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Resumen
El estudio de la relacion estructura-funcion en las proteinas es un tema que mantiene

ocupados a varios grupos de investigacion. Todos tienen un objetivo principal: identificar
los aminoacidos responsables de una funcion especifica en una proteina dada. El estudio
de las triosasfosfato isomerasas de dos parasitos altamente relacionados, ha dado origen
a cuestionar por qué dos enzimas con mas del 70% de identidad en su secuencia de
aminodacidos y estructuras cristalograficas casi idénticas presentan un comportamiento
diferente ante diversos agentes que afectan la catélisis. En este trabajo se estudia de
manera particular el efecto del metiimetano tiosulfonato (MMTS) en las triosasfosfato
isomerasas de Trypanosoma cruzi (TcTIM) y Trypanosoma brucei (TbTIM). La
susceptibilidad de TcTIM ante el efecto de este derivatizante es 70 veces mayor con
respecto a TbTIM. Inicialmente, se pens6é que los aminoacidos vecinos a la cisteina de
interfase o bien los aminoacidos de la interfase, podrian ser los involucrados en este
comportamiento diferencial. Para averiguarlo, se han estudiado varios aminoacidos como
candidatos; sin embargo, no se ha tenido el éxito esperado debido al gran niumero de
contactos que los aminoacidos establecen en las proteinas y a la cooperatividad de estas
interacciones. El objetivo de este trabajo fue encontrar las regiones responsables de este
comportamiento mediante la caracterizacion de proteinas quiméricas. Se construyeron 9
proteinas quiméricas con distintas regiones de ambas proteinas y se determiné el efecto
del MMTS en la actividad de las enzimas. Se encontrd que las regiones 1 y 4 son las
involucradas en el distinto comportamiento ante el efecto del MMTS; en estas regiones se
encuentran un total de 18 diferencias entre las secuencias de aminoacidos de ambas
proteinas. De manera sorpresiva, entre estas regiones no existe alguna relacion
estructural, ademas que los aminoacidos implicados no son cercanos a la cisteina de
interfase, o que corrobora que el comportamiento diferencial de estas TIM's ante el
MMTS es un efecto en el que se encuentran involucrados varios aminoacidos y que al
estar en regiones separadas, obedecen a un camino estructural no identificado hasta el
momento. Asi mismo, se demostrd que el cambio de reactividad de la cisteina de interfase
se debe principalmente a un incremento de su valor de pKa como consecuencia de los
residuos mutados. Este trabajo presenta un ejemplo de interacciones a larga distancia que

modulan la reactividad de la cisteina de interfase en la triosafosfato isomerasa.



Abstract

The relationship between structure and function in proteins is a main topic that concerns
many research groups. One of the most important objectives in this area it is to identify the
amino acids relevant for a specific function in proteins. Several studies of triosephosphate
isomerases from two related parasites have been promoted an important question to
solve. Why two enzymes with high similarity at amino acid sequence level and almost
identical three dimensional structures almost show a different behaviour against agents
that perturb enzimatic catalysis? In this work we have special interest in the effect of
methyl methane thiosulfonate (MMTS) in the activity of triosephosphate isomerases from
Trypanosoma cruzi (TcTIM) and Trypanosoma brucei (TbTIM). TcTIM is 70 times more
sensitive than TbTIM to MMTS. Initially we thought that aminoacids from interface or near
to interface cystein were involved in this different behaviour. In this way, several mutants
have been constructed by site directed mutagenesis; but all of these have been
unsuccessful, because of the numerous contacts involved between aminoacids and the
cooperative nature of their interactions. The main objective of this work was to find the
region or regions responsible for the different behaviour between TcTIM and TbTIM using
chimeric proteins. We designed and purified nine chimeric proteins with different portions
of TbTIM and TcTIM, in order to find the amino acids involved in the derivatization
mechanism of MMTS. We found that 18 aminoacids located in regions 1 and 4 control the
seventy fold difference in reactivity of the interface cysteine between both wild type
enzymes. Surprisingly, we found that the change in susceptibility to MMTS was due to
residues that are not in contact with the interface cysteine, and most are not part of the
dimer interface, but belong to two specific regions of the protein that are not connected to
each other either in a sequential or a structural basis. Furthermore, we demostrated that
the change in reactivity is due to an increase in the apparent pKa of the interface cysteine
produced by the mutated residues. This work shows an example of long-range interactions

that control the reactivity of the interface cysteine in triosephosphate isomerase.



1. Introduccion

1.1 Enfermedades causadas por Trypanosoma cruziy Trypanosoma
brucei.

Tanto la enfermedad de Chagas como la enfermedad del suefio son
enfermedades causadas por parasitos que involucran dos hospederos: un
mamifero y un insecto vector. Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y Trypanosoma brucei
(T. brucei) son los agentes causales de estas enfermedades de importancia
médica en América Latina y en Africa, respectivamente. En datos publicados por la
Organizacion Mundial de la Salud en 2010 (www.who.int) se estima que alrededor
de 10 millones de personas se encuentran infectadas con T. cruzi. Latinoamérica
es la region endémica de la enfermedad de Chagas en donde se encuentran en
riesgo de contraer la enfermedad mas de 25 millones de personas. Se estima que,
en el 2008, se presentaron mas de 10,000 muertes debido a esta parasitosis. Esta
enfermedad esta asociada de manera importante a condiciones de vivienda de
pobreza extrema. Los principales paises afectados presentan altos indices de

pobreza entre los cuales se incluye México.

En el caso de la tripanosomiasis africana, se estima que millones de personas
en 36 paises de Africa se encuentran en riesgo de infeccion por T. brucei. Debido
a los numerosos esfuerzos que se han llevado a cabo en el control de esta
enfermedad, es relevante que en el 2009 por primera vez en 50 afos, el nUmero
de casos reportados fue menor a 10,000 (9878) y el nUmero de casos estimados

no excedio6 los 30,000.

1.2 Ciclo de vida de T. cruziy T. brucei.

Tanto T. cruzi como T. brucei son tripanosomatidos que pertenecen al grupo
de los Kinetoplastea. El ciclo de vida de T. cruzi es bastante complejo (Figura 1A);
involucra varias etapas de desarrollo tanto en el hospedero mamifero como en el

insecto vector, el cual no parece verse afectado por la infeccidén del parasito.
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En el caso de T. cruzi, la infeccion se transmite al humano por el insecto
hematbdfago del género Reduviidae, mejor conocido como triatoma. A pesar de que
se han identificado mas de 130 especies de triatomas capaces de transmitir el
parasito al humano, tres de ellas son las mas importantes: Triatoma infestans,
Rhodnius prolixus 'y Triatoma dimidiata.

Las formas celulares que se identifican en el hospedero mamifero son los
tripomastigotes en su forma sanguinea, que no son replicativos y los amastigotes

intracelulares replicativos; mientras que, en el insecto vector se encuentran

epimastigotes replicativos y tripomastigotes metaciclicos en su forma infectiva.

L4

Triatoma

4

Hospedero mamifero '
Tripomastigote
metaciclico \/f\

3
HS
@

Tripomastigote en el
torrente sanguineo

Tripomastigote
metaciclico

Amastigote
intracelular

Multiplicacion de los
epimastigotes

Epimastigotes

Figura 1A. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

El insecto vector de T. brucei es la mosca tse-tse (Glossina spp). En su forma
prociclica, el parasito vive en el intestino del insecto vector, desde ahi migra hacia
las glandulas salivales como epimastigote para infectar al huésped mamifero
mediante una mordedura. En las glandulas salivales del insecto, estos

epimastigotes atacan el epitelio y proliferan, dando lugar a las formas metaciclicas
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infectivas. Se ha estimado que las moscas pueden inyectar miles de parasitos al
huésped, pero no se sabe cuantos de éstos se pueden diferenciar hacia las
formas alargadas sanguineas y establecer una infeccion. Dentro del hospedero
mamifero, la infeccibn crénica se caracteriza por niveles oscilantes de
parasitemia, debido a la respuesta inmune que se genera contra los antigenos de
superficie del parasito, que por ser de naturaleza glicoproteica son altamente
variables, de ahi sus siglas en inglés (variant surface glycoprotein VSG) (Hajduk
S.L. 1984). En el torrente sanguineo, el parasito se encuentra en su forma
alargada, desde ahi puede migrar a otras areas del hospedero mamifero o bien
diferenciarse a las formas cortas y no replicativas que podran ser ingeridas
nuevamente por la mosca, y asi en su forma prociclica comenzar un nuevo ciclo
(Figura 1B) (Roditi I. y Lehane M.J. 2008)

’ Mosca Tse Tse

Tripanosoma
metaciclico

4

Hospedero mamifero

Tripomastigote
Alargado en el
torrente sanguineo

Tripomastigote corto
y no replicativo

e

Prociclico

Figura 1B. Ciclo de vida de Trypanosoma brucei.
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1.3 Metabolismo energético en tripanosomatidos.
Los tripanosomatidos poseen caracteristicas bioldgicas peculiares; son

organismos flagelados con una sola mitocondria con diferentes niveles de
diferenciacion dependiendo de la fase en la que se encuentre el parasito. También
poseen un kinetoplasto que contiene la red de DNA mitocondrial, en este organelo
es donde se lleva a cabo la edicion del RNA. El metabolismo energético de estos
parasitos es especial debido a dos hechos importantes; en primer lugar un gran
porcentaje de la glucdlisis se encuentra compartamentalizada en el glicosoma vy
por otro lado la cadena de transporte de electrones presenta caracteristicas
diferentes con respecto a las cadenas respiratorias clasicas (Tielens A.G y van
Hellemond JJ., 2009).

Existe una clasificacion reciente que agrupa a los tripanosomatidos de acuerdo a
su metabolismo energético (Tielens AG y van Hellemond JJ., 2009, Tabla 1). La
forma alargada de T. brucei forma parte del primer grupo de parasitos donde se
encuentran aquéllos que utilizan exclusivamente la glucOlisis para producir ATP.
Estos organismos no consumen aminoacidos y ademas no se han detectado
cantidades significativas de acetato o succinato. T. brucei en su forma alargada,
presenta una sola mitocondria pobremente desarrollada, de tal forma que hay una
represion importante de esta funcion organular. La cadena transportadora de
electrones presenta una actividad considerable, ya que transfiere electrones de la
oxidacion glicosomal de la glucosa al oxigeno. De manera peculiar, en esta fase
del parasito, la cadena transportadora de electrones no posee citocromos, de tal
forma que su actividad se lleva a cabo mediante una oxidasa alterna parecida a la
encontrada en plantas (Chaudhuri, M. et al. 1998). El NADH producido en los
glicosomas se transfiere a la mitocondria a través de la lanzadera de glicerol-3
fosfato y dihidroxiacetona-fosfato presente también en mamiferos. Este transporte
de electrones no involucra translocacion de protones, por lo que no esté ligado a la
produccion de ATP. Estos parasitos tampoco utilizan la fosforilacion oxidativa para
obtener ATP.

13



En la segunda categoria se encuentra la forma sanguinea de T. congolense y la
fase parasitaria de Phytomonas que se encuentra en la planta. Estos parasitos
también dependen de la glucosa para la produccion de ATP, sin embargo no
producen piruvato como los parasitos de la primera categoria y su producto final
es el acetato principalmente. Estos parasitos tampoco consumen aminoacidos, no
utilizan una cadena respiratoria clasica conformada por citocromos, ni tampoco
utilizan la fosforilacion oxidativa para la obtencidon de ATP. Al igual que los
parasitos del primer grupo, utilizan la oxidasa alterna similar a la reportada en

plantas para oxidar el NADH.

En el tercer grupo se encuentra unica y exclusivamente la forma sanguinea de T.
theileri. Este parasito no utiliza otros aminoacidos y su fuente pricipal de obtencion
de energia es la glucosa. Sus principales productos finales son el succinato y el
acetato. A diferencia de los parasitos del primer y segundo grupo, este parasito no
utiliza la oxidasa alterna para donar electrones al oxigeno, si ho por el contrario
utiliza una cadena respiratoria clasica acoplada a citocromos, por lo que obtiene

ATP através de la fosforilacion oxidativa.

La forma prociclica de T. brucei asi como todas las etapas de T. cruzi tanto en el
mamifero como en el insecto vector, se agrupan en la cuarta y ultima categoria,
que incluye a los parasitos con metabolismo energético mas complejo. Estos
parasitos no dependen unicamente de la glucosa para obtener energia. Poseen un
metabolismo mitocondrial mas complejo que los del grupo uno y pueden degradar
aminoacidos.T. cruzi presenta una cadena respiratoria clasica acoplada a los
complejos respiratorios |, Il, Il y IV que se encuentran presentes en mamiferos
(van Hellemond, J.J. et al 2005a) ademas de utilizar la fosforilacién oxidativa para
la obtencion de ATP. En la fase dentro del insecto vector T. brucei posee una
mitocondria bien diferenciada con una cadena de transporte de electrones
ramificada con cuatro complejos que donan electrones a la poza de ubiquinona, a
la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, a la NADH:deshidrogenasa, al complejo |y al

complejo Il. El ubiquinol que se forma se reoxida y transfiere los electrones a los

14



complejos 1l y IV de la cadena respiratoria clasica o a la oxidasa alterna parecida

a la encontrada en plantas (van Hellemond, JJ. et al 2005 b).

Categoria Parasitos incluidos

I La forma alargada
sanguinea de

T. brucei

Il La fase sanguinea de T.
congolensey la fase

plantar de Phytomonas.

i Fase sanguineade T.

theileri

v Fase sanguinea de T.
lewisi, parasitos
prociclicos de T. bruceiy
todas las fases
parasitarias de T. cruziy

Leishmania spp.

