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Resumen

Existe cierto consenso general sobre el turismo como una industria limpia que resulta
relativamente facil lograr su despliegue territorial y que una vez alcanzado implica grandes
beneficios econdmicos para las localidades donde se realiza. Sin embargo, estas visiones
no suelen considerar la cantidad de recursos que insume su viabilidad ni los impactos en el
corto y largo plazo tanto para las poblaciones locales como para el ambiente natural. Fueron
necesarias diversas politicas materiales y practicas simbdlicas que pusieron el énfasis en
los majestuosos paisajes naturales para que ciudades de la Patagonia andina argentina, en
general, y la ciudad de San Carlos de Bariloche, en particular, se ligaran casi exclusivamente
con el turismo como principal motor de desarrollo. El escenario general de cambios climatico
y de readecuaciéon del modo de produccién capitalista, hacen que las ciudades turisticas
dependientes de los atractivos naturales se encuentren transitando transformaciones
profundas en una posicion de gran vulnerabilidad. A nivel nacional, este proceso es
acompafiado por un fuerte crecimiento econémico posterior a la crisis del 2001, que a nivel
local se materializ6 en un periodo marcado por el crecimiento tanto poblacional como
urbano. Partiendo de un marco teérico desde la ecologia politica y la geografia critica y por
medio de una combinacién de herramientas cuantitativas y analisis cualitativo que implicaron
entre otras cosas: andlisis de imagenes satelitales, entrecruzamiento de bases de datos
estadisticos georreferenciados, relevamiento de una gran cantidad de fuentes documentales
que fue desde la normativa existente y diversos planes de desarrollo provinciales,
municipales y federales, hasta informes técnicos e entrevistas a informantes claves; esta
tesis busca presentar y problematizar las formas en que el turismo como actividad
econdmica impacta de manera concreta en la configuracion del espacio urbano, lo que a su

vez trae consecuencias diferenciadas para el ambiente que le rodea, asi como para las
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poblaciones locales que alli viven para el periodo de tiempo comprendido entre el 2001 y el
2018. Entre los principales resultados concluimos que, la ciudad de Bariloche, afio a afio
atrae, por sus paisajes naturales, grandes contingentes de visitantes turisticos. El modo
particular con que se desarroll6 la actividad implicé una serie de impactos negativos tanto
en el ambiente como en la infraestructura urbana, pero con una configuracion espacial
diferenciada. La actividad turistica se despliega territorialmente sobre el producto que ofrece:
el entorno natural, es decir, el bosque y el lago, afectando su calidad. La configuracién
urbana resultante de baja densidad, a su vez impacta en diversos problemas tales como la
calidad del servicio de transporte, los costes en la provision de servicios o la falta de ellos,
contaminacion de suelo y agua e incluso dificultad en el acceso a la vivienda y empleo. El
Estado resulta un actor fundamental en permitir y garantizar la reproduccién ampliada del
capital en el territorio. A través de sus diversas manifestaciones se pone en evidencia su rol
central en el despliegue de la actividad. Finalmente, frente a los emergentes de estas
problematicas, las alternativas propuestas a nivel local profundizan el modo de desarrollo lo
que redunda en nuevos impactos negativos. De este modo, se puede concluir que se ha
construido una imagen de destino natural que se ve amenazado por el devenir de la misma
actividad que lo promociona y que impacta negativamente en la calidad de vida de las

personas que lo habitan.
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1 Introduccion

1.1 Evolucidén biolégica

La evolucion se puede definir, como lo postulé Charles Darwin (1859) en su libro On
the Origin of Species, como un proceso de descendencia con modificaciones. En base a
esto podemos asumir que todos los organismos que existen en la Tierra actualmente son
producto de este proceso y son descendientes de organismos diferentes que existieron en
el pasado (organismos ancestrales). Se cree que el origen de la vida ocurri6 hace
aproximadamente 4000 millones de afos (Lane, 2016), constituidos por sistemas con
distintos niveles de organizacion molecular, los cuales comenzaron oportunamente a estar
sujetos a los condicionamientos dados por la evolucion bioldgica. Estos sistemas llegaron al
punto de organizarse en los primeros organismos con organizacion celular. Uno de estos
organismos es el considerado ultimo ancestro comun universal (LUCA del inglés /ast
universal common ancestor, Theobald, 2010), del cual desciende toda la diversidad
biolégica observada a dia de hoy. La teoria de la evolucién no sélo ha afectado nuestra
comprension de la historia biolégica de los organismos al ofrecer una explicacion
mecanistica del proceso, sino que al ubicar al hombre en un contexto natural, ha impactado
enormemente en ciencias humanisticas como la sociologia, filosofia y psicologia (Mayr,
1997).

Basicamente, podemos describir la evolucion biolégica como el resultado de dos
procesos: por un lado, la generacion de variantes genéticas y por otro lado, la seleccion de
estas variantes. Este ultimo proceso, sin embargo, se ha debatido ampliamente debido a la
importancia relativa que tiene en la evolucién (ver por ejemplo (Nei, 2005)). En cambio, la
generacion de variantes genéticas es considerada uno de los pilares de la evolucién; este
proceso ocurre mayormente en forma aleatoria (Li, 2006). Considerando todas las posibles

variantes de los polimeros de acidos nucleicos o aminoacidos (espacio secuencial) y viendo



la diversidad secuencial de la actualidad, podemos asumir que en el origen de la vida hubo
una fraccion reducida de estas posibles combinaciones, lo que terminé siendo un
condicionamiento inicial en la variabilidad secuencial. Si pensamos, por ejemplo, en una
secuencia de ADN de 100 nucleétidos de longitud, sabemos que su espacio secuencial es
4x10', y considerando un peso molecular promedio para los nucleétidos que lo componen
es posible encontrar que esta cantidad inmensa de moléculas tendrian un peso mayor que
varias Tierras juntas. Esto es un indicio de que, aunque hayan pasado millones de afios de
historia evolutiva y de la gran cantidad de organismos que la habitan y habitaron, es
imposible recorrer completamente el espacio secuencial.

En este sentido, la evolucion es un proceso que depende fuertemente de su historia
y de las condiciones iniciales del proceso. Una enorme variedad de acontecimientos a lo
largo del tiempo moldearon y determinaron el proceso evolutivo condicionando dicha
diversidad biolégica. Estas contingencias historicas provocaron que la diversidad biolégica
que observamos actualmente en la Tierra sea solo una representante de las tantas que
podrian haberse originado en otras circunstancias histéricas (Gould, 1990).

El proceso evolutivo, desde un punto de vista bioquimico, esta dado por mutaciones
al azar en el material genético, las cuales, si son fijadas con el paso de las generaciones,
pueden conducir a que haya una diversificacion genética dentro de una poblacion. Es decir,
el proceso evolutivo es sindnimo de la existencia de un cambio genético dentro de una
poblacion. Estas mutaciones estdan sometidas a dos procesos: la seleccion natural y la
deriva génica. Segun la teoria clasica del Neodarwinismo, la seleccién juega un rol
fundamental, siendo el punto de vista mas extremo de esto el seleccionismo, el cual
propone que la seleccion es la unica fuerza que direcciona el proceso evolutivo. Entonces,
desde este punto de vista, que una mutacion sea fijada o no, depende de la aptitud relativa
(fitness) que el alelo mutante le confiere al organismo, respecto al alelo original (wild-type).
Para los seleccionistas, esta aptitud relativa siempre es el resultado del fenotipo particular
del organismo, que es el producto de la interaccion entre el genotipo y el ambiente. Por otro

lado, la deriva génica considera que las mutaciones que ocurren son basicamente al azar,



pudiendo incluso perder alelos beneficiosos. Kimura (Kimura, 1968; Kimura and Ohta, 1974)
propone que la mayoria de estas mutaciones son neutrales y estan determinadas por la
deriva génica. Para esta teoria neutral de la evolucién molecular, si bien acepta la existencia
de la seleccion, considera que lo que mas aporta en el proceso de evolucién son estos
cambios neutrales aleatorios. A pesar de estas discrepancias centradas en el papel del
factor dominante en el proceso evolutivo, seleccionistas y neutralistas coinciden en que la
mayoria de las mutaciones nuevas seran deletéreas, es decir selectivamente desventajosas
y que seran removidas de la poblacion por seleccién purificadora. Donde si se diferencian
es en la suposicion de la proporcion relativa entre las mutaciones ventajosas y neutras. Por
un lado, tenemos a los seleccionistas, que asumen que la mayoria de las mutaciones van a
ser selectivamente positivas, mientras que, por otro lado, los neutralistas consideran que la
mayoria de las mutaciones no deletéreas seran neutrales y muy pocas ventajosas.
Podemos distinguir dos tipos de mutaciones que ocurren dentro de las regiones
codificantes de un gen: las mutaciones sinénimas (o silenciosas), que como resultado no
vemos ningun cambio en los aminoacidos; y por otro lado existen las mutaciones no
sindbnimas (no silenciosas), por las cuales podemos observar un reemplazo de un
aminoacido por otro. El primer grupo de mutaciones se puede considerar como
selectivamente neutra, ya que no producen un cambio en el fenotipo del organismo. Sin
embargo hay ciertas ocasiones en las que este tipo de mutacién pueden estar sujetas a
seleccion, como en el caso de existir el denominado codon bias (Akashi, 2003), proceso por
el cual se pueden introducir ciertas alteraciones en el momento de la traduccion debido a la
deficiencia relativa de anticodones, tales como un cambio en la velocidad de la sintesis de
la proteina, lo que puede generar cambios en su plegamiento. Por otro lado, el segundo
grupo de mutaciones, al generar un cambio de aminoacidos, puede conllevar a un cambio
en el fenotipo del organismo, dando lugar a posibles cambios en la funcionalidad o
estabilidad de la proteina. Las distintas presiones de seleccidén (positivas o negativas)
dictaminan si estos cambios terminan siendo aceptados o no, dependiendo si el cambio de

aminoacido resulta adaptativamente ventajoso o deletéreo, respectivamente (Li, 2006). Es
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ademas sabido que el impacto en el fenotipo suele ser multifactorial y aislar el efecto de una
mutacion no suele ser sencillo (Chandler et al., 2014).

A la hora de estudiar la evolucion de las proteinas, podemos decir que su historia
esta dada, tanto por las sustituciones o mutaciones de los nucleétidos, como también por
inserciones y deleciones de los mismos. Este conjunto es la fuente de variabilidad sobre la
cual la evolucion puede actuar, generar y condicionar cambios secuenciales, estructurales,
conformacionales y funcionales de acuerdo al impacto en el fenotipo. Debido a que el
proceso evolutivo tiene un caracter mayormente divergente, se puede considerar que esta
serie de cambios empezaron teniendo lugar en las proteinas del ya mencionado LUCA, a
partir del cual, mediante eventos de especiacién, duplicacién, neofuncionalizacién, entre
otros, dieron como resultado los genes y proteinas de todos los organismos actuales(Pal et
al., 2006; Webster et al., 2003).

La especiaciéon es un fendmeno que ocurre cuando dos poblaciones diferentes de
una misma especie acumulan mutaciones de manera diferencial, llegando a distinguirse al
punto de no poder generar descendencia fértil entre ellas, lo que da como resultado la
generacion de dos especies diferentes. Los genes y proteinas que surgen de este proceso
en cada especie se denominan ortélogos (Fig. 1.1). Por ejemplo, el citocromo C del humano
es ortdlogo al del gorila, ya que ambas proteinas provienen de un mismo ancestro en
comun, manteniendo su funcion bioldgica, pero presentando diferencias a nivel secuencial.

Otra forma en la que dos genes pueden divergir a partir de un mismo gen es en el
proceso de duplicacién geénica, el cual ocurre, como su nombre lo indica, cuando un gen se
duplica, estando presente mas de una vez en el material genético del mismo organismo.
Ahora bien, si bien estos dos genes son idénticos, también son independientes entre si, es
decir, ambos van a sufrir y acumular mutaciones de manera diferencial. Estos genes se
denominan paralogos (Fig. 1.1), que, si bien provienen de un ancestro comun, a diferencia
de los ortélogos, ambas copias estan presentes en el mismo organismo.

Ahora bien, el hecho de tener dos copias de un mismo gen puede dar paso a que

alguno de los dos tenga mas flexibilidad a la hora de mutar, ya que la presion selectiva solo
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se ejerce sobre el fenotipo, por lo que solo es necesario que uno de los genes mantenga su
funcién original. Esta flexibilidad puede dar lugar a que una de las copias acumule las
suficientes mutaciones como para distinguirse de la otra, a tal punto incluso de poder
cumplir con otra funcion (Tokuriki and Tawfik, 2009), proceso conocido como
neofuncionalizacién. Este proceso puede ocurrir por dos mecanismos: 1) cambios en la
secuencia de aminoacidos en la proteina que expresa el gen (por ej. produciendo una
proteina con una nueva actividad bioquimica) o 2) cambios en el patrén de expresién del
gen (por ejemplo, el gen comienza a expresarse en un tejido donde el gen ancestral no se
expresaba). Un ejemplo clasico de paralogia y neofuncionalizacién ocurre con la
hemoglobina y la mioglobina, donde si bien ambas proteinas tienen como actividad unir
oxigeno, sus funciones biolégicas son completamente distintas: mientras que la
hemoglobina es una proteinas cooperativa y alostérica cuya funcién esta relacionada con el
transporte de oxigeno en la sangre, la mioglobina funciona como buffer de oxigeno en el

musculo esquelético (Fig. 1.2).
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Figura 1.1. Evolucion de genes ortdlogos y paralogos.

Por un proceso de duplicacidon génica surgen dos genes paralogos (color azul y color rojo) que
divergen de manera independiente por procesos de especializacion generando ortélogos en los
distintos organismos.

12



Chromosome 22 Chromosome 18 Chromosoma 11

Mb 4 w % % o g Yo ¥ Wy & B

—E = W T TTE B

0 -
Prirmatas
Higher
mammals
200 Mammals
&
@400 Bory fish
3
5 Lampraye
%]
g
= 600 |
=
BOD | Ancestral globin
1000 &

Figura 1.2. Ejemplo de evolucion de genes paralogos referido a la familia de las globinas.

La hemoglobina y la mioglobina son dos proteinas homdlogas que surgen por duplicacion
génica de un unico gen ancestral (ancestral globin). Todos los vertebrados tienen mioglobina en
su musculo y hemoglobina en su sangre. La Mioglobina difiere de la hemoglobina por las
subunidades a y B de la hemoglobina, lo que indica que la mioglobina divergié (TD = 600-800
millones de afios) antes de que surgieran los genes a y B (TD = 500 millones de afios).
Mamiferos, reptiles, aves, anfibios y peces seos tienen subunidades a y B distintas, mientras
que los vertebrados mas primitivos, los Agnatha (peces sin mandibula), contienen solo un tipo
de subunidad de hemoglobina. Este patrén de distribucion es consistente con las fechas
estimadas de las duplicaciones genéticas: la mioglobina y la hemoglobina divergieron antes de
la separacion de agnatos y vertebrados mandibulares, mientras que la duplicacién que da lugar
a los genes a y B ocurrié en el antepasado de todos los vertebrados mandibulares luego de su
divergencia con respecto a los agnatos.

Tal como se dijo previamente, todos los organismos, genes y proteinas actuales y
extintos estan relacionados entre si a través del proceso de divergencia desde LUCA. La
filogenia se encarga de estudiar estas relaciones, tanto a nivel macroscépico, como a nivel
microscopico. A partir de esto se han desarrollado analisis filogenéticos, que utilizan un
conjunto de conceptos y técnicas para representar las relaciones evolutivas estimando un
arbol filogenético (Woese, 2000).

En sus inicios, estos analisis utilizaban comparaciones de caracteres morfolégicos

para estimar las relaciones evolutivas entre las especies (Linnaeus, 1758). Con el avance

de la biologia molecular en conjunto con el crecimiento de bases de datos moleculares
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(Pfam (Punta et al., 2012), Uniprot (Wu et al, 2006), etc) se produjo un aumento
considerable de la informacién molecular disponible, tales como secuencias de nucleétidos
o de aminoacidos. El uso de esta informacién molecular permitié estimar relaciones
filogenéticas mas confiables desde el punto de vista estadistico debido a la mayor cantidad
de informacion utilizada (Woese, 2004). Por otro lado, permiten estudiar las relaciones
evolutivas entre genes o proteinas y formular y probar hipétesis sobre el proceso evolutivo
que dio origen a las diversas estructuras y funciones de estas biomoléculas (Kumar and
Filipski, 2001).

El procedimiento mayormente utilizado para estimar relaciones filogenéticas entre
genes y proteinas involucra la comparacion de patrones de mutaciones entre las secuencias
involucradas en el analisis. Con este objetivo, los métodos filogenéticos consideran la
similitud entre las secuencias y las asumen homologas. El término homologia se utiliza para
indicar la similitud originada por la presencia de un ancestro comun. Asi, secuencias o
estructuras similares pueden evidenciar a nivel molecular la presencia de un ancestro
comun. Si el ancestro comun es muy antiguo, la divergencia secuencial puede ser tal que la
cantidad de variacion acumulada en el tiempo entre las secuencias no permite extraer
informacion suficiente acerca de su relacion evolutiva. Sin embargo, este problema ocurre
en mucha menor medida cuando se comparan estructuras proteicas. Es un hecho
ampliamente demostrado que las estructuras proteicas evolucionan mucho mas lentamente
que las secuencias que las codifican (Lesk and Chothia, 1980; Chothia and Lesk, 1986;
Wood and Pearson, 1999; Overington et al., 1990, 1992; Worth et al., 2009).

La forma mas basica de representar las relaciones evolutivas entre organismos,
genes y proteinas es a través de un arbol bifurcante. Estas representaciones reciben el
nombre de arboles filogenéticos debido a que su diagrama representa la estructura de un
arbol, e incluso, varios términos para denominar sus partes son analogas a las partes de un
arbol (Fig. 1.3). Por un lado, los nodos terminales, también llamados hojas, representan los
taxones actuales, que también son llamados Unidades Taxondmicas Operacionales (OTUs

por sus siglas en inglés operational taxonomics units), término genérico para representar la
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variedad de taxones actuales que pueden ser comparados (una familia de organismos,
organismos de diferentes familias, etc.). A su vez, los nodos terminales pueden también
representar biomoléculas (proteinas o acidos nucleicos) y no representar organismos
propiamente dichos. De ahi, que los arboles filogenéticos pueden ser utilizados para
estudiar la evolucion de organismos o de moléculas.

Por otro lado, los nodos internos representan taxones ancestrales, organismos ya
extintos y también son llamados como Unidades Hipotéticas Taxondmicas (HTUs por sus
siglas en inglés) cuya denominacion hace referencia a que estos taxones ancestrales son
los antecesores hipotéticos. Los nodos se relacionan entre si por medio de ramas que se
bifurcan donde un ancestro genera dos descendientes. El patrén de ramificacién del arbol
filogenético, es decir el orden y ubicacion de los nodos, se denomina topologia.

La raiz de un arbol filogenético permite representar el nodo que corresponde al
ancestro comun (AC) de todos los OTUs estudiados, a la vez que posibilita visualizar la
direccién del proceso evolutivo, desde la raiz hacia las hojas del arbol. En cambio, en un
arbol sin raiz no es posible indicar que nodo corresponde al AC de todos los OTUs y
tampoco la direccionalidad del proceso evolutivo. Basicamente, para que un arbol tenga
raiz, es necesario que uno o mas OTUs formen un grupo externo u outgroup del cual
sabemos (o creemos saber) que es el mas distante evolutivamente con respecto a todos los
restantes OTUs. El resto de los OTUs que estan mas cerca evolutivamente entre si forman
un grupo interno o ingroup. Asi el nodo raiz divide a los taxones outgroup e ingroup

representando, como se dijo, el AC.
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Figura 1.3. Estructura de un arbol filogenético con raiz (a) y un arbol filogenético sin raiz (b).

Los dos arboles tienen la misma topologia. Un arbol con raiz generalmente se dibuja con la raiz
a la izquierda.

