En los ultimos veinte afios el niimero de genomas completos
que han sido secuenciados y depositados en bancos de datos
ha crecido dramdticamente. Esta abundancia de informacion
de secuencias ha servido de base para la creacion de una dis-
ciplina llamada paleogenética. En este articulo, sin ahondar en
algoritmos complejos, presentamos algunos conceptos clave para
comprender cémo las proteinas han evolucionado con el tiempo.
Luego ilustraremos como la paleogenética es utilizada en biotec-
nologia. Estos ejemplos resaltan la conexion entre la quimica y
la biologia, dos disciplinas que quizds veinte afios atrds parecian
ser mucho mads distintas que lo que parecen ser hoy.

Palabras clave: Bioinformadtica, proteinas ancestrales, biologia sintéti-
ca, ingenieria de proteinas.

desarrollado por separado durante mucho tiempo, los

avances en ambas disciplinas estan borrando las divi-
siones entre estas, y fuerzan a los quimicos a aprender acer-
ca de biologia evolutiva y a los bidlogos a aprender mas de
sintesis organica. Hace no mucho tiempo, la quimica era una
disciplina muy diferente a la que conocemos hoy en dia, como
lo recuerda Frank Westheimer!, quien es reconocido como
uno de los quimicos pioneros en combinar biologia, sintesis
organica y bioinformatica: cuando él recibié su doctorado en
el ano 1935, los instrumentos como UV, IR, RMN no habian
sido desarrollados aun; tampoco la cromatografia de papel o
de columna. Un estudiante de quimica en estos dias solo se

E pesar de que la quimica organica y la biologia se han

*Los autores son doctores en Quimica e investigadores de la Fun-
dacion para la Evolucion Molecular Aplicada (Foundation for Applied
Molecular Evolution, FAME). (£) Contacto: 13709 Progress Blvd. No.
7, Alachua, FL 32615, Estados Unidos de América. (Email: rlaos@
ffame.org)
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In the last twenty years, the number of complete genomes that
have been sequenced and deposited in data banks has grown
dramatically. This abundance in sequence information has sup-
ported the creation of the discipline known as paleogenetics. In
this article, without going into complex algorithms, we present
some key concepts for understanding how proteins have evolved
in time. We then illustrate how paleogenetic analysis can be
used in biotechnology. These examples highlight the connec-
tion between chemistry and biology, two disciplines that twenty
years ago seemed to be more different than what they seem to
be today.

Keywords: Bioinformatics, ancestral proteins, synthetic biology, protein
engineering.

imaginaria un laboratorio de quimica sin estos instrumentos
en un museo.

Sin embargo, el rapido avance cientifico hizo que el
panorama cambiase rapido y en pocos afios ya estarian dis-
ponibles los RMN. De hecho, la primera persona en tomar un
espectro de resonancia magnética nuclear de una proteina?
en 1957 (Figura 1), el quimico Martin Saunders, es hoy en
dia el profesor mas longevo de la Universidad de Yale en los
Estados Unidos. Pareciera que el salto del laboratorio “de mu-
seo” al laboratorio moderno ocurrié hace aproximadamente
60 afos.

1. Westheimer, . H., Musings. Journal of Biological Chemistry 2003, 278
(14), 11729-11730. (&)

2. Saunders, M.; Wishnia, A.; Kirkwood, J. G., The nuclear magnetic
resonance spectrum of ribonuclease. Journal of the American Chenical
Society 1957, 79 (12), 3289-3290. (&)
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Figura 1. Espectro de resonancia magnética nuclear de una ribonucleasa. Re-
producido con permiso de Martin Saunders, Arnold Wishnia, John G. Kir-
kwood The Nuclear Magnetic Resonance Spectrum of Ribonuclease. J. An.
Chem. Soc., 1957, 79 (12), pp 3289—-3290. Copyright (1957) American Chemical
Society.

