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RESUMEN

En los dltimos 10 afios, los cientificos han logrado simular la evolucion natural en sus laboratorios.
Este proceso se denomina evolucién dirigida, e inicia con un gen o secuencia diana. A partir de esta
secuencia del gen se generan bibliotecas de genes mutantes utilizando mutagénesis aleatoria mediante
la técnica de PCR propensa a error: epPCR. Las librerias generadas son sometidas a procesos de
seleccion o tamizaje para identificar las proteinas ganadoras de una funcién o funciones en particular,
con respecto a la proteina de la cual se originaron.

Otra manera de identificar los productos generados en este largo proceso evolutivo es por medio de los
analisis de coevolucidn, los cuales son de mucha ayuda cuando no existen procesos de seleccion vy el
método de tamizaje disponible para encontrar mutantes es muy lento, limitando el nimero de mutantes
a muestrear para obtener una variante mejorada. En la coevolucion, se analizan los patrones de
variacién de residuos que forman un contacto entre si, porque dichas mutaciones cambian el
empaquetamiento de la proteina y pueden provocar modificaciones de funcion, estabilidad,
selectividad, incluso cuando estan lejos del sitio activo. La presion de seleccion a la que son sometidas
las proteinas hace que dos residuos que se encuentran en contacto varien de forma correlacionada

cuando son importantes para la funcion.
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Por lo anterior, la evolucion dirigida aunada a la coevolucion son unas de las técnicas mas exitosas de
la biologia molecular y de frontera que nos permiten explorar y mejorar las funciones en una gran
cantidad de proteinas de interés médico, biotecnoldgico, industrial, etc, en un tiempo muy corto.

Palabras clave: evolucidn dirigida; coevolucién; proteinas; despliegue en fagos.

ABSTRACT

In the last 10 years, scientists have been able to simulate natural evolution in laboratories through the
process of directed evolution, which begins with a target gene or sequence for which a mutant gene
library is generated using random mutagenesis. After producing such libraries through the technique
of error-prone PCR (epPCR), they are subjected to selection or screening for the identification of
improved proteins towards a particular function or functions when compared to the protein that
originated them.

Another methodology to harness the products of the long evolutionary history is the coevolution
analysis, which is very helpful when no selection strategy is feasible and the screening method
available to sift mutants is very slow, limiting the number of mutants that can be sampled to find an
improved variant. In the coevolution analysis, the variation patterns of residues in contact are analyzed,
because mutations in these residues change the residue packing in the protein, thus, producing
modifications in function, stability, selectivity, even when residue substitution is far from the active
site. The selection acting on proteins force two residues in contact to vary in a correlated way when
they are important for function.

Therefore, directed evolution coupled with coevolution are some of the most successful techniques in
molecular and frontier biology that allow us to explore and improve the functions of a large number of
proteins of medical, biotechnological, industrial interest, etc., in a very short time.

Keywords: coevolution; directed evolution; phage display; proteins.

INTRODUCCION tiempo con las deméas moléculas (ADN, ARN,
lipidos, carbohidratos, agua, etc), que forman
parte de la célula en la que se encuentran,
cumpliendo funciones que permiten la vida en
los organismos (Figura 1; Figura 2).

El disefio de proteinas se ha enriquecido al
entender los procesos mediante los cuales los
seres vivos han logrado que las proteinas
trabajen de manera coordinada en un espacio y
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Figura 1. La bacteria Escherichia coli. Pintura basada en evidencia experimental sobre el grado de
empaquetamiento que tienen las proteinas de la bacteria E. coli. Imagen generada por David S.
Goodsell. RCSB Protein Data Bank; doi: 10.2210/rcsb_pdb/goodsell-gallery-028.
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Figura 2. Lareplicacion del ADN en el nicleo de una célula. Pintura basada en evidencia experimental
sobre la replicacion en una célula eucarionte, donde se observa el grado de empaquetamiento de las
proteinas y el ADN. Imagen generada por David S. Goodsell. RCSB Protein Data Bank; doi:
10.2210/rcsb_pdb/goodsell-gallery-00.
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La estructura primaria o0 secuencia de
aminoacidos de una proteina determina la
funcion cuando la proteina adopta su estructura
terciaria o tridimensional. Por ejemplo, en el
caso de las enzimas, determinan dos aspectos
fundamentales: la posicion y orientacion
correcta en el espacio de los aminoacidos que
componen el sitio activo, ambos factores son
importantes para poder interaccionar con sus
sustratos y catalizar la reaccion. De igual forma
en las interfaces presentes en las proteinas que
funcionan formando oligbmeros (dimeros,
trimeros y tetrameros, etc), son importantes las
posiciones y orientaciones de los aminoacidos
que constituyen estas interfaces para el
adecuado funcionamiento de las proteinas
oligoméricas [1-6].

