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RESUMEN:

Las proteinas son la maquinaria molecular que sustenta la vida, y el ser humano ha buscado adaptarlas para resolver sus necesidades.
En esta revision, se presentan los fundamentos sobre las proteinas, sus niveles estructurales, plegamiento, las enzimasy su actividad
catalitica y las limitantes de sus aplicaciones debido a su naturaleza. De manera simplificada, se ilustran las bases conceptuales y
metodoldgicas de la ingenierfa de proteinas, su alcance y las perspectivas de su aplicacién en la ciencia y la innovacidn de procesos.
Se concluye que la ingenieria de proteinas es una rama que contindia implementando herramientas computacionales e ingenieria
genética-protedmica por medio de la cual es posible la generacién de nuevas proteinas para ampliar sus aplicaciones en diversos
procesos.

PALABRAS CLAVE: enzimas, ingenierfa de proteinas, disefio racional, evolucién dirigida.

ABSTRACT:

Proteins are the molecular tools of life and human being have sought ways to adapt them to meet their needs. The aim of this text is
to present the scientific grounds about proteins such as their structural levels, folding, catalytic activity of enzymes, and limitations
of their applications due to their nature. The conceptual and methodological bases of protein engineering are illustrated, in a
simplified manner, including the scope and future perspectives towards the advance of science and innovation of processes. It is
concluded that protein engineering is a field which continues to implement computational and genetic-proteomic engineering
tools, through which new proteins can be generated to expand their applications in different processes.

KEYWORDS: enzymes, protein engineering, rational design, directed evolution.

INTRODUCCION

Las proteinas son biomoléculas formadas por cadenas de aminodcidos que desempefian funciones cruciales
en los seres vivos. Estas moléculas muestran secuencias y estructuras diversas y complejas que les confieren
diferentes propiedades fisicoquimicas, ademas de una actividad bioldgica especifica, la cual puede ser
meramente estructural, de transporte, de senalizacién, para movimiento o de catélisis, como es el caso de las
enzimas.

La ingenieria de proteinas surge de la necesidad del ser humano de modificar la actividad catalitica de
diferentes enzimas o propiedades de proteinas ya existentes en la naturaleza para aprovecharlas hacia el
mejoramiento de procesos industriales, generacion de productos comerciales con valor anadido, disefio de
biomateriales y la innovacién de nuevas tecnologias. Para ello, se ha tenido que analizar y comprender la
estructura, la estabilidad y el plegamiento de estas macromoléculas, las interacciones en la estabilizacion
conformacional de las cadenas polipeptidicas, los factores del ambiente molecular y celular que coadyuvan
su funcién o actividad catalitica (Amara, 2013).

Con ayuda de herramientas de la biologia molecular y modelaje computacional, la ingenieria de proteinas
ha logrado multiples aplicaciones y eventualmente podréd constituir la base de una bioeconomia y nuevas
tecnologfas sustentables (Lokko e 4/., 2018).
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1. INTERES BIOTECNOLOGICO DE LAS ENZIMAS

El uso de microorganismos para la produccién de diversos productos se ha llevado a cabo desde la antigiiedad,
por ¢jemplo, en la elaboracién del pan, vino y principalmente en productos licteos fermentados como el
yogurt y el queso. Aun hasta inicios del siglo XX no se sabia que la transformacién de los alimentos podia
ocurrir en ausencia de microorganismos, pero gracias a los estudios de Eduard Buchner se comprendi6 que
detras de los procesos celulares habia biomoléculas encargadas de llevar a cabo las reacciones bioquimicas, a
las cuales se les llam6 enzimas. El trabajo de Buchner fue tan sustancial para la comprensién de la bioquimica
actual que lo hizo merecedor del premio Nobel en Quimica en 1907 (Eduard Buchner-Facts, 2018), y gracias
a é] se tuvo una mejor comprension de los procesos celulares. Actualmente, se han aislado y caracterizado
diversas enzimas de microorganismos como virus, bacterias y hongos con infinidad de funciones que se han
adaptado para su aplicacién industrial y en productos de consumo (Afroz et al., 2015).

