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RESUMEN

En la tierra los seres vivos han logrado sobrevivir a temperaturas que desde
nuestro punto de vista parecen extremas. Para la ciencia sigue siendo un misterio
como estos organismos procariontes extremaofilos han conquistado practicamente
todos los rincones del planeta (Coker J. 2019). Dado el papel central de las
proteinas en la bioquimica de la vida, una de las aproximaciones clasicas para el
estudio de la termoestabilidad es la comparacion de estructuras proteicas
provenientes de organismos termofilos contra sus homdlogos mesodfilos. Gracias
a este método, se ha identificado que las proteinas termdfilas tienden a tener mas
residuos cargados en su superficie y a aumentar su empaquetamiento,
escondiendo mas area hidrofdbica (Brininger, Cobani & Evilia 2018).

La triosafosfato isomerasa (TIM) tiene un plegamiento (B/a)8 y es un excelente
modelo para el estudio de la evolucionabilidad y termoestabilidad debido a su
robustez y a su conservacion en los tres dominios de la vida. Las TIMs bacterianas
y eucariontes son homodimeros con ~250 aminoacidos (aa) de longitud, mientras
que las TIMs de arqueas (ArqTIMs) son dimeros, pero algunas pueden tetramerizar,
ademas de ser 10% mas pequefias con ~225 aa (Sheramm, Kohlhoff & Hensel, 2001).
La oligomerizacion tetramérica se ha propuesto como mecanismo adaptativo a la
temperatura. Pero aln no existe evidencia que respalde dicha hipétesis, por lo que
el objetivo de este trabajo es encontrar si realmente existe una relacion entre la
oligomerizacion y la termoestabilidad en las TIMs de Arqueas.

Al analizar las estructuras cristalograficas disponibles de las ArqTIMs
tetraméricas observamos que la interfaz tetramérica se forma por interacciones
hidrofobicas de aminoacidos pequefios pertenecientes a las hélices 4, 5 y 6. Las
principales diferencias entre los tetrameros y el Unico cristal de una ArqTIM
dimérica muestra una substitucion de los residuos hidrofébicos pequefios por
residuos aromaticos y cargados en la principal zona de interaccion (hélice 5). Nos
preguntamos si estas caracteristicas del dimero estaban presentes en otras
secuencias de ArqTIMs, sorprendentemente encontramos su presencia en
acidofilos y no en organismos mesofilos como esperariamos si la hipdtesis
adaptativa fuera cierta.

En nuestro grupo de investigacion se han caracterizado fisicoquimicamente dos
TIMs de arqueas termofilas: la de Methanocaldococcus jannashi (MjaTIM) y la de
Methanotorris formicicus (MfoTIM), ambas son tetrameros en solucién y tienen
temperaturas medias de desnaturalizacion (Tm) de 111.6°C y 91.7°C, respectivamente
(Muhiz, 2020). La diferencia en la Tm es de casi 20°C, obviamente la diferencia no
se debe al estado de oligomerico, asi que la diferencia debe ser estructural. Por
esta razon, Sergio Romero resolvid la estructura de MfoTIM. Al comparar ambas
estructuras logramos notar dos cambios importantes: el primero es que la
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superficie electrostatica de MjaTIM esta cargada mas negativamente, y la segundo
es que MjaTIM esconde mayor area al formar la interfaz tetramérica.

Por ultimo, realizamos un analisis estadisticamente acoplado (SCA en inglés) en
alineamientos multiples de ArqTIMs y TIMs de bacterias y eucariontes para
encontrar aminoacidos que coevolucionan y tratar de rastrear los origenes de la
oligomerizacion. Resulta que la principal diferencia entre las secuencias de
ArqTIMs con las TIMs bacterianas y eucariontes es una delecion ~20aa en la hélice
5 de la TIM, que casualmente la principal zona de interaccion del tetramero,
ademas, encontramos dos sectores (red de aa coevolutivos) asociados a la interfaz
tetramérica en el alineamiento de Arqueas que no surgen en los alineamientos
multiples de Bacterias ni Eucariontes.
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INTRODUCCION

1. ORGANISMOS EXTREMOFILOS

En la tierra los seres vivos sobreviven a temperaturas que desde nuestro punto de
vista parecen extremas. Podemos mencionar el caso de la arqueas: Pyrococcus
furiosus vive y se reproduce entre los 70°C a 103°C (Fiala, G. & Stetter, K. 1986) en
contraste, Methanococcoides burtoniipuede crecer a 0°C y fue aislada del lago Ace
de la Antartida (Frazmann, et. al. 1992). Para la ciencia sigue siendo un misterio
como estos organismos extremofilos han conquistado practicamente todos los
rincones del planeta. Desde las montafias mas altas, hasta los mares mas
profundos; desde el frio antartico, hasta los crateres mas calientes (Coker J., 2019).
Aunque en su mayoria son procariontes, los organismos extremofilos se
encuentran presentes en los tres dominios de la vida: eucaria bacteria y arquea.

Para sobrevivir algunos de los en ambientes extremos, los organismos han
desarrollado mecanismos para mantener condiciones mas neutras en su medio
intracelular, por ejemplo: Los organismos halofilos que viven en altas
concentraciones de sales, tienen bombas de iones para expulsar el exceso de sodio
del medio intracelular (Rothschild & Mancinelli, 2001). Otro ejemplo son los
organismos que viven en ambientes acidos, estos tienen bombas de protones que
expulsan el exceso de protones al medio extracelular. Por el contrario, los
extremofilos que viven a un pH elevado tienen canales idnicos que permiten la
salida de sodio y la entrada de protones a la célula, ademas de una capa polimérica
que repele los iones OH- del medio extracelular (Figura 1). De esta forma, los
organismos que viven a extremos de la escala de pH mantienen un pH neutro
dentro de sus células (Schmid, Allers & DiRuggiero, 2020).

H* H*
4fluidez ¢ estabilidad ‘ el
= = YGE

salinidad

Temperatura ﬁé pH

> Bicapas lipidicas > Mono capas lipidicas > Bombas de protones > Bombas importadoras > Bomba de sodio-potasio
> Lipidos insaturados > Lipidos saturados y > Impermeables a protones de protones >Fotopigmentos para la
> Reduce la hidrofobicidad ramificados > Tolerancia a metales >Membrana repelente a OH proteccion contra UV
de la proteina > Proteinas mas compactas > Arqueas principalmente >Arqueas principalmente >Concentraciones altas de K+
> Comunidades > Arqueas principalmente
bacterianas

Figura 1. Mecanismos utilizados por organismos extremofilos para sobrevivir en
ambientes extremos. Como altas y bajas temperaturas, extremos en la escala de
PpH y de alta salinidad. Modificado de (Schmid, Allers & DiRuggiero, 2020)
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En cuanto a otras variables, existe un amplio rango de temperaturas ‘optimas de
crecimiento (Topt); a los organismos que crecen por debajo de 15°C se les denomina
psicrofilos; a los que crecen entre 15°C y 60°, mesoéfilos; entre 60°C y 80°C,
termofilos; y finalmente a los que crecen mas alla de los 80°C se les llama
hipertermofilos (Rothschild & Mancinelli, 2001). Los organismos psicrofilos tienen
cambios en la estructura de su membrana lipidica con la mayoria de los fosfolipidos
insaturados. La mayoria de estos organismos psicrofilos son bacterias, que se han
aislado de lagos en la Antartica o suelos cerca del polo norte (Stetter, 1999) En
cambio, la mayoria de los habitats hipertermofilos son paredes de geiseres en el
fondo del océano donde el agua llega a temperaturas de 200°C a 350°C, también se
han encontrado en el subsuelo de depdsitos de aceite caliente (60°C a 100°C) en
Alaska, el Mar del Norte y Siberia. Por ultimo, hay hiperterméfilos en habitats
creados por el hombre, algunos bacilos terméfilos han sido aislados de boilers de
agua (Stetter, 1999) (Schmid, Allers & DiRuggiero, 2020).

La principal limitante para caracterizar a los organismos extremofilos es la
dificultad de su cultivo en laboratorio. Porque desconocemos muchos detalles de
su crecimiento como: requerimiento de oxigeno y concentracion de nutrientes; asi
como la eliminacion de productos téxico o dependencias sintroficas con otros
organismos (Sterner & Liebl 2008). A pesar de su poca diversidad morfoldgica, los
procariontes tienen una gran diversidad metabdlica y proteica. La mayoria de los
hipertermofilos cultivados son quimiolitoautétrofos, es decir, que pueden obtener
su carbono a partir del CO; y tienen un metabolismo respiratorio que gana energia
de la oxidacion de sulfuros, hidrégeno y hierro. Por ejemplo, la fermentacion de
Pyrococcus furiosus procede de la via modificada de Embden-Meyerhof-Parnas
involucrando a la glucocinasa y la fosfofructocinasa que son dependientes de ADP,
a comparacion de la via clasica en donde dependen de ATP. Los mecanismos
moleculares que le permiten a los organismos vivir a estas altas temperaturas es
diverso, incluyendo adaptaciones especificas a diferentes niveles, como la
estructura y funcion de sus macromoléculas, su fisiologia y metabolismo, asi como
la regulacion y mantenimiento de su DNA (Sterner & Liebl 2008).

A pesar de que conocemos las estrategias que utilizan los psicrofilos y termofilos
para cuidar sus acidos nucleicos y membranas celulares, sequimos sin conocer
exactamente cuales son las caracteristicas y mecanismos para adquirir
termoestabilidad proteica. Las proteinas determinan como los seres vivos
interaccionan y se desarrollan en su ambiente, permitiéndoles sobrevivir en
condiciones extremas. Entender este fenomeno es de gran interés industrial, pues
las enzimas tienen una gran variedad de aplicaciones a altas temperaturas. Un
claro ejemplo es la industria del almidon, que se gelatiniza a temperaturas
elevadas para que sea accesible al ataque de las enzimas que lo transforman. Otro
gran ejemplo es la industria del papel, que busca reducir el contenido de cloro para
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blanquear la pulpa, una opcion es remover el xilano residual de la pulpa con
xilanasas, que reducirian el uso de blanqueadores quimicos. El proceso se lleva a
altas temperaturas y a pH alcalino. (Sterner & Liebl 2008). Un ejemplo mas es el
uso de la DNA polimerasas termoestables para la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR en inglés) uno de los métodos clave para la ingenieria
genética, secuenciacion del ADN y diagndstico molecular (Sterner & Liebl 2008).

El fracaso de aplicar las enzimas de organismos termofilos en la industria es
multifactorial. Solo pocos organismos termdfilos se han analizado a profundidad.
Para encontrar biocatalizadores nuevos y estables, con las propiedades necesarias
para aplicaciones biotecnoldgicas es necesario explorar la diversidad mircobiana
en los ambientes calientes. Esto requiere esfuerzos interdisciplinarios para tener
un entendimiento profundo de como las proteinas hipertermofilas, se estabilizan
tanto intrinsecamente como extrinsecamente (Sterner & Liebl 2008).

Se ha abordado el problema desde multiples aproximaciones cientificas
incluyendo: microbiologia, biologia molecular, bioquimica, fisicoquimica, biologia
evolutiva y biologia estructural. Esta tesis tiene como objetivo describir las
caracteristicas que proveen termoestabilidad a la Triosafosfato Isomerasa de
Arqueas mediante una aproximacion evolutiva, estructural y bioquimica.
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2. APROXIMACIONES
2.1 APROXIMACION BIOQUIMICA

Las proteinas son biopolimeros de origen genético, es decir, se forman a partir de
la informacion conservada en la doble hélice de ADN. Cuando esta informacion se
traduce se generan arreglos especificos tridimensionales de cadenas
polipeptidicas, es decir, proteinas en su estado nativo que son biolégicamente
funcionales. Resolviendo todas las necesidades celulares; -desde la movilidad y la
comunicacion hasta la alimentacion y la reproduccion-. Asi, las proteinas son los
elementos que definen la identidad de los seres vivos.

iComo es posible que todos los aminoacidos que forman una proteina puedan
encontrar su conformacion nativa especifica? En 1969 Cyrus Levinthal planted su
paradoja. Un experimento mental en el que imaginamos que existen 2
conformaciones por aminoacido, una proteina con 100 aminoacidos tendra por tanto
2" conformaciones posibles (su universo conformacional). Si le toma un
picosegundo en ir de una conformacion a otra. Muestrear todas las
conformaciones le tomaria 10 segundos, lo que equivale a 10" afios, tiempo mayor
a la edad del universo. Como estas condiciones son incompatibles con la vida,
podemos concluir dos cosas: la primera es que la busqueda de la estructura nativa
a través de todo el universo conformacional es imposible en un tiempo
bioldgicamente relevante, y segundo que la bisqueda de la estructura nativa no es
azarosa.

En 1961 Christian Boehmer Anfinsen trabajo con la ribonucleasa bovina, y estableci6
que la desnaturalizacion de las proteinas puede ser un proceso reversible dando
origen a la hipotesis termodindmica del plegamiento; que se define como: -el
proceso fisico mediante el cual las cadenas polipeptidicas adquieren su
conformacion de minima energia, también llamada conformacion nativa-. sus
experimentos también sugieren que la informacion necesaria para adquirir esta la
conformacion nativa se encuentra en la secuencia de aminoacidos.

De esta manera, cada conformacion proteica tiene asociada una energia
determinada, al conjunto de las energias correspondientes a todas las
conformaciones posibles se les llama paisaje energético o paisaje conformacional.
Dicho paisaje es unico para cada proteina, pero generalmente se representa en
forma de embudo en donde el fondo representa el estado nativo, y las rugosidades
del entorno representan estados conformacionales parcialmente estructurados,
llamados intermediarios (Figura 2). Conocer el paisaje conformacional de proteinas
homodlogas nos ayuda a estudiar como han evolucionado sus caracteristicas
moleculares (Romero, Fernandez & Costas, 2018).
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Figura 2. Paisaje conformacional en forma de embudo. Nos muestra como la
proteina va del estado desplegado en la superficie, al estado nativo de menor
energia en el fondo. Tomado de (Romero, Fernandez y Costas 2018)

Los parametros termodindmicos nos dan una descripcion clara del plegamiento.
Por ejemplo, el cambio en la energia libre de Gibbs (AG) describe la energia del
sistema -proteina-solvente-, y determina si un proceso es espontaneo o no: si el
cambio es negativo (AG < 0) el proceso ocurre de manera espontanea, por el
contrario, si es positivo (AG > 0) nos indica que el estado inicial es el estado estable.
La grafica que ilustra el cambio del AG, en relacion con la temperatura se le conoce
como “curva de estabilidad” (Figura 3). Se obtiene experimentalmente por medio de
la desnaturalizacion por temperatura y/o agentes quimicos y solo se puede
determinar cuando el desplegamiento es reversible. Cada proteina tiene su propia
curva de estabilidad, la cual puede cambiar de acuerdo con las condiciones
experimentales como: pH, amortiguador, solutos, etc. De dicha grafica se pueden
obtener otros valores importantes como las temperaturas de desnaturalizacion (T,)
por calor y por frio que son los puntos en donde interseca la curva con el eje de las
X (Figura 3). También podemos observar en la grafica que el AG alcanza un valor
maximo, es un punto importante porque nos indica la temperatura de maxima
estabilidad (Ts) (Romero, Fernandez & Costas, 2018).

La expresion matematica que permite el calculo de la curva de estabilidad (AG(T))
es (ecuacion 1):

AGT)=aH|1- 1 |-ac|T —T+T1m| L (1)
- ,

m m
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Figura 3. Ejemplo de una curva de estabilidad. Nos muestra la temperatura de
desnaturalizacion por calor (derecha) y por frio (izquierda) como los puntos en los
que la curva se interseca con el eje x. También nos muestra la temperatura de
maxima estabilidad como el punto mas alto de la curva. Tomado de (Romero,
Fernandez & Costas, 2018)

Otra aproximacion experimental muy util para evaluar la “huella termodinamica”
de las proteinas es la Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB o DSC en inglés).
Que consiste en comparar dos celdas: una con la proteina de interés y la otra con
el amortiguador. Ambas celdas se encuentran a presion constante, imbuidas en
una chaqueta adiabatica lo que impide el intercambio de energia con el exterior
(Figura 4.A). Al calentar ambas celdas a velocidad constante, debido a que estan
aisladas, el instrumento determina la capacidad calorifica, esto es, la diferencia en
la energia requerida para aumentar la temperatura de las celdas con proteina
nativa y con solvente. La cual es constante (Figura 4.B) hasta que ocurre el
desplegamiento de la proteina, este proceso requiere energia. Por lo que cuando
la proteina se desnaturaliza y absorbe energia, el instrumento contrarresta este
cambio devolviéndola al equilibrio con la otra celda, es decir, le suministra calor,
hasta que la proteina se desnaturaliza completamente, a partir de esta temperatura
se obtiene la capacidad calorifica del estado desnaturalizado, C,p. Al graficar la
Capacidad calorifica a presion constante contra la temperatura(Figura 4.B),
podemos obtener otros dos valores muy importantes: el primero es el cambio en
la entalpia (AH) que se define como toda el area bajo la curva de desnaturalizacion,
la cual nos indica el cambio de las interacciones quimicas en el desplegamiento; el
segundo es la temperatura media de desnaturalizacion (Tm) en la que el Cp alcanza
su maximo, y nos indica que la concentracion de las proteinas en el estado nativo
es igual a la concentracion de proteinas desplegadas (Romero, Fernandez & Costas
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2018). Este valor es particularmente importante en la investigacion de la
termoestabilidad, porque nos ofrece un factor de comparacion entre la estabilidad
térmica de las proteinas homoélogas de organismos mesdfilos y termofilos.

A B

Bil
Lo
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200

Linea base fisica
(solucién amortiguadora)

150

100

C, (kJ mol' K™

50

Chaqueta adiabitica 300 305 310 315 320 325
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Figura 4. Calorimetria Diferencial de Barrido. A) Composicion de las celdas
experimentales dentro de la chaqueta adiabatica. B) Grafica del DSC que ilustra los
valores de AH y Tm. Tomado de (Romero, Fernandez & Costas, 2018).

La CDB resulta realmente (til para el estudio de la termoestabilidad, porque los
contenidos de las celdas estan presurizados con nitrégeno. Lo que aumenta el
punto de ebullicion de los liquidos, permitiendo estudiar proteinas en condiciones
de hasta 125°C. Ademas, con los datos obtenidos del AH y del ACp se puede
construir la curva de estabilidad. A partir de la comparacién de las curvas de
estabilidad de proteinas de organismos termoéfilos y sus homélogos mesoéfilos, se
han propuesto 3 estrategias mediante las cuales las proteinas son capaces de
aumentar su termoestabilidad (Razvi & Scholtz, 2006). En la Figura 5 se observa la
curva de estabilidad de un organismo mesofilo en una linea negra continua, con
ella compararemos las otras 3 curvas que ilustran las estrategias que utilizan los
organismos termoéfilos para aumentar su Tm.

La primera estrategia y la mas usada por las proteinas, es aumentar su estabilidad
general, es decir, incrementar su AG; al hacer esto la curva de estabilidad gana
alturay se amplia, permitiendo alcanzar valores mas altos de Tm, como se muestra
en la Figura 5 con rombos rosas. La segunda estrategia ilustrada con circulos
amarillos en la Figura 5. es disminuir el cambio en la capacidad calorifica (ACp),
provocando un aplanamiento de la curva, alcanzando valores de Tm mayores. La
tercer y ultima estrategia es aumentar la temperatura de maxima estabilidad (Ts)
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recorriendo toda la curva hacia la derecha, permitiendo valore mas altos de Tm,
ilustrado en la Figura 5 con cuadrados azules (Razvi & Scholtz, 2006).

La mayoria de las proteinas termoestables utilizan dos o mas estrategias dentro
de las antes mencionadas para aumentar su termoestabilidad. Pese a que se
conocen estas ‘“estrategias” no es posible concluir que son estas ‘las
caracteristicas las que confieren la resistencia a la temperatura”, puesto que en la
naturaleza no existe una caracteristica que esté presente en todas las proteinas
termoestables (Dhaunta, Arora, et al., 2013).

A G (kcal mol™")

Temperature (K)

Figura 5. Estrategias fisicoguimicas que utilizan las proteinas para incrementar su
termoestabilidad. Se muestra la comparacion de una curva de estabilidad de una
proteina mesofila en linea solida negra, en rombos rosas se ilustra el aumento de
la estabilidad en general, en cuadros azules el aumento de la temperatura de
maxima estabilidad y por ultimo en circulos amarillos la disminucion del ACp.

Tomado y modificado de (Razvi & Scholtz, 2006)
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2.2 APROXIMACION EVOLUTIVA/SECUENCIAL

La distribucion de los aminoacidos a lo largo de la secuencia no es aleatoria y
contiene en si misma la informacion necesaria para el plegamiento de la proteina
y por lo tanto para su funcionalidad bioldgica. El espacio de secuencia es un término
que representa todas las posibles mutaciones y sus conexiones entre ellas
(Andreas Wagner, 2008). Para ejemplificarlo, supongamos que existe una proteina
de longitud N y tenemos 20 aminoacidos disponibles para mutar, por ende, su
espacio de secuencia tendria una magnitud de 20". Debido a esta enorme magnitud
(20N > 2'9%) resulta imposible de caracterizar experimentalmente todo el espacio
secuencial (Figura 6). Sin embargo, la naturaleza ha explorado secuencias, a lo
largo de millones de afios en millones de organismos. Dando como resultado una
gran diversificacion y optimizacion de secuencias, estructuras y funciones (Harms
& Thornton 2013). El espacio de secuencia se convierte en un mapa del genotipo-
fenotipo en el que cada nodo tiene informacion acerca de las propiedades
(moleculares o adaptativas) de nuestro interés; -se ejemplifican como picos en el
espacio de secuencia- (Figura 6). Esto nos ayuda a visualizar como estas
propiedades se distribuyen a lo largo de las secuencias -parecido a un mapa-
(Payner & Wagner 2019). Por ejemplo, en nuestro caso estamos interesados en la
termoestabilidad, asi que mientras mas grande sea la altura del pico mas grande
es la termoestabilidad en esa secuencia especifica (Figura 6). Lo maravilloso del
concepto es que se puede aplicar a todos los rasgos que queramos, si nos interesa
la actividad enzimatica, los picos seran diferentes a los picos de termoestabilidad
para un mismo espacio de secuencia. Permitiéndonos esquematizar la evolucion
de las moléculas bioldgicas (Harms & Thornton 2013).

Termoestabilidad

Figura 6. Espacio Secuencial de una proteina. En el eje y observamos el rasgo de
nuestro interés. En los otros ejes el espacio de secuencia.
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Los bidlogos evolutivos estudian las trayectorias de las proteinas a lo largo de este
mapa y qué fuerzas evolutivas dirigen el problema (Harms & Thornton 2013).
Durante el estudio evolutivo se debe tener en cuenta que las proteinas no son
objetos funcionales individuales. El proceso es mucho mas complejo, porque la
seleccion purificadora actua a nivel del fenotipo. Sin embargo, las proteinas se
encuentran justo en medio en el espacio genotipo-fenotipo. Porque su secuencia
de aminoacidos se basa en la transcripcion genética del DNA, y a la vez su
estructura expresa el fenotipo celular. Lo que significa que las proteinas tienen
informacion del sobre cémo fueron seleccionando (genotipo) y qué fuerzas
evolutivas lo fueron guiando (fenotipo) (Harms & Thornton 2013).

