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Resumen

La lacasa (EC: 1.10.3.2) es una enzima oxidoreductasa, capaz de catalizar la oxidacion de compuestos
fendlicos, aminas aromaticas e incluso compuestos organicos, usando oxigeno molecular como aceptor de
electrones. La versatilidad de ésta para degradar éste tipo de sustratos hace que el estudio de sus aplicaciones
sea de interés en varios tipos de aplicaciones como son: el blanqueado de telas, pulpa de papel, frutas y
biorremediacion. Se ha comprobado experimentalmente que la catélisis enzimatica estimulada por esta enzima
puede ser la mejor alternativa industrial a los procesos quimicos corrientemente utilizados. No obstante, la mayor
parte de los estudios se encuentran enfocados en mejorar la catalisis, dejando de lado aquellos estudios para
mejorar la estabilidad de esta enzima en condiciones extremas. Siendo ésta la razon del porque de esté trabajo
se encuentra centrado en identificar y caracterizar una nueva lacasa in silico que eficiente su potencial en
aplicaciones industriales que conllevan procesos a temperaturas altas.

La lacasa de Melanocarpus albomyces contiene atomos de cobre como cofactores enzimaticos usuales en las
lacasas fungicas. La estructura cristalina de la enzima de Melanocarpus albomyces cuenta con cuatro atomos de
cobre sostenidos por 10 histidinas, la cartografia muestra que la lacasa de M. albomice se constituye de 623
aminoacidos, los cuales generan tres dominios con un plegamiento —sandwich. El nivel de homologia mostrado
por M. albomyces al ser comparada con otras lacasas de ascomycetos es de alrededor del 60%. Las mutaciones
in silico propuestas son adecuadas para establecer interacciones ionicas (puente salino) en la superficie proteica,
dando asi lugar a una nueva lacasa de M. albomices, la cual puede ser mas resistente en estructura en
comparacion con la proteina nativa.
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Prefacio, prélogo...

El trabajo descrito en esta tesis se realizd conjuntamente en las areas de Biofisicoquimica y de Biologia
Molecular, pertenecientes a los departamentos de Quimica y Biotecnologia, respectivamente al periodo 2005 -
2006.

Agradeciendo las aportaciones realizadas a mi persona por dos grandes instituciones cientificas, mis
directores de tesis. Arturo Rojo y Gustavo Viniegra por darme y ofrecerme la oportunidad de trabajar a su lado,
asi como por apoyarme y aconsejarme durante mi trabajo.

De igual manera deseo agradecer a mis colegas, amigos y a todo el personal en el laboratorio por crear
una placentera atmdsfera de trabajo.

Mi mas expresiva y calida gratitud a Chuchito y Carmelita que me dan alas para seguir adelante, y por su
amor recordandome que ellos son lo mas importante que he encontrado en mi vida fuera del laboratorio.

Liliana, agracias por...

Esperando no ser desagradable y en arras de hacerme entender, he descuidando muy probablemente los
tecnicismos de la escritura asi como formalidades, esperando hacer esta lectura un poco mas ligera.
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Introduccién
"Averiguar la secuencia de nuestras proteinas podra ser algun dia una actividad tan cotidiana como es hoy
obtener el grupo sanguineo..."

De las proteinas

Durante los afios cuarenta y para ser mas preciso, en 1948, durante un viaje a Inglaterra, Linus Pauling
del Instituto de Tecnologia de California fue brevemente internado en Oxford; aburrido en su cama, dibujé en
papel formulas de polipéptidos a escala, comenzando a jugar torcioé el papel para observar la forma tridimensional
que estas adquirian en el espacio, conjeturando asi la llamada estructura secundaria de las proteinas, y a partir
de este momento nos empezamos a dar cuenta de la enorme complejidad de estas macromoléculas.

Se sabe que la proteina es una estructura de importancia vital para los organismos, por esta razon los
investigadores se han preguntado el origen de una infinidad de cosas y la razon de otra infinidad, preguntas que
siempre han quedado abiertas'"”. Como un ejemplo de esto es la sintesis proteica, misma que los quimicos han
tratado de desarrollar por diversos métodos para crear con gran simpleza solamente polipéptidos de laboratorio,
pero estos métodos consumen mucho tiempo, son de dificil aplicacion y tal vez no muy eficientes al fabricar una
proteina constituida de varios cientos de aminoacidos. Por esto mismo, el estudio tedrico y empirico de proteinas
es hoy en dia un campo de investigacion atractivo, con una gran actividad"”.

Biologia y computacion

Dada la importancia de la estructura de las proteinas, todavia no sabemos predecir con certeza sus
conformaciones tridimensionales en el espacio partiendo de la secuencia de aminodcidos, siendo asi la
resolucion de este problema un campo abierto en biologia, quimica y fisica. Las primeras personas en tratar de
reducir en tiempo y espacio este problema fueron bidlogos y bioquimicos, quienes adoptan la tecnologia
computacional como un elemento fundamental de su trabajo diario, creando una nueva ciencia, la
biocomputacion, que ha sido la base para ayudar en las grandes investigaciones sobre la vida, aplicando el
conocimiento molecular a la tecnologia, proporcionando elementos teéricos asi como las herramientas practicas
para que los cientificos puedan solucionar problemas en un menor tiempo.

Con el crecimiento en complejidad y capacidad tanto de las computadoras como de las técnicas de
investigacion, se necesitan “puentes humanos” que puedan entender ambas disciplinas y sean capaces de
comunicarse con los expertos de los dos campos.

Historicamente, el uso de las computadoras para resolver cuestiones bioldgicas comenzd con el
desarrollo de algoritmos y su aplicacién en el entendimiento de las interacciones de los procesos bioldgicos, asi
como de las relaciones filogenéticos entre diversos organismos'®. Esta disciplina emergente, la bioinformatica
utiliza la tecnologia de la informacién para organizar, analizar y distribuir la informacién bioldgica con la finalidad
de responder preguntas complejas en menor tiempo.

La bioinformatica es un area de investigacion multidisciplinaria, la cual puede ser definida como la
interfase entre diferentes ciencias: biologia, fisica, quimica y computacién. Esta disciplina se encuentra impulsada
por la promesa de una nueva era en la cual la investigacion bioldgica pueda ayudar dramaticamente a mejorar la
condicion sobre la calidad de vida humana. Siendo asi el fin Ultimo de la bioinformatica facilitar el descubrimiento
de nuevas ideas bioldgicas asi como el de crear perspectivas globales a partir de las cuales se puedan discernir
principios unificadores entre las ciencias basicas y aplicadas como pueden ser la biologia o fisica a la
biotecnologia.

En estos Ultimos afios las ciencias aplicadas como la biotecnologia han tenido un desarrollo importante,
partiendo de la manipulacion de medios de cultivo, hasta llegar a los microorganismos genéticamente modificados
de manera in vivo. Este crecimiento es producto de una gran demanda por procesos industriales alternativos
donde gobierne una atmésfera bioldgica, confiriéndoles asi a éstos una mayor y mejor calidad, limpieza Y/,
rapidez.
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De la lacasa

El cobre es uno de los metales de transicion bioldgica que prevalecen mas, después del hierro. Su
concentracion en el habitat biologico es bajo, sin embargo su acumulacién en las células requiere de transporte
activo. EI Cu* es toxico si se acumula y aln en concentraciones bajas. De aqui, que en los organismos el
transporte sea en la forma de complejo metalico, usualmente en proteinas. Ejemplo de estas proteinas son las
lacasas. Esta enzima tiene importancia bioldgica, ya que esta involucrada en la esporulacion, produccion de
pigmentos, formacion de estructuras bioldgicas y degradacion de lignina por los hongos®

Las enzimas lacasas son capaces de catalizar la reduccion del oxigeno a agua, sustrayendo 4 electrones
y analogamente oxidar una variedad de sustratos. Contienen cuatro tipos de cobre, uno llamado “azul” o tipo |
(T,), que absorbe a 600 nm y un acoplamiento con un cobre tipo Il (T,) o cobre “normal’, indetectable por
absorcion dptica y un par tipo Ill (T,) o acoplamiento “antiferomagnético”, que tiene una banda de absorcién a
330nm, acoplados binuclearmente a través de un puente hidroxido® %),

El andlisis estructural por difraccion de rayos Xy de las secuencias, demuestran que existe similitud entre
las lacasas provenientes de diversas especies y analogia con enzimas de otras familias que contienen sitios
cataliticos metalicos como la ascorbato oxidasa, ceruloplasmina, bilirrubina oxidasa y ferroxazinona

La enzima lacasa se encuentra constituida por tres dominios. El cobre T, mononuclear, se encuentra
localizado en el dominio 3 quelado por dos histidinas y una cisterna. Los otros tres cobres estan acoplados
trinuclearmente junto con 8 residuos de histidina pertenecientes a los dominios 2 y 3.Comunmente en las
estructuras cristalograficas el cobre T, se encuentra ligado a dos histidinas y una molécula de al agua o grupo
dioxigeno, en cambio el sitio binuclear cobre T, contiene 3 histidinas ligadas al cada cobre. Un promedio de las
estructuras cristalograficas para la lacasa muestra que los cobres (cobre Il'y cobre IIl) del acoplamiento trinuclear
se encuentran liigados entre si con una distancia de aproximadamente 4 A y que el cobre | se encuentra a 13 A
del sitio trinucleado. En las oxidoreductasas multicobre, el cobre | acepta electrones del sustrato y transfiere los
electrones aproximadamente a 13 A, al acoplamiento trinuclear T,/T,, el cual une y activa al O, para la reduccion
a H,0,, como se muestra en el esquema 1 “ >,

0: Lacasa (Cu ) Medox L|qn|na R
OH
R
2H.0 Lacasa (Cu 1) L|an|na
Esquema 1. Ciclo catalitico del sistema oxidativo de la enzima lacasa.

Funcionalmente, todas las oxidasas multicupricas, acoplan 4 electrones, con oxidaciones del sustrato
unielectronicas, con los cuatro electrones reductores del di-oxigeno al agua. La reaccion tetraelectronica de la
lacasa nativa, muestra que se produce una especie transitoria, la cual da como resultado la enzima enteramente
oxidada. Esta especie enzimatica es llamada N, en la cual se muestra que los sitios cobre T,y T,, estan oxidados
y de ahi que al menos 3 electrones han sido transferidos al oxigeno, utilizando a éste como ultimé aceptor de
electrones > %),

Koroleva y colaboradores "®, han estudiado los cambios 6pticos provocados por la temperatura, en el
centro catalitico de las enzimas lacasas que son producidas en hongos del genero Coriolus, demostrando que un
aumento de la temperatura induce la desintegracion del acoplamiento trinuclear de los cobres, acompafiado de la
pérdida de uno de los iones cobre de este sitio y la desaparicion del acoplamiento antiferromagnético en el cobre
tipo 3 y también que al quitar el cobre tipo 2 del sitio trinuclear, la enzima lacasa muestra una baja en la
termotolerancia, por lo cual este sitio es importante para estabilizar el efecto de la temperatura * ', De igual
manera demostraron que existen varios cambios de transicion durante el desplegamiento de la lacasa
provocados por la temperatura. En hallazgos recientemente, se ha demostrado, por mutagénesis directa, que se
puede modular la actividad redox de la lacasa.
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Otros grupos de investigacion han reportado que la desnaturalizacion térmica de proteinas que contiene
cobre en su sitio activo es irreversible, por lo cual los cambios estructurales causan la pérdida en la actividad

enzimatica, que terminan en el desplegamiento total de la proteina ™.

Por otro lado, las estudios hechos sobre la estabilidad de las lacasas y la preocupacion de mantener la
actividad de esta ante los disolventes, ha sido investigadas, probando diferentes ambientes de reaccidén no
polares, como tolueno, isopropil eter, benceno, cloroformo, piridina, tetrahidrofurano, dimetoxifenol y dioxano para
la oxidacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) como el o-fenilen diamino. Asi mismo se han tratado
de obtener productos de la oxidacion de PAH inmovilizando a las lacasas en polietilenglicol con resultados
exitosos en lo que respecta a la estabilidad y oxidacion ®%. La inquietud de las compaiiias, como la de la
generacion de gasolinas, de reducir los indices de azufre, han llevado a pensar que un sistema enzimatico en
ambiente organico e inmobilizado seria eficiente, ya que esta proteina puede ser estable en medios organicos y
podria oxig)ar diversos compuestos como el dibenzotiofeno, que se encuentra en cantidades considerables en las
gasolinas .

