena de aminoacidos que dara paso finalmente a la estructura
tridimensional. Este proceso de plegamiento se ve estabilizado por la interaccion de cientos de enlaces
no covalentes entre los aminoacidos, y por el ambiente citoplasmatico donde se encuentran.

Un rol central de las proteinas es actuar como enzimas, catalizadores que incrementan la velocidad
de todas las reacciones quimicas dentro de las células. A pesar de que el ARN es capaz de catalizar algunas
reacciones, las reacciones bioldgicas centrales son delegadas a las proteinas. En ausencia de catdlisis
enzimdtica, las reacciones bioquimicas serian tan lentas que no ocurririan en las condiciones de
temperatura y presion compatibles con la vida.

Este tipo de reacciones se pueden ilustrar teniendo a [S] como el sustrato de la reaccion bioquimica,
y a [P] como el resultado de esta. El equilibrio quimico entre [S] y [P] es determinado por leyes
termodinamicas y representan la tasa de la reaccidn en ambos sentidos. En presencia de una enzima
apropiada, la conversidn de S 2P es acelerada, pero su equilibrio permanece inalterado.

El efecto de la enzima en la reaccidn se puede ver mejor utilizando los cambios de energia que deben
ocurrir para que se lleve a cabo la conversidon de S a P. Para que la reaccion se lleve a cabo se debe convertir
el sustrato en una forma de alto estado energético llamado estado de transicién. La energia requerida
para alcanzar el estado de transicion debe ser mayor a la barrera energética, que es la que limita la
velocidad de reaccion. Las enzimas actuan reduciendo la barrera energética, y por tanto aumentando la
velocidad de la reaccidn bioquimica.
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Figura 1. Perfil energético de una reaccion catalizada por una enzima.

1.1 PLEGAMIENTO DE PROTEINAS

Generalmente la estructura nativa tridimensional de una proteina es necesaria para su funcion
biolégica; y el reconocimiento molecular es el fundamento principal de todos los procesos bioldgicos, por
tanto conocer los mecanismos del plegamiento y unién de proteinas es fundamental para la descripcion
de la vida a nivel molecular (Perozzo, Folkers, and Scapozza 2004).

El proceso del plegamiento es en si es el proceso de transformacién de informacién codificada en la
secuencia de aminodcidos hacia una estructura funcional tridimensional. Este es un proceso fisicoquimico
del cual aun se desconoce de forma completa su mecanismo, determinado por tres problemas(Dill et
al.,2007): 1) la pregunta termodinamica de “como la estructura nativa resulta de las fuerzas interatémicas
actuando sobre la secuencia de aminodcidos (cddigo de plegamiento)”; 2) el problema cinético de “cémo
la estructura nativa puede plegarse tan rapido (tasa de plegamiento)”; 3) el problema computacional de
como podemos predecir la estructura nativa a partir de su secuencia de aminoacidos (problema de
prediccién de estructura).

La conformacion tridimensional de las proteinas resulta de la interaccion entre los residuos de los
aminoacidos, y es donde la energia libre de Gibbs del sistema completo suele ser la mas baja. El principio
clasico del plegamiento de proteinas es que toda la informacién requerida para que una proteina adquiera
su conformacidn correcta se encuentra en la secuencia de los aminoacidos. Este dogma fue inicialmente
establecido por lo experimentos de Christian Anfinsen en 1973, demostrando que una RNAsa
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desnaturalizada se puede replegar espontaneamente. Por lo tanto el plegamiento de las proteinas parece
ser un proceso de auto ensamblado, sdlo dependiendo de las secuencia de aminoacidos y de las
condiciones en la que se encuentre inmersa la proteina (solvente, pH, fuerza idnica, presencia de
componentes metdlicos, la temperatura, etc). Dos conclusiones pueden ser deducidas por el trabajo
realizado por Anfinsen. Primero, permitié una larga busqueda en el estudio de las proteinas in vitro, lo
cual ha llevado a entender las estructuras nativas por medio de expe2rimentos en tubos de ensayo.
Segundo, el principio de Anfinsen, que implica una especie de divisién: La evolucién puede actuar para
cambiar una secuencia de aminodacidos, pero el equilibrio y la cinética del plegamiento de una
determinada secuencia son temas fisicoquimicos” (Dill et al. 2008).

El problema del plegamiento de proteinas es la pregunta de cdmo la secuencia de aminoacidos que
conforman la estructura primaria, dictan la estructura atémica tridimensional. Esta nocidn del “problema”
de plegamiento surgié alrededor de 1960, con el inicio de la resolucidn atédmica de las estructuras de las
proteinas (Dill et al. 2008).

Poco después de los experimentos de Anfinsen, Levinthal reconocié que las proteinas tienen un
espacio conformacional demasiado vasto y diverso como para permitir una busqueda a través de todo
este dentro de un tiempo bioldgicamente relevante. Esta paradoja, conocida como la “Paradoja de
Levinthal”, pone como concepto esencial el problema de una busqueda aleatoria. Ejemplificando, una
cadena conformada por 100 residuos, que puede tener un posible de 107° distintas configuraciones
diferentes, y para “probar” una de estas distintas conformaciones se lleva un tiempo de 10! segundos.
Realizando los calculos le llevaria a la proteina un aproximado de 10°2 afios probar cada una de las
conformaciones posibles hasta alcanzar su estructura terciaria correcta. Pero, de forma natural a las
proteinas les toma un tiempo aproximado de milisegundos en llegar a su estado nativo. La solucién
propuesta por Levinthal para resolver esta paradoja, es la existencia de una ruta de plegamiento por
medio del cual las proteinas buscan y convergen de forma rapida hasta sus estados nativos, por lo que el
plegamiento de la proteina estd guiado (Karplus 1997; Zwanzig, Szabo, and Bagchi 1992).

A lo largo de la historia se han propuesto muchos modelos para comprender el mecanismo de
plegamiento de proteinas; sin embargo, hoy en dia el modelo de “embudo de plegamiento” propuesto
por Leopold et al., 1992, es el mds ampliamente aceptado. El modelo se basa en paisajes conformacionales
de energia libre. Este se puede imaginar como un embudo en el que se tiene que atravesar un paisaje
energético a través de rutas paralelas y con multiples bloqueos hasta llegar al fondo del embudo. El paisaje
energético provee las bases para sintetizar y explicar los mecanismos del plegamiento de las proteinas.
Bajo este esquema los procesos de plegamiento y unién son procesos esencialmente controlados por la
termodinamica y que incluyen varias fuerzas, como la contribucidén entalpica de la formacién de enlaces
no covalentes, efectos entrdpicos asi como la liberacién y atraccion de moléculas de solvente; el
enterramiento de las partes no polares de la proteina, la restriccion de los grados de libertad de la proteina
y el ligando; y la pérdida de la libertad rotacional y traslacional de moléculas que pueden interactuar con
la proteina (Perozzo, Folkers, and Scapozza 2004).
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En los paisajes conformacionales de las proteinas, los ejes verticales representan la energia libre, y
los ejes horizontales representan los grados conformacionales o la libertad de la cadena polipeptidica
(entropia conformacional). Heteropolimeros aleatorios pueden tener un paisaje conformacional rugoso
con demasiados minimos locales, o un paisaje demasiado plano. Sistemas como estos pueden quedar
atrapados facilmente en un minimo local o nunca encontrar un minimo a lo largo de su plegamiento en
una superficie practicamente plana, y usualmente carecer de un Unico y bien definido estado
conformacional. Sin embargo, las proteinas han ido evolucionado para contener secuencias mejor
optimizadas que les permiten a algunas plegarse de manera rapida y eficiente en su estado
conformacional estable. En otros casos, los organismos han encontrado maneras diferentes para guiar a
las proteinas a lograr su correcto plegamiento mediante el uso de otras proteinas como las chaperonas.

La teoria de los paisajes energéticos sugiere que hay varios escenarios para la cinética del
plegamiento., diversidad que ha sido observada gracias a multiples simulaciones. Para algunos escenarios
de plegamiento las etapas cinéticas realmente importantes ocurren cuando hay una gran densidad de
configuraciones. Tradicionalmente, la cinética del plegamiento se centra en eventos temporales del
plegamiento que son mas grandes que algunos milisegundos. Se sugiere que la lentitud de algunos
procesos se deben al estancamiento en minimos locales y son extremadamente sensibles a las
caracteristicas individuales de los residuos como el cardcter hidrofébico de algun residuo ubicado en la
superficie de la proteina (Onuchic et al. 1996). El colapso hidrofébico guiado por la entropia del solvente
acuoso lleva a conformaciones compactas y a la reduccidn de las conformaciones de la cadena peptidica
teniendo como resultado el estrechamiento del paisaje conformacional. El ensamble de las
conformaciones es posteriormente reducido por la contribucién entalpica, como el aislamiento de
cadenas electroestaticamente cargadas, residuos polares en la superficie de la proteina vy, la
neutralizacion de iones dentro de la proteina, asi estrechando aln mas el paisaje conformacional. El paso
final, que se encuentra poco antes del fondo del paisaje conformacional es la reconfiguraciéon de un
pequefio grupo de conformaciones cuasi nativas a través de la formacion cooperativa y ajustes mutuos
de interacciones terciarias, se obtiene una conformacién nativa Unica localizada en la parte mas estrecha
del paisaje conformacional. Por lo tanto, la reduccién progresiva del espacio conformacional accesible
hace que el paisaje del plegamiento de la proteina se asemeje a un embudo, es decir, que muchas
conformaciones presentan una gran energia libre y pocas una baja energia libre. Un gran nimero de
estados desnaturalizados se ubican en la superficie mas externa o superior del funel y presentan una alta
entropia conformacional, mientras que poco estados semi nativos y nativos se encuentran en la parte en
la parte mas baja del embudo y por tanto presentan una entropia conformacional muy baja (Liu et al.
2009). Esta descripcion implica que los paisajes son relativamente lisos y que las barreras energéticas son
pequefias por lo que el plegamiento es un proceso bastante rapido.
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Figura 2. Diferentes escenarios de paisajes de energia libre del plegamiento de proteinas. A) Funel idealizado con una superficie
lisa de un proceso de dos estados. B) Funel accidentado con trampas energéticas. C) Funel que muestra dos vias probables, una
rdpida y una lenta con un minimo energético. D) Funel “copa de champaiia” donde muestra como la entropia conformacional. E)
Funel “hoyo de golf” de Levinthal que muestra como una busqueda aleatoria no podria encontrar el estado nativo. (Modificado
de Liu et al. 2009).

1.2 BARRILESTIM

Con la gran cantidad de informacién disponible de las secuencias gendmicas de organismos y las
estructuras de las proteinas que éstas codifican, se ha hecho evidente que a pesar del gran espacio
secuencia que existe, el espacio estructural es bastante limitado (Grant, Lee, and Orengo 2004). Se ha
considerado que solamente unos cientos de tipos diferentes de plegamientos son necesarios para abarcar
todo el espacio protedmico. Este pequeiio nimero de plegamientos ha sido explicado como el resultado
de la optimizacién del empaquetamiento del esqueleto de las proteinas. Un analisis del espacio de
plegamiento mostré que la red de interaccion atémica del nucleo hidrofébico de las proteinas presenta
un plegamiento de tipo conservado y que esta red es distinguible a través de diferentes tipos de
plegamiento, dado una firma distintiva al estado nativo (Soundararajan et al. 2010).

Como regla comun, las secuencias homdlogas generalmente producen plegamientos similares y las
secuencias divergentes estdn concomitantemente acompafiadas por variaciones estructurales. Aunque
las variaciones funcionales estan relacionadas a variaciones estructurales, se ha establecido que las
proteinas con estructuras dispares pueden retener su funcién durante el curso de su evolucién siempre y
cuando la geometria del sitio activo se mantenga intacto (Chothia and Lesk 1986).
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El Barril TIM es uno de los plegamientos mas antiguos y es el plegamiento mas comun presentandose
con una considerable diversidad de secuencia. También es uno de los plegamientos mas recurrentes para
enzimas de una gran variedad de reacciones, catalizando cinco de los seis tipos de reacciones bioquimicas:
liasas, hidrogenasas, transferasas, oxidoreductasas e isomerasas (Nagano, Orengo, and Thornton 2002)
(Wierenga 2001).