Las letras A, B, C, D, E y F representan los nodos externos o OTUs. Las letras G, H, |, J y K
representan los nodos internos o HTUs, donde la K es el nodo raiz. El arbol raiz carece de este
nodo raiz (root). Las lineas entre cada nodo son las ramas. En el arbol con raiz, la flecha indica la
direccion del proceso evolutivo (por ejemplo, desde el nodo raiz K hasta el nodo externo D). En
el arbol sin raiz, por el contrario, la direccién del proceso evolutivo es desconocida.

16



1.2 Resucitacion de proteinas ancestrales

La reproducibilidad de la evolucion a lo largo de la historia en la Tierra hoy en dia es
imposible de lograr y se puede considerar como un proceso unico. Sin embargo, al tener
acceso a numerosas evidencias de este proceso (tal como lo son los fésiles), podemos
estimar ciertas caracteristicas de los distintos tipos de organismos que habitaron la Tierra
(Hunt, 2010; Koonin, 2012). Con relacion a esto, se han encontrado fosiles que datan desde
la época de las primeras formas de vida (~3500 millones de afos (Schopf et al., 2007)) en
adelante.

Por el contrario, las evidencias moleculares mas antiguas son relativamente
recientes, debido a los cambios y degradacién, tanto del ADN como de las proteinas. Se
estima que los primeros se degradan a una velocidad de ~5.5x10° bases por afio (Allentoft
et al., 2012). Si bien hay publicaciones que aseguran que se pueden recuperar restos de
ADN de aproximadamente 40 millones de afos, estos fueron criticados por su falta de
reproducibilidad. Incluso considerando que esto fuera posible, en lo que a la historia
evolutiva se refiere, 40 millones de anos es una cantidad relativamente pequefa. Por otro
lado, las proteinas ancestrales en muestras fosilizadas presentan una supervivencia mayor
(Hendy et al., 2018), pero sigue presentando el mismo problema que con el ADN, ya que se
las puede considerar relativamente actuales. Ademas, la disponibilidad de ambos tipos de
moléculas es baja.

En los ultimos afios y debido a esta carencia de informacion molecular de
organismos ancestrales de edades comparables a las provenientes de muestras fésiles, las
estrategias para estimar las secuencias ubicadas en los nodos internos de un arbol
filogenético (proteinas ancestrales) prometen ser métodos poderosos para inferir la
sucesion ordenada de sustituciones de aminoacidos, o lo que se denomina camino evolutivo
(Thornton, 2004; Gumulya and Gillam, 2017), para asi llegar a estimar la secuencia

completa de la proteina ancestral.
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Estas estrategias nacieron practicamente con el estudio de la evolucion molecular,
ya que en la década de los 60s, Pauling y Zuckerkandl propusieron que las proteinas
modernas contenian suficiente informacion para inferir las secuencias de las proteinas
ancestrales (Pauling and Zuckerkandl, 1963). Posteriormente, gracias al desarrollo de los
analisis filogenéticos basados en métodos estadisticos surgieron los métodos modernos de
reconstruccion de secuencias ancestrales (ASR por sus siglas en inglés de Ancestral
Sequence Reconstruction) (Fitch, 1971; Yang et al., 1995; Zhang and Nei, 1997; Pagel,
1999; Clemente et al., 2009; Liberles, 2007). Estos son métodos computacionales que
permiten estimar las secuencias de las proteinas ancestrales a partir de secuencias de
proteinas homologas actuales (Liberles, 2007). De manera simplificada, para realizar dicha
estimacién, estos métodos requieren un alineamiento multiple de secuencias (MSA por su
siglas en inglés de multiple sequence alignment) de proteinas pertenecientes a organismos
actuales y su estimacion filogenética correspondiente, obteniendo las secuencias de los
nodos internos. Como paso posterior, estas secuencias ancestrales reconstruidas pueden
ser sintetizadas en el laboratorio usando técnicas de biologia molecular, siendo clonadas y
expresadas en un sistema apropiado para finalmente ser purificadas. Estos ultimos pasos
son en si mismos otro proceso, denominado resucitacion de la proteina ancestral. Una vez
purificadas, estas proteinas se pueden caracterizar experimentalmente de distintas formas,
tanto biofisica como bioquimicamente (obtencidon de estructura, analisis de actividad,

estabilidad, etc)(Fig. 1.4).
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Stage of the process

Discretionary step Available tools
Collect Homologous Sequences NCBI, UniProt
Prune sequences >
| Multiple Seq e Ali t | ClustalW, MAFFT, Muscle, T-coffee, PRANK

Fine-tune alignment
manually

| Phylogenetic Analysis | Distance, Maximum Parsimony, Maximum Likeliho

Assess validity of tree >

" PAUF, PAML, MrBayes, ANCESCON, FastML
Ancestral Sequence Inference Lazarus, GASP, Phylobot

Interpretation of gaps
and insertions

Site-directed mutagenesis, gene synthesis

In vitro synthesis of coding seq e

Optimization of gene
for expression in
host of choice

N

Heterolog bl '_ Multiple recombinant expression systems
of the ancestral protein and hosts
Biochemical/biophysical Activity towards marker substrate,

characterization of ancestral protein ligand binding, thermal stability

Figura 1.4. El proceso de la técnica de ASRy de la resucitacion

La inferencia de las secuencias ancestrales desde homadlogos actuales involucra varias etapas,
muchas de las cuales involucran pasos de optimizacion manual (Anisimova et al., 2010, 2013).
Las secuencias recuperadas de bases de datos publicas primero deben ser revisadas y alguna
que otra secuencia podra ser removida. Las secuencias seleccionadas por lo tanto son alineadas
y utilizadas para construir un arbol filogenético. Puede ser necesario un refinamiento manual
del alineamiento y las relaciones evolutivas indicadas por el arbol deben corresponderse con la
filogenia aceptada para los organismos en cuestidn. Las secuencias ancestrales son entonces
estimadas para cada nodo interno del arbol basindose en MSA optimizado y el arbol
filogenético. Dependiendo de las relaciones evolutivas de las secuencias, de la precision del
curado manual de los gap y del algoritmo usado para la inferencia, es posible que se necesite
tomar decisiones sobre si conservar o eliminar inserciones secuenciales del antepasado. Luego
se sintetiza la secuencia de ADN que codifica la proteina ancestral y se clona en un plasmido de
expresion, lo que permite la expresion heterdloga y la caracterizacion de la proteina ancestral.
Para cada etapa, como se indica a la derecha, muchas herramientas de bioinformatica estan
disponibles ptiblicamente. Figura extraida de (Gumulya and Gillam, 2017).

Para comprender un poco mas en profundidad como es que las técnicas de ASR
permiten predecir las secuencias de proteinas ancestrales, a continuacion detallaremos

brevemente los pasos generales involucrados estos métodos.

Alineamiento mdltiple de secuencias (MSA)

El primer paso en la reconstruccidn de proteinas ancestrales requiere de un conjunto

de secuencias de proteinas homoélogas, para poder estimar un arbol filogenético a fin de
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mostrar sus relaciones evolutivas (Fig. 1.4). Cabe destacar que se pueden utilizar
secuencias actuales de ADN o proteinas dependiendo de qué tipo de modelos evolutivos
seran aplicados para las inferencias filogenéticas: modelos basados en nucleétidos
(nucleotide-based), en aminoacidos (aminoacid-based) o en codones (codon-based).
Generalmente, los estudios de ASR usan secuencias de proteinas debido a que el uso de
secuencias de ADN acarrea diferentes sesgos metodologicos del alineamiento en si: 1)
seran menos robustos cuando las regiones alineadas contengan muchas inserciones vy
deleciones; 2) no toman en cuenta la redundancia del codigo genético y las implicancias de
ésta redundancia para la conservacion de la funcién (Kumar and Filipski, 2007).

Las secuencias de ADN o proteinas homoélogas que se utilizan para el MSA
generalmente son obtenidas a través de busquedas de similitud secuencial (BlastN, BlastP,
PsiBlast (Altschul et al., 1997)) usando distintos tipos de bases de datos, segun lo requerido
(GenBank (Benson et al., 2013), UniProt (UniProt Consortium, 2008), DDBJ (Mashima et al.,
2016), SwisProt (Bairoch and Apweiler, 2000), entre otras). El conjunto de secuencias
homologas obtenidas de esta forma, deberia representar, en la medida de lo posible, una
diversidad que abarque a diferentes linajes evolutivos o dominios del mundo vivo.
Finalmente el MSA se realiza utilizando un programa bioinformatico que es seleccionado
segun el criterio de los investigadores contemplando el algoritmo utilizado para el
alineamiento y las caracteristicas mismas del programa; entre los programas mas
comunmente usados estan ClustalWW (Sievers et al., 2011), MUSCLE (Edgar, 2004),
T-Coffee (Notredame et al., 2000) or PRANK (usado para secuencias con inserciones
(Maiolo et al., 2018)).

El alineamiento en si mismo, implica la aceptacion de una hipdtesis evolutiva. Los
aminoacidos alineados en un alineamiento proteico asumen posiciones homadlogas. De esta
forma, la calidad del MSA es crucial para realizar una estimacion filogenética fiable que
determinard a su vez la calidad de la reconstruccién ancestral (Wang et al., 2011). Asi,
frecuentemente se usan soélo secuencias que estan completas (no truncadas) o también

secuencias altamente conservadas debido a que tienen residuos criticos tales como
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posiciones de sitios activos (Cole et al., 2013). Siguiendo con esta logica, las secuencias
que puedan incorporar cierto grado de incertidumbre en el alineamiento seran generalmente
descartadas: secuencias que son dudosamente homodlogas (por baja similitud secuencial,
por ejemplo) asi como secuencias que contienen muchas inserciones o deleciones. Por otro
lado, en general el alineamiento debe ser curado manualmente con el objetivo de mejorar la
confiabilidad de las posiciones con gaps (Anisimova et al., 2010)). Para este procedimiento
se puede usar como guia la ausencia o presencia de gaps dentro de uno de los grupos
taxondmicos particulares usados en el alineamiento. Por ultimo, es importante incluir un
grupo reducido de secuencias que estén relacionadas con el resto, pero de manera mas
lejana (outgroup), para poder enraizar el arbol, ya que, como se dijo previamente, este tipo

de arboles nos dan una direccionalidad en el tiempo.

Estimacion filogenética

Una vez aceptado el MSA, se procede a la construccion del arbol filogenético que
representara las relaciones evolutivas entre las secuencias. Para realizar esta estimacion no
solo se necesita el alineamiento, sino que requiere de algunas suposiciones evolutivas mas.
En general estas suposiciones estan dadas por el modelo evolutivo que se utiliza para
evaluar la filogenia. Dichos modelos estan basados en matrices de sustitucion, que indican
la probabilidad de que un nucleétido o un aminoacido sea reemplazado por otro. Las
matrices de sustitucion mas utilizadas con respecto a las proteinas son matrices empiricas,
las cuales fueron confeccionadas analizando una gran cantidad de secuencias. Entre estas
las mas comunes son las de Dayhoff (Elleman, 1978), JTT (Jones et al., 1992), WAG (Wang
et al, 2008) y LG (Jones et al., 1992; Whelan and Goldman, 2001; Le and Gascuel, 2008).
Debido a la variedad de modelos disponibles, la selecciéon de un modelo de manera objetiva
se realiza utilizando un criterio estadistico que estima cuan bien el modelo explica los

cambios observados en el MSA. Existen muchos ejemplos en los cuales el uso de modelos
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de evolucion poco adecuados a la realidad llevan a conclusiones erréneas (Sullivan and
Swofford, 1997; Pupko, Huchon, et al., 2002).

La selecciéon del método computacional para realizar el analisis filogenético es otro
punto crucial que va a determinar la confiabilidad de la estimacion filogenética. Aunque
existen varios métodos disponibles ninguno garantiza que el arbol filogenético estimado sea
el “real”’. Estos métodos pueden ser clasificados de dos maneras (Lemey et al., 2009) :

e Por el enfoque algoritmico que utilizan: estan por un lado los que se basan en un
algoritmo de agrupamiento (clustering) que en general dan como resultado una unica
topologia del arbol estimado, y por otro lado los que utilizan un algoritmo basado en
un criterio de optimizacioén los cuales evaluan un conjunto de posibles topologias.

e Por el tipo de datos que usan: pueden ser estados de caracteres discretos o
matrices de distancia de a pares.

Segun el algoritmo que utilizan los métodos pueden tener ventajas que radican en la
seleccion de un mejor arbol o en los recursos computacionales necesarios para los calculos.
Los métodos basados en algoritmos de optimizacion utilizan un criterio de mejor adecuacion
(goodness-of-fit criterion) y evaluan diferentes topologias para un niumero dado de taxones
y de esta manera intentan encontrar el arbol 6ptimo para el criterio empleado. Los métodos
basados en estados de caracteres discretos consideran que cada posicion en las
secuencias alineadas es un “caracter” y los diferentes nucleétidos 0 aminoacidos de cada
posicion son los “estados”. En contraste, los métodos basados en distancias calculan
alguna medida de la disimilitud entre cada par de secuencias para producir una matriz de
distancia de a pares. La Tabla 1.1 extraida del texto filogenia de Lemey y colaboradores
(Lemey et al., 2009)) resume la clasificacion de los métodos de reconstruccion del arbol
filogenético segun los datos y los algoritmos utilizados.

Una diferencia importante entre los métodos basados en caracteres y los basados
en distancias es que los primeros consideran explicitamente el estado original del caracter
del taxoén, es decir que para datos moleculares consideran qué nucleétido, codon o

aminoacido hay en cada posicion de cada secuencia perteneciente al MSA. De este modo,
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pueden ser utilizados para reconstruir el estado del caracter en el nodo ancestral. En
cambio, los métodos basados en distancia descartan el estado del caracter del taxén
aunque lo consideran para calcular las distancias. De alli que se pierde la informacion
necesaria para reconstruir el estado del caracter en el nodo ancestral. Finalmente, si
observamos la (Tabla 1.1) podemos deducir que, en el contexto de las técnicas de
reconstruccion ancestral detalladas en la préxima seccion, se utilizan métodos basados en
criterios de busqueda optima (Maxima Parsimonia (MP), Maxima Verosimilitud (MV) o

métodos Bayesianos (By)).

Tabla 1.1 Clasificacion de métodos andlisis filogenéticos y sus enfoques estratégicos.

Algoritmo de Criterio de Algoritmo de
Optimizacion Agrupamiento
Estado del Caracter Méaxima Verosimilitud (MV)

Inferencia Bayesiana (By)
Maxima Parsimonia (MP)
Matrices de Distancia Fitch—Margoliash UPGMA

Agrupamiento de Vecinos
(NJ del inglés
Neighbor-joining)

Por dltimo, un método que se usa generalmente para evaluar la fiabilidad de esta
estimacion, es el método de bootstrapping (Efron, 1994). Este método consiste basicamente
en un remuestreo de la poblacion para realizar la inferencia con estos datos. En el caso de
los arboles filogenéticos, cada columna del alineamiento es considerado un caracter de la
poblacion, por lo que lo cada remuestreo lo que hace es reacomodar las columnas,
generando un nuevo alineamiento, a partir del cual se vuelve inferir el arbol. Esto se hace
una cantidad N de veces, siendo 1000 el minimo recomendable. La evaluacién consiste en
comparar las topologias de cada arbol generado, donde se hace foco en cada nodo interno.
Si un nodo en particular aparece en todas las topologias, se dice que es robusto
estadisticamente. Aunque no hay un valor de corte definido, en general se aceptan como

buenos los nodos que aparecen en un 50% o mas de los arboles generados.
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Reconstruccion de las secuencias ancestrales (ASR)

Una vez obtenidas las secuencias, el MSA y la estimacion filogenética, el préximo
paso es inferir las secuencias correspondientes a uno o varios nodos internos del arbol
filogenético. Evidentemente estos nodos ancestrales corresponden a momentos especificos
y particulares de la historia evolutiva de la familia en cuestion. Como se dijo anteriormente la
reconstruccion ancestral de proteinas trata de estimar las propiedades secuenciales y a
partir de ellas, mediante la resucitacion, se estudian propiedades estructurales, bioquimicas,
biofisicas de proteinas pertenecientes a organismos ancestrales para responder preguntas
biolégicas especificas. Por ejemplo, sabiendo que la temperatura de la Tierra era en
promedio ~80 grados hace 3000 millones de afos, ¢las proteinas ancestrales
correspondientes a esa época eran mas estables que las actuales? Muchas proteinas que
degradan antibiodticos son altamente especificas, ¢lo fueron siempre? o ;los estados
ancestrales de dichas proteinas eran promiscuos?

Para realizar la inferencia ancestral se utilizan métodos que primeramente fueron
desarrollados para analisis filogenéticos basados en caracteres discretos que, como se dijo
anteriormente, consideran explicitamente los estados de los caracteres. Diferentes
herramientas bioinformaticas (softwares), algunas de las cuales también utilizan para
realizar las estimaciones filogenéticas, se pueden utilizar para llevar a cabo la ASR: PAUP
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony; (Swofford and Sullivan, 2009)), PAML
(phylogenetic analysis by maximum likelihood) (Yang, 2007), MrBayes (Ronquist et al.,
2012), ANCESCON (Cai et al., 2004), FastML (Pupko, 2002). La Tabla 1.2 provee
informacion de cada uno de estos softwares, sus caracteristicas principales y se cita un
ejemplo de su uso. Ademas, en la misma tabla se nombra qué tipo de modelos evolutivos
estan disponibles para llevar a cabo la reconstruccion ancestral, que como dijimos antes
pueden estar basados en DNA, codones o proteinas. Para seleccionar el modelo evolutivo
mas adecuado a los datos (el MSA vy la filogenia) en general se utilizan criterios estadisticos

para comparar diferentes modelos, tales como Akaike Information Criterion (AIC) y el
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likelihood ratio test (LRT; (Posada and Buckley, 2004) ). Asi, para seleccionar el modelo mas
adecuado mediante alguno de dichos criterios se utilizan softwares tales como ProTest
(Abascal et al., 2005). Por otro lado, los softwares de la Tabla 1.2 que permiten indicar el
supuesto de la variacién de las velocidades de sustitucion entre los sitios (ASRV del inglés
Among Site Rate Variation) en la forma de distribucién discreta gamma (y-distribution),
obteniendo una mejor adecuacién del modelo evolutivo a la realidad y por lo tanto esto
redunda en una mejor estimacion filogenética (Yang, 1996). Con respecto a la
reconstruccion de secuencias ancestrales, ASRV es especialmente critica cuando se
reconstruyen secuencias altamente divergentes (Pupko, Pe’er, et al., 2002) lo que

generalmente ocurre en los trabajos de resucitacion (e.g. Thornton, 2001; Chang et al.,

2002).

Tabla 1.2 Comparacién de herramientas para la estimacion filogenética y la ASR. Tabla extraida y
adaptada de (Gumulya and Gillam, 2017)

Software Modelos Método de Caracteristicas Referencia

evolutivos inferencia (ejemplo)

PAUP ADN, proteina MP, MV y Varias opciones para (Chandrasekharan
métodos de métodos filogenéticos. et al., 1996)
distancia. Todos
incorporados en
la versioén 4.0

PAML ADN, proteina MV Likelihood ratio tests, (Malcolm et al.,

estimacion de las tasas de 1990; Akanuma,
mutaciones sinénimas y no 2017; Risso et al.,
sinénimas,deteccion de 2015)
seleccidon darwiniana positiva,
estimacion de los tiempos de
divergencia de las especies
bajo modelos del reloj
molecular.
MrBayes ADN, cod6n, Métodos Bys Incorpora analisis de (Steindel et al.,
proteina empiricos y incertidumbres (Por €j. en 2016; Thomson et
jerarquicos topologias y modelos), al., 2005)
muchos modelos evolutivos
disponibles, estimacion de
sitios bajo seleccion positiva

ANCESCON Proteina Métodos basados Considera la tasas de (Butzin et al.,

en distancia variaciones entre los sitios 2013)
(ASRV)
Lazarus ADN, proteina Métodos Bys Utiliza PAML, corre (Finnigan et al.,
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empiricosy MV paralelamente a PAML 2012)

FastML ADN, codon, MV Servidor web de facil (Baker et al.,
proteina utilizacion, reconstruye 2013)
estados ancestrales que son
gaps en el alineamiento
(indel: inserciones o

deleciones)
Phylobot ADN, proteina Métodos Bys Servidor web de facil (Bar-Rogovsky et
empiricos y MV utilizacion, automatizado al., 2013)
GASP Proteina MV Puede inferir secuencias

ancestrales desde
alineamientos con gaps.