Principales caracteristicas

Dependientes de la glucdlisis, el priruvato es
el principal producto final, no utilizan una
cadena respiratoria clasica, ni tampoco la
fosforilacion oxidativa, utilizan una oxidasa

alterna para la oxidacion del NADH

Dependientes de la glucolisis para la
obtencién de ATP, el principal producto final
no utilizan una cadena

es el acetato,

respiratoria  clasica, ni tampoco la
fosforilacion oxidativa, utilizan una oxidasa

alterna para la oxidacion del NADH

Dependientes de la glucdlisis, principales
productos finales son el acetato y el
succinato. Utilizan una cadena respiratoria
clasica acoplada a citocromos, asi como la
oxidativa

fosforilacion reportada en

mamiferos

No son dependientes de la glucdlisis, pueden
utilizar también aminoacidos, utilizan una

cadena respiratoria clasica asi como la
fosforilacion oxidativa para la obtencion de
ATP. La fase prociclica de T. brucei utiliza la
oxidasa alterna similar a la reportada en

plantas.

Tabla 1. Categorias del metabolismo energético en tripanosomatidos de acuerdo a

Tielens y Van Hellemond, 2009
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Durante mucho tiempo se creyd que en las etapas de T. brucei en el insecto
vector, se llevaba a cabo de manera normal el ciclo de Krebs; sin embargo,
existen pocas evidencias experimentales que lo demuestren. Algunas de ellas
incluyen la deteccion de la actividad enzimatica de las proteinas participantes en la
via. A pesar de que los genes que codifican para las enzimas de esta via se
encuentran en el genoma y se expresan en esta fase del parasito, algunos
estudios recientes demuestran que T. brucei no utiliza el ciclo de Krebs para la
oxidacion completa del acetil-CoA a didxido de carbono. Asi mismo, se ha
demostrado que algunas reacciones del mencionado ciclo se usan principalmente
en rutas anabdlicas tales como la gluconeogénesis y la formacion de acidos
grasos (van Weelden, S.W.H. et al. 2005).

A la fecha, se han identificado muchas otras rutas que se encuentran
compartamentalizadas en el glicosoma. Gracias a la liberaciébn de los genomas
completos de T. brucei, T. cruziy L. major en el 2005, se han podido identificar
varias enzimas que cumplen su funcion dentro del glicosoma. Esto ha sido posible
mediante la busqueda de las secuencias de direccionamiento peroxisomal (PTS1 y
PTS2, de sus siglas en inglés Peroxisomal Targeting Signal type 1 and type 2).
Este analisis bioinformatico ha revelado 191 proteinas con posibles secuencias de
PTS1 y 68 proteinas con secuencias PTS2 con homélogos presentes en T. cruziy
T. brucei. Aproximadamente al 50% de ellas no se les ha atribuido alguna funcién
glicosomal. Dentro de aquellas que si han sido identificadas como proteinas
glicosomales, algunas no se han encontrado en la forma sanguinea de T. brucei, o
bien, se encuentran con una actividad muy baja. Sin embargo si estan presentes
en los glicosomas de los parasitos prociclicos de T. brucei y en las etapas del

parasito en el insecto vector o en el hospedero mamifero de L. majory T. cruzi.

Por mencionar algunas de estas proteinas, se ha encontrado dentro del
glicosoma a la enzima clave de la gluconeogénesis, la fructosa-1-6-bifosfatasa, asi

como a la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y a la 6-fosfogluconolactonasa
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(Duffieux F., et al., 2000) que catalizan las primeras reacciones de la rama

oxidativa de la via de las pentosas-fosfato.

También se encontr6 que el gen que codifica para la sedoheptulosa-1,7-
bifosfatasa en T. cruziy T. brucei posee una secuencia PTS1. Esta es una enzima
qgue pertenece al ciclo de Calvin, que usualmente sélo se encuentra en plastidios
de plantas o algas, y en algunos hongos o ciliados. Se cree que los
tripanosomatidos pudieron adquirir este gen por medio de transferencia horizontal
y que esta enzima se utiliza como una modificacion del ciclo de las pentosas-
fosfato (Hannaert V., et al 2003 b).

Una de las primeras rutas que se identifico en el glicosoma fue la sintesis de las
purinas. Asi mismo, dos de las seis enzimas que catalizan la ultima etapa de la
biosintesis de pirimidinas también se han localizado en el glicosoma, mientras que
las cuatro restantes son citosolicas (Michels P.A., et al., 2000). Al igual que en los
peroxisomas de mamiferos, en los glicosomas de los tripanosoméatidos se llevan a
cabo las dos primeras reacciones de la biosintesis de lipidos mediante la accion
de las enzimas alquil-DHAP sintetasa y la DHAP-aciltransferasa (Opperdoes F.R..,
1984). También se han encontrado algunas enzimas involucradas en la f-
oxidacion de 4cidos grasos como la 2-enoil-CoA hidratasa y la 3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa dependiente de NADPH (Wiemer E.A., et al., 1996).

Uno de los sistemas mas ampliamente estudiados en los tripanosomatidos es el
sistema de desintoxicacion de radicales libres, debido a su exclusividad en los

tripanosomas y a su localizacion glicosomal.

1.4 Diferencias en el metabolismo energético de T. cruziy T. brucei.

1.4.1 Metabolismo energético en la forma sanguinea de T. brucei

La forma sanguinea de T. brucei es completamente dependiente de la glucosa
disponible en la sangre del hospedero para la obtencidn de energia. En esta etapa

del parasito, la glucdlisis es la principal ruta para la obtencion de ATP mediante la
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degradacion de glucosa hasta piruvato, producto final de esta via. Dentro del
glicosoma, se encuentran las siete enzimas involucradas en la conversion de
glucosa a 3-fosfoglicerato (Figura 2) y las enzimas restantes encargadas de las
etapas finales de la via se encuentran en el citosol. En esta etapa de T. brucei, la
hexocinasa y la fosfofructocinasa no se regulan alostéricamente como sucede en
la glucélisis de otros organismos (Nwagwu M y Opperdoes FR., 1982). Mediante
estudios bioquimicos y de simulacion computacional, se demostr6 que la
compartamentalizacion de las enzimas glucoliticas en los glicosomas cumple la
funcion de regulacidon que compensa la falta de la regulacion clasica de las
primeras reacciones de la glucdlisis (Haanstra, J.R. et al, 2008). Por otro lado, en
estudios in silico se demostr6 que esta compartamentalizacion evita la
acumulacion de algunos metabolitos que podrian alcanzar niveles tdxicos para el
parasito, tales como la glucosa 6-fosfato, la fructosa 6-fosfato y la fructosa 1,6
bifosfato (Kessler P.S. y Parsons M. 2005). De manera interesante, se ha
encontrado que las enzimas glucoliticas, que se  encuentran
compartamentalizadas en el glicosoma, poseen puntos isoeléctricos mayores con
respecto a sus homoélogas encontradas en el citosol de las células de mamifero
(de Souza W, 2002).

Dentro del glicosoma, existe un balance adecuado entre el consumo y la
produccion de ATP y NADH: hay un consumo de dos moléculas de ATP en las
reacciones catalizadas por la hexocinasa (HK) y la fosfofructocinasa (PFK), el cual
se compensa por la produccion de ATP de la fosfoglicerato cinasa (PGK). La
obtencion neta de ATP se lleva a cabo en el citosol mediante la reaccion
catalizada por la piruvato cinasa (PK). El caso del NADH es similar, ya que el
NADH glicosomal resultante de la reaccion catalizada por la gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa, es reoxidado dentro del organelo y seguido de la
transferencia de electrones del oxigeno molecular, por la glicerol-3-fosfato oxidasa
(GSPO) mitocondrial. Este proceso se lleva a cabo mediante la accion concertada

de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa glicosomal dependiente de NADH, del

18



transportador que se encuentra en la membrana glicosomal que intercambia el
glicerol 3-fosfato (G3P) por dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y de la G3PO
mitocondrial (Michels P.A., et al, 2006). De hecho, la G3PO es un sistema
formado por la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa que utiliza FAD, ubiquinona y una
oxidasa terminal, mejor conocida como la oxidasa alterna de tripanosomatidos o

TAO (de sus siglas en inglés Trypanosome Alternative Oxidase).

Se ha demostrado que la compartamentalizacion correcta de las enzimas
glicoliticas en el glicosoma es esencial para la supervivencia de la forma
sanguinea de T. brucei. Las peroxinas (PEX) son las proteinas encargadas del
sistema de importacion de proteinas al glicosoma. Utilizando la herramienta del
RNA de interferencia se ha demostrado que la delecion de los genes que codifican
para PEX2, PEX6, PEX10, PEX12 o PEX14 da como resultado la deslocalizacion
parcial de las proteinas glicosomales hacia el citosol, con la consecuente muerte
de los parasitos (Guerra-Giraldez J.C.et al., 2002; Furuya T., et al, 2002;
Moyersoen J., et al., 2003; Krazy H., et al., 2006). Hay otros estudios que apoyan
que la deslocalizacién de las enzimas glicosomales es letal para T. brucei; por
ejemplo, la expresion de la isoforma citosolica de la fosfoglicerato cinasa (PGKc)
en la forma sanguinea del parasito, provoca la muerte de los parasitos en pocos
dias, debido a que la PGKc solo es funcional en el parasito prociclico (Blattner J.,
et al 1998). De manera similar, cuando la forma sanguinea de T. brucei se
transfecta con el gen de la triosafosfato isomerasa de S. cerevisiae (ScTIM) que
se encuentra principalmente en el citosol, hay una inhibicion importante del

crecimiento de los parasitos (Helfert S., et al 2001).

1.4.2 Metabolismo energético en la forma prociclica de T. brucei y en todas
las fases de T. cruzi

Tanto la forma prociclica de T. brucei dentro del insecto vector como T. cruzi en
la mayoria de sus fases, presentan un metabolismo energético similar. La glucosa
se metaboliza esencialmente en el glicosoma, al igual que en la forma sanguinea

de T. brucei, sin embargo presenta tres diferencias fundamentales con respecto a
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la forma sanguinea. En primer lugar, el 3-fosfoglicerato se genera en el citosol, por
lo que la PGK se encuentra fuera del glicosoma. En segundo lugar el
fosfoenolpiruvato (PEP), producido en el citosol, funciona como sustrato de dos
cinasas glicosomales: la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) y la piruvato
fosfato dicinasa (PPDK) vy, por ultimo, el piruvato no es el producto final de la
glucolisis ya que éste se convierte en acetato, lactato, succinato y L-alanina en la
mitocondria y/o en el citosol (Figura 3). Se ha propuesto que tanto la actividad de
PGK citosélica (PGKc), como la actividad de la PPDK glicosomal, contribuyen a

mantener el balance de ATP/ ADP dentro del glicosoma (Acosta H., et al., 2004).
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Figura 2. Metabolismo energético de la forma sanguinea de T. brucei. En condiciones
aerdbicas, la glucosa se convierte a piruvato; en condiciones anaerdbicas se obtienen
cantidades equimolares de glicerol y piruvato. Abreviaturas: G6P, glucosa 6-fosfato; F6P,
fructosa 6-fosfato; FBP, fructosa 1,6-bifosfato; GAP, gliceraldehido 3-fosfato; DHAP,
dihroxiacetona fosfato; 1,3BPGA, 1,3 bifosfoglicerato, 3PGA, 3-fosfoglicerato; 2PGA, 2-
fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato; G3P, glicerol 3-fosfato. Enzimas: 1)hexocinasa (HK);
2)glucosa 6-fosfato isomerasa (G6PIl); 3) fosfofructocinasa (PFK); 4) aldolasa (ALD);
5)Triosafosfato isomerasa (TIM); 6)gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH);
7)fosfoglicerato cinasa glicosomal (PGKg); 8)glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH);
9)glicerol cinasa (GK); 10)Fosfoglicerato mutasa (PGM); 11)enolasa (ENO); 12)piruvato
cinasa (PK); 13)glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de FAD (G3PDH-FAD);
14)oxidasa alterna de tripanosomatidos (TAO). Modificado de (Hannaert V.et al., 20083,
Michels PA. et al.,2006, Hannaert V.et al., 2003 y Tielens y van Hellemond 2009).
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Se ha demostrado que la glucoélisis no es indispensable para el metabolismo
energético de los tripanosomas prociclicos, ya que existen reportes en donde
varias cepas de parasitos prociclicos pueden adaptarse a condiciones de
crecimiento carentes de glucosa sin presentar efectos importantes en su desarrollo
(Lamour N., et al., 2005). Cuando se cultivan parasitos prociclicos de T. brucei y
epimastigotes de T. cruzi en medio rico en glucosa, utilizan este carbohidrato
como fuente principal de carbono. Sin embargo, cuando estos parasitos son
cultivados en medios carentes de glucosa, la velocidad de consumo de la L-prolina
aumenta considerablemente, lo que indica que utilizan este aminoacido como
fuente principal de carbono, lo que concuerda con las concentraciones altas de
prolina y otros aminoacidos encontradas en el insecto vector. Al igual que en la
forma sanguinea, los parasitos prociclicos de T. brucei, y todas las formas de T.
cruzi, metabolizan la glucosa dentro del glicosoma, mientras que la L-prolina se

metaboliza en la mitocondria.

Por otro lado, la delecidn del gen que codifica para PEX14 tiene implicaciones
importantes en la compartamentalizacion de la glucdlisis. Los tripanosomas
prociclicos deletados en PEX14 son capaces de sobrevivir en ausencia de
glucosa, una vez que el medio se suplementa con este azucar, los parasitos
prociclicos mueren. En primer lugar, esto sugiere que al no haber funcidbn normal
de la glucolisis, en ausencia de glucosa, los parasitos son capaces de obtener su
energia por vias alternas, en este caso mediante el metabolismo de prolina
(Furuya T., et al 2002). Una vez que la glucosa esta presente, los parasitos no
pueden utilizarla debido a que la via no se encuentra correctamente
compartamentalizada lo que demuestra el papel fundamental de PEX14 en este

evento.