El empaquetamiento de aminoéacidos en las
proteinas en su interior es fundamental para que
cada aminoacido interaccione con los
aminoacidos vecinos, tanto al interior de la
proteina como al exterior con las moléculas
aledanias, para poder cumplir sus funciones
celulares (Figura 1; Figura 2). De tal forma, las
mutaciones en los aminoacidos empaquetados
en las proteinas pueden provocar cambios
locales o globales en la estructura de la misma

[7]1

Los alineamientos multiples

Una de las formas de visualizar y entender la
presencia de mutaciones acumuladas de manera
natural en las secuencias de las proteinas, es por
medio de los analisis de alineamientos
maltiples de secuencias de aminoacidos de
proteinas de diferentes especies. Para este fin,
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se utilizan diversos servidores para emprender
este  analisis, Clustal Omega
(https:/www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) [8],
BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/home/proteins/) [9], T-
COFFEE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/)
[10], entre otros. Con estos anélisis se pueden
reconocer a las proteinas que llevan a cabo la
misma funcion al comparar porcentajes de
identidad entre secuencias de aminoacidos,
identificando regiones conservadas en la
secuencia de aminodcidos. Estos residuos
conservados son especialmente importantes
para la funcion, estabilidad, afinidad,
especificidad de las proteinas y las propiedades
que podemos medir experimentalmente.
Por otra parte, los alineamientos multiples de
secuencias nos han llevado a inferir que una
familia de proteinas comparte un ancestro
comun, el cual fue divergiendo genéticamente
para dar lugar a las proteinas que se encuentran
hoy en dia en los seres vivos y en virus. Dentro
de estos, los genes ortdlogos producen
proteinas que llevan a cabo la misma funcion en
microorganismos u organismos diferentes y
tienen secuencias de aminoacidos similares
entre si [11]. Los alineamientos mdultiples
también permiten darnos cuenta de los procesos
de divergencia de las proteinas. Estos procesos
de divergencia inician cuando aparece una
nueva especie 0 después de un proceso de
duplicacion genetica que origina dos copias de
un gen para una proteina, una de las cuales
adquiere funcién diferente en el mismo
microorganismo u organismo [11].

como:

Los cambios que llevan a la divergencia
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ocurren en nuestro material genético. De
manera general, sabemos que la secuencia de
una proteina esta contenida en su ARN (acido
ribonucleico), que a su vez esta codificada en
un gen de ADN (acido desoxirribonucleico), el
cual es el principal constituyente del material
genético de los seres vivos. Esta molécula
almacena la secuencia que va a dar origen a
cada proteina en fragmentos de la misma
molécula Ilamados genes. Cada vez que se
separan las cadenas de ADN para el proceso de
replicacion (generar copias) se pueden generar
mutaciones durante el proceso debido a errores
de copiado, los cuales sustituyen unos
nucleétidos  (formados por una base
nitrogenada y un azlcar desoxirribosa unida a
un grupo fosfato) por otros, dando lugar a la
generacion de nuevas secuencias de proteinas
con cambios de amino&cidos.