2.2.1 PATRONES EVOLUTIVOS

La evidencia del experimento masivo de la naturaleza esta en las secuencias de
las proteinas, por lo que un alineamiento de secuencias multiple (MSA en inglés)
se convierte en un registro historico (Valdar 2002). Los patrones de conservacion
y variacion en dichas secuencias nos cuentan como fue la historia evolutiva, por
medio de presion selectiva, recombinaciones, duplicaciones, deleciones o deriva
génica (Harms, M. & Thornton, J. 2013). Gracias a la tecnologia en secuenciacion
podemos acceder a una gran cantidad de secuencias de todos los dominios de la
vida. Lo que nos permite tener mas datos para buscar patrones estadisticamente
significativos en los alineamientos. Sin embargo, no es una tarea sencilla, pues hay
que distinguirlos de toda una amalgama de senales de fondo, producto de
diferentes tipos de correlaciones entre aminoacidos y secuencias (Morcos, F. et.al.
2014).

i.Como se pueden reconocer dichos patrones en las secuencias? El primer rasgo
que surge en los alineamientos multiples es la existencia de ciertos aminoacidos
cuya identidad se mantiene en la mayoria de las secuencias, es decir, estan
conservados. Como la mayoria de las substituciones en la secuencia son neutras,
la conservacion nos habla de la existencia de presion selectiva y por lo tanto nos
indica que ese aminoacido es importante o esencial para mantener la funcion de la
proteina. Asi que el grado de conservacion indica la importancia funcional por lo
que identificar las regiones conservadas de una proteina es tremendamente (util
(Valdar, 2002).

Como segunda aproximacion se han desarrollado técnicas como el Analisis directo
de acoplamiento (DCA en inglés) y el Analisis estadistico de acoplamiento (SCA en
inglés). Ambas técnicas utilizan alineamientos mdltiples de secuencia (MSA) como
datos iniciales; es necesario contar con al menos 1000 secuencias de proteinas
homologas, para el DCA y al menos 100 para el SCA. Lo que buscan ambas técnicas
son aminoacidos que co-evolucionan, es decir, pares de aminoacidos cuya
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conservacion o variacion dependan uno del otro. En el DCA se pretende predecir
interacciones fisicas en la estructura tridimensional utilizando Unicamente la
correlacion de las frecuencias entre pares de aminoacidos (Figura 7A) (Morcos, F.
et.al. 2011). En cambio, el SCA busca reconocer redes de aminoacidos co-evolutivos,
(sectores) por medio de la perturbacion del alineamiento y correlacionando los
datos obtenidos en una matriz (Figura 7B). Ambas técnicas han tenido resultados
sorprendentes para predecir aminoacidos funcionalmente relevantes y han sido
aplicadas en diversas familias de proteinas como: sefalizadores de dos
componentes, serin-proteasas, proteinas G, etc.
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Figura 7. Técnicas para conocer los patrones evolutivos en las secuencias. A)
Anélisis de acoplamiento directo (DCA). B) Analisis estadistico de acoplamiento
(SCA). Tomado y modificado de (Mark et. al. 2011) & (Ranganathan et. al. 2003)

La existencia de aminoacidos que co-evolucionan es evidencia circunstancial de un
fendmeno llamado epistasis que ocurre cuando dos o mas mutaciones no tienen
un efecto aditivo predecible, causando asi cambios en el fenotipo (Cooper &
Santiago 2011). Sin embargo, se necesita evidencia experimental sobre los impactos
funcionales o fenotipicos de las mutaciones ocurridas, que corroboren las firmas
estadisticamente significativas (Starr & Thornton 2016).
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2.2.2 EPISTASIS

El concepto de epistasis es complejo, pues trata de ilustrar el fendmeno de no-
aditividad: cuando el resultado total es mas que la suma de sus elementos (A-B, B-
C A£C). Para ejemplificarlo, imaginemos que tenemos dos mutaciones que son
neutras, es decir, no tienen cambios en el fenotipo. Uno esperaria que cuando se
mutaran ambos sitios el resultado fuera neutro. Sin embargo, cuando suceden
ambas mutaciones y se observa epistasis, si hay un cambio en el fenotipo, por
ejemplo, en la conformacion, estabilidad, actividad enzimatica, etc. (Masel et. al.
2010). Aun se desconocen las causas de este efecto, pero se teoriza que, tras una
mutacion, aunque sea neutra, al final, se alteran las interacciones fisicas entre los
residuos de la proteina ya sea estabilizando o desestabilizando la red de
interacciones. Pero, al cambiar estos contactos estructurales se obtienen efectos
no lineales de las propiedades fisicas. Que se tratan de compensar con la segunda
mutacion.

En 2012 el grupo de Richard Goldstein utilizo la evolucion de la fosfatasa morada
para investigar si el efecto de la substitucion de aminoacidos puede ser predecible.
Encontraron que después de una mutacion, aminoacidos similares tienden a ser
gradualmente mas aceptables a través del tiempo en esa posicion estructural. Lo
que nos indica que las proteinas tienden a compensar o equilibrar la presencia de
un aminoacido en cierta posicion a través de substituciones en otras posiciones
(Pollock, Thiltgen & Goldstein 2012) (Figura 8.A). Las relaciones epistaticas entre
aminoacidos son muy importantes porque permiten fijar mutaciones nuevas para
compensar estructuralmente a las mutaciones predecesoras. De otra manera, la
mayoria de las substituciones serian deletéreas (Figura 8.A) (Shah, McCandlish &
Plotkin 2015). Al mismo tiempo cada mutacion aleatoria se encuentra dentro de lo
neutral y luego bajo cierto tiempo se fija por mutaciones subsecuentes, y esa
misma mutacion se vuelve deletérea en ausencia de las mutaciones que se
predijeron, provocando asi una irreversibilidad en el proceso. (Shah, McCandlish &
Plotkin 2015) (Figura 8). A este fenomeno se le denomina amurallamiento o
atrincheramiento (entrechment en inglés). El amurallamiento es un término
importante porque nos habla sobre dos cosas muy importantes; la primera es que
la magnitud de los efectos de nuevas mutaciones depende del contexto secuencial
(background en inglés), y la segunda es que los efectos en el fenotipo dependen de
la trayectoria en la que surgieron las mutaciones (Figura 8.B) (Pollock, Thiltgen &
Goldstein 2012).

En 2015 el grupo de investigacion de Plotkin J. realizd un experimento muy
interesante para conocer la relacion entre epistasis, compensacion,
amurallamiento y seleccion purificadora. Consistia en realizar 10 mutaciones
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aleatorias puntuales en la secuencia de la proteina de union a periplasma lisina-
arginina-ornitina (arg7); para cada una de las mutantes se calculaba su estabilidad
predicha (AG) utilizando FoldX. En cada paso se seleccionaban las proteinas que
tenian mayor o igual estabilidad que la secuencia original, bajo un modelo de Moran.
El proceso se repetia durante 30 substituciones consecutivas para simular una
trayectoria evolutiva. Simularon 100 trayectorias replicadas, cada una iniciando con
la secuencia original de (argT) (Plotkin J, et. al. 2015). A lo largo de toda la
simulacion de la trayectoria evolutiva calcularon el coeficiente de epistasis, que
nos indica cuanto cambia el fenotipo con relacion a dos mutaciones y si el fenotipo
es muy diferente a la suma del fenotipo de las mutaciones independientes. Se
calcula a partir de la desviacion entre el efecto en la estabilidad de la doble mutante
y la suma de los efectos de estabilidad de las mutantes individuales. Como se
muestra en la siguiente ecuacion. Donde AG; significa la estabilidad de la doble
mutante, AG, la estabilidad de la proteina original, AG; la estabilidad de mutante iy
AG; la estabilidad de la mutante j.

E = [log(AGy) - log(AGo)] - ([log(AG)) - log(AGy)] + [log(AG)) - log(AGo)])

En la (Figura 8.C) se muestra como las mutaciones bajo seleccion purificadora
mantienen la estabilidad de la proteina, mientras que las mutaciones aleatorias sin
seleccion tienden a disminuir la estabilidad de la proteina. En la (Figura 8.D) se
muestra una grafica con el coeficiente de epistasis en el eje “y” y la trayectoria
evolutiva bajo seleccion purificadora en el eje “x”, las lineas verticales representan
+2 desviaciones estandar alrededor de la media del conjunto de las 100 trayectorias
evolutivas simuladas. Se puede observar que bajo seleccion purificadora las
mutaciones tienden primero a encontrar un equilibrio por medio de la
compensacion y despues incrementan sus interacciones epistaticas, generando el
fenomeno de amurallamiento.
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Figura 8. Fenomeno de amurallamiento (entrechment). A) Es una linea del tiempo
que representa como las mutaciones del pasado compensaron el ambiente quimico
para que la mutacion del presente no sea deletérea, ademas muestra que en un
futuro la mutacion presente serd necesaria para que nuevas mutaciones no sean
deletéreas. B) Esquema que representa el concepto de amurallamiento, los
circulos verdes representan todas las posibles substituciones y el morado ilustra
las substituciones secuenciales. Nos muestra que este proceso depende de la
trayectoria o de la historia de las mutaciones. C) Comparacion de la estabilidad
proteica entre las poblaciones con y sin seleccion purificadora. En el eje “y” se
muestra el AAG y en el eje “x” el nimero de substituciones. D) Eje “y” muestra el
coeficiente de epistasis, las lineas verticales representan +2 desviaciones estandar
alrededor de la media del conjunto de las 100 trayectorias evolutivas simuladas, en
el eje x” se representa trayectoria evolutiva simulada. Tomado y modificado de

(Plotkin, et al. 2015)

Como ya mencionamos, la epistasis actua a nivel del fenotipo. En términos del
espacio de secuencia, la epistasis introduce un cambio de altitud que se refleja
como rugosidades en el paisaje - pendientes altas o bajas - (Figura 9). La altura
que se obtenga varia dramaticamente dependiendo de su punto de partida y de la
direccion del paso (Starr & Thornton 2016) - pendientes altas o bajas - (Figura 9).
La epistasis puede restringir las trayectorias disponibles en el proceso evolutivo
por medio del atrincheramiento y a la vez puede abrir nuevos caminos al permitir
alcanzar puntos altos en pasos cortos.

La robustez es el medio por el cual las poblaciones pueden explorar el espacio
secuencial. Un sistema bioldgico es robusto si puede explorar muchas mutaciones
sin alterar el plegamiento, es decir, que la mayoria de las substituciones son
neutras (Payner & Wagner 2019). A simple vista podriamos pensar que la robustez
se opone a la busqueda de nuevos fenotipos, pero no es asi, las poblaciones que
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evolucionan en redes neutrales pueden acceder a una mayor variacion. Al tener
mayor variacion un fenotipo puede ser producido por diferentes secuencias o
genotipos, aumentando asi la variacion fenotipica (Andreas Wagner 2018).

“Las mutaciones son eventos aleatorios. De aqur la necesidad de que las
poblaciones posean en todo momento una reserva de variabilidad potencial
oculta.” - Dobzhansky, 1937

La mayoria de las mutaciones son toleradas o neutras sin seleccion purificadora
(Bershein & Tawfik 2006). Al contrario, las mutaciones bajo seleccion purificadora
son epistaticas y tienden a amurallarse por sus substituciones anteriores (Shah,
McCandlish & Plotkin 2015). En este caso la seleccion purificadora remueve las
mutaciones deletéreas, asi que se espera que las positivas son las que
permanezcan a lo largo del tiempo (Starr & Thornton 2016), esto sugiere las
mutaciones aleatorias bajo seleccion purificadora -como suele pasar en el proceso
evolutivo- aumentan las sustituciones con efectos epistaticos en la estabilidad
(Shah, McCandlish & Plotkin 2015).

Para visualizar mejor estos conceptos propondremos un experimento;
supongamos que tenemos un cultivo bacteriano creciendo en un medio rico y en
algun punto colocamos un antibidtico. Observamos que la mayoria de las células
muere, pero solo algunas sobreviven, las afortunadas tienen proteinas que les
confieren resistencia a antibioticos. En este caso la robustez le permitio a la
poblacion de bacterias explorar varios genotipos y alguno(s) les confirio la
resistencia antibidticos. En nuestras condiciones iniciales, esto era informacion
encriptada porque estaba latente pero no estaba contribuyendo al fenotipo (Payne
& Wagner 2019). Cuando agregamos el antibidtico generamos una seleccion
negativa, pues solo las bacterias resistentes a antibioticos sobrevivieron, si
nosotros mantenemos la presion selectiva, las bacterias comenzaran a generar
diversos mecanismos de supervivencia, es decir, generaran nuevos fenotipos. Aqui
es donde la epistasis hace su magia, ya que nos permite explorar diversos
fenotipos, por medio de pocas substituciones (Figura 9).
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Termoestabilidad

Figura 9. Fenomeno de Epistasis. Esta figura ilustra el espacio secuencial en la
base de la grafica, en el eje “z” se muestra la adaptabilidad de un rasgo (en este
caso la termoestabilidad). Los puntos a, b, ¢, d & e representan secuencias de 4
residuos, y los colores representan la identidad del aminodcido (verde: treoninas,
rofo: aspartatos, azul: lisinas y amarillo. metioninas). Observamos que la
substitucion de una metionina en la posicion 4 para a & b ocasiona la pérdida de
termoestabilidad, resultando en las secuencias c & d respectivamente. Pero c tiene
mayor termoestabilidad respecto de d, por lo que la misma substitucion no tuvo el
mismo efecto en las secuencias, sino que dependio del fondo genético. En contraste
podemos ver que el punto e tiene la mayor termoestabilidad, y los puntos a y b
podrian llegar a adquirirla pero por medio de substituciones diferentes; en el caso
de a seria un cambio de aspartato por metionina en la posicion 3; en el caso de b
seria una mutacion de la lisina en la posicion 4 por una treonina. La conclusion es
que la adquisicion o pérdida de un rasgo depende de dos cosas; la primera: el punto
de partida en el espacio de secuencia que ejemplifica el fondo genético; y la
segunda: la direccion de la mutacion, es decir, el tipo de substitucion.

En nuestro ejemplo podemos apreciar como la epistasis y la robustez incrementan
la capacidad de una poblacion para producir “variacion fenotipica heredable”, a lo
que llamamos evolucionabilidad (Masel et. al. 2010). Tanto la epistasis como la
robustez permiten generar nuevas funciones en poco tiempo, por lo que son dos
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fuerzas muy importantes en el proceso evolutivo, porque juntas exploran nuevos
fenotipos. La robustez, se puede interpretar como un factor que afecta la
divergencia de un fenotipo, sin embargo, la evidencia sugiere lo contrario. La
capacidad de un fenotipo de explorar de manera neutral una amplia variedad de
trasfondos genéticos aumenta su potencial adaptativo (evolucionabilidad) (Wagner
Andreas, 2008). Por su parte, la epistasis tiene menores eventos historicos y deja
marcas mas fuertes en las secuencias que podemos reconocer por medio de los
aminoacidos que co-evolucionan. El que las mutaciones sean heredables,
ventajosas o deletéreas en un organismo, depende de su historia evolutiva y de su
contexto secuencial. Sin embargo, una vez que se ha fijado la mutacion en una
poblacion, ésta forma parte del contexto genético para modificaciones futuras
(Shah, McCandlish & Plotkin 2015). Estos nuevos términos nos hacen replantearnos
la idea tradicional que dice que el proceso evolutivo sucede lentamente, gracias a
la baja probabilidad de acumular mutaciones poco a poco para derivar en la funcion
(Harms & Thornton 2013)

“Las moléculas se estan aboliendo constantemente, pero se preservan al mismo
tiempo”

~ Zuckerland & Pauling 1965
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2.3 APROXIMACION ESTRUCTURAL

Una de las aproximaciones clasicas para el estudio de la termoestabilidad es la
comparacion de estructuras de proteinas provenientes de organismos termofilos
contra sus homoélogos mesofilos. Gracias a este método se han identificado
potenciales caracteristicas de las proteinas termoestables listadas a continuacion:

1. Incremento de los puentes de hidrdgeno.

2. Mejora de las interacciones electrostaticas o pares ionicos.

3. Optimizacion de las interacciones hidrofdbicas.

4. Aumento del empaquetamiento

5. Aumento del area polar respecto a la no polar

6. Aumento en el contenido y la estabilidad de las alfa hélices

7. Mejora en la union de iones metal.

8. Eliminacion de asas expuestas al solvente

9. Asociacion en oligdmeros

10. Reduccidn de residuos inestables como: asparagina, glutamina, cisteina y

metionina.
1. Aumento de residuos cargados como: arginina, lisina, glutamato y aspartato.
12. Reduccion de la flexibilidad, aumentando prolinas en las asas y
disminuyendo la proporcion de glicinas.
Se ha visto que en proteinas termofilas los enlaces idnicos aumentan no solo en
cantidad sino en calidad, se vuelven mas fuertes porque se encuentran a menor
distancia (Szilagyi & Zavodszky 2008). Especificamente estudios en la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de T7ermotoga maritima
(Jaenicke, et. al. 1996), en la Indol-3-fosfato sintasa de Sulfolobus solfactaricusy
la super-oxido dismutasa de Aquifex pyrophilus, confirman el papel crucial de los
puentes salinos para la estabilizacion de las proteinas a altas temperaturas (Xiao
& Honig 1999)

En 1999 Xiao & Honig realizaron un experimento de dindmica molecular para
conocer la contribucion de las interacciones electrostaticas en el plegamiento de
cuatro familias proteicas: el glutamato deshidrogenas, GAPDH, ferredoxina y CheY.
Posteriormente, compararon sus resultados con las contrapartes mesofilas.
Encontraron que las proteinas termdfilas tenian mayor cantidad de interacciones
electrostaticas favorables. Incluso si tenian menos pares idnicos que los mesofilos,
los hipertermdfilos tienen mas contribuciones electrostaticas favorables para la
estabilidad. El papel individual de los pares idnicos y sus redes es variable. Los
autores argumentan que quiza sea Gtil pensar en términos de que todos los grupos
ionizables estan contribuyendo a una sola red ionizable; cuya dimension es la
proteina en si misma, incluyendo las interacciones relevantes y no solo las pocas
interacciones representadas por pares ionicos (Xiao & Honig 1999).
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Las moléculas de agua en contacto directo con la superficie de la proteina son
parte de algo llamado “la primera capa de hidratacion” (Levy & Onuchic 2006).
Cuando se forma un puente salino, la capa de hidratacion que es energéticamente
favorable se elimina de las cadenas laterales de aminoacidos cargados
involucrados. En 1998 Elcock realizo estudios tedricos donde calculaba la energia
libre de hidratacion de los 20 aminoacidos naturales y su dependencia con la
temperatura (Elcock y McCammon, 1997). Los investigadores sugieren que esta
penalizacion por la solvatacion disminuye a medida que aumenta la temperatura.
Concluyeron que las interacciones electrostaticas proteina-solvente son mas
favorables cuando aumenta la temperatura debido al aumento de la movilidad del
agua. Resulta ser que la termoestabilidad no solo depende de la cantidad de
interacciones electrostaticas sino también de su localizacion en la superficie de la
proteina (Sterner & Liebl 2008). Un ejemplo claro es el caso de la proteina
ribosomal L30e de 7Thermococcus celer que al cambiar los residuos cargados de la
superficie por alaninas reduce drasticamente su termoestabilidad. (Brininger,
Cobani & Evilia 2018). En la Figura 10 se ilustra claramente como las proteinas
termofilas tienden a tener mas residuos cargados en su superficie, y se muestran
las estructuras cristalograficas de la malato deshidrogenasa (MDH) con sus mapas
de Coulomb, en A tenemos la estructura de la MDH de un organismo mesofilo
Methylobacterium extorquens (PDB: 5UJK), y en B se observa la estructura de la
MDH de un organismo hipertermofilo Haloferax volcanii (PDB: 4BGU). Podemos
observar claramente como la superficie de la estructura del organismo
hipertermofilo estd mas cargada electrostaticamente ((Brininger, Cobani & Evilia
2018).

A Me - front Me - back B Hyv - front

Figura 10. Aumento de cargas electronicas en la superficie de proteinas termofilas.
En A) se muestra la estructura de la Malato deshidrogenasa de Methylobacterium
extorquens (Me) (PDB: 5UJK) un organismo mesodfilo. En B) se observa la
estructura de la Malato deshidrogenasa de Haloferax volcanii (Hv) (PDB: 4BGU) un
organismo termdfilo. En rojo se muestran las cargas negativas y en azul las
positivas. Tomado y modificado de (Brininger, Cobani & Evilia 2018)

Otra consecuencia del aumento de temperatura es que algunas las interacciones
hidrofobicas se favorecen, la optimizacion de estas interacciones es otra
caracteristica reconocible en proteinas termofilas. Chakravarty y Varadarajan

35



notaron que, en promedio, las proteinas termodfilas son mas pequefias en
comparacion con sus contrapartes mesofilas (Chakravarty S and Varadarajan R,
2002). Puede ser un hallazgo importante porque las proteinas pequefias muestran
una capacidad calorifica menor, lo cual resulta en una Tm mas elevada (Figura 5).
Se conocen casos como la N-(5'-fosforribosil) antranilato isomerasa (PRAI) de
Termotoga maritima que demuestra que al oligomerizar puede estabilizar
dramaticamente a la proteina escondiendo superficie expuesta al solvente.
(Sterner & Liebl 2008).

Otra caracteristica importante de las proteinas termodfilas es que reducen los
elementos inestables de su estructura por ejemplo Thompson y Eisenberg
encontraron en 1999 que las proteinas termofilas son mas pequefias debido a que
tienen asas (regiones no estructuradas) mas pequefios (Sterner & Liebl 2008).
Ademas, a nivel gendmico se nota una reduccion significativa de residuos polares
inestables (S, N, Q, G) (Szilagyi & Zavodszky 2008). Tanto la asparagina como la
glutamina se pueden desamidar, formando un anillo de succinimida que es
hidrolizado en solucion, produciendo residuos de aspartilo e isoaspartilo, que
perturban la estructura de la proteina. La tasa de desamidacion depende las
condiciones del ambiente como el pH y la naturaleza de los residuos de
aminoacidos vecinos (Sterner & Liebl 2008). Otro aminoacido que se observa en
menor proporcion en proteinas de organismos termofilos es la glicina, en cambio,
también se ha notado un aumento en residuos de prolina que estabilizan la
estructura y la vuelven mas rigida porque las prolinas limitan la rotacion del
esqueleto de la proteina por la interaccion de su anillo pirrolidina con el amino de
la cadena principal (Bribibger, Cobani & Evilia 2018).

En algunos casos las proteinas hipertermofilas son poco activas a temperaturas
“bajas”, pero tienen eficiencias cataliticas “normales” a altas temperaturas. Se ha
postulado que la baja actividad de las enzimas termoestables se debe a la rigidez.
De acuerdo con esta hipotesis se ha aumentado la actividad de la proteina sTrpC,
aumentando la flexibilidad del loop catalitico. Por otro lado, hay proteinas
termoestables que son cataliticamente eficientes a bajas temperaturas. Sugiriendo
que la termoestabilidad y la flexibilidad no son caracteristicas mutuamente
excluyentes. En general, las enzimas hipertermofilas son mucho mas eficientes
cataliticamente que sus homologas mesofilas a su correspondiente temperatura
fisiologica, debido a la inevitable aceleracion de las reacciones quimicas con la
temperatura (Sterner & Liebl 2008).

Todas estas caracteristicas nos muestran que los cambios pueden ser a todos los
niveles estructurales, desde la secuencia hasta la estructura cuaternaria. Algunas
de estas caracteristicas son mutualmente interdependientes. Cuando las familias
de proteinas se analizan independientemente parece que solo algunas
caracteristicas son usadas solo en algunas familias proteicas. Cada familia de
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proteinas usa una combinacion especifica para estabilizar las interacciones. Asi
que las proteinas de los hipertermofilos se estabilizan de varias formas, algunos
mecanismos parecen no tener la minima importancia en ciertas familias de
proteinas, pero pueden ser cruciales en otra familia de proteinas (Sterner & Liebl
2008) (Bribibger, Cobani & Evilia)
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3. LIMITANTES
3.1 LIMITANTES BIOQUIMICAS

La caracterizacion fisicoquimica de las proteinas nos provee de mucha mas
informacion, pero desafortunadamente es la mas costosa y eso implica que
podemos abarcar un menor nimero de secuencias. Ademas, que muchas veces las
condiciones de laboratorio estan muy alejadas de las condiciones en las que se
encuentra la proteina en el organismo de origen, por lo que pueden adoptar una
conformacion fuera de la fisiologia. Por ejemplo, al estudiar termoestabilidad
muchos experimentos se realizan a 25°C, la dificultad surge de que los
instrumentos de medicion estan limitados en los rangos de temperatura y pH que
pueden soportar, asi que muchas veces no podemos realizar experimentos en las
mismas condiciones fisioldgicas a las que viven los extremofilos (Park SH, et. al.
2015). Es importante realizar los experimentos a las temperaturas fisiologicas del
organismo porque la temperatura estabiliza ciertas interacciones, asi que mientras
varias interacciones son entrdpicas a temperatura ambiente se convierten en
entalpicas a altas temperaturas (Sterner & Liebl 2008).