Aunque la utilidad industrial de las lacasas se encuentra en aumento, todavia no se pueden desarrollar
procesos que impliquen el uso de éstas, lo cual limita la utilidad de dichas enzimas a procesos que se llevan a
cabo a temperatura ambiente 0 apenas unos grados por arriba de esta temperatura. Por otro lado, las pocas
secuencias de enzimas termoestables son de propiedad industrial, o que nulifica las oportunidades de industrias
pequefias para adquirir procesos mas limpios y seguros ®. Esto, aunado a la gran demanda tanto de
investigadores como de la propia industria por obtener informacion y resultados de manera rapida y concisa nos
ha conducido al camino de la biologia computacional.

Es sabido que la industria, como por ejemplo la textil, alimenticia, del procesamiento de la madera,
farmacéutica y quimica utiliza reacciones de oxidacion quimica en sus procesos los cuales resultan ser
econémicamente y experimentalmente insatisfactorios, ya que las reacciones secundarias o las mismas
oxidaciones resultan ser toxicas.

Una alternativa potencial a los métodos quimicos es la oxidacidn enzimatica. Hoy por hoy se ha visto que
la lacasa es importante para las industrias que utilizan reacciones de oxidacion. En la actualidad se estudia la
lacasa con gran intensidad por sus numerosas aplicaciones en la industria textil para blanquear el color indigo de
la mezclilla o en las plantas tratadoras de efluentes para la decoloracién del mismo. Tambien se utiliza la lacasa
para remover compuestos fendlicos en el pulpeo del papel, en la remocion de polifenoles que causan la llamada
neblina de los jugos o bebidas, asi como en la remocién de compuestos irritantes para industria de
cosméticos . Una las potenciales aplicaciones de la lacasa es la biorremediacion de suelos, eliminando los
contaminantes sélidos, hidrocarburos aromaticos y clorofenoles. Seguida de la generacion de biocombustibles
como el bioetanol mediante la degradacion de gabazo de cafa, fécula de maiz o yuca. Y aunque la enzima
lacasa es una enzima cardinal y prometedora gracias a su variedad de aplicaciones industriales no es
completamente estable en aplicaciones que conlleven temperaturas altas en su proceso.

Como una consecuencia del parrafo anterior se ha comprobado que un aumento en la temperatura
reduce los tiempos de catélisis para los procesos industriales. Como un ejemplo se encuentra la deslignificacion
de pulpa de papel donde un aumento en la temperatura contribuye de manera favorable en la catélisis pero que a
su vez restringe la vida util de la enzima, siendo asi una clara necesidad el aumentar la estabilidad térmica de
esta enzima y poder con esto ser utilizada en una gama mas amplia de procesos y aplicaciones industriales.

El fin ultimo para éste trabajo se encuentra dirigido a entender algunos de los factores capaces de
conferir resistencia térmica a la lacasa proveniente del microorganismo Melanocarpus albomyces (IMa) >4
mediante un aumento en su resistencia estructural con la insercion de mutaciones in silico.
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Justificacion
El conocimiento sobre biologia experimental y molecular en proteinas ha aumentado de manera
significativa en los ultimos afios, haciendo que la comprension e interpretacion de estas disciplinas, asi como de
otras cercanas a ellas, sea cada vez mas complicada''”. Siendo asi y por esta razon que emergen herramientas
computacionales capaces de originar una interpretacion de datos veloz y &gil, disminuir tiempos de
experimentacion, formular algoritmos de comprension fisica y dindmica idoneos de ser utilizado para el modelado
de condiciones extremas.

En México el andlisis biocomputacional se encuentra rezagado; por lo mismo, pocas personas se dedican
a su desarrollo, comprension ¥/, manufacturacion siendo ésta la principal razén por la que es importante capacitar
y fundamentar conocimientos del analisis biocomputacional sobre personas interesadas en estos temas.

Para aplicar los métodos computacionales se eligio como sujeto de trabajo a la enzima lacasa de los hongos
Myceliopthera termophila (IMt)*"y Melanocarpus albomyces por las siguientes razones:

=l La enzima lacasa posee caracteristicas estructurales interesantes (metaloproteina) para la
explotacion de herramientas bioinformaticas, asi como la exploracion limite de algunas de éstas.
I Enzima estudiada experimentalmente en nuestra Universidad aportando la posibilidad de realizar

los ensayos o comprobaciones experimentales.
Importancia biotecnoldgica, en la remocion de contaminantes por oxidacion y la generacion de
biocombustibles.
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1.

2.
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Aprender a utilizar las herramientas de analisis y mineria de datos para el estudio de las
caracteristicas geométricas en proteinas de interés biotecnoldgico.

Determinar los posibles aminoacidos que contribuyan significativamente a la estabilidad
estructural de la lacasa

Proponer y realizar mutaciones in silico de aquellos aminoacidos encontrados en la superficie de
la proteina,

Favorecer las interacciones ionicas,

Aumentar la diferencia energética entre la proteina nativa y la mutada, mediante la formacion de
puentes salinos,

Obtener una lacasa de Melanocarpus. albomyces con resistencia estructural a temperaturas altas.
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Materiales y métodos
La base de datos

El estudio de la secuencia de aminoacidos, asi como de la estructura secundaria y terciaria es de
importancia para el analisis, comprension y prediccion de las caracteristicas conformacionales de cualquier
proteina'’. El sistema donde se realizo el estudio de las estructuras basicas antes nombradas, se compone de
un conjunto de proteinas acotado en un banco de datos, llamado Protein Data Bank, PDB *® por sus siglas, en
este banco se encuentran todas las proteinas cristalizadas, de las cuales se conoce su configuracion espacial, es
decir, las coordenadas cartesianas de cada uno de sus atomos, ya sea por técnicas de difraccion de rayos X o
bien por el uso de resonancia magnética nuclear. El nimero de estructuras incluidas en este banco es de casi
40,000. La busqueda de lacasas se realizé cuidadosamente, ya que comunmente este tipo de busqueda conlleva
alteraciones en los resultados debidas a la elevada redundancia de algunas estructuras. De este modo, se
utilizaron dos criterios que nos permitieron evitar dicha redundancia.

1. La exclusién de proteinas con homologia menor al 50%
2. Y el descarte de proteinas que no tuvieran actividad de oxidoreductasas.

Los dos criterios anteriormente mencionados nos ofrecen garantia de no perder informacion estructural
necesaria para la consecucion de nuestros objetivos.

Hacia el software de clasificacion, prediccion y comparacion

La visualizacion en el espacio (3D), las regiones interfaciales, el analisis geométrico, entre otros, se
obtuvieron con la ayudad de dos programas computacionales: Rasmol 3.3.1.1 y Viewerlite 5.0, estos programas
permiten la manipulacion de una o varias proteinas, siendo capaces de leer como entrada una lista de
coordenadas cartesianas y proporcionar como salida una imagen tridimensional ya sea como proteina, ADN,
plasmado, entre otros.

El andlisis, caracterizacion y comparacion de las estructuras pertenecientes a las enzimas IMt y IMa
(estructura cristalografica) se realizd al efectuar una serie de pasos:

Exploracion y analisis de la secuencia de aminoacidos para IMt,

Busqueda de homdlogos de IMt en secuencia, determinada por el servidor Blast,

Alineamiento multiple de las secuencias homologas encontradas en ClustalW?,

Localscan de la secuencia de IMt para detectar las regiones con funcion y caracteristicas

conocidas,

determinacién de propiedades fisicoquimicas para IMt en Proscale,

Propension de la secuencia de a formar algun tipo de estructura secundaria en Predict Protein

Prediccion de estructura tridimensional para IMt en base a IMa en SWISSmodel,

Interpretacion de las conservaciones e invariantes evolutivas para la familia de oxidoreductasas

mediante un andlisis visual en WebLogo®",

Localizacidn de aminodcidos estructurales del sitio activo en PDBsum ),

10. Estudio y conocimiento del fold para IMt y IMa, asi como del andamiaje entre estructuras
sUpersecundarias en SCOP®),

11. Identificacién de regiones interfaciales,

12. Estimacién de energias de contacto entre regiones interfaciales para diferentes dominios,

13. Localizacion de los aminoacidos responsables de la estabilizacion o inestabilizacion de la

proteina, realizado con ayuda de los servidores Robetta® y Anolea .

N R wb =

©

De la siguiente manera, una vez identificados y analizados todos los puntos anteriores se procederia a
realizar las mutaciones in silico o in machina de los aminoacidos con caracteristicas energéticas desfavorables
para la conservacion estructural o empaquetamiento de IMa al ser sometida a temperaturas altas. Una vez
conocida la distribucion espacial de aminoacidos para la enzima IMa se trocearia en sus dominios y a su vez se
fragmentarian éstos con la finalidad de estimar la energia de interaccién dominio-dominio.
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El conocimiento de esta interaccion junto con el mapeo de la superficie proteica tendréd como resultado el
hallar aquellos aminoacidos ya mencionados, cercanos en el espacio pero distantes en secuencia, que sugieren
un sitio de mutaciones puntuales que permitan formar una interaccion iénica entre él y algun otro aminoacido.

Las mutaciones y el calculo energético de los dos puntos arriba citados se realizaron con Hyperchem,
que es una paqueteria computacional de uso quimico y biologico que dentro de sus funciones mas importantes es
contar con un campo de fuerza capaz de dirigir una proteina a un estadio de minima energia. Y finalmente
realizadas las mutaciones, se efectud un analisis del potencial electro estatico y energético de cada mutacion
propuesta en Hyperchem, asi como una evaluacion de su calidad estereoquimica en Molprobity.

Del apoyo a la bioinformatica

Todos los programas, servidores y bancos descritos forman parte de las herramientas utilizadas para
realizar el trabajo propuesto en los objetivos anteriormente fijados. Mismos que han sido instalados, ejecutados o
accesados utilizando una computadora personal.
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Anélisis de resultados y discusiones

Determinar la secuencia de aminoacidos para la lacasa de Myceliopthera termophila es fundamental para
nuestro analisis, ya que como en todas las proteinas ésta guarda la informacién para la conformacion
tridimensional y funcional ®. Como en casi todas las proteinas, IMt se encuentra constituida de los 20
aminoacidos elementales existentes en la naturaleza, siendo asi el numero de estructuras posibles para IMt
coasi-infinita, pero con una unica conformacion estructural con actividad especifica.

Al realizar el estudio y busqueda de la estructura primaria para la lacasa de M. termophila en Banco de
Datos Cristalograficos de Proteinas (Protein Data Bank, PDB) * se encontrd que no hay proteina alguna
cristalizada de LMt de la cual se conozca su estructura, por lo que se prosiguio con la busqueda en otro tipo de
fuentes externas al PDB.

La estructura primaria de la LMt, figura 1, fue provista por el Dr. Javier Lépez Cruz quien la obtuvo por
donacion de los Laboratorios Novo.

MKSFISAASTLLVGILTPSVAASAPPSTPEQRDLLVPITEREEAASVKARQOSCNTPSNRACWTDGYDI
NTDYEVDSPDTGVVRPYTLTLTEVDNWTGPDGVVKEKVMLVNNSITIGPTIFADWGDTIQVTVINNLETN
GTSIHWHGLHQKGTNLHDGANGITECPIPPKGGRKVYRFKAQQYGTSWYHSHESAQYGNGVVGAIQING
PASLPYDTDLGVEPISDYYYSSADELVELTYNSGAPESDNVLENGTAKHPETGEGEYANVTLTPGRRHR
LRLIMTSVENHFQVSLVNHTMTITAASDMVPVNAMTVDSLFLGVGORYDVVIEASRTPGNYWENVTEGG
GLLCGGSRNPYPAASIFHYAGAPGGPPTDEGKAPVDHNCLDLPNLKPVVARDVPLSGFAKRPDNTLDVT
LDTTGTPLEVWKVNGSAINIDWGRPVVDYVLTONTSEFPPGYNIVEVNGADOQWSYWLIENDPGAPFTLPH
PMHLHGHDEFYVLGRSPDESPASNERHVEFDPARDAGLLSGANPVRRDVTMLPAFGWVVLAFRADNPGAWL
FHCHIAWHVSGGLGVVYLDRADDLRGAVSDADADDLDRLCADWRRYWPTNPYPKSDSGLKHRWVGGQGW
LVKA

Figura 1. Secuencia primaria de aminoacidos para IMt, esta secuencia se muestra como una cadena constituida por 20 letras, donde
cada letra corresponde a un aminoacido. La proteina monémerica de IMt se encuentra conformada por 620 aminoacidos.