A continuacion describiremos brevemente cdémo funcionan los algoritmos
desarrollados bajo estos diferentes enfoques para realizar la reconstruccion ancestral.
ASR basado en el criterio de Maxima Parsimonia (MP)

El criterio de la maxima parsimonia adopta el principio de seleccion de la hipotesis
mas simple (“parsimonia”). En el contexto de ASR el objetivo de la parsimonia es encontrar
los estados ancestrales en cada nodo interno de un arbol filogenético (es decir, la
distribucion de los estados ancestrales en todo el arbol) que minimiza el nimero de cambios
en los caracteres que serian necesarios para explicar las diferencias observadas entre las
secuencias de los nodos externos. El método bajo este principio llamado de Maxima
Parsimonia corresponde a los primeros algoritmos desarrollados formalmente para
reconstruir secuencias ancestrales. Estos algoritmos fueron desarrollados por Fitch, Sankoff
y Rousseau (Fitch, 1971; Sankoff, 1975; Sankoff and Rousseau, 1975). Tomando como
ejemplo el algoritmo mas simple desarrollado por Fitch y utilizando como datos secuencias
de ADN, el método propone penalizar por igual a cualquiera de los cambios entre los
estados del caracter (A, C, Gy T). En lo que respecta a proteinas, existen varios ejemplos
de uso del método de MP para reconstruir diversas familias de proteinas ancestrales:
lisozimas ancestrales (Malcolm et al., 1990), la proteina L1 de raton (Adey et al., 1994),
ribonucleasas de boévidos y de artiodactilos (Stackhouse et al., 1990) (Jermann et al.,

1995).
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Para reconstruir una posicion especifica de la cadena de las secuencias ancestrales,
el procedimiento algoritmico asigna a cada nodo interno de un arbol bifurcante con raiz un
conjunto de estados del caracter que son compatibles con el principio de la parsimonia (es
decir el minimo numero de cambios). El algoritmo consta de dos etapas, la primera procesa
el arbol desde las “hojas” hacia la raiz, esto es visitando cada nodo del arbol solamente
después de que su descendientes hayan sido visitados. El objetivo es determinar el
conjunto posible de estados de los caracteres de un dado ancestro basado en los estados
del caracter observado en sus descendientes. La segunda etapa consiste en visitar el arbol
desde la raiz hacia las hojas con el objetivo de finalmente determinar los estados
ancestrales para los nodos internos.

En la primera etapa, llamada recorrido de pos orden (postorder traversal), el
algoritmo comienza por asignar un conjunto de caracteres a las hojas del arbol. Por
ejemplo, si una hoja posee una posicion dada de la secuencia una Adenina (A), el conjunto
{A} es asignado a esa hoja. Paso siguiente, el algoritmo procesa a un nodo interno del cual
sus dos descendientes ya han sido visitados. Asi, a dicho nodo interno se le asigna como
conjunto de estados del caracter a la interseccion de los dos conjuntos asignados a sus
nodos descendientes (si la interseccion no es un conjunto vacio), y si la interseccion es un
conjunto vacio se le asigna la union de los dos conjuntos.

En la segunda etapa, llamada recorrido de pre orden (preorder traversal), los
estados del caracter son asignados a cada descendiente basados en identificar qué
caracteres comparten con sus predecesores. En el comienzo de este recorrido, los estados
ancestrales de la raiz corresponden a los ya asignados como conjunto de estados de
caracteres en el primer recorrido. Si hay mas de un posible estado para el conjunto de
caracteres en la raiz, debido a que la raiz no tienen ningun nodo predecesor, se requiere
gue se asignen los estados ancestrales del caracter de manera arbitraria para proseguir la
reconstruccion y al final existiran varias reconstruccion igualmente parsimoniosas. Para
asignar los estados ancestrales de los nodos descendientes de la raiz se evalua la

coincidencia de los estados ancestrales asignados a la raiz con los estados de los

27



caracteres del nodo descendiente. Los estados que coinciden son asignados como estados
ancestrales al nodo descendiente, y de los estados que no coinciden entonces se le
asignara el estado del nodo descendiente. De esta misma manera se evaluan todo el resto
de los nodos internos del arbol. Existen descripciones detalladas de este algoritmo en
utilizando arboles filogenéticos y caracteres hipotéticos (ver por ejemplo (Pupko et al., 2007;
Joy et al., 2016))

ASR basado en modelos probabilisticos (MV y By)

Maxima verosimilitud (MV) o Maximum likelihood (ML). Estos métodos estiman
el valor de un parametro como aquél que haga maxima la probabilidad de obtener los datos
observados (Cam, 1990). En el contexto de la reconstruccién ancestral la MV toma como
parametro los estados del caracter en los nodos internos, ancestrales, y se propone a
encontrar los valores del parametro que maximizan la probabilidad de obtener los estados
actuales observados de los caracteres (Joy et al., 2016). A su vez la MV supone la
veracidad de las hipotesis: el modelo de evolucion y la topologia. En otras palabras, si
hablamos de reconstruccion de secuencias ancestrales, en los métodos basados en la MV
los parametros a optimizar serian los nucleétidos o aminoacidos en cada nodo ancestral
que hagan maxima la probabilidad de obtener las secuencias homélogas actuales dados la
estimacion filogenética y el modelo de evolucidon molecular. Los primeros métodos de MV
para reconstruir secuencias de nucleoétidos y proteinas fueron desarrollados a mediados de
la década del noventa (Yang et al., 1995; Koshi and Goldstein, 1996).

Antes de exponer una descripcion general de los algoritmos basados en la
verosimilitud de los datos es importante aclarar las dos suposiciones principales en las que
se basan. En primer lugar, se asume que los modelos evolutivos son simétricos, es decir
que la probabilidad de observar la mutacién de un estado i a uno j es la misma que la
mutacion de un estado j a uno i. Esta suposicién implica que la ubicacion de la raiz del arbol
no sea importante y por lo tanto se puede implementar la ASR bajo el método de MV sobre

un arbol sin raiz o seleccionando arbitrariamente cualquier nodo como raiz dado que la
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posicién de la raiz no afecta la verosimilitud (Felsenstein, 1981). En segundo lugar, se
asume que cada sitio evoluciona de manera independiente, lo que implica que la
probabilidad de observar todo el alineamiento de las secuencias actuales se puede calcular
como el producto de las probabilidades de cada sitio.

Para describir el algoritmo de la ASR basado en la MV, en principio se considerara,
por simplicidad, a un solo sitio de la secuencia. Asi para ilustrar dicho algoritmo primero

consideremos la siguiente ecuacion:

L(dly,M,T,0)

P(yld, M, T,0) =
D L(dly,M,T,0)
i

Ecuacion 1

e La letra d se refiere a los datos observados: los estados para un solo sitio de las
secuencias alineadas.

e La letra y; se refiere al vector de los estados ancestrales asignados a todos los
nodos de la filogenia.

e Laletra T se refiere a la filogenia obtenida por MV y M se refiere al modelo evolutivo
utilizado.

e La letra 6 se refiere al vector de parametros del modelo de MV vy las longitud de las
ramas del arbol.

e La expresion P(y|d,M,T,6) es la probabilidad condicional (probabilidad posterior o
PP) de asignar el vector de estados ancestrales y a todos los nodos internos, dados
los datos, el arbol obtenido por MV, el modelo y los parametros del modelo de MV.

e La expresion L(d|y,M, T, 6) es la verosimilitud de los datos observados, dados el set
de estados ancestrales (y), el modelo, la topologia del arbol y los parametros del
modelo. El denominador precedido por la sumatoria, corresponde a la verosimilitud

de los datos sumados sobre todos las asignaciones posibles de estados ancestrales.
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Si consideramos un alineamiento con n sitios, la PP de asignar determinados
estados ancestrales a todos los nodos internos en todos los sitios se calcula multiplicando la
PP de cada uno de los estados ancestrales para cada sitio, como muestra la siguiente

ecuacion:

7 L(d ]y .M,T,6)

Plyld M,T,0)=
!:[1 (7,1, ) sz(dSb;Si,M,T,e)
l

Ecuacion 2

Dentro del modelo de MV existen dos variantes o enfoques diferentes para
determinar las secuencias ancestrales en los nodos internos de un arbol filogenético: la
reconstruccion marginal (marginal ML reconstruction) y la reconstruccion conjunta (joint ML
reconstruction). En el enfoque de la reconstruccion marginal se trabaja asignando el estado
ancestral (en un nodo interno) mas probable de un sitio de la secuencia tomando en cuenta
sOlo a sus descendientes inmediatos. Dicho de otra forma, se estiman los estados
ancestrales de cada nodo, tomando los nodos desde las hojas hacia la raiz del arbol, que
maximizan la probabilidad de obtener los estados del caracter de sus descendientes
inmediatos (Ecuacién 1). En cambio, en el enfoque de la reconstruccién conjunta se intenta
encontrar la combinacién de estados ancestrales a través del arbol entero (es decir la
combinacién de estados ancestrales de todos los nodos internos del arbol) que maximiza la
probabilidad de los datos (las secuencias homoélogas actuales alineadas) (Ecuacion 2). Los
algoritmos para la ASR marginal fueron introducidos por Koshi y Goldstein (Koshi and
Goldstein, 1996) y los algoritmos para la ASR conjunta fueron introducidos por Pupko et al.
(Pupko et al., 2000). Estas versiones de ambos enfoques se implementan con una
complejidad computacional equivalente que aumenta cuando aumenta el numero de
taxones del alineamiento multiple. Ambas variantes estan implementadas en el paquete

PAML (Yang, 1997, 2007).
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Las reconstrucciones marginales y conjuntas pueden llevar a diferentes resultados
en la reconstruccion ancestral (Fig. 1.6), y la seleccién del método esta sujeta a la pregunta
filogenética del investigador. Por ejemplo, la reconstruccion conjunta es mas apropiada si la
pregunta se relaciona con conocer la variacion de los estados ancestrales a lo largo del
arbol, en cambio, la reconstruccién marginal deberia ser utilizada si el objetivo es resucitar

un ancestro especifico.

Figura 1.6 llustracion Numérica de la diferencia entre ML marginal y ML joint.
La probabilidad de cambio de cualquier estado a otro esta marcada en las flechas. Vemos que el
primer paso es el mas probable (ML marginal) es A — B (0.55). Sin embargo, el camino
completo con mayor probabilidad (ML joint) es A— C — 1(0.45 x 0.9 = 0.405).
Inferencia Bayesiana (By) o Bayesian Inference (Bl). En la inferencia Bayesiana, la
estimacion de la topologia o arbol filogenético tanto como el modelo evolutivo constituyen
variables que aportan a la confiabilidad de los datos obtenidos. Esto es, en los métodos Bys
la estimacion de la filogenia y el mejor modelo evolutivo que describe los datos son

estimados conjuntamente con los caracteres ancestrales. Utilizando el teorema de Bayes

uno podria obtener:
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P(DIS,0) P(S16)
P(DIO)

Ecuacioén 3

P(SID,0) =

e S estados ancestrales,
e D datos observados (actuales)
e O representa filogenia y modelo evolutivo
P(D|S,6) es la verosimilitud de los datos observados mientras que P (S | 6 ) es la
probabilidad a priori de los estados ancestrales dados un determinado modelo y arbol
filogenético. Finalmente, P(D|6) es la probabilidad de los datos para un determinado modelo
y arbol considerando todos los posibles estados ancestrales.
Una de las primeras formas de aplicar Bayes en la estimacién ancestral fue derivado
por Yang y colaboradores e implementado en el programa PAML (Yang, 1997)
extendiéndose luego a otros programas como MrBayes (Ronquist and Huelsenbeck, 2003).
En principio pareceria que tener en cuenta la incertidumbre de la topologia y del modelo
incrementa la capacidad predictiva de los métodos bayesianos a los que utilizan ML. Sin
embargo, los métodos Bys no muestran una mejor capacidad predictiva sobre los métodos
de maxima verosimilitud (Gumulya and Gillam, 2017; Eick et al., 2017; Hanson-Smith et al.,

2010).
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2 Tasas evolutivas en proteinas amiloides

humanas revelan su metaestabilidad intrinseca

2.1 Resumen

Este capitulo estd dedicado al estudio de un conjunto de proteinas humanas que en
determinadas condiciones metabdlicas y/o fisiologicas producen amiloides. Los amiloides
son estados condensados con propiedades de “solidos” donde predominan las
interacciones inter-catenarias. Los amiloides forman fibras que en la mayoria de los casos
producen diversas patologias en humanos. Sin embargo, se han caracterizado amiloides
funcionales, haciendo mas complejo el efecto de la presencia de amiloides en las células.
Utilizando técnicas de analisis evolutivo, encontramos que las proteinas que forman
amiloides, tanto funcionales como patoldgicos, estan entre las proteinas que mas
rapidamente evolucionan en el hombre, comparadas con un amplio conjunto de
aproximadamente 16.000 proteinas de referencia del proteoma humano. Encontramos que
las tasas evolutivas de las proteinas amiloidogénicas podrian ser moduladas por factores
asociados con transiciones metaestables como sobresaturacion y diversidad
conformacional.

Por otro lado, también se estudio particularmente la interaccion con las chaperonas, como
una posible causa de este aumento en la velocidad de evolucion. Para esto estimamos los
caminos evolutivos, dado un arbol de 7 especies, y para cada uno de los cambios de
aminoacidos desde los nodos ancestrales hasta las proteinas actuales, calculamos los
cambios energéticos de estas mutaciones. Si bien encontramos algunos indicios de que el
patron de sustitucidon es progresivamente desestabilizante, esto es, que las proteinas
progresivamente se tornan mas inestables incrementando aun mas su necesidad de

interaccionar con chaperonas, los resultados no son concluyentes en este sentido.
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2.2 Introduccion

Las fibrillas de amiloides son arreglos insolubles altamente ordenados y estrechamente
empaquetados que pueden adoptar la mayoria de las proteinas (Dobson, 1999), aunque
con diferentes tendencias (Lépez de la Paz and Serrano, 2004). Surgen cuando una
proteina soluble o un fragmento de una proteina se agrega en una estructura cuaternaria
con la forma de un filamento, donde cada monomero se adhiere a otro a través de un
conjunto de hojas beta dispuestas de manera perpendicular al eje de la fibra. Este arreglo
es llamado arquitectura beta cruzada (Rambaran and Serpell, 2008). Una coleccion de
moléculas proteicas que se estructuran de esta manera forman subunidades individuales
llamadas protofilamentos, cuyas asociaciones variables en numero resultan en un
ensamblaje supramolecular largo, recto y sin ramificaciones (Serpell et al., 2000; Harrison et
al., 2007). Debido a la existencia de un red bastante poblada de enlaces de hidrégeno entre
las hojas beta, las fibrillas son altamente estables y casi independientes de las
caracteristicas de los aminoacidos que componen su secuencia. Contrario con lo que ocurre
con el plegamiento de estados nativos que muestran una gran diversidad de formas,
tamaro, composicién y arreglos (Parisi et al., 2021), las fibrillas de amiloides provenientes
de diferentes proteinas son marcadamente similares.

Los amiloides han sido asociados desde hace tiempo con la ocurrencia de
enfermedades en humanos. Un ejemplo conocido dentro de los alrededor de 50 desordenes
similares es la acumulacién de fibrillas de amiloides derivadas de ciertas proteinas, o
fragmentos de las mismas, como la transtiretina en la amiloidosis transtiretina (ATTR) (da
Costa et al., 2015), la proteina precursora de amiloides y la proteina tau en la enfermedad
de Alzheimer (AD) (Murrell et al., 2000), la alfa-sinucleina (SNCA) en la enfermedad de
Parkinson (Stefanis, 2012) y la proteina prionica (PrPc) en las encefalopatias espongiformes
(Weissmann et al., 2002). En estos casos los amiloides pueden ocurrir intracelularmente en
el citoplasma o nucleo o estar asociados con agregados particulares como los agresomas, o

los cuerpos de Lewy o Russel (Stefani and Dobson, 2003). También son frecuentemente
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encontrados en compartimentos extracelulares donde forman agregados mas grandes
denominados placas. Los amiloides también han sido asociados con el estado funcional de
las proteinas (Fowler et al., 2007). Han sido encontrados en varias especies, incluido el
humano, involucrando tanto eucariotas como procariotas. Los roles bioldgicos de estos
amiloides funcionales son diversos, e incluyen el almacenamiento de proteinas como en
varias hormonas peptidicas humanas (Maji et al. 2009; Jacob et al., 2016), la formacion de
biofilms y la participacion en la invasion al hospedador (Louros et al., 2016) y la produccion
de melatonina (McGlinchey et al., 2009), entre otras. La existencia de proteinas donde las
fibrillas de amiloides se comportan como otra conformacion del estado nativo de algunas
proteinas (Fowler et al., 2007; Hervas and Oroz, 2020; Jackson and Hewitt, 2017; Maury,
2009) generé preguntas sobre los factores realmente asociados al origen de las
enfermedades cuando las proteinas amiloides se acumulan en la célula.

La propensién a formar agregados amiloides ha sido correlacionada con diferentes
determinantes de secuencia como la hidrofobicidad, la propensién a hebras beta y la carga
neta baja (Lopez de la Paz and Serrano, 2004). La acumulacion de residuos con estas
propiedades en una o varias regiones cortas (regiones propensas a agregarse, APR por sus
siglas en inglés amyloid propensity regions) fue extensamente utilizado para predecir la
propension a agregacion amiloide a nivel proteémico con TANGO (Fernandez-Escamilla et
al., 2004; Maurer-Stroh et al., 2010; Zambrano et al., 2015) (Ventura et al., 2004; Walsh et
al., 2014). La mayoria de los APRs que ocurren en proteinas globulares estan escondidos
en el nucleo hidrofdbico de la estructura nativa. Sin embargo diferentes procesos, como la
ocurrencia de mutaciones, estrés fisiolégico, pérdida de estabilidad, o disfuncion de la
capacidad de la proteina para detectar proteinas mal plegadas generan que estos APRs
queden expuestos al solvente, aumentando las chances de que se estabilicen auto
ensamblandose para formar fibrillas de amiloides (Beerten et al., 2012; Buck et al., 2013).
Investigaciones extensas también se han enfocado en los APRs y el rol del resto de la
proteina para influenciar la capacidad para transformar la proteina en amiloides, como la

tendencia de los residuos de formar estructuras globulares ordenadas o la ocurrencia de
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regiones desordenadas (Tartaglia et al., 2008; Zhang et al., 2013) o estudios relacionando la
estabilidad termodindmica de los APRs en la forma globular y amiloide de la proteina
(Langenberg et al., 2020).