Durante la evolucion natural las mutaciones se
van acumulando por millones de afios vy
restringiendo mediante procesos de seleccion.
A pesar de que las mutaciones ocurren a baja
frecuencia y de manera azarosa, pueden
mantenerse en los eventos de replicacion del
ADN de futuras generaciones aquellas que
proporcionen una ventaja a la proteina y al
organismo sobre los deméas organismos. Los
procesos de generacion de variabilidad y
seleccion de las mutaciones benéficas para una
funcién en particular, es lo que genera la
evolucion de las especies [12].

La evolucion dirigida como fuente de
variacion en los genes
La evolucidn dirigida o “directed evolution” en
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inglés, estd basada en los principios
Darwinianos de variacion y seleccion. Esta
herramienta inicia con un gen o secuencia diana
a partir del cual se generan bibliotecas de genes
mutantes utilizando mutagénesis aleatoria por
medio de la técnica de PCR propensa a error,
epPCR (“error prone PCR” en inglés) (Figura
3). Esto permite generar bibliotecas del gen o
genes diana con diferentes tasas de mutacion
controlando en cada wuna el grado de
variabilidad con lo cual se obtienen bibliotecas
de mutagénesis baja, media y alta [13]. Existen
otras técnicas para generar variabilidad en las
poblaciones de genes tales como: la
recombinacion de genes mutados por barajeo
(“gene shuffling”, en inglés), en donde se crean
quimeras con trozos de genes (recombinacion)
que ya tienen mutaciones que les confieren
alguna ventaja; una mezcla que incluya al gen
silvestre puede eliminar las mutaciones que no
contribuyen al mejoramiento de la funcién [14—
16]. Este proceso no solo se aplica a genes
mutantes, también podemos realizar el barajeo
de familias de genes (“family shufling” en
inglés), donde, a partir de una mezcla de las
secuencias de genes de una familia se crea una
biblioteca de genes quiméricos, a partir de los
cuales se seleccionan las quimeras deseadas
[17]. En todas las técnicas para generar
variacion, las bibliotecas resultantes son
clonadas en vectores de expresion y luego
transformadas en bacterias para la expresion de
las proteinas mutagenizadas con el fin de

identificar mejoras en su funcion.
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Figura 3. Proceso de evolucién dirigida y seleccion. Se usan librerias con diferentes tasas de mutacion
para la generacion de una proteina mejorada, solo crecen las colonias ganadoras de la funcion evaluada.

Las proteinas mutantes que han mejorado la
funcion deseada son reconocidas por dos
métodos: 1) En el método de seleccidn crecen
Unicamente las colonias bacterianas que
contienen un plasmido con mejoras en el gen
deseado; estos genes deben codificar proteinas
gue desempefian funciones esenciales en un
microorganismo u organismo, o condicionar la
funcion de uno de estos genes; la mayoria de las
clonas contenidas en las bibliotecas
mutagénicas en este tipo de métodos no son
capaces de crecer [16, 17] (Figura3) y 2) En el
método de tamizado o screening, la mayoria de
las colonias  bacterianas que  fueron
transformadas con plasmidos crecen y los
investigadores deben seleccionar las proteinas
que han ganado la funcién que ellos deseen, por
ejemplo, por medio del despliegue en fagos o
phage display [18, 19] (Figura 4). Mediante
ambos métodos se han aislado una gran
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cantidad de proteinas con funciones mejoradas
con respecto a la proteina silvestre o la proteina
de la cual partieron. Todo esto ha colocado a la
evolucion dirigida, en los ultimos 10 afios,
como una de las técnicas méas exitosas que se
emplean en ciencia de frontera para explorar y
mejorar las funciones en una gran cantidad de
proteinas de interés médico, biotecnoldgico,
industrial, etc.

