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Los premios Nobel de Quimica 2018: La ingenieria de proteinas en un*

Joaquin Ramirez Ramirez

M.C. Joaquin Ramirez Rami-
rez es estudiante de Doctora-
do del Posgrado en Ciencias

Bioquimicas del Instituto de Bio-
tecnologia de la UNAM. Su trabajo
doctoral trata del estudio de los
factores moleculares que determi-
nan la capacidad oxidante de una
peroxigenasa fungica. Esta publi-
cacion fue revisada por el comité
editorial de la Academia de Cien-
cias de Morelos.

El miércoles 3 de octubre, un
dia después de que la Real Aca-
demia de las Ciencias de Suecia
otorgara el Premio Nobel de
Fisica  (http://www.acmor.org.
mx/?q=content/los-premios-no-
bel-de-f%C3%ADsica-2018-pin-
zas-de-luz-y-pulsos-lumino-
sos-ultracortos), se anunci6é el
galardén de Quimica, cuyos lau-
reados fueron Frances H. Arnold
(Estados Unidos), por un lado,
y George P. Smith (Estados Uni-
dos) y Gregory P. Winter (Reino
Unido), por otro. Gracias a sus
descubrimientos en el drea de la
genética, se ha logrado el desa-
rrollo de proteinas que pueden
resolver problemas quimicos en
pro de la humanidad.

Arnold ha sido distinguida por su
trabajo relacionado con la “evo-
lucion dirigida de las enzimas”,
mientras que de Smith y Winter
se ha reconocido su labor en la
“presentacion en fagos de pép-
tidos y anticuerpos”. Una enzi-
ma es una proteina que puede
catalizar reacciones quimicas de
una manera muy eficiente. En el
caso de los fagos, son virus que
pueden infectar bacterias y que
han sido ampliamente utilizados
para poder producir proteinas
de manera artificial, las cuales
pueden ser antigenos de algun
patdégeno y que pueden ser uti-
lizados para fines farmacéuticos,
como la produccién de vacunas
(http://www.acmor.org.mx/?
g=content/%C2%BF vacunarse-
0-no-vacunarse -esto-no-es- un-
dilema).

La evolucion dirigida de las en-
zimas

Charles Darwin propuso en 1859
el mecanismo por el cual las es-
pecies cambian a lo largo del
tiempo: la seleccion natural. En
su época, Darwin y sus contem-
poraneos no sabian que las ca-
racteristicas bioldgicas de un ser
vivo estaban determinadas por
la informaciéon genética codifi-
cada en la molécula de ADN. De
manera natural, esta informacion
puede mutar o cambiar por dife-
rentes mecanismos. Esto incre-
menta la diversidad de genesy la
seleccién natural puede trabajar
sobre ellos para que los genes
mas favorables para la supervi-

vencia (y reproduccién) de un ser
vivo se propaguen en la pobla-
cién. Con el tiempo, los genes se-
leccionados seran “mejores” que
los anteriores; es decir, estaran
mas adaptados u optimizados a
las condiciones ambientales a las
gue estan expuestos. Este proce-
so de evolucién ha ocurrido des-
de que comenzo el fenédmeno de
la vida, hace unos 3,600 millones
de anos.

En las ultimas décadas, el avan-
ce de las técnicas del ADN re-
combinante y herramientas que
permiten procesar una gran
cantidad de muestras, han per-
mitido el desarrollo de la llamada
evolucion molecular dirigida. En
particular, la evolucién dirigida
de proteinas o enzimas ha per-
mitido ampliar las capacidades
naturales de estas moléculas y
se han mejorado con miras a una
aplicacion en distintos procesos
industriales. Las enzimas son ca-
talizadores de origen bioldgico,
es decir, son moléculas que pro-
ducen las células para acelerar las
reacciones quimicas necesarias
para que ocurra el fenémeno de
la vida. Las células producen mu-
chisimas enzimas distintas y cada
una de ellas tiene una estructura
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posibilidades. Por ejemplo, una
molécula pequefna de proteina,
formada por 100 aminodcidos,
puede tener 10™° posibles se-
cuencias, un numero mas grande
que el numero total de atomos
en el universo.