El plegamiento tipo barril TIM, (8/a)® comprende tres regiones estructurales mayores: un barril
central de hebras B, la interfaz de hebras B y las hélices a, y una interfaz formadas por las hélices a. La
parte central del barril B esta formado por hebras B paralelas formando el nucleo de la estructura. La
interface a/B rodea el barril y estd conformado por el motivo a-X-B, donde X puede ser cualquier
estructura secundaria como asas o giros B e incluso motivos separados. Las hélices interactian una con
otra para formar la interface o/a que se encuentra en la cara exterior. Se ha encontrado que la cara con
el C terminal y las asas adyacentes contienen el sitio activo (Vijayabaskar and Vishveshwara 2012).

Figura 3. Plegamiento de barril TIM. A) Vista superior del barril mostrando las tres interfaces que lo componen. B) Vista lateral del
barril mostrando la zona catalitica del barril. (Modificado de Vijayabaskar & Vishveshwara, 2012).

El nimero de residuos que componen a un barril TIM pueden contar con un promedio de 300
residuos, siendo la causa de esta variacion la longitud de las asas del extremo C-terminal y el extremo N-
terminal (Wierenga, Kapetaniou, and Venkatesan 2010). Estudios evolutivos, han demostrado que este
tipo de plegamiento evoluciond a partir de dos medios barriles. Actualmente, los barriles TIM se estudian
mediante evolucién dirigida y disefio computacional ya que se ha encontrado que el barril TIM es un
excelente modelo para el disefio de enzimas artificiales (Hocker et al. 2001).
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1.3 LA TRIOSAFOSFATO ISOMERASA

La glucdlisis es la ruta bioquimica por el cual una molécula de glucosa es convertida a piruvato con lo
cual se generan moléculas de ATP, necesarias para la demanda energética de las células. La Triosafosfato
Isomerasa (EC 5.3.1.1), es una enzima glucolitica homodimérica que cataliza la isomerizacién reversible
entre el gliceraldehido 3-fosfato (D-GAP) y la dihidroxiacetona fosfato (DHAP), esto es una isomerizacion,
en la quinta reaccidn de la glucdlisis. Durante la glucdlisis estos dos productos son necesarios para la
formacidn de piruvato; y en la gluconeogénsis, la aldolasa es la que requiere este sustrato. La reaccion de
isomerizacioén es catalizada con una gran eficiencia y es un proceso difusivo, limitado Unicamente por la
velocidad en la que el GAP o el DHAP llegan al sitio activo de la TIM (Zarate-Pérez, Chanez-Cardenas, and
Vazquez-Contreras 2008).

En la ruta glucolitica, la TIM se presenta después de la fructosa bisfosfato aldolasa que genera DHAP
y D-GAP, el D-GAP es posteriormente metabolizado por enzimas subsecuentes glucoliticas y la TIM se
encarga de que el DHAP producido por la aldolasa también pueda ser metabolizado. La actividad de la
TIM presenta suma importancia para el correcto funcionamiento de la célula, ya que se han encontrado
enfermedades graves relacionadas con la mutacién puntual de la TIM que provoca el descenso de su
actividad. Los sintomas de la enfermedad posiblemente estén relacionados con la toxicidad del DHAP
(Orosz, Olah, and Ovadi 2009).

Figura 4. Reaccion de isomerizacion catalizada por la Triosafosfato Isomerasa de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a
Gliceraldehido 3-fosfato (D-GAP).
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La reaccidén catalitica es iniciada por la deprotonacion de un atomo de carbono adyacente al grupo
carbonilo, la desprotonacidn puede realizarse por un aldehido (cuando el sustrato es D-GAP) o por una
cetona (cuando el sustrato es DHAP); en cualquiera de los dos casos, se llega a un intermediario cis-
enediolato (Rieder and Rose 1959), estabilizado por una asa catalitica y que actia como una compuerta
con el fin de aislar la reaccidn (Mukherjee et al. 2012) (Wierenga, Kapetaniou, and Venkatesan 2010).

Gracias a los estudios realizados por Knowles y Albery en 1977 se sabe que la TIM no sdlo es una
enzima muy rapida, sino que también es muy eficiente teniendo una velocidad catalitica limitada
Unicamente por difusion, es decir, que la keat/Km estd cercana al maximo valor posible de 10° M? ¢!
(Blacklow et al. 1988). Knowles y Albery mostraron que los siguientes factores promueven la alta eficacia:
1) la presencia de un grupo carboxilato en el sitio activo de la proteina que es responsable por el
intercambio de protones entre los centros de carbono; 2) el intermediario enediol se encuentra en
conformacion cis; y 3) la existencia de un catalizador electrofilico que polariza el grupo carbonil del
sustrato (Knowles and Albery 1977).

Figura 5. Perfil libre de energia de la reaccion catalizada por la Triosafosfato Isomerasa. Se presenta el intermediario enediolato
de la reaccion de isomerizacion. (Tomado de Knowles &Albery, 1977).
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1.3.1  Estructuray Plegamiento de la TIM

La primera estructura cristalografica de la TIM fue reportada en el trabajo de Baner y sus
colaboradores en 1975, revelando por primera vez la topologia del barril TIM. La TIM solamente es activa
en estado oligomérico, siendo el mas recurrente entre los organismos como un dimero, sin embargo, se
ha encontrado que en algunos organismos extremofilos, la TIM aparece como tetramero conformado por
un dimero de dimeros (Maes et al. 1999). La estructura de dimero sugiere que la presencia de las dos
subunidades sirve para estabilizar los residuos cataliticos del sitio activo. Cada mondmero contiene sus
propios residuos cataliticos y las asas del carboxilo terminal del barril forman la intercara entre las
subunidades.

La TIM presenta tres residuos cataliticos (Lys13, His95 y Glul65) considerados como una huella
caracteristica de esta enzima. Ademads se conoce que otros residuos (Asnll, Ser96, y Glu97) adoptan una
orientacién tridimensional que favorece la interaccidn con el sustrato o con otros residuos. Cuando el
sustrato se une al sitio activo, la asa catalitica 6 sufre un gran cambio conformacional, cerrando la cavidad
e iniciando el ciclo catalitico. En la TIM, tres de las asas son los que proveen los residuos cataliticos, siendo
enelasalelAsn 11y Lys 13; en el asa 4 la His 95; y en el asa 6 el Glu 167. La geometria del sitio activo
estd formado por una pequefia hélice en el asa 4, una asa flexible de 11 residuos de largo, el asa 7 y el asa
8, que, junto con el asa 6, proveen una importante cadena de interacciones de enlaces de hidrégeno. Por
otra parte, las asas 1, 2, 3, 4 y 8 proveen la interface del dimero. Los estudios estructurales actuales han
resaltado la importancia de las dos asas flexibles para la unién del sustrato a fin de iniciar la catalisis
(zarate-Pérez, Chanez-Cardenas, and Vazquez-Contreras 2008) (Wierenga, Kapetaniou, and Venkatesan
2010) (Mukherjee et al. 2012).

Figura 6. Sitio activo de la TIM con G3P del organismo Staphylococcus aureus. Se muestra el mapa de densidad electrdnica del
G3P (Modificado de Mukherjee et al. 2012).
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Los primeros estudios sobre el plegamiento de proteinas homadlogas sugirieron en su tiempo que el
patrén de plegamiento se conservaba evolutivamente, sin embargo, hoy en dia en la literatura se pueden
encontrar muchas referencias describiendo una gran cantidad de vias de plegamiento para proteinas
homdlogas (Vazquez Contreras et al., 2004).

La desnaturalizacidn de la TIM de varias especies ha sido extensivamente estudiada por medio de
desnaturalizacién quimica y fisica. La transicién entre los estados nativo y desnaturalizado de la TIM han
sido descritos con varios modelos y con una gran complejidad, ya sea procesos de dos estados, en los
cuales sélo se observa la transicién de mondémeros desnaturalizados (D) a dimeros nativos (N2), hasta la
presencia de multiples estados que incluyen intermediarios monoméricos o diméricos; que pueden llevar
a la estructura nativa de la proteina, o estados energéticos mas bajos dentro del paisaje conformacional
conocidos como “agregados” (Zarate-Pérez, Chanez-Cardenas, and Vazquez-Contreras 2008).

Figura 7. Diferentes modelos describiendo la desnaturalizacion de TIM. En el extremo izquierdo se muestra un modelo de dos
estados sin intermediarios. En medio se muestra un modelo de tres estados, con un intermediario En el extremo derecho se tiene
un modelo de cuatro estados, con dos intermediarios.

1.4 ELARBOL DE LA VIDAY LA CLASIFICACION BACTERIANA

El surgimiento de la vida en la Tierra se ha rastreado hasta hace unos 3.8 mil millones de afios, 750
millones después de la formacién de la Tierra. Si bien el origen de la vida aln se encuentra en duda,
Stanley Miller en los afios 50°s demostraron que mediante la interaccidon de descargas eléctricas con una
mezcla de gases que se cree se encontraban presenten en la atmosfera primitiva de la Tierra (Hz, CHa, y
NHs), y en la presencia de agua, es posible la formacidon de una variedad de moléculas orgdnicas
incluyendo varios aminoacidos (Nisbet and Sleep 2001).

Para la biologia, rastrear el origen de la vida y la evolucién de procariontes y eucariontes, ha sido
problemas fundamentales para los cuales aln no hay una respuesta precisa. Evidencias han llevado a
pensar que los eucariontes complejos evolucionaron a partir de ancestros procariontes mas simples.
También se han encontrado razones para creer que los procariontes en realidad consisten de dos
dominios, las arqueas y las bacterias, y que el Gltimo ancestro universal comun, o mejor conocido por sus
siglas en inglés LUCA, vivié a temperaturas extremas; y que los eucariontes derivaron de las arqueas
(Woese 1987; Meijer et al. 2002).
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El arbol de la vida consiste actualmente en la descripcidn de las relaciones evolutivas entre todos los
organismos de la Tierra, pero también provee indicios de las caracteristicas y la posible naturaleza de
LUCA (Cavalier-Smith 2006b; Ciccarelli et al. 2006). Sin embargo, la reconstruccién de las relaciones
filogenéticas de todos los organismos vivos es uno de los mayores retos que existen actualmente para la
biologia. A pesar de que se han realizado numerosos intentos para aclarar estas relaciones, muchos grupos
y entidades taxonédmicas aun son altamente debatidas, ain con la nueva informacién obtenida de los
nuevos métodos moleculares y datos gendmicos (Ciccarelli et al. 2006).

Figura 8. Filogenia Global propuesta a partir de organismos completamente secuenciados. Filogenia basada en el
alineamiento de 31 familias universales de proteinas de 191 especies distintas. Se muestra en la seccion verde a las Arqueas;
en rojo a los Eucariontes; y en azul a las Bacterias. Cada una de las secciones presenta las subdivisiones de cada dominio.
(Modificado de Ciccarelli et al., 2006)
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La diferencia mas reconocida entre los organismos se encuentra entre las bacterias y los eucariontes.
Estos dos grupos difieren en las relaciones topoldgicas entre membranas, genomas y ribosomas dentro
de sus células. En todas las bacterias el ADN cromosomal y los ribosomas crean las proteinas membranales
gue estan en contacto directo con la membrana citoplasmatica, la cual crece mediante la insercién directa
de proteinas y lipidos. Por otra parte, en eucariontes, los cromosomas y ribosomas encargados de la
sintesis de las proteinas membranales se encuentran en el reticulo endoplasmatico y en la cubierta
nuclear. La mayoria de los eucariontes presentan un complejo citoesqueleto formado de microtibulos y
filamentos de actina que utilizan motores moleculares con el fin de mediar la segregacién cromosomal y
la divisidn celular. En contraste, las bacterias presentan una pared celular de vital importancia para la
segregacion del ADN vy la divison celular (Woese 1987; Cavalier-Smith 2006b). Diferencias como esto se
han estudiado y discutido a lo largo de la historia. El extremo complejo origen de los eucariontes inicié
después de tres cuartos de la historia de la vida en la Tierra. La tardia aparicidn de los eucariontes es
atribuida a la tardia revolucion neomura, durante la cual se dio un cambio radical en los mecanismos de
secrecidn bacteriana y la quimica de la pared celular, permitiendo por primera vez la flexibilidad de la
superficie celular, lo que posteriormente evoluciond a la fagocitosis de otras células, proporcionando una
dicotomia entre las eubacteria y los neomura (Cavalier-Smith 2010).

Figura 9. Evento globales en la historia de la vida en la Tierra especificando algunos cambios climdticos, modificaciones
metabdlicas y registros fésiles de organismos. (Modificado de Cavalier-Smith, 2010).
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La historia de los genes es discordante, lo que significa que, al menos para los procariontes, el modelo
tradicional del arbol de la vida es un esquema bastante complicado para los que estudian la evolucidn
microbiana (Bapteste et al. 2009; Kunin et al. 2005).

