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Resumen

El conocimiento de los procesos evolutivos de la
vida en la Tierra, ha dado la pauta en la innovacion
de llevar algunos de estos procesos al laboratorio
para beneficio de la humanidad, como es la
replicacion de ADN y la sintesis de proteinas. El
ADN contiene la informaciéon necesaria para la
produccion de una proteina. En el siglo pasado, se
comenzaron a sentar las bases tedricas y
experimentales para replicar ADN en el laboratorio,
generando una de las técnicas experimentales
fundamentales en la biologia molecular, la reaccion
en cadena de la polimerasa (“Polymerase Chain
Reaction”, PCR). A partir de la cual se comenzaron
a implementar otras técnicas como la mutagénesis y
la evolucion dirigida, que finalmente forman parte de
la Ingenieria de proteinas. La Ingenieria de proteinas
consiste en modificar una proteina en un solo residuo
de aminoacido, en una regién, eliminando o
insertando un fragmento de otra proteina, o
fusionando dos proteinas, todo esto a partir de
modificar la secuencia de ADN, con la finalidad de
obtener una proteina con mejores caracteristicas que
la proteina inicial.

Palabras claves: proteinas, evolucion dirigida,
mutagénesis.

Abstract

Knowledge of evolutionary processes of life on Earth
has given the guideline in the innovation of carrying
out some of these processes to the laboratory for the
benefit of humanity, as is DNA replication and
protein synthesis. DNA contains the information
necessary for production of a protein. In the last
century, the theoretical and experimental bases sere
stablished to replicate DNA in the laboratory,
originating a fundamental technique in molecular
biology, the polymerase chain reaction (PCR). After
this technique, other methods began to implement
such as mutagenesis, directed evolution, which
finally became part of protein engineering. Protein
engineering consists of modifying a protein in a
single amino acid, in a region, eliminating a region,
inserting a fragment of another protein, or fusing two
proteins, all this from the modification of the
sequence of DNA, the finality is to obtain an
improved protein.

Keywords: proteins, directed evolution,
mutagenesis.
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Introduccion

Las proteinas son las biomoléculas mas
abundantes en todos los seres vivos. La diversidad
funcional de estas biomoléculas es abrumadora; las
podemos encontrar como enzimas, anticuerpos,
proteinas estructurales, de transporte, entre otras, que
cumplen una funcién altamente especifica en los
sistemas vivos [1].

En estructura, todas siguen el mismo esquema, son
largas cadenas de aminoacidos (cadena polipeptidica)
dispuestos en una secuencia lineal. Los aminoacidos
que conforman las proteinas varian de acuerdo con las
propiedades de sus cadenas laterales (grupos R). A
partir de estos aminoacidos se puede sintetizar una
inmensa variedad de diferentes tipos de moléculas
proteicas [1, 2].
niveles

Las proteinas cuatro

estructurales [1, 3]:

presentan

- Estructura primaria: consiste en la secuencia de
aminodacidos. Dependiendo del orden, nimero y
tipo de aminodcidos, la proteina puede adoptar
varias formas.

- Estructura secundaria: las interacciones
electrostaticas entre las cadenas laterales de
aminoacidos contiguos tienden a plegar la cadena
en una estructura repetida, como la hélice alfa o la
hoja beta.

- Estructura terciaria: las interacciones entre los
grupos R de los aminodcidos distantes da como
resultado el plegamiento global de la cadena
polipeptidica, que a menudo es de forma globular.

- Estructura cuaternaria: interacciones entre dos o
mas polipéptidos para formar la conformacion
nativa de una proteina.

Durante la evolucion de la vida en la Tierra, los
cambios en la estructura primaria (mutaciones) son
determinantes para la existencia de la alta variedad de
proteinas, asi como de sus funciones. Podemos
encontrar proteinas con estructura secundaria y
terciaria similar, mientras que la estructura primaria
puede diferir. La sustitucion de un aminoécido
determinado por otro puede alterar la molécula, y con
ello sus propiedades fisico- quimicas, e incluso su
funcién [1, 3].