Secuencias de ADN vy sintesis de ADN

La informacion genética de todas las formas vivientes
en la Tierra fluye entre tres biomoléculas: ADN, ARN y pro-
teinas. EI ADN es donde se almacena la informacion genética
(excepto por algunos virus que utilizan ARN). EI ADN es tran-
scrito como ARN y este es traducido como proteina. Las pro-
teinas cumplen diversas funciones, algunas proveen estructu-
ra en un organismo, mientras que otras catalizan reacciones y
se les llama enzimas.

La vasta informacion genética a la que podemos
acceder en la actualidad proviene de secuenciar el ADN de
diferentes organismos. Las secuencias son depositadas en
bancos de datos y de estas secuencias de ADN se pueden
inferir las secuencias de proteinas.

Las moléculas de ADN también pueden ser sintetiza-
das por procedimientos automaticos. Tanto los precios para
obtener las secuencias como para sintetizar ADN se han re-
ducido drasticamente. Esta disponibilidad de grandes canti-
dades de datos, combinada con precios accesibles, ha hecho
posible que muchos proyectos que previamente eran consid-
erados demasiado costosos sean ahora viables.

Bioinformatica: ;Como estudiar secuen-
cias de proteinas en una computadora?

Las proteinas son cadenas de aminoacidos unidos

covalentemente. Los genes (ADN) codifican veinte aminoaci-
dos y cada uno de ellos tiene una abreviatura convencional de
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tres letras (Ala para alanina, Cys para cisteina, por ejemplo)
y otra abreviatura de una letra (A y C para los dos aminoaci-
dos mencionados); los bioinformaticos generalmente usan la
abreviatura de una sola letra. Estas cadenas de letras pueden
ser comparadas con otras cadenas de letras de proteinas
homadlogas que comparten un ancestro comun.

Para ilustrar lo que veremos con secuencias de pro-
teinas, tomemos en consideracion una analogia para la re-
construccion de palabras que significan “nieve” en diversos
idiomas indoeuropeos (Figura 2). La reconstruccion muestra
las similitudes entre palabras en idiomas que estan relaciona-
dos entre si por tener un ancestro comun. Este analisis puede
llevar a descubrir palabras que se usaban hace miles de afios
en antiguas civilizaciones.

¢, Qué podemos aprender de esta reconstruccion? La
reconstruccion de un lenguaje nos puede decir mucho acer-
ca de una civilizacién que existié miles de afos atras. Obvia-
mente, vivian en un lugar donde habia nieve. Un analisis adi-
cional de los lenguajes indoeuropeos muestra que el lenguaje
ancestral no tenia palabras para oro o plata. Sin embargo,
tenian palabras para vehiculos con ruedas que eran usados
para transportar granos. Una reconstruccion similar con se-
cuencias de proteinas puede mostrarnos como la dieta de
los animales ha cambiado con el tiempo o cémo la capacidad
para metabolizar ciertas sustancias ha cambiado con el clima
del planeta y, con ello, la temperatura éptima para el funcion-
amiento de las proteinas.

Las proteinas, una vez puestas en cierto formato
para ser usadas por un programa de computadora, pueden
ser comparadas entre si. Inevitablemente, uno encontrara
palabras o mensajes escondidos en estas secuencias de 20

letras, ver Figura 3.

“Nada en biologia tiene sentido excepto a la
luz de la evolucion™

El gen (ADN) que codifica la secuencia de una pro-
teina en particular puede sufrir mutaciones al azar, lo que al-
gunas veces se traduce como un cambio en la secuencia de la
proteina. Algunos de estos cambios le confieren una ventaja
al organismo y son retenidos por las generaciones futuras.
Otros cambios son letales y desaparecen rapidamente de la
poblacion. También ocurren cambios neutrales que no con-
fieren ni una ventaja ni una desventaja y estos pueden ser
retenidos o no.

Durante 3500 millones de afios, desde que la vida ha
dejado algun rastro en la Tierra, los genes del ultimo ances-
tro comun se han copiado y pasado de generacion en gener-
acion. Ademas, han ocurrido eventos evolutivos en los que se
han formado especies diferentes. De esta manera, se crean
familias y subfamilias de la misma proteina.