También nos podemos encontrar con mecanismos alternos que utiliza la célula
para estabilizar sus proteinas, que perdemos de vista cuando se produce la
proteina de interés mediante la expresion heterdloga en el laboratorio. Por
ejemplo, los organismos que viven a altas temperaturas no solo aumentan la
estabilidad intrinseca de sus proteinas, sino que tienen maquinarias moleculares
responsables de reparar enzimas o bien altas concentraciones de solutos
estabilizadores. No podemos acceder a los solutos compatibles a altas
temperaturas porque dependen de varias vias enzimaticas celulares dificiles de
replicar en el laboratorio (Figura 11). Los diferentes sistemas de chaperonas actuan
sinérgicamente unos con otros para plegar, desplegar, desagregar, solubilizar y
reactivar proteinas. Sin embargo, tenemos poca informacion acerca de su rol en
vivo a altas temperaturas. La mayoria tiene chaperonas que se inducen por
cambios en la temperatura llamadas Hsp (heat-shock-protein). Homoélogos de la
Hsp70 se encuentra en los 3 dominios de la vida, aunque no se ha encontrado
presente en todos los clados de las arqueas. La Hsp70 tiene mdltiples funciones,
pero la principal es actuar como detergente, separando las regiones polipeptidicas
hidrofobicas (Figura 11) (Sterner & Liebl 2008).
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Figura 11. Mecanismos in vivo para aumentar la termoestabilidad. En A) Podemos
observar el sistema de chaperonas en procariontes, DnaJ y DnaK corresponden a

Hsp70 y Hspé0 respectivamente, se unen a la cadena polijpeptidica que sale del

ribosoma. En B) observamos solutos presentes en organismos hipertermofilos: a)
2,3-difosfoglicerato ciclico, b) diglicerol fosfato, c) di-mio-inositol-1,I'fosfato, d) di-
2-0-B-manosil-di-mio-inositol-1,I'fosfato, e) B-galactopiranosil-5-hidroxilisina, f)
a-manosilglicerato Tomado y modificado de (Sterner & Liebl 2008).
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3.2 LIMINTANTES EVOLUTIVAS

Una de las principales limitantes en esta aproximacion es que tenemos acceso solo
a una muestra de todas las secuencias compatibles con la vida y puede que dicha
muestra no sea representativa. Asi que estamos muy limitados por el nimero de
secuencias disponibles de nuestra proteina de interés. Otra limitante es que no es
tan sencillo inferir informacion de las secuencias, para eso se han realizado
metodologias como el SCA, sin embargo, estos métodos estadisticos no tienen
parametros tan claros que definan los limites entre aquella informacion que es
significativa de la que no lo es. Ademas, el resultado siempre cambia conforme
cambia la muestra y corremos el riesgo de que la muestra no sea lo
suficientemente representativa.

Hablando de evolucion hay un tema con el cual tener especial cuidado, “La
adaptacion”. El que algo sea adaptativo significa que en alguna poblacion ancestral
hubo una variacion que le permitio una supervivencia y reproduccion diferenciada
(Oslon & Arroyo 2015). Existe una tendencia de los cientificos en enfocarse
exclusiva o inmediatamente en la adaptacion a condiciones locales y tienden a
ignorar las restricciones del medio y solo hacen una invencion del proceso (Gould
& Lewontin 1979). En biologia hay un “error para distinguir entre la utilidad actual y
las razones de su origen” (Nielsen 2009). Tenemos que prestar especial atencion a
las llamadas historias ad-hoc cuya estructura es: -“este rasgo fue formado por
seleccion de las poblaciones ancestrales invisibles y esta seleccion debio ocurrir
porque se conserva ese rasgo en el presente”- La caracteristica de estas historias
es que son especulativas y no se pueden probar, se aceptan Gnicamente porque
son razonables o plausibles. Es una historia especulativa porque la presencia de
un rasgo en un organismo se utiliza como la Unica evidencia para inferir la variacion
heredable del rasgo en una poblacion ancestral y de un régimen selectivo que
favorecio esa variable sobre otras. Sin embargo, no se sustentan bajo ninguna
evidencia, y puede haber mil hipdtesis que sean igual de probables y no habria
razon para creer en esa particular (Oslon & Arroyo 2015). El método comparativo
ofrece una alternativa metodoldgica para probar o descartar la adaptacion de un
rasgo a una poblacion, consiste en la observacion cualitativa sobre las
caracteristicas de organismos similares en contextos similares de seleccion, asi
se obtiene informacion suficiente para apoyar o descartar la hipdtesis adaptativa
(Oslon & Arroyo 2015).

Otra dificultad tiene lugar cuando estudiamos una poblacion con un rasgo
especifico y no toda la poblacion estd sometida a la presion selectiva que
selecciona al rasgo. Por ejemplo, las proteinas son marginalmente estables, es
decir, estan ligeramente por encima del umbral de desplegamiento, este fendmeno
nos habla de la inhabilidad de la seleccion entre distinguir entre hiperestabilidad y
las proteinas suficientemente estables (Harms & Thornton 2013). Asi mismo pasa
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con la termoestabilidad, pues las proteinas de organismos psicrofilos y termofilos
no estan bajo presion selectiva. Por ejemplo, la Triosafosfato Isomerasa (TIM) de
Methanococcoides burtonii, que es un organismo psicrofilo aislado de un lago en la
Antartica que crece naturalmente a 1°C, tiene una temperatura media de
desnaturalizacion aproximadamente de 74°C (Dhaunta et. al. 2013). Este caso
ejemplifica como organismos psicrofilos pueden tener proteinas termofilas, porque
sus proteinas no estan sujetas a la presion selectiva de altas temperaturas
(Brininger, Cobani & Evilia 2018). Asi que cuando nosotros analizamos y elegimos
secuencias de organismos mesofilos y psicrofilos no podemos estar seguros de
que no sean termoestables.
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3.3 LIMITANTES ESTRUCTURALES

Es muy dificil llegar a una conclusion general acerca de las caracteristicas
estructurales responsables de la termoestabilidad, debido a que las estructuras
tridimensionales de proteinas mesoéfilas y termofilas se parecen mucho, ademas
que hay tantas mutaciones neutras que es muy dificil identificar cudles son las
cruciales en la diferencia de la termoestabilidad (Sterner & Liebl 2008). Debido a
esto, se utilizan aproximaciones diferentes para abordar el problema lo cual
dificulta un consenso (Szilagyi & Zavodszky 2008).

Otro problema es la cantidad limitada de estructuras disponibles en algunas
familias proteicas, y la naturaleza de dichas estructuras, puesto que la mayoria
provienen de la cristalografia de rayos X. Algunas desventajas de esta metodologia
es que los puentes disulfuro y los residuos acidos son sensibles a radiacion.
También que solo podemos observar las moléculas de agua estructurales, es decir,
moléculas de agua fijas en la estructura, pero no nos permite conocer el
comportamiento de la proteina con el soluto (Weik 2003). En solucion las proteinas
poseen flexibilidad conformacional que engloba un gran rango de estados de
hidratacion que no se ven en el cristal (Levy & Onuchic 2006)

El soluto es importante para la estructura, estabilidad, dinamica y funcion de las
moléculas bioldgicas. Asi que no se debe tratar como un ambiente inerte sino como
un componente integral y activo de los sistemas biomoleculares (Levy & Onuchic
2006). Por ejemplo, solutos de bajo peso molecular pueden tener varios efectos en
la solubilidad y estabilidad de las proteinas, por ejemplo; a bajas concentraciones
de sales las proteinas pueden aumentar su solubilidad, mientras que en altas
concentraciones de sales las proteinas pueden precipitar. Los compuestos
estabilizadores incluyen azlcares (sacarosa, trealosa, glicerol, manitol y sorbitol),
aminoacidos como la prolina y glicina, metil aminas (sarcosina, trimetilamina-N-o,
y betamina) y ATP. Asi como numerosos componentes que se han encontrado
especificamente solo en termdfilos e hiperterméfilos (Figura 11) (Sterner & Liebl
2008). También el agua actua como lubricante facilitando los cambios de las
parejas de puentes de hidrogeno responsables de las fluctuaciones
conformacionales. La transicion dinamica del agua en relacion con la temperatura
depende mucho de la viscosidad del solvente (Levy & Onuchic 2006)

Es dificil predecir la accion de los agentes estabilizantes a altas temperaturas al
igual que el agua. Se necesitan mas estudios del agua confinada por moléculas
bioldgicas y también modelos no bioldgicos, los cuales son necesarios para
esclarecer el papel del soluto en la dindmica y funcion de las proteinas en
ambientes a altas temperaturas y tan complejos como los de una célula viva (Weik,
2003).
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EPILOGO

Si buscamos entender a profundidad cualquier fendmeno bioldgico, es necesario
tomar en cuenta que todas las aproximaciones tienen sus ventajas y limitaciones.
Haciendo una analogia con la historia de “los ciegos y el elefante”, nuestras
aproximaciones serian los ciegos puesto que todas tienen limitaciones, y el
elefante seria el objeto de estudio o fendmeno bioldgico que queremos conocer
(Figura 12).

“Un grupo de ciegos escuchd que un extrafio animal, llamado elefante, habia sido
traido al pueblo, pero ninguno de ellos era consciente de su figura y forma. Por
curiosidad, dijeron.: "Hay que inspeccionarlo y conocerlo al tacto, de lo que somos
capaces”. Entonces, lo buscaron, y cuando lo encontraron, lo buscaron a tientas. La
primera persona, cuya mano se poso en la trompa, dijo: "Este ser es como una
serpiente gruesa". Para otro cuya mano llegaba a su oreja, dijo que parecia una
especie de abanico. En cuanto a otra persona, cuya mano estaba sobre su pata, dijo,
el elefante es como el tronco de un arbol. El ciego que puso su mano en su costado
dijo que el elefante "es una pared". Otro que sintio su cola, lo describio como una
cuerda. El ultimo sintio su colmillo, indicando que el elefante es lo que es duro, liso
y como una lanza.”
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Figura 12. llustracion de la historia de los ciegos y el elefante

Esta historia nos ensefia que el fendmeno es mucho mas que la suma de sus partes
y que para dilucidar bien un fenémeno natural debemos mirar desde varios
angulos, mientras podamos reunir mas puntos de vista nos acercaremos cada vez
mas a una descripcion de la realidad, aunque es dificil conocer con certeza si la
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descripcion es correcta, tendremos mayor robustez para la explicacion del
fenomeno.

Esta tesis tratara de utilizar la aproximacion evolutiva por medio de secuencias, la
aproximacion estructural por medio de estructuras cristalograficas, obtenidas por
mi compafero de laboratorio Sergio Romero y algunos datos bioquimicos,
obtenidos experimentalmente por mi companero de laboratorio Ricardo Muhiz,
para encontrar las caracteristicas que le confieren a la Triosafosfato Isomerasa de
arqueas su termoestabilidad. Resulta ser que la TIM es una excelente opcion para
investigar la termoestabilidad porque se encuentra ampliamente distribuido en el
arbol de la vida; contamos con muchas secuencias, estructuras y datos bioquimicos
disponibles, tanto de organismos termofilos como mesofilos. Acompafienme a
descubrir sus caracteristicas.
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4.MODELO DE ESTUDIO
4.1 EL PLEGAMIENTO (B/a)s

El plegamiento (B/a)s es un dominio estructural conservado en los tres dominios
de la vida, esta formado por ocho hebras beta y ocho hélices alfa que se intercalan
unas con otras. Las hebras betas se encuentran dispuestas en una lamina paralela
formando una elipse cerrada; dando estructura al centro del barril. Mientras que
las hélices alfa se encuentran rodeando esta lamina (Figura 13). Los elementos de
estructura secundaria estdn unidos por asas, de manera que hay 8 asas
conectando el carboxilo terminal de las hebras con las hélices, denominadas asas
Ba; y hay 8 asas ap que conectan el carboxilo terminal de las hélices con las hebras
(Figura 3) (Wierenga, 2001).

El plegamiento (B/a)s también es conocido como “Barril TIM” porque la ldmina de
hebras beta en el centro asemeja un barril y TIM porque fue descrito por primera
vez en la proteina Triosafosfato Isomerasa (TIM). Este plegamiento (B/a)s esta
ampliamente distribuido en la naturaleza, se encuentra presente en los tres
dominios de la vida y es el mas comun en las vias de metabolismo celular, se
calcula que estd presente aproximadamente en el 85% de todas las vias
metabodlicas. Ademas, de ser el mas abundante de las estructuras conocidas, se
estima que aproximadamente el 10% de las estructuras depositadas en el PDB tiene
este tipo de dominio estructural. También posee una amplia diversidad de
funciones, ya que es parte de 76 familias de proteinas y catalizan 6 de las 7
funciones cataliticas (Nagano & Orengo, 2002).

) 90 ,
asas beta/alfa 429 asas alfa/beta Qq) centro del barril

Figura 13. Plegamiento Barril TIM (B/a)s. Usando la enzima Fosforibosil Antranilato
Isomerasa (PRAI) de Thermococcus kodakdreaensis como efjemplo. PDB: 5LHF. A)
asas a/ B, B) asas B/a, D) laminas beta y centro del barril.

Debido a su diversidad y abundancia, el Barril TIM ha llamado la atenciéon como
modelo de estudio en diversos campos como la biologia sintética, el disefio de
proteinas y la biologia evolutiva. Resulta particularmente interesante en el campo
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de la biologia evolutiva porque existen evidencias que apoyan la hipotesis de que
todas las proteinas con plegamiento (B/a)s tienen un origen monofilo genético, es
decir, que todas las estructuras provienen de un ancestro en comun. Se hipotetiza
que dicho ancestro debid estar involucrado en las vias metabdlicas centrales. Los
barriles TIM tienen dominios B/a internos repetitivos, por lo que se especula que el
ancestro puede ser resultado de la duplicacion de un gen y su fusion. La evidencia
que apoya esta idea es que en algunos barriles TIM el amino (N-) y el carboxilo (C-
) terminal se pueden reconocer como unidades evolutivas separadas (Goldman et.
al,, 2016), ademas de que todos los barriles tienen el sitio catalitico en el extremo
del barril formado por los extremos C-terminal de las hebras beta, la llamada “cara
catalitica” (Wierenga, 2001).

Los barriles TIM son un buen modelo para la biologia evolutiva ya que tienen un
fenotipo robusto, es decir, los cambios en la secuencia suceden sin afectar el
plegamiento. Como ya discutimos anteriormente la capacidad de explorar cambios
neutros permite una gran variedad de trasfondos genéticos y por lo tanto una
mayor capacidad adaptativa (Mufiz, 2020). Esta claro como los pequefios cambios
en la secuencia de los barriles TIM nos permiten cambiar de funcion catalitica sin
perder su plegamiento. Lo que es experimentalmente conveniente porque nos
ofrece mucha informacion acerca de los procesos adaptativos.
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4.2 ENZIMA TRIOSAFOSFATO ISOMERASA

El miembro fundador de la superfamilia de los barriles TIM es la proteina
Triosafosfato Isomerasa (5.3.1.1), la cual es una enzima altamente conservada en
los tres dominios de la vida, que cataliza la interconversion del D-gliceraldehido-
3-fosfato (G3P) a Dihidroxiacetona fosfato (DHAP) (Figura 14). Esta enzima participa
en diferentes vias principales del metabolismo tales como: la glucdlisis,
gluconeogénesis, sintesis de triglicéridos y en el ciclo de Calvin, se localiza en el
citoplasma, cloroplastos y mitocondrias. La TIM es muy importante para el correcto
funcionamiento del organismo ya que existen enfermedades graves asociadas a
mutaciones puntuales que provocan un descenso en la actividad de la enzima
(Oroz, Olah & Ovadi, 2009). Apoyando esta afirmacion, algunos organismos
anaerobios son dependientes de la actividad enzimatica de la TIM, debido a que su
principal fuente de energia es la glucdlisis, por lo que la TIM ha sido blanco en el
disefio de drogas dirigidas contra endoparasitos (Enriquez-Flores, Romero,
Alcantara, et. al., 2011).

Figura 14. Sustrato y producto de la enzima Triosafosfato Isomerasa. Tomado y
modificado de Universidad de Santiago Virtual.

La TIM se considera una enzima cataliticamente perfecta debido a que sus valores
de kea/Kv estan cerca del maximo valor posible ~10° M s, lo que significa que es
una enzima limitada por difusion, es decir, la formacion del producto ocurre
inmediatamente cuando se encuentran la enzima con el sustrato, asi que la
limitante es cuanto tiempo tarda en desplazarse el sustrato a la enzima en solucion
(Blacklow, et. al., 1988). El sitio activo se encuentra en la cara de las asas Ba, en la
catalisis participan 3 aminoacidos conocidos como la triada catalitica: la lisina 11, la
histidina 97 y el glutdamico 169 (segun la numeracion de la TIM de Staphylococcus
aureus Figura 15, PDB: 3UWW) (Mukherjee, Roychowdhury, Dutta & Das, 2012). Estos
aminoacidos estan conservados en el 100% de las secuencias de la TIM reportadas.
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Figura 15. Aminoacidos cataliticos de la TIM. K11, H97 & E169 se muestran en lineas
gruesas rosas. El analogo del sustrato Glicerol-3-fosfato (G3P), estd entre estos
aminodcidos y se muestra en lineas gruesas amarillas. Numeracion de la TIM de
Staphylococcus aureus, PDB: 3UWW.

El mecanismo de catalisis inicia con la estabilizacion del sustrato en el sitio activo
por medio de puentes de hidrogeno entre el fosfato del sustrato y la cadena
principal de la proteina. EL primer paso de la catalisis ocurre mediante un
intercambio acido-base entre los aminoacidos cataliticos y la dihidroxiacetona
fosfato. El acido glutdmico 169 funciona como base extrayendo un proton del C1 de
la DHAP, y la histidina 97 funciona como acido al donar un proton al oxigeno
carbonilico del DHAP; el intermediario formado en este primer paso es un enediol
(Zhang Z., et. al., 1991); (Wierenga, et. al., 1992). Es de vital importancia estabilizar y
aislar al enediol, puesto que al entrar en solucidon se separa rapidamente del
fosfato, formando un compuesto llamado metilglioxal, altamente toxico para la
célula (Lolis y Petsko, 1990). En el segundo paso de la catalisis, la Histidina 97
funciona como base al extraer un proton del grupo hidroxilo del C1 del enediol,
mientras que el glutamico 169 funciona esta vez como acido al soltar el proton con
el que se habia quedado al C2 del enediol; formando asi G3P (Zhang et. al., 1999)
(Figura 16).
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Figura 16. Mecanismo de catalisis de la TIM. Tomado de (Zang et. al. 1999)

La funcion de la lisina 11, al estar cargada positivamente, es estabilizar
electrostaticamente el estado de transicion (el enediol) que se encuentra cargado
negativamente. Ademas, la proteina cuenta con un asa flexible (el asa Ba 6), que
sirve como aislante del medio acuoso, previniendo la formacion del metilglioxal
(Wierenga et. al, 1991). El asa 6 se mueve aproximadamente 7 angstroms, adoptando
una conformacion cerrada cuando el sustrato se encuentra en el sitio activo.
(Figura 17).

Figura 17. Conformacion abierta y cerrada de la TIM. En rosa se encuentra la
conformacion abierta, en gris la conformacion cerrada. El substrato se encuentra
en amarillo con lineas gruesas y los aminoacidos cataliticos en rosa con lineas
gruesas. Ambas estructuras pertenecen a Staphylococcus aureus, conformacion
abierta PDB: 3M9Y, conformacion cerrada SUWW.

Las TIMs tiene en promedio 250 aminoacidos de longitud y se encuentran en la
naturaleza como homodimeros obligados, es decir, que sélo las TIM diméricas son
completamente activas; la interfase dimérica se forma gracias al asa Ba 3, conocida
como el asa de interfase, dicha asa se extiende desde una subunidad monomérica
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hacia la cavidad que forman las asas Ba 1y Ba 4 del otro monomero (Lolis y Petsko,
1900) (Figura 18), el dimero se estabiliza por fuerzas de van der Waals e
interacciones hidrofobicas, entre las estructuras antes mencionadas. Actualmente,
no existen reportes de TIMs monoméricas cataliticamente activas, este hecho
sugiere que la estabilizacion del sitio activo depende de la oligomerizacion (Najera
et. al., 2003).

Figura 18. Conformacion dimérica de la TIM. En rosa se muestra el asa 3 de la
interfase dimérica y en negro el asa I. Estructura perteneciente a Staphylococcus
aureus PDB: 3UWW

La proteina TIM esta conservada en la mayoria de los seres vivos, sin embargo,
existe un gran rango de porcentaje de identidad entre estas proteinas, el mayor
porcentaje de identidad es de 100% entre la TIM de humano y la TIM de chimpancé,
el mas bajo es del 12% entre la TIM de Plasmodium falciparum y la arquea
Pyrococcus furiosus (Peimbert et. al., 2008). Esto nos ejemplifica la robustez
mutacional de la TIM, por esta razon y su amplia distribucion en la naturaleza es
un excelente modelo para estudiar biologia evolutiva.
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LAS TIMs DE ARQUEAS

La identidad entre bacterias y eucariontes es de aproximadamente 40%. El analisis
secuencial revela que las TIMs provenientes de arqueas tienen 20% - 25% de
identidad con sus contrapartes bacteriales y eucariontes. Ademas, las secuencias
de las TIMs de Arqueas (ArqTIMs) son de un rango de 219 a 231 residuos, lo que las
hace 10% mas cortas que sus contrapartes, por lo que son mas compactas en su
estructura (Sheramm, Kohlhoff & Hensel, 2001). Las TIMs de arqueas son
homodimeros obligados y se unen estructuralmente de la misma forma que las
TIMs de bacteria y eucaria, por el asa 3 que se extiende desde una subunidad
monomérica hacia la cavidad que forman las asas 1y 4 de la otra subunidad (Figura
19). Una particularidad de las TIMs arqueas, es que algunas se oligomerizan como
homotetrameros, esto es, como dimeros de dimeros (Figura 19). Estas
caracteristicas permiten su separacion en un grupo monofilético bien definido
(Ronimus & Morgan, 2003). Sin embargo, se cuentan con pocas estructuras
cristalograficas; hasta el momento (febrero 2022) se han reportado un total de 5
estructuras depositadas en el Protein Data Bank (PDB), procedentes de 4 especies
de arqueas distintas. Estas estructuras han permitido determinar que la interfaz
dimérica se forma de la misma manera que en otras TIMs y que la superficie de
tetramerizacion no involucra ni puentes salinos ni puentes de hidrégeno,
formandose principalmente por interacciones hidrofébicas (Walden et. al., 2001).
Las estructuras secundarias involucradas en la formacion del tetramero son la
hélice 4 con algunos aminoacidos que la preceden del asa Ba4; la hélice 5 que en
su mayoria es rica en alaninas y los ultimos aminoacidos de la hélice 6 (Gayathri
et. al., 2006) (Figura 19).

Figura 19. Triosafosfato Isomerasa de Arquea. Homotetramero. Se observa la
formacion como dimero de dimeros. El asa 3 se encuentra en color cian. Estructura
de Pyrococcus furiosus, PDB: THG3.
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Figura 20. Interfaz tetrameérica de las TIM de arqueas. En magenta se encuentra el
asa beta/alfa4 y el amino terminal de la hélice 4, en cian la hélice 5 y en amarillo
el carboxilo terminal de la hélice 6. Estructura de Pyrococcus furiosus PDB: THG3.