La distincidn mds bdsica entre las células procariontes es entre las Negibacterias, aquellas que poseen
una cobertura membranal compuesta de dos membranas lipidicas; y las Unibacteria, caracterizadas por
la presencia de una sola membrana superficial. Por medio de andlisis filogenéticos y estudios
paleontolégicos se ha mostrado que el ancestro comun de toda la vida era una Negibacteria. (T. Cavalier-
Smith 2002), y que las Unibacterias evolucionaron a partir de ellos al perder su membrana mas exterior.
Para determinar esto, se tomaron en cuenta varios cambios que se experimentaron como la evolucidn
flagelar y la evolucién de la envoltura membranal, lo cual demuestra que la raiz del ancestro comun se
encuentra dentro de las Negibacterias, dato que se empata con el registro fésil obtenido, ya sea como
una Eubacteria anoxigénica fotosintética (Thomas Cavalier-Smith 2006a) o como un organismo
intermedio entre las Actinobacterias y los Firmicutes (Dagan et al. 2010; Lake et al. 2009). Las
Negibacterias engloban a los Unicos organismos procariontes capaces de usar la luz solar en orden de
poder realizar la fijacion de diéxido de carbono, siendo los Unicos capaces de sobrevivir y crear un
ecosistema sin el cual la extensiva evolucién de las Posibacterias, Arqueobacterias y Eucariontes no
hubiera sido posible. (Thomas Cavalier-Smith 2006b).

El grupo de las Unibacteria comprende a dos grupos que presentan una quimica membranal
radicalmente diferente una de otra: Posibacteria y Arqueobacteria. Las Posibacterias basicamente
presentan la misma quimica membranal que los Eucariontes: fosfolipidos con un esqueleto de glicerol y
dos acidos grasos unidos por enlaces ester. Las Arqueobacterias, hermanas de los Eucariontes, presentan
membranas hechas a partir de fosfolipidos de glicerol, donde isoprenoides estan unidos por medio de
enlaces éter al esqueleto de glicerol, rasgo que les permitio tolerar altas temperaturas.

Las Negibacterias presentan sus dos membranas y usualmente son fotosintéticas, cinco diferentes
phyla contienen miembros capaces de fijar carbono por medio de la absorcion de energia por clorofila, o
por bacterioclorofila. La membrana interna de este grupo de bacterias se asemeja a la que presentan los
Eucariontes y las Posibacterias, mientras que la membrana externa tiene una diversidad quimica mds
grande, siendo esta la base para la clasificacion de las Negibacterias en dos grupos: Eobacteria y
Glicobacteria. La membrana externa de las Glicobacterias presenta una composicién quimica diferente en
los lados de su membrana, es decir, la parte interna estd compuesta de acetil ester fosfolipidos, pero la
parte exterior es mucho mas impermeable al estar formada por lipopolisacaridos, por lo que presenta
complejos macromoleculares que median el intercambio de moléculas en la célula. En las Eobacterias, la
membrana externa es simple, ya que no presenta lipopolisacaridos, y en vez de estos posee glicolipidos
basados en una cadena larga de dioles en vez de glicerolipidos (Woese 1987); simpleza considerada
primitiva si se pone en contraste con las Unibacterias.
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Figura 10. Arbol de la vida basado en las grandes revoluciones estructurales durante la evolucién de las bacterias hasta la
aparicion de los organismos neomura, expresando los cambios que llevaron a la formacion de las diferentes phyla bacterianos. .
Se resaltan 10 phyla bacterianos postulados por Cavalier- Smith de acuerdo a estudios filogenéticos realizados utilizando 149
proteinas (Modificado de Cavalier — Smith, 2006).

1.5 PROTEOBACTERIAS

En 1987 Carl Woese establecid un grupo bajo el nombre de “Bacterias purpuras”, hoy en dia
conocidas como Proteobacterias, nombre dado haciendo referencia al dios griego Proteus que era capaz
de asumir muchas formas (Sievers and Swings 2005). Como grupo una caracteristica muy representativa
es que todas son gram negativas (M. Madigan, J. Martinko, D. Stahl 2017; Woese 1987). Estas presentan
una amplia diversidad de mecanismos para la generacidn de energia, ya que cuentan con representantes
guimiolitotrofos, quimioorganotrofos y fotosintéticos. También este grupo es diverso con respecto al
oxigeno, ya que se tiene la presencia de organismos anaerobios, microaerofilicos, y aerobicos facultativos.
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Por medio de las secuencias de 16S del rRNA de los organismos, se puede clasificar al phyum
Proteobacteria en seis clases diferentes, Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria y Zetaproteobacteria. Esta ultima clase siendo la mas nueva
dentro dentro del phylum ya que cuenta con solamente un representante del género Mariprofundis. Sin
embargo, a pesar de la separacion en estas clases, se ha determinado que varias proteobacterias
presentan metabolismos similares e incluso idénticos a pesar de estar filogenéticamente separados. Por
ejemplo, la fototrofia y la metilotrofia se encuentran en 3 diferentes clases, y la nitrificacion se encuentra
en 4 diferentes. Este tipo de similitudes sugieren que dentro de este grupo, la transferencia horizontal de
genes ha jugado un papel relevante para establecer la diversidad que presenta este grupo (M. Madigan,
J. Martinko, D. Stahl 2017).

Figura 11. Arbol filogenético obtenido a partir de la secuenciacion de los genes 165 del RNA de organismos pertenecientes al
phylum proteobacteria. Se muestran algunos géneros de las diferentes clases en las cuales estd subdividido el phyla. En cddigo
de colores se presentan los tipos de metabolismo que presentan los diferentes géneros. (Modificado de Madigan, et al. 2017).
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2 JUSTIFICACION

La Triosafosato Isomerasa es una proteina de gran interés cientifico debido tanto a su funcién, tipo
de plegamiento y amplia presencia en los organismos. Sin embargo, la mayor parte de investigaciones de
cualquier tipo realizadas con la TIM son de organismos eucariontes. Si bien la estructura y los pardmetros
cinéticos de la TIM son similares en todos los organismos en los que se ha estudiado, aln es prematuro
decir que se conocen todas las caracteristicas de esta proteina.

La TIM en el dominio bacteria ha sido poco explorado a pesar de la diversidad que este presenta, por
lo que la realizacidn de estudios con estos organismos nos podrian llevar a dilucidar en diversas especies,
otras caracteristicas como el patrén de plegamiento varian mucho dependiendo de la secuencia. Las
bacterias en este caso, parecen presentar a la TIM con algunas peculiaridades, sin embargo, el estudio de
esta proteina ha sido centrado en su mayoria en organismos Eucariontes; dejando de lado la gran variedad
gue el dominio Bacteria puede ofrecer en informacién para entender de una manera mas clara las
propiedades de la TIM y sus variaciones.

3 OBJETIVOS

3.1 OBIETIVO GENERAL

Realizar la caracterizacidn de las propiedades fisicoquimicas, desnaturalizacidn fisica y quimica de la
enzima Triosafosfato Isomerasa de representantes del phylum Proteobacteria.

3.2 OBIJETIVOS PARTICULARES

e Elegir secuencias de la TIM en el domino proteobacteria.

e Sobreexpresar y purificar la triosafosfato isomerasa de los organismos seleccionados.

e Determinar los pardmetros cataliticos y el estado oligomérico de las enzimas.

e (Caracterizar las propiedades espectroscépicas de las proteinas.

e Desnaturalizacion de las TIM’s por temperatura y agentes caotrépicos utilizando técnicas
espectroscdpicas y calorimetria diferencial de barrido.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 SELECCION DE ESPECIES POR ANALISIS FILOGENETICO

Para seleccionar las especies estudiadas en el presente trabajo se realizé un anilisis filogenético del
dominio Bacteria, utilizando la clasificacién propuesta por Cavalier-Smith (T. Cavalier-Smith 2002) con la
finalidad de utilizarlo como guia y que permitiera la agrupacion de los phyla bacterianos. Posteriormente
se realizo la busqueda por phylum de secuencias de la Triosafosfato Isomerasa en el banco de secuencias
del NCBI (National Center for Biotechnology information); y se utilizaron los siguientes criterios de
busqueda: gen reportado para especies bacterianas y presentar una longitud de aproximada de 250
residuos. Una vez obtenida la lista de secuencias organizadas por phylum se realizé una nueva filtracién
de estas utilizando como método de analisis el alineamiento de las secuencias utilizando el programa
MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), para detectar GAP’s en la secuencia, y la conservacion
de los tres aminoacidos cataliticos reportados para la TIM. Finalmente, con un candidato para cada
phylum se realizé la bisqueda de reportes sobre los microorganismos en general; reportes o estudios
sobre la TIM; estructuras cristalograficas reportadas; y se realizé la prediccidn del punto isoeléctrico de la
proteina a partir de la secuencia de aminodcidos utilizando la herramienta computacional ProtParam del
portal cientifico ExPASy(Gasteiger et al. 2005) De todos los phyla bacterianos explorados se decidié
trabajar con las proteobacterias ya que de entre el dominio Bacteria, presentan una gran diversidad
metabdlica, lo cual nos permitiria estudiar una diversidad mds amplia utilizando organismos
cercanamente filogenéticos y asi tener una pauta mas plausible para comparar y estudiar sus
caracteristicas.

4.2 SUBCLONACION

Después de la eleccion de las especies, se solicitd la sintesis de los genes a la empresa GenScript®;
en un vector de almacenamiento pUC57 con el cudl se realizd la transformacion de células
guimiocompetentes E. coli DH5-a por medio de choque térmico. Con las células transformadas se realizo
la obtencidn del plasmido por medio del método Fenol-Cloroformo, y se procedié a la liberacién del gen
utilizando las enzimas para los sitios de restriccion Ndel en el extremo 5’y Xhol en el extremo 3" (New
England Biolabs®), proceso confirmado con un gel de agarosa al 1% del cual se realizé la purificacién del
gen mediante el kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen®). Posteriormente se procedié a la subclonacién de
los genes al vector de expresion pET-28b(+).

La subclonacion se llevé a cabo en dos reacciones de ligacidn de los genes y el vector de expresidn
digeridos, 1:3 y 1:5 respectivamente y se dejaron incubando durantes 2 dias a 16°C. Finalizado el
procedimiento se transformaron células quimiocompetentes E. coli DH5-a y se cultivaron en cajas con
medio LB con kanamicina (30 mg/mL). De las colonias se extrajo el plasmido que poseia nuestro gen de
interés; posteriormente se realizaron digestiones simples y dobles con las enzimas de restriccion
anteriormente mencionadas, comprobando la presencia del inserto en el plasmido mediante el uso de
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geles de agarosa. Con la presencia del inserto comprobada se procedié a la transformacion a cepas de
expresion E. coli BL21(DE3)pLysS por medio de choque térmico. Las cepas fueron almacenadas en glicerol
para su posterior uso.

4.3 SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE LAS PROTEINAS

La sobreexpresion se realizd creciendo las cepas transformadas en cajas Petri con medio sélido y
kanamicina, se selecciond una colonia aislada y se incubd en un tubo con 10 mL de medio LB liquido y
kanamicina (30 mg mL) incubandose toda la noche a 37°C a 250 rpm. A partir de este cultivo se inocul6
un tubo con 10 mL de medio LB y kanamicina (30 mg mL™), dejandolo crecer a 37°C a 250 rpm hasta
alcanzar una DOggo de aproximadamente 0.8 para realizar la inducciéon con 1ImM de IPTG, dejando incubar
nuevamente durante 4 horas en las mismas condiciones. Al termino se centrifugd el medio de cultivo a
8000 rpm por 20 minutos, y se resuspendieron las células en buffer (Tris base 100 Mm, KCl 150 mM, EDTA
1 mM, pH 7.7) para lisar por sonicacién en frio. Se centrifugaron a 15000 rpm por 20 minutos para separar
la parte del sobrenadante y de la pastilla de las células lisadas, que posteriormente fueron cargadas en un
gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes y fueron tefiidos con azul de coomassie para
analizar la sobreexpresién de la proteina y si se encontraba en la fraccion soluble o en la pastilla. Cuyo
resultado demostrd que la fraccion mayoritaria de las proteinas se encontraban como sobrenadante

La purificacidn de las enzimas se realizé a partir de una colonia seleccionada en una caja con medio
LB + kanamicina, de la cual se inoculd un tubo con 10 mL de medio LB liquido y kanamicina (30 mg mL™)
toda la noche a 37°C a 250 rpm. A partir de éste se tomd 1mLy se inoculd 1L de medio LB al cual también
se le agregd kanamicina, se mantuvo a 37°C a 250 rpm hasta alcanzar una DOgoo de aproximadamente
0.8. Se indujo usando 1mM de IPTG y se mantuvo en las mismas condiciones por 16 hrs. Transcurrido el
tiempo, se centrifugd el medio de cultivo a 8000 rpm durante 20 minutos para cosechar las células. El
pellet se resuspendid usando una solucidon de 35mM Imidazol + 35mM NaH,PO, + 300 mM de NaCl junto
con una solucién de inhibidor de proteasas 0.2mM de Floururo de fenilmetilsulfonilo (PMSF) diluido en
DMSO (Dimetil sulféxido). Una vez resuspendido la pastilla se realizé la sonicacion en frio. Se centrifugé a
15000 rpm por 20 minutos y se separo el sobrenadante de la pastilla.