Con el descubrimiento de la estructura del ADN y
el proceso de su replicacion, y el desarrollo de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, siglas en

inglés), dieron la pauta para poder modificar a las
proteinas, lo que abre el campo de la Ingenieria de
proteinas [4, 5].

La Ingenieria de proteinas es un conjunto de
técnicas cuyo objetivo es la alteracion intencional de
la estructura primaria de una proteina, para una mejor
comprension de la relacion entre secuencia de
aminoacidos y un nivel estructural superior, la
relacion estructura funcion, o el desarrollo de una
variante mejorada en el contexto de su uso comercial

[6].

La Ingenieria de proteinas es un area
multidisciplinaria, se apoya de la bioinformatica,
biologia estructural, genémica, bioquimica y biologia
molecular. Su fundamento radica en el conocimiento
de los procesos de replicacion del ADN, Ila
transcripcion (sintesis de ARNm) y traduccion
(sintesis de proteinas) de la informacion genética.
Cambios en la secuencia de subunidades (nucleoétidos)
de un fragmento de ADN que contiene la informacion
necesaria para producir una proteina (gen), resultan en
una mutante [7, 8]. Este gen se introduce en una célula
procariota o eucariota [6, 9]; la célula produce o
sintetiza a la proteina mutada o nueva variante, la cual
se purifica (la proteina se separa de todos los
componentes de la célula) para analizar su estructura,
funciéon y caracteristicas fisico quimicas (ver el
articulo “Purificacion de proteinas” en esta revista).

Replicacion del ADN

La informacion que dicta la estructura de las
proteinas que se encuentran en los organismos, esta
codificada en moléculas conocidas como 4acidos
nucleicos, que a su vez estan formados por cadenas
largas de nucledtidos. Un nucleotido estd formado por
tres subunidades: un grupo fosfato, un aztcar de cinco
carbonos y una base nitrogenada [10—12].

El azticar de un nucleétido puede ser ribosa o
desoxirribosa, que contiene un atomo de oxigeno
menos que la ribosa. La ribosa es el azicar en los
nucleotidos que forman acido ribonucleico (ARN) y la
desoxirribosa es el azicar en los nucledtidos que
forman acido desoxirribonucleico (ADN). Hay cinco
bases nitrogenadas diferentes en los nucledtidos, dos
de ellas, adenina y guanina, tienen una estructura de
dos anillos y se conocen como bases puricas. Las otras
tres, citosina, timina y uracilo, tienen una estructura de
anillo unico y se conocen como bases pirimidicas. La
adenina, la guanina y la citosina se encuentran tanto
en el ADN como en el ARN, mientras que la timina se
encuentra s6lo en el ADN y el uracilo s6lo en el ARN.
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La funcion del ARN es transcribir el mensaje genético
presente en el ADN y traducirlo a proteinas [12—14].
El ADN es el portador del mensaje genético, es una
molécula de dos cadenas enrollada sobre si mismas,
formando una doble hélice propuesta por Watson y
Crick. Cada cadena esta formada por secuencias de
desoxirribonucleotidos, adenina (A), citosina (C),
timina (T) y guanina (G). Las dos cadenas se
complementan entre si, la A se une con una T por
medio de dos puentes de hidrogeno, la C se aparea con
una G mediante tres puentes de hidrogeno,
estabilizando la estructura secundaria del ADN. Cada
cadena tiene un extremo 5’ y uno 3" y las dos cadenas
se encuentran interaccionando en sentido antiparalelo,
es decir, una ve de sentido 5' a3 "ylaotrade3 "a5
"[11, 12,13, 15].