La evolucién molecular dirigida
consiste en replicar la evolucién
de moléculas como las protei-
nas, pero en el laboratorio, con
el fin de mejorarlas, adaptarlas
o simplemente entender la rela-
Cion entre estructura y funcion, y
en una escala de tiempo de dias
o semanas (Figura 1). El gen que
codifica para una proteina o enzi-
ma en particular se puede mutar
por diferentes técnicas (ahora)
comunes en el laboratorio; luego,
este ADN modificado se introdu-
ce en un microorganismo (bac-
teria o levadura, generalmente)
para que fabrique la proteina de
interés; posteriormente, se selec-
ciona aquella proteina que tenga
la mejora deseada y esto se hace
mediante mediciones analiticas
precisas de la propiedad que te
interesa: actividad enzimatica,
estabilidad en altas temperatu-
ras, tolerancia a pH extremos u
otras.
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llamadas citocromos P450, las
cuales se encuentran en muchos
organismos. Los humanos tene-
mos varios citocromos P450 y
participan en la transformacién
de compuestos extrafios que in-
gresan en nuestro cuerpo. Esto lo
realizan transfiriendo un atomo
de oxigeno a las moléculas extra-
fias, lo cual las hace mas faciles de
descomponer por otras enzimas
o facilita su excrecion. Esta capa-
cidad catalitica extraordinaria se
debe a que los citocromos tienen
en su estructura un grupo quimi-
co llamado hemo, que contiene
hierro. Este grupo hemo se en-
cuentra en otro tipo de proteinas
relacionadas, como la hemoglo-
bina que transporta el oxigeno
en nuestra sangre, las catalasas
que descomponen el agua oxi-
genada y las hemo-peroxidasas
de los hongos que participan en
la degradacién de la lignina, por
mencionar algunas.

La doctora Arnold consiguié
evolucionar al citocromo P450
de Bacillus megaterium para que
pudiera catalizar una reaccién
llamada “ciclopropanacion de al-
quenos”, una reaccibn muy soco-
rrida en el drea de sintesis organi-
ca para modificar dobles enlaces
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Figura 1. Diagrama general de la estrategia experimental para realizar la evolucion dirigida de proteinas.
Como se observa en la parte superior izquierda de la figura, el ADN de interés se modifica generando muta-
ciones para crear una coleccion de variantes que pueden ser seleccionadas para nuevas rondas de evolucion
hasta alcanzar la mejoria buscada en las proteinas.

tridimensional que determina su
funcién. Esta estructura o forma
de la enzima estd determinada
a su vez por la secuencia de sus
componentes elementales: los
aminodcidos. En los seres vivos
casi todas las proteinas estan
formadas por 20 distintos ami-
noacidos que, en diferentes com-
binaciones y proporciones, le
confieren una identidad. Las po-
sibles secuencias de aminoacidos
tienen un universo vastisimo de

Las enzimas evolucionadas lo
pueden hacer mejor

Le evolucién molecular dirigida
ha revolucionado la manera en
que se mejoran las proteinas en
el laboratorio y gracias a esto, la
pionera Frances H. Arnold del Ca-
lifornia Institute of Technology, ha
sido una de los cientificos laurea-
dos con el Premio Nobel de Qui-
mica este afo. Ella y su grupo de
investigacion realizaron trabajos
importantes con unas proteinas

carbono-carbono (C=C). La reac-
cién implica que la enzima debe
transferir un atomo de carbono
(en una forma activada llamada
carbeno), en lugar de un atomo
de oxigeno, como lo hace natu-
ralmente. ;Como se logré que la
enzima cambiara drasticamente
su actividad natural? Lo cierto es
que la enzima sin ninguna mo-
dificacion ya podia catalizar este
tipo de reaccion, pero como no
era su actividad principal, esta
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era muy poco eficiente. Durante
la evolucion de los citocromos,
quizd nunca estuvieron some-
tidos a la presion de seleccidon
para transferir carbonos, pero el
potencial estaba alli. En el labo-
ratorio, si se sometieron a esta
presién y es por eso que tras al-
gunas generaciones se logré es-
pecializar a estas enzimas para
esa tarea. La ventaja de esta enzi-
ma evolucionada con respecto a
los métodos quimicos conocidos
hasta entonces es que la primera
puede catalizar la reaccién en un
solo paso de reaccién y a tempe-
raturas moderadas; incluso la en-
zima podia funcionar dentro de
las células bacterianas en las que
se producia.