3. Dobzhans.T, Nothing in biology makes sense except in light of
evolution. American Biology Teacher 1973, 35 (3), 125-129.
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Figura 2. I.a mayorfa de lenguajes europeos descienden de un lenguaje ancestral llamado protoindoeuropeo. Todos los lenguajes modernos tienen una palabra para

nieve que es homdloga en todos los lenguajes. Esto quiere decir que las palabras para nieve en los idiomas modernos descienden de una palabra con el mismo signi-

ficado en el lenguaje ancestral.

Figura 3. Un quimico y un bidlogo conversando acerca de proteinas. Ia se-
cuencia de aminoacidos HIDALGISM® fue encontrada en el afio 1993 al mismo
tiempo en el diccionario no abreviado de Oxford y en el banco de datos de
proteinas SwissProt de aquel entonces’. Este fue uno de los primeros ejercicios
de bisqueda simultanea en dos bases de datos. La palabra “hidalgisn?” (asi como
la palabra “ensilsits”) fueron en aquel momento las palabras en inglés mas largas
que se encontraron en esa busqueda. Ilustracion adaptada de Life, the Universe and
the Scientific Method por Steven A. Benner © Steven Benner, 2009.

* Si usted desea hacer esto en su computadora utilice la fuente Courier
New.
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Para comprender la biologia necesitamos entender
la evolucion de las biomoléculas. La historia evolutiva com-
bina tres descripciones. Primero, un arbol evolutivo muestra
la relacion de las proteinas dentro de una familia. En segun-
do lugar, un alineamiento de las secuencias de proteinas
muestra como los aminoacidos de una proteina estan rela-
cionados con los aminoacidos de otras proteinas. Finalmente,
las secuencias de proteinas ancestrales pueden ser inferidas
y son representadas por los puntos que unen a las ramas del
arbol filogenético. El arbol, el alineamiento y las secuencias
reconstruidas son interdependientes.

Comparando secuencias de proteinas
Reconstruccion de proteinas de organis-
mos extintos

Asi como en la analogia mostrada en la Figura 2, si
conocemos las secuencias de proteinas homologas, podem-
os reconstruir la secuencia de una proteina ancestral de un
ancestro comun, ya extinto. A continuacién se muestran las
secuencias (parciales) de la enzima alcohol deshidrogenasa
de humano y de caballo*.

5 10 15
EGFDL LRSGK SIRTI LT caballo
EGFDL LHSGK SIRTI LM humano
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Es evidente que esta es la mejor manera de aline-
ar estas dos proteinas: tanto sus similitudes como sus difer-
encias son evidentes. Podemos afiadir mas secuencias de
alcohol deshidrogenasa de otras especies, para producir un
alineamiento multiple. A continuacidon se muestra el alineami-
ento multiple que incluye, ademas, la secuencia de una planta
(Arabidopsis thaliana).

5 10 15
EGFDL LRSGK SIRTI LT caballo
EGFDL LHSGK SIRTI LM humano
KAFDY MLKGE SIRCI IT planta

N kAN A A kKK kA

Debajo de cada columna esta indicado si los ami-
noacidos son idénticos (*) o si son diferentes pero con cambi-
os conservativos (*). Un cambio conservativo quiere decir que
aunque los aminoacidos no sean los mismos, son similares
estructuralmente. Por ejemplo, leucina (L) e isoleucina () son
similares estructuralmente; el acido aspartico (D) y el acido
glutamico (E) tienen ambos un acido carboxilico (Figura 4).