La replicacion de ADN en la célula se realiza, de
manera general, de la siguiente manera [11-13]: La
enzima helicasa separa las dos hebras al romper
puentes de hidrogeno y genera la horquilla de
replicacion (iniciacion de la replicacion). Cada cadena
de la horquilla es una hebra molde, a partir de la cual
se crea una cadena complementaria, obteniéndose dos
ADNs idénticos a partir de un templado. La enzima
primasa inicia el proceso reconociendo una region
especifica del ADN y sintetizando un fragmento corto
de ARN (oligonucleotido, primer o cebador) con
secuencia complementaria a esta region especifica del
ADN. El fragmento de ARN deja expuesto un 3 '-OH
para que la enzima ADN polimerasa III se una al
oligonucleétido 'y  comience a  incorporar
desoxirribonucledtidos (ANTPs) para crear la nueva
cadena, esta enzima solo puede incorporar dNTPs en
el sentido 5" a 3'. Esto tiene la ventaja de s6lo usar un
oligonucleodtido. Mientras que para que se lleve la
replicacion en la cadena retrasada, la ARN primasa
sintetiza varios oligonucledtidos que sirven de
iniciadores para que la ADN polimerasa III sintetice
de forma discontinua la cadena complementaria
mediante la generacion de fragmentos de ADN
denominados como fragmentos de Okazaki. La ADN
polimerasa I elimina todos los oligonucleodtidos de
ARN mediante su actividad exonucleasa 3 "a 5 'y
rellena también estos espacios con desoxinucleotidos
mediante su actividad polimerasa 5 "a3 '. La enzima
ADN ligasa une los fragmentos, obteniendo dos
cadenas idénticas de ADN. Finalmente, la enzima
topoisomerasa ayuda al plegamiento de la estructura
de la doble hélice [11, 12, 15].

Reaccion en cadena de la polimerasa (“Polimerase
Chain Reaction”, PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es
una simulacion en el laboratorio de lo que sucede en

la célula cuando se sintetiza o replica el ADN. El
objetivo de esta técnica es amplificar millones de
copias de ADN (amplicones) y se realiza de la
siguiente manera [4, 5, 16] (Figura 1):

Se inicia con un fragmento de ADN o templado y
la enzima termoestable (actividad a temperatura 95°C)
Taq polimerasa (ADN polimerasa de la bacteria
Thermus aquaticus)y su cofactor cloruro de magnesio
(1.5 mM), cataliza la generacion de una hebra
monocatenaria de ADN. Los oligonucledtidos,
iniciadores o cebadores (0.1 a 0.5 uM de cada
cebador), de un tamafio entre 20 y 30 nucledtidos, se
unen a la cadena de ADN para ser reconocidos por la
polimerasa. Se usan dos oligonucleodtidos, uno con
direccion 5' a 3" (“forward”, misma cadena que el
ADN) y otro con direccion opuesta (“reverse”, con
secuencia complementaria al ADN) para limitar la
region de interés. Los dinucledtidos (ANTPs) (10 mM
de cada uno) son las unidades para formar una nueva
cadena de ADN. El ambiente quimico para que se
lleve a cabo la reaccion lo proporciona un
amortiguador optimo (Tris-HCI 10 mM, pH 8.4, KCI
50 mM) para la funcién de la ADN polimerasa. En
algunas ocasiones se usan otros aditivos en toda esta
mezcla de reaccion, esto es dependiendo de la
complejidad de la secuencia de ADN, esto es, si se
cuenta con alto porcentaje de guaninas y citosinas, se
usa dimetil sulfoxido (DMSO) (10%, reduce Ia
estructura secundaria del ADN), formamida
(estabiliza la estructura secundaria de ADN) o
albumina sérica bovina (BSA) (aumenta la eficiencia
de la PCR, capta iones y otros inhibidores de la Taq
polimerasa). La reaccion es procesada en un equipo
llamado termociclador, el cual realiza ciclos de
temperaturas determinadas. El primer paso es la
separacion o desnaturalizacion de la doble cadena de
ADN a temperatura de 94°C, durante 1 a 5 minutos,
para romper los puentes de hidrogeno. El siguiente
paso es la alineacion (union) de los oligonucleodtidos
mediante puentes de hidrogeno con las zonas
complementarias en la cadena de ADN, esto se realiza
a una temperatura definida, entre 40°C y 60°C la cual
dependerd del tamafio y secuencia del
oligonucleotido. Después, el paso de la extension se
lleva a cabo a 72°C, durante 60 segundos, generando
los amplicones. En la extension, la ADN polimerasa
se une en la region del ADN donde se alinearon los
oligonucleodtidos y comienza a sintetizar una cadena
de ADN en direccion 5' a 3', la incorporacion de
nucledtidos estabiliza la union de los oligonucledtidos
con la cadena del ADN. En este primer ciclo se
obtendran nuevas cadenas dobles de ADN, las cuales
seran el templado para el siguiente ciclo. Estos pasos
se repiten varias veces (de 25 a 30 veces o ciclos) para
generar, de manera exponencial (2n), grandes
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cantidades de los amplicones. Con forme se van
usando los reactivos de la reaccion, la sintesis de ADN
decrece. Al final de los ciclos, se tiene un paso a 72°C,
para que la Taq polimerasa sintetice todos los
fragmentos que quedaron incompletos.