En el presente trabajo de tesis, estudiamos las tasas evolutivas de proteinas
humanas con capacidades reportadas para formar amiloides funcionales y patoldgicos.
Usamos diferentes conjuntos de ortélogos, cubriendo desde ~8000 a ~16000 proteinas del
proteoma humano. Luego de remover varios factores que introducen ruido en la
interpretacion de la sefial evolutiva (tipicamente denominados en inglés “confounding
factors") encontramos que las proteinas formadoras de amiloides estan dentro de las
proteinas mas rapidas del proteoma humano. Inesperadamente, las proteinas formadoras
de amiloides son ampliamente expresadas en los tejidos humanos y también se encuentran
de manera abundante tanto a nivel de proteinas como de sus RNA mensajeros. Esta
informacion no concuerda con la observacion ya bien establecida de que las proteinas de
alta expresion evolucionan lento (Drummond et al., 2006; Park and Choi, 2009; Zhang and
Yang, 2015; Drummond et al., 2005). Las tasas de evolucién de los APRs son mas lentas
comparadas con el resto de las proteinas en los amiloides patoldgicos pero no en los
amiloides funcionales. La influencia de las chaperonas en los amiloides podria explicar las
tasas evolutivas mas rapidas observadas al permitir la aceptacion de sustituciones con
menos efectos estabilizantes (Tokuriki and Tawfik, 2009; Agozzino and Dill, 2018). Nuestros
resultados muestran que un parametro global como el de la tasa evolutiva puede diferenciar
proteinas que adoptan conformaciones amiloides en humanos y puede ofrecer una

explicacién mecanicista sobre la propension a amiloides de estas proteinas.
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2.3 Resultados

Usando el conjunto de datos de ortélogos humano-ratéon encontramos un mayor dN (tasa de
sustitucion no sinénima por sitio. Ver Métodos especificos del capitulo) para las proteinas
amiloides (Wilcoxon rank-sum test p-value < 0.01) comparado al del conjunto de datos de
referencia (Fig. 2.1). (Todos los resultados mostrados aqui son para el conjunto de datos de
humano-raton, que son representativos de los resultados obtenidos para los otros conjuntos
(ver Métodos especificos del capitulo). Inesperadamente para estas proteinas de rapida
evolucién, los amiloides también mostraron altos niveles de expresion comparados con las
proteinas de referencia (Wilcoxon rank-sum test p-value < 0.05), asi como también alta
abundancia (Wilcoxon rank-sum test p-value < 0.001, Fig 2.1).

Como la localizacién extracelular (Feyertag et al., 2017) y la presencia de puentes disulfuro
(Feyertag and Alvarez-Ponce, 2017) han sido también encontrados como factores que
caracterizan a las proteinas de rapida evolucion, dividimos el conjunto de datos basados en
estas variables. Anotamos a las proteinas como contenedoras de puentes disulfuro
siguiendo las anotaciones UniProt y usamos la base de datos MetazSecKB (Meinken et al.,
2015) para definir subgrupos de proteinas relacionadas a membrana, y proteinas intra y
extracelulares. Encontramos que las proteinas amiloidogénicas evolucionan igual de rapido
que las proteinas secretadas (con o sin puentes disulfuro) (Wilcoxon rank-sum test P >
0.01). Ademas no observamos ninguna influencia de los puentes disulfuro en las tasas

evolutivas de los conjuntos de datos amiloides (Fig. 2.2)
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Figura 2.1. Las proteinas amiloidogénicas evolucionan mas rapido que el resto de las proteinas
(panel izquierdo, Amiloides n=62, Referencia n=14.502) y se expresan mas (panel central,
Amiloides n=72, Referencia n=17.087) y son mas abundantes (panel derecho, Amiloides n=77,
Referencia n=17.345). Las estrellas indican los resultados de los test Wilcoxon rank-sum: ***;
p-value<= 0.001; ** p-value <= 0.01; * p-value <= 0.05; ns: p > 0.05.
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Figura 2.2 Los puentes disulfuro (S-S) no afectan relativamente las tasas evolutivas de las
proteinas amiloides, por lo tanto estos conjuntos de datos son indistinguibles entre si, pero si
afectan las tasas del resto de los datos del conjunto de referencia (panel izquierdo: Amiloides
con S-S = 30, Amiloides sinS-S = 27, Citoplasmaticas con S-S = 1303, Citoplasmaticas sin S-S =
9751, Membrana con S-S = 274, Membrana sin S-S =1468, Secretadas con S-S = 860, Secretadas
sin S-S = 380). Sin embargo, los amiloides y las proteinas secretadas en general evolucionan mas
rapido que las proteinas de membrana y citoplasmaticas, pero no se evidencia diferencia
estadistica entre ellas (panel derecho: ambas poblaciones son rapidas cuando se comparan con
proteinas de membrana y citoplasmaticas). Las estrellas indican los resultados de los test
Wilcoxon rank-sum: ***: p-value<= 0.001; ** p-value <= 0.01; * p-value <= 0.05; ns: p > 0.05.
“Ref” se refiere al conjunto de datos de referencia. “S-S” y “no S-S” indican las proteinas con y
sin puentes disulfuro respectivamente.

Las proteinas secretadas son sintetizadas en el reticulo endoplasmatico. En el proceso de
secrecién interactuan con chaperonas y enzimas asistentes del plegado para promover el
correcto plegamiento y reconocer proteinas mal plegadas (Braakman and Hebert, 2013).
Estos controles de calidad han sido destacados como responsables de la falta de

correlacion entre los niveles de expresion (o abundancia de proteina) y las tasas evolutivas

de las proteinas secretadas, probablemente debido a la presion relajada en los errores en el
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proceso de traduccion (Feyertag et al., 2017). Los mismos mecanismos de control podrian
ser responsables por las rapidas tasas evolutivas de las proteinas secretadas (Fig. 2.2)
debido al efecto buffer de las sustituciones levemente desestabilizantes impuestas por las
chaperonas en sus clientes (Tokuriki and Tawfik, 2009; Williams and Fares, 2010;
Alvarez-Ponce et al., 2019). Como el 70% de las proteinas amiloidogénicas de nuestro
conjunto de datos son proteinas secretadas, asumimos que el mismo mecanismo podria
también explicar sus tasas evolutivas rapidas. Esta bien documentado que mecanismos de
control de calidad similares se aplican a amiloides citoplasmaticos; por ejemplo los sistemas
de chaperonas se activan para evitar toxicidad fibrilar amiloide, evitando y en algunos casos
revirtiendo la formacién de fibrillas (Yerbury et al., 2007; Wilson et al., 2008; Mansson et al.,
2014; Landreh et al., 2015; Wentink et al., 2019; Hervas and Oroz, 2020). En concordancia,
no encontramos una diferencia estadistica significativa entre las tasas evolutivas de las
proteinas amiloidogénicas secretadas y citoplasmaticas (Wilcoxon rank-sum test, p-value =

0.8061).

¢ Por qué las proteinas amiloidogénicas se agregan y las secretadas no, considerando que
ambas estan bajo un fuerte control de calidad? Como la estabilidad de proteinas ha sido
usada para caracterizar la agregacion y el mal plegado (Knowles et al., 2014), mapeamos
ambos conjuntos de proteinas en la base de datos ProTherm (Kumar et al., 2006). Usando
energias libres de Gibbs de desplegamiento (AG®) y temperaturas de fusion (Tm) como
medida de estabilidad proteica (Becher et al., 2018), no encontramos ninguna diferencia
significativa entre las proteinas amiloidogénicas y las secretadas. Ademas, como derivado
de la ocurrencia APR (estimada con predicciones TANGO) encontramos resultados contra
intuitivos porque las proteinas secretadas muestran el mismo contenido APR que el
conjunto de datos amiloide. Aunque las energias libres de Gibbs de desplegamiento y las
temperaturas de fusion han sido ampliamente utilizadas para estimar estabilidad proteica y
la tendencia a desplegarse y agregarse de las proteinas, medir dichas tendencias es mas

complejo debido a la naturaleza metaestable de las proteinas (Baldwin et al., 2011). La
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metaestabilidad es una condicibn que caracteriza a un estado de la proteina que es
cinéticamente estable pero tiene una tendencia termodinamica a cambiar. El estado nativo
de las proteinas se describe como un conjunto de estructuras que estan cinéticamente
atrapadas en el minimo local de energia libre bajo condiciones fisiologicas. Sin embargo, la
metaestabilidad significa que las barreras cinéticas pueden ser sobrepasadas bajo ciertas
condiciones celulares que permiten al estado nativo adoptar arreglos mas estables, como
las fibrillas amiloides (Baldwin et al., 2011) o conformaciones cinéticamente controladas
asociadas con la funcién proteica (Lee et al., 2000; Ghosh and Ranjan, 2020). Como los
diagramas de energia de Gibbs dependen fuertemente de la concentracién de proteinas,
podemos usar la abundancia de proteinas y sus niveles de expresién como indicadores de
la agregacion proteica (Ciryam et al., 2015; Buell, 2022). Ademas, los grandes cambios
conformacionales y en flexibilidad, las cavidades con interacciones inusuales entre residuos,
las modificaciones postraduccionales, y el clivado de proteinas han sido asociados con
transiciones a estados metaestables (Ghosh and Ranjan, 2020). La alta concentracion de
proteinas puede también aumentar la concentracion absoluta de conformaciones poco
pobladas, quizas regiones APR expuestas y parcialmente desplegadas, que podrian
disparar la formacion de fibrillas (Faravelli et al., 2022). Tomando los niveles de expresion, el
desorden (o flexibilidad proteica), la diversidad conformacional de las proteinas y la
abundancia de proteinas como indicadores de la propensién a agregacion, encontramos
que estos parametros son significativamente mayores en el conjunto de datos amiloide que
en las proteinas secretadas (Fig. 2.3). Como en trabajos anteriores (Zea et al., 2013),
medimos la diversidad conformacional de la proteina usando el maximo normalizado RMSD
(max RMSD100, Carugo and Pongor, 2001) calculado entre todos los pares de sus
conférmeros estructurales conocidos obtenidos de la base de datos CoDNaS (Monzon et
al., 2016). Cuando las correlaciones parciales fueron estimadas para controlar el efecto de
dN sobre diferentes parametros del tipo confounding factors en el conjunto de datos
amiloides (n = 25), usando valores transformados a logaritmo encontramos correlaciones

significativas de dN con RMSD100 (Pearson's p = 0.49, p-value < 0.05, abundancia
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(Pearson's p = 0.47, p-value < 0.05) e interacciones proteina-proteina (Pearson’s p = -0.495,
p-value < 0.05).

Cuando la abundancia de proteinas y el max RMSD100 fueron combinados en un modelo
de regresién lineal usando las transformaciones logaritmicas de las variables encontramos
que explican ~24% de la varianza de dN (p-value <0.02). La varianza observada en dN
aumenté a ~26% al incluir las interacciones proteina-proteina en el modelo (p-value =
0.073).

Como se explico en este trabajo, la diversidad conformacional y la abundancia de proteinas
pueden ser tomadas como indicadores de transiciones de metaestabilidad. También
analizamos la influencia de la sobresaturacién, un parametro mas especifico asociado a las
transiciones en proteinas metaestables. El valor de sobresaturacién (of y ou para los
estados plegados y desplegados de las proteinas respectivamente) es una combinacion
lineal entre la tendencia a agregacion y la concentracion de proteinas. Identifica proteinas
con alta tendencia a agregarse y fue usado exitosamente para marcar agregacion
patolégica (Ciryam et al., 2013). Las proteinas se denominan sobresaturadas cuando sus
concentraciones exceden sus niveles de solubilidad, aumentando la propension a
agregarse. Encontramos que of, pero no ou, es mayor en el conjunto de datos amiloides
comparado con el de las proteinas secretadas. También observamos una alta correlacion
entre dN y of (Spearman’s p=0.639, p-value < 0.01, n= 17, power = 0.81). Aunque el
numero de proteinas amiloidogénicas es reducido debido a la disponibilidad de of, cuando
agregamos of al modelo previo encontramos que la varianza explicada en dN fue ~38%
(Adjusted R? = 0.388, p-value = 0.012).

Aplicando el mismo modelo a proteinas secretadas se obtuvo un modelo lineal no

significativo (Adjusted R? = 0.008, p-value = 0.198).
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Figura 2.3. Diferencias observadas entre proteinas amiloides y secretadas

(Amiloides = 77, Secretadas
Secretadas =

1829, excepto por RMSD100, Amiloides = 34,
389). Aunque tenian tasas evolutivas similares, los amiloides se

comportan diferente que las proteinas secretadas con respecto a las variables que
estan correlacionadas a las tasas evolutivas. Las estrellas indican los resultados
de los test Wilcoxon rank-sum: ***: p-value<= 0.001; ** p-value <= 0.01; * p-value <=

0.05; ns: p > 0.05
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2.3.1 Uso de ASR y evolucion de amiloides

Inicialmente, quisimos estudiar particularmente el efecto de las chaperonas en la estabilidad
de las proteinas amiloides con un enfoque vertical, es decir, estudiando los ancestros, tanto
de los amiloides como de las proteinas de referencia. Para esto utilizamos el conjunto de
datos correspondiente al arbol de 7 especies, donde se realizd para cada proteina del
conjunto de datos (ya sea amiloide o de referencia) un alineamiento multiple con las
secuencias correspondientes de cada especie. De esta forma, en conjunto con el arbol
filogenético de las 7 especies, se realizd un ASR para cada proteina, infiriendo de esta
forma las secuencias de los ancestros. Paso seguido se obtuvo el camino evolutivo, es
decir, las mutaciones que ocurrieron en orden desde la raiz hasta la proteina humana. Una
vez obtenidas estas mutaciones se procedio a calcular el cambio en la diferencia de energia
libre de Gibbs de plegamiento de la proteina mutada con respecto a la diferencia en la
energia libre de Gibbs de plegamiento de la proteina wild-type (es decir, el AAG de
plegamiento) usando el software FoldX (Delgado, 2019). Este calculo se realizd para cada
mutacién y para cada proteina, siempre considerando el camino desde la raiz a la proteina
actual humana. Una vez obtenidos todos los valores, se separé al conjunto en 3 grupos:
amiloides, proteinas de referencia que interaccionan con chaperonas y proteinas de
referencia que no interaccionan con chaperonas y se graficé la distribucion de cada grupo,
obteniendo un comportamiento diferencial de los amiloides y las proteinas que interaccionan
con chaperonas, con respecto a las proteinas de referencia que no interaccionan con
chaperonas (Fig 2.4). Es decir, los amiloides y las proteinas que interaccionan con
chaperonas tenian un comportamiento similar, dandonos un indicio de que los amiloides,
ademas de evolucionar mas rapido, también permitian mutaciones desestabilizantes debido

al buffer otorgado por las chaperonas.
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Figura 2.4. Distribucion de los valores de ddG de distintas poblaciones. Cada columna contiene
la informacion de los valores de ddG para todas las mutaciones ocurridas desde el ancestro raiz
al ser humano. (Amilode: proteinas amiloidogénicas; Ref. Chaperona: proteinas de referencia
que interaccionan con chaperonas; Ref. No Chaperona: proteinas de referencia que no
interaccionan con chaperonas). No se observan diferencias entre las distribuciones de
amiloides y proteinas que interaccionan con chaperonas (p-value: 0.321), pero si entre cada
una de estas dos y las proteinas que no interaccionan con chaperonas (p-value: 0.0058 y 0.012,
respectivamente).

Por ultimo, a continuacion se estudiaron en particular los nodos ancestrales por
separado, para poder determinar con mas precision cémo se modificé este comportamiento
en los amiloides (Fig 2.5). Sin embargo, al momento de analizar estos resultados,
descubrimos que no existia diferencia significativa entre los amiloides y ninguno de los otros
grupos en cada nodo, resultado probable que las diferencias vistas de manera global sean

pequefias acumulaciones.
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Figura 2.5. Distribucion de los valores de ddG de distintas poblaciones. Cada columna contiene
la informacion de los valores de ddG para todas las mutaciones ocurridas en cada nodo desde
el ancestro raiz al ser humano. (Referencias similares a la figura 2.4, indicando al inicio de los
nombres el nimero de nodo). Para este caso no se observan diferencias significativas.
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2.4 Discusion

Hemos explorado las tasas evolutivas de una poblacion de proteinas humanas (n=81) con
evidencia experimental de agregacion como fibrillas amiloides. Encontramos que las
proteinas amiloidogénicas evolucionan mas rapido que el conjunto de datos de referencia, a
pesar de ser abundantes y con alta expresiéon. Aunque no observamos diferencias
significativas en las tasas evolutivas de las proteinas secretadas y amiloides (Fig. 2.2),
encontramos diferencias sustanciales en otras caracteristicas. En primer lugar, la diversidad
conformacional es mayor en proteinas amiloidogénicas, también evidenciado por la alta
presencia de regiones desordenadas o altamente flexibles (Fig. 2.3). Esta diversidad
conformacional aumentada podria aumentar las chances de exponer APRs en conférmeros
levemente desplegados, dirigiendo a la proteina hacia la formacién de fibrillas. En segundo
lugar, las proteinas amiloidogénicas son mas abundantes y mas expresadas que las
proteinas de secrecion (Fig. 2.3). La concentracion y la solubilidad de proteinas y sus
efectos en la formacion de amiloides fueron estudiados ampliamente con anterioridad
(Ciryam et al., 2013). Para permanecer soluble, las proteinas abundantes requieren un
apoyo constante de mecanismos de control de calidad como lo son las chaperonas
moleculares. Esta asistencia y la participacion bien documentada de las chaperonas en
evitar y revertir la formacioén de amiloides podria explicar la tasa de evolucion acelerada en
las proteinas amiloidogénicas, seguido de los efectos buffer de las sustituciones levemente
desestabilizantes (Tokuriki and Tawfik, 2009). Mas aun, la correlacion positiva entre el
maximo RMSD100 y las tasas evolutivas indica que un aumento en la diversidad
conformacional acelera las tasas evolutivas, compatible con una alta propension a
agregacion. En tercer lugar, un modelo lineal combinando un parametro proteico intrinseco
como una medida de la diversidad conformacional (por ejemplo RMSD100) con una
condicion celular (como el valor de sobresaturacion) explica mejor la variacion en las tasas

evolutivas observada en las proteinas amiloidogénicas pero no en las secretadas.
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Evidencia reciente sugiere que las proteinas amiloidogénicas representan un proteoma
metaestable, fuertemente dirigido hacia la formacion de fibrillas amiloides. En este conjunto
de proteinas particular, las propiedades intrinsecas y las condiciones celulares pueden
liberar la traba cinética de sus estados nativos hacia formas mas estables como fibrillas
amiloides. Nuestros resultados muestran que las tasas evolutivas reflejan este
comportamiento particular, mostrando la importancia de la metaestabilidad sobre otros
factores moduladores. En el futuro seria interesante evaluar la metaestabilidad proteica
como un factor de modulacién general de las tasas evolutivas a nivel protedmico (Ciryam,

2015; Kundra, 2017; Ciryam, 2019).

48



2.5 Métodos especificos del capitulo

Hemos obtenido 81 proteinas amiloidogénicas humanas de la base de datos Amypro
(Varadi et al., 2018). Amypro ofrece un conjunto de proteinas curado a mano con evidencia
experimental de la capacidad de una proteina de formar amiloides. En Amypro también se
encuentra disponible la anotacion de los APRs para cada proteina. Para cada proteina
derivada de Amypro, buscamos ortélogos en la base de datos OMA (Altenhoff et al., 2018) y
descargamos los ortélogos uno a uno optimizando la ocurrencia de las 81 proteinas
amiloidogénicas junto con el maximo numero de proteinas humanas no pertenecientes a
ese conjunto. Para estimaciones de las tasas evolutivas en proteinas obtuvimos un conjunto
(set 1) con 14297 proteinas con sus correspondientes proteinas ortélogas en 5 especies
(Homo sapiens, Cercocebus atys, Macaca fascicularis, Pan troglodytes and Rhinopithecus
bieti). Este conjunto de datos contenia 12 y 33 proteinas amiloides funcionales y
patoldgicas, respectivamente, y el resto de las proteinas (14250) formaron el conjunto de
referencia. De la misma manera, obtuvimos otros dos conjuntos (set 2 y set 3) con 7 y 12
especies y con 8011 y 11789 proteinas, respectivamente. En todos los casos, las tasas
evolutivas fueron obtenidas usando el programa Ratedsite (Pupko et al., 2002) y el
promedio por proteina usando las tasas por sitio no normalizadas fueron derivadas para
cada proteina. Dos programas de alineamientos diferentes fueron usados para cada
conjunto (T-coffee (Notredame et al., 2000) y Muscle (Edgar, 2004)) originando
respectivamente los set 1a y set 1b. La misma nomenclatura fue usada para el resto de los
conjuntos. Para el andlisis de las regiones codificantes trabajamos con dos conjuntos, uno
fue obtenido usando las secuencias codificantes del set 1 (al que llamamos set 4) y el
programa Codeml fue utilizado para estimar dN. El otro conjunto de cADN (set 5) se
conformé por 16478 alineamientos de a pares entre ortdlogos de humanos y de raton,
también obtenidos de OMA. El set 5 fue usado para estimar dN con el programa Yn0O.
Codeml y Yn0O son parte del paquete PAML (Yang, 1997). Como la tasa evolutiva puede

ser influenciada por varios factores (Zhang and Yang, 2015; Rocha, 2006), utilizamos el
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analisis de regresion de componente principal (PCR por sus siglas en inglés, utilizando
tasas de evolucion como una variable dependiente) para estimar la contribucién relativa de
cada factor (Drummond et al., 2006). Una extensa lista de de variables putativas confusas
han sido estudiadas (largo, presencia de desorden, nivel de expresién, abundancia de
proteina, interaccion proteina-proteina, presencia de genes de mantenimientos, presencia

de genes relacionados a enfermedades).