Algunos de los ejemplos de las multiples aplicaciones de las enzimas se dan tanto en la produccién
de antibidticos como también en productos alimenticios, detergentes o aditivos. La investigacién y el
desarrollo tecnoldgico en dreas como la biologia molecular, biomedicina, biotecnologia y genética serian
imposibles sin la utilizacién de enzimas u otras proteinas (Singh ez al., 2016), los cuales traen como
ventajas implementar procesos amigables con el ambiente, ademas de un alto rendimiento de producto y su
produccidn estereoselectiva.

2. IMPORTANCIA DE LAS ENZIMAS EN LAS REACCIONES QUfMICAS

Muchas reacciones quimicas involucran la creacién y rompimiento de nuevos enlaces quimicos. Para esto, la
moléculadebe dellegar aun estado de transicién, una condicién altamente inestable que permite la formacion
de una estructura intermediaria con un nivel energético mayor al de los reactivos. Al terminar la reaccién se
llega a los productos con nivel de energia més bajo y estable.

La energfa requerida para llegar al estado intermediario es la energfa de activaciéon (AG#), la cual es cubierta
por laabsorciéon de energia del entorno por parte de las moléculas incrementando sus vibraciones, rotacionesy
colisiones. Sin embargo, en muchas ocasiones, las reacciones tienen una barrera de activacién muy grande que
ralentiza que ocurra o incluso que no proceda en determinadas condiciones, pues la molécula intermediaria
puede desestabilizarse y dar origen a otro producto. Ademds, las colisiones entre moléculas son efectivas
solamente para llegar al intermediario cuando su orientacién es la adecuada (Peterson ez 4/., 2007).

La funcién de los catalizadores quimicos y bioldgicos es disminuir la energfa de activacién y aumentar
su velocidad de reaccién (grafica 1). Las enzimas son los catalizadores bioldgicos por excelencia con alta
afinidad de unién especifica hacia un sustrato que es inducido al estado de transicién, lo estabilizan mediante
interacciones entre sus grupos funcionales y ademds lo orientan para la generacién de un producto especifico.
Las enzimas catalizan una infinidad de reacciones quimicas bajo diferentes condiciones en un orden de
10"°-10% veces, y sin ellas los procesos bioquimicos tardarfan tanto que la vida no alcanzaria (Ramirez ez 4/.,

2016).
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GRAFICA 1
Diagrama de la energfa de activacion

Fuente: adaptado de Cooper, 2000. Nota: corresponde a la energfa requerida para que
la reaccién ocurra. Los catalizadores bajan la energfa de activacion y aceleran la reaccion.

Laactividad catalitica de las enzimas ha atraido el interés del hombre para aplicarlas en diferentes procesos
fuera del ambiente celular. Al respecto, a diferencia de los catalizadores inorganicos, las enzimas son casi
exclusivamente proteinas y son biodegradables, tienen alta especificidad hacia su sustrato y producto, hay
ausencia de reacciones colaterales y también limitada generacién de residuos. Ademas, un medio acuoso y
condiciones moderadas de temperatura y presién son suficientes para su actividad, por lo que su uso es seguro
y amigable con el ambiente; tecnoldgicamente son eficientes por su alta actividad y un bajo costo de energia en
el proceso (Patel e al., 2017). Muchas enzimas de aplicacion biotecnoldgica pertenecen a bacterias, hongos
y plantas de la naturaleza.

No obstante, las enzimas provenientes de la naturaleza (o nativas) han sido generadas y seleccionadas por
los procesos evolutivos de un habitat especifico para actuar bajo ciertas condiciones bioquimicas; por ejemplo,
puede ser que su actividad se limite a un rango de temperaturas, de concentraciones de sustrato o pH, que se
oxiden facilmente, que la selectividad de sustrato no sea la deseada o que el rendimiento sea bajo ocasionando
que las enzimas tengan limitaciones en su aplicacién biotecnoldgica. La adaptacién de microorganismos para
que realicen estos procesos no vuelve el panorama més sencillo, pues se requiere de nutrientes mds complejos
y condiciones especificas para su crecimiento, ademds de que la purificacién del producto final es un proceso

dificil (Rigoldi ez 4/., 2018).
3. LA MODIFICACION DE PROTEINAS Y SUS ENFOQUES ESTRATEGICOS