Dentro del insecto vector, tanto T. cruzi como T. brucei, estan sometidos a
condiciones aerodbicas, por lo que han desarrollado un metabolismo aerdbico
constituido por dos oxidasas mitocondriales: la citocromo oxidasa sensible a

cianuro y la oxidasa alterna de tripanosomas (TAO) que es sensible a acido
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salicilhidroxamico. A pesar de que su metabolismo es dependiente de oxigeno, la
glucosa y la prolina se oxidan parcialmente a succinato, acetato, lactato, etanol y/o
glicerol, por lo que se dice que llevan a cabo fermentacién aerdbica (Cazzulo JJ.,
1992).
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Figura 3. Metabolismo energético de la forma prociclica de T. brucei y de todas las
fases de T. cruzi. Abreviaturas: G6P, glucosa 6-fosfato; F6P, fructosa 6-fosfato; FBP,
fructosa 1,6-bifosfato; GAP, gliceraldehido 3-fosfato; DHAP, dihroxiacetona fosfato; 1,3BPGA,
1,3 bifosfoglicerato, 3PGA, 3-fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato; G3P, glicerol 3-fosfato;
MAL, malato; OXAC, oxalacetato; FUM, fumarato; AcCoA, acetil-CoA; Citr, citrato; aCG,
acetoglutarato; Glu, glutamato. Enzimas: 1)hexocinasa (HK); 2)glucosa 6-fosfato isomerasa
(G6PI); 3) fosfofructocinasa (PFK); 4) aldolasa (ALD); 5)Triosafosfato isomerasa (TIM);
6)gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH); 7)fosfoglicerato cinasa (PGK); 8)glicerol
3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH); 9)piruvato-fosfato dicinasa (PPDK); 10)Fosfoglicerato
mutasa (PGM); 11)enolasa (ENO); 12)piruvato cinasa (PK); 13)fosfoenol piruvato
carboxicinasa (PEPCK); 14)L-malato deshidrogenasa (L-MDH); 15)fumarasa (FUM);
16)fumarato reductasa (FR); 17)alanina aminotransferasa (AAT) 18) enzima desconocida; 19)
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de FAD. Modificado de (Hannaert V.et al.,
2003, Michels PA. et al.,2006, Hannaert V.et al., 2003 y Tielens y van Hellemond 2009).
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2. Antecedentes.

2.1 La triosafosfato isomerasa como blanco terapéutico para el diseno
de farmacos antiparasitarios.

Desde hace algunas décadas, se ha estudiado a la triosafosfato isomerasa (TIM)
como blanco terapéutico para el tratamiento de enfermedades parasitarias, tales
como la enfermedad de Chagas, la enfermedad del suefio, leishmaniasis,
esquistosomiasis, malaria, giardiasis, entre otras. Existen numerosos estudios
bioquimicos y estructurales que hacen que esta enzima sea una de las enzimas
glucoliticas méas estudiadas. La primera estructura cristalografica de TIM que fue
depositada en el Protein Data Bank (PDB) en 1975, corresponde a la TIM de pollo
(ChTIM) (Banner, D.W., et al.,1975) con una resolucion de 2.5 A. En la actualidad
(Marzo, 2012) se encuentran disponibles en el PDB, 125 estructuras
cristalogréaficas de TIM, las cuales incluyen las TIMs silvestres de 30 organismos
diferentes, entre ellas la TIM de humano (HTIM, Mande.,S.C., et al 1994), de
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei (TcTIM, Maldonado E., et al,, 1998 y

TbTIM, Wierenga R.K.,et al., 1991, respectivamente).

La TIM (E.C. 5.3.1.1) es la enzima que cataliza la quinta reaccion de la glucdlisis,
favorece la isomerizacion entre la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el
gliceraldehido 3-fosfato (GAP) (Figuras 2 y 3). La actividad de la TIM sélo se
encuentra limitada por la difusién de los sustratos, por lo cual se le ha denominado
el “catalizador perfecto”; presenta valores de eficiencia catalitica (kcat/Km)

cercanos a 108 M s™.

En las especies mesofilas la TIM requiere estar en forma dimérica para tener
actividad, mientras que en algunas especies termofilas como Pyrococcus woesei
(Walden H., et al., 2001) y Thermoproteus tenax (Walden H., et al., 2004) es un

homotetramero. En el parasito Giardia lamblia, la TIM se encuentra cataliticamente
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activa tanto en su forma dimérica como tetramérica (Lopez-Velazquez G., et al.,
2004).

2.2 Caracteristicas estructurales de la triosafosfato isomerasa.

El plegamiento de tipo (B—a)s que caracteriza a la TIM, es el que la naturaleza ha
escogido predominantemente en una gran numero de proteinas. Alrededor de 20
clases de enzimas presentan el domino estructural de barril TIM (Nagano, et al.,
2002). En todos los barriles TIM, las hebras p se encuentran dispuestas en el
interior del barril formando una hoja f cerrada, mientras que las a-hélices se
localizan en la parte externa de la proteina. Cada hebra § se encuentra unida a
una hélice o, mediante asas (loops). Los sitios activos de estas enzimas se
encuentran en el extremo C-terminal de las hebras B, mientras que las asas se
encuentran en el extremo N-terminal siendo importantes para la estabilidad de la

proteina (Figura 4).

Asa 6

Figura 4. Barril /o de la TIM. En el centro del barril se muestran los aminoacidos del
sitio catalitico (K13, H95, E167); asi mismo se muestra el N11 como el cuarto
aminoacido implicado en la catalisis. En el asa 7 se muestra el dominio conservado
YGGS (210-213), que ha sido relacionado con la conformaciéon cerrada del asa 6 en
presencia de sustrato. La figura fue realizada con las coordenadas depositadas en el
PDB para TbTIM, con cédigo 5TIM, utilizando el programa Pymol.
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En la TIM, la catalisis se lleva a cabo por la funcibn concertada de tres
aminoacidos que se encuentran en el centro del barril de cada mondémero. La
interconversion entre la DHAP y el GAP involucra transferencia de protones. El
residuo catalitico clave en esta transferencia es el glutamico catalitico, Glu167,
gue se encuentra al inicio del asa 6. Cuando se encuentra en su conformacién
activa, su cadena lateral se dirige hacia el ligando, iniciando asi la isomerizacion.
Este aminoacido actia como la base catalitica que sustrae un protén del atomo C1

de la a-hidroxicetona o bien del C2 del a-hidroxialdehido respectivamente (Figura

4 y Figura 5).
Glu167 Glu167 Glu167
AN
DHAP o~ o oo 0o
N & ) 0 u

Figura 5. Mecanismo catalitico de la TIM. Conversion de la dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) en el gliceraldehido 3-fosfato (GAP), pasando por un intermediario enediol. El
Glu167 actua como la base catalitica que sustrae el protén del sustrato. El movimiento
subsecuente de los protones, convierten el intermediario enediol en el GAP.
Modificado de Alahuhta M., y Wierenga R.K., 2010.

Para entender el mecanismo que permite el cambio de conformacion del Glu67
de su forma activa a inactiva se ha caracterizado una variante de TbTIM en la cual
se mutd la Pro168 por Ala; este residuo estd inmediatamente al lado del Glu
catalitico. Se ha sugerido que pequenos arreglos en el dipéptido Glu167-Pro168
favorecen el movimiento del asa 6 que protege la union del sustrato (Wierenga

R.K., et al 1991). Los datos estructurales derivados de esta mutante demostraron
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que la presencia de la cadena lateral de la prolina es fundamental para transmitir
la sefal de la unién del ligando, dando como consecuencia que el asa 6 adopte la

conformacion cerrada (Casteleijn et al., 2006).

Los otros aminoacidos involucrados en la actividad catalitica de la TIM son la
His95 localizada en el asa 4 y la Lys13 presente en el asa 1. El anillo imidazol de
la His 95, actia como electrofilo polarizando el grupo carbonilo del sustrato lo que
permite su enolizacion. La Lys 13 es el aminoacido responsable de la especificidad
de la enzima por su sustrato natural. Se ha identificado a un cuarto protagonista de
la reaccion de isomerizacion de la TIM, la Asn11, ubicada también en el asa 1,
(Kursula ., et al 2001) (Figuras 4y 5).

Asi mismo, se ha identificado que los grupos amino de los aminoacidos que se
encuentran en las asas 6, 7 y 8 forman un sitio de union especifico del grupo
fosfato del sustrato, que lo estabilizan mediante puentes de hidrogeno e impiden la
formacion del metilglioxal (Kursula & Wierenga, 2003). Este hecho ha sido
comprobado, con la construccién de una variante de la TIM de pollo (ChTIM), en
la que se deletaron cuatro residuos de la punta del asa 6. Como consecuencia de
esta delecién, en esta variante no se forman los cuatro puentes de hidrégeno con
el grupo fosfato, de tal forma que el sustrato no se une fuertemente dando origen a
la formacion de metilglioxal; de hecho esta mutante fue denominada como una

metilglioxal sintasa (Pompliano et al., 1990)

En estudios cristalograficos se ha revelado que las asas 6 y 7 presentan una
conformacion abierta en ausencia de ligando y cerrada en presencia de el (Noble.,
et al.,, 1993). En la TIM de tripanosomatidos el asa 6 abarca de la Pro168 a la
Ala178, que precede inmediatamente al Glu167 catalitico. El movimiento del asa 6
a la conformacion abierta se estabiliza por el asa 5; de igual manera se ha
observado que la conformacion cerrada del asa 6, se correlaciona con un cambio
estructural en el asa vecina, el asa 7, la cual posee la secuencia caracteristica
Tyr210-Gly211-Gly212-Ser213. Una vez que el extremo del asa 6 (Gly173) se

desplaza aproximadamente 7 A debido a la unién del sustrato, el cambio
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conformacional del asa 7 involucra la reorientaciébn planar de dos péptidos:
Gly211-Gly212 y Gly212-Ser213 (Casteleijn et al., 2006).

Mediante el andlisis de las secuencias de aminoacidos y las estructuras
cristalogréficas de varias TIMs se ha llegado a la conclusibn de que hay una
relacion importante entre los aminoacidos de las asas 6 y 7 (Kursula 1., et al.,
2004). La secuencia que se encuentra en la bisagra del extremo amino-terminal
del asa 6, 168-PheValTrp (usando numeracion de TbTIM), siempre correlaciona
con el motivo del asa 7, 210-TyrGlyGlySer. En organismos termofilos, hay una
desviacién de esta covarianza, ya que en lugar de la secuencia PheValTrp se
encuentra la secuencia PhePheGlu, lo que resulta en un cambio del motivo
TyrGlyGlySer del asa 7 por CysGlyAlaGly o ThrGlyAlaGly. Estas variaciones de
las secuencias en las asas 6 y 7 se presentan en archeas como T. tenaxy P.
woesi (Wang Y., et al 2009). Con el objetivo de estudiar la interaccion entre el asa
6 y el asa 7, se construy6é una mutante de ChTIM en la que el motivo del asa 7,
TyrGlyGlySer se intercambié por su contraparte en archeas, ThrGlyAlaGly. La
mutacion en el asa 7 en la ChTIM tuvo importantes efectos, ya que present6
pérdida considerable de la actividad, de la capacidad para unir el sustrato y en la
estabilidad térmica. Con estos resultados se pudo concluir que el asa 7 actia
coordinando el movimiento del asa 6, permitiendo asi una catalisis 6ptima, ademas

de tener un efecto importante en la termoestabilidad (Wang Y., et al 2009).

Por otro lado, se ha demostrado que los cinco aminoacidos que se encuentran
en la punta del asa 6 (Ala171-lle172-Gly173-Thr174-Gly175) se desplazan como
un cuerpo rigido una vez que el sustrato se ha unido (Wierenga R.K. et al, 1991).
La conformacion cerrada de esta asa se estabiliza mediante un puente de
hidrogeno entre el asa 6 y uno de los atomos de oxigeno del grupo fosfato del
ligando. Se ha demostrado que el movimiento de esta asa catalitica es el paso
limitante de la velocidad de la reaccidén de la TIM (Rozovsky S., et al., 2001). El
asa 8 no presenta cambios conformacionales debido a la union del sustrato; sin

embargo, los grupos amino de la Gly 234 y de la Gly235 interaccionan con el
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grupo fosfato del sustrato formando puentes de hidrégeno. El asa 2 no influye de

manera importante en la geometria del sitio activo.

2.3 La interfase de la triosafosfato isomerasa y la importancia del
residuo en la posicidon 14 para la estabilidad del dimero.

Los aminoacidos que forman la interfase entre los dos mondémeros se distribuyen
en las asas 1, 2, 3y 4. Se calcul6 el area de superficie que se oculta después de
la dimerizacibn comparada con el area expuesta del monémero solo: en TcTIM
corresponde a 1476 y 1491 A? para los monémeros A y B, respectivamente
(Maldonado E., et al.,1998). Para TbTIM estos valores resultaron ser 1522 y 1533
A% (Wierenga R.K., et al., 1991). La interfase esta formada por 32 aminoacidos en
donde al menos un a4tomo de cada aminoacido hace contacto con algun atomo de

un aminoacido del mondémero vecino a una distancia de 4 A (Figura 6).