Evolucion molecular dirigida
en enzimas para generar una
nueva quimica

Los experimentos de Arnold han
demostrado que una funcion en-
zimatica conocida (pero poco efi-
ciente) se puede mejorar y adap-
tar a una cierta necesidad. Pero,
{qué hay de reacciones quimicas
que naturalmente no se han des-
crito en los seres vivos pero que
si son usadas por los quimicos en
la industria? Los compuestos de
carbono vy silicio son muy utiliza-
dos en la industria quimica y de
materiales. A pesar de que estos
dos elementos son muy abun-
dantes en la corteza terrestre, las
enzimas no estan adaptadas a ca-
talizar reacciones que formen los
enlaces carbono-silicio. La evolu-
cién no ha generado este tipo de
enzimas, tal vez porque los seres
vivos nunca se han enfrentado a
la presién selectiva de formar es-
tos enlaces quimicos. Sin embar-
go, en el laboratorio se pueden
exponer a las enzimas a este reto.
La doctora Arnold también utilizé
otra proteina llamada citocromo ¢
de la bacteria Rhodothermus ma-
rinus para transferir los &tomos de
carbono a otros compuestos, y asi
lograr seleccionar la actividad de
formacion de enlaces carbono-
silicio. Tras varias rondas de evo-
lucién dirigida, logré obtener una
enzima evolucionada que era 15
veces mas eficiente que los mejo-
res métodos quimicos sintéticos
conocidos en ese momento. Ade-
mas, la reaccion se podia realizar
a temperatura ambiente y con la
enzima pura o incluso dentro de
la bacteria que usé para expresar-
la. Este desarrollo abre la puerta
para explorar el comportamiento
de los seres vivos ante una quimi-
ca completamente nueva, lo cual
podria tener importantes reper-
cusiones en el disefio de molécu-
las con actividad biolégica.

Virus convertidos en fabricas
de proteinas

George P. Smith, de la Universi-
dad de Missouri, fue otro de los
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El despliegue en fagos para la
produccion de anticuerpos te-
rapéuticos

Sir Greg Winter, investigador del
MRC Laboratory of Molecular Biolo-
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Figura 2. Método de exhibicion en fagos para mejorar anticuerpos con aplicaciones médicas. Con la ayuda
de un virus se pueden expresar las proteinas de interés en la superficie del virus y esto permite estudiarlas

en ensayos de afinidad o unién.

el “despliegue de proteinas en
fagos” (“phage display” en inglés),
en el que se puede usar un bacte-
ri6fago, un virus que infecta a las
bacterias, para desarrollar nuevas
proteinas. Los virus son particulas
infectivas relativamente simples,
pues estan formados basicamen-
te por una molécula de ADN o
ARN, que contiene la informa-
cién genética para generar su
envoltura o capside de proteinas.
Requieren infectar a una célula
especifica para poder aprove-
char toda la maquinaria celular
a su favor y asi poder replicar su
material genético y expresarlo
para formar mas proteinas de
su capside y finalmente generar
muchas copias de si mismos. Los
fagos mas utilizados en la técnica
desarrollada por el doctor Smith
son los llamados M13, fd, f1, T4 y
\. Los fagos mas usados tienen
forma de un bastén alargado, de
1 micra de largo y 0.006 micras
de didmetro (1 micra es la milési-
ma parte de un milimetro). Estos
virus infectan a una cepa particu-
lar de la bacteria Escherichia coli
que tiene la caracteristica de pre-
sentar un apéndice en forma de
hilo llamado el pilo F. Mediante la
interaccién del virus con este pilo
el material genético desnudo (sin
proteinas de la capside) entra al
citoplasma celular; las proteinas
de la capside quedan asociadas a
la membrana plasmatica. E| ADN
viral dentro de la célula bacte-
riana es replicado por las protei-
nas del hospedero; ademas, se
transcribe y traduce la informa-
cion genética para formar mas
proteinas de la capside viral. Las
nuevas moléculas del ADN viral
son expulsadas de la célula y en

la progenie viral.