Las arqueas son el grupo dominante en organismos termoéfilos e hipertermofilos
(Figura 1) (Schmid, Allers & DiRuggiero, 2020). Este hecho y su separacion
filogenética bien definida, hace que las TIMs de arqueas sean un buen modelo para
estudiar los mecanismos moleculares por los que las proteinas se adaptan a
temperaturas elevadas. La tetramerizacion se ha propuesto como el mecanismo
adaptativo mediante el cual las TIM de arqueas se mantienen estables a
temperaturas elevadas. Sin embargo, esta afirmacion forma parte de los
argumentos ad hoc antes mencionados y carece de pruebas experimentales para
confirmar la veracidad del argumento.
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5. ANTECEDENTES
5.1 ANTECEDENTES BIOQUIMICOS

Hasta el momento existen pocos estudios fisicoquimicos sobre las TIMs de
Arqueas, pero se han determinado algunas caracteristicas biofisicas como la
termoestabilidad, actividad enzimatica y estado oligomerico para algunas especies.
Un antecedente fundamental para este trabajo es la tesis de maestria de mi
compafero Ricardo Mufiiz, que propone un estudio comparativo filogenético entre
diferentes TIMs de arqueas del grupo de los Methanococcales, con el fin de
determinar si las caracteristicas biofisicas de estas TIMs se seleccionaron de
acuerdo con la temperatura optima de crecimiento del organismo (Mufiz, 2020).

Con este fin, se seleccionaron cinco especies con el fin de abarcar cuatro géneros
del clado Methanococcales y tener un amplio rango en las temperaturas de
crecimiento optimo de estos organismos (Figura 21). Las especies seleccionadas
fueron: Methanocaldococcus Jjannaschii, Methanotorris formicicus,
Mathanothermococcus okinawensis, Methanococcus aelicus y Methanococcus
maripaludis. Nos referiremos a las TIMs de estas especies como: MjaTIM-85,
MfoTIM-75, MokTIM-60. MaeTIM-46, MmaTIM-38; respectivamente. La
nomenclatura estd dada por M del orden Methanococcales, las siguientes dos
letras minusculas son las primeras dos letras del nombre especifico de la especie
y el nUmero consecuente es la temperatura optima de crecimiento. Para fines de
analisis, MjaTIM-85 & MfoTIM-75 se clasificaron como TermoTIMs, y MokTIM-60,
MaeTIM-46 y MmaTIM-38 se clasificaron como MesoTIMs (Muhiz, 2020).

P M HT
MmaTIM-38 4

MfoTIM-75 4

MjaTIM-85 -
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Figura 21. Temperaturas de crecimiento de las especies seleccionadas para el
trabajo de maestria de Ricardo Muriz. Tomado de Muriz, 2020

Las MesoTIMs no se pudieron purificar a homogeneidad, presentando algunos
contaminantes en menor proporcion (Figura 67). Sin embargo, se realizo una
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caracterizacion espectroscopica para determinar el estado del plegamiento,
estructura secundaria y terciaria a 25°C. Al realizar el dicroismo circular se
encontro que el espectro correspondia al plegamiento de un barril TIM, no obstante,
los porcentajes de estructura no corresponden a este plegamiento (Tabla 1).
También se encontro en el UV lejano que tenian un maximo de emision a ~327 nm,
caracteristico de proteinas con triptéfanos (Figura 22 A, B), sin embargo, estas
MesoTIM no tienen triptéfanos. Estos resultados andmalos son probablemente
derivados de los contaminantes presentes. Por lo que no se pudo continuar con la
caracterizacion de las MesoTIMs. El caso de las MesoTIMs es similar al de la TIM
de Methanococcoides burtonii (MbuTIM) que no se pudo seguir estudiando a
profundidad porque la secuencia carece de triptéfanos, por lo que no es posible
monitorear las transiciones de la estructura terciaria, segun los autores (Dhaunta,
Guptasarma et. al. 2015).

Por el contrario, las TermoTIM se pudieron obtener con un alto grado de pureza e
igualmente se caracterizaron espectroscopicamente. Resultd que los espectros
son congruentes con un plegamiento de barril TIM y sus porcentajes de estructura
corresponden perfectamente con lo observado en la estructura cristalografica
2H6R de la MjaTIM-85 (Figura 22) (Tabla 1) (Mufiz, 2020). También se han
caracterizado estructuralmente dos TIMs termdfilas la TIM de Pyrococcus furiosus
(PfuTIM) y la TIM de Thermococcus onnurius (TonTIM) (Sharma & Guptasarma 2015).

MesoTIMs TermoTIMs
Parametro Mm;g'M' MaeTIM-46 MokTIM-60 MfoTIM-75  MjaTIM-85
De convolucion de los espectros de dicroismo

Hélices a 20% 22% 22% 33% 38%
Hebras B 30% 29% 30% 22% 18%
Estructura

no 49% 48% 48% 4L4% 45%
repetitiva

Espectros de fluorescencia

Intensidad 128.8 127.6 127.4 309.8 264.1
max (UA)
max (nm) 327 326 328 303 302

Tabla 1. Caracterizacion espectroscopica de las TIMs de Arqueas, tomado de
Muniz,2020.
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Figura 22. Dicroismo circular de las MesoTIMs, TermoTIMs, PfuTIM y TonTIM. A)
Muestra el UV cercano de las MesoTIMs, espectro caracteristico de barril tipo TIM.
B) UV lejano, espectro caracteristico de proteinas con triptofano. C) UV cercano de
TermoTIM, (MjaTIM linea roja) (MfoTIM linea naranja) espectro caracteristico de
Barril tipo TIM. D) UV lejano de las TermoTIM, espectro caracteristico de proteinas
sin triptofano. E) UV cercano de PfuTIM (linea roja) y TonTIM (linea negra). F)
Estructura contra temperatura PfuTIM (linea roja) y TonTIM (linea negra). Tomado
y modificado de (Muniz, 2020) & (Sharma & Guptasarma 2015).

Continuando con la caracterizacion fisicoquimica de las TermoTIMs, se determiné
su estado oligobmerico por medio de cromatografia de exclusion molecular.
Indicando que las TermoTIM son tetraméricas independiente de la concentracion
proteica (Tabla 2). Por medio de esta técnica y de dispersion dinamica de luz (DLS)
se ha determinado el estado oligdmerico de la TIM de diferentes organismos, la TIM
de termodfilos como Pyrococcus furiosus, Thermococcus onnurineus 'y
Methanothermus fervidus (MfeTIM) son tetrameros (Sharma & Guptasarma 2015)
(Kohlhoff, Dahm & Hensel 1996). En cambio, las TIMs de Methanobacterium bryantii
(MbrTIM) y Methanococcoides burtonii (MbuTIM) resultaron ser dimeros en
solucidn, se determind el estado oligomerico de MbuTIM por medio de DLS y ultra
centrifugacion analitica, las temperaturas optimas de crecimiento de estos
organismos son 37°C y 23°C respectivamente (Kohlhoff, Dahm & Hensel 1996)
(Dhaunta, Guptasarma et. al. 2015). Otro dimero en solucion es la TIM de
Thermoplasma acidophilum (TacTIM) ésta es una arquea termodfila, con
temperatura optima de crecimiento entre los 55°C y los 60°C que crece a valores
de pH entre 0.5y 2.0, (Park SH et. al. 2015)

E
TIM Método experimental . s:tado. Referencia
oligémerico

MjaTIM Cromatografia de exclusion analitica Tetramero Muiiiz 2020
MfoTIM Cromatografia de exclusion analitica Tetramero Muniz 2020

Cromatografia de exclusidn analitica , Guptasarma et.
TonTIM y DLS Tetramero al. 2015

fi lusié liti , Kohlhoff .al.

PFUTIM \C/rg[\;atogra ia de exclusion analitica Tetrdmero 1;96 o et.a
MfeTIM Cromatografia de exclusién analitica Tetrdmero Eggghoff S5 clE
TtxTIM  Ultra centrifugacién analitica Dimero/Tetramero \zl\éz;l)lfen et. al.
MbrTIM Cromatografia de exclusién analitica Dimero Egg;hoff et. al.
MbuTIM Cromatografia d_e EXC|L-I§I0n an?liltlca, Dimero Guptasarma et.

DLS y ultra centrifugacién analitica al. 2015
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Cromatografia de exclusion analitica , Park SH et. al.
Dimero

[ y ultra centrifugacion analitica. 201>

Tabla 2. Estado oligomerico de las TIMs de Arquea.

El caso de la TIM de 7Thermoproteus tenax es interesante, ya que es un organismo
hipertermofilo con una temperatura 6ptima de crecimiento de 86°C, que no forma
tetrameros estables; sin embargo, por medio de ultra centrifugacion analitica se
mostro que la enzima presenta un equilibrio dimero/tetramero, la tetramerizacion
depende de la concentracion proteica, a 25°C tiene una constante de disociacion Kp
= 7x10-8M. Asi mismo, la inactivacion depende de la concentracion enzimatica, lo
cual sugiere que los dimeros y los tetrdmeros difieren en actividad enzimatica, ya
que la actividad se pierde completamente a concentraciones bajas de proteina, esto
indica que los dimeros son practicamente inactivos. Pero al aumentar la
concentracion a 500 pg/ml se reestablece el 100% de actividad catalitica, indicando
que los tetrameros son cataliticamente activos (Walden et. al. 2004).

Otra caracteristica biofisica que se ha explorado de las TIMs de arqueas es la
actividad catalitica, en los ensayos enzimaticos se determinan varios parametros:
la Ku nos habla de la afinidad del sustrato por la proteina, la Vmax que es la velocidad
limite que puede alcanzar la reaccion, la ke que es la constante catalitica que nos
habla del nimero de moléculas de sustrato convertidas en producto por molécula
de enzima y unidad de tiempo. En los ensayos enzimaticos de las TIMs se analiza
la conversion de gliceraldehido-3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato (DHAP)
acoplados con la enzima a-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, la cual reduce el
DHAP a-glicerol-3-fosfato a través de la oxidacion de la molécula NADH (Gomez-
Puyou et. al. 1995) a partir de la cantidad de proteina en la celda de reaccion y el
coeficiente de absortividad molar (¢) del NADH (6220 M-' cm™) se puede calcular la
actividad especifica en moles de DHAP formados por minuto por miligramo de
proteina. Con esta metodologia se evaluaron en nuestro laboratorio las cinéticas
de las Meso y las TermoTIMs a 25°C con diferentes concentraciones de G3P (Muhiz
2020). Se eligio dicha temperatura para poder comparar datos de otras TIM porque
en el laboratorio no era posible realizar ensayos en la temperatura optima de
crecimiento de los organismos hipertermofilos, porque la enzima acoplante se
inactiva por arriba de los 65°C (Merk, 2020).
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Figura 23. Ensayos cataliticos de las TIMs de Arqueas. A) TermoTIMs, Mja (rombos
rojos) & Mfo (triangulos naranjas). B) MesoTIMs, MmaTIM-38 (cuadros azules),
MaeTIM-46 (circulos verdes), MokTIM-60 (triangulos azules) C) PfuTIM (negro) &
TonTIM (rojo) a 25°C. D) PfuTIM (negro) & TonTIM (rojo) a 90°C. Tomado y modificado
de (Muniz, 2020) & (Sharma & Guptasarma 2015).

Los datos nos muestran como las TermoTIMs tienen una eficiencia catalitica cerca
o sobre el limite de difusion (108 M- s") (Mufiiz 2020) (Tabla 3). En 2015 el grupo de
Guptasarma determind por la misma técnica las eficiencias cataliticas otras
proteinas TIM termofilas, PfuTIM y TonTIM, al igual que las TermoTIM muestran
eficiencias cataliticas comparables con sus contrapartes mesofilas a temperatura
ambiente (Tabla 3). Ademas, este grupo logré determinar sus eficiencias cataliticas
(Keat) @ 90°C, por medio de un ensayo de actividad enzimatica basado en dicroismo
circular que no necesita una enzima acoplante. Lo que observaron es que a 90°C
las proteinas incrementan su ke 100 veces (Tabla 3) (Figura 23) (Sharma &
Guptasarma, 2015). Otro grupo de investigacion logro obtener los valores de Ku y
Vmax de la TIM de Thermoproteus tenax (TtxTIM), pero se midieron solo a 70°C para
evitar la degradacion de los substratos. TtxTIM tiene una Vmax de 6200
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Parametros MmaTIM MaeTIM MokTIM MjaTIM MfoTIM PfuTIM TonTIM
Temperatura 25° 25° 25° 25° 25° 25° 90° 25° 90°
Vinax (pmol 20.41 31.47 24.15 1723 2990 ND ND ND ND
min-' mg™)
Ku (mM) 1.23 0.99 114 0.26 0.21 1.21 0.67 1.66 0.20
ket (Min™)  4.67x102  7.55x102  5.67x10?  3.67x10*  7x10¢  15x10¢ 0.57x10° 1.43x10¢ 0.25x108
-1
k“‘s{Zg_éM 184x10°  3.69x105  2.4x10°  16x108  7.5x107 1.26x10° 0.84x10" 0.85x10° 1.24x10"
Actividad ND ND ND ND ND  6.19x10¢ 2.3x10¢ 5.73x10¢  1x10¢
(U/mg)

unidades/mg con una enzima auxiliar GLPDH de Methanothermobacter
thermatotrophicus, pero cuando se cambia esta enzima por la GLPDH originaria de
Thermoproteus tenax la Vmax aumenta a 9500 unidades/mg sugiriendo una
interaccion especifica entre la TIM y la GLPDH de T. tenax (Walden et. al. 2004).

Tabla 3. Ensayos enzimaticos reportados para las TIMs de Arqueas. Valores
tomados de: (Muniz, 2020), (Sharma & Guptasarma 2015) & (Walden et. al. 2004)

El grupo de investigacion de Walden observaron que a 80°C la TtxTIM se inactiva
rapidamente. Interesantemente la inactivacion se puede prevenir al afadir la
GLPDH. Utilizando la GLPDH de M. thermatotrophicus |a actividad regresa al 95% a
80°C. Pero al utilizar la GLPDH originaria de 7. fenax, la TtxTIM se estabiliza
completamente, regresando su actividad al 100%. Se intento la misma estabilizacion
a base de solutos moleculares como: glicerol, inositol, trehalosa, KCl, K;HPO,,
K.S0, a concentraciones de 100mM, los cuales no previnieron la inactivacion
(Figura 24) (Walden et. al. 2004). A partir de estos experimentos, es claro que
TtxTIM requiere interacciones proteina-proteina adicionales para su estabilizacion.
Otro caso en donde podemos observar la estabilizacion por agentes externos a una
TIM de arquea es la TIM de Methanothermus fervidus que se estabiliza con sales de
potasio y con 2,3-difosfoglicerato, que se acumula naturalmente en M. fervidus en
altas concentraciones ~300mM (Shramm, Kohlhoff & Hensel). También 7. tenax
acumula trehalosa a concentraciones aproximadamente de 60mM (Walden et. al.
2004). Asi que es altamente probable que diferentes solutos estén estabilizando
estas proteinas /n vivo.
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Figura 24. Mecanismos extrinsecos de estabilizacion de las TIMs de arqueas. A)
Histograma de estabilizacion de la MfeTIM por sales de fosfato. B) Recuperacion de
la actividad de TixTIM al anadir la GLPDH de M. thermototrophicus (rombos negros)
y la GLPDH de Thermoproteus tenax (asteriscos negros). Tomado y modificado de
(Shramm, Kohlhoff & Hensel) & (Walden et. al. 2004).

Al contrario de las TermoTIMs, los parametros cataliticos de las MesoTIMs estan
por debajo del limite de difusion. Aunque es un comportamiento atipico, puede ser
consecuencia de un proceso bioldgico o por una falta de estabilizante bioldgico ya
sea interacciones proteina-proteina, chaperonas o solutos (Mufiz, 2020).

Para las TermoTIM se analizo el desplegamiento por temperatura, por medio de
Calorimetria diferencial de barrido (DSC). La Tm para MfoTIM-75 es de ~91.7 + 0.8°C.
Al variar la velocidad de calentamiento, la diferencias entre las Tms obtenidas fue
de 2.15°C. Por otra parte, la Tm para la MjaTIM-85 fue de ~111.6 = 0.6°C, al variar la
velocidad de barrido la Tm cambia en 1.7°C. En ambos casos, las endotermas se
analizaron bajo un modelo irreversible de dos estados. La linea de la postransicion
es la Capacidad calorifica del estado desnaturalizado mientras que la de la
pretransicion es la capacidad calorifica del estado nativo (Mufiz 2020).
Regularmente la linea de postransicion es mas alta porque se ha roto el nucleo
hidrofobico de la proteina durante la desnaturalizacion, la exposicion de grupos no
polares hace que el agua se estructure alrededor de dichos grupos, incrementando
la Cp del estado desplegado respecto al estado nativo. En el caso de la MfoTIM-75
se observa este comportamiento, indicando que el nucleo hidrofébico de la proteina
se rompid y se encuentra completamente desnaturalizada. En el caso de la MjaTIM-
85 se observa que la linea de la postransicion esta por debajo lo que sugiere que
la proteina mantiene estructura residual, manteniendo grupos hidrofobicos
escondidos o bien en forma de agregados. Debido al ACp negativo podemos asumir
que se trata de agregacion (Jelesarvo & Bosshard, 1999). Mientras que MfoTIM-75
se despliega por completo MjaTIM-85 mantiene rastros de aminoacidos
hidrofdbicos ocultos en su estructura desplegada. También por las altas
temperaturas podemos sugerir que algunos residuos como asparagina, glutamina
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o cisteinas sufren modificaciones quimicas irreversibles. Puede ser que por esto

ninguna de las dos proteinas presente reversibilidad en su proceso de
desplegamiento (Muhiz 2020).

Se ha estudiado la termoestabilidad de diferentes TIMs de Arqueas. La PfuTIM es
muy termoestable tiene una vida media de inactivacion de 280 minutos a 104°C, el
grafico de Arrhenius muestra una dependencia lineal con la temperatura, la vida
media de inactivacion para la MfeTIM es de 60 minutos a 88.5° (Shramm, Kohlhoff
& Hensel). La Tm aparente de la TIM de 7Thermoplasma acidophilum se midio por
medio de dicroismo circular es de ~74.6°C (Park SH, et. al. 2015).

Mj ﬂT[M Temperatura (‘C) _ MfoTIM Temperatura (C)
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Figura 25. Calorimetria Diferencial de Barrido de las TermoTIMs. A) MjaTIM. B)
MfoTIM. C) Comparacion de las isotermas entre MjaTIM (rombos rojos) MfoTIM
(triangulos naranjas). Tomado y modificado de (Muriz 2020)

El valor de la energia de activacion es muy diferente entre las TermoTIM (MjaTIM-
85: 829.6 = 131.7 kJ/mol; MfoTIM-75: 575.1£5.3 kJ/mol), este valor nos indica la
barrera energética que se tiene que pasar para llegar del estado nativo al
desnaturalizado, cuya principal contribucion esta dada por la ruptura de los enlaces
internos que se llenan de agua formando una red de enlaces insatisfechos.
(Rodriguez-Larrea, Minning, Brochert, & Sanchez Ruiz, 2006); (Sanchez-Ruiz, 2010).
La diferencia de casi 250 kJ/mol nos sugiere una modificacion importante entre las
redes de interacciones parcialmente rotas del estado de transicion. Cabe destacar,
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que ambas proteinas son tetraméricas, y la diferencia entre sus valores de Tm es
de ~20°C. Por lo que inferimos que la diferencia en termoestabilidad no se debe al
estado oligémerico, sino a algun otro factor estructural (Mufiz 2020). Entre ambas
proteinas existe un 80% de identidad por lo que es posible intentar rastrear los
cambios en secuencia entre estas dos proteinas. Necesitamos informacion
cristalografica que nos ayude a determinar cuales son las posibles diferencias para
explicar el cambio en termoestabilidad y energia de activacion (Mufiz 2020).
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5.2 ANTECEDENTES EVOLUTIVOS

Se ha propuesto la oligomerizacion de las TIMs como una adaptacion a la
temperatura, a pesar de que algunos datos empiricos parecen contradecir la
hipotesis, y aunque no exista evidencia experimental que lo respalde. Asi que se
toma a la seleccion natural como el agente causal mas importante en la evolucion
de los seres vivos. La buena noticia es que podemos poner a prueba dicha
hipétesis, si planteamos un experimento en donde una caracteristica “X” es una
adaptacion de una variable ambiental “Z". Para fines de nuestro estudio; saber si la
oligomerizacion es una adaptacion de la temperatura ambiental. Podemos poner a
prueba dicha hipotesis si comparamos el estado de oligomerizacion de organismos
relacionados filogenéticamente que crezcan a diferentes temperaturas. Esta
aproximacion permite recopilar evidencia sobre cual podria ser el verdadero
origen evolutivo de la oligomerizacion. A pesar de esto no podemos afirmar que la
seleccion natural tenga una mayor importancia causal que otras fuerzas
evolutivas. A esta perspectiva se le llama adaptacionismo metodoldgico que fue la
base para realizar el trabajo de tesis de Ricardo Muhiiz, quien propone un estudio
comparativo filogenético entre diferentes TIMs de arqueas del grupo de los
Methanococcales, con el fin de determinar si las caracteristicas biofisicas de estas
TIMs (estabilidad conformacional, termoestabilidad y estado oligdmerico) se
seleccionaron de acuerdo con la temperatura optima de crecimiento del organismo
(Muiiz, 2020).

Debido a que no se pudo concluir la caracterizacion de las MesoTIM por los
problemas de purificacion y la pandemia de 2020, este objetivo del trabajo de tesis
de Mufiz 2020, quedd incompleto. Sin embargo, algunos de sus resultados
permiten discutir sobre las ideas actuales sobre la evolucion de las proteinas y
como nos sirven para proponer futuras lineas de investigacion. Para un estudio
comparativo es importante determinar cual fue la sucesion temporal con la que se
adquirieron las caracteristicas descritas experimentalmente durante la filogenia
de los organismos estudiados. En la figura 27 se observa la relacion propuesta por
Mufiz en 2020 de las caracteristicas biofisicas determinadas experimentalmente.
En el caso de MfoTIM-75 y MjaTIM-85 tienen valores de Tm muy diferentes, aunque
ambas son homotetrameros asi que la termoestabilidad de estas proteinas parece
tener un origen estructural y no oligomerico. Obtener informacion cristalografica
de MfoTIM-75 sera determinante para conocer con precision cuales factores se
pueden asociar a este cambio.
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Figura 26. Caracteristicas biofisicas de la TIM en relacion con la filogenia de los
Methanococcales. En azul se representan las variables categoricas, en verde las
variables numéricas y en rojo el problema de la expresion heterologa.
Methanocaldococcus jannaschii (MjaTIM-85), Methanotorris formicicus (MfoTIM-
75), Mathanothermococcus okinawensis (MokTIM-60) Methanococcus aelicus
(MaeTIM-46) y Methanococcus maripaludis (MmaTIM-46). Tomado de (Muniz, 2020)

Unicamente el caso de las TermoTIMs pareciera ser que si hay una relacién entre
la Tmy la temperatura dptima de crecimiento que podemos asociar con un proceso
adaptativo. Porque, el intervalo de crecimiento de Methanotorris fomicicus va de
los (55°C a los 83°C) por lo que su proteina con una Tm de 91.7°C parece ser lo
suficientemente elevada para mantenerse plegada a la temperatura que vive M.
formicicus y M. jannaschii. Sin embargo, la transicion de la desnaturalizacion
comienza un poco antes de los 85°C por lo que su estabilidad cinética no podria ser
suficiente para mantener la proteina funcionando por un tiempo fisiologicamente
relevante (t1/2 estimada de MfoTIM-75 a 85°C es de 24.5 minutos) en M. jannaschii
que vive de 80°C a 85°C, en cambio la Tm de MjaTIM es de ~111.6°C y parece ser
suficiente para el rango de temperatura al cual vive el organismo. Esta conclusion
se ajusta adecuadamente para los datos obtenidos /in vitro, pero hay que tener en
cuenta que en condiciones celulares hay otros factores como las interacciones
proteina-proteina o presencia de solutos en altas concentraciones que pueden
incrementar la Tm (Muiiz, 2020) (Despa, Orgill & Lee 2005).