Aunado a lo anterior, la evolucién dirigida
permite acortar los tiempos de la evolucién
natural para obtener mejoras en la caracteristica
deseada. Lo que a la naturaleza le toma
millones de afios puede realizarse en solo unos
cuantos meses de trabajo en el laboratorio,
permitiendo a los expertos en esta area generar
diversidad en las secuencias nucleotidicas de
los genes de las proteinas para incrementar su
funcion.
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El premio Nobel de Quimica por la evolucion
dirigiday el despliegue en fagos

La primera investigadora en la lista de
galardonados fue la Dra. Frances Hamilton
Arnold la cual ha desarrollado la evolucion
dirigida para trabajar durante muchos arios el
mejoramiento catalitico de las reacciones de
enzimas usadas, por ejemplo, para el
mejoramiento de biocombustibles. La Dra.
Arnold también desarroll6 la metodologia
SCHEMA para generar genes quiméricos con
el objetivo de obtener nuevas proteinas [22], e
incluso género enzimas capaces de formar
enlaces no presentes en las moléculas
bioldgicas como el enlace Si-C [23,24].

Los siguientes galardonados fueron los Dres.
George P. Smith [25] y Gregory P. Winter [26],
de los cuales Smith es considerado el padre del
despliegue en fagos (Phage Display en inglés).
Este novedoso y poderoso método de tamizado
permitié a los investigadores Smith y Winter
evaluar, con una velocidad nunca antes vista,
bibliotecas de distintos tipos de moléculas
(péptidos, citosinas, anticuerpos, enzimas,
proteinas de union a ADN, etc). Para lograrlo,
las diferentes proteinas a probar se fusionaron a
las proteinas que conforman la cubierta de los
fagos filamentosos tipo M13, lo que permitid
identificar a las mutantes mas activas frente a
un sustrato por competencia y su posterior
secuenciacion de los fagos ganadores.

Lo descrito en el péarrafo anterior, colocé al
despliegue en fagos como una de las
metodologias mas
eficientes y faciles de utilizar para la seleccion
de las proteinas mutantes de interés

exitosas, econémicas,
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biotecnologico, médico, etc [27-30]. Este
método de deteccion puede analizar millones de
variantes en pocos dias (Figura 4). En el
despliegue en fagos, los virus que se utilizan
presentan la capacidad de infectar de manera
natural a las bacterias como Escherichia coli
mediante la proteina plll. Esta proteina
interacciona con el pili de E. coli, introduciendo
su material genético con una alta eficiencia,
incluso varios oOrdenes de magnitud si se
compara con la eficiencia de otros métodos
tradicionales de transformacion como la
electroporacion, que introduce el ADN a las
células bacterianas utilizando celdas especiales
y descargas eléctricas, o la transformacion
quimica, la cual somete a diferentes choques de
calor a las células bacterianas para introducir el
ADN de interés.

Nosotros, por evolucién dirigida y despliegue
en fagos, fuimos capaces de generar varios
anticuerpos en los formatos scFv (30 kDa) y
Fab (50 kDa), con propiedades neutralizantes
de la toxina Cn2 del alacran Centruroides
noxius, considerado el alacran mas peligroso de
México para los humanos. Estos anticuerpos
permitieron neutralizar los efectos de la toxina
Cn2 en ratones hembra cepa CD1, de 20 g de
peso y utilizando una dosis letal 50 de toxina
(LD50) [31,32].

Por evolucion dirigida se han explorado muchas
funciones en diversas proteinas, como ejemplo
se encuentran las enzimas: epdxido hydrolasa,
glyfosato, n-acetyltransferasa, xylanasa y
fosfotriesterasa, en cuyas variantes se ha
observado mejoramiento en la especificidad,
las constantes cataliticas, como la constante Km
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Figura 4. La evolucion dirigida con tamizado por despliegue en fagos. Permite producir anticuerpos
neutralizantes de moléculas con interés biotecnoldgico y médico.

(afinidad de la enzima por su sustrato; a menor
valor de Km mayor es la afinidad de la enzima
por su sustrato) y la Vmax (velocidad maxima de
la reaccion), la estabilidad y la solubilidad [33].
El mejoramiento de las propiedades de estas
enzimas es primordial para su uso en la

industria 'y sus diversas aplicaciones
biotecnoldgicas, medicas, alimenticias, etc
[34,35].