Su composicion

El porcentaje de aminoacidos que conforman una proteina es importante ya que son los aminoacidos
quienes dictan la conformacién secundaria, por ejemplo, una proteina siendo rica en triptofanos, histidinas o
tirosinas tendra uan menor probabilidad de conformar estructuras del tipo alfa hélice, y de igual manera una
proteina que sea rica en aminoacidos no polares tendra una superficie menor expuesta al solvente en
comparacion con una que tenga demasiados residuos cargados.

A continuacion se muestra la tabla numero 1, en esta se puede apreciar el porcentaje de cada uno de los
aminodcidos pertenecientes a LMt

Tabla 1. Aportacion de los diferentes aminoacidos en la
conformacion de LMt

%A: 7.7 | %C:1.1 %D: 7.4 %E: 3.4 %F: 3.4

%G:9.3 | %H: 3.4 %I: 4.0 %K: 2.6 %L: 7.7

%M:1.3 | %N:58 | %P:7.7 %Q: 2.3 %R: 4.7

%S: 5.7 %T:69 | %V:89 | %W:27 | %Y:3.9

Al analizar la tabla correspondiente al porcentaje de aminoacidos se ve claramente que los aminoacidos
predominantes son aquéllos del tipo pequerios, alifaticos y polares (como la glicina, alanina y leucina), lo cual
daria como consecuencia que la proteina de LMt tenga un area pequefia expuesta al solvente, lo cual fue
consistente con los perfiles de hidrofobicidad y de exposicion al solvente mostrados mas adelante.
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Un simil: BLAST

El programa BLAST es una herramienta extensamente usada para analizar bases de datos, nos permite
realizar busquedas y encontrar semejanza de datos entre secuencias primarias tanto de proteinas como de ADN.
BLAST utiliza para realizar las comparaciones entre secuencias una variedad de refinamientos que se encuentran
definidos por algoritmos estadisticos, mismos que permiten disminuir substancialmente el tiempo de ejecucion.

En conjunto este algoritmo permite identificar semejanzas débiles entre proteinas distantes
evolutivamente pero que a su vez son bioldgicamente relevantes, mediante la introduccion de un método
heuristico el cual combina de manera automatica y estadistica los alineamientos significativos, producidos de
manera paralela en una matriz de localizacion especifica la cual se genera de manera iterativa y sensible a éste
tipo de semejanzas o conservaciones bioldgicas.

La busqueda de homdlogos para secuencia primaria fue realizada en Position Specific lterative BLAST
(PSI-BLAST: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), de la cual se obtuvieron 1100 secuencias no redundantes .

En la figura 2 se aprecia un fragmento de la salida de BLAST, correspondiente al anélisis efectuado sobre
la secuencia de IMt, con este fragmento se logrd detectar y corroborar que esta proteina pertenece a la familia de
‘oxidasas del cobre” o “Cobre-oxidasas”. La figura 2 nos permite ver una aproximacion de la secuencia de
aminoacidos para IMt. En ésta figura se aprecia la ubicacion del nicleo de atomos de cobre (color rojo), de
manera relativa esta fraccion se encuentra acotada entre los aminoacidos 213 a 362, como se puede apreciar en
la figura 2

lh 100 200 300 401 S00 G20
Cu-oxidaze

Figura 2. Apreciacion de la secuencia primaria de aminodcidos perteneciente a IMt, esta secuencia se muestra como un liston a lo largo
de una dimension (1D), en la parte baja de color rojo se puede apreciar la seccion de aminoacidos que envuelven los atomos de cobre,
distintivo de las proteinas de familia Cobre-oxidasa

La estampa abajo mostrada permite observar la correspondencia que hay entre un fragmento de LMt y
una secuencia representativa de las oxidasas de cobre. Como se puede apreciar BLAST realizé inserciones a la
secuencia de LMt para obtener el mejor alineamiento posible, es decir, el mejor puntaje; esto se puede apreciar
de manera visual por el gran numero de identidades (rojo), y similitudes (azul) que dan lugar a un puntaje bajo de
expectacion al azar (E = 3*'). Lo cual muestra la imposibilidad de encontrar probabilisticamete una secuencia no
significativa y homologa a IMt de manera fortuita con el puntaje logrado entre estados secuenciales. La
importancia de encontrar una secuencia con un grado de homologia alto a IMt nos permite obtener informacion
sobre bioldgica y fisica para el futuro modelo de IMt.

Query: 213 DLGVFPISDYYYSSADELVELTYNSGA--—-—-—-- PFSDNVLENGTAKHPETGEGEYANVTL 266
Sbjct: 111 EDYVITLSDWYHKDAKELYKELLASGKAPTDFPPVPDAVLINGKGGFLGNPGASLPTLTV 170

Query: 267 TPGRRHRLRLIMTSVENHFQVSLVNHTMTIIAMINOACIDOSDMVPVNAMTVDSLFLGVG 326
Sbjct: 171 TPGKTYRLRIINVALDDSLNFRIEGHKMTVVEVDGVYVNPEFTVDSLDIFPGORYSVLVTA 180

Query : 327 SRTPGNYWFNVTFGGGLLCGGSRNPYPAMINOACIDOSIFHYAGA 363
Sbjct : 181 NQPPGNYWIVASPRFG-LIEAFDNGTAMINOACIDOSAILRYSGA 217
Figura 3. Fragmento representativo del alineamiento realizado por BLAST para encontrar aquella secuencia consenso con mayor
homologia a IMt. La primera linea muestra una seccion de la secuencia de la proteina con mejor alineamiento de las 1100 censadas. Los
aminodcidos de color rojo denotan aminodcidos idénticos entre las dos secuencias, de color azul se presentan los aminoacidos con un
alto grado de similitud en tamario, forma o carga, y por dltimo los aminoécidos de color negro son mutaciones que conllevan un cambio
en tamafio, forma o carga. En este alineamiento query se refiere a la secuencia usada para la busqueda, es decir, IMt y Shjct ala
secuencia mas cercana segun E de las enzimas oxidasas de cobre.
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La siguiente figura, cuatro, muestra un fragmento del alineamiento realizado sobre las secuencias de
aminoacidos con estructura cristalografica conocida hasta el 2006, dicho anélisis da como resultado el mejor
alineamiento sobre aquellas secuencias (no al azar, cristalograficas) de mayor homologia con base al fragmento
mostrado en la figura 2, donde cada linea de color rojo es representativa de una secuencia de aminoacidos
homdloga a la secuencia de la enzima IMt.

1 1ea 260 2680 408 S8 e

Query L

iche A1 a.@
icha B 1 a.@
1IKYA A 2 I le-57
IKYA B 8 1e-57
IKYA G 8 1e-57
1KYA D 8 1e-57
IHFU A 2 Se-s5
1ASS A 8 2e-55
wie A 37 Se-53
1GYC A 1T Je—aa
1ADE A 24 Se-35
1A0Z B 24 Be-35
1ASO A 24 Be-35
1ASO B 24 Be-35
1AS2 A 24 | Be-35
1ASH B 24 | Ze-35
1ASF A 24 | Ze-35
1ASF B 24 — Ze-35

Figura 4. Aqui se aprecian las secuencia con mayor homologia a IMt (Query), del lado izquierdo en azul se encuentra escrito su ID
(numero con tres letras), cada liston de color rojo representa una secuencia, dentro de éstas en color blanco se encuentran las
inserciones y del lado derecho los valores E o valor de expectacion que representa el grado de homologia existente entre secuencias.

Muchos comparieros, pocos amigos: ClustalW
El alineamiento multiple de secuencias es realizado mediante el algoritmo contenido en el programa
ClustalW, situado en el EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute) ©2.

ClustalW produce alineamientos multiples biolégicamente significativos a partir de secuencias homologas;
calculando el mejor arreglo para las secuencias seleccionadas, considerando identidades, semejanzas y
diferencias 2.

El alineamiento se realizd sobre 500 de las casi 1100 secuencias de aminoacidos que obtuvieron la
menor expectativa encontradas por BLAST, en la parte baja, figura 5 se coloca una fraccion del alineamiento,
donde se aprecia que la conservacion y similitud de residuos es grande.

gil22218674 |pdb|1GWO|B ARQYGTSWYHSHEFSAQYGNGVVGTIQINGPASLPYDIDLGVFPITDYYYR 178
gi|50844411|gb|AMIST84322.1| ----GTCWYHSHFSAQYGNGIVGPIVIHGPASLPYDIDLGPFPLVDYYYK 46
gi|1729781|emb|CAM70061.1| AQQYGTSWYHSHEFSAQYGNGVVGTIVVNGPASVPYDIDLGVFPITDYYHK 223
gi]32406536|ref|XP 323881.1| ATQYGTSWYHSHEFSAQYGNGIVGPIVINGPASANYDVDLGPFPLTDYYYD 229
gi|66288|pir| |KSNCLO ATQYGTSWYHSHFSAQYGNGIVGPIVINGPASANYDVDLGPFPLTDYYYD 229

NKekhkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkk Ak ekhkk Keoooeohkhkhkhkeookhkeokhkkhkkekhkeookhkkoe

Figura 5. Fragmento del alineamiento realizado para encontrar la secuencia con mayor homélogia a LMt. Los aminodcidos de color rojo
indican conservaciones de tipo hidrofébicas, alifaticas y no polar; de color verde se representan aminoacidos, en azul se muestran
aminodcidos cargados negativamente y por ultimo en color magenta son cargados positivos. En la parte baja del alineamiento se

observa que hay una serie de simbolos, éstos reflejan el grado de similitud e identidad de manera estadistica entre los aminoacidos de

las secuencias para las que efectu6 el alineamiento. Los asteriscos (*) manifiestan aminoacidos totalmente conservados, los puntos (:)
muestran aminoacidos medianamente conservados, un solo punto (.) indica una conservacion baja y un espacio vacio significa que no
hay ningun tipo de similitud entre los aminoacidos.
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El mas alto siempre es el mejor: WebLogo

WebLogo es un programa que esta disefiado para facilitar la comprension de alineamientos multiples
generando secuencias de insignias (letras correspondientes a uno de los 20 aminodcidos), mediante una
representacion grafica®. Aqui cada columna consiste en el apilamiento de insignias donde un apilado
corresponde a una posicion en la secuencia primaria y la altura representa el grado de conservacion de las
aminoacidos. La altura de cada insignia dentro del apilado indica la frecuencia de la conservacion relativa para
cada uno de los amino&cidos.

Figura 6. Perfil de conservacion para aminoacidos (Residuos del 1 al 72). Las insignias de cada aminoacido pueden ser de color azul y
rojo, es decir, cargados eléctricamente de manera positiva 0 negativa, respectivamente. Adicionalmente, los colores negro, verde y
magenta corresponden a residuos hidrofébicos, pequefios y polares. La linea roja muestra el perfil de conservacion sobre el
alineamiento multiple.

Asi, la comparacion sobre una estructura primaria de la misma clase de proteinas tiene un enorme interés
desde el punto de vista funcional y filogenético, es decir, cuanto mas alejadas estén las especies analizadas en el
arbol filogenético, méas diferencias habra en estructura primaria de proteinas homologas. Sin embargo, a menudo
se encuentra que un mismo aminoacido aparece siempre en una idéntica posicion en todas las especies, por lo
tanto, estos aminoacidos reciben el nombre de amino&cidos invariantes 0 aminoacidos conservados, y suelen ser
indispensables para la funcion y estructura correcta de la proteina.

Puede observarse en la figura 6 que en el segmento de aminoacidos que va de la posicion 1 a la 31 hay
gran cantidad de residuos hidrofobicos, coloreados de color negro, que tienen propension a estar ocultos al
solvente. La glicina en la posicion 18 parece ser fundamental o critica para la formacion de la estructura
secundaria de estas proteinas por su alta concurrencia. Las posiciones 31 a 60 parecerian pertenecer a una
conformacion de cadena irregular ya que las insignias en este intervalo son muy variables. Las insignias de la
posicion 62, 66, 67, 69 y 70 proporcionan 5 aminodcidos evolutivamente conservados, probablemente
fundamentales para la estabilidad o funcion. Del andlisis realizado al péptido se encontré una conservacion
absoluta de 13 histidinas en las posiciones 93, 95, 138, 140, 431, 434, 436, 502 ,504 ,508 y un a cisterna en la
posicion 503.