Los resultados de esta reaccion se visualizan por
una electroforesis horizontal en geles de agarosa
(agarosa 1%, bromuro de etidio 0.5 pg/mL). Las
muestras se preparan en un medio con glicerol, para
incrementar la densidad de las muestras y que
permanezcan en el pozo del gel. Durante la
electroforesis las muestras se visualizan con un
colorante, previamente afladido en la muestra, que
puede ser bromofenol o xilenocianol. La migracion
del ADN sera hacia el polo positivo debido a que su
carga es negativa. Para detectar el ADN en el gel, se

Miranda-Zaragoza et al. Mens. Bioquim. 45 (2021): 48-58

usa bromuro de etidio, el cual se intercala en las hebras
de ADN, emite fluorescencia al ser radiado con rayos
UV. En el gel también se incorpora una muestra de
marcadores de peso molecular, que consisten en
moléculas de ADN con peso molecular definido
(nimero de pares de bases) y serviran de guia para
determinar aproximadamente el peso de los
amplicones de ADN.

La técnica de PCR tiene grandes ventajas, es una
técnica simple, sensible (detecta cantidades hasta
nanomolares de ADN), especifica, rapida y versatil.
En cuanto a las aplicaciones, se usa en la
identificacion de genes [17], diagndstico molecular
[18], identificacion de especies taxondmicas [19], en
ciencia forense [20], genética de poblaciones [21], y
otras.
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Figura 1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). A. La reaccion se realiza en un termociclador, donde se programaran diferentes
temperaturas que seran repetidas en ciclos durante la replicacion o sintesis de ADN. B. Para realizar una PCR se requiere del ADN o
templado, desoxinucleotidos (ANTPs), cebadores u oligonucleotidos, amortiguador, ADN polimerasa. C. Ciclo de la PCR donde se realizan
las tres etapas principales de la reaccion, desnaturalizacion del ADN (entre 95°C y 97°C), alineamiento de los cebadores por temperatura
(50°C y 60°C), elongacion de la cadena nueva de ADN (72°C, temperatura 6ptima para la actividad de la ADN polimerasa, finalmente se
obtienen dos cadenas dobles de ADN que seran el templado de un nuevo ciclo. Figura realizada en BioRender.com
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Mutagénesis

La técnica de mutagénesis es una técnica muy
poderosa que permite realizar cualquier cambio en la
secuencia de ADN, si esta secuencia conticne la
informacion necesaria para sintetizar una proteina, se
origina una variante o mutante. El cambio en la
secuencia de ADN consiste en modificar un
nucleodtido o un codén (mutagénesis sitio dirigida) o
un fragmento de la secuencia (delecion o insercion)
[22-25].

La mutagénesis sitio dirigida, o disefio racional,
inicia con la determinaciéon del aminoacido a
modificar o mutar. En esta técnica es esencial usar
ADN polimerasa con actividad de exonucleasa 3" a 5’
(por ejemplo, Vent, Phusion, KOD), para corregir
mutaciones no deseadas durante la amplificacion del
ADN. Los oligonucledtidos se disefian de un tamafio
mayor a 35 pares de bases, con 10 a 15 nucledtidos de
alineamiento exacto al templado en ambos extremos.
Por lo general, el oligonucleodtido debe contener en el
extremo 3’ citosina o guanina, con un 40% maximo de
contenido total de GC. Enuna primera PCR se genera
un amplicédn que se usard como mega oligonucleodtido
en una segunda PCR. Esta segunda PCR se usard para
el disefio de un segundo oligonucleotido el otro
extremo del ADN templado (Figura 2A). Finalmente,
el producto de PCR mutagénico se analiza en un gel
de agarosa, separandolo del templado y otros
productos no especificos. El PCR mutagénico se
purifica y se clona en un vector que se introduce a una
célula (procariota o eucariota), donde se producira la
proteina (Figura 2A) [22, 24, 26].