Saab-Rincon y coautores (incluyendo al autor
correspondiente de esta revision), por
evolucion dirigida, se logré obtener una
variante que mostré un incrementd en la
actividad de la enzima monomeérica de la triosa
fosfato isomerasa de Tripanosoma brucei, la
cual fue expresada en la bacteria Escherichia
coli. Para lograr lo anterior, fue necesario
interrumpir el gen cromosomal que codificaba

59

para la triosa fosfato isomerasa de Escherichia
coli, esto nos permitié seleccionar a las
mutantes de la enzima monomérica de T.
brucei, mejoradas por evolucion dirigida, las
cuales se identificaron midiendo sus constantes
cataliticas [36].

Los aportes generados por la Dra. Frances
Hamilton Arnold, el Dr. George P. Smith y el
Dr. Gregory P. Winter, revolucionaron los
métodos para explotar la variacion y para
seleccionar a las mutantes de proteinas con
funciones mejoradas, las cuales fueron aisladas
de bibliotecas integradas por millones de
mutantes generadas en tiempos muy cortos,
comparados con los millones de afios que tardo
la evolucion natural para formarlas vy
seleccionarlas.
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La coevolucion fuente de variacion en las
proteinas
Otra forma de aprovechar los productos del

largo proceso evolutivo son los analisis de
coevolucion. Dichos andlisis son de mucha
ayuda cuando no se tienen procesos de
seleccion y el tamizaje de mutantes disponible
es lento, pues pueden limitar el nimero de
mutantes a muestrear para obtener una
mejorada. Para hacerlo, se analiza la forma en
que varian los residuos formando un contacto;
las mutaciones en estos residuos cambian el
empaquetamiento de la proteina y pueden
causar modificaciones de funcidn, estabilidad,
selectividad aun cuando estén lejos del sitio
activo.

La seleccion a la que son sometidas las
proteinas hace que dos residuos en contacto
varien de forma correlacionada cuando son
importantes para la funcién. Una mutacion que
produce un efecto desfavorable en una proteina
requiere una segunda mutacion que compense
el efecto de la primera para mantener su
estructura y funcion. EI mejor sitio para que
ocurra esta mutacion compensatoria es en
alguno de los residuos en contacto con el
primero. Dicho patron de variacion resulta en
pares de contacto que covarian. Esta
covariacion puede detectarse de forma directa,
comparando los contactos entre estructuras de
ortdlogos, o indirecta, analizando los
alineamientos multiples de secuencias de
aminoéacidos (Figura 5). Rama Ranganathan, en
2018, fue el primero en proponer una funcion
energética para describir esta correlacion y
predecir residuos interaccionando. Este analisis
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ha sido usado para identificar residuos de
aminoacidos importantes para la funcion, redes
de interaccion alostérica y patrones de contacto
caracteristicos de familias de proteinas [37].
Los andlisis de coevolucion fueron creados con
el propdsito de identificar residuos que estan
interaccionando para mantener la estructura o
permitir la funcion. Esto ha permitido que se
apliquen en la busqueda de sitios alostéricos,
que afectan el sitio activo por la unién de una
molécula en otro sitio. Los sitios alostéricos se
unen al sitio activo por medio de residuos cuya
interaccion y evolucion estan acopladas.
Dado que al analizar la coevolucion de
aminoacidos se identifican residuos que estan
interaccionando, se tratd de extender su uso a la
deteccidn de contactos entre residuos. Se queria
aplicar la deteccion de interacciones para
predecir estructuras tridimensionales. Un
problema al que se enfrentd esta aplicacion es
que esta prediccion depende de la calidad del
alineamiento: familias de proteinas con alto
nivel de variaciéon en los aminoacidos de sus
secuencias pueden alinearse con menor nivel de
confianza en muchos de sus segmentos de
secuencia. Ademas, los residuos que estan
coevolucionando pueden encontrarse distantes
e interactuar mediante una red de residuos: es
necesario diferenciar estos residuos de los que
estdn en contacto directo para predecir los
residuos en contacto en la estructura.
La calidad del alineamiento y la deteccion de
residuos en contacto directo han sido problemas
que se han atacado con diversos algoritmos. Por
ejemplo, el problema de diferenciar residuos en
contacto directo de otros acoplamientos tuvo su
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Contactos conservados