Aunque los parametros enzimaticos de las MesoTIMs se obtuvieron de proteinas
parcialmente puras, se puede argumentar que, de acuerdo con algunas hipétesis,
el que una enzima en particular mantenga bajos niveles de actividad en condiciones
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experimentales puede deberse a diferentes condiciones fisioldgicas que no
observamos, por ejemplo, puede existir presion selectiva que mantiene la actividad
en cierto umbral donde no se afecta la adecuacion de la especie. Se podria
especular que el metabolismo de carbono de los methanococcales tuvo
repercusiones diferentes en la evolucion de las enzimas glucoliticas de estos
organismos y que, por lo tanto, no seria del todo extrafio encontrar que la actividad
de la TIM sea distinta, al menos en este caso (Muhiz, 2020).

Otro antecedente evolutivo importante de este trabajo es un estudio evolutivo a
nivel de genoma que se realizé en 2020 por el grupo de investigacion de Armanet
en donde utilizaron el linaje de Arqueas Methanococcales como modelo de estudio
para determinar si la temperatura optima de crecimiento (Topt) afecta las
variaciones de las frecuencias de aminoacidos en el proteoma o si esta asociada
con la transferencia horizontal de genes. Compararon 115 proteinas homoélogas de
18 proteomas Methanococcales. El orden tiene cuatro géneros:
Methanocaldococcus (termofilos e hipertermofilos), Methanotorris (termoéfilos e
hipertermofilos), Methanothermococcus (termaofilos) y Methanococcus (termofilos
y mesoéfilos) (Lecocq, M. et. al. 2020).

También examinaron si la transferencia horizontal de genes habia estado presente
en la evolucion del orden y si estaba asociado a la Topt. Identificaron 2360 eventos
de transferencia horizontal de genes que afectan a 1394 familias proteicas (65.9%).
Pero no encontraron correlacion de estos eventos con la Topt, ya que la mayoria
de los eventos ocurrieron en las ramas terminales del arbol y no en las internas
como se esperaba por la naturaleza de estos eventos. Estos eventos son
ampliamente extendidos entre los mesofilos y los termofilos del grupo,
provenientes de donadores procariontes y en la mayoria de otras especies
termdfilas y mesodfilas. EL grupo tampoco encontrd relacion entre la Topt y el
contenido G+C (Lecocq, M. et. al. 2020).

Sus datos sugieren que la Topt es el factor dominante en la composicion de
aminoacidos tanto en las proteinas de mantenimiento (house-keeping) como en las
proteinas accesorias. Sin embargo, no hay correlacion con la composicion de
aminoacidos y algun clado filogenético especifico. Observaron una correlacion
positiva entre la arginina y la Topt, y la serina muestra una correlacion negativa
con la Topt. Ademas, estudiaron las substituciones de pares de aminoacidos en el
genoma y su relacion con la Topt. Las substituciones correlacionadas con una
disminucion de la Topt se muestran en azul en la (Figura 27.A) y las relacionadas
positivamente con la Topt, en flechas rojas (Figura 27.B) (Lecocq, M. et. al. 2020).
Utilizando métodos de reconstruccion ancestral se predijo que el Ultimo ancestro
en comun del orden fue una arquea hipertermaéfila con una Topt de 80°C (Figura 28)
(Lecocq, M. et. al. 2020).
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Figura 27. Relacion de la Temperatura optima de crecimiento y la filogenia de los
Methanococcales. A) Representa las substituciones correlacionadas positivamente
con la Topt en rojo y en azul las correlacionadas negativamente con la Topt. B)
Representacion de la filogenia de los Methanococcales coloreada segun la
Temperatura optima de crecimiento, en rojo los hipertermdfilos, en verde los
mesofilos y en azul los psicrofilos. Tomado y modificado de (Lecocg, M. et. al. 2020)
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5.3 ANTECEDENTES ESTRUCTURALES

Hasta el momento solo se han reportado 5 cristales de TIMs de arqueas de 4
especies diferentes: La TIM de Pyrococcus furiosus PDB: 1HG3, Thermoproteus
tenax PDB: TWOM, Methanocaldococcus jannaschii PDB: 2H6R, Thermoplasma
acidophilum, apo-enzima PDB: 5CSS, enzima con G3P PDB: 5CSR.

En 2001 el grupo de investigacion de Garry Taylor resolvio la primera estructura
cristalografica de una TIM de arquea. La TIM de Pyrococcus furiosus, usando
dispersién anémala mdltiple, con una resolucién de 2.7 A. En la unidad asimétrica
observaron 8 mondmeros, los cuales formaban 2 tetrdmeros, que conservan la
formacion clasica del dimero de las TIMs por medio de las asas 3,1y 4. En cambio,
la interfaz tetramérica se forma por una gran red de interacciones hidrofobicas en
varias hélices (Walden et. al. 2001).

En comparacion con otras TIMs bacterianas y eucariontes se encontro que el
amino-terminal mira hacia dentro del barril y forma una interaccion ionica con D139
que se encuentra en el asa después de la hélice 5, esta interaccion fija el N-
terminal al centro del barril. La hélice 4 es rica en alaninas (28.6%) con los residuos
de alaninas orientadas hacia fuera del centro del mondmero, participando en la
interface del tetramero, el otro lado de la hélice consiste en varios residuos
cargados, que forman una red de pares ionicos (D105, E107, R111, R112, E114, E115,
E107) que no estan conservados en otras TIMs. La hélice 5 es mucho mas pequefia,
tiene una delecion de ~20aa y en su mayoria esta formado por la secuencia de
residuos hidrofobicos PAVSAAVA, esta area forma la interfaz tetramérica,
mientras que las TIMs que no tetramerizan muestran en la hélice 5 bajas
proporciones de alanina y aa no hidrofobicos. También la hélice 6 es mas pequefa
y su C-terminal participa en la asociacion del tetrdmero, ademas, la mayoria de sus
residuos expuestos estan cargados (Walden et. al. 2001).

En la asociacion dimérica de PfuTIM, no se aumentaron el nimero de pares ionicos,
ni puentes de hidrogeno y el area de superficie es similar al de la interfaz dimérica
de otras TIMs. El tetramero es un dimero de dimeros, se establece por
interacciones hidrofdbicas de las hélices 4 y 5. También existe un par idnico débil
(5A) entre R100a y D105c. PfuTIM cuenta con una red de pares idnicos entre la K3 y
D139, E6 y K178, E18 y K210, E147 y K159, E115 y R112 que no se observa en otras TIM
(Walden et. al. 2001).

Como vimos anteriormente, una de las caracteristicas estructurales propuestas
para la termoestabilidad es el incremento de pares idnicos. Podemos sospechar
que la presencia de los pares ionicos no conservados en PfuTIM ayuda a la termo
estabilidad de la proteina. El grupo de Guptasarma demostré en 2009 que al mutar
estos residuos por otros aminoacidos que no pudieran formar la red de
interacciones idnicas, provocaba una disminucion en la termoestabilidad. Dichas
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mutaciones fueron: R11T, R112A, E114K y E115G que rompen la red de pares ionicos
en el mondmero de PfuTIM. Encontraron que la proteina con mutaciones no
presenta cambios en la estructura secundaria, fluorescencia o volumen
hidrodindmico en comparacion con la silvestre. Sin embargo, las mutaciones
vuelven a la proteina menos estable cinéticamente y termoestable (Chandrayan &
Guptasarma 2009)

En 2015 el mismo grupo anadio esta red de interacciones, pero ahora a la TIM de
Methanococcoides burtonii(MbuTIM), un organismo psicrofilo que no tiene analogia
de esta red de pares ionicos en su estructura. Este organismo se ha adaptado a la
vida en las frias aguas de los lagos de la Antartica, crece naturalmente a una
temperatura de 1°C pero tiene un rango de crecimiento de los -2.5°C a los 28°C, con
una temperatura optima de 23°C. Asi que se teoriza que la temperatura media de
desnaturalizacion de sus proteinas se encuentre en un rango de 40°C 50°C.
Dhaunta y colaboradores introdujeron los pares ionicos de PfuTIM a MbuTIM con el
fin de observar si esta red aumenta la termoestabilidad. Las mutaciones
introducidas fueron: TIO7R, A108R, K110E y G111E. El primer resultado sorprendente
fue que MbutTIM silvestre mostro una curva de desplegamiento con una Tm
aparente de ~73°C con una taza de calentamiento de 1°C/min. Al aumentar esta tasa
a 3°C/min la Tm aumenta a ~76°C. Estos valores altos de Tm indican que MbuTIM es
termoestable a pesar de que proviene de un organismo psicrofilo. La curva de
desplegamiento de la mutante MbuTIM muestra que a la tasa de 1°C/min la Tm es
de ~78°C y a la tasa de 3°C/min es de ~80°C. Asi que podemos concluir que la
introduccion de los pares idnicos aumenta la Tm en 6°C. Ademas, la velocidad de
desnaturalizacion de la mutante MbuTIM es mas lenta que la de MbuTIM en todas
las temperaturas que examinaron. Por Gltimo, en presencia de sal (NaCl 2M) la Tm
para MbuTIM y MutMbuTIM, de 5°C y 12°C, respectivamente. Indicando el cambio de
las interacciones electrostaticas, entre la proteina y el solvente ayudan a la
termoestabilidad (Dhaunta, Guptasarma et. al. 2015).
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Figura 28. Cristal de la TIM de Pyrococcus furiosus. A) Se muestra la conformacion
de tetramero del cristal como dimero de dimeros. B) Se muestran las redes de
pares ionicos no conservados, marcados con lineas punteadas amarillas, del lado
derecho se muestra el anclaje del N-t al centro del barril, y del lado izquierdo se
ilustra la red de pares ionicos en el C-t de la hélice 4.

La segunda estructura resuelta para una Tim de arquea fue la TIM de
Thermoproteux tenax en 2004. Thermoproteux tenax es un organismo
hipertermoéfilo con una temperatura optima de crecimiento de 86°C. Dentro de la
unidad asimétrica hay 8 monodmeros, dispuestos en 2 homotetrameros que
comprenden dimeros clasicos de la TIM. Cada subunidad de TxTIM tiene el mismo
plegamiento que otras TIM y el cristal mostro una conformacion cerrada en el asa
catalitica. Tiene el 52% de identidad con PfuTIM y el rmsd es de 0.97 A. El N-terminal
no esta fijo en el centro del barril por un par ionico como en PfuTIM, pero también
apunta al centro del barril en TxTIM. EL C-terminal de la hélice 4 esta mas cerca del
centro del barril. La hélice 4 tampoco tiene la red de pares idnicos encontrados en
PfuTIM (Walden et. al. 2004). El tetrdmero se estabiliza principalmente por
interacciones hidrofdbicas entre los residuos de las hélices 4,5y 6 y las asas entre
ellas. TxTIM tiene una red de pares idnicos entre R154, E183 y D187, & (E144, K156)
que sirven como anclaje de la hélice 6 y la hélice 7. Otra caracteristica interesante
es que tiene mas area expuesta cargada (Walden et. al. 2004).

La tercera estructura que se resolvio fue la de Methanocaldococcus jannaschii en
2007 a una resolucién de 2.3°A por medio de remplazo molecular con la TIM de
Pyrococcus furiosus. No hay densidad electronica en la zona de unidn a ligando a
pesar de que el cristal se obtuvo en presencia de un exceso de acido 3-
fosfoglicérico (Gayathri at. Al. 2007). Al igual que los cristales de PfuTIM y TtxTIM,
en la unidad asimétrica se observan 8 mondmeros con plegamiento de barril TIM,
dispuestos en dos tetrameros, formados por dimeros de dimeros con una interfaz
dimérica muy similar a otras TIMs. Tiene 66% de identidad con PfuTIM y un rsmd de
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0.75°A. Sus aminodcidos cataliticos son K8, H90, y E138. MjaTIM tiene 2 puentes de
sal, uno entre R46 y D44 (conservado en PfuTIM) y otro entre D80 y R17. La mayoria
de los puentes de hidrégeno de la interfaz dimérica estan conservados en PfuTIM
y en MjaTIM. En la interfaz tetramérica los residuos involucrados son Met95, Leu96
y Leu97, asi como EI101, N120, N122 y T123 que forman una red de puentes de
hidrageno. La interfaz se forma mediante las interacciones hidrofdbicas entre los
residuos de la hélice 5, A126, A129 y L130. En las TIMs diméricas la zona que
corresponderia a la interface tetramérica tiene muchos residuos con carga
negativa, indicando que seria imposible la interaccion tetramérica por fuerzas
repulsivas. En cambio, la hélice 5 es rica en alaninas (A126, A128, A129) las cuales
estan conservadas en todas las TIMs tetraméricas. La N89 conservada participa en
la interface tetramérica por medio de un puente de hidrogeno con la cadena
principal de Met95 (Gayathri at. Al. 2007).

Los ultimos dos cristales que se han resuelto mas recientemente son la apo-
enzima y la enzima con glicerol-3-fosfato de la TIM de 7Thermoplasma acidophilum
(TacTIM), este organismo es una arquea termofila, con temperatura dptima de
crecimiento de 55°C a 60°C y crece a de pHO0.5 hasta pH2; usa la via Entner
Doudoroff (ED) y la via (EMP) para la degradacion de glucosa. Ambos cristales
tienen 4 mondmeros en la unidad asimétrica incluyendo dos dimeros con
plegamiento de barril TIM y el cristal con substrato muestra que el glicero-3-
fosfato estd bien posicionado en el sitio catalitico. TacTIM Tiene un ~30% de
identidad con las TIMs tetraméricas. Por medio de ultra centrifugacion analitica y
cromatografia de exclusion analitica se corroboro que TacTIM existe como dimero
en solucion. Sus aminoacidos cataliticos son K9, H89 y E137 (Park SH et. al. 2015).

Como mencionamos anteriormente, es necesario contar con datos cristalograficos
que nos permitan conocer las diferencias estructurales entre las TIMs de arqueas.
Especificamente, para dilucidar las determinantes estructurales responsables de
la diferencia entre la Temperatura media de desnaturalizacion entre la MjaTIM y
MfoTIM que es de ~20°C, mi compafiero Sergio Romero cristalizo, difractd y resolvio
la estructura de la TIM de Methanothermus formicicus a una resolucién de 2.25 A;
con un R de 0.25 y un Rfree de 0.295 y sin “outliers” en el mapa de Ramachandran.
El cristal tiene cuatro monomeros en la unidad asimétrica que forman un
tetramero, un dimero de dimeros que conserva tanto la forma clasica de asociacion
del dimero encontrado en todas las TIMs; como el modo de asociacion tetramérica
anteriormente observada con MjaTIM, PfuTIM y TtxTIM.
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PDB

2H6R

THG3

TWOM

5CSS

5CSR

Organismo

Methanocaldococcus
Jjannaschii

Methanothermus
formiciccus

Pyrococcus furiosus

Thermoproteus
tenax
Thermoplasma
acidophilum
Thermoplasma
acidophilum

Resolucion

(A)

23A

225 A
27A
25 A
217A

1.94 A

R
work

0.213

0.244

0.254

0.197

0.183

0.215

R free

0.278

0.284

0.286

0.226

0.225

0.180

MTZ

Si

Si

No

No

Si

Si

Substrato

No

No

No

No

Glicerol-
3-fosfato

No

Tabla 4. Cristales de ArqgTIMs publicados hasta la fecha: mayo 2022,

HIPOTESIS

La oligomerizacion no es una adaptacion a la temperatura ambiental. La
termoestabilidad debe relacionarse con las caracteristicas estructurales de las
ArgTIMs, mientras que la oligomerizacion debe estar relacionada con la trayectoria
evolutiva del dominio Arquea.

OBJETIVOS

Caracterizar las diferencias estructurales entre las ArqTIMs tetraméricas y
el Unico cristal ArqTIM que es dimero en solucion.
Encontrar las diferencias estructurales responsables de la diferencia de

termoestabilidad entre MfoTIM y MjaTIM.

Referencia

Gayathri
et. al,,
2007

Walden et.
al.,, 2001
Walden et.
al,, 2004
Park et.
al., 2016
Park et.
al., 2016

Encontrar los residuos co-evolutivos responsables de la oligomerizacion.
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METODOS

SERVIDOR PISA (Protein Interfaces Surfaces and Assemblies)

Las células vivas estan repletas de biomoléculas, que interactian constantemente
(Dey S & Levy E, 2021). Fisiologicamente una proporcion importante de las proteinas
(30%-50%) adopta estructura cuaternaria en forma de homoligdmeros (Dey S &
Levy E, 2018). La funcionalidad de la mayoria de las proteinas depende
completamente de su ensamblaje molecular, por ejemplo: los canales idnicos,
polimerasas, microtibulos, nucleosomas y muchas otras (Krissinel E & Henrick K
2007). La estructura cuaternaria no siempre esta disponible en las estructuras
cristalograficas porque aun no hay un método claro para distinguir los contactos
bioldgicos de los cristalograficos (Dey S & Levy E, 2021).

La herramienta PISA (Protein Interfaces Surfaces and Assemblies)
https.//www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/ del ePDB representa la primera aproximacion
sistematica para la identificacion automatica de las probables estructuras
cuaternarias. Las predicciones de PISA estan basadas en modelos fisicoquimicos
de interacciones macromoleculares y parametros termodinamicos. Krissinel y
Henrick basaron su aproximacion asumiendo que los ensamblajes
macromoleculares mantienen sus estructuras en un estado cristalino. Asi que la
simetria del cristal compromete las interfaces que cumplan con los siguientes dos
criterios:

e Silainterfaz es mantenida por otras interfaces del mismo tipo
o Unainterfaz no puede ser mantenida si los resultados del ensamblaje
equivalen a unidades monoméricas en orientaciones paralelas.

Para entender la condicion 2 debemos tomar en cuenta que todas las unidades
monomeéricas paralelas se obtienen por translaciones repetidas de la subunidad
original. Esto significa que ninguna de las dos unidades paralelas estan conectadas
por la misma configuracion, lo que romperia con la primera condicion. Asi que se
encuentran todos los grupos de posibles complejos en los cristales, cuyas
interfaces satisfacen estas dos condiciones (Krissinel E & Henrick K 2007). PISA
estad disefiado para analizar contactos entre moléculas dentro de un cristal, una
limitante importante es que no puede predecir la estructura cuaternaria de un
modelo por homologia que carece de datos cristalograficos dentro del archivo PDB.
Para que PISA funcione son necesarios los siguientes comentarios, ademas de las
coordenadas atomicas (PISA web).
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https://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/

HEADER HYDROLASE (SERINE PROTEINASE) 22-JAN-85 5CHA
CRYST1 49.290 ©7.480 65.940 90.00 102.02 90.00 P 21

ORIGX1 1.000000 0.000000 .213065 0.00000
ORIGXZ 0.000000 1.000000 0.000000 0.00000
ORIGX3 0.000000 0.000000 1.023106 0.00000
SCALE1l .020288 0.000000 .004323 0.00000
SCALE2 0.000000 .01481% 0.000000 0.00000
SCALE3 0.000000 ©0.000000 .015516 0.00000
MTRIX1 1 .913870 -.006906 .405950 -9.94000 1
MTRIX2 1 -.006985 -.999918 -.012656 40.60000 1
MTRIX3 1 .406002 .01087e -.913807 47.60000 1

Figura 29. Comentarios cristalograficos necesarios en el archivo PDB para los
calculos del servidor PISA. Tomado de la pagina web de PISA

El puntaje de energia que utiliza PISA modela la entropia de la proteina para poder
determinar la calidad de su asociacion (Krissinel E & Henrick K 2007). La
disociacion del complejo implica un cambio en la energia libre descrita como:

AG°4ss depende totalmente de las subunidades y lo llamaremos patron de
disociacion, este término se puede expresar en términos de una constante de

disociacion. Supongamos que tenemos una proteina A, que forma interacciones con
si misma: A, Az, A, As, ... A

1 [AY

i=1
AGY. = —RTlogKy = —RTIogA—U]

(2)

Donde [A°] y [A®] son las concentraciones al equilibrio de las subunidades del
complejo, podemos decir que el complejo es estable si AGgiss > 0 0 si Kq < 1.

Muchos factores contribuyen a la union de una macromolécula, el segundo término
de la ecuacion (1). AGix se origina del cambio en la energia de solvatacion AGs., de
las interacciones entre las subunidades, AG.n que comprende puentes de
hidrogeno, puentes salinos y enlaces disulfuro de la interfaz y de las interacciones
electrostaticas entre las subunidades AGe, que también toma en cuenta las
moléculas de agua que estén a una distancia menor a 7A.
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AGint (A) — AGS()l\' (A) - z AGS()lV(Ai)
i=1

+ Z AGC()HT (AHA])

i

+ Z AGes (Ai,Af)

i

©)
La entropia de la subunidad A se puede representar como la siguiente suma:
S(A) = Strans (A) 4= Srot(A) + Svib (A)
2 Ssurf (A) ”

Donde Sians(A) y Sit(A) representan los términos de energia traslacional y
rotacional respectivamente, S.»(A) representa la entropia de los modos de
vibracion internos y S..+(A) cuenta la entropia de los atomos de la superficie con
grados de libertad fraccionados. EL cambio de entropia generado por la formacion
del complejo es el mayor factor que determina el tamafo del complejo y su
simetria. Se observo, que esta entropia también dirige los complejos
macromoleculares a estados simétricos (Krissinel E & Henrick K 2007).

Gracias al calculo del AG podemos estimar otro parametro que nos ofrece PISA: el
CSS (Complexation Significance Score, en inglés) que indica la importancia de la
interfaz para la formacion del complejo. La puntuacion se define como la razon
entre la energia libre total de union de la interfaz, entre la suma de la energia libre
total de unidn del complejo. Asi el valor maximo de CSS es 1y el minimo es 0. Por
ejemplo, si PISA nos muestra un tetrdmero estable, con 2 interfaces, la primera
con un AG=-10 kcal/mol y la segunda interfaz AG=-5 kcal/mol, entonces el CSS de
la primera interfaz se calcularia como 2x10 / (2x10+2x5) = 2/3.

El servidor web de PISA también calcula las areas de superficie al rodar una
molécula de agua de 1.4A de didmetro sobre la superficie y sumar todos los puntos
muestreados en contacto con esta molécula de agua. Primero se calcula el area de
cada monomero independientemente y después el complejo, el area de la interfaz
se calcula mediante la suma del area de los dos mondmeros menos el area del
complejo (PISA web).

Para determinar los enlaces de hidrégeno, PISA considera una distancia entre los
atomos donante y receptor menor o igual a 4A y el dngulo debe ser entre 90° a 270°.
Al igual para considerar presente un puente salino se debe tener una distancia
maxima de 4A entre los 4tomos aceptores y donadores (PISA web).
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Nosotros utilizamos el servidor de PISA para calcular los aminoacidos, puentes de
hidrogeno y puentes salinos involucrados en las interfaces. Ademas de calcular el
area y los valores de CSS de las interfaces para los 5 cristales de las TIMs de
Arqueas.

o MjaTIM (2Hé6R)
e MfoTIM

e TtxTIM (IWOM)
e PfuTIM (1HG3)
e TacTIM (5CSR)

También se calcularon las areas, los aminoacidos, puentes de hidrégeno y puentes
salinos involucrados en las interfaces de los modelos estructurales obtenidos por
Alphafold 2 para las siguientes TIMs de arqueas:

e MmaTIM e Mok TIM
e MaeTIM e MbrTIM
e MfeTIM e MbuTIM
e TonTIM
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RING

Las redes de interaccion para los cristales MjaTIM y MfoTIM se realizaron con el
generador de redes de interaccion de residuos RING 2.0 (Residue Interaction
Network Generator en inglés) en donde se consideran a los aminoacidos como
nodos y las interacciones fisicoquimicas entre ellos como las conexiones de la red.
Gracias a esta representacion se puede simplificar mucho el analisis estructural
(Piovesan D, Minervini G & Tosatto S, 2016).

RING calcula puentes de hidrogeno, puentes salinos, interacciones de Van der
Waals e interacciones m-m o cation-m. Genera la red en dos pasos, primero
identifica los pares residuo-residuo que probablemente estén interactuando,
basado en informacion cristalografica de distancia entre atomos. A veces ocurren
multiples interacciones entre el mismo par de residuos y esas interacciones igual
se organizan por energia y distancia, asi el usuario puede elegir observar todas las
interacciones o solo visualizar una interaccion especifica (Piovesan D, Minervini G
& Tosatto S, 2016).