Para el proceso de reconstruccion de las secuencias ancestrales se utilizé el software
ClustalO para realizar los alineamientos multiples. Luego se utilizé PAML para obtener los
estados ancestrales, usando como modelo de evolucién JTT con una distribucion Gamma
de 4 categorias de velocidades. Finalmente, para el célculo del AAG de plegamiento se usé

el comando BuildModel del software FoldX.

50



3 Caracterizacion de una tiorredoxina atipica

por reconstruccion ancestral

3.1 Resumen

Este capitulo describe los resultados sobre el estudio de una tiorredoxina atipica del
parasito cestodo Echinococcus granulosus, la proteina EgISTRP (E. granulosus Iron Sulfur
Thioredoxin Protein), la cual posee propiedades bioldgicas unicas (Bisio et al., 2016). Se ha
demostrado que EgIsTRP no tiene funcién oxidorreductasa y por el contrario funciona como
una proteina que forma clusters de hierro y azufre. El estudio de esta proteina surgioé de una
colaboracién con el grupo del Dr. Massimo Bellanda, Universidad de Padova, Italia. Con el
objetivo de caracterizar el origen de su cambio de funcion utilizamos métodos de
reconstruccion ancestral para evaluar los cambios de aminoacidos y lograr asi una
explicacién mecanistica de su posible adaptacién biologica. Para esto construimos arboles
filogenéticos a partir de proteinas homodlogas cercanas para estimar secuencias
ancestrales. Ademas, analizamos el ensemble proveniente de la caracterizacion por
técnicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en el contexto de la colaboracion con el
Dr. Bellanda. Nuestra hipotesis de trabajo propone que EgISTRP posee una dinamica y
flexibilidad atipicas en esta familia de proteinas, con la principal consecuencia de producir
un cambio en el pka de la Cys amino terminal, esencial para la actividad oxidorreductasa.
Para probar esta hipdtesis nos propusimos utilizar reconstruccion ancestral para resucitar
estados ancestrales de EgISTRP, sintetizar estos estados ancestrales, expresarlos,

purificarlos y caracterizarlos.
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3.2 Introduccion

La familia de las tiorredoxinas es una familia numerosa de proteinas mayormente
asociada a reacciones redox en una forma tiol-dependiente (Holmgren, 1989). Se
encuentran en la gran mayoria de los organismos y resulta esencial para los mamiferos. En
los mamiferos la tiorredoxina actua en vias relacionadas con la proliferacion celular y la
expresion geénica (Atkinson and Babbitt, 2009). El plegamiento de la tiorredoxina se
encuentra altamente conservado y consiste en una hoja plegada beta de 4 laminas rodeada
de 3 o0 4 hélices alfa (Fig. 3.1). Segun la base de datos CATH (Orengo et al., 1999), la
superfamilia de la tiorredoxina contiene ~20200 especies diferentes, ~335 clusters
secuenciales (>35%identidad) y 1250 términos GO, lo que habla de la gran extension
filogenética y variabilidad funcional (Fig. 3.2). Por su parte, la base de datos Interpro en la
familia de las tiorredoxina contiene ~55000 secuencias y ~10000 especies distintas que

contienen dicho dominio.

Figura 3.1 Tiorredoxina humana (PDB ID = 4POK) mostrando su plegamiento tipico.
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Figura 3.2 El grafico muestra la diversidad secuencial y estructural del dominio correspondiente
a la tiorredoxina. El mismo fue extraido de la base de datos CATH (htt://cathdb.info) y muestra
la variabilidad de la superfamilia estructural de la tiorredoxina (punto rojo) con respecto al
resto de las superfamilias en CATH. Como vemos, la superfamilia de la tiorredoxina se
caracteriza por poseer proteinas con gran diversidad secuencial y cierta variabilidad estructural.

Las proteinas con el plegamiento tiorredoxina poseen dos caracteristicas
conservadas: un motivo CXXC (dos cisteinas separadas por dos residuos) ubicado en el
loop o al comienzo de la hélice a1 y una cis-prolina adyacente a la hebra 3. El motivo
CXXC o sus variantes son habitualmente los residuos del sitio activo en las tiorredoxinas y
estas dos cisteinas dan las bases de la actividad redox, dependiente de la presencia de un
puente disulfuro formado entre las mencionadas cisteinas. La prolina adyacente a la hebra
B3 otorga estabilidad estructural al plegamiento y participa en el posicionamiento del
sustrato en el sitio activo para promover la catdlisis. Las tiorredoxinas contienen dos
residuos cargados conservados (un acido aspartico y una lisina ubicados en la cadena B2y
la cadena 3, respectivamente). Son parte de una region cargada presente entre la hoja B y
la hélice a2 retorcida. Esta regién esta protegida del medio por el disulfuro presente en el
estado oxidado de la proteina. Este acido aspartico en algunos casos actua como el residuo
clave que activa como nucledfilo a la cisteina C-terminal del motivo CXXC. La enzima
tiorredoxina reductasa mantiene reducida a la tiorredoxina a expensas de la oxidacion del
NADPH. Por otra parte, una enzima intimamente relacionada con la tiorredoxina y que

pertenece a la misma superfamilia estructural (Lillig et al., 2008), la glutaredoxina, utiliza

glutation como cofactor para mantener el estado redox adecuado, en vez de NADPH (Fig.

53


https://sciwheel.com/work/citation?ids=1504771&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=1504771&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1504771&pre=&suf=&sa=0

3.3). Estas enzimas también deben su comportamiento redox a la presencia de un puente
disulfuro; sin embargo, la clase Il de glutaredoxinas no posee actividad oxidoreductasa
(dependiente de puente de disulfuro) y su rol principal esta ligado a la homeostasis del
hierro (Lill et al., 2012). Por ejemplo, la glutaredoxina de mitocondria deSaccharomyces
cerevisiae denominada Grx5 perteneciente a la clase Il, es indispensable para ensamblar
los componentes hierro-azufre, participa del transporte de Fe/S y es esencial para el

ensamblado de apoproteinas (Lill, 2009).
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Figura 3.3 En los mamiferos (via superior), los electrones de NADPH se transfieren a una
oxidoreductasa flavoenzima, ya sea tiorredoxina reductasa (TrxR) o glutation reductasa (GR).
Luego, los electrones se transfieren de la oxidorreductasa flavoenzima al portador de
electrones apropiado, ya sea tiorredoxina oxidada (Trx-S2) o disulfuro de glutation (GSSG)
convirtiéndolos en tiorredoxina reducida (Trx- [SH] 2) o glutation (GSH), respectivamente.
Trx-(SH)2 y GSH luego suministran equivalentes reductores para varias reacciones diferentes,
incluidas aquellas que dependen de la glutaredoxina (Grx). Figura extraida de (Kuntz et al.,
2007).

Recientemente se ha descrito una tiorredoxina proveniente del helminto
Echinococcus granulosus con caracteristicas biologicas atipicas, EgISTRP, que seria un
ortélogo lejano de Grx5, ya que la funcion principal de la EgIsTRP no es funcionar como una
oxidoreductasa, sino que forma clusters Fe/S y estaria relacionada con el almacenamiento y
regulacién del Fe/S en los helmintos (Bisio et al., 2016). Ademas, en consonancia con esta
hipétesis también se encontré que la expresion de EglsTRP en mutantes nulos de Grx5 de
S. cerevisiae revierte el fenotipo. En términos generales, las proteinas con plegamiento
tiorredoxina sirven principalmente como oxidorreductasas de tiol/disulfuro y sélo un pequefio
subconjunto es capaz de unir iones metalicos. TrxA de Escherichia coli y Trx1 humano son

capaces de coordinar Fe/S cuando se introducen mutaciones no naturales especificas en
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sus secuencias. EgIsTRP coordina Fe/S a través de los residuos Cys 34 y Cys 37,
correspondientes a las posiciones homoélogas de las cisteinas nucledfila y de resolucion,
respectivamente, de las tiorredoxinas. En el estado reducido en las tiorredoxinas, la cisteina
de resolucion esta parcialmente ocluida, evitando la unién de Fe/S. Por lo tanto debe haber
adaptaciones permanentes o inducidas en la estructura de EgISTRP para posicionar la
cisteina de resolucioén en la ubicacion espacial correcta para coordinar la Fe/S.

El objetivo principal de este capitulo es estudiar y comprender estas adaptaciones y
su relacion con la flexibilidad de la proteina, que aportara informacion sobre los

determinantes secuenciales que derivan en un cambio de funcién relevante para la proteina.
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3.3 Resultados

3.3.1 Caracteristicas secuenciales de la EgISTRP

En busquedas de similitud secuencial utilizando la secuencia de la EgIsTRP de E.
granulosus aparecen pocas proteinas homologas cercanas con un porcentaje de identidad
promedio de alrededor de 30% (E. granulosus, Echinococcus multilocularis, Taenia asiatica,
Taenia solium, Hydatigera taeniaeformis, Hymenolepis diminuta, Hymenolepis microstoma,
Hymenolepis nana) para luego aparecer secuencias de tiorredoxinas canénicas mucho mas
alejadas evolutivamente. Las secuencias recuperadas de estas busquedas utilizando los
algoritmos Blast y PsiBlast por un lado (para recuperar proteinas a partir de base de datos
de proteinas) y TBlastN por otro (para recuperar proteinas que estén anotadas en genomas
o transcriptomas), fueron alineadas utilizando el programa ClustalO. El alineamiento
resultante se muestra en la (Fig. 3.4).

Lo mas importante para destacar de la informacién secuencial, es que la proteina
EgIsTRP y el conjunto de proteinas homdlogas cercanas difieren de las tiorredoxinas
canonicas (aquellas que funcionan como oxidoreductasas en una forma tiol/puente disulfuro
dependiente como se describié anteriormente). La diferencia radica en que el motivo
secuencial tipico y ampliamente conservado del sitio activo de las tiorredoxinas canodnicas
(WCGPC, o en forma mas general WCXXC) se encuentra reemplazado por el patron
también conservado C[YF]JACC, donde los corchetes indican distintos posibles aminoacidos.

El resto del alineamiento muestra diferentes grados de conservacion, mostrando una
indudable relacion de homologia entre la EgIsTRP y sus homodlogas cercanas con las
tiorredoxinas candnicas. Para profundizar este estudio realizamos, con el alineamiento de la
Figura (Fig. 3.4), una estimacion filogenética utilizando el programa Phyml (Guindon et al.,
2010) (con el modelo LG+F+Gamma distribution). El arbol obtenido se muestra en la
(Fig.3.5). Es interesante mencionar, que los organismos contenidos en el cluster rojo

poseen el motivo homdlogo a las Cys del sitio activo candnico correspondiente a CIACYF,
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mientras que el azul se puede dividir en dos motivos caracterizando a dos subclusters:
CYPCCY y CFACCEF. La EgIsTRP se encuentra en este ultimo cluster. El gran cluster verde

contiene tiorredoxinas canodnicas de diversos organismos.
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Figura 3.4 Alineamiento de las principales secuencias homélogas a EgIsTRP. En un primer
bloque de secuencias (indicadas por una linea roja a la derecha) se encuentran los homélogos
mas cercanos a EgISTRP mayormente de las familias Taeniidae y Hymenolepididae. El resto de
las secuencias pertenecen a tiorredoxinas candnicas. El patron secuencial caracteristico de esta
superfamilia se muestra con una linea azul sobre las secuencias. Se destacan por su
conservacion relativa las Cys que forman parte del sitio activo. Entre y a ambos lados de estas
dos Cys se encuentran distintos aminodacidos que evidenciaria la divergencia funcional de estas
proteinas.

Como mencionamos anteriormente, la EgIsTRP muestra actividad formadora de

clusters Fel/S (Fig. 3.6) donde dos cadenas de EglsTRP, exponiendo sus Cys al solvente,
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interaccionarian con el Fe/S como lo hacen otras proteinas como la ferredoxina (Fukuyama,
2004).
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Figura 3.5 Estimacion filogenética para las secuencias conteniendo las proteinas cercanas
evolutivamente a EgISTRP asi como las muy alejadas evolutivamente. El cluster rojo y azul
contienen las secuencias cercanas a EgIsTRP. EgISTRP se encuentra en el cluster azul que
corresponde a organismos de la Familia Taeniidae mientras que las proteinas homdlogas
cercanas se encuentran en el cluster rojo conteniendo proteinas de la Familia Hymenolepididae.

El cluster verde, claramente diferenciado de los dos anteriores contiene tiorredoxinas candnicas
de diversos organismos mayoremente vertebrados.
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Figura 3.6 : Ejemplo de formacién de clusters Fe/S como los forma la ferredoxina.
Sin embargo, un miembro cercano (Hymenolepis diminuta presente en el cluster rojo
del arbol filogenético (Fig. 3.5) muestra la tipica reaccion redox de las tiorredoxinas y tiene
actividad negativa a la formacion de clusters Fe/S (Pérfido y Bellanda, resultados no

publicados).

3.3.2 Relacioén estructura-funcion de EgIsTRP y tiorredoxinas

El grupo del Dr. Bellanda en la Universidad de Padova (ltalia) obtuvo la estructura de
la EgIsTRP por NMR (datos sin publicar). Esta misma muestra una gran similitud estructural

al resto de las tiorredoxinas canonicas (Fig. 3.7) evidenciada por su bajo RMSD ~2 A.
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Figura 3.7 Estructura de la EgIsTRP mostrando el tipico plegamiento de las familias de las
tiorredoxinas (panel izquierdo). En el panel derecho mostramos la estructura de la EgISTRP (en
cian) alineada estrusturalmente con la tiorredoxina humana (PDB: 1ERU, en verde). EI| RMSD
resultante es de 2.2 A.
Como mencionamos anteriormente, la superfamilia estructural de las tiorredoxinas
es sumamente numerosa y con gran divergencia funcional (Atkinson and Babbitt, 2009). A
pesar de la alta conservacion del plegamiento en toda la superfamilia, variaciones
secuenciales definen la gran divergencia funcional de la superfamilia. Asi, distintas
variaciones secuenciales tanto en el motivo candnico para las tiorredoxinas, CXXC, como
en distintas partes de su plegamiento, generan una enorme variabilidad funcional.
Basicamente la variabilidad funcional depende del potencial redox definido por las Cys del
motivo secuencial tipico de esta superfamilia. Se ha encontrado que diversos
condicionamientos secuenciales y estructurales modulan dicho potencial (Mdssner et al.,
2000). De las dos Cys correspondientes al motivo secuencial tipico de esta superfamilia, la
Cys del extremo amino terminal es la mas afectada por diversas interacciones
fisicoquimicas produciendo un shift en su pka de hasta ~2 unidades de pH (Jeng et al.,
1995), condicionando de esta forma sus propiedades biolégicas (Moutevelis and Warwicker,

2004). Las particularidades de esta Cys en estos entornos fisicoquimicos aumentaria su

capacidad nucleofilica para favorecer su capacidad redox como se ve en la (Fig. 3.8).
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Figura 3.8 La figura muestra el funcionamiento de una tiorredoxina candnica alternando entre
su estado reducido y oxidado por accion sobre otros tioles de otras proteinas. Figura extraida
de (Fomenko et al., 2008)

Sin embargo, como mencionamos anteriormente, la EgIsTRP no posee actividad
oxidoreductasa, sino por el contrario forma clusters Fe/S. Para comprender las bases de
dicho comportamiento, realizamos estudios secuenciales y estructurales utilizando la
estructura de la EgISTRP provista por el Dr. Bellanda.

La estructura de la EgIsTRP esta representada por 20 conférmeros NMR, o sea los
mejores modelos que representan el mejor ajuste a los datos de NMR. La maxima
diferencia estructural entre dichos conférmeros es de 1.65 A, medido utilizando el programa
Mammoth (Ortiz et al., 2002) a partir de una comparaciéon de a pares entre todos los

conférmeros de la EgIsTRP (Fig. 3.9)
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Figura 3.9 A la izquierda se muestra los 20 conformeros correspondientes a la EgIsTRP
destacando la presencia de las Cys del sitio activo. Para su comparacion, a la derecha se
muestran 40 conférmeros correspondientes a la tiorredoxina humana en su estado reducido
(PDB 1TRV).

Por el contrario, la estructura de la tiorredoxina humana parece mas rigida, ya que la
comparacion entre sus conférmeros en la estructura NMR da un RMSD méaximo de 0.35 A.
Otra particularidad de la EgIsTRP que resalta a la vista en la figura anterior, es que las Cys
parecen estar mas expuestas al solvente comparadas con la tiorredoxina humana. Esto
posiblemente se deba a la presencia de una Pro y una Gly, aminoacidos fuertemente
conservados en toda las tiorredoxinas con actividad oxidoreductasa. La Pro induce un
cambio de direccién de la hélice alfa amino terminal ocultando del solvente las Cys del sitios
activo. La Pro y la Gly estan ausentes en las secuencias de la EgIsTRP y homoélogas
cercanas.

Al analizar mas en detalle la dinamica de la EgIsTRP representada por la coleccion

de los 20 conférmeros del NMR, encontramos que la proteina alterna entre dos

conformaciones, cerrada y abierta (Fig. 3.10)
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Figura 3.10 conformaciones alternativas de la EgIsTRP. Estas conformaciones se pueden
describir en funcién de 3 residuos: Phe 35, Phe 39 y Lys 63 (en cian). En la figura de la izquierda
se aprecia que la Phe 35 establece una interaccion pi-pi con la Phe 39 (distancia minima
registrada 3.6 A), mientras que en la otra conformacién (imagen de la derecha) la Phe 35
establece una interaccion pi-cation con la Lys 63. En rojo se destacan las Cys del sitio activo.
Estas conformaciones a su vez condicionan las interacciones de distintos
aminoacidos sobre las Cys del sitio activo, mayormente sobre la Cys aminoterminal (Cys 34
en la EgIsTRP). En la figura 3.11 vemos que distintos aminoacidos (Thr 30, Thr 31, Glu 41,

Asp 60 y Lys 63) se encuentran entre los que interaccionan alternativamente entre las

conformaciones descritas arriba
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Figura 3.11 En rojo seoobserva la Cys 34 interaccionanc{o con el Glu 41 (distancia 4.8 A) con la
Thr 30 (distancia 4.3 A) y con el Asp 60 (distancia 8.9 A). Estas distancias fluctian haciéndose
mas chicas o grandes en las distintas conformaciones.

Para evaluar en mayor profundidad el efecto de estos cambios conformacionales
sobre las propiedades fisicoquimicas de las Cys del sitios activo (Cys 34 y 37) estimamos el
pka en cada una de las conformaciones utilizando el programa Propka (Unni et al., 2011;
Dolinsky et al., 2004). En la tabla 3.1 vemos que el pka de la Cys 34 varia apreciablemente
en funcion de los cambios conformacionales (pka min = 7.83, pka max= 10.96) mientras que
la Cys 37 casi no varia de manera apreciable su valor.

Estos cambios en el pka estan correlacionados en mayor medida con la variacién de
la distancias relativas de los residuos mencionados mas arriba, encontrandose que la mayor
correlacion (~0.45) es con la Thr 31 y con el Glu 41. Es interesante notar que la Lys 63, muy
alejada de la Cys 34, ejerce su efecto a través del apantallamiento relativo del Asp 60 que si
se encuentra cercano a la Cys 34.