El sobrenadante fue filtrado y se pasé por una columna de afinidad HisTrap acoplada a un sistema
AKTA FPLC (GE®) equilibrada con buffer 35mM Imidazol + 35mM NaH,PO, + 300 mM de NaCl pH 8.0,
eluyendo la proteina con un gradiente continuo de 500mM Imidazol + 35mM NaH,PO, + 300 mM de NaCl
pH 8.0 recuperando las fracciones que presentaron sefal de UV a 280nm y se corrieron en un gel de
poliacrilamida en un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes. Posteriormente la
proteina se dializé en buffer Tris 50mM para realizar el corte de la etiqueta de histidinas con trombina
mediante el kit Thrombin CleanCleave (Sigma-Aldrich®) durante 4 horas . Se dializé de nuevo a Tris 50mM
y posteriormente con buffer 35mM Imidazol + 35mM NaH;PO, + 300 mM de NaCl para poderla pasar de
nuevo por la columna HisTrap con el mismo procedimiento que en el paso inicial, pero ahora colectando
las fracciones iniciales debido a que la proteina cortada ya no deberia unirse a la columna.
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La proteina purificada fue dializada contra buffer Trietanolamina 10mM, EDTA IMm y DTT 1ImM a
pH 8.0 a 4° C para su almacenamiento y posterior uso.

4.4 DETERMINACION CONCENTRACION DE PROTEINA

La concentracion de la proteina purificada fue determinada usando un espectrofotémetro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific ®) a partir de su absorbancia a 280nm, utilizando el coeficiente tedrico
de absortividad molar (€230) obtenido por el servidor ProtParam (Gasteiger et al. 2005) utilizando la
secuencia de la proteina considerando las cisteinas en su forma reducida (Pace et al. 1995) obteniendo la
concentracidn de proteina mg/mL.

4.5 PARAMETROS CATALITICOS

La medicién de la actividad catalitica se siguid mediante un ensayo acoplado en direccién G3P a
DHAP (Gémez-Puyou et al. 1995), proceso al cual se acopla la reduccién del DHAP hacia Glicerol-3-Fosfato
catalizada por la enzima a-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (a-GDH) mediante la oxidacién de una
molécula de NADH a NAD™, por lo que por cada G3P transformado se oxida una NADH. Esta oxidacidn se
sigue ya que el NAD* no absorbe a una longitud de onda de 340 nm, con lo que se observa una disminucién
en la absorbancia, por lo que se puede medir el cambio en la absorbancia a lo largo del tiempo, la cual es
posteriormente transformado a pmol de DHAP formado por min mg? TIM, utilizando un coeficiente de
absortividad molar a 340 nm de 6220 M cm™ para el NADH.

El procedimiento anterior se llevé a cabo con la siguiente mezcla de reaccion: 100 mM de
Trietalonamina, 10 mM de EDTA, 1 mM de DTT pH 8.0, 0.2 mM de NADH y 0.9 U de a-GDH, a 25°C, y
variando la concentracion de G3P desde 0.1 hasta 3.5 mM para obtener los pardmetros cataliticos.

Para el analisis de los datos, estos se ajustaron a una regresiéon no lineal como a un modelo de
Michaelis-Menten para obtener la K y 1a Vimas por medio de la siguiente ecuacion (ecuacién X):

Vo = Vmax [S] /Km +s] 1)

Para el calculo de la eficiencia catalitica, se modificé el valor de la K., obtenida considerando que
solo el 4% del G3P se encuentra no hidratado, y esta es la Unica forma del sustrato en el que la TIM es
capaz de catalizar (Wierenga, Kapetaniou, and Venkatesan 2010).
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4.6 DETERMINACION DEL ESTADO DE OLIGOMERIZACION

Se determind el estado oligomérico de las proteinas mediante experimentos de cromatografia de
exclusidon molecular con una columna analitica Superdex 75 HR 70/30 (GE ®) acoplada a un sistema AKTA
FPLC (GE ©®). La elucidn de las proteinas se siguié con un detector de absorcién de UV (UVA) (A2s0). Ademds
de realizar los cromatogramas de las TIM’s seleccionadas se realizaron experimentos con las siguientes
proteinas de peso conocido para realizar la curva de calibracion: Tiroglobulina (670.0 kDa, radio de Stokes
85.80 A), Gama-globulina (158.0 kDa, radio de Stokes 51.0 A), Ovoalbimina (44.0 kDa, radio de Stokes
28.0 A), Mioglobina (17.0 kDa, radio de Stokes 19.0 A), Vitamina B12 (1.35 kDa, radio de Stokes 13.0 A).
Con los datos obtenidos de estas proteinas se graficé el volumen de elucién vs Rs, y el volumen de elucién
vs el logaritmo del Peso Molecular; a partir de estos se obtuvieron las regresiones lineales para obtener
el peso molecular y por tanto determinar el estado oligomérico de las proteinas seleccionadas.

Los estandares y las proteinas seleccionadas fueron eluidas en un buffer de Trietalonamina 10mM,
EDTA 1 mM, DTT 1mM, pH 8.0. En el caso de las proteinas problema se realizaron corridas a 3 diferentes
concentraciones: 500mg/mL, 100mg/ml, y 10 mg/mL. A partir de los volimenes de elucidn obtenidos, se
realizo la interpolacion para obtener el radio de Stokes y el peso molecular de las proteinas, utilizando las
curvas de calibracién. Finalmente el estado oligomérico se obtuvo dividendo el peso molecular
experimental contra el peso molecular teérico, de donde se obtuvo la cantidad de monédmeros asociados
de la proteina.

4.7 PROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS

47.1 Dicroismo Circular

La espectroscopia de Dicroismo circular es una técnica espectroscdpica donde se determina la
sefial de dicroismo circular de las moléculas es medido a lo largo de un rango de longitudes de onda. Esta
técnica es ampliamente utilizada para el estudio de moléculas quirales de todo tipo y tamafos, pero su
mayor aplicacién se enfoca en macromoléculas. Uno de sus principales usos es el andlisis de la estructura
secundaria o la conformacién de las proteinas ya que este es sensible a cambios ambientales como la
temperatura o el pH, y observar los cambios que tiene en estas condiciones o en interaccién con otras
macromoléculas. De este tipo de analisis se puede derivar informacién estructural, cinética vy
termodinamica de estas macromoléculas (Greenfield 2007).

Los experimentos de Dicroismo Circular se realizaron en un espectropolarimetro Chirascan™
(Applied Photophysics ®) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience ®) para el control de temperatura. La
proteina fue estudiada en un rango de longitud de onda de 200 a 260 nm, una concentracién de 0.4 mg
mL?! a 20°C en un amortiguador de NaH,PO4; 10 mM pH 8.0, usando celda de cuarzo de 0.1cm de paso
Optico.
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4.7.2 Fluorescencia Intrinseca

Las mediciones de fluorescencia intrinseca se realizaron en un espectrofluorémetro PC1 (ISS®)
acoplado a un sistema Peltier (PolyScience ®) para el control de temperatura. La concentracidn de proteina
utilizada para estos experimentos fue de 0.4 mg mL? en un amortiguador de NaH,PO; 10 mM pH 8.0 a
25°C. Se utilizé una longitud de onda de excitacién de 295 nm para seguir le emisidn del triptéfano de las
proteinas de 310 a 410 nm. El centro espectral de masa (CME) se calculé mediante:

CME =32l / 3L, 2)

Donde I, es la intensidad de la fluorescencia para cada longitud de onda (A).

4.8 DESNATURALIZACION TERMICA

4.8.1 Dicroismo Circular

Se realizd el seguimiento de la desnaturalizacién de las proteinas al monitorear cambios en el
espectro de dicroismo circular. Los experimentos se realizaron se realizaron en un espectropolarimetro
Chirascan™ (Applied Photophysics @) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience®) para el control de
temperatura. Se tomaron espectros de dicroismo (190-250 nm) en 3 puntos: en estado nativo a 20 °C (N),
en estado desplegado a 80°C (D), y la proteina replegada a 20°C (R). Por medio de la sefial a 222 nm se
siguieron los cambios de desnaturalizacidn y renaturalizacion; se realizé una rampa de temperatura de
20 a 80°C y viceversa a tres diferentes tasas de calentamiento (30, 90 y 180 K hrl). Los experimentos se
realizaron a una concentracion de 0.4 mg/mL en buffer NaH,PO, 10 mM a pH 8.0.

Los datos obtenidos del termograma se ajustaron a un modelo de dos estados con disociacion, y
fueron normalizados por medio de la ecuacién

_ Yopst — (Yy + myT)
(Ypr + mpT) — (Y, + myT)

fa (3)

Donde fp es la fraccidn de proteina desnaturalizada, Yost €5 la sefial observada a esa temperatura,
(Yn + mnT) v (Yo + mpT) son las ecuaciones de ajuste de las zonas pre y post de la transicion de la recta (Y=
ordenada al origen, m= pendiente y T= temperatura en K). Al ser un proceso irreversible, los valores de
temperatura media fueron obtenidos ajustando los datos a la funcion sigmoide de Boltzmann (Duy and
Fitter 2005).
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4.8.2 Calorimetria Diferencial de Barrido

Para seguir el proceso de desnaturalizacién por temperatura de las tres proteinas se utilizé el
Calorimetro capilar VP-Capillary DSC (Microcal ®) del laboratorio de Termofisica de la Facultad de
Quimica-UNAM en colaboracién con el Dr. Miguel Costas Basin. Se realizaron los experimentos a
diferentes concentraciones para BmeTIM (0.2,0.4,0.2,1.6,0.8, 1.2y 2.0 mg/mL), BtTIM (0.2, 0.4, 0.8, 1.2,
1.6,y 2.0 mL), y GdTIM (0.2, 0.4,0.6,0.8, 1,y 1.2 mg/mL) a diferentes velocidades de barrido (30, 60, 90,
120y 180 K hr?), en un buffer de NaH,PO, 10 mM; hasta una temperatura 15°C mayor a la Tm aparente
obtenida de los experimentos de desnaturalizacidon térmica seguida por DC. A las tres enzimas se les
realizd un rescan después de enfriar la muestra para probar si habia un proceso desplegamiento térmico
reversible.

A los datos obtenidos se les corrigid el tiempo de respuesta del equipo, la linea fisica y se
normalizaron respecto a la concentracidn de proteina. De igual forma se les resto la linea base del buffer
de la celda de referencia para obtener la capacidad calorifica en exceso (ecuacion X). A partir de las curvas
normalizadas se obtuvieron los valores de AHca y Tm. Posteriormente las trazas se ajustaron a un modelo
de dos estados irreversible (Lumry-Eyring): N > F, donde N es el estado nativo de las proteinas, el cual
mediante solamente una transicidn llega el estado final F, y este estado es incapaz de regresar a su estado
original, esta conversidn estd descrita por una constante de primer orden (k) que varia con la temperatura.
La capacidad calorifica en este modelo se expresa mediante la ecuacién (Costas 2009):

AHE,
Cp™** = exp(x) * exp[— exp(x)] 4)
RT2
con:
_La g 5

Donde la Tm es la temperatura correspondiente al maximo valor de la endoterma, T es la
temperatura en un punto de la curva, AH es la entalpia de desnaturalizacidon que se asume como constante
y Ea es la energia de activacidon del estado nativo al desnaturalizado. Finalmente la endoterma se ajusté
mediante la ecuacién:

Cp®* = B1+ B2 + B3 (6)

Donde B1 es la ecuacion X, B2 es igual a (1-exp [exp (-x)]) * (mT+b), siendo mT+b la linea base pre-
transicion, y B3 es igual a (1-exp [exp (-x)]) * (mT+c), siendo (mT+c) la linea base post-transicion.
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Finalmente se obtuvo la energia de activacién Ex del estado nativo al desnaturalizado utilizando el
grafico de Arrhenius

En una transicion de dos estados irreversible (Lumry — Eyring) se asume que la conversion cinética de
N a F estd descrita por una constante de primer orden (k) que cambia con la temperatura de acuerdo a la
ecuacion de Arrhenius

L k= mkm —— a2 7
— o —_— e —— k —
2 T TR (7)
Donde km estd dado por:

km = VB « A

m = *m

Siendo VB la velocidad de barrido utilizada durante el experimento en grados por minuto; Ea la energia
de activacidn, R la constante de los gases y Tm la temperatura media de desnaturalizacion.