Tomando como base la problemidtica de que las enzimas nativas no acttan bajo condiciones diferentes a sus
condiciones estandar, se ha buscado redisenar enzimas; sin embargo, es complicado debido a su estructura
compleja y subunidades con diferentes dominios, funciones e interacciones con las demds subunidades,
incluso, ocurren cambios estructurales en el reconocimiento de su sustrato y en la catdlisis (Yu ez 4/., 2016;
Jimenez-Rosales y Flores-Merino, 2008). Por estas caracteristicas, no es ficil disefiar artificialmente una
enzima baséndose unicamente en su secuencia, pues su funcionalidad depende de su estructura trimestral,
que es uno de los obstdculos mayores en la ingenieria de proteinas. Los avances en el drea en su mayoria han
permitido disenar fusiones de proteinas enteras o de sus dominios (Milczek, 2018), pero lograr redisefiar una
estructura o una nueva actividad o propiedades de una proteina con el resultado deseado es un reto mayor.
Una reflexion sobre la problematica es que ha transcurrido mas de medio siglo desde que se reportaron las
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dos primeras estructuras tridimensionales de proteinas (la mioglobina y la hemoglobina) a las cuales han
seguido decenas de miles proteinas distintas, pero la prediccion del plegamiento y la actividad enzimdtica
siguen siendo problemas no resueltos. No obstante, existen avances importantes y se pueden resumir en
dos enfoques: el racional y la evolucién dirigida, los cuales son diferentes entre si, pero no son mutuamente
excluyentes.

a) Enfoque racional: se basa en hacer modificaciones calculadas para cambiar la estructura y estudiar el
efecto de una mutacién o para obtener una nueva actividad/propiedad de la proteina. Demanda mucha
informacion sobre la estructura de la enzima de interés y su mecanismo de catélisis para determinar los
componentes cataliticos y sus interacciones durante la reaccién, ademas otros detalles como las distancias,
enlaces y los posibles cambios conformacionales que permitan obtener la funcién deseada (Tiwari, 2016).

Es muy comin que para realizar la mutacién sitio-dirigida en la proteina de interés se usen primers
mutagénicos que incluyan en su secuencia un codén modificado que sustituye el codén del aminoacido
de interés. Los primers se utilizan en una reaccién similar a una PCR que permite la replicacién del gen
de la proteina de interés con la mutacién especifica. Después, el DNA mutado se liga a un vector, que es
un fragmento de DNA natural o sintético que funciona como vehiculo para transferir genes a una célula.
Asi, el DNA mutado se expresa a una proteina que se purifica para su evaluacion (Carter y Shich, 2015).
Lamentablemente, las mutaciones afectan la estructura y estabilidad de cualquier enzima y pueden perder su
actividad. Por ello, para este enfoque, la estructura de la molécula es clave. Técnicas como las que se presentan
a continuacién pueden determinarla:

e Resonancia magnética nuclear: brinda informacién acerca dela estructuray de los cambios dindmicos
en la molécula por la deteccién de modificaciones en la frecuencia de resonancia de los nucleos
atémicos magnéticamente activos cuando se encuentran sometidos a un campo magnético externo;
no obstante, por su complejidad se encuentra limitada a proteinas de bajo peso molecular (<30 kD)
(Chatham y Blackband, 2001).

o Ciristalografia de rayos X: consiste en la difraccién de un haz de fotones en un material cristalino
como resultado de la interaccidn con los electrones de los planos cristalograficos; el anélisis del patrén
de difraccién de los rayos emergentes puede generar un mapa de densidad electrénica que después de
un refinamiento origina el modelo atémico de una molécula. Una desventaja es que la cristalizacion
de proteinas en solucidn es un proceso fisico lento de evaporacién del liquido, lo cual implica cambios
constantes en la concentracién de moléculas y iones que resultan en el cambio de orientacién de
ciertas regiones de la estructura proteica distorsionando su ordenamiento geométrico y repetitividad
en el espacio; esto ocasionarfa que algunas veces la identidad y posiciones de los 4tomos s6lo puedan
ser deducidas a partir de los 4&tomos a su alrededor (Shi, 2014).