Figura 6. Interfase entre los dos
monoémeros de la TIM. La interfase
esta formada por 32 aminoacidos
que se muestran en verde. La
figura se hizo utilizando las
coordenadas depositadas en el
PDB para TbTIM, con cédigo 5TIM,
utilizando el programa Pymol.

El andlisis de 15 estructuras cristalograficas de TIM’s de 13 diferentes especies
reveld que existen 18 moléculas de agua en la proteina que se conservan en todas
las TIM's estudiadas, 3 de estas moléculas son cercanas al sitio catalitico, las 15
restantes se encuentran ocultas y estan situadas en la vecindad de la interfase.
Sélo 4 de estas moléculas de agua se pueden clasificar estrictamente como aguas
interfaciales, que ademas no se encuentran en estructuras cristalograficas de
TIM’s monoméricas (Rodriguez-Almazan C., et al, 2008). Mediante

espectroscopia de masas en formato de ionizacion por electrospray se
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encontraron también moléculas de agua unidas fuertemente a la interfase de la
TIM de Plasmodium falciparum, 6 de estas moléculas coinciden con las moléculas
de agua conservadas en las estructuras cristalogréficas de TIM’s de 13 especies
diferentes (Thakur S.S., et al., 2009).

Los contactos entre las subunidades de la TIM estan dados principalmente por
los aminoacidos de las asas 1 y 3. Algunas mutaciones en el asa 1 de HuTIM
(Mainfroid V.,et al., 1996) y la desamidacion de la Asn15 en la TIM de conejo (Sun
Q, et al., 1992) tuvieron como consecuencia una disminucion en la estabilidad del
dimero. De esta forma, se demostré que las interacciones del asa 1 con el otro

mondmero son fundamentales para la estabilizacién del dimero.

Gran parte de los aminoacidos que conforman el asa 3 se encuentran en la
interfase. El asa 3 abarca de los aminoacidos 65 al 79 y se encuentra inmersa en
una cavidad cercana al sitio activo de la otra subunidad. Se ha demostrado que los
dos aminoacidos que presentan un mayor numero de interacciones entre los
monémeros son la Cys 14 (aa no conservado) y la Thr75 (aa conservado).
Particularmente, la Thr75, que se encuentra en un extremo del asa 3 contribuye
con una red de puentes de hidrédgeno que se extiende hasta el sitio activo de la
otra subunidad. Cuando se mut6 este aminoacido junto con la Gly76 por Arg75 y
Glu76 respectivamente, resultdé en una proteina monomérica que presenta una

disminucién severa de la actividad catalitica (Schliebs W, et al.,1997).

En la TIM de tripanosomatidos y de algunos otros parasitos, el asa 3 rodea a la
Cys14, también llamada cisteina de interfase (Figura 7). Los estudios de
mutagénesis dirigida de los aminoécidos en esta asa, han demostrado su
importancia en la establidad del dimero (Cabrera N., et al., 2008, Schliebs W et al.,
1997). Mas aun, cuando el asa 3 de la TIM de Trypanosoma brucei (TbTIM), se
acorta por la eliminacidbn de 7 residuos, se obtuvo una proteina monomérica
cataliticamente activa con un valor de kcat alrededor de 1000 veces menor y un
aumento de 20 veces en la Km, comparado con la enzima dimérica silvestre
(Borchert TV., et al., 1993 b, Borchert TV., et al., 1994).
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Figura 7. Cisteina de interfase
rodeada por el asa de
interdigitacion. El asa 3 abarca de
los residuos 65- 79 (numeracion
para TbTIM) y rodea a la cisteina
de interfase de la subunidad
vecina. La figura se hizo utilizando
las coordenadas depositadas en
el PDB para TbTIM, con coédigo
5TIM, con el programa Pymol.

Al igual que la Thr75, la Cys14 también est4 fuertemente involucrada en la
estabilidad del dimero, ya que, tanto su cadena lateral, como su cadena principal,
estan involucradas en la formacion de varios puentes de hidrégeno. El anélisis de
la estructura cristalografica de TbTIM, revel6 que los atomos de la Cys14 hacen
contacto con 26 atomos de la otra subunidad (Hernandez-Alcantara G., et al.,
2002). Un alineamiento de 470 secuencias de TIM, excluyendo a la TIM de las
archeas, revel6 la diversidad de aminoacidos que pueden ocupar la posicién 14 en
esta proteina. En la mayoria de los organismos (360), hay una Met ocupando esta
posicion y en el resto de las secuencias la posicidbn 14 esta ocupada por ocho
aminoacidos diferentes. En 22 de las secuencias, se encontrd un residuo de Cys.
Un hecho importante es que en ninguna de ellas hay un aminoacido aromatico o
cargado en esta posicion (Banerjee M., et al., 2011). Esto tiene evidencia
experimental contundente, ya que la mutante C14F de TbTIM, es una TIM
monomérica, que presentd una kcat 1000 veces menor y una Km seis veces
mayor con respecto a la enzima silvestre (Hernandez-Alcantara G., et al., 2002). El
cambio de la cisteina de interfase por residuos cargados como el aspartico y el
glutamico en la TIM de Plasmodium falciparum (PfTIM), resultd en enzimas con
actividad catalitica mucho menores comparadas con la enzima silvestre. Ademas
la mutante Cys13Asp, presentdé una tendencia importante a disociarse en

monémeros (Banerjee M., et al., 2011).
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El hecho de que la TIM de algunos parasitos, tengan en la posicion 14 un
residuo de cisteina, a diferencia de la TIM de humano que posee una metionina,
ha cobrado gran interés a lo largo de los afos en el disefio racional de farmacos
especie-especificos. De esta manera se ha estudiado exhaustivamente la
perturbacion de este residuo, con el fin de desestabilizar el dimero, teniendo como
consecuencia la pérdida de la actividad catalitica de la TIM, y dando lugar a la
muerte de los parasitos. Entre las TIMs de los organismos que tienen una cisteina
en la posicion 14 se encuentra la TIM de Entamoeba histolytica (EnTIM)(Landa A.,
et al.,1997, Rodriguez-Romero A., et al., 2002), Plasmodium falciparum (PfTIM)
(Ranie J., et al., 1993), Giardia lamblia (GITIM) (Enriquez-Flores S., et al., 2008),
Leishmania mexicana (LmTIM) (Gomez-Puyou A., et al., 1995), TbTIM y TcTIM.
Existen numerosos estudios que se han enfocado a perturbar este residuo de
interfase. Por mencionar algunos, todas estas TIMs, han sido estudiadas en
presencia de reactivos de grupo sulfhidrilo como el metilmetano tiosulfonato
(MMTS) y el 5,5 -ditio-bis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB).

Se ha observado que cuando la TIM se incuba en presencia de estos reactivos
derivatizantes, se presenta una pérdida de la actividad -catalitica como
consecuencia de cambios estructurales importantes y de la desestabilizacion de
las proteinas diméricas (Garza-Ramos G., et al.,, 1998, Goémez-Puyou A., et al.,
1995, Pérez-Montfort R., et al., 2002, Maithal K., et al., 2002).

A partir de toda la informacion acerca de la interfase de la TIM, han surgido
diversas lineas de investigacidon con el objetivo de disefar compuestos que
perturben la estabilidad del dimero y, como consecuencia, inhiban la actividad
catalitica. En este sentido, algunos compuestos derivados del benzotiazol han
mostrado eficacia en la inhibicion de la TcTIM a concentraciones en el orden uM.
Entre estos compuestos se encuentran el acido 3-(2-benzotiazoliltio)-
propanosulfénico, el &cido 2-(p-aminofenil)-6-metilbenzotiazol-7-sulfénico y el
acido 2-(2-4(4-aminofenil) benzotiazol-6-metilbenzotiazol-7-sulfénico (Tellez-

Valencia A., et al., 2004). La segunda generacion de estos compuestos dio origen
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a la 6,6 "benzotiazol-2,2"diamina la cual, en concentraciones del orden micromolar,
causa inactivacion reversible no sé6lo en TcTIM sino también en TbTIMy LmTIM
(Olivares-lllana V., et al., 2006). EI compuesto que hasta el momento ha resultado
mas eficaz en la inhibicién selectiva de TcTIM es la ditiodianilina (DTDA), ya que
con una concentracion de 260 nM inhibe el 50% de la actividad catalitica de
TcTIM (Olivares-lllana V., et al., 2007).

2.4 Diferencias y similitudes entre TbTIM y TcTIM.

Las TIMs de Trypanosoma cruzi y Trypanosma brucei comparten algunas
caracteristicas, sin embargo su comportamiento ante diversos agentes que afectan
la catalisis es muy distinto. El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de
ambas proteinas revela una identidad del 73.9% y una similitud del 92.4% (Figura
8). En ambas secuencias hay un total de 65 diferencias: 36 de las cuales son
sustituciones conservativas, 11 sustituciones no conservativas y 18 aminoacidos
sin homologia. La TcTIM cuenta con un aminoacido mas en la posicion 2, una Ala,

por lo que posee 251 aminoacidos, mientras que TbTIM sdélo tiene 250.

TcTIM MASKPQPIAAANWKCNGSESLLVPLIETLNAATFDHDVQCVVAPTFLHIPMTKARLTNPK 60
TbTIM MSKPQPIAAANWKCNGSQQSLSELIDLFNSTSINHDVQCVVASTFVHLAMTKERLSHPK 59
TcTIM FQIAAQNAITRSGAFTGEVSLQILKDYGISWVVLGHSERRLYYGETNEIVAEKVAQACAA 120
TbTIM FVIAAQNATIAKSGAFTGEVSLPILKDFGVNWIVLGHSERRAYYGETNEIVADKVA 119
TcTIM GFHVIVCVGETNEEREAGRTAAVVLTQLAAVAQKLSKEAWSRVVIAYEPVWAIGTGKVAT 180
TbTIM GFMVIACIGETLQERESGRTAVVVLTQIAATIAKKLKKADWAKVVIAYEPVWAIGTGKVAT 179
TcTIM PQQAQEVHELLRRWVRSKLGTDIAAQLRILYGGSVTAKNARTLYQMRDINGFLVGGASLK 240
TbTIM PQQAQEAHALIRSWVSSKIGADVAGELRILYGGSVNGKNARTLYQQRDVNGFLVGGASLK 239
TcTIM PEFVEIIEATK 251

TbTIM PEFVDIIKATQ 25@

Figura 8. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de TcTIM y TbTIM
realizado con el algoritmo Clustal W. En total hay 65 diferencias: 36 sustituciones
conservativas (:); 11 sustituciones no conservativas (.) y 18 amino&cidos sin homologia (). Se
define una sustitucién conservativa cuando dos aminoacidos pertenecen al mismo grupo de
acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas por ejemplo la misma carga o el mismo grado de
hidrofobicidad. Una sustitucion no conservativa se refiere cuando dos aminoacidos no
comparten las mismas caracteristicas, aunque pueden pertenecer al mismo grupo. Los
aminoacidos sin homologia no tienen alguna relacién entre ellos. El cédigo de colores de cada
grupo de aminoacidos describe lo siguiente: ROJO: aa pequefos y/o hidrofobicos; AZUL: aa
acidos; : aa basicos y VERDE: aa con grupos hidroxilo, amino, o sulfhidrilo, en este
grupo esta incluida la Gly.
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El punto isoeléctrico de estas dos proteinas varia por casi una unidad de pH,
para TbTIM es de 9.9, mientras que el de TcTIM 8.9. Ambas enzimas son
homodimeros y sus estructuras tridimensionales se superponen con un RMS de
0.96 A2, las dos poseen valores semejantes de kcat y Km. TcTIM tiene cuatro
cisteinas en las posiciones 15, 40, 118 y 127. TbTIM tiene sOlo tres cisteinas, en la
posicion 118 que en TbTIM equivale a la posicion 117, existe una Val en lugar de

una Cys.

A pesar de que estas dos proteinas presentan importantes similitudes, existen
diferencias notables en su comportamiento ante diversos agentes que afectan la
catalisis enzimética. Por ejemplo, cuando estas proteinas son incubadas en
presencia de subtilisina, TcTIM presenta una disminucion progresiva de la
actividad a medida que la concentracion de proteasa aumenta; en cambio en la
actividad de TbTIM no hay una disminucion notable a concentraciones crecientes
de subtilisina. La abolicion de la actividad de TbTIM requiere concentraciones
mayores con respecto a las requeridas para inactivar por completo a TcTIM. Mas
aun, el analisis del grado de protedlisis obtenido en TbTIM revela que el dimero,
después del efecto de la subtilisina, esta formado por un monémero fragmentado,
y un monomero intacto. En TcTIM la protedlisis que se alcanza es de un 100%
(Reyes-Vivas H., et al., 2002).

Se ha estudiado el efecto desnaturalizante del hidrocloruro de guanidina en la
actividad de TbTIM y TcTIM. El analisis de las cinéticas de reactivacion de estas
enzimas ha revelado importantes diferencias. Una vez que el agente
desnaturalizante es eliminado, TcTIM puede reactivarse hasta un 90%, mientras
que TbTIM tan solo alcanza un 60% de reactivacion. Ambos procesos de
reactivacion son dependientes de la concentracion de proteina, sin embargo, la
reactivacion de TcTIM es mas rapida y mas eficiente que la de TbTIM (Zomosa-
Signoret V., et al., 2003).

Los datos de termoestabilidad seguida por dicroismo circular de estas enzimas

homologas indican que TcTIM presenta una mayor estabilidad a Ila
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desnaturalizacién por la temperatura con respecto a TbTIM. TcTIM presenta una
temperatura aparente de desnaturalizacién (Tm) de 57.6° C mientras que la Tm

obtenida para TbTIM fue cuatro grados menor (53 °C) (Garcia-Torres |, 2006).