4.9 DESNATURALIZACION QUIMICA

El proceso de desnaturalizacion con agentes quimicos se inicié con la realizaron pruebas para
obtener curvas de desnaturalizacion. Para esto, se hicieron varias diluciones en intervalos de 0.5M de urea
o cloruro guanidinio a una concentracidn fija de proteina y se incubaron por 24, 48 y 72 horas a 25°C.
Complementario a esto, se hicieron curvas de renaturalizacion en donde se desnaturalizé proteina
durante 24 horas a una concentracion saturante del desnaturalizante, y a partir de esta se realizaron
diluciones cada 0.25M incubandose a 25°C. Se midiendo los cambios en la sefial a 222 nm.

Una vez pasado el tiempo de incubacién se realizé la medicidn de los espectros de dicroismo circular
(190-250 nm) en 4 puntos: 1) proteina nativa, 2) proteina a la mayor concentracién de agente
desnaturalizante en direccion de desnaturalizacion, 3) proteina a la mayor concentracién de agente
desnaturalizante en direccién de renaturalizacién, y 4) la proteina con la menor cantidad de agente
desnaturalizante en direccion de renaturalizacién. Y finalmente se siguieron los procesos de
desnaturalizacidn y renaturalizacion por medio de los cambios en la sefal a 222.

Los datos obtenidos de las curvas se ajustaron a un modelo de dos estados con disociacion N, <=
2D, donde N, representa al estado dimérico nativo y D al mondmero desnaturalizado, y fueron
normalizados por medio de la ecuacién

_ YobsT - (YN + mNT)
(Ypr + mpT) — (Y, + myT)

fa (8)
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Donde fp es la fraccidn de proteina desnaturalizada, Youst €5 la sefial observada a la temperatura
en la que se realizd el experimento, (Yo + mnT) y (Yo + mpT) son las ecuaciones de ajuste de las zonas pre
y post de la transicién de la recta (Y= ordenada al origen, m= pendiente y T= temperatura en K). La
constante de equilibrio (keq) €n direccion nativo = desplegado se calculd con la ecuaciéon

_2f5Py
“1-fp

€)

Donde fp es la fraccidon de proteina desnaturalizada y Pt es la concentracién de proteina total
expresada en moles dimero.

5 RESULTADOS Y DISCUSION

Usando la filogenia propuesta por Cavalier-Smith basada en los eventos evolutivos que
permitieron la diversificacién de

5.1 SELECCION DE ESPECIES

En este estudio el proceso de seleccién de las proteinas a estudiar inicié desde el analisis de las
secuencias de la TIM reportadas hasta hoy en dia, agrupandolas de acuerdo a las relaciones filogenéticas.
Se analizaron y fueron descartando dependiendo de irregularidades en su secuencia, como inserciones o
deleciones muy grandes o que sobrepasaran por mucho el estimado de 250 aminodacidos, terminando con
una reducida seleccidn por phylum. El phylum proteobacteria presentaba una oportunidad Unica de poder
estudiar la TIM de organismos relativamente cercanos filogenéticamente, pero que presentaban
diferencias importantes tanto a nivel de secuencia como a nivel de organismos, permitiéndonos explorar
esa diversidad dentro de la TIM.
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Usando la filogenia propuesta por Cavalier-Smith basada en los eventos evolutivos que permitieron
la diversificacion de las bacterias (T. Cavalier-Smith 2002; Thomas Cavalier-Smith 2010), se exploraron las
5 clases del phylum Proteobacteria. Seleccionadas las especies se realizé el analisis de las secuencias de
las TIMs de estas utilizando la herramienta computacional ProtParam del portal cientifico (Gasteiger et
al. 2005) con el fin de obtener de forma tedrica el punto isoeléctrico (pl) de la enzima, y el indice de
inestabilidad de las proteinas (Tabla X).

Tabla 1. Especies seleccionadas con los valores de punto isoeléctrico e indice de inestabilidad obtenido a partir de la secuencia y
la temperatura optima reportada para los organismos.

Phylum Especie Punto isoelétrico Temperatura indice de
G6ptima de los inestabilidad
organismos
Brucella 5.58 37 37.03
melitensis
Hyphomonas 4.61 37 24.37
jannaschiana
Dinoroseobacter 5.23 33 21.85
B shibae
Thalassospira 5.22 40 29.50
xiamenensis
Hirschia 491 30 36.77
maritima
Burkholderia 5.58 30-35 23.57
thailandensis
Sulfuritalea 5.72 25 21.02
hydrogenivorans
Cupriavidus 5.61 30 28.01
metallidurans
Dechloromonas 5.59 30 29.57
aromatica
Bordetella petrii 5.37 30 27.89
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Desulfarculus 6.59 35 27.73
baarsii
Hippea maritima 5.20 52-54 33.04
Geobacter 5.48 30 33.37
daltonii
Deferrisoma 5.30 50 29.80
camini
Desulfomonile 5.37 30 39.00
tiedjei
Helicobacter 5.55 37-42 31.87
bizzozeronii
Helicobacter 5.74 38-40 33.90
suis
Helicobacter 5.99 21-25 30.67
magdeburgensis
Sulfurimonas 5.68 30 29.70
denitrificans
Helicobacter 5.64 35-40 43.08
macacae
Marinobacter 4.59 37 27.48
lipolyticus
Ewingella 5.99 37 19.52
americana
Tolumonas 5.64 22 37.02
auensis
Idiomarina 4.70 25 34.38
Xiamenensis
Rhodanobacter 5.48 25-35 33.58
thiooxydans
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Se realizé la busqueda de estructuras cristalograficas en la pagina de Protein Data Bank. De la lista
de candidatos solamente se encontraron reportadas las estructuras de Brucella melitensis y Burkholderia
thailandensis,

La ultima proteina fue del organismo Geobacter daltonii, un organismo capaz habitar en
ambientes con presencia uranio, ademas de poder metabolizarlo. Filogenéticamente también presenta
una ventaja en ambito de la exploracion de la TIM, ya que de entre el phylum Probeobacteria, pertenece
a la clase de los organismos mds derivados.

En resumen los organismos de los cuales se realizaron los estudios de la enzima problema son:

e Brucella melitensis (a-Proteobacteria)
e Burkholderia thailandensis (B-Proteobacteria)
e Geobacteri daltonii (6-Proteobacteria)

5.2 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS Y ESTRUCTURAS

Con las proteinas seleccionadas se realizé la comparacién de las secuencias obtenidas de la base de
datos del NCBI y se alinearon contra la secuencia de la TIM de E.coli con el fin de comparar sus secuencias
y encontrar diferencias como la longitud de la secuencia, gaps, etc. También se realizé la comparacidn del
porcentaje de identidad de las secuencias.

Figura 12. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos de la TIM de las tres especies seleccionadas contra la secuencia de TIM
de E. coli. Se muestran en azul los aminodcidos conservados entre las 4 secuencias, y en amarillo el alto de las barras es
proporcional all nivel de conversacion de los aminodcidos para cada posicion en la secuencia.
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Brucella_melitensis 100%

Burkholderia_thailandensis 31.07% 100%
Geobacter_daltonii 36.25% 40.63% 100%
Escherichia_coli 29 8% 47.01% 46.21% 100%

Brucella_melitensis Burkholderia_thailandensis Geobacter_daltonii Escherichia_coli

Figura 13. Porcentaje de identidad de las 3 secuencias de las TIM seleccionadas contra la secuencia de E.coli. (Porcentajes
obtenidos utilizando la herramienta computacional Sequence Identity And Similarity (SIAS), de la Universidad Complutense
Madrid).

Se realizd un analisis computacional de las secuencias para obtener algunas propiedades el peso
molecular, el punto isoeléctrico, y el coeficiente de absortividad molar, cantidad de cisteinas y triptofanos
(tabla x).

Tabla 2 Caracteristicas fisicoquimicas de las secuencias TIM seleccionadas.

Proteina Numero de Peso Punto Coeficiente Numero Numero de
(especie) aminodcidos molecular isoeléctrico de de triptéfanos
(Da) absortividad cisteinas
molar Esonm
(M1 cm)
Brucella
melitensis 257 26766.4 5.58 21220 4 3
(BmeTIM)
Burkholderia
thailandensis 254 26138.4 5.58 25565 3 3
(BtTIM)
Geobacter
daltonii 254 27026.9 5.48 22585 3 3
(GATIM)

De las enzimas seleccionadas, se conoce la estructura cristalografica de las TIMs Brucella
melitensis y Burkholderia thailandensis, por lo que se realizé el alineamiento entre la estructura de las dos,
obteniendo un RSMD de 0.539 A (figura x), posteriormente se analizaron las estructuras para conocer el
numero de cavidades, la formacién de puentes disulfuro, puentes salinos y puentes de hidrégeno.

37



Figura 14. Alineamiento de las estructuras cristalogrdficas de BmeTIM (verde, 4NVT) y BtTIM (azul, 4G1K).

El porcentaje de identidad mas grande entre las tres proteinas estudiadas en este trabajo es de
40.63% dada entre GdTIM y BtTIM, siendo la mayor parte de esta identidad entre los aminoacidos
cataliticos de la enzima, y los cercanos a estos. En contraste, con dos de las proteinas que presentan
estructura cristalografica, BmeTIM y BtTIM, presentan un RMSD de 0.539 A, resaltando como a pesar de
la diferencia entre la secuencia de las proteinas, estas llegan a la misma estructura terciaria como todas
las TIM’s conocidas.

5.3 SUBCLONACION DE LOS GENES

Los genes fueron optimizados y sintetizados por la empresa GenScript®, y estos fueron enviados en
un vector de almacenamiento pUC57 del cual se extrajeron los genes utilizando las enzimas para los sitios
de restriccion Ndel en el extremo 5’y Xhol (New England Biolabs®), posteriormente se procedié a la
subclonacién de los genes al vector de expresion pET-28b(+) y se corrieron geles de agarosa de los tres
genes para comprobar la presencia del inserto dentro del plasmido.
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Figura 15. Fotografia de gel de agarosa mostrando las digestiones del vector pET-28b(+). Se muestran (1) Vector pET-28b(+) con
gen de BmeTIM sin digerir, (2) Digestion del vector pET-28b(+) + BmeTIM con la enzima Ndel, (3) Digestion del vector pET-28b(+)
+ BmeTIM con la enzima Xhol, (4) Digestion del vector pET-28b(+) + BmeTIM doble digestion con las enzimas Ndel y Xhol, (5)
Vector pET-28b(+) con gen de BtTIM sin digerir, (6) Digestion del vector pET-28b(+) + BmeTIM con la enzima Ndel, (7) Digestion
del vector pET-28b(+) + BmeTIM con la enzima Xhol, (8) Digestion del vector pET-28b(+) + BmeTIM doble digestion con las enzimas
Ndel y Xhol, (9) Vector pET-28b(+) con el gen de GATIM sin digerir, (10) Digestion del vector pET-28b(+) + BmeTIM con la enzima
Ndel, (11) Digestion del vector pET-28b(+) + BmeTIM con la enzima Xhol, (12) Digestion del vector pET-28b(+) + BmeTIM doble
digestion con las enzimas Ndel y Xhol (13) Marcador de peso molecular (2-Log DNA Ladder (New England Biolabs®),
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5.4 PRUEBAS DE SOBREEXPRESION

En la sobreexpresion de las tres proteinas, la mayor parte en la fraccién soluble, por lo que se
procedio a la sobreexpresion de las proteinas en medio de cultivo de 1L.

Figura 16. Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12%, mostrando las pruebas de sobreexpresion después de haber sido
lisadas y centrifugadas. (1) Fraccion soluble de BmtTIM, (2) pastilla de BmeTIM, (3) fraccion soluble BtTIM, (4) pastilla BtTIM, (5)
fraccion soluble GATIM, (6) pastilla de GdTIM

La subclonacidn y sobreexpresidn de las tres enzimas fue exitosa. En los tres casos las proteinas se
expresaron de forma soluble, por lo que no se tuvo que recurrir a procedimientos desnaturalizantes para
poder trabajar con ellas. De igual manera la purificacion se llevd de forma simple, ya que se utilizé el
procedimiento estandar para otras TIM’s para poder obtener a las proteinas puras.