e Criomicroscopia electrénica: al someter una solucién acuosa a un enfriamiento rdpido y a muy
bajas temperaturas, las moléculas que contiene la solucién quedan congeladas en la misma posicion
en la que estaban (a diferencia de un congelamiento lento en el que las moléculas forman una
estructura ordenada); esta muestra vitrificada puede someterse a un andlisis por un haz de electrones
de un orden de unas milésimas de nanémetro que permite detectar los detalles estructurales a nivel
atémico. De esta manera, si la muestra vitrificada contiene biomoléculas como proteinas, la técnica
permite deducir su estructura con la ventaja de observarla en la conformacién que presenta en el
organismo vivo. Ademds, permite el estudio de complejos macromoleculares de gran tamafio y en
bajas cantidades; aun asi, entre sus limitaciones estd el que tiene una relacién de sefial/ruido muy
baja y su resolucidn, o el detalle a nivel atémico que puede obtenerse, depende de las condiciones
instrumentales por lo que varfa de #3 A a #3 nm (Carroni y Saibil, 2016; Wangy Wang, 2016).

Hasta el momento, la cristalografia en rayos X ha dominado el drea y gracias a sus diversas aplicaciones ha
sido la técnica que directa o indirectamente ha resultado en la mayor cantidad de ganadores al premio Nobel
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a lo largo de la historia (29 laureados), pero la criomicroscopia electrénica estd adquiriendo popularidad y
gracias a ella se han resuelto muchas nuevas estructuras, por ejemplo las proteinas de la capside del virus Zika.
El Premio Nobel de Quimica de 2017 se asigné a Jacques Dubochet, Joachim Frank y Richard Henderson,
quienes ayudaron a desarrollar dicha técnica (Cressey y Callaway, 2017). No obstante, aunque la cantidad de
proteinas que existen en la naturaleza son “cientos de millones”, ala fecha inicamente una minima fraccién de
un aproximado de 140 000 estructuras (RCSB PDB 2018) se ha obtenido de manera experimental. Ademds,
no es facil purificar y cristalizar uniformemente muchas proteinas para su estudio. Lo anterior ha propiciado
el desarrollo del modelaje molecular computacional (Hospital ez 4/., 2015).

En 2013 se concedié el Premio Nobel a Martin Karplus, Michael Levitt y Ariech Warshel por su aporte a
la simulacién iz silico de la mecénica y dindmica de sistemas complejos macromoleculares como las proteinas
(The Nobel Prize in Chemistry 2013, 2018). En la actualidad los algoritmos computacionales son una de las
herramientas méds importantes en la prediccién de estructuras. Aunque no son exactos, mucho se haavanzado
en ellos y es posible utilizar mas de uno para complementar el modelaje, pues cada algoritmo funciona bajo
diferentes postulados. Una clasificacién general los agruparia en ) métodos ab initio que basados en los
principios fisicoquimicos buscan identificar el plegamiento de minima energfa. ) Los métodos comparativos
que buscan las semejanzas y regularidades entre las proteinas para seleccionar una estructura conocida y
predecir el plegamiento por comparacién. ¢) Los métodos empiricos emplean estrategias heuristicas para
encontrar un plegamiento con multiples opciones que hacen imposible una exploracién exhaustiva. Por
tltimo, el modelo debe apegarse a las leyes de la quimica y la fisica y representar la realidad del plegamiento
biolégicamente relevante. Asi, la evaluacién del resultado es esencial, aunque esto es lo mas dificil de evaluar
y lo que genera mayor incertidumbre (Wojcikowski ez a/., 2017).

Sin embargo, aun con el uso de estas herramientas, usualmente las mutaciones no tienen el efecto esperado
y hacen que el proceso de modificacién hacia una molécula eficiente sea largo y tedioso. Quiza la mayor
desventaja del enfoque racional es que el analisis se hace bajo una estructura aislada y estdtica y que no esta
en el cambio dindmico de las condiciones nativas, pues en condiciones naturales las proteinas son flexibles
y se moldean, doblan o cambian de conformacién al unirse a otras moléculas. También, existen reportes de
proteinas que describen parte de estructuras como proteinas intrinsecamente desestructuradas (IDP por sus
siglas en inglés) y no tienen una estructura definida. Son muchas las proteinas que entran en este concepto y
cuyas estructuras no pueden ser definidas por los métodos existentes, pues sus dominios desestructurados son
de libre interaccion y por ello resulta dificil cristalizarlas (Ahrens ez al., 2017; Kjaergaard y Kragelund, 2017).