Otras técnicas muy recurrentes para el disefio de
mutantes es extensidon por sobreposicion 0
sobrelapamiento [5, 27]. Esta técnica se usa para la
generacion de deleciones o inserciones en una
secuencia de ADN, con el mismo fundamento que la
mutagénesis sitio dirigida y solo varia en el disefio de
oligonucleotidos.

Cuando se desea ‘“cortar” una region en la
secuencia de ADN, uniendo los extremos que quedan
libres, se realiza una delecion. En el primer paso se
amplifican dos fragmentos (primera y segunda PCR),
en cada par se cuenta con un oligo (secuencia mayor a
30 oligonucleétidos) cuyo extremo contiene la
modificacion que se desea y se puede sobrelapar
(secuencia de aproximadamente 9 oligonucledtidos).
En una tercera PCR, estos fragmentos se usan como
un solo templado, junto con dos oligos disefiados para
un PCR comun (20 a 30 nucleodtidos), uno serd
complementario en el extremo 5 de un mega
oligonucledtido y el otro se podra alinear en el

extremo 3’ del segundo mega oligocleotido [5, 26]
(Figura 2B).

Para adicionar una secuencia de nucledtidos en un
gen (insercion) o diseflar una quimera, al igual que en
la delecion, también se emplea la extension del
sobrelapamiento por PCR, la diferencia es el disefio de
los oligonucledtidos que incluyen la secuencia que se
desee incorporar, la cual serd la region de
sobrelapamiento en la PCR, considerando el tamafio
de oligonucle6tidos mayor a 30 nucledtidos
(dependiendo del tamaiio del inserto) [5, 25, 27] . Para
el resto del protocolo se sigue el mismo fundamento
que para una delecion (Figura 2C y 2D).

Herramientas bioinformaticas

Existen diversas herramientas bioinformaticas
mediante las cuales se puede realizar un analisis de los
diferentes niveles estructurales de la proteina,
determinando la region o aminoacidos mas
convenientes para mutar, si es una mutacion puntual
se puede determinar el efecto de la mutacion (costo
energético, cambio de energia libre). Se puede
comparar la secuencia de aminodcidos con otras
proteinas (definiendo identidad, similitud, sitios
conservados, etcétera), a nivel de estructura primaria
existe la posibilidad de predecir algunos parametros
fisico quimicos (punto isoeléctrico, peso molecular,
hidrofobicidad, coeficiente de extincién molar, etc.)
de la mutante a obtener, analisis de la estructura
secundaria y terciaria para reconocer las interacciones
que se modificarian al realizar una mutagénesis,
modificacion de la carga en la superficie de la
proteina, alineamientos de estructura terciaria de la
mutante a diseflar comparada con otras proteinas,
entre otros parametros (Tabla 1).

Evolucién dirigida

La evolucion dirigida en proteinas es una técnica
que se fundamenta en el cambio de su estructura
primaria (mutantes) con repercusion en niveles
superiores de su estructura, dando origen a proteinas
con caracteristicas fisico quimicas diferentes a la
proteina de la cual se parti6 (proteina silvestre). Asi
como en la evolucion de los seres vivos donde
sobrevive el mas apto ante los cambios del ambiente
(seleccion natural), en la evolucion dirigida se busca
obtener proteinas con optimizacion en su estructura y
funcion [5, 28, 29].