5.5 PURIFICACION DE LAS ENZIMAS

El proceso de purificacion se realizé por cromatografia acoplada a un sistema FPLC en un proceso
de dos pasos. En el primero se purifica a la proteina aprovechando la etiqueta de Histidinas, la cual es
removida utilizando trombina para posteriormente remover la cola en un segundo paso por la columna
de afinidad. A continuacién se ejemplifica este proceso con BmeTIM, como representacion del
comportamiento observado en las tres proteinas.
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Figura 17. Cromatograma del primer paso de purificacion de la enzima BmeTIM con colas de histidinas utilizando una columna
de afinidad Protino Ni-TED. En rojo se muestra la sefial de absorbancia del paso del sobrenadante del lisado celular, con un pico
a los 200 mL representando a la proteina deseada. En azul se muestra el gradiente en porcentaje del amortiguador de elucion.

Figura 18. Cromatograma del segundo paso de purificacion de la enzima BmeTIM sin colas de histidinas utilizando una columna
de afinidad Protino Ni-TED. En rojo se muestra la sefial de absorbancia del paso del sobrenadante del lisado celular, con un pico
que inicia a los 0 mL representando a la proteina deseada que no se pegd a la columna. En azul se muestra el gradiente en
porcentaje del amortiguador de elucion.
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Se corrieron geles de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes con las muestras
obtenidas de cada uno de los pasos de purificacién, y la medicién de la actividad especifica de la
proteina durante estos pasos.

Figura 19. Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12%, mostrando los pasos de purificacion de BmeTIM. (1) Sobrenadante del
lisado celular antes de ingresar a la columna, (2) BmeTIM con cola de histidinas después del paso por la columna Protino Ni-TED,
(3) BmeTIM después del proceso de corte con trombina, (4) BmeTIM pura.

Tabla 3. Datos de purificacion de Bme TIM. Los datos corresponden a un promedio de 3 veces que se realizé el procedimiento de

purificacion.
Paso de Volumen Concentracion proteina Actividad Eficiencia
purificacion (mL) (mg mL?) especifica catalitica
(umol mint mg?) (Mseg?)
Sobrenadante
antes de la 30 1.243 760.234 8.09x10°
columna Protino
Ni-TED
Después de la
columna Protino 35 1.323 8042.134 8.559 x10’
Ni-TED
Después del corte
con trombina 50 1.400 8023.453 8.540 x10’
Después del paso
por la segunda 50 1.401 20296.784 2.280 x108

columna Protino
Ni-TED sin cola de
histidinas.
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Tabla 4. Datos de purificacion de Bt TIM. Los datos corresponden a un promedio de 3 veces que se realizo el procedimiento de

purificacion.
Paso de Volumen Concentracion proteina Actividad Eficiencia
purificacion (mL) (mg mL?) especifica catalitica
(umol mint mg?) (Mseg?)
Sobrenadante
antes de la 50 1.028 603.453 1.087x10’
columna Protino
Ni-TED
Después de la
columna Protino 60 1.221 900.234 1.622 x107
Ni-TED
Después del corte
con trombina 30 2.950 1053.134 1.897 x10’
Después del paso
por la segunda
columna Protino 25 2.568 8392.226 2.114 x108

Ni-TED sin cola de
histidinas.

Tabla 5. Datos de purificacion de Bme TIM. Los datos corresponden a un promedio de 3 veces que se realizé el procedimiento de

purificacion.
Paso de Volumen Concentracion proteina Actividad Eficiencia
purificacion (mL) (mg mL?) especifica catalitica
(kmol mint mg?) (Mseg?)
Sobrenadante
antes de la 50 1.028 923.441 7.520x10°
columna Protino
Ni-TED
Después de la
columna Protino 60 1.221 11345.727 9.240 x10’
Ni-TED
Después del corte
con trombina 30 2.950 12342.067 1.005 x108
Después del paso
por la segunda
columna Protino 25 0.710 17376.424 1.842 x108

Ni-TED sin cola de
histidinas.
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En los geles de poliacrilamida se observa de forma clara como para el caso de las tres enzimas se
eliminan las impurezas dejando al final una sola banda.

5.6 PARAMETROS CINETICOS

Se realizé la purificacion de tres lotes de cada proteina para los cuales se obtuvieron y promediaron
los parametros cataliticos. Los valores obtenidos de los ensayos de actividad se ajustaron a una regresion
no lineal tipo Michaelis-Menten.

Figura 20. Cinéticas enzimdticas de las TIMs. Los ensayos realizados variando la concentracion de G3P (0.1 — 3.5 mM) a una
temperatura de 28 °C a pH 8. Los datos se ajustaron a una regresion no lineal con una cinética tipo Michaelis-Menten. En azul se
muestran los datos para BmeTIM (--M --), BtTIM (-- @ --), GATIM (--A --).

44



Tabla 6. Parametros cataliticos con sus valores de desviacion estandar obtenidos de las TIMs bacterianas estudiadas en este
trabajo comparados contra los valores de la TIM reportados para Moritella marina y Escherichia coli

Km Vmax Keat Eficiencia
TIM (mM) (umol minmg?) (min) Catalitica
(Ms?)
BmeTIM 1.19 £ 0.03 16741 + 308 (4.48+0.82) x 10°> | (1.82 +£0.39) x 108
BtTIM 0.60+0.13 9070 + 102 (2.42 +0.24) x 10° (1.99 + 0.40) x 108
GdTIM 1.41+£0.26 16608 + 108 (4.48 +0.29) x 10° | (1.56 +0.39) x 108
Moritella marina 1.9 15572 4.2 x10° 1.06 x 108
Escherichia coli 1.03 20194 5.4x 10° 2.53 x 108

Dentro de estos ensayos para calcular los pardmetros cataliticos no hay diferencias significativas
entre las TIM's de este estudio comparandolos con los pardmetros publicados en otros estudios, pues la
eficiencia catalitica se encuentra dentro del mismo orden de magnitud y las tres cineticas presentan un
comportamiento Michaeleano.
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5.7 PROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS

5.7.1 Fluorescencia intrinseca

Obtuvimos los espectros de fluorescencia de las tres proteinas, a continuacidn se muestran los
espectros comparados de las tres proteinas con los datos crudos y normalizados. De igual manera se
obtuvieron a partir de estos el centro espectral de masas (CME) y la longitud de onda maxima de emision.

Figura 21. Espectros de fluorescencia intrinseca en datos crudos y normalizados (inserto) obtenidos utilizando una A de
excitacion de 295 nm a 25°C en un buffer de NaH,PO, 10 mM a una concentracion de proteina de 0.4 mg mL*2; BmeTIM
(- W), BtTIM (—® —-), GATIM (- --).

Tabla 7. Datos obtenidos de los espectros de fluorescencia de las TIMs bacterianas.

TIM Numero de Amax Intensidadmax CME
triptofanos (hm) (UA) (nm)

BmeTIM | 3 333 62.4 344.89
BtTIM | 3 331 24.3 337.53
GdTIM | 3 331 24.3 343.45
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En la fluorescencia intrinseca, se observa un espectro de emision entre los 325 y los 340 nm, lo cual
nos indica que los triptdfanos se encuentran en un ambiente hidrofdbico. La fluorescencia es sensible a la
polaridad y a alteraciones del ambiente molecular. Usualmente la fluorescencia del Trp decae y se corre
hacia el rojo cuando el triptéfano se encuentra mas expuesto a un ambiente acuoso, lo cual se observa
cuando se sigue la desnaturalizacion. Sin embargo, el triptdfano también puede sufrir un apagamiento
(quenching) estando en estado nativo; para lo cual se han propuesto diferentes tipos de apagamiento
producidos por: transferencia de energética, apagamiento por contacto de aminoacidos, apagamiento
por colisidn, etc. Con respecto a los resultados obtenidos y haciendo la comparacién de los espectros de
emisién de las tres proteinas, se observa que a pesar de que las tres TIM’s tienen en su secuencia la misma
cantidad de triptéfanos, el maximo de intensidad de los datos sin normalizar presentan una distinguible
diferencia. Esto se puede explicar por el fendémeno de apagamiento.

Al presentar los datos normalizados de cada proteina por la cantidad de triptéfanos se observa el
alineamiento de los espectros. Analizando las estructuras se encontré que dos de los tres triptdfanos de
BmeTIM se encuentran expuestos mientras que uno se encuentra enterrado; por otro lado en la
estructura BtTIM dos estan enterrados y solamente un triptéfano es el que se encuentra expuesto al
solvente. Con esto, podemos explicar de forma clara la diferencia de los espectros de fluorescencia
obtenidos para las proteinas.

5.7.2  Dicroismo circular
En los espectros de dicroismo circular de las tres proteinas se observan dos minimos
aproximadamente a los 220 y 210 nm, mostrando la presencia de hélices a y hebras B en proteinas.

Figura 22. Espectro de dicroismo circular nativo de las TIMs bacterianas tomado a una temperatura de 25°C en buffer NaH,PO,4
pH 8.0 a una concentracion de proteina de 0.4 mg mL; BmeTIM (—-M--), BtTIM (--@® --), GATIM (—-A --).
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En cuanto al dicroismo circular podemos observar que las tres presentan la firma caracteristica de un
barril TIM, ya que poseen dos minimos cercanos a 222 nmy 210 nm, y un maximo cerca de los 195 nm, lo
gue nos habla de la presencia de hélices alfay hebras beta, en mayor o menor proporcién debido a algunas
variaciones que presentan las TIMs.

5.8 DETERMINACION ESTADO OLIGOMERICO

Utilizando las curvas de calibracién que se realizaron con las proteinas de peso conocido, se
determinaron el radio de Stokes (Rs) y el peso molecular experimental de las proteinas.

Figura 23. Cromatograma de elucion de BmeTIM en una columna de exclusion molecular con una columna analitica Superdex 75
HR 70/30 (GE ©®) a tres diferentes concentraciones; 500 ug mL™2 (- --), 100 ug mL (--M--), y 10 ug mL* (- --).

Tabla 8. Tabla con los datos obtenidos a partir de la interpolacion de las curvas obtenidas con las proteinas de calibracion.

TiMm Peso molecular Volumen de Radio de Peso Numero de
tedrico elucion (mL) Stokes (A) molecular mondémeros
(mondmero )(Da) experimental calculados
(Da)
BmeTIM | 26766 15.38 32.68 44192 2.22
BtTIM | 26138 15.97 28.69 53041 1.70
GdTIM | 28026 15.59 31.18 53291 2.00
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Para la determinacién del estado oligomérico se realizaron los ensayos de SEC por triplicado, a
diferentes concentraciones de proteina. Las tres proteinas resultaron ser oligdmeros, en especifico
dimeros, a pesar de que se encontraron algunas variaciones que pudieron derivarse de errores de
mediciones.

5.9 DESPLEGAMIENTO TERMICO

El desplegamiento térmico se siguié por dos métodos, el primero, el Dicroismo Circular, nos habla
de los cambios en la estructura secundaria de la proteina y por tanto se puede obtener una comparacion
entre los porcentajes de hélices alfa y hojas beta que presenta la proteina. El segundo, la Calorimetria
Diferencial de Barrido, determina el cambio de la capacidad calorifica de la proteina al pasar del estado
nativo y al estado desnaturalizado. Ademas, también se puede obtener informacidn sobre el porcentaje
de replegamiento de la proteina comparando este cambio en la capacidad calorifica con el obtenido al
realizar un segundo barrido.

5.9.1 Dicroismo circular

Se tomaron espectros de dicroismo (190-250 nm) en 3 puntos: teniendo a la proteina en estado
nativo a 20 °C (N), la proteina en estado desplegado a 80°C (D), y la proteina replegada a 20°C (R). Todas
las muestras medidas tenian una concentracion de 0.4 mg/mL.

Siguiendo los cambios en la sefial a 222 nm se observaron los procesos de desnaturalizacién y
renaturalizacion de las tres proteinas (Imagen x,y,z).
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Figura 24. Espectro de Dicroismo Circular comparativo de la proteina BmeTIM. Se muestra la proteina en estado nativo (-l --),
en estado desnaturalizado (--[]--), y renaturalizada (-{z]--)

Figura 25. Espectro de Dicroismo Circular comparativo de la proteina BtTIM. Se muestra el espectro de la proteina en estado
nativo (--M --), en estado desnaturalizado (-- || --), y renaturalizada (-- - --).
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Figura 26. Espectro de Dicroismo Circular comparativo de la proteina GAdTIM. Se muestra el espectro de la proteina en estado
nativo (--M --), en estado desnaturalizado (--[_1--), y renaturalizada (- --).