Une lettre d'identité: prosite

PROSITE es una base de datos que resguarda familias y dominios de proteinas, identifica perfiles,
patrones o sitios con significado biolégico (motifs) basado en la observacion y el agrupamiento de familias de
proteinas con semejanza en su secuencia, dicho agrupamiento se da mediante el conocimiento proteinas o
dominios de proteinas que pertenecen a una familia que en particular comparten cualidades funcionales, es decir,
que provienen de un ancestro comun.
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Estas regiones (motifs) en su mayoria son arreglos de aminoacidos potenciales para determinar la
funcion o estructura tridimensional de una proteina. Al analizar dichas caracteristicas para grupos de secuencias
similares, es posible derivar una firma o motivo particular de una familia o dominio de la proteina, la cual nos
permite distinguir una secuencia en particular de todo el conjunto de secuencias estudiadas, es decir, de la misma
manera que una huella digital es generalmente suficiente para identificar a un ser humano, un motivo es
caracteristico de una funcion o estructura.

Siendo asi, un conjunto de motifs muestra suficiente para asignar a una proteina, una familia especifica, y
formular con ésto una hip6tesis sobre su funcion.

En la salida mostrada abajo se presenta los motivos funcionales para la proteina LMt, encontrados por
PROSITE. En esta secuencia se indican los probables sitios biolégicos con mayor importancia; enmarcado en
amarillo y rojo encontramos un sitio de union para uno de los atomos de cobre.

MKSEFISAASTLLVGILTPSVAASAPPSTPEQRDLLVPITEREEAASVKARQQOSCNTPSNRACWTDGYDINTDYEV
DSPDTGVVRPYTLTLTEVDNWTGPDGVVKEKVMLVNNSIIGPTIFADWGDTIQVTVINNLETNGTSIHWHGLHQK
GTNLHDGANGITECPIPPKGGRKVYREFKAQQYGTSWYHSHESAQYGNGVVGAIQINGPASLPYDTDLGVEFPISDY
YYSSADELVELTYNSGAPFSDNVLENGTAKHPETGEGEYANVTLTPGRRHRLRLIMTSVENHFQVSLVNHTMTIT
AASDMVPVNAMTVDSLEFLGVGQRYDVVIEASRTPGNYWENVTEFGGGLLCGGSRNPYPAASIFHYAGAPGGPPTDE
GKAPVDHNCLDLPNLKPVVARDVPLSGFAKRPDNTLDVTLDTTGTPLEVWKVNGSAINIDWGRPVVDYVLTONTS
FPPGYNIVEVNGADQWSYWLIENDPGAPFTLPHPMHLHGHDEFYVLGRSPDESPASNERHVEDPARDAGLLSGANP
VRRDVTMLPAFGWVVLAFRADNPGAWLEFHCHIAWHVSGGLGVVYLDRADDLRGAVSDADADDLDRLCADWRRYWP
TNPYPKSDSGLKHRWVGGQGWLVKA

Secuencia para el motivo de multicobre-oxidasa
| 544 - 564 GAWLFHCHIAWHVSGGLGVVY
| 549 - 560 HCHIAWHVSGGL

Figura 7. En la parte superior se muestra la secuencia de aminoacidos perteneciente a IMt, en color amarillo se resalta fragmento del
motivo estructural para la familia de multicobre-oxidas. En la parte inferior izquierda se apresia un esquema de la estructura para los
motivos del complejo multicobre oxidasa. donde la secuencia de aminoacidos se muestra como un listdn y los cuadros de color cobre y
verde son una representacién esquematica de la localizacion del motivo funcional pata LMt. Del lado inferior derecho se encuentra
resaltado el motivo estructural para la familia de multicobre-oxidasa

En la figura 7 se muestra la secuencia completa para la la enzima de IMt asi una asignacion probable del
motivo que corresponderia al complejo multicobre oxidasa (color amarillo y verde), es de llamar la atencidn que
estos dos motivos se encuentran traslapados, tal vez como resultado de las fuerzas de interaccion entre los
cobres que son atomos con orbitales vacios y los aminoacidos conjuntos a ellos, que en su mayoria son no
polares. En la tabla de la parte inferior derecha se da la ubicacion exacta, numero y tipo de aminoacidos que se
encuentran ligados al motivo.

Aptitudes y mas: ProtScale.

La salida de ProtScale permite analizar los parametros fisicoquimicos o estructurales, donde cada una de
éstas se representa mediante un perfil, formado de valores promedio aplicados a un pequefio segmento de la
secuencia (ventana). Los parametros usados con mayor frecuencia son: escala de hidrofobicidad y propension a
formar diferentes tipos de estructuras secundarias.

Porcentaje de accesibilidad

Para el grafico 1-a, se observa en la parte superior las regiones de aquellos residuos que se encuentran
expuestos al solvente, donde el porcentaje de accesibilidad es funcion del propio solvente en el que se encuentre
la proteina y en realidad del valor asignado de hidrofobicidad asignado a cada aminoéacido. La proposicién del
grafico 1-a sobre los sitios para los residuos hidrofobicos nos permite pensar que éstos se acumulan en el interior
de la estructura, y que en la superficie aparecen diversos grupos con carga eléctrica.
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Hidrofobicidad / Kyte & Doolittle

Quiza una de las interacciones que crean mas confusion entre quienes desean aprender bioquimica, son
las llamadas interacciones hidrofobicas que en realidad no se basan en la atraccion de grupos apolares sino en la
exclusion del agua de la interfase con esos grupos. Se aprecia en el grafico 1-b la disposicion de los aminoacidos
apolares, apreciandose las secciones con mayor potencial de presentar efecto hidrofobico, siendo ellas quizas las
fuerzas de mayor influencia en la estabilidad de la estructura para la lacasa. En el perfil representado se aprecia
que esta enzima tiene extensas regiones sin exposicion al solvente, ya que la gréfica se encuentra por debajo de
la media, es decir, la mayor parte de los aminoacidos esta colocada por debajo del cero en la escala de Kyte &

Doolittle lo cual indica que una gran parte de ellos son hidrofébicos.
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Grafico 1. Elemento a) perfil del porcentaje de accesibilidad o hidrofobicidad. En él se aprecian los principales aminoacidos cargados, la
escala guarda una cierta relacion entre carga y exposicion, es decir, entre mas cargado sea el aminoacido mas alto sera el puntaje.
Dentro del elemento b) vemos el perfil de hidrofobicidad de Kyte & Doolittle en el que se aprecian los principales aminoacidos no
cargados o0 apolares, la escala se encuentra relacionada con el ocultamiento de los aminoacidos al solvente y la polaridad de estos
mismos, es decir, entre més apolar es el aminoécido mas bajo seré el puntaje

Perfiles de tendencia a formar lamina beta.

El grafico 2-a muestra la capacidad de algunos aminoacidos de IMt de formar Iaminas beta. Este perfil
muestra que la lacasa posee una gran cantidad de este tipo de estructura secundaria, con un 97%, siendo la
asparagina y la glicina los aminoacidos con mayor tendencia a adoptar esta conformacion con un puntaje de 1.56.
Con este dato la aseveracion de que IMt esta conformada en gran parte por ldminas beta se respalda.

Perfiles de propension a formar hélice alfa.

En el grafico 2-b los aminoacidos con una alta afinidad a formar hélices alfa son la metionina con puntaje
de 1.45, el de menor afinidad es la prolina con puntaje de 0.57 tipico en lacasa, el conjunto de aminoacidos
capaces de formar este tipo de estructura secundaria es reducido y ello indica que LMt carece de estructura alfa
hélice.

T
alphd-helix < Chol & Fasman —_
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Gréfico 2. Elemento a) perfil de conformacion para lamina beta a partir de los datos de Chou & Fasman en él se aprecian las principales
secciones, capaces de formar esta estructura secundaria: beta. En el elemento b) observamos el perfil de conformacién para hélice alfa
de Chou & Fasman, en donde se aprecian las principales secciones, capaces de formar hélices.
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Comparacion entre parametros.

En el gréfico 3 se aprecia la paridad entre hidrofobicidad de Kyte & Doolittle y porcentaje de accesibilidad,
mientras que en el grafico 4 se comparan los perfiles de propension a formar dos tipos de estructura secundaria.
Para realizar el grafico 3 se sobrepusieron las escalas del perfil de hidrofobicidad y el de exposicion al solvente.
Dado que estas dos caracteristicas fisicoquimicas son opuestas, se aprecia el arreglo de aminoacidos el cual
pasa de manera regular de hidrofobicidad (cresta) = accesibilidad (valle), es decir, si se construyera una funcion
tal que su dominio fuera la hidrofobicidad de Kyte & Doolittle se hablaria de que la inversa de esta funcién seria el
porcentaje de accesibilidad de los residuos al solvente.En la segunda comparacion (grafico 4) apreciamos el perfil
que muestra la tendencia local de la secuencia de aminoacidos para LMt de adoptar estructuras del tipo hojas
beta 0 hélices alfa la acumulacion de valores en el centro indica una baja tendencia para adquirir estructura
secundaria helicoidal y beta, lo que muy probablemente denotaria que esta proteina tiene secciones que forman
estructuras irregulares o de tipo loop. De esta comparacion se puede determinar que IMt no es en su totalidad
beta o alfa, sino que posee una baja combinacion de estas dos estructuras secundarias, con mayor tendencia a
formar [dminas beta
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Grafico 3. Sobreposicion de los perfiles de hidrofobicidad y porcentaje de aminoacidos expuestos al solvente.
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Grafico 4. Sobreposicion de los perfiles para la conformacion de estructura secundaria, alfa hélice () y laminilla beta (—), apreciandose
las secciones de aminoacidos capaces de estructurar laminilla beta (crestas de la funcion de color azul), en contraposicion con las
secciones de baja probabilidad de formar hélices alfa (linea de color naranja

Las graficas 2 a 4 nos permiten definir una idea clara de la conformacion espacial para la estructura
secundaria de IMt. En conjunto estas graficas nos permiten acercarnos a la conformacion desplegada de IMt
mediante la ponderacion de secciones de nuestra proteina, abriéndonos asi un hueco lucido para generar un
modelo fiable y seguro de IMt.
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La adolescencia: Predict Protein

Quimicamente, el esqueleto central de la cadena de amino&cidos es semejante en todas las proteinas vy,
por tanto, el problema de determinar o de modelar su conformacion queda sujeto a determinar el acomodo
espacial de cada una de las cadenas laterales para cada aminoacido. Este problema puede abordarse con
énfasis si logramos vislumbrar la manera en que un residuo se plisa a sus vecinos cercanos, con lo cual se
obtendria una idea de los acomodos locales de todos sus atomos. Por eso, para esté analisis nos ocuparemos de
como un residuo dado queda orientado respecto a sus vecinos.

Los rangos convencionales para determinar la clase estructural en funcion del contenido de elementos de
estructura secundaria en las proteinas es:

Toda alfa: %H >45% y %E < 5%
Toda beta: %H < 5%y %E > 45%
Alfa combinada con beta: %H > 30% y %E > 20%
Mixta: cualquier otra combinacién

Donde: %H es le porcentaje de Hélice alfa en la proteina y %E porcentaje de lamina beta

La tabla No. 2 muestra que hay una cantidad pequefia de hélices y un alto contenido de estructura
irregular. Con estos resultados puede decirse que IMt es una proteina de clase estructural mixta con gran
contenido de hojas beta.

Tabla 2. Porcentaje de estructura
secundaria predicha para la lacasa.
Tipo de estructura | H E L
% de estructura 6.13 | 34.03 | 59.84

Prediccion de globularidad

Una proteina de 620 residuos de aminoacidos, como lo es IMt se considera globular cuando tiene
alrededor de 229 residuos expuestos. El nimero de residuos estimados por Predict Protein como expuestos es
de 279, por lo tanto se tienen 47 residuos por encima del minimo requerido, entonces se le agrupa a IMt como
una enzima compacta, es decir, globular.

Mas que mejores amigos, aliados
Buscar homdlogos en el banco de datos del PDB detectd 13 secuencias que tienen un ancestro comun a

LMt.

Tabla 3. Secuencias homélogas

encontradas en el PDB para IMa.
1AGS5 1GSK
1GWO 1GYC
1HFU 1HKZ
1HLO 1HL1
1KYA 10F0
10GR 1UVW
V10

Con el estudio realizado a la exploracién computacional conocimos en profundidad la estructura para la
enzima lacasa de Melanocarpus albomyces, IMa por sus siglas (1GW0 nombre corto otorgado por la Protein Data
Bank, PDB), es esta estructura la que muestra mayor homologia con la molécula de LM, el analisis se realiz6 con
ayuda de la figura 8-a (diagrama de la estructura y otros contactos relevantes de 1GWO0).
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El analisis en dos dimensiones realizado a IMa se muestra en la figura 8-b, en este se aprecia la
secuencia de aminoacidos, estructura secundaria, asi como los principales contactos internos que existen en la
molécula. La figura 8-c define una porcidn para la configuracién espacial de IMa, este arreglo tridimensional se
obtuvo mediante RasMol, aqui se aprecia la configuracién secundaria que adopta nuestra proteina.
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Figura 8. Elemento a) representacion esquematica de la geométrica de lacasa 1GWO obtenida con RasMol. Se aprecia un corte
transversal que permite conocer el interior, sin perdernos de vista la parte exterior, asi como algunos de sus ligandos. Elemento b)
estructura secundaria de 1GWO, obtenida en PDBsum se aprecia: secuencia, nimero de aminoacidos, conformacion de estructura

secundaria, marcacion de sitios potenciales, puentes disulfuro, entre otros. Dentro del elemento c) en color amarillo, magenta y rosa se
presenta un dominio de los tres que dan forma a 1GWO, este dominio se encuentra conformado de 6 hojas beta y una alfa hélice.