En la evolucion dirigida, el cambio en la secuencia
del gen que codifica para una proteina puede ser de
manera aleatoria (“random mutagenesis”, en inglés),
lo que resulta en un nimero de millones de mutantes
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conformando una biblioteca mutagénica.
limitaciébn en esta técnica es la necesidad de
estandarizar un método de alta resolucion que permita

(A)

La

Miranda-Zaragoza et al. Mens. Bioquim. 45 (2021): 48-58

seleccionar a las proteinas con propiedades
determinadas bajo condiciones relevantes [30].
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Figura 2. Representacion esquematica de diferentes métodos de

mutagénesis sitio dirigido o sitio especifica por PCR. A. En la

mutagénesis sitio dirigida, se llevan a cabo dos rondas de PCR, en la primera se genera un amplicén (no mayor a 60 oligonucleoétidos) con
la modificacion (*) en la secuencia de ADN, este amplicon se purifica y se usa como mega oligonucleotido o cebador en una segunda PCR,
con un oligonucledtido en el extremo 3" para amplificar un segundo amplicon (AND mutagénico). Mutacion por delecion (B) o insercion
(C), se realiza mediante extension por sobreposicion basada en PCR. Esta técnica también puede ser empleada en la generacion de quimeras
al intercambiar dominios entre proteinas homologas (D). Figura realizada en BioRender.com

Para realizar una mutagénesis al azar de una
proteina, se basa en el principio de una PCR, y para
generar errores en la secuencia (cambios o mutantes)
se requiere de una ADN polimerasa de baja fidelidad,
con ausencia de actividad de exonucleasa 3" a 5', y
mantener un desbalance en la cantidad de nucleotidos.
Los productos que se obtienen de la PCR se clonan a
un vector para poder introducirse a una célula, donde

se expresaran las proteinas mutadas o nuevas
variantes. Cada hebra doble que se genera representa
una mutante, por lo que al final de la PCR se espera
tener una biblioteca de 10°- 10'° mutantes [5, 8, 29,
30].
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Tabla 1. Softwares utilizados en el analisis e ingenieria de proteinas (8)

Nivel Softwares
estructural
Traduccion ADN a proteina Analisis del marco de lectura Oligonucledtidos
A, partir de la secuencia de - Se analizan pgmbles marcos de Disefio de oligonucledtidos a partir de
nucleodtidos se obtiene la secuencia lectura, ademas de predecir los ; . .
Lo , o I la secuencia de ADN de interés
primaria de la proteina sitios de restriccion
ADN * NCBI: ORFfinder * Primer designing tool
* Expasy: Translate tool * Bioinformatics: ORF finder * Primer-BLAST
* EMBOSS: Transeq, Sixpack, - BioLign « GeneFisher2
Backtranseq
* BioLign * WatCut * Primer3
* Rsite
Base de datos Alineamiento de secuencias Parametros fisicoquimicos
Colecc101,1 de secuencias primarias de Comparacion de dos o mas Prediccion de la composicion, masa, pl,
proteinas con datos teoricos y . o
. secuencias solubilidad, Tm
experimentales
Proteina: * UniProt * Lalign » Compute pI/Mw tool ExPASy
Estructura
primaria * Swiss-Prot * SIM * PEPSTATS (EMBOSS)
* Protein Information Resource (PIR) * BLAST * Peptide Molecular Welght Caleulator
(GenScript)
* NCBI * Clustal W Tm Predictor
* Clustal Omega * ESPRESSO
* MAFFT * PROMPT
» T-Coffee * PIR
Base de datos Prediccion Dominios y motivos
Recopilaciéon de secuencias Con base en la estructura primaria L, - .
. . ., Determinacion teorica de los posibles
secundarias a partir de datos se propone la conformacion en . .
. . dominios y motivos estructurales
experimentales esctura secundaria
Proteina:
Estructura Protei 4
secundaria ¢ Protein secondary structure . .
database (PSS) JPred4 DynDom
* 2dSS-UPMC * RaptorX * Motif Scan
* PredictProtein 2013 « InterPro
* PROTEUS2 * MOTIF
* PSIPRED * Pfam
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Tabla 1. Softwares utilizados en el analisis e ingenieria de proteinas. Continuacion.