Posteriormente, se determiné la desnaturalizacién térmica midiendo los cambios en la sefial de
DCa 222 nm. Sustituyendo los datos adquiridos se obtuvieron los valores de T,de
las tres proteinas (Tabla 9).

La rampa de temperatura se establecidé de 20 a 80°C y viceversa a tres diferentes tasas de
calentamiento (30, 90y 180 K h-t). Sin embargo al no observarse un corrimiento de la seiales dependiente
de la tasa de calentamiento, se muestran Unicamente los termogramas de las tres proteinas obtenido a
una tasa de 90 K h-(Figura 27). °C
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Figura 27. Termograma comparativo de las tres proteinas: BmeTIM ( -B--), BtTIM ( --""--), y GATIM ( -M--), sequidos por DC. Se
muestra la fraccion desnaturalizada ( Fp ) contra la temperatura ( °C ). El proceso se siguié a una velocidad de barrido de 90
K/hr. Los experimentos se realizaron en buffer NaH,PO4 pH 8.0 a una concentracién de proteina de 0.4 mg mL™

Tabla 9. Temperaturas medias de desnaturalizacion obtenidas de la ecuacion de Boltzman en los termogramas de los tres
proteinas. Se muestran los valores a las tres diferentes velocidades de barrido y el factor de error para cada medicion. Los tres
experimentos se realizaron en NaH,PO4 pH 8.0 a una concentracion de proteina de 0.4 mg mL™?

Velocidad de BmeTIM BtTIM GdTIM
barrido
30K hr1 | 43.1 +0.02 59.1 +0.03 50.7 £0.04
90K hr™1 | 43.4 +0.02 60.5 +0.03 50.8 £0.04
180K hr 1 | 43.5 +0.03 60.3 £0.06 50.5 +£0.04

En la figura 24, referida a la comparacion de los espectros de dicroismo estado en los tres estados de
BmeTIM, se observa un desplazamiento de los minimos en estado desplegado y renaturalizado en
comparacion del nativo. Al comparar con el espectro de otra TIM en otros estudios, se ha observado una
pérdida casi completa de la seial cuando se encuentra la proteina en estado desplegado, comportamiento
diferente con BmeTIM donde se observan minimos y maximos en el espectro. Este fenédmeno nos habla
de que el estado desplegado de BmeTIM, aln presenta estructura secundaria residual.

Al comparar los espectros desnaturalizado y renaturalizado de BmeTIM, se observan algunas
diferencias. Por lo que se realizé la deconvolucidn de estos datos con el fin de ver una comparacion en los
porcentajes de estructuras secundarias que presentaban estos dos estados de la proteina. Con los
porcentajes vemos algunas variaciones. Considerando esto, y los espectros obtenidos de BmeTIM en los
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tres puntos del experimento, podemos sugerir que al calentar BmeTIM al calentarse no es capaz de
desplegarse completamente, y al momento de bajar la temperatura mantiene esa estructura intermedia
y ya no es capaz de adquirir completamente su estructura nativa.

Tabla 10. Valores de deconvolucion de la proteina BmeTIM obtenidos de los experimentos de Dicroismo Circular.

Nativo Renaturalizado
Hélices 40.1% 37.3%
Hojas paralelas 6.7% 7.2%
Hojas antiparalelas 7.3% 7.8%
Vueltas beta 15.7% 16.1%
Aleatoria 28.9% 30.6%

Esta informacidn nos sugiere que el desplegamiento térmico BmeTIM es irreversible, para
comprobarlo se realizé la prueba de desnaturalizacién utilizando la técnica de DSC.

5.9.2 Calorimetria Diferencial de Barrido

La desnaturalizacidon térmica seguida por medio de DSC, se realiz6 tomando en cuenta los
parametros obtenidos del Dicroismo Circular, por lo que las muestras fueron calentadas 15 °C mas arriba
de la T, aparente obtenida de los termogramas. A las tres enzimas se les realizd un segundo barrido
(rescan) posterior al enfriamiento dela muestra para probar
si el proceso de desplegamiento térmico es reversible.

En el caso de BmeTIM, se observd en el rescan una pequefia endoterma (Imagen x), por lo que se
procedid a repetir el experimento con otra muestra de proteina, pero esta vez calentando la
muestra sélo hasta la temperatura donde termina la endoterma (322.60 K) en vez de los 331.58 K
utilizados en el experimento anterior.
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Figura 28. Endotermas comparativas de BmeTIM. En la grdfica se hace la comparacion de las tres endotermas: el primer scan
(- --), el rescan realizado calentando la muestra 15 grados mds de su Tm app calculada (Tm app = 43.43°C) (K --); y el rescan
realizado hasta la temperatura en la que la curva de la endoterma acaba (-- [ --). La linea sélida presentada en todas las grdficas
corresponde al ajuste a dos estados.

Figura 29. Endoterma comparativa de BtTIM. Se observa la endoterma obtenida del primer scan (-- M-); y los datos obtenidos del
rescan de la muestra calentada 15°C mds alta que la Tm app de la enzima (-- <--). La linea sélida presentada en todas las grdficas
corresponde al ajuste a dos estados irreversible.
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Figura 30. Endoterma comparativa de GdTIM. Se observa la endoterma obtenida del primer scan (--M --); y los datos obtenidos
del rescan de la muestra calentada 15°C mds alta que la Tm app de la enzima (-- --). La linea sdlida presentada en todas las
grdficas corresponde al ajuste a dos estados irreversible.

Como se menciond anteriormente, los experimentos se realizaron a diferentes velocidades de
barrido (30, 60, 90, 120 y 180 K hr) para las tres enzimas y se graficaron las endotermas obtenidas para
cada una de las mediciones. Con esto se analizé la dependencia de la T, con respecto a la velocidad de
barrido.

Figura 31. Trazas calorimétricas de BmeTIM a 5 velocidades de barrido diferentes; 30 (-1-), 60 (-M--), 90 (-F1--), 120 (-W ) y
180 (-1-) K hr - ajustadas a un modelo de dos estados.
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Figura 32. Trazas calorimétricas de BmeTIM a 5 velocidades de barrido diferentes; 30 (-M--), 60 (-#--), 90 (---), 120 (-#--) y
180 (-1-) K hr Lajustadas a un modelo de dos estados.

Figura 33. Trazas calorimétricas de BmeTIM a 5 velocidades de barrido diferentes; 30 (-M--), 60 (-M--), 90 (-10--), 120 (-W --) y
180 (-1-) K hr 1 ajustadas a un modelo de dos estados.
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Utilizando estos datos se procedid a calcular la E,del estado nativo al desnaturalizado por medio dos
métodos: el grafico de Arrehenius (In kvs 1/T) y el promedio de las trazas a diferentes velocidades de
barrido. La comparacién de los valores de E,se muestra en la tabla X. .

Figura 34. Grdfico de Arrhenius de BmeTIM (-- B --), BtTIM (-- @ --) y GdTIM (-~ --).

Tabla 11. Valores de DH, Tm y Ea calculados a partir de los datos obtenidos por Calorimetria Diferencial de Barrido.

BmeTIM BtTIM GdTIM
DH (KJ/mol) 468 +4.816 563 +4.031 477 9.833

Tm (°C) 44.85 +0.019 58.85 +0.015 52.85 +0.001
Ea (KJ/mol) 554.6 492.5 766.6

En la segunda repeticion de BmeTIM se encontré un aumento en el drea bajo la curva de
la endoterma del rescan (Imagen x). Lo cual indica que esta transicion es parcialmente reversible.
Mientras que para BtTIM y GdTIM, no se observd ninguna endoterma en el “rescan”, lo cual indica que
ambas transiciones son irreversibles.

En la repeticion de BmeTIM, el pico del segundo ciclo es mucho mayor, lo que nos sugiere un
aumento en la reversibilidad de la muestra. A altas temperaturas se pueden generar cambios quimicos en
los aminodcidos de una proteina, lo cual puede provocar el mal replegamiento de la misma o la agregacién
(Benitez-Cardoza, Rojo-Dominguez, and Hernandez-Arana 2001), sin embargo, la Tm de BmeTIM no es
muy elevada esto resulta poco probable ya que para que los aminoacidos sufran alguna modificacién
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guimica se necesitan temperaturas arriba de los 200 °C (Weiss et al. 2018). Una resolucion mas factible
apoyada en los espectros de dicroismo, sugiere que la proteina no se despliega completamente, es decir
gue aun presenta estructura secundaria, un porcentaje de ello puede desplegarse, pero el resto puede
permanecer inalterado, y al momento de bajar la temperatura este porcentaje de estructura secundaria
gue presentd un cambio, no retoma su orden original causando los desplazamientos en los minimos de la
proteina y la disminucidn en su capacidad calorifica, tal y como se observa en la figura X.

En el estudio realizado por Romero et al., 2015, se encontrd por primera vez la presencia de
reversibilidad en TIM’s bacterianas, caracteristica Unica en este dominio hasta el momento, ya que en el
caso de los Eucariontes, donde se han realizado la mayoria de los estudios de la TIM, se ha encontrado
que su desplegamiento es irreversible. Se ha propuesto en el trabajo que la reversibilidad puede estar
asociada con un bajo punto isoeléctrico, la ausencia de estructura residual en el desplegamiento térmico,
una Tm baja, un volumen de cavidades reducida, y baja estabilidad conformacional (Romero-Romero et
al. 2015). Algunos de estos puntos fueron considerados para la seleccidn de las especies de este trabajo.
De entre las caracteristicas mencionadas se hace una comparacién con la informacién obtenida con
BmeTIM en la siguiente tabla.

Tabla 12 Datos comparativos de tres TIM's bacterianas reportadas como reversibles, BmeTIM, y la TIM de Escherichia coli
reportada como irreversible.

Caracteristica DrTIM ScTIM CpTIM BmeTIM EcTIM
Punto isoeléctrico 4.9 5.2 5.0 5.5 5.6
Ausencia de
estructura
residual durante Si Si Si No -
desplegamiento
térmico.
Bajo volumen de 2134 2921 2241 3493 4667
cavidades (A3)
Tm (C) 44.6 45.3 58.3 43.4 54.0

Si bien BmeTIM presenta algunas caracteristicas de las caracteristicas sugeridas que favorecen la
reversibilidad, el volumen de las cavidades y la ausencia de estructura residual no son cumplidas y
solamente presenta lo que parece ser una reversibilidad de tipo parcial. Deben ser considerados otros
factores que pueden intervenir en la reversibilidad de una proteina como el tiempo de purificacion, en
este caso la proteina en cuestién presentaba un periodo de 3 semanas en almacenamiento al momento
de realizar los experimentos, por lo que se debe considerar esto como una variable que afecte la capacidad
de reversibilidad. También se debe a considerar de que el factor de haber calentado la proteina a una
temperatura mas cercana al pico que se observa en la endoterma de la proteina, ya que al calentarse a
una menor temperatura se puede juzgar que la proteina no se despliega completamente, sino
simplemente tiene una desnaturalizacién parcial, con lo que se observaria una falsa renaturalizacion. Este
aspecto se podria explorar de manera mas profunda aplicando este mismo factor a las otras dos proteinas,
es decir, calentando BtTIM y GdTIM hasta la temperatura en donde se observa su pico en la endotermay
observar si hay un tipo de reversibilidad. En caso de encontrarlo podriamos suponer lo que se menciond
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de una desnaturalizacién parcial; mientras en caso de que aun asi no se encuentre ninguna sefial al hacer
el rescan, podriamos entonces realmente sugerir que BmeTIM presenta un caso genuino de reversibilidad
parcial

Teniendo esta reversibilidad parcial de BmeTIM, se realizd el ajuste de la endoterma a un modelo
de dos estados con el fin de obtener un ACp. Con estos datos se procedid a la crear la curva de estabilidad
de la proteina y se compard con las curvas de estabilidad de las proteinas reversibles reportadas por
Romero et al. cdmo se muestra en la siguiente figura.

Figura 35. Curvas de estabilidad comparativa de TIM’s bacterianas. Clostridium perfringens (—. --), Deinococcus radiodurans
(-Jll--), Streptomyces coelicolor (----), Moritella maritima (-l--), y Brucella melitensis (--Mll--). Se muestran como barras la
temperatura dptima de crecimiento de Brucella melitensis y Streptomyces ceolicolor.