b) Evolucién dirigida: la evolucidn es un proceso constante cuyos efectos se observan de manera
evidente, por ejemplo la resistencia de bacterias a ciertos antibidticos o insectos a plaguicidas, y otros
casos extraordinarios en los que bacterias, hongos y plantas han desarrollado mecanismos bioquimicos para
degradar moléculas téxicas y contaminantes que hasta hace unos pocos anos no eran biodegradables (Pellis
et al., 2016; Urbanek ez 4/., 2017).

La evolucién dirigida se fundamenta en los principios del proceso evolutivo darwiniano que ocurre en la
naturaleza y por el cual ocurre la especiacion en las condiciones especificas del ambiente; estd en funcién de la
variacion y la seleccién, pero también del azar. La especiacién es un proceso imprevisto que esta influenciado
por una secuencia de eventos, unos externos y otros propios de la célula sucediendo que ambos se influencian
mutuamente. Las presiones selectivas existentes determinan cudles individuos sobreviven, lo que puede hacer
que las poblaciones se distancien genéticamente. Cuando un grupo de organismos queda impedido por el
tiempo suficiente para combinar su acervo genético con las otras poblaciones de la especie, en algin punto en
el tiempo éstas se volverdn diferentes genéticamente, es decir, la especiacién habrd iniciado (Safran y Nosil,
2012).

En el caso de las enzimas, este proceso se imita para la generacién aleatoria de variedad genética y la
seleccion por actividad especifica. El proceso se realiza bajo condiciones controladas y a microescala dentro
del laboratorio produciendo mutaciones generalizadas en todo el gen de la enzima en bacterias transformadas
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que posteriormente expresan las variaciones del gen con las condiciones requeridas y a través de la seleccion
experimental se obtienen las mejores variantes. Esto se hace de manera secuencial y en repetidas ocasiones
con la finalidad de afinar la actividad enzimatica deseada (Packer y Liu, 2015).

Existen muchas metodologias para introducir mutaciones al ADN que pueden aplicar principios de la
recombinacién de genes homdlogos y pueden involucrar la mezcla, delecién o adicién de secuencias de
nucledtidos o la mutagénesis aleatoria de nucledtidos en el gen. Asi, las mutaciones al azar confieren cambios
a la estructura y por tanto a la actividad enzimdtica. Después el gen mutado se introduce en un vector para
insertarlo en microorganismos para su expresién genética como proteina, seguido de la cuidadosa seleccion
de mutantes con fenotipos deseables y su posterior purificacion.

La actividad catalitica de interés se evalta en las diferentes proteinas: se seleccionan las mejores variedades
y se someten de nuevo a ciclos repetidos de mutagénesis y seleccion hasta obtener la variedad enzimética que
presenta una considerable eficiencia de catalisis (Yang e 4/., 2017). De esta manera, es posible acelerar un
proceso de evolucion molecular que en la naturaleza toma “millones de afos” a unas cuantas semanas.

Es importante mencionar que desde la antigiiedad el ser humano ha realizado este proceso de manera
similar (aunque sin saberlo y sin algtin laboratorio) a través de la seleccion preferencial y de la cruza de
ejemplares predilectos para lograr las variaciones deseadas. Tal ejemplo se observa en los perros de “raza pura”
y también en los cultivos domesticados por el ser humano como maiz, papay trigo. Sin embargo, fue en anos
recientes cuando se concibié la idea de llevar este proceso al laboratorio para la ingenieria de proteinas y su
aplicacién biotecnoldgica. Actualmente, los avances y las aplicaciones de esta técnica han sido sustanciales
en la biotecnologfa actual tanto que en 2016, 2017 y 2018, Frances Arnold, pionera en esta técnica, recibié
el Premio de Tecnologia del Milenio (del inglés Millennium Technology Prize) (Manas, 2016), el premio
Raymond y Beverly Sackler en Investigacion de Convergencia (del inglés Raymond and Beverly Sackler Prize
in Convergence Research) (NAS, 2017) y el premio Nobel en Quimica (The Nobel Prize in Chemistry 2018,
2018).