Base de datos Modelado por homologia Validacién de modelos

Compilacién de estructuras

. . X Obtencion de un modelo Analisis de la estructura obtenida,
tridimensionales, obtenidas por L . ] , . . . .
P . tridimensional por homologia o angulos, interacciones y distancias
técnicas como cristalografia de rayos or métodos Ab initio opuestas
X, Criomicroscopia y NMR p prop
Proteina:
Estructura )
terciaria * Protein Data Bank * Robetta * ProSA-web
* I-TASSER * SAVES
* SWISS-MODEL * WHAT IF
* Modeller * ERRAT
* CPHmodels * PROCHECK
* GalaxyWEB: * Verify3D

Referencia [§8]

La biblioteca debe caracterizarse, es decir, ynumero de células transformadasy que mantienen el
determinar el nimero de mutaciones por cada mil gen mutado (Figura 3A).
nucledtidos, regiones donde predominan las mutantes,

A GUCENURUGCHRRGY
HRHANNARNEAARHY

J SN W | N W —
Val Gn Leu Tyr Arg

‘ dNTPs desbalanceados
= MgCl,
Reacci6n de

Enzima de baja fidelidad

mpm Nimero de ciclos

Q0 =

Figura 3. Generacion de una biblioteca mutantes mediante evolucion dirigida. A) Técnica de evolucion dirigida. En diferentes colores
se muestran los pares de bases mutados, en lineas punteadas se sefialan las mutaciones silenciosas. B) Proceso de seleccion en una biblioteca.
En circulos magenta se esquematiza la ubicacion de las mutantes dentro del plasmido. Figura realizada en BioRender.com
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Es fundamental determinar la caracteristica por la
cual se elegiran las variantes, a partir de esto, se
estandarizaran las condiciones de seleccion para que
solo las proteinas mejoradas puedan identificarse
mediante una propiedad bioquimica especifica. En la
evolucion dirigida de proteinas, este paso se convierte
en una limitante, ya que debe ser un método sencillo,
reproducible, econdomico, rapido, y con la capacidad
de analizar cientos de variantes en poco tiempo
(Figura 3B) [31, 32].

Aplicaciones de la Ingenieria de proteinas

La gran demanda de las enzimas en la industria,

56

desencadeno el desarrollo de diversos métodos para
generar proteinas optimizadas en su funcién y
estructura.

La modificacion de una proteina ha tenido impacto
en el mejoramiento del fenotipo de organismos [33],
en la terapéutica para un mejor control sobre la
farmacocinética y farmacodinamica [34], el desarrollo
de nuevos materiales poliméricos basados en proteinas
[35], la industria de los alimentos con el mejoramiento
de enzimas [36], en el disefio de biosensores [37] ,
entre otras (Figura 4).

biomedicina, Dbiotecnologia y nanotecnologia
Aplicaciones de la
ingenieria de
l proteinas l
o l o
Industriales o PY Biomedicina
) . Mefho Biomateriales Nanovacunas
Alimentaria ambiente Terapéuticos
T . [ — .
extiles . L, Nanoacarreadores de cardiovasculares
Detergentes Biorremediacién f4rmacos Enzimas basadas en
Biosensores Hidrogeles terapetiticos
— — Ingenieria de virus
Proteasas, . Polinéntid
amilasas, lipasas Peroxidasas, | -olpeptidos
dlo)ugenasas similares a elastina Insulina
Motivos de ; .
anticuerpos
I I calmodulina P
Mayor actividad, Mejora en expresion, I
especificidad, eficiencia  actividad catalitica y Aumento en actividad
catalifica y estabilidad especificidad en ambientes Biodisponibilidad, especificidad, estabilidad,
con alta concentracion de incorporacién de farmacodindmica,
contaminantes polipéptidos, autoensamble farmacocinética

Figura 4. Ingenieria de proteina y sus aplicaciones. Las principales aplicaciones de la Ingenieria de proteinas se enfocan en cuatro areas:
industriales, medio ambiente, biomateriales y biomedicina [8]. Figura realizada en BioRender.com.
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