Creemos que estos cambios de pka, que muestran un cambio (shift) hacia pka
basicos (promedio en las conformaciones ~9.2 y maximo 10.96) podrian explicar la
ausencia de capacidad redox en la EgIsTRP, como fue anteriormente propuesto para

proteinas similares (Su et al., 2007).
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Tabla 3.1 pka de la Cys 34 y 37 de la EgISTRP en funcion de los distintos conférmeros del

ensemble del NMR.

Modelo pk Cys 34 | pk Cys 37
1 10.64 9.34
2 9.48 9.87
3 10.38 9.82
4 10.96 9.75
5 8.26 9.02
6 8.36 9.19
7 7.83 9.52
8 8.27 9.35
9 10.03 9.68
10 8.95 9.71
11 9.87 9.34
12 8.89 9.87
13 9.09 9.68
14 10.75 94
15 8.09 9.38
16 8.23 9.02
17 8.18 9.78
18 10.46 9.35
19 8.32 9.75
20 8.83 94
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NP 809590. : VADYQSYPDNWEYKGNKPCLVDFHAPWCGYCKALSPILDQLAEEYKGRLDIYKVDVDQEEELESAFKIRTIP

NP 810369. : VYDFEANPNDWKFEGKRPAIVDFYATWCGPCKALHPVLEELSKEYSGKVDIYQIDVDQEKELAAAFGIRSIP
NP 486407. : ----------- VLSEDKVVVVDFTATWCGPCRLVSPLMDQLADEYKGRVKVVKVDVDNNKPLFKRFGLRSIP
Zp_ 0193397 : -—------ DLEEIISSHPKILLNFWAEWCAPCRCFWPTLEQFAEMEEGNVQVVKINVDKQRALAQKFDVKGIP
YP 0010297 : -------—--——-- IMTKPVLYDFFATWCGPCRIQSPIVHDLAKKMEGLVDVQMVDVDEHGDLANKYSISVVP
TSAs00086g : ----—- LEHAMKRSYSQPVVILVTTTGCYPCCYAESTIKSRAERSPH-AYYAIIDSNTFPDVVKKHKIEHYP
TASs00096g : —----- LEHAMKRSYSQPVVILVTTTGCYPCCYAESTIKSRAERSPH-AYYAIIDSNTFPDVVKKHKIEHYP
Tm5G010967 : ---—--—--- MKRSYSQPVVILVTTSGCYPCCYAESTIKSRAERSPH-AYYAIIDSNTFPDVVKKHKIEYYP
TsM 001140 : ------ LEHAMKRSYSQPVVILVTTTGCYPCCYAESTIKSRAERSPH-AYYAIIGSDTFPDVAKKYKIEYYP
Hydatigera : ------ LDHAIKRSYSQPVVILVTTEGCYPCCYAESTIKSRAARSPH-AYYAILNGDIFTDEAEKYKIEYYP

—————— LEHAIKRSYSQPVVILVITTNCFACCFAESSIKSRAERSPH-AYYAILDGSKFPDVVQQFRIEHYP

—————— LEHAIKRSYSQPVVILVITTNCFACCFAESSIKSRAERSPH-AYYAILDGSKFPDVVQQFRIEHYP

e LEYAIKRSYSQPVVILVITTNCFACCFAESSIKSRAERSPH-AYYAILDGSKFSDVVQQFRIEYYP

HmIsTRP e YRKLVELSSNRPVVLFVEMDGCIACYFAQKTFKSISEEFPD-IIAAKIMKPLFYKNVDHLRFKYFEFP

Hyme e YRQLVDLSFKRPVVLMVEMDGCIACYFAQSTFKSISAEFPG-IYSVKIMKELFYGNVDNLRFKYFEFP
HDID 00007 : ------ YKELLKLSFVKPVVLMVEMDGCIACYFAQDKFKSISAEFPE-VYPAKMMKDLFYNNVSHLRFTYFP

Figura 3.12 Alineamiento secuencial de EgIsTRP (EgIsTRP y EcISTRP) junto a homologos cercanos
y tiorredoxinas candnicas.

En la figura 3.12 hemos alineado algunos representantes cercanos de EgIsTRP
(secuencias con nombres en rojo, distintas especies de Echinococcus). A su vez el
alineamiento contiene géneros cercanos como Hymenolepis (secuencias con nombres
verdes) y Taenia (secuencias con nombres naranjas). Ademas, hemos incluido para su
comparacion secuencias de tiorredoxinas candnicas (secuencias con nombres en cian). En
las secuencias podemos observar en gris en sitio catalitico con la perfecta conservacion de
sus Cys mientras que en rosado se muestran los residuos mencionados arriba y que

jugarian un rol esencial en la biologia de la EgISTRP.

3.3.3 Estudios de reconstruccion ancestral

En la base de datos Revenant (capitulo 4) se encuentran 7 tiorredoxinas ancestrales
resucitadas y cristalizadas (RV9 a RV15). Estas tiorredoxinas ancestrales representan
determinados ancestros comunes a determinados organismos actuales (por ejemplo, el
ancestro comun a todos los Eucariotas, el ancestro comun a todos los Procariotas, etc) y
han sido reconstruidas y resucitadas por métodos de maxima verosimilitud con el objeto de
estudiar su actividad redox y su estabilidad térmica (Perez-Jimenez et al., 2011). En la figura

3.13 se muestra una imagen original de dicho paper en la que se observa la ubicacion

66


https://sciwheel.com/work/citation?ids=342096&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=342096&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=342096&pre=&suf=&sa=0

relativa de las distintas entradas Revenant ademas de la informacién sobre a qué ancestro
representa.

Para establecer el origen evolutivo de la EgIsTRP y de las proteinas homodlogas
cercanas, incluimos estas secuencias en el set de proteinas del arbol de la figura 3.14.
Utilizando el programa Phyml con el modelo evolutivo Jones y una distribucion Gamma con
4 categorias de velocidades, estimamos el arbol de Maxima Verosimilitud. La filogenia
resultante muestra que este conjunto de proteinas similares que contiene a EglsTRP posee
un ancestro comun con procariotas. Como las distancias evolutivas del grupo de secuencias
cercanas a EgIsTRP son muy lejanas con secuencias de procariotas y de distancias
comparables a otros grupos de organismos (por ejemplo metazoos y hongos), decidimos
comenzar nuestro analisis de reconstruccién utilizando el ultimo ancestro comun de los

organismos cercanos a EgIsTRP (ver arbol de la figura 3.14).
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Figura 3.13 Figura tomada del articulo “Single-molecule paleoenzymology probes the chemistry
of resurrected enzymes” (Perez-Jimenez et al., 2011) para mostrar la ubicacion relativa de los
ancestros reconstruidos (indicados por flechas rojas). LGPCA= last common ancestor of gamma
proteobacterias, LPBCA= last common ancestor of cyanobacteria and deinococcus thermus
(origin of photosynthetic bacteria), LBCA= last common ancestor of bacteria, LUCA= last
universal common ancestor, LACA= last archaeal common ancestor, AECA= archaea/eukarya
common ancestor, LECA= last eukaryotic common ancestor, LAFCA=last common ancestor of

animals and fungi.
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Figura 3.14 Arbol filogenético de las secuencias homélogas cercanas a EgIsTRP. En el cluster azul
se encuentra la EgISTRP (codigos: EgIsTRP y EcIsTRP) junto con secuencias del género Taenia,
mientras que el cluster rojo contiene secuencias del género Hymenolepis.

Antes de pasar a la etapa de reconstruccion decidimos formular nuestra hipotesis
para explicar el comportamiento diferencial entre las proteinas del cluster rojo y azul de la
ultima figura. Recordemos que la EgIsTRP no presenta actividad oxidoreductasa y si
participa de la formacién de clusters Fe/S (Bisio et al., 2016). Por el contrario, las proteinas
del cluster rojo, mayormente del orden Hymenolepis muestran actividad oxidoreductasa y no
participan de la formacion de clusters Fe/S (Bellanda y colaboradores, resultados sin
publicar). Sabemos que las propiedades fisicoquimicas del entorno de las Cys
(especialmente la del amino terminal) condicionan el pka de la Cys en principio llevandolo a
valores muy basicos con lo cual no se podria llevar a cabo la reaccion redox. Vimos en la
seccion anterior que la EgIsTRP es mucho mas flexible que la tiorredoxina candnica
humana, y dicha diversidad conformacional en EgIsTRP conducia a la extrema variacion del
pka de la Cys (Cys 34). De esta forma creemos que el aumento de la flexibilidad podria ser
una adaptacién funcional de la EgIsTRP para que funcione como formadora de clusters de
Fe/S y no como oxidoreductasa.

Para profundizar en esta hipotesis, y debido a que no hay en la actualidad ninguna
proteina cristalizada del cluster rojo (Hymenolepis) decidimos utilizar un método de

prediccion de flexibilidad con base secuencial denominado Dynamine (Kosciolek et al.,
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2017; Cilia et al., 2014, 2013). Dynamine es un método que predice la flexibilidad a nivel de
cada aminodacido en la secuencia de una proteina. Consiste en un modelo de regresion
lineal entrenado con un set de proteinas con estructura estimada por NMR el cual dispone
de parametros de la dinamica a nivel del esqueleto carbonado en posicion especificas. El
modelo asi entrenado predice la flexibilidad de cada posiciéon en una proteina asignandole
una probabilidad, cuanto mayor, mas rigido sera la posicion.

Segun Dynamine, el coeficiente de correlacion entre la flexibilidad predicha y la
movilidad estimada por S? r¢, a partir de corrimientos quimicos estimados por NMR (Cilia et
al., 2014) en promedio es ~0.6 con una dispersion bastante amplia (Fig. 3.15). En nuestro
caso utilizando la base de datos CoDNaS (Monzon et al., 2016, 2013) para estimar la
diversidad conformacional de diversas tiorredoxinas a partir de datos experimentales
(estructuras cristalograficas y NMR), encontramos que el coeficiente de correlacion entre el
RMSD promedio que caracteriza la diversidad conformacional de cada proteina y un score
que mide la rigidez de la proteinas (simplemente es el promedio de sitios rigidos que tienen
una probabilidad > 0.8) da ~0.33. Por ejemplo, el score para la EgIsTRP es 0.54 mientras
que la tiorredoxina humana es 0.67, reflejando el hallazgo de la reducida diversidad
conformacional de la tiorredoxina humana (RMSDmax = 0.35A) con respecto a la EgIsTRP

(RMSDmax = 1.65A).
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Figura 3.15 Correlacion entre tiorredoxinas con diversidad conformacional conocida (RMSD
promedio entre los conférmeros) y score de rigidez estimado usando el programa Dynamine

A pesar de esta relativamente baja correlacion, el Dynamine brinda scores de
flexibilidad perfectamente diferenciables cuando se acumula la informacion sobre la
extension de la diversidad conformacional expresada como RMSD. En nuestra experiencia,
RMSD < 0.8 A, representan a proteinas rigidas a nivel de su movilidad en sus cadenas
carbonadas (Marino-Buslje et al., 2019) sobre todo teniendo en cuenta que el error
experimental en cristalografia es aproximadamente ~0.5A (Burra et al., 2009). Considerando
este cutoff encontramos que los scores para proteinas con un RMSD promedio menor a
0.8A es de 0.72 + 0.074 mientras que las proteinas con RMSD promedio mayor a 0.8A es
igual a 0.55 + 0.12.

A la luz de la capacidad de Dynamine de diferenciar entre proteinas flexibles y
rigidas, decidimos utilizar Dynamine para explorar la flexibilidad de las tiorredoxinas
candnicas y las homélogas cercanas a EglsTRP. Cuando calculamos nuestro score de
rigidez para las proteinas de los clusters mostrados en la figura 3.14, vemos que el cluster
azul que contiene a EgIsTRP y homélogas cercanas tiene scores de rigidez bajos como
muestra la figura 3.16. La secuencia de EgIsTRP (cédigos EgIsTRP y EcIsTRP
correspondiente a distintas secuenciaciones del mismo genoma) muestran los menores

scores del grupo (0.54).
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Figura 3.16 Arbol filogenético conteniendo los homélogos cercanos a EglsTRP mostrando en
forma de barras los scores de rigidez (barras azules). Este score es el promedio de posiciones
rigidas por proteina considerando como corte una probabilidad > 0.8. Cuanto menor es el score
mayor es la flexibilidad de la proteina. Los numeros (1, 2 y 3) indican los nodos ancestrales
comunes a 3 grupos principales de organismos: 1 corresponde al cluster de Hymenolepis, 2 al
de Echinococcus y el 3 al de Taenia.

La fuerte correlacion entre flexibilidad y clustering filogenético nos motivd a explorar
con Dynamine los estados ancestrales de la EgIsTRP. Para esto reconstruimos las
proteinas ancestrales de todos los nodos internos de la filogenia mostrada en la figura 3.13.
Para realizar esto procedimos a curar a mano el alineamiento eliminando inserciones o
deleciones especie-especificos generados por las secuencias outgroup y asegurando que
los dominios estén correctamente alineados. Paso seguido utilizamos el paquete de
software PAML 4.9 (Yang, 1997) para obtener las secuencias de los nodos, utilizando el
arbol que obtuvimos anteriormente, el alineamiento curado y configurando los parametros
con el modelo evolutivo Jones (Jones et al., 1992) y una distribucion Gamma con 8
categorias de velocidades. Para cada posicion de las secuencias reconstruidas se tomo el
aminoacido con mayor probabilidad de ocurrencia en ese nodo. A cada una de las
secuencias ancestrales reconstruidas por este método le determinamos la rigidez utilizando

nuevamente el programa Dynamine. En la figura 3.17 se puede ver la evolucion de la rigidez

desde el nodo ancestral comun a los clusters rojo y azul de la figura 3.14 hasta las
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secuencias de los clusters que contienen 3 grupos principales de organismos: Echinococcus
(EgIsTRP), Hymenolepis y Taenia.

El arbol filogenético (Fig. 3.13) realizado para establecer el origen evolutivo de
EgIsTRP indica que posee un ancestro comun con procariotas. Al realizar el mismo estudio
de rigidez utilizando el Dynamine en las entradas Revenant para tiorredoxinas, encontramos
que el ultimo ancestro comun a procariotas da un score de rigidez igual a 0.69 (Fig. 3.17), lo
que sugeriria que de ser cierto el origen procariotico de EglIsTRP, existié una adaptacion
funcional hacia un aumento de la flexibilidad en los homdlogos cercanos a EgIsTRP
(Echinococcus 'y Taenia). El promedio del score de rigidez en Bacteria, para las
tiorredoxinas estudiadas en la estimacion filogenética, da 0.67 mostrando que la mayoria de

las tiorredoxinas bacterianas posee una rigidez predicha mayor que el cluster de EgIsTRP

(0.54).
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Figura 3.17 Evolucion de la rigidez predicha por Dynamine sobre las secuencias reconstruidas
segun la trayectoria seguida por los nodos ancestrales hasta los organismos actuales. El nodo 66
es el nodo ancestral comun a los 3 grupos de organismos destacados en la figura 3.16

La mayoria de los organismos muestran cierta rigidez en sus tiorredoxinas

(Bacteria=0.67, Archaea=0.72, Metazoa=0.67, Fungi=0.70) sacando a las plantas que

poseen un score = 0.51. Al analizar estos datos junto a las entradas Revenant (estados
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ancestrales) encontramos que AECA=0.76, LACA=0.80, LAFCA=0.71, LBCA=0.69,
LECA=0.73, LGPCA=0.62, LPBCA=0.68 muestran que la rigidez de las tiorredoxinas es una
caracteristica ancestral y que una reducida rigidez ha sido probablemente una adaptacion
funcional en determinados organismos como las Plantas y en el caso de los homdlogos

cercanos a EgIsTRP.

3.3.4 Estudios de resucitacion

Para investigar esto mas en profundidad, redujimos el arbol filogenético de la figura

3.5, haciendo énfasis en la EgIsTRP y sus homdlogas mas cercana, obteniendo el arbol de

la figura 3.18.
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Figura 3.18. Arbol filogenético de las tiorredoxinas, reducido a EgIsTRP y sus homélogas
cercanas. En rojo, la familia Hymenolepidiae, en violeta la familia Taeniidae y en azul el género
Echinococcus. En cian se encuentra marcada la proteina de H. taeniaeformis, que es la mas
cercana a la familia Hymenolepidiae.

Al analizar el arbol para dilucidar qué nodo debiamos resucitar, nos dimos cuenta de
que nos faltaba algo de informacion, ya que conociamos la actividad de la EgIsTRP y del
cluster rojo teniamos la informacion de HmIsTRP, la cual muestra la tipica actividad redox
de las tiorredoxinas y no es capaz de coordinar clusters Fe/S (Pdrfido et al, resultados no
publicados), sin embargo, no teniamos informacion de la familia Taeniidae. Basandonos en
el score de la proteina HtISTRP (el cual es bajo) podiamos suponer un comportamiento
similar a EgIsTRP. Conocer el comportamiento de HtlIsTRP nos permitiria decidir qué nodo

ancestral reconstruir y resucitar. Obtener informacion de la proteina correspondiente al nodo
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ancestral nos permitiria comprender si EgISTRP y el resto de los integrantes de la familia
Taeniidae evolucionaron aumentando su flexibilidad y permitiendo una adaptacion funcional.
O por el contrario, si el ancestro en comun de EglIsTRP y los Taeniidae era ya una proteina
flexible y con diversidad conformacional, y HmIsTRP y sus homodlogas cercanas
evolucionaron a conformaciones mas rigidas y funciones especificas. Con este fin,
expresamos y purificamos HtISTRP, para luego realizar su caracterizacion estructural y
funcional. En acuerdo con lo observado para EgIsTRP, en un ensayo de determinacién de
actividad redox, HtIsTRP no presentd esta actividad (Fig. 3.19) (datos sin publicar de

nuestro grupo).
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Figura 3.19. Medida de actividad redox de diferentes proteinas. La proteina HtIsTRP no
presenta actividad.

Considerando la informacién in silico y experimental recopilada al momento,
decidimos resucitar el nodo que une a familia Hymenolepididae y la familia Taeniidae (el que
aparece como raiz en la figura 3.18), con la finalidad de obtener informacion sobre la
trayectoria evolutiva y las caracteristicas estructurales que determinaron el cambio de

flexibilidad y la adaptacién funcional en estas tiorredoxinas atipicas.

Como se dijo anteriormente, para reconstruir las secuencias de los nodos internos
se utilizd el programa PAML. Como resultado obtenemos las probabilidades posteriores

(PP) de cada sitio y ocurrié que en dos sitios importantes habia cierta incertidumbre, por lo
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que se decidio tratar de sintetizar todas las combinaciones. Estas posiciones fueron la 27 y
57 del alineamiento, donde las posibilidades eran M y L para la primera posicién (con PPs
de 0.58 y 0.25 respectivamente) y K e | para la segunda posiciéon (con PPs de 0.368 y
0.365, respectivamente).

Con esta informacion se sintetizd el gen de la tiorredoxina ancestral (ATRX) en el
vector de expresion pET28a. Asimismo, se disefiaron primers que mediante técnicas de
clonado permitieron obtener variantes de ATRX, tales como ATRX K571 y ATRX M27L.

La proteina ATRX en el vector de expresion pET28a para E. coli se sobreexpresa
pero se obtiene en cuerpos de inclusién. Se evaluaron diversas condiciones de crecimiento
y expresion de modo de mejorar la cantidad de proteina en la fraccién soluble de E. coli sin
obtener mejoras. Se procedié a purificar ATRX desde los cuerpos de inclusién disueltos
usando agentes desnaturalizantes en altas concentraciones. La proteina se intentd
renaturalizar mediante didlisis utilizando distintas soluciones asi como disminuyendo
progresivamente la cantidad de agente desnaturalizante. Lamentablemente, el resultado
siempre fue la proteina precipitada. Por otro lado, se intent6 aislar la pequena proporcion de
ATRX que se encuentra soluble. Para llevar a cabo este objetivo se utilizaron soluciones de
lisis que mejoran la solubilidad proteica, mediante el agregado de Arg/Glu, glicerol, alta
fuerza idnica. A pesar de obtener una pequefa cantidad de proteina soluble luego de la lisis
celular, la misma se pierde en los pasos sucesivos de purificacion (cromatografia de
afinidad con Ni y cromatografia de exclusién molecular). Asimismo se practicaron distintas
técnicas cromatograficas con el objetivo de mejorar el rendimiento, sin obtener resultados
positivos.