La secuencia de la proteina que viene de la planta
tiene mas diferencias con las dos proteinas de los animales
que las secuencias de los dos animales entre si. Sigue sien-

o) 0 o)
H I I I
—N—CH:C— HN—CHC—  HN—CHC—
|
CH-CHj CH, CH-CHj
CHs CH-CH CH,
CHj CHs

valina, Valo V leucina, Leuo L

do evidente que las secuencias son homologas. Existen tres
posibilidades por las cuales dos proteinas son similares: (1)
por accidente: las similitudes aparecieron por azar; (2) por
tener un ancestro en comun: es posible que ambas enzimas
sean descendientes de una enzima ancestral, es decir, son
similares por la misma razén por la cual dos hermanos son
parecidos. Las diferencias entre ambas representan evolucion
divergente. (3) Ambas enzimas catalizan la oxidacion de al-
cohol a aldehido y es posible que una proteina que cataliza
esta reaccion deba tener esta secuencia en particular. Esto
implicaria que las dos secuencias aparecieron por evolucion
convergente.

Veamos ahora un ejemplo para la reconstruccion
de una proteina ancestral, definida como la secuencia con la
probabilidad mas alta de ser la secuencia original de la cual
han derivado las secuencias modernas. El caso mas sencillo
es cuando ambos ancestros tienen el mismo aminoacido en
cierta posicion. En ese caso se infiere que el ancestro tuvo el
mismo aminoacido ya que los aminoacidos en las dos secuen-
cias pueden obtenerse sin reemplazo alguno.

5 10 15
EGFDL LRSGK SIRTI LT caballo
EGFDL LHSGK SIRTI LM humano

EGFDL L?SGK SIRTI L? ancestro
(0] (@)
H 1 H Il
—N—CH-C— ———N——?H-C——
|
?Hz (I:HZ
c=0 ?Hz
|
OH ?:O
OH

isoleucina, lle o |

acido aspartico, Asp o D acido glutamico, Glu o E

Figura 4. Aminoacidos con cadenas laterales similares (en azul). De izquierda a derecha: valina, leucina e isoleucina tienen cadenas laterales apolares; tanto el acido

aspartico como el acido glutimico tienen s un acido carboxilico, un grupo hidrofilico, como cadena lateral. Cuando un aminodcido es reemplazado por otro de estruc-

tura similar el cambio se considera conservativo.

(A)
T caballo T
J humano M

requiere una mutacién

(B)

(C) T caballo T

<> humano M

planta T

requiere una mutacion
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M

J humano M

requiere una mutacion

M

SN planta T

requiere dos mutaciones

Figura 5. Reconstruccion de proteinas ances-

. lo T trales en la posicion numero 17 del alineamien-
.~ caballo to mostrado en el texto. (a ) y (b) muestran dos
reconstrucciones posibles para el ancestro co-
mun para humano y caballos en la posicion 17.
Ambas tienen igual probabilidad (el ancestro
podria tener una T o M en esta posicién) por lo
que las dos reconstrucciones requieren una sola
mutacién indicada por la linea punteada. (c) Al
introducir la secuencia correspondiente a la plan-
ta, la reconstruccion para el ancestro comun en
caballos y humanos seria T. Esta reconstruccion
. requiere una sola mutacién. (c) y (d) muestran
S caballo T otras dos posibles reconstrucciones pero inclu-
ye informacién adicional (el aminoacido corres-
humano M pondiente a la planta). Si la reconstruccion del
ancestro comun para humano y caballo fuese M,
entonces se requeririan dos mutaciones indicadas
por las lineas punteadas. La reconstruccién mos-

trada en (c) es mejor que la mostrada en (d).
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Consideremos ahora la posicion 17 en el alineamien-
to mostrado arriba. La enzima humana tiene una M (metioni-
na) en esa posicion; la enzima de caballo tiene una T (treoni-
na). Si tuviésemos solamente esta informacion, el ancestro
tendria la misma posibilidad de tener M o T en esta posicion.
Ambas reconstrucciones requeririan tener una sola mutacion
para explicar las secuencias modernas (ver Figura 5A 'y 5B).
Sin embargo, si afladimos la secuencia de la planta (la cual
tiene una T en esta posicion) entonces la reconstruccion nos
da un arbol filogenético que solo requiere de una mutacion,
mientras que la reconstruccién con M nos da un arbol que
requeriria dos mutaciones (ver Figura 5C y 5D).