La principal ventaja de la evolucién dirigida es que no requiere conocer la estructura de la proteina para
generar en ella una nueva actividad. Sin embargo, debido a la generacién de cientos o miles de variaciones
mutantes durante el proceso, se requiere de un cuidadoso método de seleccién y de métodos eficientes,
automatizados y baratos para la evaluacién de las variantes (Bunzel ez 4., 2018).

Para una comprensiéon més a fondo de estos métodos se sugiere revisar Directed evolution library creation:
Methods and protocols editado por Arnold y Georgiou (2003) y los capitulos dos y tres de Prozein engineering
techniques: Gateways to synthetic protein universe de Poluri y Gulati (2017).

4. UN PAR DE EJEMPLOS DE LA INGENIERIA DE PROTEINAS

Con la finalidad de resaltar el potencial de impacto de la ingenieria de proteinas, se describe el caso a través del
enfoque racional de la modificacién de la proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en inglés) realizada
por Roger Tsien ddndole el mérito para su condecoracién con el Nobel en 2008 (Roger Y. Tsien-Facts, 2018).
Esta modificacidn consistié en la modificacién estructural del croméforo fluorescente de citrina, contenido
en la GFP, y conformado naturalmente por la ciclacién de serina#65 (Ser-65), tirosina#66 (Tyr-66) y
glicina#67 (Gly-67) mediante la sustitucién del residuo Tyr-66 por otros aminodcidos aromdticos (figura
1). El nuevo croméforo tiene diferente conformacién y niimero de enlaces con electrones deslocalizados
generando diferentes colores de emisiéon como cian, violeta, azul y amarillo para los aminodcidos triptéfano,
fenilalanina, histidina, o la sustitucién de Serina#203 (Ser-203, estructuralmente préximo de Tyr-66) por
Tyr respectivamente (Tsien, 1998).
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FIGURA 1
Reaccién de los aminoacidos para formar el croméforo de citrina
Fuente: adaptado de Tsien, 1998. Nota: z) Diagrama con el mecanismo de formacién del
croméforo de citrina y las variantes resultantes con las mutaciones correspondientes en el residuo
66. b) Diagrama del croméforo de citrina resultante con la mutacién del residuo 203 a Tyr.

De esta manera, la GFP y sus variantes de diferentes colores de fluorescencia son utilizadas como proteina
de fusion para estudiar otras proteinas y tejidos celulares. También, se han generado otras mutaciones
complementarias que propician la ionizacién del croméforo, la expresién y plegamiento de la proteina a
diferentes temperaturas o pH, un mayor coeficiente de extincidn, entre otras (Aliye et al., 2015; Hutter,
2012; Rosenman et al., 2014).

Otro caso de interés para el lector, pero ahora enfocado en lavia de la evolucion dirigida, es la ruta de sintesis
de la sitagliptina, un firmaco para el tratamiento de la diabetes tipo 2 (Thomson y Vallon, 2018). Antes de
2006, su sintesis consistia en nueve pasos con diferentes reacciones, solventes y reactivos, prolongado tiempo
de reaccién y purificacién, y una falta de pureza enantiomérica (Mallela ez 4/., 2013). Por fortuna, en 2006 se
implementd un nuevo proceso de sintesis quimica de tres pasos que redujo tiempo y procesos de purificacion.
Posteriormente, y de mayor interés para este articulo, en 2010 el proceso otra vez fue innovado a una
sintesis quimica-biotecnolégica mediante la evolucién de una enzima transaminasa, a la cual se le desarroll6
la actividad catalitica para la hidrogenacién asimétrica de una enamina (figura 2). El gen de dicha enzima
fue mutado aleatoriamente siguiendo una cuidadosa seleccién en cada ciclo de acuerdo con las condiciones
de interés. El proceso de variacién-seleccidn se realizé por once ciclos hasta obtener una proteina (con 27
mutaciones) de una actividad de més de 80 % y 99% de enantioselectividad (Valavanidis, 2017).
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(Antes de 2006 eran nueve pasos de sintesis con mezcla de enantiémeros)
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FIGURA 2

Diagrama de la nueva ruta de sintesis de la sitagliptina
Fuente: adaptado de Valavanidis, 2017. Nota: se muestra la innovacién en 2006 en la sintesis quimica por la ruta A
y la innovacién de 2010 en la ruta B con la evolucion dirigida de una transaminasa para obtener el producto activo.