El estudio de 1GWO0 se complemento al fragmentar la enzima en sus dominios estructurales obtenidos
por SCOP® dicha fragmentacion se puede apreciar en la tabla numero 4. La figura 9-a presenta el monoémero
de IMa y la figura 9-b muestra un mondémero en el cual se puede apreciar la definicion de los tres dominios
citados en la tabla No. 4.

Tabla 4. Fragmentacion de 1GW0
? Dominio 1 | Dominio 2 | Dominio 3

Secuencia de aminoacidos |  1-162 163-343 | 344-559

Figura 9. Elemento a) enzima dimerica para la lacasa 1GWO vista en 3D, los colores muestran el tipo de estructura secundaria: azul
loops, gris irregular, mostaza hoja beta y magenta alfa hélice. En el elemento b) se representan los tres dominios para el monémero o
(Cadena A) de la enzima 1GWO, cada color simboliza un dominio distinto
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Estos dominios son similares en su forma de plegarse, cada dominio se encuentra formado por lo menos
de seis hojas beta y tres o cuatro hélices alfa pequenas, con una excepcion en el dominio tres, que contiene una
hélice de 25 aminoacidos. Cada una de estas tres secciones se pliega formando un tipo sandwich entre sus seis
hojas beta, donde se puede apreciar que una hoja es antiparalela a la otra.

Figura 10. Vista del monémero o de la eima lacasa de 1GWO0. En a) de color azul se presenta el dominio 1: aminoacido 1 al 162 (162
aminoacidos). Dentro del elemento b) en color oro se observa el dominio 2: aminoacidos: 163-343 (181 aminoacidos). Para c) se
observa en color naranja los aminoacidos 344-559 (216 aminoacidos) correspondientes al tercer dominio.

Su energia y el yo interno

Una vez determinados los bloques mediante los cuales se estructura IMa y la interfaz entre sus
mondmeros, se procedio a determinar la energia de ensamblaje para esta conformacion, asi como de su regién
interfacial.

La correlacion de energia existente en la interfaz Dominio-Dominio de cada uno de los monomeros fue
medida mediante un barrido in silico de alaninas en Robetta © # %), En este barrido se determinaron aquellos
amino&cidos que contribuyen a la asociacion entre dominios, es decir, se encontraron los aminoécidos que
estabilizan el complejo. Para realizar una correcta clasificacion de estos aminoacidos se realizé un estudio con
cuatro barridos de estas alaninas quedando las regiones interfaciales como continuacion se muestran:

v" Mondmero-Monémero (Cadena A vs Cadena B)
v Dominio 1 vs resto de la enzima
v Dominio 2 vs resto de la enzima
v" Dominio 3 vs resto de la enaima

20



ANALISIS ESTRUCTURAL Y PRODUCCION DE LA ESTABILIDAD DE LA LACASA

La tabla numero cinco muestra la energia de interfacial asi como el nimero de aminoacido que interviene
en dicha interaccion par cada barrido hecho sobre la enzima de IMa. La frase resto de la enzima indexa el
conjunto que se encuentra constituido por uno de los dos monémero del dimero, méas los dos dominios restantes
del segundo mondmero. Dentro de esta tabla se resalta que la interaccion mas fuerte se encuentra dada por el
barrido numero 1, Dominio1 vs resto de la enzima.

Tabla 5. Interaccidn energética de 1GW0
, > AAG | Aminoacidos en contacto
Barrido keal .
- Numero
Mondmero-Mondmero 11.82 22
Dominio 1 vs resto de laenzima | 147.25 148
Dominio 2 vs resto de la enzima 77.02 72
Dominio 3 vs resto de la enzima 83.91 93
Mondmero A 22 aa Monémero B
10 aminoacidos 12 aminoacidos
YAAG
11.82 %< |
YAAG YAAG
147.25 %, 83.91 k@ |
Dom 3
Monémero B X 4? . Monémero B
Dom 1 2 aminoacidos aminoécidos T el
62
aminoacidg$
Dom 1y 2
>AAG 46 aminoacidos
DongZE: 77.02 % 93 aa
84 aminoécidos 148 aa |
Dom 1y3
31 aminoécidos
Monémero B
4 aminoacidos
Dom 2
37
aminoacidos
72 aa

Figura 11. Resultado del barrido de alaninas, aqui se muestran las diferencias energéticas entre cada barrido. La imagen anterior
muestra en nimero los aminoacidos que estabilizan y desestabilizan la interfaz entre dominios y mondmeros, estos resultados son
importantes ya que determinan los sitios potenciales para realizar cambios estructurales a la enzima, de igual manera en esta imagen se
aprecia la contribucién energética total del barrido in silico de alaninas.

Al comparar la suma de AAG (total de energia libre) entre conglomerados se precisa que la estabilidad
entre dominios sea mayor en comparacion con la resultante entre mondmeros, mostrandose asi de igual manera
el complejo mas estable: Dominio1 vs resto de la enzima. Para obtener un mejor analisis se determinaron los
aminoacidos que tuvieran variaciones importantes en su AAG, regresando a reanalizar el alineamiento multiple
construido con las 1100 secuencias homodlogas reportadas en las bases de datos, determinando ahora aquellos
aminoacidos invariantes que estuvieran contenidos en el conjunto mostrado por la figura 11 y ademas que
poseyeran variaciones significativas en su AAG. Con el resultado obtenido por el nuevo analisis encontramos
escasos aminoacidos invariantes a lo largo de la evolucion para la interfaz monémero-mondmero, con lo cual se
puede decir que es reducido el numero de aminoacidos conservados capaces de resguardar la estabilidad entre
unay otra interfaz.
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La varianza o conservacion evolutiva de los aminoacidos con mayor importancia para nuestro estudio se
puede apreciar en la tabla 6, en esta tabla se incluyen aquellos aminoacidos con una mediana Y/, total
conservacion.

Tabla 6. Aminoacidos con AAG alto que se han conservado a lo largo de la evolucion.

Dominio 2-Resto de la enzima Dominio 1-Resto de la enzima
# pdb | Dominio | Cod | Conservacion # pdb | Dominio | Cod | Conservacion
163 | Dom2 | TYR Media 23 Dom1 | TYR Media
228 | Dom2 | ARG Alta 50 Dom1 | ASP Media
272 | Dom2 | ARG Media 95 Dom1 | HIS Alta
50 Dom1 | ASP Media 106 | Dom1 | ASP Alta
134 | Dom1 | THR Media 131 | Dom1 | GLN Media
136 | Dom1 | TRP Media 134 | Dom1 | THR Media
136 | Dom1 | TRP Media
Dominio3-Resto de la enzima 145 | Dom1 | TYR Media
# pdb | Dominio | Cod | Conservacion 163 | Dom2 | TYR Media
436 | Dom3 | HIS Alta 228 | Dom2 | ARG Alta
504 | Dom3 | HIS Alta 272 | Dom2 | ARG Media
507 | Dom3 | TRP Alta 436 | Dom3 | HIS Alta
106 | Dom1 | ASP Alta 475 | Dom3 | ARG Alta
113 | Dom1 | GLU Media 504 | Dom3 | HIS Alta
140 | Dom1 | HIS Alta

Del andlisis correspondiente a la tabla 6 se desprenden una serie de aseveraciones como son: seria
equivocado una modificacion de alguno de los aminoacidos mostrados por la tabla 6 ya que los aminoacidos
contenidos en esta tabla representan conservaciones importantes en la evolucion de IMa y de igual manera seria
acertado realizar cambios o0 modificaciones de cualquier aminoacido que no se encuentre en esta lista, es decir,
que tengan una conservacion baja o nula, para ser anclados in machina de manera mas eficaz a sus vecinos,
donde la hipdtesis de unir con mayor energia estos aminoacidos, daria como resultado una mejor resistencia
estructural de los fragmentos (dominios), la cual reflejaria una mayor estabilidad para 1GW0. Cumpliéndose asi
nuestro principal objetivo.

Las conservaciones mostradas en la figura 17 arrojan que el sitio activo (ver anexos) es un invariante
evolutivo y que una fraccion de éste es un poderoso estabilizante intrafacial como se aprecia en la tabla 5. En
particular las histidinas 434, 436 y 504 asi como la asparagina 477 y 106.
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Figura 12. Elemento a) fragmento del alineamiento y conservacion de las histidinas 95 y 504 (con nimero 300 y 1089 respectivamente,
esta doble numeracién se debe a las inserciones realizadas al momento de realizar le alineamiento multiple). En b) se aprecia una
seccion del sitio activo. En este se pueden ver las histidina conservadas en la figura A.
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Interacciones en el nucleo de mi corazén

ANALISIS ESTRUCTURAL Y PRODUCCION DE LA ESTABILIDAD DE LA LACASA

Al comprender la importancia de este analisis se buscd la integracién de nuevos resultados a los ya
obtenidos hasta éste momento, esta busqueda requirid el uso de una nueva herramienta computacional:
Anolea ®®. Esta nueva incorporacion resulté de la idea de corroborar los datos obtenidos, asi como de refinar y
encontrar los aminoacidos variables a lo largo de la evolucion con importancia sobre la estabilidad de 1GWO0.

Al utilizar Anolea, algoritmo computacional que permite calcular estabilidad energética entre aminoacidos
vecinos (ver anexos), nos permite corroborar el andlisis realizado en la seccion anterior. En dicho andlisis solo se
considero la interaccion entre la proteina y solvente, con la finalidad de obtener una lista de aminoacidos
energéticamente inestables, la cual posteriormente fue analizada de manera gréfica. En la tabla 7 se presenta la
fraccion con mayor relevante. Para la tabla 7 se define un aminoacido con energia mayor a cero como un
aminoécido inestable, y con energia menor de cero como un aminoacido estabilizarte de la estructura.

Tabla 7 Aminoacidos con mayor relevancia para la conservacion estructural segin Anolea
pdb#. Tipo de residuo Energia (Elr)
38 PHE -51,885
110 GLY 10,526
163 TYR -47,99%4
194 PHE 23,271
228 ARG -58,438
257 VAL 13,945
310 PHE -50,189
387 PRO 15,335
418 LEU -52,856
489 LEU -45,286
917 PHE -45,542

Como una consecuencia de la tabla anterior se puede generar un grafico que muestre el perfil acorde a la
estabilidad de cada aminoacido; en otras palabras, las interacciones netas favorables o desfavorables de cada

residuo.

..l“la —

|\ L L ‘I‘l.

Brerga & Blae

il h

i

Residp
M.l L )
A @ @ (7

a

) Eneggy (E{5 KT)

8

Ed

a £ 2

N

Desestabilizacion

Estabilizacion

Gréfica 5. Perfil de energia para la interaccién aminoacido-resto de la enzima obtenido en Anolea, donde el area de color rojo representa
los aminoacidos con energias mas altas o desestabilizantes y el area verde de color aminoacidos con capacidad para estabilizar la
estructura de 1GWO0. Donde F/y; representa a la energia en unidades de KT (1 KT = 0.6 **/,,, a 300°C))
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Al determinar el tipo aminoacido que ejerce una energia desestabilizante sobre aquel que se encuentra
cerca de su vecindad se consiguid discernir al tnico aminoacido con relacion sobre los dos modelos energéticos:
fenilalanina 194. Una vez encontrado este aminoacido, se analizo su energia de interaccion en los dos modelos y
a manera de resumen se presenta este en la tabla 8:

Tabla 8. Relacion energética para el unico aminoacido encontrado en de tratamiento de la informacién energética.
AAG es la energia de interfaz y é/,; de estabilidad para la cadena primaria.

pdb# cadena | int_id | Cod. AAG(complejo) Energia (Elkr) Conservacion

194 A 1 | PHE 2,25 23,271 Ninguna

Redundando los analisis realizados hasta el momento y conjuntando la informacion que se aprecia en la
tabla 8 podemos realizar la hipétesisde que el aminoacido Fenilalanina 194 es un aminoacido que ha sido
cambiado evolutivamente para la lacasa de Melanocarpus albomyces. Nuestra hipotesis puede versé sustentada
en los resultados arrojados al revisar el alineamiento multiple para todas las fenol-oxidasas (figura 5), ya que no
se encontré conservacion alguna de éste en dicho alineamiento. Otro resultado relevante que hemos podido
extraer de los dos ultimos célculos realizados en Robetta y Asolea, implica el soporte que ejerce el aminoacido
Fenilalanina 194 en la estabilidad del dimero encontrandose en la cara interfacial para el mondmero—monémero.
Este aminoécido presenta energias positivas en los dos calculos, lo cual implica una interaccion favorable entre
subunidades; en pocas palabras podemos asumir que el perfeccionamiento hereditario a favorecido la estabilidad
global e integral para la enzima de IMa.