Podemos extender este ejemplo introduciendo la se-
cuencia correspondiente a la deshidrogenasa de levadura: en
este caso, el alineamiento multiple seria el mostrado debajo.

5 10 15
EGFDL LRSGK SIRTI LT caballo
EGFDL LHSGK SIRTI LM humano
KAFDY MLKGE SIRCI IT planta
EIYEK MEKGQIVGRYV VD levadura

Entonces, podemos tratar de reconstruir el ancestro
en la posicion 8. Nos encontramos con dos posibles recon-
strucciones, una de ellas es mas probable que la otra, como
se muestra en la Figura 6.

La reconstruccion de proteinas de organismos extin-
tos ha creado una disciplina llamada paleogenética. Nuestro
grupo de investigacion ha hecho una serie de estudios con
proteinas de organismos extintos. Una vez que las secuen-
cias de interés han sido reconstruidas (como proteinas) sin-
tetizamos una secuencia de ADN que codifica la proteina de
interés, después se inserta en un vector y se expresa en una
bacteria, generalmente en E. coli. La proteina purificada ob-
tenida puede ser manipulada y estudiada en el laboratorio®.

4. (a) Gaucher, E. A,; Thomson, . M.; Burgan, M. E; Benner, S. A,
Experimental paleogenomics as a tool to analyze protein function and

K

S S K K
caballo humano planta levadura

Hemos visto de manera simplificada como un alinea-
miento multiple de secuencias puede ser usado para inferir las
secuencias de proteinas ya extintas. Examinando fragmentos
pequefios y comparando no mas de cuatro especies, podem-
os decidir si un alineamiento es mejor que otro o si un arbol
es mejor que otro. Sin embargo, la mayoria de familias de
proteinas pueden contener cientos de proteinas. Es entonces
cuando las computadoras se hacen necesarias: el alineami-
ento, el arbol y la mejor reconstruccion de las proteinas an-
cestrales deben ser inferidos por algoritmos implementados
por programas de computadora. Estos programas le asignan
un puntaje a cada alineamiento y a cada arbol filogenético.
La pionera en establecer un método para asignar puntajes a
los alineamientos multiples es Margaret DayhoffS. El lector in-
teresado en mas detalles en este campo puede consultar su
trabajo. Otro buen punto de partida es el libro “Of URFS and
ORFS” de Russell Doolittle.

Patrones de evolucion

Los arboles filogenéticos y los alineamientos multi-
ples de secuencias de proteinas pueden mostrar patrones de
interés. Algunos patrones de especial interés son mostrados
en la Figura 7.

El patron conocido como “heterotachy” (del griego,
heteros: diferente y tachy: velocidad) ha sido sumamente util
en nuestras investigaciones**. Al introducir cambios en las

predict environmental temperature during early life. Aszrobiology 2002,
2 (4),501; (&) (b) Sassi, S. O.; Benner, S. A., The resurrection of ribo-
nucleases from mammals: from ecology to medicine. 2007; p 208-224;
(c) Gaucher, E. A.; Govindarajan, S.; Ganesh, O. K., Palacotemperature
trend for Precambrian life inferred from resurrected proteins. Nazure
2008, 457 (7179), 704-U2; (d) Carrigan, M. A.; Uryasev, O,; Frye, C.
B.; Eckman, B. L.; Myers, C. R.; Hutley, T. D.; Benner, S. A., Hominids
adapted to metabolize ethanol long before human-directed fermenta-
tion. Proc. Natl. Acad. Sei. U. S. A. 2015, 112 (2), 458-4063.