Se subclond la secuencia en otros dos vectores de expresion en E.coli que utilizan
proteinas de fusién, pGEX (proteina de fusion a GST) y pETSUMO (proteina de fusion a
SUMO). En el caso de la proteina fusionada a GST, la proteina mayoritariamente se
encuentra en cuerpos de inclusion. En el caso de la proteina fusionada a SUMO, se
evidencié un aumento significativo de la proteina de fusiéon en la fraccion soluble. Se

procedio a la purificacién de esta proteina de fusion mediante una cromatografia de afinidad

76



con Ni y una posterior cromatografia de exclusién molecular (CEC). A pesar de obtener la
proteina de fusion en la fraccion soluble, en el gel de poliacrilamida realizado con las
fracciones de la CEC, se observa un claro proceso de degradaciéon de la proteina. Esto
mismo fue confirmado por espectrometria de masa, donde se pudo observar la especie
esperada y otras especies de menor peso molecular. Por ultimo, las variantes ATRX K571 y
ATRX M27L fueron clonadas en pETSUMO, expresadas y purificadas. Nuevamente, se
observa un patron de degradacién de la proteina de fusion obtenida. En el caso de ATRX
K571, se continu6é la purificacion hasta el clivaje de la proteina de fusion SUMO, vy la
obtencion de ATRX K571. El rendimiento de esta proteina fue muy bajo, probablemente
debido a la degradaciéon sufrida. A pesar de esto, se realizé un ensayo de actividad
oxidorreductasa con la proteina ATRX K57I obtenida asi como con la proteina de fusion
SUMOATRX y sus variantes. En todos los casos no se observé actividad oxidorreductasa.
Teniendo en cuenta el trabajo realizado y los multiples intentos por obtener la
proteina ancestral utilizando las diversas estrategias de expresion y purificacién, concluimos
gue dada la baja probabilidad posterior de la secuencia reconstruida, la secuencia obtenida
es poco soluble e incapaz de adoptar un plegamiento, por ende vemos degradacion
proteica. Los resultados negativos respecto a la actividad oxidorreductasa de la proteina
ancestral no son concluyentes ya que la proteina parece no estar plegada correctamente.
Por otro lado, las dificultades abordadas en la obtencion de la proteina y el bajo rendimiento
de la misma hacen dificil proyectar otro tipo de estudios que implican mayor concentracion

proteica.
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3.4 Discusion

En este capitulo hemos derivado importante informacion sobre la relacion estructura-funcion
de la EglsTRP. Hemos encontrado que la flexibilidad diferencial de esta proteina podria
ayudar a comprender su biologia. En este sentido es importante destacar que sin la ayuda
de los estados ancestrales la informacion recabada estaria incompleta. Hemos encontrado
que las proteinas mas cercanas a EgISTRP (Echinococcus y Taenia) presentan un aumento
de flexibilidad sobre otras proteinas también de helmintos pero de otros géneros
(Hymenolepis) y que este aumento podrian explicar el comportamiento bioldgico diferencial
entre esos géneros. El haber predicho la flexibilidad en los estados ancestrales desde el
ancestro comun a estos géneros nos permitié elaborar la hipotesis que sobre la EgIsTRP
actud una adaptacion funcional sobre sus ancestros promoviendo el aumento de flexibilidad.
Ademas, al utilizar los estados ancestrales resucitados de diversas tiorredoxinas nos
permitid elaborar la hipotesis mas general, de que originalmente las tiorredoxinas tendieron
a ser proteinas rigidas y que sélo en algunos casos (Plantas y proteinas relacionadas a
EglIsTRP) se ve un aumento de la flexibilidad.

A pesar de estos resultados negativos, hemos obtenido experiencia valida y criterio para el
futuro abordaje de reconstrucciones ancestrales. Claramente, el caudal de informacion
sobre las proteinas actuales es fundamental para la obtencién de una prediccidon confiable y

el futuro éxito de la resucitacion de la proteina ancestral.
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3.5 Métodos especificos del capitulo

En lo respectivo a los métodos experimentales, como se comenta mas arriba, estos
estuvieron a cargo del Dr. Massimo Bellanda, en la Universidad de Padova.

El alineamiento que se utilizé para realizar esta investigacion se infirio a partir de
secuencias cercanas a la tiorredoxina atipica provistas por el Dr. Bellanda y se le agregaron
secuencias de tiorredoxinas canonicas obtenidas mediante el uso de BLAST. En total 60
secuencias fueron usadas para inferir la filogenia usando el software IQ-TREE, utilizando el
modelo de evolucién LG+F con una distribucion Gamma de 4 velocidades.

Este mismo alineamiento, junto con la filogenia inferida fueron utilizados para llevar a
cabo la reconstruccion de secuencias ancestrales usando los mismos parametros (modelo
de evolucion LG+F con una distribucion Gamma de 4 velocidades) mediante el software

PAML, obteniendo de esta forma la secuencia mas probable para cada nodo.

79



4 Revenant: una base de datos de proteinas

resucitadas

4.1 Resumen

Como ya se ha comentado, la evolucion biolégica es un proceso complejo fuertemente
dependiente de su historia. La diversidad bioldgica observada en la actualidad fue producto
de muchos cambios y condicionamientos ocurridos a lo largo de la historia. El espacio
secuencial solo esta explorado en parte y fue condicionado por las secuencias exploradas
en el inicio de la vida. Esto fue un proceso probablemente Unico e irrepetible, por lo que se
han desarrollado técnicas bioinformaticas para poder estimar como fue este proceso.
Gracias a las técnicas de reconstruccion ancestral y a las técnicas de biologia molecular
que nos permiten resucitar proteinas de organismos extintos, tenemos la posibilidad de
estudiar esta historia, conocer el pasado y entender como se llego a la diversidad biolégica
de la actualidad.

En el presente capitulo presentamos el desarrollo de una base de datos de proteinas
resucitadas. Revenant (Carletti et al.,, 2020, contiene en la actualidad 211 proteinas
resucitadas de las cuales 55 tienen estructura cristalografica. Ademas, siempre que estén
disponibles, Revenant contiene los arboles filogenéticos, secuencias, estructuras y datos
biofisicos (estabilidad relativa, constantes cinéticas y de equilibrio) de las proteinas
resucitadas. En Revenant la proteina mas antigua resucitada se corresponde con una
antigledad de unos ~4200 millones de afos y la mas moderna a unos ~1.7 millones de

anos.

80



4.2 Introduccion

Revenant DB es una base de datos de proteinas resucitadas. La misma nos permite
acceder a las secuencias obtenidas por la técnica de ASR y mediante técnicas de
resucitacion a diversos parametros y propiedades de dichas secuencias (estructuras
cristalograficas, parametros que caracterizan la cinética enzimatica, datos de estabilidad
térmica, etc). Es una base de datos curada manualmente, derivada de la informacion
contenida en numerosas publicaciones cientificas. Como mencionamos anteriormente, hoy
en dia existen muchos estudios de reconstruccion y resucitacion que intentan contestar
diversas preguntas de indole biolégico, evolutivo, bioquimico, biofisico e incluso
biotecnologico (por ejemplo (Bridgham et al., 2009; Hobbs et al., 2012; Perez-Jimenez et al.,
2011; Akanuma et al., 2013; Hart et al., 2014; Steindel et al., 2016; Blanchet et al., 2017;
Risso et al., 2017) ).

Las secuencias depositadas en Revenant DB representan el estado mas probable
de un estado ancestral, siguiendo el camino evolutivo (o trayectoria) desde diferentes
ancestros comunes ubicados en la raiz y el resto de los nodos internos de una variedad de
arboles filogenéticos que representan la historia evolutiva de diferentes familia de proteinas.
Cada proteina ancestral con su secuencia Unica tiene asociado un conjunto de datos que no
sOlo reflejan las propiedades de la proteinas resucitada, sino que ademas contiene
informacién sobre la metodologia ASR utilizada, la edad estimada de su nodo interno al
cual corresponden, métodos de estimacion filogenética, secuencias y organismos utilizados
en la reconstruccion, etc. Ademas, Revenant se encuentra vinculada con otras bases de
datos (GO (Ashburner et al., 2000), PDB (Rose et al., 2011), Uniprot (UniProt Consortium,
2019), CodNas (Monzon et al., 2016) ) que permiten relacionar a cada proteina ancestral

resucitada con informacién biolégica relevante.
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4.3 Resultados

4.3.1 Implementacion del servidor web

Revenant se encuentra disponible en linea desde la URL:
http://revenant.inf.pucp.edu.pe/, y es de acceso libre y gratuito para su uso académico. El
servidor web de Revenant fué realizado en colaboraciéon con el grupo de Inteligencia
Artificial del Departamento de Ingenieria, Pontificia Universidad Catdlica del Peru dirigido
por la Dra. Layla Hirsh Martinez. EI mismo fue disefiado con el objetivo de proveer una
interfaz grafica para que el usuario pueda explorar las proteinas resucitadas.

El servidor web posee una arquitectura de microservicios basadas en el framework
Spring Boot. Este framework facilita la creacion de aplicaciones web JAVA mediante la
generacién de cédigo automatico para tareas estandares, como por ejemplo el acceso a
bases de datos. Los datos en el servidor se intercambian usando el formato JavaScript
Object Notation (JSON) mediante un servicio RESTful que utiliza directamente HTTP para

obtener datos o indicar la ejecucion de operaciones sobre los datos.

4.3.2 Campos de la base de datos y contenidos de cada campo

Cada una de las proteinas resucitadas de un nodo interno (ancestral) particular con
una unica secuencia corresponde a una entrada de Revenant. Usando la informacion
bibliografica y el procedimiento del curado a mano de cada referencia, todas las entradas
han sido anotadas con diferente datos relevantes: El nodo ancestral usado en la
reconstruccion, su edad cronoldgica estimada, las metodologias de ASR usadas para inferir
la secuencia ancestrales (modelo evolutivo y método computacional), las secuencias
usadas para el MSA (cantidad de secuencias, bases de datos de las cuales fueron
obtenidas y taxones a los que pertenecen esas secuencias) y la estimacién del arbol
filogenético (modelo evolutivo y método computacional), el programa usado para la

estimacion filogenética, el MSA y la ASR, disponibilidad de la estructura cristalizada (codigo

82


http://revenant.inf.pucp.edu.pe/

PDB asociado) y su caracterizacion de ligando. Ademas, varias entradas tienen asociados
parametros bioquimicos (i. . Km, kcat) y biofisicos (i.e temperatura de desnaturalizacion,
AGunfolding). Todas las proteinas de Revenant estan asociadas con otras base de datos
tales como PDB (Rose et al., 2011), Pfam (Punta et al., 2012), UniProt (UniProt Consortium,
2019), Gene Ontology (Ashburner et al, 2000) vy NCBI taxonomy

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/taxonomy) que aportan informacién biolégica relevante y, por

otro lado, tienen asociado el cédigo Pubmed (htips://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)

correspondiente a la cita bibliografica primaria donde fue resucitada la proteina.

4.3.3 Busqueda de una proteina en Revenant

Para facilitar la busqueda en la base de datos, el servidor web de Revenant ofrece
diferentes métodos de busqueda. EI método mas rapido consiste en buscar una proteina
por medio de un codigo Revenant, de un cédigo PDB o del nombre de la familia de proteina
a la cual pertenece la proteina resucitada. Esta forma de busqueda esta disponible desde la
pagina principal (home) (Fig. 4.1) y su utilizacion direcciona a una pagina de resultados en
la que se que muestra una lista de entradas Revenant junto con una breve descripcion de
las mismas (descripcion del nodo interno, edad estimada si esta disponible y disponibilidad

de estructura cristalografica, por ejemplo ver (Fig. 4.2).
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Revenant coniains a hand-curaled collection of 74 resurrected profeins where 40 of them have at least one
crystallographic structures. It summarizes a total of 72 crystalized structures of resurrected proteins. All entries in
Revenant have been annotated with diferent information such as: ihe ancesiral node used in the reconsruction
methodologies used for sequence estimation, used sequence alignments, ligand characterization, efc. Several
resurrected proteins have additionally, biochemical parameters (i e. Km, kcai) and thermodynamics parameters
characterizing their stability. The oldest Revenant entry corresponds to a reconstruction from ~4200 millions years (MY)
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Figura 4.1 Pagina principal (home) de Revenant.
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https://sciwheel.com/work/citation?ids=351848&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=351848&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6317951&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6317951&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=48995&pre=&suf=&sa=0
http://f1000.com/work/citation?ids=48995&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=48995&pre=&suf=&sa=0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Browse FAQ Tutorial About

Search: green fluorescent protein

Click on the Revenant identifier to access any of the resurrected proteins:

Search for protein name, Revenant ID or PDB 1D

Example entries
Green Fluorescent Protein (RVI) | Aminergic toxin (Tx) (RV37) | Uricase (UR) (RV27)
Entry Structures
2
RV1: Green Fluorescent Protein (GFP) E% (,’%
PG
Description: The ancesiral GFP sequence belonging to the LCA of all I.cavernosa colors A
N 4DXI 4DXM
B Estimated chronological time: N/A
RV2: Green Fluorescent Protein (GFP) = & 2 W §
Description: An ancestral GFP sequence along the red and longwave green proteins linage of M. cavemosa = - B R
colors 4DXN 4DXO 4DXP 4DXQ 4GOB
B Estimated chronological time: N/A
Without ted struct:
RVA41: Green Fluorescent Protein (GFP) fhout associied structures
Description: The ancestral GFP sequence belonging to the LCA of all I.cavernosa colors
B Estimated chronological time: N/A
D\/AD: Rraan Cliaracrant Dratain (REDY Without associated structures e

Figura 4.2 Pagina de resultados de Revenant. Esta pagina se abre solo cuando la busqueda se

realiza desde el campo de busqueda del home.
El segundo método de busqueda permite al usuario explorar todas las proteinas
depositadas en Revenant por medio de la utilizacién de la pagina de “Busqueda” (Browse,
que esta accesible desde las pestafias ubicadas en margen superior derecho del servidor).
Para este ultimo método, el usuario puede optar por dos formas de visualizacién: a) Una
lista de todas las proteinas que muestra todas las entradas de Revenant de acuerdo con su
ID (RVID) y también muestra una informacion minima que describe a cada entrada (Fig.
4.3); b) Una linea del tiempo que muestra a todas las entradas de Revenant ordenadas por
su edad cronolégica estimada y ademas muestra eventos bioldgicos relevantes en la
historia de vida del planeta Tierra (Fig. 4.3). Viendo esta linea del tiempo, por ejemplo,
vemos que la entrada mas antigua de Revenant data de 4200-3500 millones de afios atras

(Mya por sus siglas en inglés) y la entrada mas joven data de 8.8-6.3 Mya.
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a} Browse

Chck on v Revenant identifer 1o accass. any of the resurmsctsd proleins:

IS Limt view A Timating View

Entry Structures

RV1: Green Fluorescent Protein (GFP) @ @

Description: The ancastral GFP saguance Belanging o the LCA of il M eavemoa colors

E Estimared chronolagical tinve: WA AL ST
RV2: Green Fluorescent Protein (GFP) ! ﬁ ! ! §
-] & &

Descripticn: An ancestral GFP ssquancs along the red and longaas gresn protsing linage
al ML cwsemods ool

E Estimated cheonological tinse: N

RV3: Corticoid Receptor (CR) LED % 'ﬁ @

Description: The ancesiral CR sequence balonging to the LCA of cartilaginous fishes and
1H 1 Y
bony verebrales 201H PV 20F

ADXN ADND 4DKP 4DXG 4308

T Castmssad sheanaloniasl slomar s 46§k
Browse
Chek o el Roarvirinint iaeriifgs 10 Socads ary of this rosunmicied profiing

I st view B Timaling View

b)

e

e il

4.2-3.5 Gya

Thi ancadtial Trx ssquands Balanging ta the LCA of Archasa and Eukanm

Tha ancasiral Tre seguance Bplanging 12 i LCA of Archass

T ancactral Tre essnea falnnninn in tha |58 o Bacianis

g S.lE- - .63 Mya

2474 Lo

The aincostral UR saguancs tslonging o B LOA of Gonlla; Human and Chimpacas

Figura 4.3 Pagina de busqueda (browse). La base de datos se puede navegar por a) una lista de
todas las entradas de Revenant que muestran su ID correspondiente, el nombre de la proteina,
la descripcion del nodo y la edad estimada. b) una linea de tiempo que muestra todas las
entradas de Revenant ordenadas por su tiempo cronoldgico estimado (Gya, Mya y Kya) y los
eventos biolégicos relevantes en la historia de la vida en la Tierra caracterizados con imagenes
(por ejemplo, 4 Gya: Origen de la vida, 6.5 Mya: Primeros Hominidos).

4.3.4 Pagina principal para una proteina en Revenant

Una vez realizada la busqueda por alguno de los métodos mencionados

anteriormente y habiendo seleccionado la entrada de interés (a criterio del investigador), el
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servidor muestra toda la informacion que posee de la proteina resucitada dentro de la base
de datos. En la (Fig. 4.4) se muestra el ejemplo de la entrada de la proteina ancestral
Malato Deshidrogenasa. La pagina de resultados esta compuesta por diferentes secciones
(de arriba a abajo) que consisten en la informacion mas general a la mas particular sobre la
proteina resucitada. La parte superior (Fig. 4.4.a-c) es una recopilacion de informacion
relevante sobre la secuencia ancestral obtenida por el enfoque ASR y se puede dividir en
tres partes: la primera parte muestra una breve descripcion de la resurreccién ancestral
donde se menciona el tiempo geoldgico estimado de la proteina; la siguiente parte
“Reconstruccion de secuencia ancestral (ASR)” ofrece informacion sobre las herramientas y
los modelos utilizados para la reconstruccion de secuencia, incluida la secuencia obtenida
con su nombre correspondiente; finalmente, la seccidn "secuencia" muestra la secuencia
obtenida por ASR e incluye una utilidad de busqueda para patrones de secuencia que luego
se resaltan en la secuencia correspondiente. En la parte inferior de cada entrada podemos
encontrar informacion estructural (Fig. 4.4.d-e). Al hacer clic en cada una de las pestafas
con las diferentes estructuras para una entrada especifica de Revenant, la herramienta de
visualizacién 3D mostrara la estructura. Luego, se muestra informacién adicional de la
estructura, como el método de cristalizacion, la resolucién, los términos GO, la secuencia
correspondiente al campo SEQRES de la base de datos de PDB, la presencia y el tipo de
los ligandos co-cristalizados. Debajo de la seccién de la estructura, algunas de las proteinas
Revenant tienen anotaciones sobre sus parametros bioquimicos y / o biofisicos (Fig.
4.4 f-g). Estos parametros aparecen en las secciones "Parametros fisicoquimicos de
proteinas" y "Parametros de parametros termodinamicos de proteinas". Algunos de estos,
como kcat y Km, son especificos del sustrato y otros, como Tm o Topt, son especificos del
pH, por lo que también estan listados. En la parte inferior de la pagina, en cada entrada de

Revenant, se muestra la cita primaria correspondiente de la proteina resucitada (Fig. 4.4.h).
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a) RV24: Malate Dehidrogenase (MDH)

The ancestral MDH sequence belonging to the LCA of all modern apicomplexan
B Estimated Chronological Time: 700-900 Mya

ANCESTRAL SEQUENCE RECONSTRUCTION (ASR):

Protein family sequences: MDH and LDH protein sequences
MSA number of sequences: 1844

Sequence database: UniPROTKB

MSA Software: MUSCLE

b)

ASR Software: Codeml module of PAML (version no informed)

ASR Method: Maximum Likelihood (ML)

ASR Substitution model: LG substitution matrix DNA-based and amino acid-
based models

C) Sequence name: AncMDH2

Phylogeny Sofware: PhyML 3.0

Phylogeny Method: Maximum Likelihood (ML)

Phylogeny Evolutionary model: LG substitution matrix and estimating the
gamma parameter (12 categories) and empirical amino acid frequencies

Search in sequence.. (Regex supported)

1 MTQRKKISLI GAGNIGGTLA HLIAQKELGD VWLFDIVEGM PQGKALDISH SSPIMGSWVK ITGTNNYEDI KGSDVVIITA GIPRKPGMSR DDLLSVNAKI

KSVESVRELV ETVKKLNA

STRUCTURES OF THE RESURRECTED PROTEINS: 5

4PLH

4PLT

4PLV 4PLW 4PLY

4PLV FoE

Resolution: 1.85
Taxonomy ID: 5794
Source: Apicomplexa

e)

Chains for 4PLV: 4

Chain Length: 331
Molecular weight: 36459

Biological process: GO:0005975 (89 | GO:0019752 g9
B ) 5

Cellular component: N/A
- Molecular Function: GO:0000166 (§g 1 G0:0003824 (8o
= 1 MT

QRKKISLI
91
181

271

Ligands for chain A: 4

Chain D Formula
A 20P C3H6 03
A NAI C21 H29 N7 014 P2

MKDVAENIKK YCPNAFVIWY TNPLOVMVYV LHKYSGLPHN KVCGMAGVLD SSRFRYFLAE KLNVSPNOVQ AMVIGGHGDT MVPLTRYCTV GGIPLTEFIK
QGWITQEEID EIVERTRNAG GEIVNLLKTG SAYFAPAASA IEMAESYLKD KKRILPCSAY LEGQYGVKDL FVGVPVIIGK NGVEKIIELE LTEEEQEMFD

Crystal structure of ancestral apicomplexan malate dehydrogenase with lactate.