En la técnica de despliegue en
fagos, se modifica el material ge-
nético del virus para que una pro-
teina de interés se exprese fusio-
nada a una de las proteinas que
forman la capside viral (Figura 2).
Esto tiene una ventaja enorme,
pues la proteina que queremos
estudiar queda expuesta en la
superficie del virus y en muchos
casos se puede estudiar como si
esta estuviera libre en la solucién
acuosa. Se puede crear una colec-
cion de fagos, que es una mezcla
de muchos de estos virus que
exhiben una proteina distinta en
su superficie. Posteriormente se
puede exponer esta mezcla a un
sistema donde se encuentre una
molécula especifica inmovilizada
en una superficie. Si la proteina
exhibida en el fago interacciona
con la molécula inmovilizada,
esta quedard “capturada” con
cierta fuerza. Se puede lavar la
solucién y quedaran unidas uni-
camente aquellas proteinas que
se unieron con fuerza al ligante
inmovilizado. Asi, podemos ir se-
leccionando aquellas proteinas
que tienen una alta afinidad por
cierto ligante. Luego, infectamos
nuevas bacterias con estos fagos
seleccionados para que produz-
can una mayor cantidad de ellos.
Podemos realizar este procedi-
miento por varias rondas y en
cada uno podemos introducir
mutaciones al azar en el gen de
interés e ir seleccionando en cada
paso solo aquellas proteinas que
muestran una mejoria. Al final,
tendremos una proteina evolu-
cionada, es decir, seleccionada y
adaptada para nuestras propias
necesidades.

1. Genaracion de variabilidad
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agentes extrafos dentro del or-
ganismo.

Los estudios de Winter en anti-
cuerpos de raton utilizando la téc-
nica de despliegue en fagos, para
“humanizar” dichos anticuerpos,
es la contribucién que lo hizo ga-
nador del premio Nobel este afio.
Humanizar anticuerpos en este
caso, significa que basandose en
la secuencia de aminoacidos que
conforman el anticuerpo genera-
do por los linfocitos en el ratén,
es posible cambiar dicha secuen-
cia de aminoacidos, por una mas
parecida a la que tendrian los
anticuerpos generados por los
linfocitos humanos. Dado que
los linfocitos pueden producir
todo un repertorio de diferentes
anticuerpos, es posible seleccio-
nar aquellos que producen a los
anticuerpos mas especificos para
atacar a algun agente extrano. Es
posible aislar a dichas células, ex-
traer la informacion genética para
dicho anticuerpo y ponerla en el
fago para su produccion. A esto
se le llama despliegue en fagos
de anticuerpos monoclonales. La
colecciéon de anticuerpos puede
ser evaluada y posteriormente
probada en animales, como se ex-
plica en la Figura 3.
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cificos que resultan para atacar a
las células cancerosas sin danar a
las células sanas, en comparacion
con el uso de medicamentos que,
aunque matan a las células cance-
rosas, resultan muy toxicos para el
organismo y no son tan especifi-
cos. También se han empezado a
utilizar estos tratamientos contra
otros tipos de cancer como el de
pulmoén o préstata, asi como otras
enfermedades como el asma.

En conclusion, los trabajos de es-
tos investigadores nos han per-
mitido usar el enorme potencial
tanto de los catalizadores bioldgi-
cos como de la produccién de an-
ticuerpos para satisfacer algunas
de las necesidades de la quimica
en la industria y la medicina. In-
cluso hemos podido crear “nueva
quimica” utilizando el algoritmo
de la evolucion. Al final de cuen-
tas, es la evolucion la que ha dado
origen a las formas mas complejas
y mas bellas de la naturaleza.
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Figura 3. Produccion de anticuerpos monoclonales usando despliegue en fagos. 1) Se genera la variabilidad
de anticuerpos por métodos de biologia molecular; 2) La informacion genética para estos anticuerpos se

introduce en los fagos; 3) Se realiza una seleccion para encontrar los anticuerpos mas afines al antigeno en
cuestion; 4) Se realizan pruebas usando antigenos “reales” por medio de la técnica de ELISA; 5) Los mejores
anticuerpos pueden ser probados en algin sistema animal.
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