Ambas rutas se complementan y fueron ganadoras del Premio Presidencial de Quimica Verde (del inglés
Presidential Green Chemistry Award) en los Estados Unidos en 2006 y 2010 (US EPA, 2013a; US EPA,
2013Db). Este proceso sigue siendo hasta ahora uno de los logros més importantes en la historia de la ingenieria
y aplicacién de proteinas (Guan ez a/., 2015).

CONCLUSIONES

Los procesos enzimdticos son ttiles en la industria, en la investigacion e incluso en los productos de uso diario
en nuestra vida debido a que las enzimas son catalizadores naturales selectivos y muy eficientes, ademés de que
son amigables con el medioambiente. La estructura de las proteinas es inica y determina la funcién catalitica
deseada; lamentablemente, dado que las condiciones fisicoquimicas de reaccion alteran dicha estructura, y
por tanto su actividad, las enzimas naturales tienen una limitada aplicacién en diversos procesos.

Se ha buscado modificar a las enzimas a través de dos enfoques no excluyentes: ) el racional y ) la
evolucién dirigida. El racional busca realizar mutaciones sistemdticas a partir de una estructura conocida y
un mecanismo de catalisis propuesto; por ello, su principal limitante es la determinacién de la estructura
proteica. Por su parte, la evolucién dirigida se enfoca en crear aleatoriamente una variedad de mutaciones en
un gen para después hacer una seleccién de la proteina con base en las condiciones de interés; de ahi que su
principal limitante sea la aplicacién de un método analitico que permita procesar miles de muestras para su
seleccién y que ademis sea ripido y econdmico.

La adecuada aplicacién de estos enfoques ha permitido tanto la generacién de nuevas proteinas como
también adentrarse en su secuencia, estructura y mecanismos de catélisis para modificar la estructura nativa
y crear una nueva actividad. Son numerosos los ejemplos reportados en la literatura en los que elegantemente
se han modificado enzimas para solucionar diversos problemas. Por el momento, hay enormes retos, pero sin
duda, dentro de algunos afos, habra un uso diversificado de estas biomoléculas versatiles.
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Mediante los avances en la ciencia y tecnologia, el ser humano podrd combinar y redisefiar proteinas capaces
de catalizar reacciones no existentes en la naturaleza que tendrén infinidad de aplicaciones. Por mencionar
algunas, habria que considerar la obtencién de nuevos materiales y firmacos, la optimizacién de procesos,
el mejoramiento de terapias en la medicina, la innovacién en la generacién de energia, el propiciar una
interaccién sustentable del hombre con su medioambiente, la produccién de materiales bioinspirados y
motores moleculares para fines tecnoldgicos, asi como el disefo de nanoestructuras de biomateriales en
nanomedicina y biotecnologia

Es de esperarse que la demanda del disefio de enzimas siga en aumento y que sus aplicaciones contintien
expandiéndose. Con ello, para facilitar el disefio, la modificacién y la produccién de enzimas deberdn
desarrollarse algoritmos computacionales mds completos y fabricar computadoras con mayor capacidad de
procesamiento, nuevas metodologias para mutagénesis en sitios clave y formas efectivas de evaluacién de
actividad; también se incluye el desarrollo e implementacién de nuevos sistemas de produccion de proteinas
artificiales que no dependan del cultivo y propagacién de células. Para lograr estas metas, el trabajo por realizar
en el drea es muy demandante, pues requiere de una colaboracién mundial y de la aplicacién de tecnologia de
punta. Sin embargo, el futuro de esta 4rea se vislumbra muy emocionante y prometedor.

La naturaleza genera innovacioén y mediante la ciencia tenemos la oportunidad de explorarla para mejorar
el mundo en el que vivimos. Por ello, es importante ver las maravillas que nos presenta y tomar inspiracion
de los modelos bioldgicos para disefiar nuevos procesos industriales, tratamientos médicos o materiales con
nuevas propiedades, y para lograrlo es clave primordial la ingenieria de proteinas en este paso.
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