Existen estudios de desnaturalizacion térmica en presencia y ausencia de urea,
en los cuales se estudiaron y determinaron las barreras de solvatacién que
interfieren en el proceso de desplegamiento en estas dos enzimas. Se estudio la
desnaturalizacion térmica de TbTIM y TcTIM, incluyendo también la TIM de
Leishmania mexicana (LmTIM). En los tres casos la desnaturalizacién térmica es
un proceso irreversible y cinéticamente controlado. La principal diferencia radico
en los parametros cinéticos de desnaturalizacion; TcTIM presentd una energia de
activacion (Ea) mucho mayor con respecto a los valores obtenidos para TbTIM y
LmTIM. El valor de la Ex de TcTIM fue de 792.8 kdJ/mol, mientras que para TbTIM
y LmTIM fue de 397.9 y 315.1 kJ/mol respectivamente, esto implica que la
energética del estado de transicidbn entre estas especies es particularmente
diferente. De manera concreta, el hecho de que TcTIM tenga una Ex mucho mayor
con respecto a TbTIM y LmTIM da como consecuencia una velocidad de
desnaturalizacion varios 6rdenes de magnitud menor, lo que le confiere una mayor
estabilidad cinética con respecto a las otras TIMs estudiadas. Si se toman los
valores de Ea obtenidos experimentalmente de manera aislada, no es posible
explicar el grado de desplegamiento en el estado de transicion asi como algunos
otros factores que contribuyen a la energética del estado de transicion. Estos
factores involucran principalmente a las barreras de solvatacién. La contribucion
de estas barreras se explic6 en términos del cambio de entalpia de activacion en
el estado de transicion que esta afectada por la fraccién desplegada asi como por
el area de superficie oculta (ASA) involucrada en la ruptura de contactos internos.
Al calcular el ASA de la fraccidn desplegada en el estado de transicion, para
TcTIM resultd ser del 27% del total de ASA de desplegamiento comparada con el
5% para TbTIM y LmTIM (Costas M., et al., 2009).
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Desde hace un poco mas de quince anos, se ha estudiado el efecto de los
reactivos de grupo sulfhidrilo en la actividad de TcTIM y TbTIM. Se ha identificado
que la derivatizacion de la cisteina de interfase (14 en TbTIMy 15 en TcTIM) es la
causante de las perturbaciones estructurales de estas dos TIMs dando como
consecuencia la abolicion de la actividad enzimética. Se han construido un
importante nUmero de mutantes que demuestran este hecho. Cuando en TbTIM, la
Cys14 es sustituida por Ser o Ala, resultan proteinas con caracteristicas biofisicas
semejantes a las de la enzima silvestre; sin embargo, estas mutantes son
resistentes al efecto derivatizante del MMTS y el DTNB. Por otro lado, las TIMs
gue poseen de manera natural los residuos de Cys en la posicion 40 y 126, pero
que carecen de la Cys 14, son insensibles al efecto del MMTS (Garza-Ramos G.,
et al., 1998). Con estos resultados se demostrd que la inactivacion de esta enzima
es consecuencia de la derivatizacion de la cisteina de interfase (Pérez-Montfort R.,
et al.,1999, Cabrera N., et al., 2008). EI mismo efecto ocurri6 con la mutante
Cys15Ala en TcTIM: al cambiar la cisteina de interfase por una alanina se produce
una enzima resistente al efecto del MMTS (Zomosa-Signoret V., et al 2007).
Algunos experimentos con heterodimeros de TbTIM y TcTIM han confirmado que
la reactividad de la cisteina de interfase de un mondomero esta intimamente
relacionada con el mondémero adyacente. El heterodimero formado por Cys15Ala
TcTIM/TbTIM que sélo tiene una cisteina de interfase, presentdé una inactivacion
del 60% ante el efecto del MMTS. Es necesario derivatizar a las cisteinas de
interfase de ambos mondmeros para lograr la pérdida total de la actividad en la
TIM (Zomosa-Signoret V., et al., 2007).

A pesar de que el arreglo tridimensional y el ambiente que rodea a la cisteina de
interfase en TcTIM y TbTIM es casi idéntico, la susceptibilidad de TcTIM ante el
MMTS es alrededor de 70 veces mayor con respecto a TbTIM, en el caso del
DTNB la diferencia es aun mayor, ya que TcTIM es 160 veces mas susceptible
con respecto a TbTIM (Gémez-Puyou A., et al., 1995, Garza-Ramos G., et al.,
1998, Maldonado E., et al., 1998, Pérez-Montfort R., et al., 1999). Durante varios
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anos se han hecho numerosos intentos con el fin de identificar las determinantes
gue hacen que estas proteinas homdlogas presenten un distinto comportamiento
ante el efecto de los reactivos de grupo sulfhidrilo. Algunos de ellos se revisaran

en el siguiente apartado.

2.5. ¢(Por qué dos enzimas con caracteristicas similares presentan
distinto comportamiento ante el efecto de los reactivos de grupo
sulfhidrilo?

Esta pregunta ha mantenido ocupado a nuestro grupo de investigacion por mas
de 15 anos. Gracias a la mutagénesis sitio dirigida, se han podido monitorear
diversas regiones de TbTIM y TcTIM con el fin de encontrar aquellos aminoacidos
responsables del distinto comportamiento de estas dos enzimas ante la
inactivacion por MMTS y DTNB. EIl primer candidato a analizar fue la Cys 117
presente en TcTIM, pero no en TbTIM. Se construyeron las mutantes
correspondientes en TbTIM y TcTIM, cambiando el aminoacido en la posicion 117
por su contraparte en la enzima homdloga. Tanto la TcTIM Cys118Val como la
TbTIM Val117Cys presentaron el mismo comportamiento en presencia del MMTS,
cuando se compararon con sus correspondientes enzimas silvestres (Garza-
Ramos G., et al 1998).

Una vez que las estructuras cristalograficas de TbTIM y TcTIM se depositaron
en el PDB (5TIM y 1TCD, respectivamente), se pudieron comparar estas dos
proteinas a detalle. A pesar de que ambas estructuras cristalograficas se
superponen con un RMS de 0.96 A, se encontraron algunas diferencias relevantes
que se describen a continuacién (Maldonado, E., et al.,, 1998). Al final del asa 1,
gue antecede a la hélice 1, tanto en TcTIM como TbTIM, se encuentra una Ser en
la posicion 17 en TbTIM y 18 en TcTIM. Este residuo forma parte del extremo
amino terminal de la primer hélice. El primer residuo de esta hélice en TbTIM es la
GIn18, el nitrdgeno de su grupo amida se encuentra a una distancia de puente de
hidrégeno del oxigeno del enlace peptidico entre el Asp85 y la Phe86 de la otra

subunidad. Asi mismo, el oxigeno del grupo carboxilo del Asp85 también se
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encuentra a una distancia de puente de hidrogeno del nitrbgeno del enlace
peptidico entre la Ser17 y la GIn18 (Figura 9A). En TcTIM el arreglo del inicio de la
hélice 1 con el ultimo residuo de la hélice 3, difiere considerablemente con el
arreglo respectivo en TbTIM. En TcTIM, el grupo carboxilo del Glu19 del
monémero B se encuentra a una distancia de 6.5 A del enlace peptidico entre el
Asp86 y la Tyr87 de la otra subunidad, de manera similar, el grupo carboxilo del
Asp86 del mondmero A se encuentra a 6.7 A del nitrégeno del enlace peptidico

entre la Ser18 y el Glu19.

A) Cys de interfase

B)

TcTIM

Figura 9. Acercamiento de la regiéon que se encuentra entre el final del asa 1
de una subunidad y la hélice 3 de la subunidad adyacente de TbTIM (verde) y
TcTIM (naranja). A) Distancias entre los aminoacidos del asa 1y de la hélice 3. En TbTIM
la GIn 18 se encuentra a 3.3 A del oxigeno del enlace peptidico entre el Asp85 y la Phe86 de
la otra subunidad, asi mismo, el Asp 85 se encuentra a 3.0 A de distancia del enlace
peptidico entre la Ser17 y la GIn18 del otro monémero. B) Se indica con una flecha la cavidad
que se forma entre el asa 1 de un monédmero vy la hélice 3 de la subunidad vecina, se
observa que esta cavidad es mayor en TcTIM. Modificada de Maldonado E., et al., 1998

De esta forma, se observd que las interacciones entre la hélice 1 y la hélice 3,

de la subunidad adyacente son diferentes en ambas enzimas, debido a la
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conformacion del Glu 19 existente en TcTIM y comparada con la Gin 18 en TbTIM
(Figura 9B). En el mismo contexto, se cre6 una mutante de TcTIM en la cual la
Pro24 fue sustituida por Glu (el aminoacido correspondiente en TbTIM). El Glu23
en TbTIM (hélice 1) forma un puente de hidrégeno con la Gln 19, en TcTIM en esta
posicion hay una Pro, por lo que no existe el puente de hidrogeno con la Ser20
(equivalente a la GIn19 en TbTIM). Por este motivo, se construy6é la mutante
Pro24Gilu, con el fin de introducir un puente de hidrégeno entre los residuos 20 y
24 y asi permitir que la distancia entre las dos vueltas de la hélice se acortara sin
perturbar las interacciones hidrofobicas de la hélice 1 con la hebra § interna. Con
este acortamiento de la hélice se predijo que se generaria una cavidad mayor
entre la hélice 1 y la 3 de la subunidad adyacente. Esta enzima mutante present6
un aumento de 5 veces en la susceptibilidad a los agentes de sulfhidrilo. De esta
manera se concluyé que un aumento en la separacion entre el inicio de la hélice 1
y el final del la hélice 3 es importante para la accesibilidad de los agentes que
perturban la Cys de interfase. Se puede decir que conforme el tamano de la
cavidad entre las dos hélices aumenta, la sensibilidad a los reactivos de grupo
sulfhidrilo aumenta también de manera proporcional, presentando el siguiente
orden de resistencia a la accion de los reactivos derivatizantes de cisteinas:
TbTIM>TcTIM>Pro24Glu (Maldonado E., et al., 1998)

Reyes Vivas y cols. en el 2001 mostraron particular interés, tanto en las regiones
que ya habian sido estudiadas de la primera hélice, como en algunas otras
diferencias en el asa 3. Se construyd una mutante de TcTIM en la cual se sustituyd
el Glu19 por GIn (el aminoacido correspondiente en TbTIM). Esta mutante fue
ligeramente mas sensible a la inactivacién por el MMTS. De aqui se pudo concluir
que la existencia de un acido glutdmico o una glutamina en la posicibn 18 no
influye en la marcada diferencia en sensibilidad a los agentes de grupo sulfhidrilo
entre TbTIM y TcTIM (Reyes-Vivas H., et al.,2001)(Tabla 2)

La resistencia de LmTIM a la inactivacién por los agentes derivatizantes es

mayor que la de TbTIM. La constante de inactivacion (k;, M, s') de LmTIM por
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MMTS es 3 veces menor con respecto a la de TbTIM y 250 veces menor con
respecto a la calculada para TcTIM (Reyes-Vivas H., et al.,, 2001). Al estudiar el
asa 3 de TcTIM, en su parte final se encontré que, en la posicion 18, donde TbTIM
y LmTIM tienen una Pro, TcTIM tiene una Gin. Por otro lado, gran parte de los
aminoacidos del asa 3 de TbTIM y LmTIM son idénticos entre si; solo difieren con
respecto a los de TcTIM en los residuos 70 y 71. Con el fin de determinar si esas
diferencias eran las responsables de la alta susceptibilidad de TcTIM a los agentes
derivatizantes, se construyeron dos mutantes de TcTIM, una en la que GIn82 fue
sustituida por Pro, la cual a su vez fue tomada como molde para construir una
triple mutante en la cual la Thr70 y la Arg71 se sustituyeron por los residuos que
existen en TbTIM y en LmTIM: Thr70Ala/Arg71Lys/GIn82Pro. La constante de
inactivacion por MMTS de la mutante GIn82Pro fue aproximadamente 30% menor
con respecto a la reportada para la TcTIM silvestre. En la triple mutante esta
constante resulté mucho menor, lo que indica que la secuencia de aminoéacidos del
asa 3, y los residuos adyacentes, contribuyen parcialmente a la susceptibilidad de
la cisteina de interfase a los reactivos sulfhidrilo. Resulta importante remarcar que
la triple mutante, la cual posee el asa 3 idéntica a la de TbTIM y a la de LmTIM,
present6 una sensibilidad al MMTS 31 y 114 veces mayor con respecto a TbTIM y

LmTIM, respectivamente (Reyes-Vivas H., et al.,2001)(Tabla 2).

En nuestro laboratorio se han estudiado ampliamente los aminoacidos de la
interfase de ambas enzimas; la identidad entre ellos es del 82% y hay 7 residuos
gue son diferentes. Con el objetivo de saber si las diferencias existentes en esta
region de la proteinas era la responsable del distinto comportamiento entre TbTIM
y TcTIM a la inactivacion con los reactivos de sulfhidrilo, se construyeron dos
mutantes: una de TcTIM, que posee los aminoacidos de la interfase de TbTIM
(TcTIM7) y la mutante inversa, es decir TbTIM con los aminoacidos de la interfase
de TcTIM (TbTIM7) (Garcia-Torres 1., 2006 Tesis de Maestria). Cuando ambas
enzimas fueron sometidas a la inactivacion con los derivatizantes, TcTIM7 se

comportd de manera similar a la enzima silvestre TcTIM, mientras que en la

40



mutante de TbTIM (TbTIM7) el efecto fue mas drastico, obteniendo una constante
de inactivacion por MMTS 3 veces mayor con respecto a la enzima silvestre. En la
tabla 1 se muestran los valores de la constante de inactivacion del MMTS de

algunas de las mutantes antes mencionadas.