BmeTIM muestra un valor de DH menor que el de las proteinas reversibles, en este caso, es mas
parecido a los valores obtenidos para Moritella maritima. Tambien es de apreciar que su rango de
estabilidad es menor. En las barras se muestra la temperatura dptima de crecimiento de BmeTIM y de
ScTIM, lo cual nos indica que los valores de la temperatura éptima de los organismos parecieran siempre
encontrarse a temperaturas mayores al maximo de la curva de estabilidad de las proteinas.
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Desde una perspectiva evolutiva Keeling & Doolittle, 1997 proponen por medio de anilisis
filogenético que la TIM de los organismos Eucariontes esta cercanamente relacionado con la TIM de las
a-proteobacteria. Con los resultados del presente estudio se puede sugerir que en caso de ser correcta
esta relacidn entre los organismos, esto podria explicar cémo BmeTIM puede ser un paso intermedio
entre la TIM de los organismos eucariontes y las bacterias, ya que con los datos que se tienen hasta ahora
parece ser que los representantes del dominio eucarionte poseen TIM irreversibles, mientras que algunos
grupos de bacterias tiene una TIM totalmente reversible.

5.10 DESNATURALIZACION QUIMICA

5.10.1 Urea

El primer paso fue la obtencién del tiempo de equilibrio inicid incubando las enzimas con
diferentes concentraciones de urea por un periodo minimo de 24 horas. Se realizaron mediciones a 222
nm realizadas cada 24 horascon el fin de observar si se presentaban cambios, en ausencia de
estos, se asume que la proteina ha llegado a su tiempo de equilibrio.

Como caso particular, BtTIM no mostré cambios espectroscépicos evidentes después de incubar
por 24 horas, por lo que el tiempo de incubacion aumentd a 72 horas.

Una vez obtenido el tiempo de equilibrio, los datos se ajustaron a la ecuacién de Boltzmann con
el fin de calcular la CM para cada caso particular (Tabla X). A la par de esto, se compararon los espectros
de DC de las enzimas nativas (sin urea), desnaturalizadas (8 M urea) y renaturalizadas (desnaturalizadas
en 8 M urea y posteriormente renaturalizadas en 0.5 M urea); con el fin de compararlos y determinar si
se presentaban casos de reversibilidad.
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Figura36. Determinacion del tiempo de equilibrio para BmeTIM. Se muestra el espectro a las 24 horas (- B -), a las 48 horas
(---), y a las 72 horas (-3--).

Figura 37. Prueba de reversibilidad de BmeTIM después de haber sido desnaturalizada con urea al 8 My renaturalizada hasta
una concentracién de 0.5 M. Se observa el espectro de desnaturalizacién de BmeTIM N — U (--B--) y de renaturalizacién U — N

(~0O-).
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Figura 38. Se muestran los espectros de DC comparativos obtenidos de las diferentes etapas de la proteina. Se muestra el DC de
la proteina nativa (- --), el DC obtenido cuando la muestra se encuentra desplegada con 8 M de Urea (-4 --), y el espectro de
DC de la proteina renaturalizada (--[1--).
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Figura 39. Determinacion del tiempo de equilibrio para BtTIM. Se muestra el espectro a las 24 horas (-- M --), a las 48 horas
(— -),yalas 72 horas (- --).

Figura 40. Prueba de reversibilidad de BtTIM después de haber sido desnaturalizada con urea al 8 M y renaturalizada hasta una
concentracion de 0.5 M. Se observa el espectro de desnaturalizacion de BmeTIM N — U (--M --) y de renaturalizacion U — N

(~ -
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Figura 41. Se muestran los espectros de DC comparativos obtenidos de las diferentes etapas de la proteina. Se muestra el DC de
la proteina nativa (-- M --), el DC obtenido cuando la muestra se encuentra desplegada con 8 M de Urea (--[ --), y el espectro de
DC de la proteina renaturalizada (-  --).

Figura 42. Imagen X. Determinacion del tiempo de equilibrio para GATIM. Se muestra el espectro a las 24 horas (--B--), a las 48
horas (--U--), y a las 72 horas (- --).
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Tabla 13. Valores de la CM calculados para las tres proteinas. Estos valores fueron obtenidos mediante el ajuste de la ecuacion
de Boltzman a partir de los datos obtenidos de los tiempos de equilibrio de cada una de ellas.

CM (M)
BmeTIM 1.89
BtTIM 4,97
GdTIM 4.67

En general, la desnaturalizacidon quimica con un agente como la urea, se utiliza principalmente
para evaluar la estabilidad de las proteinas, los efectos de las mutaciones sobre las proteinas y el
desplegamiento de estas (Bennion and Daggett 2003). En este caso los resultados nos muestra que
BmeTIM es la mas susceptible de las proteinas estudiadas a la urea, ya que con solamente 2 M de Urea,
la proteina comienza a perder su estructura secundaria; a diferencia de BtTIM y GdTIM, que en este caso
son bastante resistentes ante la exposicion con agentes caotrépicos a altas molaridades y en tiempos
prolongados.

Ademas de analizar los tiempos de equilibrio con urea, se realizaron pruebas de reversibilidad con la urea,
los cuales se siguieron por medio de los espectros de dicroismo circular en estado nativo, desnaturalizado,
y renaturalizado. Tanto BmeTIM y BtTIM muestran un espectro completamente desnaturalizado con la
urea, y una recuperacion total del espectro después de haber renaturalizado la muestra. Sin embargo, se
observa en las graficas obtenidas que estas dos proteinas presentan un fenédmeno de histéresis en el
proceso de renaturalizacion. Con el fin de comprobar el porcentaje de renaturalizacion se probaron las
actividades de las muestras, donde, BmeTIM presentd la recuperacién de un 70% de la actividad en
comparacion de la actividad de la proteina en estado nativo, y BtTIM no presentd ninguna muestra de
actividad residual.

El objetivo de este trabajo era realizar la exploracidn del espacio secuencia de la TIM dentro del
dominio Bacteria, ya que como se menciond antes, la diversidad de organismos dentro de esto dominio
es muy elevado. A lo largo de este trabajo se encontraron diferencias entre las tres proteinas que bajo un
foco pueden resultar significativas, y que bajo otra perspectiva solamente suman un rango de diferencias
gue terminan cayendo dentro de la definicién de lo que es una triosafosfato isomerasa. Esta proteina,
como ya se ha mencionado varias veces, se encuentra presente en casi la mayoria de los organismos, sin
embargo, en esta variedad recae la funcidn vital que tiene dentro de uno de los ciclos energéticos mas
relevantes de la vida; por lo que esta proteina como era ya bien conocido, puede tener una gran
variabilidad en cuanto a su secuencia, pero su funciéon se encuentra inalterada al igual que muchas
caracteristicas.

En el presente trabajo se determind la postura de encontrar no variaciones extraordinarias de la TIM,
sino encontrar un conjunto de pequefas particularidades que definiera a cada proteina, pues como
muestran los resultados, las tres proteinas trabajadas realizan la misma funcion, pero cada una presenta
particularidades que presentan una aportacion para la extensa dilucidacion de conocimiento que adn no
se conoce sobre la TIM y en general sobre la maquinaria que rige a las proteinas.
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6 CONCLUSIONES

10.

BmeTIM, BtTIM y GATIM fueron sobreexpresadas y purificadas de manera exitosa.

La eficiencia catalitica de las tres proteinas es similar a la eficiencia reportada para otras TIM.

En el estudio de fluorescencia intrinseca se pudo comprobar que las proteinas se presentaban
plegadas, ya que los triptéfanos se encontraban en un ambiente hidrofébico.

Se corrobord que las TIM purificadas se presentaban en forma de dimero.

Los resultados obtenidos del desplegamiento térmico de BmeTIM, seguido por Dicroismo Circular
mostraron la presencia de estructuras residuales en su forma desnaturalizada, y en la
renaturalizada, por lo que se propone esta enzima presenta algun tipo de cambio conformacional.
Para BtTIM, se obtuvo una pérdida total de la estructura secundaria y no hubo un replegamiento
de la proteina después de enfriarse. Mientras que para GdTIM, se obtuvo un cambio minimo con
respecto a los espectros de Dicroismo para los tres casos, aun estando a temperatura de
desnaturalizacidn se encontrd poco cambio en los espectros.

En la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido tanto GdTIM y BtTIM no presentaron
reversibilidad.

BmeTIM presentd un aumento parcial en la reversibilidad en el proceso de desnaturalizacién
térmica al realizar el calentamiento de la proteina a un temperatura mas baja teniendo como
punto de consideracion su Tm.

BmeTIM comparte algunas de las caracteristicas que parecer determinar la reversiblidad de las
TIM ante un proceso de desnaturalizacién térmica, lo cual puede explicar que solamente presente
una reversibilidad de tipo parcial.

BtTIM resulta es la proteina mas termoestable, mientras que BmeTIM es la que presenta menos
estabilidad.

El desplegamiento con agentes quimicos muestra que BmeTIM es mas susceptible a la
desnaturalizacidn que las otras dos proteinas, por lo que su estabilidad global puede ser también
mas baja.

7 PERSPECTIVAS

Obtener la estructura cristalografica de la proteina GdTIM.

Explorar el aumento de la reversibilidad con respecto a su Tm.

Medir actividad residual de BmeTIM posterior al calentamiento para probar un restablecimiento
de la funcidn catalitica.

Realizar experimentos con reversibilidad con proteina fresca.

Realizar experimentos de DSC a BtTIM y GdTIM calentando hasta su Tm para comprobar si se
muestra una reversibilidad parcial como en el caso de BmeTIM.

Caracterizar mas representantes del dominio bacteria con el fin de seguir explorando posibles
variaciones en el comportamiento de la TIM.
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9 ANEXO

Brucella melitensis

La familia Brucellaceae son un grupo de bacterias patdgenas facultativas que causan enfermedades en
animales y humanos. Brucella melitensis es la especie mas patégena del género Brucella que estd
involucrada en la brucelosis bovina. La brucelosis constituye una barrera para el comercio de animales y
sus productos debido a que esta enfermedad provoca el aborto de las crias. En humanos la infeccién por
este microorganismo produce lesiones tisulares como granulomas (Alton and Forsyth., 1996).

Brucella melitensis es una a-proteobacteria gram-negativa con morfologia de cocobacilo de alrededor de
1.5um. Son organismos que no esporulan, no presentn capsulas ni flagelos, y por tanto no presentan
movimiento. La membrana exterior se asemeja a cualquier otro bacilo gram-negativo con un componente
dominante de lipopolisacarido y tres grupos principales de proteinas. El metabolismo de estos organismos
es principalmente oxidativo y muestran poco consumo de carbohidratos. Son organismos aerobios que
prefieren una concentracién minima de CO, de alrededor del 5 al 10%, su multiplicacion es lenta a su
temperatura 6ptima de crecimiento.

Figura 1. Micrografia electrdnica de transmision de la bacteria Brucella melitensis en color falso.
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Burkholderia thailandensis

Burkholderia thailandensis estd cercanamente relacionada a Burkholderia pseudomallei, una bacteria
patdégena que produce un alto rango de sintomas clinicos conocidos melioidosis. Sin embargo, B.
thailandesis no presenta patogenicidad, por lo que se ha convertido en un modelo para el estudio de la
patogenicidad.

Burkholdria thailandensis es una B-proteobacteria gram-negativa y mévil debido a la presencia de entre
dos a cuatro flagelos polares. Es un organismo capaz de crecer en una alta variedad de nutrientes y
temperaturas. Sus colonias son lisas y presentan un color distintivo rosa, lo que la diferencia de
Burkholderia pseudomallei, es capaz de asimilar L-arabinosa, 5-keto-gluconato y adonitol (Brett, Deshazer,
and Woods 1998).

Figura 2. Fotografia de la bacteria Burkholderia thailandensis en cultivo.
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Geobacter daltonii

Geobacter daltonii es una &-proteobacteria gram-negativa que no forma esporas, ligeramente curva,
puede tener una longitud de hasta 1.5um, y forma colonias color rosa en acetato y dcido fumarico. Es
capaz de crecer en oxihidroxido de hierro (lll), citrato férrico, azufre, malato y 4dcido fumdrico como
aceptores de electrones. Estas bacterias se encuentran bien adaptadas a sedimentos en presencia de
contaminantes, la reduccion de Uranio (VI), la reduccién y degradacién de hidrocarburos aromaticos
(Prakash et al. 2010), por lo que presenta una buena opcién para la biorremediacién de cuerpos de agua
contaminados con metales pesados o desechos radiactivos (Akob, Mills, and Kostka 2007).

Imagen 3. Fotografia de colonias de la bacteria Geobacter daltonii obtenidas de un aquifero contaminado por residuos
radiactivos en Oak Ridge, Estados Unidos.
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