Posteriormente se calculan las energias asociadas a las interacciones entre
aminoacidos, en base a criterios geométricos como distancia, angulo y tipo de
atomo, por ejemplo; los puentes de hidrégeno son calculados si los atomos donor-
aceptor estan a un angulo menor a 63°. Para las interacciones de Van der Waals
solamente se consideran los pares C-C y C-S con un radio atomico de 1.89°A y
1.77°A, respectivamente (Piovesan D, Minervini G & Tosatto S, 2016). En la (Tabla 5)
se observan todos los criterios para asignar las diferentes interacciones entre los
atomos.

Distancia Distancia

In;re”sgc(i(iaén Residuo Atomo Minima Maxima (Ilz(rjil:wgol?)
(A) (A)
Aceptor Donador
TOdos C (cadena NH (cadena
principal) principal)
R 0D1 NE, NH1, NH2
N 0D1, 0D2 ND2
D
Puente SG
de g OET NE2 15.0
hidrogeno c OE1, OE2
4 ND1 NE2, ND1 e
K NZ
M SD 35 5.5
S 0G 0G -
I 0G1 0G1
NE1
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Puentes
salinos

Puentes
disulfuro

Van der
Waals

Cation-Tt

Tabla 5. Criterios geométricos para la asignacion de interacciones en RING 2.0
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5.0
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5.0

3.0

0.8

7.0

1.0

20.0

167.0

9.6

9.6

7.0

Nosotros calculamos las redes de interaccion para los cristales MjaTIM y MfoTIM
para observar cambios en la red de interaccion entre los residuos que no tienen la
misma identidaden MjaTIM y MfoTIM (~20%). Dichas redes de interaccion se
visualizaron y procesaron en Cytoscape, que es un sofware de codigo abierto que
permite la visualizacion y manejo de redes complejas como redes de interaccion
molecular y vias bioldgicas (https://cytoscape.org/index.html). Para complementar
la visualizacion tridimensional de la red también utilizamos LIGPLOT + (Laskowski
R & Swindells M, 2011) un sistema que genera automaticamente diagramas en dos
dimensiones de interacciones proteina-ligando de coordenadas tridimensionales,
también lo utilizamos para graficar las areas de oligomerizacion o interfaces
(Laskowski R & Swindells M, 2011).
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ALPHAFOLD2

La red AlphaFold predice directamente las coordenadas tridimensionales de todos
los atomos de una secuencia de aminoacidos. Es un método basado en redes
neuronales que utiliza limitaciones evolutivas, fisicas y geométricas observadas en
las estructuras proteicas para mejorar la precision de la prediccion de estructuras
tridimensionales (Jumper J, et. al. 2021).

La red neuronal esta dividida en dos etapas principales, la primera es el bloque de
red neuronal llamado Evoformer y la segunda es el bloque de estructura.
Evoformer utiliza dos datos de entrada: un alineamiento multiple de secuencias
homodlogas con la secuencia que proporciona el usuario; el segundo dato de
entrada es una matriz de contactos entre pares de aminoacidos especifica para la
topologia de la secuencia dada por el usuario, la matriz contempla distancias entre
carbonos alfa, angulos de torsion, etc., se obtiene de la base de datos entrenada de
Alphafold (Figura 30) (Jumper J, et. al. 2021). Basicamente lo que hace Evoformer
es aprender de las limitantes evolutivas y espaciales, lo que delimita el espacio
tridimensional donde puede existir la proteina.

N ——— (@Trrtit JF11151) ) ALl N
L 3 Rep.sola_1(1,0) — conflabilidad
e 2 I trt —(-}-\—p"@ desineamiate | —pe — Baja
/—’L, it Drersre ' d % Ehel ® confiabilidad
dodain AREE RY
MSA
I~y
Modulo d RARY
GreTtet _< Evoformer esf‘r‘u]:l‘:x:: ! J
Secuencla de entrada (48 bloques) (B blogues) % % 5o
e ':If;i;i: ~
______ » Representac
007 (G | porpanes —_— —— por pares Estructura 3D
S j . (rre) i (rr.c)

Plantillas

«Iteraciones (tres veces) ‘

Figura 30. Flujo de trabajo de Alphafold2. Se muestran los datos de entrada, los
bloques de redes neuronales y el flujo del proceso de los datos. Tomado y
modificado de (Jumper J, et. al. 202])

El modulo siguiente es el bloque de estructura que utiliza como datos de entrada
la secuencia proporcionada por el usuario y la matriz de contactos procesada por
Evoformer. En este bloque se representa una estructura tridimensional explicita
donde todos los residuos de la secuencia estan en las posiciones inferidas por la
matriz de contactos en forma de rotacion y translacion. Se refinan rapidamente a
una estructura altamente precisa, gracias a que los enlaces peptidicos no tienen
restricciones, asi que se tolera romper la estructura de la cadena principal para
permitir un refinamiento local y simultaneo de todas las partes de la estructura.
Las predicciones de los angulos x de la cadena lateral, asi como la precision final
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por residuo de la estructura se calculan con pequenas redes por residuo en las
activaciones finales de la red (Figura 30) (Jumper J, et. al. 2021).

Después se realiza un refinamiento iterativo al retroalimentar repetidas veces a la
red con las salidas de los datos anteriores en los mismos mdédulos. La aplicacion
exacta de la geometria del enlace peptidico solo se logra en la relajacion posterior
a la prediccion de la estructura mediante el descenso del gradiente en el campo de
fuerza Amber32. Esta relajacion no cambia la precision del modelo, pero si
remueve las violaciones estereoquimicas (Jumper J, et. al. 2021).

Nosotros utilizamos este método para realizar el modelo estructural de varias TIMs
de arqueas porque se ha visto que Alphafold2 puede dar predicciones de alta
precision para los homoligomeros, ademas de su alta precision en la prediccion de
toda la estructura. Utilizamos la version avanzada de Alphafold2
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/beta/A
IphaFold2_advanced.ipynb#scrollTo=bQe3KeyTcvOn) no utilizamos templados con
el fin de no sesgar los resultados a un determinado estado oligémerico. Utilizamos
todos los parametros por default en el cuadernillo de Alphafold2. Las secuencias
utilizadas se obtuvieron de la base de datos del NCBI y se muestran a continuacion:

Methanococcus maripaludis TIM Dimero y Tetramero

MKPNVIINYKTYTESVGKSGLAIAKAAEKVSEESGVTIGVAPQFLDLRMILDEVNIPVYAQGH
MDAVTPGSSTGHILPDALKDAGVTGTLLNHSERRMILADLEKCIEISNKLGLKTVVCTNNIS
VSKAVSALNPTSIAVEPPELIGSGIPVSKANPEVVSGTVREVREINKNVEILCGAGISKGED
VKSALELGTNGVLLASGVVKAKNVEDAIRELIAEI

Methanococcus aeolicus TIM Dimero y Tetramero

MVIIINSPIIINYKTYSESVGKKGLNIAKACEKISEESGISIGVAPQYLDLKTVKDNVNIPVYAQ
HFDAVGAGSNTGYVFAETIADCGLNGSLLNHSEKRMVLADLEEAINLANKYNFESVVCTN
NIVVSKAVAVMNPTMLAIEPPELIGSGIPVSKANPEIVENTVNEVRKLNKTVTILCGAGISKG
EDVSAAMELGADGVLLASGVVKAKNVEESIRELLRNI

Methanothermococcus okinawensis TIM Dimero y Tetramero

MKPIIIINYKTYAESVGEKGLKIAKAAEKVSEESGISIGVCPQFLDLRMISENVNIPVYAQHFD
AVSPGSHTGHVLAETLKDCGLNGSLLNHSEKRMILADLEKSIEIAKNYNLETIVCTNNIGVS
KAVAALNPNMIAIEPPELIGTGIPVSKANPEVVEGTVKEVRGINKDVKILCGAGISKGEDVS
SALELGACGVLLASGVVKSKDVEGSIQELIKHI

Methanobacterium bryantii TIM Dimero y Tetramero

MNEIKETPIVILNFKTYLESTGENALKLAKSSEMVAEETGVNIMVAPQYTDIYRIAREVDIPVL
AQHIDTIDAGGHTGSILPECVKEAGAVGTLINHSERRVELFEIDAAIKKADSLGLSTVVCTNN
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IETSSAAATLNPDFVAIEPPELIGSGIPVSKAEPEIVEKTVESIHNINPKVRVLCGAGISTGDD
LKAAIDLGSEGVLLASGIILADDPKKALLDLVSKI

Methanococcoides burtonii TIM Dimero y Tetramero

MKPLIVLNLKTYLEGTGEGAVRIARACKEVGEASGIEIAIAPQFCDIYRVASQVDVPVYSQHL
DGVGAGSFTGHAFAKCIKDAGAVGTLINHSECRLKLADIEASVTAAKGEGLRTIICTNNIATT
AAAAALGPDYVAVEPPELIGSGIPVSKADPEVVTGSVAAVERIDPAVKVLCGAGISKGEDL
KAAIELGSVGVLLASGIVKAKDPKAALEDLVSLI

Methanothermus fervidus TIM Tetramero

MDRPIIVLNFKTYKESTGENALKLAKKCEQVSEEYGVKIIVAPQHMDLRYVSENVNIPVIAQ
HIDPIDAGGHTGSVLLECAKEAGAKGSLVNHSEKRMKLADISKVVKKLSENDMISIVCTNN
VETSAAAAALSPDFVAVEPPELIGSGIPVSKAKPEVVENTVEAVKTVNPDVRVLCGAGISS
GEDVKKAVELGTEGVLLASGVILAKDQKKALEELITEM

Thermococcus onnurineus TIM Tetramero

MTKLKEPIAINFKTYIEATGERALEIAKAAEKVWKETGITIVVAPQLADLYRIAQEVEIPVFAQ
HIDPIKPGSHTGHVLPEAVKEAGAVGTLLNHSENRMILADLEAAIRRAEEVGLMTMVCSN
NPAVSAAVAALGPDYVAVEPPELIGTGIPVSKAKPEVITDTVELVKRVNPEVKVLTGAGIST
GEDVKKALELGSVGVLLASGVTKAKDPEKAIRDLVSLIV
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HSYMDOCK

La mayor subclase de interacciones proteina-proteina estd formada por los
homoligomeros simétricos. Asi que su determinacion es esencial para entender
funciones bioldgicas. En el PDB hay dos grandes grupos de simetria: la simetria
ciclica (Cn) en el que la estructura del oligdmero puede ser descrita como una
rotacion sobre un solo eje de cada unidad, la segunda es la simetria diédrica (Dn)
que combina un eje rotacional con un eje perpendicular. Usualmente los algoritmos
no son tan eficientes para predecir la estructura de homoligdmeros simétricos. Sin
limitaciones simétricas los algoritmos de docking generales tienen que buscar en
un espacio mucho mayor, asi que para mejorar la prediccion son necesarios
algoritmos especializados (Yumeng Y, Tao H & Huang S, 2018).

El algoritmo de HSYMDOCK se sostiene en un acoplamiento jerarquico limitado por
simetria circular, desarrollado anteriormente por los mismos investigadores. El
programa requiere que el usuario provea la estructura de la subunidad
monomérica. Se usa el algoritmo para muestrear globalmente los modos de enlace
probables con simetria ciclica (Cn) (Figura 31). Si se predice la estructura de un
homo-oligdmero simétrico Cn, solo se realizarda una ronda del paso de
acoplamiento simétrico Cn. Si no es asi, el programa realiza un segundo
acoplamiento simétrico C2 con los 100 principales complejos Cn predichos en el
primer paso, pero los busca en un eje perpendicular adicional, con el fin de buscar
homo-oligdmeros con simetria diédrica (Dn) (Yumeng Y, Tao H & Huang S, 2018).

Proteina de entrada

SI NO

. Secuencia ? -
Modelar la estructura Docking de simetria Cn

100 mejores modelos Cn

Docking de simetria Cn

Modelos homo-oligoméricos con simetria Cn/Dn

Proceso post-docking: filtrado y clasificacion

Salida: Modelos homeo-oligoméricos

Figura 31. Flujo de trabajo de HSYMDOCK. Tomado y modificado de (Yumeng Y, Tao
H & Huang S, 2018)
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HSYMDOCK es el Unico programa de docking que toma en cuenta la simetria
diédrica. Por su aproximacion esta considerado como el mejor predictor de homo-
oligdmeros simétricos por CAPRI (Critical Assessment of Predicted Interactions en
inglés) (Figura 32) la comunidad especializada en evaluar los métodos de docking
que predicen interacciones proteina-proteina (Tramontano A, 2017).

16 I Top 5
Top 1
124
8
4]
0 5 S o 2 * *
o & 1$) < O ;
& & & & e?“\@
S P
C,;z)'b ocg(’/
&

Figura 32. Mediciones CAPRI para evaluar el docking de homoligomeros
simétricos que posicionan a HSYMDOCK como el mejor. Tomado de (Yumeng Y,
Tao H & Huang S, 2018)

HSYMDOCK utiliza un intervalo de angulo de 10° para el muestreo rotacional con un
espaciado de 1.2 A. El puntaje que utiliza esta basado en los potenciales basados
en conocimiento, utilizando parametros conocidos de estructuras cristalograficas
del PDB. Que se describen como una relacion inversa de Boltzmann:

uij(r) = —ksTn[g;(r)], ~ &i(r) = py(r)/py(r) ®)

Donde k, es la constante de Boltzmann, T es la temperatura del sistema, i & j son
los pares de atomos en contacto en la formacion del complejo (Huang S & Zou X,
2008). La funcién de distribucion de los pares de atomos g;(r) se define por la
densidad de los atomos /& j a una distancia r, en las estructuras experimentales
pi(r) y en las estructuras predichas p*j(r). La suma de todas estas energias de
interaccion atomica nos da como resultado el puntaje de energia (Huang S & Zou
X, 2008).

energy score = E uii(r)
R—Latom pair

(6)
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El programa utiliza estos calculos de forma iterativa, es decir, la ecuacion (5) se
alimenta conforme avanza el docking. Aqui k representa el paso iterativo, mientras
que /& jrepresentan los pares de atomos interactuando. En la Figura 33 se muestra
graficamente el proceso. Al inicio de la iteracion k=0 se calcula con g;°*s, donde p;?>s
son las densidades observadas experimentalmente. El método iterativo funciona
muy bien con usualmente 60 pasos o iteraciones (Huang S & Zou X, 2008).

Step 0: g;"‘(r)
u,;(r) = u:}(r) + Aug(r)
Step k: g, (r)

uy " (r) = ug (r) + Aug(r)

I\ /
Step K : g (r)
l‘if+](’.) :1,45(/‘)4—AL45(7') o

Figura 33. Proceso iterativo del calculo del puntaje de HSYMDOCK. Tomado de
(Huang S & Zou X, 2008).

Este puntaje también se verifico en términos de la prediccion de afinidad, se probd
con 74 complejos proteina-proteina. En la Figura 34 se muestra como el puntaje
de union de energia predicho en funcion de los datos experimentales de afinidad de
union. El coeficiente de correlacion fue de 0.71 sugiriendo que el puntaje predice
acertadamente la afinidad de union (Huang S & Zou X, 2008).
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Figura 34. Puntaje de HSYMDOCK. Relacion entre el puntaje (eje y) & la afinidad de
union (eje x) de 74 complejos proteina-proteina, la afinidad de union se mide con
el logaritmo natural de la constante de disociacion (In(Ko). Tomado de (Huang S &

Zou X, 2008).

Se utiliz6 HSYMDOCK para encontrar homoligdmeros simétricos, utilizando los
mondmeros estructurales, predichos con Alphfold de las siguientes TIMs:

e MmaTIM
e MaeTIM
e MfeTIM
e TonTIM
e MokTIM
e MbrTIM
e MbuTIM

84



UCSF CHIMERA

Todas las figuras estructurales de esta tesis se realizaron con el software para
visualizacion de estructuras UCSF Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).
Con Chimera también calculamos la hidrofobicidad de la superficie de todas las
estructuras, de acuerdo con la escala de hidropatia de Kyte & Doolittle (1982). La
escala de hidropatia refleja la hidrofobicidad (valor maximo 4.5) o hidrofilia (valor
minimo -4.5) relativa. Para obtener dicha escala Kyte & Doolittle recopilaron los
coeficientes de particion y la energia libre de transferencia de cada aminoacido
(Tabla 6) y lo correlacionaron con la accesibilidad para cada tipo de residuo
calculada por Chothia en 12 proteinas globulares (Tabla 6). Para poder comparar
ambos parametros Kyte & Doolittle normalizaron ambos parametros. Esta
normalizacion es la escala que utiliza Chimera para asignar la hidrofobicidad a
cada aminoacido en la superficie (Kyte J & Doolittle R, 1982).

Escala de AG de Frecuencia de las

Cadena lateral cadenas laterales

hidropatia transferencia queden escondidas

ILE 4.5 b4 4.5
VAL 4.2 4.2 4.3
LEU 3.8 4.5 3.2
PHE 2.8 2.5 2.5
cYs 2.5 19 6

MET 1.9 1.9 1

ALA 1.8 3.9 5.3
GLY -0.4 - 4.2
THR -0.7 -0.6 -0.5
TRP -0.9 -0.9 -2.4
SER -0.8 -0.8 -0.7
TYR -1.3 -11 -3.3
PRO 1.6 - ~24
HIS -3.2 -4.2 -3.6
GLU -3.5 -3.9 -2.8
GLN -3.5 -35 -4.0
ASP -3.5 -4.5 -2.5
ASN -3.5 -3.8 -3.1
LYS -3.9 -3.2 -

ARG -4.5 - -

Tabla 6. Escala de hidropatia utilizada por Chimera. Tomada de (Kyte and Doolittle
1982).
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PDBZPAR & APBS

Para determinar la superficie electrostatica en todas las estructuras utilizamos
PDB2PQR & APBS que colaboran mutuamente, PDB2PQR es un servidor que
automatiza la preparacion de estructuras para calculos electrostaticos y APBS
(Adaptive Poisson-Boltzmann Solver en inglés) resuelve la ecuacion de Poisson-
Boltzmann para toda la estructura macromolecular. Los métodos electrostaticos
computaciones se pueden dividir en dos categorias: Los de “solvente explicito” que
tratan con todas las moléculas del solvente y los de “solvente implicito” que
incluyen solo las interacciones soluto-solvente. Los métodos de solvente implicito
utilizan parametros como la temperatura, fuerza idnica de solvente y las
coordinadas atomicas, asi como las cargas y los radios de los atomos (Dolinsky T,
et. al. 2004).

En este caso se realiza el calculo por medio de un método de solvente implicito. En
el servidor el usuario proporciona un archivo PDB. En el primer paso el servidor
identifica los atomos pesados (que no son hidrégenos) y reconstruye las cadenas
laterales faltantes, asignandoles coordenadas a los atomos perdidos (Figura 35).
En la parte de valoracion de estado (titration-state) los angulos y de las cadenas
laterales de las H Ny Q se acomodan en una conformacion optima para los puentes
de hidrogeno por medio de métodos Montecarlo y después se les asignan estados
de protonacion. Luego se afaden los atomos de hidrégeno, los cuales se revisan
para evitar impedimentos estéricos y para optimizar toda la red de hidrégenos en
la estructura. Posteriormente, el servidor asigna cargas y radios atomicos basados
en el campo de fuerza que utilice el usuario “CHARMM22", “AMBER99", o “PARSFE”
(Figura 35) (Dolinsky T, et. al. 2004) (Jurrus E, et. al. 2018).
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APBS & PDB2PQR

APBS &

U PDB2PQR APBS
el Q PDB2PQR
Inicio
ReconstrucciJn Asignacion
Estructura 540 cadenas | de estados
laterales tiritativos
Adicion <—J
hidrégenos
. B Calculo
Asignacion. de las
de carga "|propiedades
y radio electrostaticas
Visualizacion Tsrt aligacid
A Visualizacion | _
yandlisis € 0
offline
~ Fin

Figura 35. Flujo de trabajo de los servidores PDB32PAR & APBS que trabajan en
conjunto. Tomado de (Jurrus E, et. al. 2018).

A partir de las cargas y radios atomicos, APBS realiza el calculo de la ecuacion
Poisson-Boltzmann: resultando en la funcion de distribucion de la carga p (Jurrus
E, et. al. 2018).

M
i evqs_zciqie—/f(qﬂ/wv,) =p.
i
(7)

En donde ¢ es el potencial, €s es la constante dieléctrica del solvente. M representa
las especies idnicas moviles, que se describen por una carga g;, una concentracion
ci en un potencial de interaccion ion-soluto V.. Finalmente, B=(kT)"' indica el inverso
de la energia térmica, donde k es la constante de Boltzmann y T es la temperatura,
la cual se mantiene constante en 298K (Jurrus E, et. al. 2018).

La visualizacion de la distribucion de la carga (p) a lo largo de todas las estructuras
se realizo en Chimera.
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ANALISIS ACOPLADO ESTADISTICAMENTE (SCA)

El SCA (Statistical coupling analysis en inglés) es un método que utiliza el
alineamiento de secuencias de proteinas homodlogas para identificar redes de
aminoacidos las cuales reflejan patrones de coevolucion (Mira DL, et. al. 2018). El
alineamiento mdltiple de secuencias (MSA en inglés) es un registro historico, si es
lo suficientemente largo y diverso puede describir las limitaciones evolutivas de la
familia (Gurol MS, etl. Al. 2002). Estas restricciones estan involucradas en la
oligomerizacion y en las interacciones proteina-proteina, o proteina-sustrato. La
evolucion de una proteina es el resultado de muchas mutaciones aleatorias sujetas
a presion selectiva que al final resultan en una funcion (Lockless & Ranganathan,
1999). La presion selectiva hace que las substituciones de aminoacidos deletéreas
se eliminen y algunas otras se conserven, asegurando la similitud del plegamiento
entre familias para mantener interacciones favorables en la proximidad espacial
(Marks, et. al. 2011).

Un ejemplo de la sinergia entre aminoacidos es que, aunque no estén acoplados
tridimensionalmente, algunas veces, aminoacidos distantes pueden contribuir a la
funcion del activo, o determinar la interaccion proteina-proteina (Marks, et. al. 2011).
Otra forma en la que se aprecia la correlacion entre los pares de aminoacidos
coevolutivos es por ejemplo, en una mutacion que es deletérea en una posicion,
pero se convierta en neutra o se compense con otra mutacion en un sitio diferente.
Otro ejemplo es el escenario en el que dos mutaciones individuales son poco
frecuentes pero la combinacion de ambas es comun (Tiberiu T. et. al. 2015). Se
denominan “sectores” a estas redes de aminoacidos acoplados funcional y
evolutivamente. Los sectores han mostrado ser interesantes porque estan
relacionados con las propiedades funcionales como la regulacion alostérica y los
sitios cataliticos, asi como con la estabilidad del plegamiento (Rivoire O. et. al. 2016).
El objetivo de los métodos basados en coevolucion es proponer modelos de los
patrones de aminoacidos que se puedan probar experimentalmente después, para
corroborar si realmente tienen un significado bioquimico o evolutivo (Rivoire 0. et.
al. 2016).

El primer paso del SCA es preparar nuestro alineamiento de secuencias multiples.
Primero se alinea el MSA con una secuencia consenso eligida por el usuario, para
que los resultados de la red de aminoacidos coincidan con la secuencia elegida.
Después se eliminan todas las secuencias y columnas con mas del 20% de gaps,
asi como las secuencias con menos del 20% y mas del 80% de identidad con la
secuencia consenso (Rivoire 0. et. al. 2016).

Para este trabajo se realizaron tres alineamientos multiples de secuencia, cada
uno correspondiente con los tres dominios de la vida: Arquea, Bacteria y Eucaria.
En la lista mostrada a continuacion, se describen las secuencias consenso para
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cada uno de los alineamientos, asi como las secuencias resultantes después del
proceso de limpieza.