A pesar de numerosos esfuerzos y de haber monitoreado puntualmente diversos
sitios en la TIM, hasta ahora no se ha podido encontrar cual (es) regién o regiones
de aminoacidos son las que influyen directamente en el diferente comportamiento
de TbTIM y TcTIM, ya que todos los resultados han sido parciales y no
determinantes. De esta manera, el principal interés de este proyecto es monitorear
distintas regiones de las enzimas con el fin de encontrar las secuencias

responsables de las diferencias a la inactivacion por derivatizacion.

Enzima k (M, s Referencia
por MMTS
TbTIM 0.6 Pérez-Montfort R.,et al., 1999
TcTIM 40 Pérez-Montfort R.,et al., 1999
TcTIM Glu19Gin (hélice 1) a0 Reyes-Vivas H., et al., 2001
TcTIM GIn82Pro (hélice 3) 32 Reyes-Vivas H., et al., 2001
TcTIMThr70Ala/Arg71Lys/GIn82Pro 18 Reyes-Vivas H., et al., 2001

(asa 3, hélice 3)

TcTIMinterfaseTbTIM (TcTIM7) =40 Datos no publicados
TbTIMinterfaseTcTIM 1.74 Garcia-Torres |., 2006
(TbTIM7)

Tabla 2. Constantes de inactivacién por MMTS de TbTIM y TcTIM silvestres y algunas
mutantes.
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2.6. La triosafosfato isomerasa como modelo de estudio para entender
la relacion estructura-funcion en las proteinas.

La caracterizacion de las proteinas tiene un objetivo principal: comprender su
funcion asi como los factores que la regulan y la alteran. En este sentido, existen
muchos estudios enfocados a identificar cual aminoacido o aminoacidos son los
participantes de una funcion dada. De esta manera, se han definido dominios
estructurales, sitios cataliticos, sitios de unidn de sustrato, sitios alostéricos y
varias zonas importantes que caracterizan a una funcion especifca. Muchos de
estos sitios se conservan a lo largo de a evolucion como por ejemplo, los sitios
cataliticos, mientras que otros son especie-especificos. Estos ultimos han cobrado
gran interés en el disefio y desarrollo de farmacos antiparasitarios, en donde se
intenta abatir una funcién especifica en el parasito sin afectar la funcién de la
proteina en el humano. En este contexto la TIM ha sido un excelete modelo de
estudio, de tal forma que es una de las enzimas glucoliticas mas ampliamente
estudiadas, de la que se conocen perfectamente sus mecanismos cataliticos y los
aspectos estructurales mas importantes, ya que se han difractado hasta la fecha

un gran numero de cristales de esta proteina de diferentes especies.

El problema central de este trabajo de investigacién es saber que parte de la
secuencia de aminoacidos de la TIM confiere a la resistencia o susceptibilidad
ante los agentes de grupo sulfhidrilo, por esta razon al seleccionar dos proteinas
homoélogas casi idénticas nos permiten evaluar cuales cambios pueden ser los

responsables del distinto comportamiento.

2.6.1 Distintos acercamientos para estudiar la relacién estructura-funciéon en
la triosa-fosfato isomerasa.

Cuando se quiere saber la funcion de un aminoacido especifico, la estrategia
que se utliiza preferencialmente es mutarlo y evaluar las consecuencias de dicho
cambio. La estrategia de mutagénesis dirigida se utiliza de manera rutinaria en la

biologia molecular con el fin de cambiar aminoacidos a libre eleccion y asi analizar
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el efecto de cada mutacién. En algunos casos, el aminoacido de interés es mutado
por algun aminoéacido presente en la misma proteina, pero de otra especie, o bien
existe la estrategia de monitoreo por alaninas o su nombre en inglés “Alanine
scanning”, en donde el aminoacido de interés es mutado por alanina. EI cambio
por este aminoacido, permite evaluar el efecto del residuo mutado, ademas que
por ser un aminoacido pequeno y que su cadena lateral es quimicamente inerte,
no emula las caracteristicas de ninguno de los otros aminoacidos (Morrison K.L. y
Weiss G.A, 2001).

A lo largo de los afios se han hecho numerosos estudios de mutagénesis dirigida
en la TIM. Por mencionar algunos ejemplos, en el trabajo de Hernandez-Alcantara
y cols.se mut6 exhaustivamente la cisteina de interfase de TbTIM. Este residuo fue
sustituido por los 19 aminoacdos restantes, con el objetivo de evaluar el efecto de
cada sustitucién en la catalisis y estabilidad de la enzima. Se encontr6 que mutar
la cisteina de interfase por Ala, Ser, Pro, Thr o Val no afecta la actividad y
estabilidad de la enzima; sin embargo el cambio por Asn, Arg o Gly dio como
consecuencia enzimas con muy baja actividad. Cambiar por los aminoacidos
restantes resultd en proteinas con menos del 1% de actividad con respecto a
TbTIM silvestre. Con este trabajo se demostr6 el papel importante que juega la
cisteina de interfase en la actividad de la TIM que se encuentra directamente
relacionado con el proceso de dimerizacion de la enzima (Hernandez-Alcantara G.,
et al., 2002).

La mutagénesis dirigida también ha sido de vital importancia en los esfuerzos
por encontrar los aminoacidos responsables del distinto comportamiento en TcTIM
y TbTIM ante diversos agentes que afectan la catalisis. En el caso particular de los
agentes de grupo sulfhidrilo como el MMTS y el DTNB, se han generado un
importante niumero de mutantes en las cuales se han monitoreado algunos
aminoacidos como posibles candidatos que definen la diferencia entre TcTIM y
TbTIM. Estos acercamientos se basaron principalmente en las diferencias de

estas dos proteinas en los aminoacidos cercanos y en el ambiente circundante de
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la cisteina de interfase. Algunas mutantes que se construyeron para este fin fueron
la Pro24Glu, Glu19GiIn, GIn82Pro, Thr70Ala/Arg71Lys/GIn82Pro, todas ellas
tomando como molde a TcTIM (Maldonado E., et al., 1998; Reyes-Vivas H., et al
2001). En el mismo sentido, se monitoreoé la interfase entre los dimeros, debido a
que la cisteina 14 se encuentra inmersa en esta cavidad. Al mutar los siete
aminoacidos diferentes de la interfase, tanto en TcTIM (TcTIM7) como en TbTIM
(TbTIM7) no se encontr6 que estas diferencias estuvieran involucradas en la

diferencia de comportamiento (Garcia-Torres |., 2006).

A pesar de que estas mutantes no han revelado cuales aminoacidos son los
responsables del comportamiento diferencial de estas dos enzimas, si han
generado informacion de zonas localizadas en la TIM. Ahora sabemos que ni los
cambios en el asa 3, ni los cambios en la interfase son los protagonistas del efecto
diferencial de los agentes de grupo sulfhidrilo en estas TIM’s de tripanosomatidos.
Hasta este momento y con base en todos los antecedentes presentados, sabemos
que la diferencia en estas dos enzimas no es un efecto a corta distancia, ya que se
han monitoreado todas las posibilidades de la vecindad cercana. Dado esto, la

siguiente posibilidad por explorar son las zonas distantes a la cisteina de interfase.

2.6.2 Las interacciones a larga distancia juegan un papel importante en la
estabilidad y plegamiento de las proteinas con plegamiento de tipo barril
TIM

Las fuerzas intramoleculares que estabilizan a las proteinas son de dos tipos
principalmente: las interacciones locales y las interacciones a larga distancia.
Estas ultimas han sido estudiadas ampliamente en su relacién con el plegamiento
de las proteinas globulares. Desde hace un poco mas de una década se han
estudiado las interacciones a larga distancia en las proteinas que presentan
plegamiento del tipo barril (p-a)s. Estos estudios han arrojado resultados
interesantes, entre los cuales se encuentra el trabajo de Selvaraj y Gromiha en
donde se hace un analisis con 36 proteinas con plegamiento tipo (f-a)s . En este

trabajo se evaludé el numero de interacciones a larga distancia asi como los
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aminoacidos que favorecen este tipo de interacciones. El andlisis consistié en
medir estos contactos utilizando un criterio simple en términos de distancia de
residuos. Se encontr6 que cuando el aminoacido principal se encuentra a una
distancia de 21-30 residuos se favorecen mayoritariamente las interacciones a
larga distancia. Todos los aminoacidos mostraron preferencia por el rango de 21-
30 residuos para formar este tipo de contactos, excepto algunos aminoacidos
aromaticos como la Phe, el Trp y la Tyr, en este grupo también se incluye a la Lys.
En el rango de 21-30 residuos, la Cys presentdé el maximo numero de contactos,
seguida de la Leu, lle y Val. Otro hecho interesante es que los aminoacidos que
tienden a establecer el mayor numero de contactos a larga distancia se
encontraban localizados en hebras p.En este trabajo se demostr6 que las
interacciones a larga distancia juegan un papel importante en el plegamiento y la
estabilidad de las proteinas con plegamiento de tipo (f-a)s ya que el 87.4% de los
aminoacidos presentaron al menos un contacto a larga distancia (Selvaraj y
Gromiha., 1998).

También se ha reportado que los protagonistas de las interacciones a cortay a
larga distancia se agrupan formando centros de estabilizacion (Dosztanyi et al.,
1997). En estos centros o “clusters” se encuentran predominantemente
aminoacidos hidrofébicos y aromaticos que se encuentran ocultos al solvente.
Estos grupos se han estudiado ampliamente en su relacion con los mecanismos
de plegamiento en las proteinas de tipo barril (3-a)s (Kannan N.; et al., 2001). En
un estudio realizado por Selvaraj y Gromiha en el 2003, en el cual identifcaron los
aminoacidos clave que conforman estos centros hidrofébicos en 36 proteinas con
plegamiento tipo barril (3-a)s  de la misma manera se calcularon las interacciones
a corta, media y larga distancia que existe para cada uno de estos aminoacidos.
Se observé que excepto tres de 36 proteinas estudiadas, todas contienen centros
hidrofébicos que contribuyen al correcto empacamiento de las proteinas. También
se observd que los centros hidrofobicos se conservan estructuralmente en todas

las proteinas estudiadas lo que demuestra su papel fundamental en el plegamento
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de este tipo de proteinas. Se calcul6 la contribucién de las interacciones a corta,
media y larga distancia para los aminoacidos clave en los centros hidrofobicos. Se
observG que las interacciones a larga distancia son las que contribuyen
mayoritariamente, con una contribucibn promedio de 65.4%, lo que apoya
fuertemente que las interacciones a larga distancia juegan un papel importante en
la formacién de los centros hidrofébicos y en la estabilidad de las proteinas. Cabe
destacar que este tipo de interacciones se presentan de manera considerable en
los centros hidrofébicos localizados preferencialmente en las hebras f o en los

giros cercanos a las hojas p.

Cuando se estudié a detalle la estructura de la Taka amilasa (Coédigo PDB:
2TAA) se observo que 4 de sus cinco centros hidrofébicos se encuentran en las
hebras § y que ademas estos centros forman una red de interacciones a la larga
distancia que los interconecta. Este tipo de redes entre centros hidrofébicos

también se ha reportado para otras proteinas con el mismo tipo de plegamiento.

El hecho de que las interacciones a larga distancia se den principalmente entre
aminoacidos localizados en las hebras p y que las interacciones a media y corta
distancia estén dadas por aminoacidos en las hélices a apoyan las hipétesis
formuladas por Sheinerman y Brooks en las cuales mediante el uso de dinamica
molecular se observé que las hélices o se forman primero y una vez que las
interacciones y contactos locales se forman, se pliegan las hebras f (Sheinerman
y Brooks., 1998).

Todos estos hechos resaltan el papel central que juegan tanto los centros
hidrofébbicos como las interacciones a larga distancia en los mecanismos de
plegamiento y estabilidad de las proteinas con plegamiento tipo barril TIM. Asi
mismo estos estudios abren una posibilidad de estudio con el fin de averiguar si
este tipo de interacciones también estan involucradas en otro tipo de eventos,

relacionados con la catalisis y estabilidad de las proteinas.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo general

Identificar la (s) region (es) responsables del distinto comportamiento entre TbTIM

y TcTIM ante el efecto inactivante de los reactivos de grupo sulfhidrilo.

3.2 Objetivos particulares.

* Obtener quimeras de TcTIM que contengan distintas regiones de TbTIM.
» Purificar dichas quimeras.
» Caracterizacion cinética de las proteinas quiméricas.

e Evaluar el efecto de los derivatizantes en la actividad de las enzimas.

47



4. Materiales y Métodos.

4.1 Nomenclatura utilizada para nombrar a las distintas proteinas
quiméricas.

El objetivo principal de este trabajo es la transformacion progresiva de TcTIM en
TbTIM, por tal motivo se disefaron, purificaron y caracterizaron diferentes
proteinas quiméricas de TcTIM a las que gradualmente se les adicionaron
regiones de TbTIM. Con fines practicos, cada una de las proteinas quiméricas se
nombra de acuerdo a las regiones de TcTIM que posee, las regiones restantes,
que no se mencionan, corresponden a regiones de TbTIM (Tabla 2). En este
sentido, y a manera de ejemplo, la llamada quimera TcTIM 1-6, tiene las regiones
1-6 de TcTIM y las regiones 7 y 8 de TbTIM; la quimera TcTIM 4, solo tiene la
region 4 de TcTIM y las regiones 1-3 y 5-8 de TbTIM y la quimera TcTIM 2, 3, 5-8,

s6lo cuenta con las regiones 1y 4 de TbTIM y seis regiones de TcTIM.