5. Dayhoff, M. O., Origin and evolution of protein superfamilies.
Federation Proceedings 1976, 35 (10), 2132-2138.

** Laos et al., 2016, por publicarse.

S S K
caballo humano planta levadura

Figura 6. Dos arboles filogenéticos muestran dos posibles reconstrucciones. El arbol de la derecha requiere de dos mutaciones mientras el de la izquierda requiere de

una sola mutacién (indicadas por la linea punteada). El arbol de la izquierda es una mejor reconstruccién por ser mas probable.
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Figura 7. Diferentes patrones de evolucion. Esta figura muestra cuatro arbo-
les filogenéticos en los que las letras indican el aminoécido de cada proteina
en una posicion especifica. (A) El aminodcido es conservado: en este caso una
arginina (R) estden esta posicion en todas las especies presentes en el arbol.
Los antepasados que probaron un aminoécido diferente en esta posicién estin
muertos. (B) Similar al caso en (A), el sitio es conservado, tiene una leucina (L)
o una isoleucina (I) que son muy similares. (C) El sitio es altamente variable, este
sitio es probablemente irrelevante, pues tolera un amplio rango de aminoacidos.
(D) Una subfamilia tiene el sitio altamente conservado mientras que otra tiene
alta variabilidad en este sitio. Esto es consecuencia de que dos subfamilias sean
expuestas a diferentes presiones evolutivas. Este patron es llamado heterotachy.

secuencias de proteinas en sitios que muestran este patron
de heterotachy hemos sido capaces de producir variantes de
la enzima ADN polimerasa, que acepta nuevas “letras” de un
alfabeto genético artificial llamado AEGIS (Artificially Expand-
ed Genetic Information System)?, desarrollado en nuestros
laboratorios. La ventaja de introducir cambios en un lugar
que muestra heterotachy es que la naturaleza ya ha puesto a
prueba estos sitios. Estos son lo suficientemente importantes
para influenciar la actividad de la enzima, de modo que pode-
mos notar que el sitio esta conservado en una subfamilia pero
puede ser cambiado sin perder la actividad, como se aprecia
al mostrar variabilidad en otra subfamilia.

Los ingenieros de proteinas (aquellos que tienen
como misién modificar una enzima de modo que tenga una
nueva actividad o una actividad mejorada) generalmente se
encuentran frente a una tarea colosal dado el tamafio del “es
pacio de secuencia™**”. Con 20 aminoacidos disponibles para

6. Geyer, C. R; Battersby, T. R.; Benner, S. A., Nucleobase paiting in
Watson-Crick-like genetic expanded information systems. Structure

2003, 77 (12), 1485-1498.

7. Smith, ]. M., Natural selection and concept of a protein space. Nature
1970, 225 (5232), 563-564.

*#* Del ingles: protein sequence space.

8. Gonnet, G. H,; Benner, S. A., A word in your protein. Nature 1993,
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cada posicion hay 20 posibilidades para modificar una pro-
teina de solo 100 aminoacidos. Este nimero es gigantesco
y es imposible probar cada una de las posibles variantes. La
guia evolutiva puede ayudar a superar este problema.

Vision final

Las diferencias entre la quimica y la biologia vienen
de los tiempos en que los quimicos sintetizaban pequefas
biomoléculas para confirmar su estructura mientras que los
bidlogos estudiaban sistemas bioldgicos retirando partes del
sistema e infiriendo un entendimiento de dicho sistema a par-
tir de la perturbacion del mismo. Hoy en dia, la biologia sin-
tética, un buen ejemplo de la interseccién de la quimica y la
biologia, tiene una meta mas alta, la cual es incluir y/o reem-
plazar biomoléculas naturales por sus analogos artificiales. El
reciente interés por la biologia sintética puede ser ilustrado
por la creacion, en 2012, de una nueva revista por parte de la
Sociedad Americana de Quimica (ACS) dedicada a esta area.

En este articulo hemos tocado algunos temas de
manera simplificada buscando orientar a los jovenes estudi-
antes de quimica a ver la biologia desde el punto de vista
evolutivo. El mensaje para el estudiante de quimica es: “nada
en biologia tiene sentido excepto a la luz de la evoluciéon®".
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