Exp. Method: X-RAY DIFFRACTION
Classification: OXIDOREDUCTASE

GO:0055114 (89

G0:0016491 o |+ GO:0016616 3o

GAGNIGGTLA HLIAQKELGD VVLFDIVEGM POGKALDISH SSPIMGSNVK ITGTHNYEDI KGSDWVIITA GIPRKPGKSD
KEWSRDDLLS VMAKIMKDVA ENIKKYCPNA FVIVVTNPLD VMVYVLHKYS GLPHNKVCGM AGVLDSSRFR YFLAEKLNVS PNDVOAMVIG
GHGDTHMVPLT RYCTVGGIPL TEFIKQGWIT QEEIDEIVER TRNAGGEIVN LLKTGSAYFA PAASATEMAE SYLKDKKRIL PCSAYLEGQY
GVKDLFVGVP VIIGKNGVEK ITELELTEEE QEMFDKSVES VRELVETVKK LNALEHHHHH H

Ligand name
(25)-2-HYDROXYPROPANQIC ACID

1:4-DIHYDRONICOTINAMIDE ADENINE DINUCLEOTIDE
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f) PROTEIN PHYSIOCHEMICAL PARAMETERS:

Substrate Kcat (s-1) Kecat/KM (s-1 mM-1) KM (mM)
Oxaloacetate 7.5¢1 3.3x10"446.6x10"4 0.4x104-3£0.5x104-3
Pyruvate 0.07+0.006 3.2x10"-3+0.4x104-3 22.0+4.4

Kcat (s-1): Catalytic Constant - Kcat/KM (s-1 mM-1): Catalytic Efficiency - KM (mM): Michaelis-Menten Constant

g) PROTEIN THERMODYNAMIC PARAMETERS:

pH Tm (°C) Topt (°C) Teq (°C) AGunf (KJ/mol)

There are no entries for this protein yet!

Tm (°C): Melting Temperature - Topt (°C): Optimum Temperature - Teq (°C): Equilibrium Temperature - AGunf (KJ/mol):
Gibbs’ free energy of unfoldign

h ) Primary citation

An atomie-resolution view of neofunctionalization in the evelution of apicomplexan lactate dehydrogenases
Author(s): Boucher; J.|.; Jacobowitz; J.R.; Beckett; B.C.; Classen; S.; Theobald; D.L

Journal: Elife 2014. Page(s): e02304-202304, DOI: 10.7554/eLife.02304

PubMed |D: 24966208 | PubMed Central ID: PMC4109310

Figura 4.4 Pagina principal de una entrada de Revenant. Se ejemplifica un RV ID de la familia
malato deshidrogenasa. a) Descripcion del nodo y su edad estimada b) Metodologia utilizada
para ASR: MSA, inferencia filogenética y enfoque ASR; c) Secuencia inferida por ASR: longitud
de la secuencia, nombre de la secuencia y la secuencia misma en formato Fasta; d) Estructuras
de cristal vinculadas con sus respectivos cédigos PDB, visualizacion 3D; e) Informacion biolégica
obtenida de la base de datos de PDB: enlaces a términos GO, secuencia de estructura cristalina
y ligandos; f) Caracterizacion bioquimica: parametros cinéticos; g) Caracterizacion biofisica: los
parametros termodinamicos alin no existen datos para este ejemplo); h) Cita primaria donde la
proteina resucitada se describié por primera vez relacionada con la base de datos PubMed y los
cédigos DOI.
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4.4 Discusion

La base de datos Revenant es una base curada a mano de todas las proteinas ancestrales
reconstruidas y resucitadas conocidas al momento. Su sitio web ofrece una interfaz
amigable con varias alternativas de busquedas y de exploracion para recorrer su contenido.
Creemos que la informacion contenida en Revenant puede ser utilizada para explorar
distintos aspectos de las proteinas ancestrales con base experimental y ofrecer ejemplos

bioldgicos para desarrollar o mejorar diversas herramientas bioinformaticas.
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4.5 Métodos especificos del capitulo

4.5.1 Construccién de Revenant a partir fuentes bibliograficas primarias

Como mencionamos, Revenant es una base de datos curada a mano. Esto implica
que cada entrada de Revenant tiene su validacion experimental asociada a su
correspondiente cita bibliografica. De esta forma, para construir Revenant se identificaron
publicaciones cientificas relacionadas con la resurreccion de proteinas ancestrales a través
de la implementacion de técnicas de “raspado web” (i.e web-scraping) y “mineria de texto”
(i.e text-mining) usando librerias estandares de Python (Fig. 4.5.a.). La primer técnica se
utilizé basicamente para acceder de manera sucesiva a diferentes paginas web y recuperar
informacion, para lo cual se armo librerias propias donde se utilizaron urls relacionados con
paginas de revistas cientifica especializadas, paginas con articulos de divulgacion cientifica
y paginas de diferentes laboratorios especializados en evolucion y biologia molecular. De
esta manera se identificaron un conjunto grande de posibles articulos relacionados con
proteinas ancestrales resucitadas. Una vez obtenidos estos articulos, se procedié a utilizar

la técnica de text mining para acceder a los textos y realizar una inspeccién automatizada

a) P

python '?—

m p;ﬁ’:o: Readin,
www 1= | ;
"=

\\"~4

Web scrapping Text mining Research articles selection

b)

Resurrected d |

Proteins / L T .

"‘-I"-. 5 :!-\.
0@e _, &, digd
det g oS dead —— Publlled
an® NG
Manual RV i
Inspection \8‘? GEN'EEI:I 10 _Lor,?
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Figura 2.5. Esquema que representa el desarrollo de Revenant DB. a)
Implementaciéon de técnicas de “raspado web” (i.e web-scraping) y “mineria de
texto” (i.e text-mining) usando librerias estandares de Python. b) Inspeccién
manual para identificar cada una de las citas primarias donde la proteina
resucitada fue obtenida primero.

por medio de librerias de palabras claves (en idioma inglés) relacionadas con técnicas de
ASR, resucitacion y cristalizacion: Ancestral (o Anc), Ancestral Proteins, Resuscitation, x-ray
crystallography, Nuclear magnetic resonance (0 NMR), Ancestral Sequence Reconstruction
(0o ASR), Maximum Likelihood (0o ML), Bayesian, entre otras. Aqui, cabe aclarar que las
librerias disponibles en la web utilizaban palabras claves relacionadas con ciencias sociales
(o redes sociales) por lo que se tuvo que desarrollar librerias con diccionarios propios. Asi,
mediante esta ultima técnica se logro filtrar los articulos inicialmente obtenidos, ya que los
articulos que no tenian coincidencia con ninguna de dichas palabras claves podrian ser
descartados. Para los articulos en los que si habia coincidencias con las palabras claves, se
realizé una contabilizacion basica del numero de veces en que aparecian dichas palabras y
esto permitio establecer un orden de prioridad para proceder en el proximo paso. A
diferencia de esta primera etapa, que como se dijo consistié mayormente en una inspeccion
automatizada mediantes las técnicas mencionadas de programacion, el paso subsiguiente
consistio en la inspeccion manual de cada articulo.

Cada articulo fue inspeccionado de manera manual (Fig. 4.5.b) con el objetivo de
corroborar que cada proteina ancestral identificada haya sido obtenida utilizando las
técnicas de ASR y resurreccion (descritas en la introduccién de éste trabajo). Primero
fueron inspeccionados los articulos con menor frecuencia de palabras claves con el objetivo
de descartarlos rapidamente si no estaban relacionados con proteinas resucitadas. También
en este paso de verificacion se encontraron ciertas ambigliedades en la coincidencia de
algunas palabras claves en relacién con la metodologia utilizada en algunas publicaciones
cientificas que no correspondian a metodologias de ASR. Por otro lado, de algunas
publicaciones seleccionadas se identificdé la publicacion primaria donde se obtuvo la

proteina resucitada, porque en algunos casos la proteina resucitada fue caracterizada en
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una publicacion pero fue obtenida por la técnica de ASR en una publicacion previa. Una vez
se identificaron inequivocamente cada una de las publicaciones primarias donde se
obtuvieron una o varias proteinas resucitadas se comenz6 el curado manual para anotar

informacion relevante para la construccion de la base de datos.

4 5.2 Curado manual

Usando la informacion bibliografica y el procedimiento del curado a mano de cada
referencia, todas las entradas han sido anotadas con diferente datos relevantes: el nodo
ancestral usado en la reconstruccién, su edad cronolégica estimada, las metodologias de
RSA usadas para inferir la secuencia ancestral, las secuencias usadas para el ASR y la
estimacion del arbol filogenético (cantidad de secuencias, bases de datos de las cuales
fueron obtenidas y taxones a los que pertenecen esas secuencias), el programa usado para
la estimacion filogenética, el AMS y la ASR, disponibilidad de la estructura cristalizada y su
caracterizacién de ligando. Ademas se anotd la cita primaria correspondiente donde la
proteina fué obtenida por ASR. Para obtener una mejor caracterizacién de la proteina
resucitada, también anotamos aquellas proteinas que tuvieran asociados parametros
bioquimicos que caracterizan la actividad enzimatica (es decir, Km, kcat) y biofisicos (es

decir, temperatura de desnaturalizacion, AGunfolding).

4.5.3 Asociacion con otras fuentes de informacién bioldgica

Con el objetivo de aumentar la anotacion biolégica de Revenant, las proteinas
presentes en Revenant DB han sido asociadas con otras bases de datos bioldgicas con el
objetivo de hacer mas rica la informacién para el usuario y por otra parte dar la posibilidad
de realizar correlaciones de la informacion secuencial y estructurales con informacién
biolégica (funcion y participacion en procesos bioldgicos) y fisicoquimica de las proteinas

ancestrales. La vinculacién se realizé6 mayormente de manera manual:
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1. Los cédigos de Protein Data Bank (PDB), la mejor base de datos de
informacion estructural (httP://rcsb.org), de las estructuras cristalizadas
fueron obtenidos por el procedimiento de curado manual de las publicaciones
cientificas (primarias o secundarias).

2. Los cdédigos de Gene Ontology (consorcio dedicado a la anotacion funcional
de proteinas y genes, http://geneontology.org/) fueron recuperados de la
vinculacion de PDB con esta base de datos.

3. Los codigos de pFam, bases de datos que acumula informacién de familias
de proteinas homdlogas, estructuras, relaciones funcionales, etc
https://pfam.xfam.org/ ) fueron obtenidos utilizando un algoritmo de busqueda
secuencial dentro de esta base de datos y recuperando el primer hit.

4. Las entradas de CodNas (base de datos de diversidad conformacional de
proteinas, http://ufq.ung.edu.ar/codnas/) fueron obtenidas identificando las
secuencias de Revenant con mas de un PDB asociado (i.e que tienen
diversidad conformacional) y buscando el PDB dentro de dicha base de
datos.

5. Los cdédigos de NCBI y Uniprot (principales bases de datos secuenciales
fuertemente conectadas a bases de datos adicionales) fueron obtenidos de
las listas de numeros de acceso de las proteinas homdlogas utilizadas para
los MSA para estimar el arbol filogenético (primera etapa de la ASR).

Toda la informacion anotada descrita anteriormente, fue estructurada en tablas
basadas en un esquema conceptual de la base de datos (Fig. 4.5). Posteriormente, las
tablas fueron transformadas a formato MySQL como fuente de datos para implementar la
subida al servidor web. El servidor web se disefidé para visualizar la informacion contenida

en Revenant DB de la forma mas amigable posible.
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1 Blevenant_ID VARCHAS{10}

2 Generic_pame VARICHAR[45)
. Seguence_name VARCHAR(4S)
> Segquence LONGTEXT

' Mode_desoription MEDIUMTEXT
. Estimated_cronclogical_time BT

Figura 4.5 Esquema conceptual de la base de datos

f Pamo T
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Discusidon general y perspectivas a futuro

En este trabajo pudimos estudiar varios casos en los que usamos informacion provista por
proteinas ancestrales para poder estudiar y entender distintas propiedades y caracteristicas
de proteinas actuales. Esto se pudo lograr debido a que las proteinas ancestrales aportan
informacion inestimable e inalcanzable por otros métodos.

Por un lado, pudimos realizar una extensa investigacion sobre una tiorredoxina atipica, la
EgIsTRP de helmintos, en la cual encontramos que la flexibilidad puede ser un parametro
muy importante para poder entender la funcién bioloégica diferencial que realizan, donde
esta proteina y sus homologas mas cercanas (Echinococcus y Taenia) muestran una mayor
flexibilidad en relacion a las otras tiorredoxinas de helmintos, pero de otros géneros
(Hymenolepis). Ademas, esto también se ve reflejado de alguna manera en relacién a las
tiorredoxinas canénicas (como la del humano, por ejemplo), ya que la diversidad
conformacional de la EgISTRP es mayor que la de la tiorredoxina humana. El uso de las
técnicas de ASR fueron cruciales para esta investigacion debido a que logramos obtener e
inferir informacion esencial para plantear y/o probar ciertas hipétesis, imposible de obtener
con otros métodos. Gracias a esta investigacion también pudimos pulir y poner a punto
varios detalles de esta técnica, lo que nos sirvié no solo en este caso, sino también para las
siguientes investigaciones. Ademas, utilizar los estados ancestrales resucitados permitiria
una mejor validacién para la hipotesis, donde si bien, experimentalmente no se obtuvieron

buenos resultados, si nos sirvié como aprendizaje.

Luego, hemos estudiado las tasas evolutivas de una poblacién de proteinas humanas con
evidencia experimental de agregacion como fibrillas amiloides. Encontramos que este tipo
de proteinas tiene un comportamiento inesperado, ya que a pesar de ser proteinas que son
abundantes y tienen una alta tasa de expresion, también ocurre que tienen una tasa de
evolucion mayor que la de las proteinas de referencia utilizadas en el analisis. Al investigar

mas en detalle, encontramos que existe un grupo dentro de las proteinas de referencia
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(proteinas secretadas) que no presentaban una diferencia en la tasa de evoluciéon con
respecto a los amiloides, pero que si mostraban diferencias en otras caracteristicas,
haciendo, de esta forma, que los amiloides tengan un comportamiento propio. Una de estas
caracteristicas fue la diversidad conformacional, donde se vio que era mayor en las
proteinas amiloidogénicas, lo cual puede deberse, en parte, por la gran cantidad de
regiones desordenadas o altamente flexibles que poseen. Esta caracteristica es la que
podria ser la responsable de facilitar la exposicion de las APRs, dirigiendo a la proteina
hacia la formacion de fibrillas. Otra diferenciacion entre las proteinas amiloidogénicas y las
proteinas secretadas se da, como decia anteriormente, en la abundancia y nivel de
expresion, siendo mayor en ambas en las proteinas amiloidogénicas. Se sabe, ademas, que
para que las proteinas con gran abundancia requieren de un apoyo constante de
mecanismos de control de calidad para permanecer solubles. Las chaperonas en general
tienden a evitar y revertir la formacion de amiloides. En este punto quisimos estudiar si
ademas esta interaccion con las chaperonas le otorgaba a las proteinas amiloidogénicas
una capacidad mayor para adquirir mutaciones desestabilizantes, lo cual en parte también
iria de la mano con su alta tasa de evolucion y gran diversidad conformacional. Para esto
recurrimos a las técnicas de ASR, de modo de poder estudiar la estabilidad a lo largo de la
evolucién, teniendo en cuenta un arbol de 7 especies y recorriendo el camino desde la raiz
hasta el ser humano. Nuevamente, hoy en dia no hubiera sido posible realizar estos analisis
sin las técnicas de ASR, por lo que la informacion que nos brinda es inestimable. Con estos
analisis, demostramos ademas que podemos inferir informacién estructural de estos
estados ancestrales sin la necesidad de tener que resucitar la proteina. Si bien pudimos
obtener un indicio de que las proteinas amiloidogénicas tienden a tener mutacion menos
estables que las proteinas de referencia que no interaccionan con chaperonas, no fue

posible obtener resultados concluyentes.

Por ultimo, se cred una base de datos con informaciéon curada a mano que engloba a la

gran cantidad de proteinas ancestrales reconstruidas y resucitadas conocidas al dia de hoy,
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Revenant (Carletti et al., 2020), asi como también muchas de las caracteristicas
experimentales, tanto biofisicas como bioquimicas de las mismas. Toda esta informacion
puede resultar muy util a la hora de estudiar proteinas relacionadas, tal como se demostrd
en el caso de la tiorredoxina atipica. Ademas, esta base puede ofrecer ejemplos biolégicos
para desarrollar o mejorar diversas herramientas bioinformaticas. Ademas, esta base puede
ofrecer ejemplos biolégicos para desarrollar o mejorar diversas herramientas
bioinformaticas. Este trabajo en particular, al ser una de las primeras incursiones en el
mundo de las proteinas ancestrales fue muy provechoso, debido a que pudimos
comprender y observar detalles mas especificos de las técnicas y las herramientas, asi

como sus distintos usos y alcances.

El trabajo realizado durante esta tesis ha sido una experiencia enriquecedora, ya que, a
pesar de varias dificultades y de proyectos truncados, hemos podido incursionar en un
ambito nuevo para el grupo, como lo es el estudio de proteinas ancestrales, mediante
técnicas computacionales y posteriormente experimentales. Asi como también, hemos
podido demostrar que este tipo de estudios, no solo es Uutil, sino que imprescindible en
muchos aspectos, debido a que ofrece informacién Unica. Como una breve perspectiva al
futuro, se puede decir que se podrian encarar dos frentes, donde por un lado se puedan
establecer las condiciones experimentales para poder estudiar en el futuro diversos
sistemas en los que se requiera resucitar a las proteinas; y por otro lado, en cuanto a lo
computacional, algo que se puede intentar hacer es mejorar las técnicas de reconstruccién
usando mayor informaciéon en los modelos de evolucidon, como puede ser informacién
estructural. Sea como fuere, todavia queda recorrer un largo camino en el uso y

aprovechamiento de las técnicas de reconstruccion ancestral y resucitacion.
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