ARQUEA
e Secuencia de referencia: TIM de Pyrococcus furiosus, PDB: THG3, p=0.965

“MAKLKEPIIAINFKTYIEATGKRALEIAKAAEKVYKETGVTIVVAPQLVDLRMIAESVEIPVFA
QHIDPIKPGSHTGHVLPEAVKEAGAVGTLLNHSENRMILADLEAAIRRAEEVGLMTMVCS
NNPAVSAAVAALNPDYVAVEPPELIGTGIPVSKAKPEVITNTVELVKKVNPEVKVLCGAGIS
TGEDVKKAIELGTVGVLLASGVTKAKDPEKAIWDLVSGI”

Después del procesamiento la longitud del alineamiento es de 214 posiciones con
367 secuencias efectivas.

BACTERIA

e Secuencia de referencia: La TIM de Geobacillus stearothermophilus, PDB:
1BTM, p=0.965

“RKPIIAGNWKMHKTLAEAVQFVEDVKGHVPPADEVISVVCAPFLFLDRLVQAADGTDLKI
GAQTMHFADQGAYTGEVSPVMLKDLGVTYVILGHSERRQMFAETDETVNKKVLAAFTRGLI
PIICCGESLEEREAGQTNAVVASQVEKALAGLTPEQVKQAVIAYEPIWAIGTGKSSTPEDAN
SVCGHIRSVVSRLFGPEAAEAIRIQYGGSVKPDNIRDFLAQQQIDGPLVGGASLEPASFLQL
VEAGRHE"

Después del procesamiento la longitud del alineamiento es de 249 posiciones con
698 secuencias efectivas.

EUCARIA

e Secuencia de referencia: La TIM de Oryctolagus cuniculus, PDB: 40WG
p=0.965

“APSRKFFVGGNWKMNGRKKNLGELITTLNAAKVPADTEVVCAPPTAYIDFARQKLDPKIA
VAAQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSERRHVFGESDELIGAKVAHALSEG

LGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKVIADNVKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKTATPQQAQ
EVHEKLRGWLKSNVSDAVAQSTRIIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASLKPEFVDI
INAKQ”

Después del procesamiento la longitud del alineamiento es de 247 posiciones con
234 secuencias efectivas.

El segundo paso del método es calcular la conservacion de los aminoacidos en el
alineamiento por medio de un modelo llamado entropia relativa (Di) o divergencia
de Kullback-Leibler (ecuacion 8). Di es una medida de como una distribucion de
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probabilidad es diferente de una segunda distribucion de probabilidad de
referencia. La formula general se puede observar en la siguiente ecuacion. Donde
Pes la distribucion de nuestro interés y @ es nuestra distribucion de referencia. En
la (Figura 36.A) se muestran ambas distribuciones y en 36.B el resultado de la
divergencia (Rivoire 0. et. al. 2016).

D (P1@) = - Pl 1og(gE ;)
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R \
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Figura 36. Divergencia de Kullback-Leibler. Tomada y modificada de
(https.//wblog.wiki/es/Relative_entropy)

EL SCA utiliza como distribucion de referencia la frecuencia de los aminoacidos de
una base de datos no redundante de proteinas (q) (Tabla 7), la cual refleja la
presencia de cada uno de los 20 aminoacidos en muchas secuencias y tipos de
proteinas (Rivoire 0. et. al. 2016).

20

D; = Zf, In f!a ,

a=() (9)

A C D E F G H I K L M N P Q R S T VIW|Y
0.073]0.025{0.050{0.061|0.042{0.072|0.023|0.053|0.064|0.089|0.023|0.043|0.052(0.040/0.052|0.073|0.056 |0.063|0.013 |0.033

Tabla 7. Frecuencia de todos los aminoacidos en una base de datos no redundante
de proteinas.

Si la frecuencia de nuestro interés es el aminoacido aen la posicion / (fi) es igual a
g indicaria que su presencia en esa posicion es completamente azarosa. Asi que
nuestro valor Di es la diferencia entre estas dos distribuciones. El valor Di crece
mientras mas se aleja del valor de g, hasta tomar valores de 3 o 3.5 cuando el
aminoacido esta 100% conservado (Figura 37) (Rivoire 0. et. al. 2016). Se ha visto
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que valores altos de este valor son capaces de predecir residuos ocultos en la
estructura terciaria (Halabi et. al. 2009)
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Conservacion (

o

0: 02 04 06 08 1
q!'a Frecuencia (ff)

L

Figura 37. Relacion entre la conservacion, frecuencia y entropia relativa. Tomado
y modlificado de (Rivoire 0. et. al. 2016).

El tercer paso del método es hacer una matriz de correlacion entre las posiciones
del alineamiento, la cual se obtiene por medio de la diferencia entre las frecuencias
de los aminoacidos a y b en las posiciones /& /. Las frecuencias son basicamente
promedios y se describen con las siguientes ecuaciones donde N es el nimero de
secuencias totales en el alineamiento y f; es la frecuencia de un aminoacido en la
posicion /7y f; nos indica, que tan frecuente es que se encuentren ambos
aminoacidos ay b en sus posiciones /& jrespectivamente (f;@).

1 1
fz’j:NZinXk;j: fi:NZme
k k -

La matriz de correlacion es la diferencia de (f;®”) menos la multiplicacion de la
frecuencia de que se encuentre el aminoacido a en la posicion i solamente (f{®) por
la frecuencia de que se encuentre el aminoacido b en la posicion j Unicamente (f;®).
Esta matriz tiene dimensiones LxLx20x20, en donde L es la longitud del
alineamiento, por 20x20 de todas las posibles combinaciones de aminoacidos
(Reynolds, et. al. 2013).
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ab’ ~ (ab ~(a) (b
C{f( ) :f{j( ) —f;( ij( ) .

Para el tercer analisis necesitaremos un valor de ponderacion ¢. Dicho valor se
utiliza para amortiguar los valores de las posiciones menos, evitando un sesgo a
la hora de hacer la correlacion entre residuos. Este valor esta dado por el valor
absoluto de la division entre la derivada parcial de la entropia relativa del
aminoacido a en la posicion i y la frecuencia de ese aminoacido en esa posicion. De
esta manera, se obtienen valores normalizados (Reynolds, et. al. 2013).

(/51.(“) _ 8D;(ﬂ)/aﬁ(ﬂ)

__ 9D _ f(l-q)
¢=%F =In |

A partir de estos valores es posible calcular una segunda matriz de correlacion,
esta vez ponderada, que elimina el sesgo de la primera matriz. En este paso se
multiplica el valor de ponderacion del aminoacido a en la posicion / el valor de
ponderacion del aminoacido 4 en la posicion jy la matriz de correlacion obtenida
en el paso anterior. Esta matriz resulta ser de cuatro dimensiones LxLx20x20
(Reynolds, et. al. 2013).

(12)

(13)

~ (ab) a b ab
Oy = (/51'( )(/5,1'( )C’fi< ),

(13)

Con fines de analisis es necesario reducir la matriz por una de LxL por medio de
una norma de Frobenius, el cual reduce dos dimensiones. Que reduce cada
correlacion de aminoacidos (dimension 20x20) solo les asigna un valor por cada
par de aminoacidos. La matriz reducida nos da el valor de las correlaciones de cada
par de posiciones (i) de todas las posibles combinaciones de aminoacidos (20x20).
Esta es la Gltima matriz que utilizamos a la que llamaremos matriz-SCA (Reynolds,
et. al. 2013).
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(14)
Las matrices de dos dimensiones se pueden analizar como un plano (x, y) (Figura
38.A) A los planos se les pueden aplicar transformaciones lineales, que modifican
un espacio vectorial en otro (Figura 38.B). Cuando realizamos la transformacion
hay ciertos vectores que cambian completamente de orientacion y dimensiones,
como el que se muestra con linea rosa en la Figura 38.C.D. Existen ademas otros
vectores especiales que conservan su estado inicial, a pesar del cambio en el
espacio vectorial (Figura 38.E.F) a estos ultimos se les conoce como eigenvectores.
Estos conservan su orientacion, pero pueden escalarse en su magnitud, en la
Figura 38.G.H se puede observar como los eigenvectores marcados en lineas
amarillas y verdes conservaron su orientacion, pero se escalaron en magnitud, el
amarillo por dos y el verde por tres. Los valores que escalan la magnitud de los
eigenvectores se conocen como eigenvalores (Figura 38.H).
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Figura 38. Definicion de Eigenvalores y Eigenvectores. A) Plano de dimensiones
[11]. B) Transformacion del plano [11] a un plano de dimensiones [1,2]/3,0]. C) Vector
rosa en el espacio [11]. D) Visualizacion grafica de como no se conserva el vector
rosa del plano original al plano de nuevas dimensiones. E, F) Conservacion del
vector rosa (eigenvector) en ambos planos sin importar el cambio en dimensiones.
G) Muestra de los eigenvectores de nuestra transformacion lineal H) Muestra
grafica de como los vectores no cambian de direccion (eigenvectores), pero
cambian de magnitud (eigenvalores). Tomado y modificado de
(https.//www.youtube.com/watch?v=PFDu90VAE-g&t=614s)
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iComo se calculan estos vectores en una matriz? Resulta ser la matriz multiplicada
por los eigenvectores es igual al producto de los eigenvalores por los
eigenvectores.

AV = \V
15)

Donde A es la matriz, v son los eigenvectores y A son los eigenvalores. Primero, A
se convierte en una matriz diagonal (l). Posteriormente se iguala todo a 0 y se
factoriza. Asi que nos queda la matriz original y en la diagonal de la misma se resta
el valor de A. Lo que se hace es determinar el valor de A para el cual la matriz se
reduce a la dimension 0 (Figura 41. AB). Por ultimo, para determinar los
eigenvectores solo se sustituye el valor de A como resta en la diagonal de la matriz
original.
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Av =(\I)v |t O

0 0

1
. |

(1)
Av — M\Iv =0 § _
3—A 1 4
(A= MN)Vv=0 Loy
det(A — \I) =0 2 65—

(17)

Realicemos estas operaciones para nuestro ejemplo (Figura 39. C.D) en este caso,
los Unicos valores de A posibles son 2 y 3. Al sustituir el valor de A en la matriz
obtenemos como resultado el eigenvector [1,-1]. Todos los elementos que sean
parte de esta linea (-1,1) (-2,2) (-3,3) etc. Se les conoce como eigenmodos.
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Figura 39. Determinacion de los eigenvectores y eigenvalores. Para encontrar los
eigenvectores se sustituye el valor A buscando que la matriz se iguale a 0. A) en
este caso el valor A iguala la matriz a dos, por lo que se tiene que seguir buscando
otros valores. B) El valor A=1 iguala la matriz a 0 disminuyendo completamente sus
dimensiones, por lo que al substituir A en la matriz encontraremos los vectores.
Para encontrar los eigenvalores consideremos nuestro ejemplo de la
transformacion lineal del espacio [11] a un plano de dimensiones [12]/3,0]. C)
Muestra la igualacion de los elementos de la matriz a 0. D) Tenemos la ecuacion
resuelta, por lo que los uUnicos dos eigenvalores posibles en este ejemplo son A=2
& A=3. Tomado y modificado de (https.//www.youtube.com/watch?v=PFDu90VAE-
g&t=614s)

El proceso para encontrar esta informacion es la descomposicion espectral de la
matriz SCA basada en los principios descritos arriba. La ecuacion inferior (18)
describe un producto de matrices, donde ~A es una matriz diagonal de LxL con los
eigenvalores y ~V son los eigenvectores. En nuestro caso los eigenvectores
corresponden a los patrones de evolucion encontrados en el alineamiento, los
eigenmodos corresponden a los pares de aminoacidos coevolutivos asociados a
cada vector o patron de coevolucion y finalmente los eigenvalores son la magnitud
de varianza en la matriz de covarianza SCA (Rivoire 0. et. al. 2016).
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C=VAVT.

Uno de los grandes retos de la metodologia es distinguir entre las parejas
coevolutivas reales de todo el ruido estadistico. Con el fin de disminuir el ruido
estadistico se realiza un alineamiento multiple aleatorizado. Este se genera a partir
del alineamiento que usamos inicialmente y revuelve todos los aminoacidos por
columna, esto preserva las constricciones de las posiciones, mientras que
remueve todo el ruido de muestreo. A este alineamiento aleatorio se le aplican los
mismos calculos hasta la descomposicion espectral y se comparan sus resultados
con el alineamiento inicial. Se compara con la siguiente grafica (Figura 40) en
donde las bandas negras son el espectro de los eigenvectores de la matriz SCA, y
en linea roja se muestra el espectro de los eigenvectores de la matriz del
alineamiento aleatorio. Al hacer la comparacion podemos descartar todos los
vectores negros que coincidan con la linea roja. Asi obtenemos los eigenvectores
con los eigenvalores mas altos (ES) que no se forman por un proceso aleatorio
(Rivoire 0. et. al. 2016).

(18)
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Figura 40. Espectro de los eigenvectores de la matriz SCA. El espectro de los
eigenvectores de la matriz SCA se muestra en el histograma con barras negras,
mientras que el espectro de los eigenvectores de la matriz del alineamiento
aleatorio se muestra con linea roja.

Los elementos de los eigenvectores se pueden visualizar en graficas de dispersion
(Figura 41.A), en donde la distancia de una posicion con relacion al origen informa
su contribucion total a las correlaciones, mientras mayor sea dicha distancia al
punto de origen = 0, mayor es su contribucion. La distancia entre dos posiciones
indica su grado de correlacion, las posiciones fuertemente correlacionadas
aparecen cercanas, mientras que las posiciones débilmente correlacionadas se
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separan. Como podemos, ver la mayoria de los aminoacidos no hacen
contribuciones sustanciales asi que se agrupan cerca del origen. Por lo que se
espera que conjuntos independientes de posiciones correlacionadas se agrupen en
pequefios conjuntos de posiciones lejos del origen. La descomposicion espectral
nos ayuda con la reduccion de dimensiones de la matriz, pero sus resultados (los
eigenmodos) no son la mejor representacion de los residuos coevolutivos. Ya que
la simple diagonalizacion de la matriz no exige un acoplamiento estadisticamente
significativo, como vemos en las graficas de dispersion, muchas posiciones estan
débilmente correlacionadas (Rivoire O. et. al. 2016).
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Figura 41. Graficos de dispersion de los elementos de los eigenvectores. A)
Elementos de los eigenvectores. B) Elementos de los eigenvectores bajo el analisis
de componentes independientes (ICA).

Esto se soluciond con el andlisis de componentes independientes (ICA en inglés).
ICA produce una representacion en la que la mayoria de las posiciones estan
débilmente correlacionadas y se agrupan cerca del origen y un subconjunto
relativamente pequeino de posiciones comprende grupos casi independientes de
aminoacidos (Figura 41.B), que representan modos de evolucion colectiva de la
proteina bajo estudio. Para realizar el ICA se toman los eigenvectores (k*) y se
concatenan en una matriz k* x L (V) en la siguiente ecuacion. Lo que hace el
algoritmo es iterar la matriz W que empieza desde k* x k*. El parametro p es una
tasa aprendida que es muy chica para que las iteraciones converjan (Rivoire 0. et.
al. 2016).
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AW = p (Ikmp + (1 e (H‘,VJ (WV) ) "

(19)

Los componentes independientes ~VP se obtienen al aplicar la matriz W a los
eigenvectores ~V.

~

Vi =WV, ...

(20)

Es importante aclarar que el resultado de los componentes independientes no
necesariamente equivale a un sector, ya que éste es una red de aminoacidos
coevolutivos con una propiedad funcional especifica. Asi que los componentes
independientes pueden ser: 1) Sectores independientes asociados a una funcion
especifica, o bien, 2) La descomposicion de un sector que se separd en varias
subpartes. Para distinguir sistematicamente la composicion de los sectores
primero se ajustan los datos de IC a una distribucion normal para encontrar el 5%
de los aminoacidos mas significativos p=0.95 (Figura 42.A) (Rivoire 0. et. al. 2016).
Cabe destacar que p es un parametro ajustable. Para fines de reducir el ruido de
muestro en esta tesis se trabajaron los datos con un valor de p=0.965

Después se hace otra matriz que contiene solo los aminoacidos resultantes de la
limpieza de los IC donde podemos visualizar las relaciones de estos aminoacidos
entre cada IC y de todos los IC. Asi que aqui podemos distinguir si los IC tienen
dependencia estadistica unos con otros y agruparlos para que sean un solo sector
(Figura 42.B) (Rivoire 0. et. al. 2016). De esta forma obtenemos el resultado final: la
red de aminoacidos que son las parejas mas significativas que el 95% de los
componentes del IC.
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Figura 42. Identificacion de los sectores por parte del SCA. A) Normalizacion de los
datos de los componentes independientes (IC). B) Matriz de las interacciones entre

los aminoacidos mas significativos de los componentes independientes.

Un paso adicional que se afiade en la Gltima version del SCA, es realizar los mismos
calculos de covarianza, pero en lugar de hacerlo por columnas (posiciones) hacerlo
con las filas (secuencias). Esto nos daria como informacion la relacion entre los
patrones coevolutivos y el espacio de secuencia dado por las secuencias del
alineamiento (Rivoire 0. et. al. 2016).
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Figura 43. Relacion entre el alineamiento multijple de secuencias y las matrices de
covarianza. A) Alineamiento multiple de secuencias en donde las columnas son las
posiciones y las filas son las secuencias. B) Matriz de correlacion entre las
secuencias con dimensiones MxM. C) Matriz de correlacion entre posiciones de
dimensiones 20XL.

Para los calculos es necesario considerar una matriz binaria de un alineamiento X
(Figura 43.A) de M secuencias. Para X podemos computar dos tipos de correlacion:

1). La correlacion entre las secuencias S.s que representa la identidad de cada par
de secuencias r y s (Figura 45.B).

S =i1yN"X X |
rs LZn rn* sn 1)

2). La matriz de correlacion entre las columnas, que representa la frecuencia de
un par de aminoacidos juntos (Figura 38.C).

an — ﬁ ZsXsnXsm’

Ambas matrices (S & F) estan intimamente relacionadas por una propiedad
conocida como la descomposicion de un valor singular (SVD). Especificamente, si
U representa los eigenvectores de la matriz de correlacion de secuencia S; y V
representa los eigenvectores de la correlacion de aminoacidos de la matriz de
correlacion F.

(22)

X = UAY?VT,

(23)

Si A es una matriz diagonal en donde las entradas son los eigenvalores de Sy F.
Una clave del concepto SVD es que los eigenvectores de S estan mapeados por los
eigenvectores de F en donde el mapa es el alineamiento en si mismo (X).

U=XVAY
(24)

Esto introduce el principio del mapeo secuencia-posicion en donde se usa la matriz
del alineamiento completo X para relacionar los patrones de las correlaciones-
aminoacido V con los patrones de divergencia U. Después se aplica la reduccion de
dimensiones realizada anteriormente con la matriz SCA. En donde los valores de
los 20 aminoacidos pasan a un solo valor. La matriz reducida define el mapa entre
los aminoacidos coevolutivos y su relacion en el espacio de secuencia (Rivoire O.
et. al. 2016).
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U=xVA™

(25)

Especificamente A~ son los eigenvalores y V~ son los eigenvectores de la matriz
posicional del SCA Cij. Asi que representan la estructura del espacio secuencial

correspondiente a los patrones posicionales coevolutivos. Después se realiza el
analisis de componentes independientes ICA.

Ur = WU
(26)

Asi, podemos rastrear que relacion filogenética o de secuencia tienen los sectores
(Rivoire 0. et. al. 2016).
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LOS HOMOTETRAMEROS

Hasta el momento (mayo de 2022) existen Unicamente tres estructuras
cristalograficas de TIMs de Arquea publicadas en el PDB, estas son: PfuTIM (1HG3)
MjaTIM (2H6R) & TtxTIM (IWOM). Para anadir una nueva, nuestro grupo de
investigacion resolvid la estructura cristalografica de MfoTIM a una resolucion de
2.5 A (Figura 44.A). El cristal resultd tener cuatro mondmeros en la unidad
asimétrica, ensamblados como un dimero de dimeros, es decir, dos pares de
mondmeros se asocian como un dimero clasico por medio de las asas 1y 3, en la
Figura 44.A se muestra el asa 3 en rojo. Este par de dimeros se asocian entre si
por medio de una nueva interfaz, que llamaremos interfaz tetramérica (Figura 44.A
en café y con esferas). En la celda A de la (Figura 44.A), se aprecia como la interfaz
tetramérica y la interfaz dimérica, quedan perpendiculares, es decir, a 90° una de
la otra. Cuando observamos el tetramero tridimensionalmente parece un toldo
vela, en el que los mondmeros que estan a 180° uno enfrente del otro, quedan
arriba, mientras que los otros dos quedan abajo; se puede apreciar muy bien con
una vista lateral del complejo (Figura 44.B.C). La interfaz tetramérica comprende
“tres niveles” de interaccion donde participan cinco elementos de estructura
secundaria, el primer nivel se forma por un parche simétrico entre el asa Ba 4 y el
amino terminal de la hélice 4 (Figura 44.D), el segundo nivel es la interaccion entre
las hélices 5 de cada monomero y el asa Ba 5 (Figura 44.E) y finalmente en el Gltimo
nivel existe una pequefia interaccion entre los Ultimos aminoacidos del carboxilo
terminal de la hélice 6 (Figura 44.F). Todas estas caracteristicas que encontramos
en el cristal nuevo de MfoTIM se conservan para todos los cristales de ArqTIMs

Figura 44. Cristal MfoTIM. A. Vista aérea del tetramero. B Vista lateral del tetramero. C Vista a
90°C lateral del tetramero. D.E.F. Interfaz tetramérica. D. Primer nivel de interaccion. E.
Segundo nivel de interaccion. F. Tercer nivel de interaccion



El primer paso para analizar el cristal de Mfo y los cristales ya publicados; fue
determinar: el area total, el volumen total y el area que se esconde al formar las
interfaces. Incluimos en este analisis al Unico dimero reportado para una ArqTIM,
TacTIM (5CSS) con el fin de contrastar con los tetrameros. Para comparar la calidad
de las interfaces utilizamos el valor de significancia del complejo (CSS)
(Complexation Significance Score en inglés), que indica que tan energéticamente
favorable es la formacion de la interfaz; su valor maximo es de 1y su valor minimo
de 0.

, Estado Topt Area Volumen Area Area
Proteina | PDB Oligémerico °£ totat A2 A3 Dimero A2 €SS Tetram A2
MjaTIM 2H6R Tetramero 85 30706 73550 1460.5 1 799.1
MfoTIM Tetramero 75 29621 70383 1464.9 0.452 722.5
PfuTIM THG3 Tetramero 100 30121 72871 1389.1 0.882 732.2
TtxTIM IWOM  Dimero/Tetramero 86 31286 72776 1480.6 0.524 944.5
TacTIM 5CSS Dimero 60 20015 36891 1483.8 0.505 255.8

Tabla 8. Valores del volumen total y el drea de las interfaces dimérica y
tetramerica de los cristales ArqTIMs.

Los datos en la Tabla 8 indican que el area involucrada en la formacion del dimero
es practicamente igual en todos los cristales, en promedio 1455.7 A? sin
representar una diferencia entre el homodimero y los homotetrameros. Los
valores de CSS para la interfaz dimérica son altos (~0.5) en la mayoria los casos,
cabe destacar que los valores mas altos los obtuvieron MjaTIM y PfuTIM con 1y
0.882 respectivamente.

El 4rea involucrada en la formacidn del tetrdmero difiere mas, va desde 940 A? a
722 A2, Ademas, los valores de CSS varian bastante entre los homotetrameros,
pero concuerdan con lo citado en la literatura: MjaTIM y PfuTIM que viven como
tetrameros en solucion tienen los valores de CSS mas altos 1 y 0.882,
respectivamente. Aunque MfoTIM también es homotetramero en solucion, su valor
de CSS de 0.26 es mas bajo. Mientras que TtxTIM que vive en un equilibrio
dimero/tetramero tiene el valor de CSS de 0.17 mas pequefio, finalmente el dimero
de TacTIM tiene muy poca area de asociacidn tetramérica 255.8 A2y un valor CSS
practicamente de 0, lo que indica que la tetramerizacion no es posible en esta
proteina. Las areas totales y los volumenes de los homotetrameros casi no varian
entre si, pero si hay una notable diferencia con el dimero, obviamente.