Desnuda y frente al espejo

Una vez explorada y analizada la energética de 1GWO0, habria que completar el anélisis concerniente a la
cartografia de la enzima. ;Como? buscando homologia interna, es decir, encontrar semejanza entre las
secciones de aminoacidos conformantes de los tres dominios; auxiliandonos de algunas herramientas
computacionales como son: Radar ¥, Dotlet ® o ClustalW. Al estudiar los resultados obtenidos de cada uno de
los tres diferentes servidores se obtuvieron los siguientes resultados. La finalidad de encontrar secciones con
repetibilidad interna nos permitirian disefiar mejor el modelo de la enzima IMt, ya que encontrar secciones
internas repetidas a lo largo de la secuencia de aminoacidos revelaria que IMt se puede disefiar partiendo de una
molécula pequefia, como seria un dominio de IMa.

El primer analisis para la homologia interna se realizé en Radar, para éste la proteina se fragmenta en
sus dominios estructurales con la finalidad de realizar un alineamiento entre éstos. Dentro de la salida de Radar
se observo el siguiente patron:

YWENVTFGGQAACGGSLNPEPAAI ----FEHYAGAPGGLPTDEG—---—--— TPPVD---—-———————————————
YWL---IENDPEGPFSL. PRPMHLHGHDELVLGRSPDVPAASQQREFVEFDPAVD-———— LARLNGDNPPRRDTTML
GWLLLAF--RTDNPGAWLF@CHIA----WHVS---GGLSVDFL—-—-—-- ERPADLRQRISQEDEDDEFNRVCDEWRA

En el anterior alineamiento se presentan en orden descendente las tres secciones de aminoacidos para
los tres dominios estructurales, dicho alineamiento se interpreta de manera sencilla y rapida ya que éste se
encuentra falto de similitud para las tres secciones de aminoacidos. Con lo anterior se puede decir al momento
que carecemos de evidencia suficiente para desarrollar un modelo para IMt partiendo de una solo dominio, ya que
el alineamiento muestra un exceso de inserciones y escasez de residuos conservados entre dominios, por
ejemplo los aminoacidos marcados en colores, son aminoacidos base o ancla para desplegar alineamiento,
siendo estos a su vez los unicos aminoacidos con una alta conservacion entre los tres dominios.

En segundo lugar graficamos la secuencia de IMa contra ella misma en Dotlet con la finalidad de obtener
un grado de similitud interno el cual nos permitiera discernir las secciones internas de aminoacidos que guardan
homologia entre si. El grafico de semejanza obtenido en Dotlet se aprecia en la grafica 6; en el cual lineas
gruesa, alargadas y visibles paralelas y alegadas a la linea que parte el grafico en dos indicaria homologia entre
segmentos internos, como se observa en la correspondencia existente entre el grafico 6 - ay 6 — b encerrada en
color magenta.
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Traducido a lo que se pretende encontrar, serian similitudes que nos llevarian a confirmar una evolucion
convergente entre dominios estructurales, con lo cual se podria afirmar la idea de generar un modelo para IMt

partiendo de solo un dominio de IMa
Secuencia de aminoacidos para IMt
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Gréfica 6. Dentro del elemento a) prestamos pequefias manchas que muestran los lugares donde coinciden segmentos de
aminoacidos para una misma cadena o proteina. Los dos ejes representan en toda su extension a la cadena principal de aminoacidos
para IMa, donde la linea de color gris a 45° representa la confrontacion de un aminoacido contra el mismo a lo largo de la proteina. Las
pequefias lineas que se aprecian con pendiente negativa en la grafica muestran la reducida semejanza interna con la que cuenta IMa,
b) Muestra la dispersion mas probable. Este grafico se compone de dos campanas, la de mayor altitud representa a todas aquéllas
singularidades entre una misma proteina, y la mas pequefia, la probabilidad de aminoécidos para existir en el mismo lugar y en la misma
cadena, c)Fragmento del alineamiento que forma el perfil de la elemento a, la regién en cerrada en color magenta se encuentra
representada en el cruce de ejes secundarios en color azul de la elemento a. Conjuntamente esta grafica representa la similitud que
existe de manera interna para la enzima IMa (1GW0). La linea encerrada en color magenta en la elemento a es el empalme
correspondiente a la seccién del alineamiento mostrado en la elemento c.

Por ultimo con el alineamiento multiple realizado en ClustalW, mostrado en la parte baja se determind el
grado de identidad interna con la que cuenta la enzima IMt, donde: un punto (.) indica una conservacion baja, dos
puntos (:) expresan conservacion media o similitud y un asterisco (*) es una conservacién del aminoacido
indicado. Este alineamiento se conforma por el empalme de los tres dominios estructurales de IMt.

Dominio 1 = —-——-- EPTCNTPSN-—-——————————— RACWSDGFDINTDYEVSTPDTGVTQSYVENLTE 42

Dominio 3 RSVPVNSEFVKRPDNTLPVALDLTGTPLEVWKVNGSDINVDWGKPIIDYILTGNTSYPVS—- 59

Dominio 2 --YDIDLGVFPITD-—————————— YYYRAADDLVHFTQNNAPPFSDNVLINGTAVNPNT 47
. . . . . * .

Dominio 1 VDNWMG---PDGVVKEKVMLINGNIMGPNIVAN----WGDTVEVTVINNLVTNGTSIHWH 95

Dominio 3 -DNIVQ---VDAVDOQWTYWLIENDPEGPFSLPHPMHLHGHDFLVLGRSPDVPAASQQRFEV 115

Dominio 2 GEGQYANVTLTPGKRHRLRILNTSTENHFQVSLVN—HTMTVIAASDMVPVNAMTVDSLEFL 105

Dominio 1 GIHQKDTNLHDGANG-VTECPIPPKGGQRTYRWRARQYGTSWYHSHFSAQYGNGVVGTIQ 154

Dominio 3 FDPAVDLARLNGDNPPRRDTTMLPAGGWLLLAFRTDNPGAWLFHCHIAWHVSGGLS-VDE 174

Dominio 2 AVGQRYDVVIDASRAPDNYWFNVTFGGQAACGGSLNPHPAATFHYAGAPGGLPTDEGTPP 165

. * % . .k .

Dominio 1 INGPASLP-————————————————— - ———— 162

Dominio 3 LERPADLRQRISQEDEDDFNRVCDEWRAYWPTNPYPKIDSGL 216

Dominio 2 181

VDHQCLDTLDVRPVVP === === === ———mm— oo
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Una vez sabiendo que cierto numero de aminoacidos se encontraban conservados, se especulo si éstos
tienen importancia conformacional, es decir, que formaban estructuras secundarias idénticas en una misma zona,
pero en dominios diferentes. Al momento de analizar la estructura secundaria (figura del PDBsum, ver Anexos) la
respuesta fue contraria a lo supuesto ya que los aminoacidos conservados de mayor importancia cono I, D, H no
se encontraban formando la supuesta estructura equivalente, expresando asi claramente que no hay semejanzas
ni conservaciones, intraestructurales ya que cualquier identidad se pude promulgar como casual y no
relacionadas a la estructura.

La ruptura: cuerpo, mente y alma

La muestra cristalografica para IMa depositada en el PDB se encuentra constituida por dos subunidades
(dimero), donde cada mondmero se encuentra compuesto de tres dominios con plegamiento similar tipo beta
sandwich. Es de primordial importancia decir que la forma activa biolégicamente para IMa es como monémero y
no como un acoplamiento de éstos (interrelacion dimerica como se mostrd en las figuras 9y 10). Dicho resultado
fue proporcionado por el Dr. Andrés Hernandez Arana el cual al realizar experimentos de actividad sobre IMa
encontrd que los 68 KDa de peso molecular obtenidos para IMa soportaban de manera exacta sus 620
aminoacidos.

Figura 13. Nueva visualizacion de IMa en la cual se
aprecia el monémero biolégicamente activo de IMa
(1GWO0). En tres colores distintos se presentan los
dominios estructurales de IMa. En color azul se
presenta el dominio 1 constituido de 162 aminoéacidos,
en color verde -agua el dominio 2 de 180 aminoacidos
y por ultimo de color oliva el tercer dominio
estructurado por 215 aminodcidos. La fragmentacion
echa con anterioridad en SCOP y presentada en las
figura 9y 10 para la proteina dimerica se decidid
conservar ya que la particion de dominios estructurales
no afecta la actividad biolégica de IMa

Una vez acoplado el resultado del Dr. Arana a nuestra investigacion decidimos realizar nuevamente la
busqueda de aminoéacidos estructuralmente claves para las interacciones dominio-dominio. Reiterando de nuevo
la conformacion de los bloques de la interfaz entre dominios, se procedi6 a determinar las energias de interaccion
para le ensamblaje de éstos en IMa. La correlacion de energias entre la interfaz para dominios fue medida
mediante un barrido in silico de alaninas en Robetta como se realizo con la estructura dimerica inactiva de IMa.
Del barrido para la interfaz de cada dominio se determinaron aquellos aminoacidos con mayor contribucion a la
asociacion entre dominios, la fragmentacion de las diferentes regiones interfaciales se realizé como se presenta
en el cuadro mostrado a continuacion, exceptuando la seccion Monomero-Mondmero por las razones antes
mencionadas:

v Dominio 1 vs resto de la enzima
v Dominio 2 vs resto de la enzima
v Dominio 3 vs resto de la enzima

En la tabla 9 se muestran las energias interfaciales obtenidas del escaneo in silico de alaninas para ela
enzima funcional de IMa.

Taba 9. Muestra la energia de asociacion al estudiar la interfaz de un dominio en contacto con la enzima.
Interfaz Num de aminoacidos 2AAG eracial

Dominio 1 vs resto de la enzima 133 191.62

Dominio 2 vs resto de la enzima 115 192.54

Dominio 3 vs resto de la enzima 120 162.93
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La figura 14 representa relativamente el escaneo de alaninas efectuado por Robetta, en esta figura se
aprecian el numero de amino&cidos asi como la energia total de asociacion para cada barrido.

YAAG YAAG ZAAG
191 62 kcal/mol 19254 kcal/mol -

Resto de la enzima:
59 aminoacidos

Resto de la enzima:
76 aminoacidos

Dom 1
57 aminoacidos

Dom 2
56 aminoacidos

- 133aa

Resto de la enzima:
62 aminoacidos

Figura 14. Muestra la interaccion energética y el nimero de aminoacidos que forman cada interfaz para cada barrido. En color magenta
se encuentra representada la enzima de LMa, en colores verde café y naranja respectivamente los dominios de esta enzima.

Al comparar la suma de AAG (energia libre total) entre conglomerados se precisa que la estabilidad entre
dominios uno y dos es semejante y ligeramente menor la correspondiente al dominio 3, por lo tanto esté es el
dominio con menor contribucion energética para la estabilidad de IMa. Después de estudiar las interacciones
existentes en la interfaz dominio-dominio y la energia de adherencia entre éstas, habria que realizar un mapeo de
la superficie proteica para encontrar aminoacidos en dominios vecinos que muestren un potencial energético
negativo a la asociacion entre dominios y conjuntamente puedan ser permutados estableciendo una nueva
interaccion i6nica. Bajo los puntos anteriormente platicados tomaremos como metodologia para aumentar la
resistencia estructural el modificar estructuralmente a la proteina problema.