4.2 Diseno de los genes de las proteinas quiméricas.

Partiendo de las secuencias de DNA reportadas en la base de datos del NCBI
que codifican para TbTIM y TcTIM (codigos: X03921 y U53867, respectivamente)
se disefaron los genes de tres quimeras: TcTIM 1-6, TcTIM 1-5 y TcTIM 1-4.
Estos genes fueron sintetizados por la compania Genscript (Piscataway, NJ). El
gen de la quimera TcTIM1-4 fue disefiado de tal manera que a partir de éste se
pudieran construir otras quimeras. Este disefio involucré algunas modificaciones
en las secuencia nucleotidicas para generar el sitio de restriccidn para la enzima
Haell entre las bases 292-300. Utilizando esta enzima de restriccion se pudo
obtener la region 4 de TcTIM o TbTIM para construir las quimeras TcTIM1-3 y
TcTIM4, respectivamente. EI gen de la quimera TcTIM1-3,5-8 también fue

sintetizado comercialmente por Genscript.

La quimera TcTIM1-2 se obtuvo a partir de tres reacciones de PCR, utilizando la

enzima Accuzyme DNA polymerase (Bioline, Taunton MA). En la primera reaccion
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de PCR se amplificaron las regiones 1 y 2 de TcTIM utilizando el oligonucleétido
externo T7 Promotor y el oligonucledtido 5 GCGTTCTGTGCGGCAATCTG3’
(Rv12), tomando como templado el DNA de la quimera TcTIM1-4. En la segunda
reaccion de PCR se amplifico de la region 3 a la 8 de TbTIM, utilizando el
oligonucledtido externo T7 Terminador y el oligonucledtido
5"CAGAACGCCATTGCAAAGAGC3'(Fw38) usando como molde el DNA de
TbTIM silvestre. En la tercera reaccion de PCR se unieron estos dos fragmentos
para dar origen al gen completo amplificando con los oligonucleétidos T7 Promotor

y T7 Terminador.

Esta misma estrategia se utilizd para obtener la quimera TcTIM1, utilizando los
mismos oligonucleotidos externos y los oligonucleotidos
5'GTGCAATGCGTAGTGGCCTCCS3'(Fw28) y 5"TGATCACGATG
TGCAATGCGT3'(Rv1). En la primera reaccion de PCR se amplificd la region 1 de
TcTIM, flanqueando con el oligonucledtido T7 Promotor y Rvl el DNA de la
quimera TcTIM1-4. En la segunda reaccidén se amplificaron de las regiones 2 ala 8
de TbTIM tomando como templado el DNA de TbTIM silvestre y los
oligonucle6tidos T7 Terminador y Fw28. En la tercera reaccion de PCR se unieron
ambos fragmentos amplificando con los oligonucle6tidos externos T7 Promotor y

T7 Terminador.

Los oligonucle6tidos Fw28 y Rv1 se utilizaron para construir la quimera TcTIM 2,
3, 5-8. Tomando como molde el DNA de TbTIM silvestre con el oligonucleétido T7
Promotor y el Rv1, se amplifico la region 1 de TbTIM la cual fue unida a las
regiones 2-8 de la quimera TcTIM1-3, 5-8 que se amplificaron flanqueando, con el

oligonucle6tido T7 Terminador y Fw28, el DNA de la quimera TcTIM1-3,5-8.
Todos los genes de las quimeras se clonaron en el plasmido de expresion pET-

3a con los sitios de restriccion Nde-Il, BamHI. Cada gen fue secuenciado y

transformado en células BL21(DE3)pLysS (Novagen, Madison WI).
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4.3 Sobrexpresion y purificacion de las proteinas quiméricas.

Una vez que bacterias E. coli de la cepa BL21(DE3)pLysS se transformaron con
los genes de las quimeras, se inocularon en medios Luria Bertani suplementados
con 100 pyg/mL de ampicilina y se incubaron a 37 °C. Una vez que los cultivos
alcanzaron un valor de absorbancia Asopo nm= 0.6 se indujeron con isopropil-g-D

tiogalactopiranésido (IPTG) 0.4 mM y se incubaron durante 12 horas a 30 °C.

Los protocolos de purificacion reportados para TcTIM y TbTIM son distintos
(Ostoa-Saloma P., et al., 1997; Borchert T.V., et al., 1993a; respectivamente). Las
principales diferencias radican en la distribucion de ambas proteinas una vez que
las células bacterianas se sonican. Después de la centrifugacion del lisado celular,
TcTIM se distribuye principalmente en la fraccion soluble, mientras que TbTIM se
encuentra mayoritariamente en los restos membranales. Para solubilizar a TbTIM,
la fraccion membranal se trata con NaCl 300 mM. Debido a que las quimeras
contienen diversas regiones de ambas proteinas, fue pertinente realizar algunas
modificaciones a los protocolos reportados para la purificaciébn de las proteinas

quiméricas.

Cada enzima quimérica se sometidé a un analisis previo a su purificacién para
determinar su distribucion, ya fuera en la fraccion insoluble o en el sobrenadante.
Con esta informacién cada quimera se tratd, o como TcTIM, o bien como TbTIM.
En la tabla 3 se presenta la localizacion preferencial de cada quimera, haciendo

mencion de si fueron tratadas con NaCl o no.

Una vez transcurridas las doce horas de induccién, se colect6 el paquete celular
mediante centrifugacion y se resuspendié en 40 mL de amortiguador de lisis (MES
100 mM pH: 6.3, DTT 1mM, EDTA 0.5 mM y PMSF 0.2 mM). Aquellas quimeras
que se distribuyeron principalmente en la fraccion insoluble, se rompieron en

presencia del amortiguador de lisis con NaCl 300 mM. Cada suspension se sonico
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5 veces durante 40 segundos con 1 minuto de descanso entre cada ciclo. Los
restos celulares se separaron del sobrenadante mediante una centrifugacion a
14,000 x g durante 1 hora. No todos los cultivos de las quimeras se rompieron con
facilidad mediante cinco ciclos de sonicacion, por ejemplo, a la quimera TcTIM 4
fue necesario sonicarlas mas de 10 veces y la apariencia del lisado celular diferia

con respecto a las células que sobrexpresaron el resto de las quimeras.

Quimera Regiones de Regiones de Método de
TcTIM TbTIM purificacion
TcTIM 1-6 1-6 7,8 TcTIM
TcTIM 1-5 1-5 6-8 TcTIM
TcTIM 1-4 1-4 5-8 TbTIM, NaCl 300 mM
TcTIM 1-3 1-3 4-8 TbTIM, NaCl 300 mM
TcTIM 4 4 1-3, 5-8 TbTIM, NaCl 300 mM
TcTIM 1-3, 5-8 1-3, 5-8 4 TcTIM
TcTIM 1-2 1-2 3-8 TbTIM, NaCl 300 mM
TcTIM 1 1 2-8 TbTIM, NaCl 300 mM
TcTIM 2,3, 5-8 2,3,5-8 1,4 TcTIM

Tabla 3. Regiones incluidas en cada quimera y método de purificacién utilizado
para obtener cada una.

Aquellas quimeras que se comportaron como TbTIM y que fueron tratadas con
NaCl 300 mM para solubilizarlas, se diluyeron en el amortiguador de lisis sin NaCl,
hasta una concentracion aproximada de NaCl 20 mM. Los sobrenadantes se
cargaron en una columna de intercambio ibnico SP-Sepharose (Fast Flow),
previamente equilibrada con amortiguador de MES 50 mM pH 6.3. Las proteina se
eluyeron con un gradiente de concentracion de NaCl de 0-500 mM en el mismo
amortiguador. Una vez que las proteinas se habian eluido, se precipitaron con
(NH4)2S0O4 al 70% en agitacion a 4° C durante 12 horas. El precipitado se separ6
mediante centrifugacion a 23,000 x g durante 15 min y se disolvié en 3 mL de
amortiguador de trietanolamina (TEA) 100 mM pH 7.4, EDTA 1 mM; a esta

suspension se le adiciond la cantidad necesaria de (NH4).SO4 para alcanzar una
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concentraciéon final de 2.2 M. El siguiente paso de purificacion consitid en la
separacion de las proteinas de interés utilizando una columna hidrofébica
Toyopearl, previamente equilibrada con amortiguador de TEA 100 mM pH 7.4,
EDTA 1 mM y (NH4).SOs 2.2 M. Las proteinas quiméricas se eluyeron con un
gradiente lineal de (NH4)>SO,4 de 2.2 a 0 M. Las fracciones con las proteinas de

interés se concentraron para tener una concentracién mayor de 1 mg/mL.

Todos los pasos de las distintas purificaciones se monitorearon a lo largo del
proceso de purificacion en geles SDS-PAGE al 16%, tenidos con azul de
Coomassie, y mediante el seguimiento de la actividad catalitica. Las proteinas
puras se almacenaron a concentraciones mayores de 1 mg/mL, a 4°C y

precipitadas en (NH,4).SO,4 al 70% de saturacion.

En los pasos intermedios de la purificacidn se cuantifico la concentracién de
proteina por el método del acido bicinconinico (BCA, Protein Assay Reagent Kit) a
562 nm. La concentracion de las proteinas puras se determind midiendo la
absorbancia a 280 nm y utilizando los coeficientes de extincion molar 36 440 M’
cm” para TcTIM silvestre, TcTIM1-6, TcTIM1-5, TcTIM1-4, TcTIM1-3, TcTIM1-
3,5-8 y TcTIM2,3,5-8 y 34 950 M cm™ para TbTIM silvestre, TcTIM4, TcTIM1-2 y
TcTIM1, respectivamente. Estos valores de coeficientes de extincion molar fueron
calculados a partir de la secuencia de aminoacidos utilizando el programa Expasy

ProtParam.

4.4 Determinacién de la actividad catalitica de TbTIM, TcTIM y de las
enzimas quiméricas.

La actividad enzimatica de TIM se determiné a 25 °C siguiendo la conversion de
gliceraldehido 3-fosfato (GAP) a dihidroxiacetona-fosfato (DHAP), utilizando como
enzima acoplante la a-glicerolfosfato deshidrogenasa (a-GDH) y monitoreando la
disminucién de absorbancia a 340 nm debida a la oxidacién del NADH (Figura 10).
La mezcla de reaccion contenia TEA 100 mM pH 7.4, EDTA 10 mM, GAP 1 mM,
NADH 0.2 mM y o-GDH 20 ug/mL. La reaccion se inicié con la adicion de la TIM
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correspondiente a una concentracidon de 5 ng/mL. Para la determinacién de los
parametros cinéticos, se vari6é la concentracion de GAP en un rango de 0.05 a 2
mM; los datos obtenidos se ajustaron al modelo de Michaelis y Menten y, mediante

regresibn no lineal, se calcularon los valores de Km y Vmax.

o o NADH NAD+ O
I u OH
-pP- —l
\P/ J\/ _><— Ho Mo P~OH eoH HOMO OH
HO OH OH OH
G3P DHAP Glicerol 3-

fosfato

Figura 10. Reaccién acoplada para determinar la actividad de la
TIM. La transformacion de G3P a DHAP catalizada por la TIM, se monitorea
espectrofotométricamente con la reaccion acoplada de la a-GDH, enzima que
convierte la DHAP en glicerol 3-fosfato utilizando NADH.

4.5 Ensayos de inactivacion de las enzimas silvestres y quiméricas
con MMTS.
El metilmetano tiosulfonato (MMTS) reacciona exclusivamente con Cys,

produciendo el derivado metildisulfuro que es relativamente pequefo (Figura 11).
Tanto las enzimas silvestres, como las quimeras, se incubaron a una
concentracion de 250 ug/mL en amortiguador de TEA 100 mM pH 7.4, EDTA 10
mM, a 25 °C, en presencia de concentraciones crecientes de MMTS de 2.5 a 100
uM, durante dos horas. Al término de este tiempo se midi6 la actividad utilizando 5
ng/mL de proteina en cada celda. Los datos de actividad se reportan como el
porciento de actividad residual, tomando como 100% la actividad de cada enzima

incubada a la misma concentracion sin MMTS.

I
H,C-$-8-CH, + HS-R — H,C-S-S-R

o
MMTS Metildisulfuro

Figura 11. Reaccién de derivatizacion entre el MMTS y un
grupo sulfhidrilo libre.
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4.6 Cuantificacion de cisteinas derivatizadas con DTNB.

El acido 5,5 -ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB) reacciona equimolarmente con

grupos sulfhidrilo dando lugar al &cido 1-benzoico, 2-nitro, 5-disulfuro (Figura 12).

HOO HOO
OZN%—S—S—@%-N% + HS-R — o, s—S—R
COOH

Acido 1 benzoico, 2-nitro,

DTNB 5-disulfuro

Figura 12. Reaccion de derivatizacion entre el DTNB y un
grupo sulfhidrilo libre.

Tanto en las enzimas silvestres, como en las proteinas quiméricas, se
determind el numero de cisteinas derivatizadas con DTNB en funcion del tiempo.
Las enzimas se incubaron a una concentraciéon de 200 ug/mL en un amortiguador
de TEA 100 mM pH 7.4, EDTA 10 mM, en presencia de DTNB 1 mM. Se
monitorearon los cambios de absorbancia a 412 nm, a partir del momento en que s
las enzimas se adicionaron a la mezcla de derivatizacion durante 25 minutos.
Paralelamente se monitore6 en otra celda el blanco, el cual contenia la mezcla de
derivatizaciébn sin proteina. Estos valores fueron restados a los valores
experimentales obtenidos para cada muestra. El numero de cisteinas

derivatizadas a los 12 minutos se obtuvo empleando la ecuacion 1.