Después analizamos el tipo de residuos y el tipo de interacciones involucrados en
la interfaz tetramérica. En la (Tabla 9) se muestran los residuos que participan en
esta interfaz conservados en todos los cristales, también se muestra en promedio
cuanta de su area total esconden al formar la interfaz; con un codigo de colores se
ejemplifica la naturaleza quimica de los aminoacidos, en color verde los
hidrofilicos, en azul los cargados positivamente, en rojo los cargados
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negativamente y en color crema se encuentran los hidrofobicos. Como podemos
observar, la mayoria de los residuos son pequefios y de naturaleza hidrofdbica,
algunos aminoacidos ocultan practicamente el 100% de su area al formar la
interfaz, como es el caso de L99, 1102, V125, A128 y V129 (tomando la secuencia de
MfoTIM como referencia), en la tabla se muestra como se conserva la naturaleza
hidrofdbica de estos aminoacidos en todos los cristales, a excepcion de la V125 que
en MjaTIM y TixTIM es una treonina. Aunque esta substitucion no conserve la
naturaleza quimica del aminoacido si conserva su tamafio. Debido a su nivel de
conservacion podemos inferir que dichos aminoacidos estan sometidos a una
presion selectiva que favorece la interaccion tetramérica. En el caso de las
interacciones hay algunas que se encuentran conservadas en todos los cristales a
pesar de las substituciones en la secuencia de cada proteina. Sin embargo, hay
algunas otras interacciones que solo se conservan en dos o tres cristales.

MfoTIM MjaTIM PfuTIM TtxTIM % BSA
ASN 91 ASN 89 ASN 95 ASN 92 70.26

asaPus  \oN96 ARG94 ARG100 PRO9T 486
ILE97  MET95 MET101 LEU98 544
LEU98 LEU96 ILE102  LYS99 53
LEU99 LEU97 LEU103 LEU100 99
Cilices SER100 ALA98 ALAT04 ASN10I 871
ASP101 ASP99 ASP105 ASP102 4.4
ILE102 ILE100 LEU106 LEU103 100
ASP103 GLUT01 GLU107 ALA104 773
GLUI07 ASN105 ARG11 ALA108 1312
ASNT121 ASN199 ASN125 PROT22 503
asa a5

ASN 122 ASN120 ASN126 | ASP 123 20.5
ASN 124 ASN122 ALA128 ARG 125 51.8
VAL125 THR123 VAL129 THR 126 98.8
LYS 127 LYS125  ALA131 LEU128 59.84
hélice5 ALA128 ALA126 ALA132 ALA129 98.98
VAL 129 VAL127 VAL133 ALA130 98.05
ALA131  ALA129 ALA135 ALA132 85.85
LEU132 LEU130 LEU136 LEU133 86.4
hélice 6 ILE 169 ILE 167 VAL 173 HIS 170 45.9
Tabla 9. Aminoacidos conservados en los cristales e involucrados en la interfaz
tetrameérica, en la primer columna se encuentra la estructura secundaria a la que
pertenece cada aminoacido y en la ultima columna el promedio del porcentaje del
area total que esconde cada residuo al formar la interfaz tetramérica.
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Asa beta/alfa 4

En la (Figura 45) se muestra el mapa de interaccion de la interfaz tetramérica, tanto
estructural como esquematicamente, se tomdé como ejemplo la estructura de
MfoTIM. Como podemos ver en las representaciones estructurales (Figura 45.A.B),
los puentes de hidrogeno son siempre con la cadena principal de la proteina, a
excepcion del puente de hidrégeno entre la N96 y la S100; cabe destacar que esta
interaccion es propia de MfoTIM y no se presenta en los otros cristales. Asi que la
union de esta interfaz es gracias a las interacciones hidrofdbicas de Van der Waals
entre los diferentes mondmeros.

Como se muestra en la Figura 45.G.H, la principal area de interaccion entre los
monomeros es la hélice 5, que se situa enfrente de la hélice 5 del dimero opuesto.
En esta region participan principalmente alaninas, cabe destacar que en todos los
tetrameros se conserva la secuencia “AVAL” en esta zona. Es contraintuitivo
pensar que los aminoacidos pequefios como la alanina favorecen nuevas
superficies de interaccion, sin embargo, esta superficie esta muy bien
empaquetada por interacciones hidrofobicas. La segunda area mas grande de
interaccion es el parche simétrico que se forma entre el asa Ba4 de un mondmero
y el amino terminal de la hélice 4 del otro (Figura 45 A.B.C.D). Un poco mas arriba
en la hélice 4 sus cadenas laterales interactian con las alaninas antes
mencionadas de la hélice 5 del mondmero contrario (Figura 45. C.D)

En el asa Ba5 hay dos Asparaginas N121 y N122 que forman una red de puentes de
hidrogeno conservados en todos los cristales (Figura 45 N.E.F). Finalmente, el
altimo nivel de interaccion se da entre los carboxilos terminales de la hélice 6
(Figura 45 N.1.J). Es importante tomar en cuenta que todas estas interacciones son
simétricas, para fines de visualizacion la representacion esquematica solo
presenta las interacciones del mondmero A hacia el monémero C. Pero no hay que
perder de vista que las interacciones del monomero C al mondémero A (que serian
las interacciones simétricas) también estan presentes en la interfaz.
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Figura 45. Interacciones de la interfaz tetramérica. La columna izquierda contiene los
esquemas de la red de interacciones, con lineas punteadas verdes se representan los
puentes de hidrogeno y con lineas moradas las interacciones de Van der Waals. En la
columna derecha se representan estructuralmente las interacciones, con bastones los
aminodcidos involucrados en la interfaz, con esferas los que interaccionan con fuerzas
de Van der Waals y con lineas azules se muestran los puentes de hidrdgeno.

109



COMPARACION ENTRE LOS TETRAMEROS Y EL DIMERO

En la busqueda de determinar las caracteristicas que les permiten a las ArqTIMs
tetramerizar, nuestro siguiente acercamiento fue comparar la secuencia y
estructura del Unico cristal ArqTIM que existe como dimero en solucidn, la TIM
Thermoplasma acidophilum (TacTIM), contra las secuencias y estructuras de las
ArqTIMs tetraméricas.

Para observar estructuralmente estos cambios realizamos una alineacion
monomero por monomero de TacTIM con MjaTIM. Encontramos algunos residuos
clave que provocan un choque estérico impidiendo la formacion del tetramero. Para
fines de lectura en el texto, los aminoacidos correspondientes a TacTIM apareceran
en azul, mientras que los pertenecientes a MjaTIM apareceran en rojo.

En la (Figura 46.A) observamos que R93-TacTIM se re-orienta provocando un
impedimento estérico con D97, mientras que la misma arginina en MjaTIM - R94 se
empaqueta perfectamente con L96, A98 y D99 (Figura 46.B). En el panel C de la
Figura 46 se muestra el impedimento estérico de R96-TacTIM con 199, cabe
destacar que esta arginina corresponde a una leucina en MjaTIM que es una pieza
clave en la formacion del tetramero, ya que L97-MjaTIM esconde el total de su area
y tiene multiples interacciones con otros aminoacidos pertenecientes a diferentes
estructuras secundarias: N89(asafa4), 1100(h4), T123(asapa5), V127(h5) (Figura
46.D); por lo que esta uUnica substitucion evita todo el empaquetamiento del
tetramero. Otra diferencia importante es que los tetrameros tienen conservados
alaninas y leucinas en la hélice 5, asi que A126 & L130-MjaTIM se empaquetan bien
con A126, A129 y L130 (Figura 46.F). En cambio, TacTIM tiene tirosinas en lugar de
alaninas en estas posiciones, lo que provoca que Y125 & Y129 causen un claro
choque estérico con Y125, Y129 y E101 del otro mondmero (Figura 46.E). Finalmente,
encontramos la delecion de los dos ultimos aminoacidos del carboxilo terminal de
la hélice 6, esto es importante, porque provoca que la hélice 6 de TacTIM tenga un
giro menos, perdiendo asi la Ultima superficie de interaccion (Figura 46.G) presente
en los tetrdmeros (Figura 46.H)




</ A & ] / ~ =
Figura 46. Diferencias entre TacTIM y MjaTIM. A) TacTIM-R93, B) MjaTIM-R%4, C)

TacTIM-R96, D) MjaTIM-L97, E) TacTIM-Yi29, F) MjaTIM-A126, G) TacTIM-C-t hélice 6,
B) MjaTIM-1169

A nivel secuencia las principales diferencias que encontramos fueron dos, la
primera es que la hélice 5 de TacTIM tiene una secuencia de residuos aromaticos y
aminoacidos cargados tanto positiva como negativamente (KYFREY) en lugar de la
secuencia (AVAL) conservada por los tetrameros en esta zona. La segunda
diferencia significativa que encontramos fue una delecion de los dos Unicos
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aminoacidos del carboxilo terminal de la hélice 6 que participan en la interfaz
tetramérica, en los homotetrameros (Figura 47).

El siguiente paso fue identificar si los residuos cargados y aromaticos en la hélice
5y la delecion del carboxilo terminal de la hélice 6 de TacTIM estaban presentes en
secuencias de otros organismos. Si la hipotesis de oligomerizacion como una
adaptacion a la temperatura fuera cierta, esperariamos que los cambios asociados
al dimero TacTIM estuvieran presentes en secuencias de organismos mesofilos,
mientras que las caracteristicas de los tetrameros deberian estar presentes en
organismos termoéfilos e hipertermofilos. Sorprendentemente encontramos que
las caracteristicas encontradas en TacTIM si estan presentes en otras secuencias,
pero no de organismos mesofilos ni psicrofilos sino en organismos acidéfilos
(Figura 47), por lo que no concuerda con la hipotesis adaptativa a la temperatura,
sino mas bien parece ser una caracteristica adquirida en funcion de ambientes con
pH bajos, en donde viven los organismos acidofilos, o bien, pudo ser deriva génica
de ese clado de los Thermoplasmatales en particular. Sin embargo, se necesitan
experimentos que comprueben que dichas caracteristicas son necesarias para
resistir rangos bajos de pHs para considerarlo como una adaptacion.
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Figura 47. Diferencias en secuencia entre Methanococcales y Themoplasmatales.
En cuadros cian se denotan las diferencias en la helice 5 y las dos deleciones del
carboxilo terminal de la helice 6.

Methanococcales

Methanobacterium
bryllantii

Thermoplasma
acidophilum
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== = — — — — — — — —
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En este caso, el estado oligomerico de TacTIM no se pudo correlacionar
directamente con la adaptacion a la temperatura, sino que resulté ser una
caracteristica asociada filogenéticamente al grupo de los Thermoplasmatales. Sin
embargo, aln existen otros casos de ArqTIMs que son diméricas pero que no
comparten las caracteristicas en la secuencia de TacTIM, sino que parecen tener
mas caracteristicas en comun con las secuencias de los tetrameros, como el caso
de la TIM de Methanobacterium bryllantii (MbrTIM).
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Asi que todavia tenemos la pregunta sobre ;Cual es la relacion entre el estado de
oligomerizacion y la temperatura?
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DIFERENCIAS ENTRE MjaTIM Y MfoTIM

Para responder esa pregunta tenemos otro ejemplo en el que existe una gran
diferencia en termoestabilidad sin que necesariamente cambie el estado
oligdmerico. En los antecedentes mencionamos que nuestro grupo de investigacion
caracterizo fisicoquimicamente las ArqTIMs de Methanocaldococcus jannashi
(MjaTIM) 'y Methanotorris formicicus (MfoTIM). Se determind mediante
cromatografia de exclusion analitica que ambas proteinas eran homotetrameros y
mediante calorimetria diferencial de barrido se determinaron sus temperaturas
medias de desnaturalizacion (Tm) de 111.6 °C para MjaTIM y de 91.7 °C para MfoTIM
(Figura 25.C). La diferencia entre ambas Tm es muy grande, de casi 20°C, dado que
ambas ArqTIMs son tetrameros, el estado oligomerico no es responsable de dicha
diferencia en la Tm, por lo que sospechamos que el origen debe ser estructural.
Esta fue una de las principales razones que nos motivo a resolver la estructura de
MfoTIM, ademas de que ambas proteinas tienen aproximadamente un 81% de
identidad, de manera que es posible rastrear estructuralmente cada mutacion.

Se ha visto que las proteinas termofilas tienden a tener mayor carga electrostatica
en su superficie. Por lo que nuestro primer acercamiento fue calcular la carga neta
y las cargas electrostaticas en la superficie de ambas ArqTIMs por medio de los
servidores PQR2PDB y APBS. Sorprendentemente, encontramos que la carga neta
entre ambas proteinas difiere mucho para MjaTIM es de: -9 Coloumbs (C) y para
MfoTIM es de: -1.6 C. En la (Figura 48) se muestra la comparacion entre la
superficie electrostatica de ambas estructuras, en el primer panel se muestra la
vista completa del tetrdmero, en el segundo panel el dimero clasico de las TIMs y
en el tercero un dimero formado por la interfaz tetramérica. En el segundo y tercer
panel de la (Figura 48) observamos que la cara externa de MjaTIM tiene una
superficie electrostatica mas negativamente cargada a comparacion de MfoTIM, por
lo que concluimos que la superficie que esta en contacto con el solvente estd mas
cargada negativamente en MjaTIM. Esto sin duda es un cambio estructural muy
grande, lo que nos sugiere que los cambios electrostaticos de la superficie
expuesta al solvente pueden ser parcialmente responsables de la gran diferencia
en la Tm entre MjaTIM y MfoTIM. Ya que al aumentar la temperatura la velocidad y
el movimiento del solvente aumentan, al tener una mejor distribucion de cargas en
la superficie, permite a las proteinas repeler mejor las cargas y el movimiento del
solvente, por lo que es mas dificil que penetre en la estructura, y por ende es mas
dificil que se desnaturalicen, esto les confiere estabilidad a las proteinas a altas
temperaturas.

Como segunda aproximacion comparamos las 42 mutaciones que difieren entre las
secuencias y estructuras de MjaTIM y MfoTIM, con su red de interacciones. La red
de interacciones la obtuvimos por medio de RING y su visualizacion se realizd con
Cytoscape y Ligplot+. Las principales diferencias estan en las substituciones de los
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residuos que participan en la interfaz tetramérica. Resulta que R94, M95, A98, E101,
A102 y A109 de MjaTIM esconden mayor area al formar la interfaz (Tabla 10). Lo que
aumenta el empaquetamiento de MjaTIM, una caracteristica también observada en
proteinas termoestables. Por lo que el aumento del empaquetamiento del
tetramero en MjaTIM también puede ser responsable del aumento en la
termoestabilidad de MjaTIM.

i Interfaz dimerica Interfaz tetramerica
Tetramero :

Cara externa Cara interna | Cara externa Cara interna

Mfo TIM

Mja TIM

Figura 48. Diferencias entre la superficie electrostatica de MjaTIM y MfoTIM. Cargas
negativas en rojo y cargas positivas en azul. Se muestra en la primer columna la vista
aerea del tetramero, en la segunda columna se encuentra el dimero clasico de la TIM,
y en la tercer columna se muestra el dimero que se forma con la interfaz tetramérica.

Mfo TIM BSA A2 Mja TIM BSA A2
N 96 54.2 R 94 65.08
| 97 6.79 M 95 20.97
S 100 58.84 A 98 70.54
D 103 43.69 E101 68.15
A 109 Accesible a C 107 No-accesible a
solvente solvente

Tabla 10. Diferencias entre el area no accesible a solvente de los residuos que
esconden mayor area en MjaTIM que en MfoTIM.
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Las substituciones de R94 & M95 en MjaTIM provocan un aumento de las
interacciones de Van der Waals con 167, N89, H90, N119, S91 y A98 a comparacion
de la N96 y 197 en MfoTIM que pierde dichas interacciones (Figura 49.A). Aunque
MfoTIM gana un puente de hidrégeno entre la S100 y la N96 no es muy significativo
para la tetramerizacion, pues recordemos que la interfaz se compone
principalmente por interacciones hidrofobicas, por lo que un solo puente de
hidrogeno en esta zona no ayuda a aumentar la fuerza de la interaccion tanto como
la ganancia de todas las otras fuerzas de Van der Waals por parte de MjaTIM.

Otra substitucion que llamé nuestra atencion fue la de A98-MjaTIM por la S100-
MfoTIM, al igual que el caso anterior, MjaTIM aumenta las interacciones de Van der
Waals pero ahora con residuos del monomero con quien forma la interfaz
tetramérica N119, R94 y 1100, permitiéndole esconder 12 A2 mas al formar el
tetramero a pesar de que la alanina sea mas pequefa (Figura 49.B). Un caso similar
sucede con la substitucion del E101-MjaTIM por D103-MfoTIM donde el glutamato
gana interacciones de Van der Waals con el N120 del otro mondmero (Figura 49.C).

La siguiente pareja que llamo nuestra atencion fue la substitucion de K106 & C107
de MjaTIM contra 1108 & A109 de MfoTIM, en el caso de la Kl06 gana dos
interacciones de Van der Waals con 164 & N65, ademas de un puente de hidrégeno
con la Né5. Lo curioso con la substitucion de C107-MjaTIM es que esta no esta
accesible a solvente mientras que la A109-MfoTIM si es accesible a solvente a pesar
de ser mas pequefa y tener naturaleza hidrofdbica (Figura 49.D). Por ultimo, la
substitucion de la T123 en MjaTIM mejora la red de puentes de hidrogeno en esa
zona, a comparacion de la V125 de MfoTIM que no tiene forma de realizar puentes
de hidrageno con su cadena lateral (Figura 49.E).

Todo esto nos indica una mejora en la red de interacciones en la interfaz
tetramérica de MjaTIM, dichos cambios parecen aumentar el empaquetamiento y la
fuerza de la interaccion tetramérica en MjaTIM. Sin embargo, se requieren
experimentos de mutagénesis dirigida para comprobar si existe una relacion entre
la mejora de interacciones en la interfaz tetramérica y el aumento en la
termoestabilidad.

Para concluir encontramos que la principal diferencia entre MjaTIM y MfoTIM
responsable del cambio en la termoestabilidad puede ser la distribucion de cargas
electrostaticas en su superficie accesible a solvente (Brininger, Cobani & Evilia
2018). La segunda diferencia que encontramos fueron las substituciones de
residuos que mejoran el empaquetamiento y la red de interacciones de la interfaz
tetramérica. Aunque en este ultimo caso son necesarios experimentos de
mutaciones puntuales para determinar si realmente existe una correlacion entre
dichas substituciones y el aumento de la termoestabilidad
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Figura 49. Diferencias entre los residuos de las interfaces de MjaTIM y MfoTIM
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Figura 49. Diferencias entre los residuos de las interfaces de MjaTIM y MfoTIM
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Figura 49. Diferencias entre los residuos de las interfaces de MjaTIM y MfoTIM. En la
primer columna se encuentran los residuos de MfoTIM, en la segunda columna se
encuentran los resiudos de MjaTIM. En los esquemas de la red de interacciones, se
representan los puentes de hidrogeno con lineas punteadas verdes, con seminlunas
rojas las interacciones de Van der Waals, y en ciculos morados las interacciones con
el otro monomeéro. En la representacion estructural se representan los aminodcidos
gue cambian entre MfoTIM y MjaTIM en amarillo palido y con bastones, con esferas
se muestran los residuos que interaccionan con fuerzas de Van der Waals y con
lineas azules se muestran los puentes de hidrogeno. A) MfoTIM N96-197 vs MjaTIM
R94-M95, B) MfoTIM L99-5100 vs MjaTIM L97-A98, C) MfoTIM DI103-Ki104 vs MjaTlIM
E101-A102, D) MfoTIM 1108-A109 vs MjaTIM K106-C107, E) MfoTIM Ni124-VI25 vs MjaTIM
NI22-T123.
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DETERMINACION DE MODELOS MEDIANTE ALPHAFOLDZ2

Debido a que no encontramos diferencias significativas entre las secuencias de
TIMs reportadas como dimeros en solucion MbrTIM y MbuTIM, decidimos hacer
modelos tridimensionales con Alphafold2 para las ArqTIMs de las que se conoce
su estado oligomerico en solucion: MbrTIM, MbuTIM, MokTIM, MaeTIM, MmaTIM,
TonTIM, MfeTIM. Con el fin de contar con mas datos estructurales que nos permitan
determinar las diferencias entre los dimeros y los tetrameros. No utilizamos
ninguna proteina como plantilla al generar los modelos en Alphafold2 con el fin de
no sesgar los datos hacia un cierto estado oligdmerico. Asi TonTIM y MfeTIM se
modelaron como tetrdmeros y MaeTIM, MmaTIM y MokTIM se modelaron como
dimeros y tetrameros debido a que desconocemos su estado oligomerico en
solucion, en el caso de MbrTIM y MbuTIM se conoce que son dimeros en solucion
(Schramm A, Kohlhoff M, Hensel R. 2001) (Dhaunta N, et. al. 2013), pero al igual que
las MesoTIMs se modelaron como dimeros y tetrameros. AlphaFold genera un
parametro llamado pLDDT que mide la confianza de la prediccion por residuo, en
una escala de 0 a 100 donde el azul corresponde a los valores mas altos mientras
el rojo a los mas bajos. La calidad de los modelos se muestra en la Figura 50, donde
podemos observar que la mayoria de los modelos tienen altos grados de confianza,
es decir, podemos confiar en que las coordenadas tridimensionales de los modelos
muy probablemente corresponden con la estructura en solucion de estas
proteinas. La Unica excepcion es el asa 6 en todos los dimeros y en algunos
tetrameros (MaeTIM, MbrTIM, MfeTIM y TonTIM). Esto no es de extrafar, ya que la
estructura del asa 6 es dificil de observar debido a su funcion como tapa movil en
la catdlisis de la enzima (Figura 17)
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Figura 50. Calidad de los modelos mediante Alphafold. Las estructuras y secuencias

se colorearon en base al puntaje pLDDT que brinda Alphafold?Z.
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El primer acercamiento con estos modelos fue intentar determinar la calidad de
las interfaces, para saber si la interaccion tetramérica es estable o no,
desafortunadamente no pudimos determinarlo a través del servidor de PISA como
habiamos hecho anteriormente, ya que el servidor utiliza datos cristalograficos de
los parametros de la celda y el grupo de simetria para determinar posibles
asociaciones. Para solucionar este problema y determinar si los tetrdmeros son
estables utilizamos el servidor HSYMDOCK que encuentra homoligémeros
simétricos a partir de una estructura monomeérica dada por el usuario.

Los monomeros de MfeTIM, TonTIM, MaeTIM, MmaTIM, MokTIM, MbuTIM y MbrTIM
obtuvieron el puntaje mas alto de HSYMDOCK en la asociacion tetramérica. Como
esperabamos para nuestro control positivo. MjaTIM, MfoTIM, PfuTIM y TtxTIM se
asociaron como tetrameros. Mientras que, nuestro control negativo TacTIM nunca
formo tetrdmeros. Este resultado sin duda es sorprendente, porque en la literatura
MbrTIM y MbuTIM se reportan como dimeros en solucion. En la (Tabla 11) se muestra
el estado oligomerico predicho por HSYMDOCK y el puntaje asociado a cada
modelo, ademas del rmsd de la alineacion entre los modelos obtenidos mediante
HSYMDOCK y los modelos generados por AlphaFold2.

El puntaje de HSYMDOCK se correlaciona linealmente con la afinidad de unidon
(Figura 34) y se le puede asignar un valor relativo del In (Kp). En promedio el puntaje
para los tetrameros fue de: In(-1252.3), que corresponderia a un In(Kp) calculado de
aproximadamente -8. Mientras que el dimero TacTIM tuvo un puntaje de In(-579.45)
que correlaciona con un In(Kp) de aproximadamente -5. Estos datos indican que la
asociacion tetramérica de las ArqTIMs puede ser estable. Ademas, todos los
modelos de HSYMDOCK tienen desviaciones de rsmd menores a 1 A, en relacion
con los modelos de Alphafold2. En base a estos dos argumentos decidimos
continuar nuestro andlisis de las ArqTIMs U(nicamente con los modelos
tetrameéricos.

RSMD

) Estado Est