Figura 5. Identificacion de residuos coevolucionando. Las parejas de aminoacidos en contacto se
conservan cuando son importantes para la funcion. El cambio de un residuo en el par debe compensarse
por la variacion del otro y asi mantener la funcion de la proteina.

primer éxito tras el trabajo del grupo liderado
por Terence Hwa, Martin Weigt and José N.
Onuchic [36, 37]. Este algoritmo calcula el
acoplamiento directo aplicando estadistica
bayesiana (basada en aspectos del método
cientifico para recolectar evidencia consistente
0 no con una hipdtesis dada, a medida que la
evidencia se acumula, el grado de creencia en
esa hipdtesis se va modificando) para crear un
modelo estadistico global, cuyos resultados
debian ajustarse al analisis de acoplamiento por
pares y a propiedades del sistema como la
entropia de cada residuo. Recientemente,
mediante el uso del programa Alpha Fold, el
cual aplica inteligencia artificial para ajustar los
resultados del andlisis acoplamiento directo a
las  estructuras  tridimensionales  (3D)
disponibles en el PDB o Protein Data Bank
(banco de informacién estructural de las
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macromoléculas a nivel atdmico determinadas
por la comunidad cientifica de todo el mundo,
las direcciones web de acceso son:
www.pdb.org (WwPDB: Worldwide Protein

Data Bank y RCSB PDB: Homepage Yy
https://pdb101.rcsh.org/learn/guide-to-understanding-

pdb-data/introduction). Asi, Alpha Fold ha sido
capaz de calcular estructuras 3D con la misma
precision que la difraccidn de rayos X, aln para
secuencias de proteinas cuya estructura no ha
sido determinada y depositada en PDB [40].

Nosotros, por medio de estudios de
coevolucion, hemos modificado la selectividad
de las enzimas glicésido hidrolasas de la familia
GH13, también conocida como de las a-
amilasas. Logrando aumentar la relacion
hidrolisis/transglicosidacién  (ruptura/transfe-
rencia de cadenas de azUcares) hasta 5 veces

[41]. Ademas, estos cambios de selectividad se
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lograron mutando residuos fuera del sitio
catalitico (que es el foco de estudios que no
incluyen evolucion dirigida). Cambiar la
preferencia de una enzima de romper cadenas
de azUcares para que pegue azucares en otras
moléculas tiene una gran importancia
biotecnolégica porque puede permitir la
creacion de herramientas de glicosintesis
(usadas en la sintesis de farmacos, surfactantes
y mejoramiento de probidticos) y ajustar la
selectividad para una funcion especifica
(generacion de fructosa a partir de almidon,

tratamiento de textiles, produccion de
dextrinas).
CONCLUSION

Los cambios de funcion, selectividad, creacion
de nuevas funciones y mejoramiento de los
antivenenos han sido logros de la evolucion
dirigida y la coevolucion. Estos han sido
posibles gracias a la inspiracion que ha
obtenido del estudio del fendmeno de evolucion
y de sus productos, los acidos nucleicos (ADN
y ARN) y las proteinas. Los investigadores se
preguntaran: ;Qué mas podemos aprender del
estudio de los procesos evolutivos? solo el
tiempo lo dira, pero hasta ahora la evolucion
dirigida nos ha permitido generar moléculas en
tiempo récord para obtener nuevas funciones y
es una poderosa herramienta que nos permite
modificar las moléculas creadas por la
naturaleza para obtener otras que se ajusten a
nuestras necesidades.

Finalmente, hay que resaltar que las novedosas
y poderosas técnicas de evolucion dirigida y
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acercaran mas  al
entendimiento de la evolucion vy al
mejoramiento de las funciones en las proteinas
para los fines que la ciencia y la humanidad

necesiten.

coevolucién nos
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