Primero mediante la generacion de nuevas interacciones idnicas (puente salino) generadas en la
superficie proteica mediante la sustitucion in silico de cadenas laterales, esto en el estado plegado, las cuales
repercutiran estabilizando la estructura nativa de la proteina e incrementando el pozo termodinamico de dicho
estado . Segundo, al disminuir la movilidad de la cadena principal mediante el intercambio de cadenas laterales
de glicina por aminoacidos con cadenas lateral que disminuyan los grados de libertad o movilidad del estado
desplegado de la proteina, teniendo sumo cuidado en conservar la prolinas ya existentes, con éste se espera
desestabilizar el estado desplegado, abatiendo la barrera termodinamica que se presenta entre los estados
desplegado (D) y nativo (N). Dentro de la busqueda de pares ionicos, obtuvimos de la observacién realizada
sobre la superficie protéica, (figura 15) se tomd una serie de pares ionicos con potencial de formar un puente
salino interdominio al ser mutados.

Residuo con
carga negativa

Residuo con
carga positiva

Figura 15. En la cual se aprecia la superficie de la proteina modelo de IMa. Las secciones en azules son residuos cargados
positivamente, en rojo aquellos con cargas negativas y en blanco se representa el conjunto de residuos sin carga o neutros.
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Los aminoacidos seleccionados susceptibles de ser mutado de manera in silico por un aminoacido
cargado y formar un puente salino fueron: Acido aspartico 181, 4cido aspartico 494, asparagina 495, tiptofano 547
y prolina 551. Las mutaciones de estos aminoacidos se realizaron con HyperChem, herramienta computacional
capaz de realizar mutaciones de manera in silico y de encontrar el minimo de energia mediante mecanica
molecular y campos de fuerzas.

%,.J? — - E(x,y,z) = Z W(li_l0)2+ Zt(el_e())2
& ;ﬁ - e dis tancia angulo

|

ﬁ,. i I| + Y k(1+cos(nw —v))

diedro

| ﬂ' <d[ O N S | 94
P S @{(n] _(r,-] ]%47%

"y Ecuacion 1. Funcion de energia potencial donde se muestra la

L . dependencia a: la elongacion de los enlaces covalentes ya sea

C-C, C-H, N-H o C-N, distorsién de angulos sencillos, la torsién

de angulos diedros, y de interacciones no enlazadas como son
Vander Waals y Culombicas.

Eeometria
Gréfica 7. Muestra como una proteina es dirigida a su minimo
de energia debido a la pendiente: la fuerza

El grafico 7 ejemplifica de manera esquematica el perfil de energia creado por la funciéon de potencial
descrita en la ecuacién 1 que sufriria IMa al ser tratada con HyperChem, esta funcion de potencial actua
calculando el mejor arreglo tridimensional para una proteina dirigiéndola hacia su minimo energético. La suma de
interacciones descritas por la ecuacion 1 representan un punto en el grafico 10, y donde cada uno de estos punto
constituye miles de calculos, tantos como atomos tenga una proteina, donde las fuerzas que pueden medirse por
atomo son una funcion su posicion en el espacio y la disminucion de la energia representa un acercamiento a la
conformacion espacial dptima de una proteina. Las mutaciones se realizaron mediante sistematizacion de la
mecanica molecular, utilizando el campo de fuerzas descrito como AMBER contenido en HyperChem, algoritmo
matematico capaz de calcular la energia puntual de una mutacion, asi como de una molécula completa.

Para ser la mejor: la alternancia
Para corroborar el método in silico se monto la técnica sobre dos proteinas, una [-glucosidasa nativa y
otra B-glucosidasa con un puente salino construido a base de evolucion dirigida de manera in vitro por Julio

Polaina 1%,

\
B
R = " Voo YN
g Figura 17. Enzima 3-glucosidasa mutada mediante la técnica de
}r evolucion dirigida realizada por Julio Polaina permutando la
Voo \ \f \ histidiada 62 por arginina 62. Obteniendo un contacto ionico

v Ny ¥
Figura 16. Enzima B-glucosidasa nativa. Se muestra la seccién
de la enzima en la cual se encuentra el aminoacido original, la
histidina 62. El célcula de energia para la enzima 3-glucosidasa
nativa permite calcular un valor de -4718 %=/ .

entre esta mutacion y un acido glutdmico cercano en el espacio.
La energia computada para la enzima 3-glucosidasa mutada
siguiendo el protocolo de Julio Polaina de manera in silico es de
-4832 % .
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La mutacion realizada en el trabajo de Juan Polaina (figura 16 y17) que obtuvo una diferencia en la
energia de 114 */_ favoreciendo la enzima mutada, fue considerada la mutacion con mayor eficacia, ya que
gracias a ésta la enzima p-glucosidasa trabajada por el Dr. Polaina registro un aumento en t, de
aproximadamente 10.9 min en comparacién con la enzima nativa a una temperatura de 55°C. Siendo asi este un
método valido para los fines que se desean alcanzar.

El resultado de nuestras mutaciones puntuales realizadas de manera in silico a IMa se encuentran
registradas en la tabla 10.

Tabla 10. Resultado de energia sobre las mutaciones puntuales in silico realizadas a LMa

Mutacion pro551his | prob51 (Lma Nativa) asn495qlu | asp181glu | trp547asp | pro551glu
Energia“?/ , | -9709 -9738 -9780 -9781 -9795 -0826
Jontacto | 11q ys119 lys 100 lys 100 lys 119 lys 119

En la tabla arriba mostrada, se aprecian los resultados de las mutaciones realizadas in machina sobre
IMa, en ordenados de izquierda a derecha se observa una disminucion en la energia (aumento en la resistencia
estructural).

En la tabla se aprecia la mayor contribucion energética proveniente del cambio: prolina 551> acido
glutdmico (pro551glu), con este cambio de residuos se determinaron 88 “/, , por debajo de la enzima nativa.
Probablemente la perdida de energia lograda con la sustitucion pro551glu sea debida a un grupo de acciones
concertadas cono lo son, la ganancia de: un grupo cargado en la cadena lateral del aminoacido, mayor longitud
en dicha cadena lateral, menor area expuesta al solvente debida a la interaccidn, y por supuesto a la ganancia de
una interaccion ionica.

Como validacion del método propuesto se indica una mutacion negativa (primera columna) para la cual
se favorecen las repulsiones mutando pro551his, con lo cual se obtiene un aumento relativo en la energia de
aproximadamente de 29 ¥/ .

En la figura 18 se aprecia la conformacion espacial de IMa antes de ser tratada (a) y en (b) posterior a la
mutacion pro551glu. La interaccion se encuentra establecida con la lisina 119 y claramente en estos diagramas
aprecia una reduccion en la distancia que existia entre los aminoacidos nativos

. VAN 7 V2w A7 A
Figura 18. Fragmento tratad (lys) 119 y la prolina (pro)
551 cercanas en el espacio, esta interaccion contribuye a que IMa tenga una energia de aproximadamente -9738?/_,. En b)se aprecia
la Imagen para IMa mutada muestra el mejor cambio de aminoécidos: pro551glu, mutacién que permite el mejor anclaje entre dominios,
favoreciendo la energia de plegamiento para la proteina. Siendo la energia calculada para la enzima mutada de -9826 */ ., se logra
percibir una disminucion de 88/, en comparacion con la enzima nativa.
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El analisis energético ya descrito se reforzo al realizar un barrido in silico de alaninas sobre el conjunto de
proteinas mutadas, este barrido se realiz de manera semejante al descrito en anteriores secciones, es decir, se
analizan las interacciones de la enzima al momento de barrer la capa externa de un dominio. El analisis del
estudio para el resultado del reconocimiento interfacial se aprecia en la tabla 11.En la tabla 11 sélo se considera
el mejor contacto de cada barrido en una mutacion. Recordando de igual manera que en esta tabla se encuentra
incluido el resultado del calculo realizado a la mutacién negativa y a la enzima nativa.

Tabla 10. Contribucion energética de las mutaciones a la interfaz de la proteina, y cambio en el nimero
total de contactos existentes entre dominios.

Mutacioén Interfaz Num. de contactos YAAG
Dominio 1 - Resto de la enzima 123 168.43
pro551his Dominio 2 - Resto de la enzima 116 192.54
Dominio 3 - Resto de la enzima 124 160.74
Dominio 1 - Resto de la enzima 133 191.62
LMa (Enzima nativa) Dominio 2 - Resto de la enzima 115 192.54
Dominio 3 - Resto de la enzima 120 162.93
Dominio 1 - Resto de la enzima 136 197.08
asp494glu Dominio 2 - Resto de la enzima 115 193.05
Dominio 3 - Resto de la enzima 122 165.02
Dominio 1 - Resto de la enzima 136 203.89
asn495glu Dominio 2 - Resto de la enzima 115 197.05
Dominio 3 - Resto de la enzima 125 171.52
Dominio 1 - Resto de la enzima 137 199.25
trp547asp Dominio 2 - Resto de la enzima 115 189.13
Dominio 3 - Resto de la enzima 136 193.58
Dominio 1 - Resto de la enzima 140 200.48
pro551glu Dominio 2 - Resto de la enzima 118 190.68
Dominio 3 - Resto de la enzima 125 161.25

Nota. La tabla 11 se encuentra acotada a mostrar solamente la suma de las contribuciones energéticas
de cada contacto en la interfaz de cada dominio, se omiten las contribuciones individuales por razones de espacio.

La tabla arriba establecida muestra el aumento en el nimero residuos involucrados para la asociacion de
dominios, de igual manera permite apreciar la contribucion a la energia de asociacion para cada una de estas
mutaciones. Es destacable observar que la mejor contribucion se encontré al realizar el cambio de la prolina 551
por acido glutamico 551. Como el mejor cambio realizado involucra la interfaz del dominio 1-3, se muestra claro el
aumento de 7 aminoacidos para el domino 1y de 5 para el dominio 3 que logran establecer nuevos contactos,
exponiendo que la mutacion no contribuye de manera aislada generando un ambiente local termodinamico mas
estable, favoreciendo asi un reacomodo espacial.

Equilibrio y armonia

Una vez demostrada la mejor mutacion (LMa-pro551glu) se procedié a realizar un estudio de su calidad
estereoquimica, cotejandolo con la estequiometria de la enzima nativa. El examen estereoquimico realizado
sobre la nueva lacasa se encuentra constituido por tres criterios: angulos energéticamente permitidos, flexibilidad
de sus carbonos beta y la posicion espacial de los nitrdgenos en asparaginas o glutaminas. El grafico 8 (Mapa de
Ramachandran) detecta ocho residuos de IMa-pro551glu fuera del area angular permitida. Estos ocho
aminoacidos se encuentran estresados en sus angulos Psi y Phi pero sélo contribuyendo para un 1.4% del total
de los 559 aminoacidos, asi entonces la enzima IMa-pro551glu guarda una gran estabilidad, manteniendo el
equilibrio ente conformacion y empaquetamiento. Para el grafico 12 se muestra el andlisis angular de la enzima
nativa en éste se observan 6 aminoacidos fuera del area permitida, estos 6 aminoacidos representan el 1.07% de
la proteina nativa.
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De los 8 aminoéacidos pertenecientes a IMa-pro551glu que contienen algun problema en sus angulos solo
2 son diferentes a los encontrados para la enzima nativa, lo que representa el 0.36 % de diferencia para la
proteina mutada en comparacion con la enzima nativa. Con el anterior resultado se sabe la nueva enzima mutada
para IMa, IMa-pro551glu por lo menos guarda un empacamiento similar al de la proteina nativa de IMa, con esto
podemos proponer que nuestros experimentos in silico realizados son posibles y viables de ser escalados al

laboratorio.
180 o \) Q 180 —p—— \) &

L B 282 ALA
B 283 FRO

* | 29 ASP

180 / o0 /
-180 0 Fhi 180 -18n ] Phi 180
Grafico 8. Mapa de Ramachandran, para los aminoacidos de Grafico 12. Mapa de Ramachandran determinado para la
IMa-pro551glu. Los aminoacidos fuera de contorno violeta, enzima nativa de Melanocarpus albomyces, aqui se muestran 6
tienen tenciones en sus angulos Psi o Phi. aminodcidos fueras de la posicién comun.

En la figura 21y 19 se pretende modelan (puntos negros) las cadenas laterales que cuentan con carbdn-3
para IMa-pro551glu. En la figura 20 se aprecia la dispersion para la enzima nativa de IMa, con ésto se muestra
que la maxima rotacion posible de encontrar para cualquier carbon-p de IMa-pro551glu se encuentran acotadas
por el circulo de color amarillo con didmetro de 0.25 A. Como primera aproximacion se valora en la figura 19 que
la estabilidad del carbdon—3 para la enzima mutada es semejante a la de la enzima nativa ya que la aglomeracion
de cadenas laterales con carbono beta se aprecia dentro de la zona energética de 0.25 A. En conjunto se aprecia
en las figura 19 (enzimas mutada) y figura 20 (enzimas nativa) la gran similitud, ya que los carbon—f3 de las dos
estructuras se evaluan aproximadamente dentro de la minimas region rotacional, adoptando una equivalente
dispersion y proporcion dentro del circulo amarillo de 0.25 A. Con lo cual la equivalencia estructural que hemos
encontrado hasta el momento nos permite reafirmar que el modelo para enzima IMa-pro551glu adquiere
contundencia para ser escalado a nivel laboratorio.

Figura 19. Acotamiento de los carbdén—f3, para la enzima Figura 20. Expresion del carbdn—f para la enzima nativa de
mutada IMa-pro551glu. Se observa que los 559 aminoacidos se IMa. Se aprecia que ningun aminoacido se encuentra fuera de la
encuentran dentro del circulo con diametro de 0.25A, (area region permitida.

minima permitida)
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El andlisis para la enzima mutada que se muestra en la figura 21-a del carbon-p permite ver que la

dispersion de las cadenas laterales se encuentran con baja tension energética; sabiendo que la tension es

funcion tanto del acomodo atémico como de la capacidad rotativa intrinseca de cada aminoacido observamos que
la aglomeracion de puntos se encuentra dentro del rango permitido (circulo amarillo).

Figura 21. Banda de rotacion para los del C-3. En a) se aprecia el diametro permitido para la rotacion de un C-f3, en b) se aprecia al
residuo en su totalidad asi como la secuencia del enlace peptidico, ¢) muestra una vista lateral del enlace peptidico como del C-f.

Por ultimo mostramos en la figura 22 y 23 la importancia de orientar de manera adecuada los nitrégenos
para los aminoacidos histidina, acido asparatico y &cido glutamico al momento de generar el modelo
computacional para la proteina de IMt. De manera fundamental la correcta orientacion espacial para los
nitrogenos de éste tipo de aminodcidos (switcheo o fip) se encuentra directamente ligada al idoneo
empaquetamiento, lo cual delimita asi la obtencién de un resultado prudente, razonable, sustentado y confiable
capaz de ser escalado dentro del laboratorio.

AR Wi
Figura 22. Segmento de IMa-pro551glu. Seccion se encuentra enriquecida de asparaginas, glutaminas e histidianas, el cambio de

colores de verde a rojo entre figuras muestra la correcta orientacion espacial asignada para los nitrégenos de estos aminoacidos para el
modelo de IMt.

e ~ A g L Y,
Figura 23 Fragmento que modela el sitio activo de IMa-pro551glu, en este segmento se aprecian en su totalidad el conjunto de histidinas
para esta area, el cambio de color de verde a rojo en que existe entre cuadros es debido al flip intrinseco para las histidinas.
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Conclusiones
El principal resultado del analisis mostrado por el estudio de homologia interna para la enzima IMa
muestra que los dominios no guardan homologia en su secuencia, lo que sugiere una especializacion de manera
independiente para cada uno de estos, mostrando asi que muy probablemente la lacasa se integro mediante la
adicion de fragmentos evolutivamente independientes, con lo cual percibimos que la generacion de resistencia
térmica debe de estar dada por un cambio concertado de acciones fisicas, quimicas y bioldgicas. De igual
manera corroboramos que el sitio activo se encuentra delimitado entre los dominios 1 y 3, donde el primer
dominio aporta al sostén de los cobres con 3 aminoacidos y el tercer dominio con 10, asi como se detectaron
sitios potenciales para la estabilidad de la estructura, a los cuales llamamos sitios de anclaje.

Los amino&cidos que se encuentran formando la interfaz entre mondmeros se muestra baja, de tan solo
de 22 aminoécidos, ésto en comparacion a los aminoacidos que forman la interfaz entre subunidades o dominios
con mas de 70 aminoacidos en la interfaz.

Los resultados obtenidos al calcular la energia necesaria para romper la interfaz entre mondmeros para el
dimero de IMa mostro que era 60 /., mayor que la calculada para fragmentar la estructura monomerica en sus
dominios estructdrales con 72 *?/_; y aunque la energia del dimero fue pequefia (12 *?/,,,, ) en comparacion con
calculada para la interfaz entre dominios, no nos fue de gran aportacion para el fin ultimo, pero si para el
conocimiento basico de nuestra proteina problema, ya que la funcionalidad bioldgica de la enzima lacasa de
Melanocarpus albomyces existe s6lo como monémero y no como dimero, en otras palabras la enzima reportada
por PDB sdlo es un artificio cristalografico. Bajo la anterior deduccion se procedié a escudrifiar el monémero de la
enzima realizando un estudio evolutivo de sus dominios, mediante el cual corroboro que los dominios no guardan
homologia entre, indicando con esto muy probablemente una evolucién divergente.

El estudio de la energia interfacial para los dominios mostré que la interaccion mas débil se encuentra
situada entre la interfaz de los Dominio 1y 3, con esto se procedio a realizar mutaciones in silico con las cuales
se favoreciera el anclaje estructural. La mejor mutacion realizada pro551glu, arrojo un cambio de 88 *?/_, por
debajo del calculado para enzima nativa, acortando con esto la distancia espacial que existia entre la lisisna y la
prolina nativas, logrando un enzima con mayor resistencia en su estructura capaz de ser sometida a temperaturas
altas y no fragmentarse. La nueva enzima fue sometida a un estudio esterequimico que mostro la consistencia
estructural de la proteina IMA-pro551glu ya que esta tiene una diferencia minima en comparacién con la enzima
nativa, presentando un 0.36% de mas en el numero de aminoécidos fuera del area permitida para los enlaces phi
y psi, lo cual equivalente lo minimo para los fines buscados.

Es innegable que la Bioinformatica es una de las disciplinas que mas atractivo ofrece hoy para los investigadores jévenes, que
encuentran en ella una nueva manera de ver la biologia, tanto asi que algunos ya vislumbran una ciencia sin tubos de ensayo y al
mismo tiempo se configura como una herramienta clave para el futuro de areas como la biomedicina, la industrial y la biotecnologia e
impulsando el desarrollo de la gendmica y protedmica.
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Anexos.
Visualizacion como herramienta

La visualizacién de moléculas en tres dimensiones es muy conveniente cuando se estén estudiando
estructuras y funciones de las proteinas asi como el papel que juegan los aminoacidos que las integran. Los
métodos de visualizacion tridimensionales nos ofrecen ventajas sobre los métodos de ensefianza convencionales
(moléculas planas). Por lo tanto la visualizacion molecular ofrece asi una imagen mas rica, llamativa e interactiva,
que se puede recordar mas facilmente.

Rasmol

RasMol es un programa para la representacion grafica de moléculas que permite visualizar cualquier tipo
de estructura molecular definida (proteinas, los acidos nucleicos y las moléculas pequefias), una molécula
definida es aquélla de la cual se conocen coordenadas en tres dimensiones de cada uno de sus atomos. RasMol
es un programa de gran versatilidad que permite no solo obtener diferentes modelos de representacion para una
molécula, sino que también permite colorear, resaltar y seleccionar atomos o regiones particulares, por lo que
facilita el aprendizaje de los fendmenos estructurales y de su relacion con la actividad bioldgica. RasMol es una
herramienta educativa poderosa para mostrar las estructuras del ADN y proteinas. El programa esta disefiado
para presentar, ensefiar y generar imagenes que se pudieran publicar. EI programa lee archivos de moléculas
definidas mostrando interactivamente la molécula en la pantalla con una serie de esquemas y colores que
representan a cada atomo de esta molécula. Estos ficheros de entrada incluyen, especificamente, los formatos
Protein Databank (PDB), y como plus: la informacion sobre conectividad entre moléculas no esta contenida en el
archivo, RasMol la calcula automaticamente. Esta herramienta se utilizo para producir las figuras 8-a, 8-c, 9, 10,
12-b 13y 15.

Estructuras stper secundarias y dominios

Se define una estructura super secundaria como la determinada combinacién de varias estructuras
secundarias y un dominio como una combinacion de dos o mas estructuras supersecundarias, las super
estructuras pueden tener una determinada funcién o simplemente pertenecer a una unidad funcional mayor
(dominio), por estas razén el mismo tipo de estructura (super secundaria o dominio) puede tener diferente funcion
en proteinas diferentes ®. Comprender la relacion entre la estructura de un dominio y su funcion es complejo. A
veces una determinada funcién es realizada por un dominio individual, mientras que en otras ocasiones la funcion
requiere la existencia de mas de un dominio, por ejemplo, los sitios de unidn para pequefias moléculas o los sitios
activos de determinadas enzimas se forman en la regién interfacial de dos dominios, por lo que se requiere la
participacion de residuos de ambos dominios.

Clasificacion estructural de las proteinas

Actualmente se clasifican las proteinas desde el punto estructural en cuatro grupos principales (todo o,
todo B, a/f y a+p). Esta clasificacion es editada en el banco de datos SCOP ("Structural Casification of
Proteins"). En éste barrido cual practicamente todas las proteinas presentan similaridades estructurales con otras
proteinas y en algunos o en muchos de los casos esta similiaridad va acompafada de un origen evolutivo comun,
la base de datos SCOP proporciona una descripcion detallada de las relaciones estructurales y evolutivas entre
las estructuras proteicas conocidas. La clasificacion utilizada por SCOP es jerarquica, es decir, las proteinas se
clasifican en familias cuando presentan similitudes demostrables en su secuencia primaria, estructura o funcion,
al momento de que dos o mas familias con poca similitud en estructura primaria presentan similitud en estructura
y funcién se agrupan en una superfamilia. Los dos grupos mas altos: plegamiento (folding) y clase, se basan
exclusivamente en aspectos estructurales.

Anolea

ANOLEA (Atomic Non-Local Environment Assessment) es un servidor que permite determinar la energia
sobre una cadena proteica, evaluando el "ambiente no-local" (NLE) de cada atomo en la molécula. EI NLE de un
atomo se define como, las interacciones que sienten estos atomos a no mas de 7A.
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Robetta
Robetta en un servidor que proporciona herramientas automatizadas para la prediccion y analisis de estructura
proteica, una de las cualidades de este servidor es la prediccion de los efectos energéticos que conllevan las

mutaciones, mediante la exploracion computacional de alaninas en alguna region interfacial ©.

Brevemente: la exploracion de las alaninas de la interfaz utiliza un modelo fisico, capaz de reemplazar
uno a uno cualquier aminoacido por una alanina, el cual después se realiza un escaneo o calculo de la energia de
enlace resultante sobre el cambio. La exploracion e intercambio de alaninas es un método de gran alcance
analizando interacciones importantes en una interfaz, mediante la ecuacion del efecto energético de la
substitucion de un aminoacido - alanina en la interfaz, generando un mapa energético mediante el cual se

pueden determinar aminoécidos dafiinos a la estructura de una proteina ¢,

Algoritmo de Robetta para el escaneo de alaninas.

Entrada 1. Coordenadas del complejo proteina-proteina en formato PDB
2. Definir la interfase de ambas parte del complejo (A,B)
3. Opcional: lista de mutantes

.
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1

Figura 24 Algoritmo de célculo utilizado por Robetta para determinar la energia libre a causa de la mutacion in silico de alaninas

Un aminoacido de interfaz es definido como aquel residuo que tenga a lo menos un atomo dentro de una
esfera con radio de 4 A. Los atomos adicionales que se encuentran dentro de una esfera con radio de 8 A son

atomos que pertenece a otras asociaciones, pero que inquietan energéticamente la interfaz ©%.
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Sitio activo
Localizacion espacial para los atomos de cobre que integra el sitio activo. Estos esquemas permiten
visualizar de manera cualitativa el conjunto de interacciones en cada atomo metalico.

His 431{A)

0

Cd - )
Hi= 50H 4, y By
Asp KT A)
]

(=

Azp 177(4) His 302(A)

Figura 25. Representacion de los aminoacidos que encasillan cada uno de los atomos de cobre, en donde se localiza el sitio activo, aqui
mismo se percibe en nimero y tipo de éstos aminoacidos.
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Estructura secundaria
Esta conformacion representa en forma plana a la proteina lacasa de Melanocarpus albomyces, aqui se
distingue la secuencia de aminodcido, indicando los aminoacidos que forman puentes disulfuro, secciones con
potencial bioldgico las cuales se denotan con un triangulo de color en su parte superior. Entre otros se logra
apreciar que un mismo aminodcido pude compartir cualidades como se aparecia en los puentes disulfuro y
capacidades bioldgicas con los triangulos multicolor. Indexado de manera continua y en letras color rojo se
presentan las hojas beta que dan lugar a una estructura supersecundaria como lo son las laminas beta.
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Figura 26. Estructura de la proteina lacasa de Melanocarpus albomyces,
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