N = (A412nm/€)/ (concentracion de proteina en mg/ PM de la proteina)

Ecuacion 1. Determinacion del numero de cisteinas

derivatizadas. N: numero de cisteinas derivatizadas; A 412 nm:
absorbancia a 412 nm a un determinado tiempo; ¢: coeficiente de
extincion molar del TNB, 13,600 M"' cm™.
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4.7 Cristalizacion de la quimera TcTIM 2, 3, 5-8, difraccion de rayos X, y
recoleccion de los datos.

La quimera TcTIM 2, 3, 5-8 se cristalizd mediante difusion de vapor utilizando el
método de la gota sentada. Se tomé6 1 uL de la proteina a una concentracion de 35
mg/mL, la cual se mezcl6 con la solucidn reservoria. Después de 1 0 2 semanas
de incubacion, se obtuvieron cristales en la condicion H3 del kit HT (Hampton
Research). Los mejores cristales crecieron a 9°C en la solucion reservoria que
contenia Malonato de sodio 200 mM vy polietilen glicol 3350 al 20%. Para su
conservacion y transporte los cristales se crioprotegieron, para lo cual fue
necesario aumentar la concentracion del polietilen glicol 3350 en la gota del cristal
hasta un 35% y posteriormente se congelaron en nitrbgeno liquido. Los datos de la
difraccion se colectaron en el Life Sciences Collaborative Acces Team (LS-CAT)
21-ID-F en el Advance Photon Source (Argonne National Laboratory), usando un
detector MarMosaic 225. Los datos fueron procesados con MOSFLM (Leslie
AGW, 1992) y tratados con SCALA (Collaborative Computational Project, Number
4, 1994).

La estructura fue resuelta por el método de reemplazo molecular utilizando el
programa PHASER (McCoy AJ., et al., 2007). Se tomaron las coordenadas de
TcTIM silvestre con el cédigo del PDB 1TCD como templado para hacer el
reemplazo molecular. El refinamiento de los datos se realizd6 con los programas
Refmac (Murshudov G.N., et al, 1997) y Phenix (Adams P.D.,et al., 2010). El
modelaje molecular se hizo utilizando el programa COOT (Murshudov G.N., et al.,
1997). Los datos cristalogréaficos y la estadistica del refinamiento se presentan en
la tabla 4. Las coordenadas y los factores de la estructura cristalografica se

depositaron en la base de datos del Protein Data Bank (PDB) con el cédigo 3Q37.
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Parametros
Estadistica de la coleccion de datos

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unitaria
a, b, c(A)

Angulos a, B, y (grados)

Rango de resolucién (A)
Numero de reflecciones

Numero de reflecciones unicas
Totalidad de los datos(%)

Rsim (%)

/o

Media(l)/ds

Estadistica del refinamiento

Rango de resolucién (A)

Rerist/Riree (%)

Numero de atomos, proteina/solvente
Media del valor B (A?)

Valor B a partir de la grafica de Wilson
(A%)
Desviacién de minimos cuadrados de la

o

longitud de los enlaces (A)

Desviacion de minimos cuadrados de los
angulos de enlace (grados)

Prueba de validacion oA (error de
coordenadas)

Residuos en el grafico de
Ramachandran (%)

Regién méas permitida.
Regién permitida
Region generosamente permitida

Region no permitida®

Tabla 4. Datos cristalograficos de la quimera TcTIM 2,3, 5-8 y datos

estadisticos del refinamiento.

P2,

83.6,77.2, 85.4
90.0, 116.6, 90.0
54.3-1.65 (1.74-1.65)
336,767 (40,524)
107,171 (13,903)
91.9 (82.4)

7.3 (27.5)

6.9 (2.3)
10.5 (3.9)

41.7-1.65 (1.70-1.65)
18.9 (25.4)/22.0 (30.7)
7540/991

13.2

13.6
0.006
1.005

0.21

822 (94.2%)
49 (5.6%)
2 (0.2%)

0 (0.0%)



4.8 Determinacion del pKa de la cisteina de interfase de las enzimas
silvestres y algunas quimeras.

Se determiné el pKa de la cisteina de interfase de las TbTIM y TcTIM silvestres y
de cinco quimeras mas: TcTIM 1-4, TcTIM 1-3, TcTIM 1, TcTIM 1-3, 5-8, y TcTIM
2, 3, 5-8. El protocolo utilizado fue de acuerdo al reportado por Reyes-Vivas y cols
en el 2001 (Reyes-Vivas et al, 2001). Se hicieron algunas modificaciones al
protocolo original que se describen brevemente a continuacion. Las enzimas se
incubaron a una concentraciéon de 5 ug/mL en amortiguador de TEA 100 mM vy
EDTA 100 mM ajustado a diferentes valores de pH. Los valores de pH ensayados
fueron 7.0, 7.4, 7.5, 8.0, 85, 9.0 y 9.5. Asi mismo, se probaron dos
concentraciones de MMTS. Aquellas quimeras que presentaron un
comportamiento similar al de TbTIM, se incubaron con MMTS 80 uM, mientras que
las quimeras que fueron sensibles a la derivatizacion por MMTS iguales a TcTIM,
se incubaron en presencia de MMTS 10 uM. En el caso de las proteinas que
presentaron un comportamiento intermedio a la inactivacion con el MMTS, se
probaron con las dos concentraciones de MMTS (10 y 80 uM). Los valores de pKa
aparente se calcularon a partir de las graficas del logaritmo natural (In) del
porciento de la actividad residual versus el pH. Estas curvas se ajustaron a un
modelo derivado de la ecuacion de Henderson Hasselbach que se describe a

continuacion (Ec.2).

In (% actividad) = (Yi + Yh x 10 PKaPH)/ (14 10 PKa-PH)

Ecuacién 2. Determinacion del valor de pKa aparente a partir
de las gréficas que representan el In del % de actividad de las
enzimas incubadas a diferentes valores de pH vs pH; en donde Yiy
Yh representan la actividad inicial y final respectivamente.
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5. Resultados

5.1 Diseno y construccion de las proteinas quiméricas.

Debido a que ambas TIMs poseen una estructura de tipo barril (B/a)s, se dividid
la secuencia de aminoacidos en ocho regiones: se agrup6 una hebra 3, la hélice a
inmediata y el asa de unidon. Por otro lado, a partir de un alineamiento de la
secuencia de aminoacidos entre TbTIM y TcTIM, se observd que el mayor niumero
de diferencias se presentaban en las regiones 1, 5y 6; existen 13 cambios en la
region 1, y 15y 10 cambios en las regiones 5 y 6, respectivamente. De tal forma
que, de un total de 65 diferencias, 28 diferencias se encuentran en estas tres

regiones (Figura 13).

De esta manera se disenaron inicialmente 6 quimeras; las primeras tres
quimeras contienen las regiones con el mayor numero de diferencias, es decir la
quimera TcTIM 1-6 tiene las regiones 1-6 de TcTIM y las regiones 7-8 de TbTIM y
asi consecutivamente las quimeras restantes tienen mas regiones de TbTIM y
menos de TcTIM, por ejemplo la quimera TcTIM 1; sblo posee la region 1 de
TcTIM y las regiones 2-8 de TbTIM (Tabla 3).
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0 n LY 100 1o

Towrl LTNPEFQIAAQNAI TRSGAFTGEVSLQILKDYG!I YWVYLGHSERRAYYGETNEIY 110
Tivwow LSHPEFVIAAGNAIAKSGAFTGEVSLP ILKEDFGVNWIVLGHSERRLYYGETNEIY w09

120 130 140 150 160

vy \l vw

Tow AERVAQACAAGEHV I IVEVYGETNEEREAGRYTAAVVLIQLAAVAOQKLSKEAWSRY YV 165
Thuw ADKVAAAVASGFRMVIACIGETLOQERESGRTAVVVLTIOQIAAIAKKLKKADWAKYY 164

170 180 71% 200 ri 10

Yy VY

Tewrik AYEPYWAIGTGEKVATPOQOQAQEVHELLRAWVESKLGTD I AAQLRILYGGSVYTAKNA 0
Thuwe AYEPYWAIGTGEVATPOOAQEAHAL IRSWYSSKIGADVAGELRILYGGSYNGENA 219

130 %0 350

Tow/ RTLYQMROD INGFLVGGASLKPEFVYEIIEATK 29
Tohwew RTLYQORDVNGFLVGGASLKPEFYDIIKATO 2%

Figura 13. A) Disposicion de las 8 regiones en la TIM. B) Alineamiento de la secuencia de
aminoacidos de TcTIM y TbTIM realizado con el algoritmo Clustal W. Los aminoacidos
marcados con flechas azules indican aquellas sustituciones sin homologia (18 en total)
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5.2 Parametros cinéticos de las proteinas quiméricas.

Se determind la cinética en estado estacionario de todas las quimeras en la
direccion de gliceraldehido 3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato. Los valores de Km
y kcat, para la mayoria de las quimeras, son muy similares a los de las enzimas
silvestres (Tabla 5). Los pardametros cinéticos de la quimera TcTIM 1-6 son
menores en comparacion con los reportados para las enzimas silvestres; sin
embargo, el valor de la eficiencia catalitica (Km/kcat) se encuentra en el mismo
rango que los valores de las enzimas silvestres. La eficiencia catalitica de la
quimera TcTIM 1-5 es aproximadamente la mitad en comparacion con los valores
reportados para las enzimas silvestres; esto se debe a un valor disminuido de la

kcat.

Enzima Km (mM)  gcatx10 (min ) kcat/Km x 10 (M s )
ToTIM 0.45 3.1 115
TcTIM 0.43 27 1.05
TcTIM 1-6 0.13 0.956 1.23
TcTIM 1-5 0.38 1.55 0.68
TcTIM 1-4 0.63 3.32 0.87
TcTIM 1-3 0.58 3.31 0.95
TCTIM 1-2 0.57 3.28 0.92
ToTIM 1 0.48 3.17 1.10
TcTIM 4 0.37 2.38 1.07
TcTIM 1-3, 5-8 0.44 2.6 0.97
TcTIM 2,3, 5-8 0.26 3.59 2.29

Tabla 5. Parametros cinéticos de TbTIM y TcTIM silvestres, asi como de las
proteinas quiméricas.
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5.3 Efecto del MMTS en la actividad de las quimeras susceptibles.

El metiimetano tiosulfonato (MMTS) inactiva a la TIM debido a la derivatizacién
de los residuos de cisteina, reacciona inicial, y principalmente, con la Cys 14 de la
TbTIM o con la Cys 15 en la TcTIM. Se determind el efecto de diferentes
concentraciones de este agente en la actividad de todas las quimeras. En
concordancia con resultados previos (Garza-Ramos G., et al., 1998 y Pérez-
Montfort R., et al., 1999), se observd que la susceptibilidad de TcTIM es 70 veces
mayor con respecto a TbTIM (Figura 14). Las quimeras TcTIM 1-6, TcTIM 1-5y
TcTIM 1-4 presentaron un patrén de inactivacion similar al de TcTIM, a pesar de
gue cada una de ellas tiene diferente numero y distribucién de regiones de TcTIM
y TbTIM. Cabe mencionar que la quimera TcTIM 1-4 posee la mitad de regiones
de TcTIM y TbTIM respectivamente, sin embargo presenta una susceptibilidad al
MMTS similar a TcTIM. Estos resultados indican que las diferencias en
aminoacidos de las regiones 5-8 no estan involucradas en el comportamiento
diferente observado en TcTIM y TbTIM en presencia del MMTS. En las regiones 5-
8 se encuentran un total de 32 diferencias que corresponden al 49% del total de

los cambios entre las dos enzimas.

100k - m TbTIM
TcTIM1-4
80 -
S TcTIM1-5
--‘;5 60 - TcTIM1-6
S 20 e TcTIM
> L -
X
20} .
oF -

MMTS (uM)

Figura 14. Inactivacion por MMTS de TbTIM, TcTIM y las
quimeras: TcTIM 1-6; TcTIM 1-5 y TcTIM 1-4.
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5.4 Importancia de la region 4 en la susceptibilidad diferencial de
TbTIM y TcTIM ante el efecto del MMTS.

Cuando se incorporé la region 4 de TbTIM a la quimera TcTIM1-4, para dar
origen a la quimera TcTIM 1-3, se observé un cambio importante en el patron de
inactivacion por el agente derivatizante (Figura 15). Esta proteina quimérica fue la
primera que mostré un patron de inactivacion por MMTS intermedio entre TbTIM y
TcTIM. Es importante sefalar que esta enzima mantiene practicamente el 100%
de actividad cuando se incuba a bajas concentraciones de MMTS, tal y como
sucede con TbTIM, y que la pérdida de su actividad comienza cuando se incuba
en presencia de MMTS 20 pM. Estos resultados, sugieren que las 5 diferencias en
las secuencias de aminoacidos de la region 4 contribuyen a las diferencias en
susceptibilidad de TbTIM y TcTIM ante la inactivacion por el MMTS. Por esta
razén, se construyeron dos nuevas proteinas quiméricas: una TbTIM con la region
4 de TcTIM (TcTIM 4) y una TcTIM con la region 4 de TbTIM (TcTIM 1-3, 5-8). Los
ensayos de inactivacion a diferentes concentraciones de MMTS de estas dos
quimeras se muestran en la Figura 16. Resulta muy interesante el hecho de que
estas tres quimeras (con diferentes regiones 4) presenten un comportamiento muy
similar cuando se inactivan con MMTS. De manera general, las tres muestran un
comportamiento intermedio entre la TcTIM y la TbTIM silvestres. Sin embargo, es
importante sefalar las marcadas diferencias entre ellas (Figura 17): la proteina
quimérica TcTIM 4 comienza a perder actividad a una concentracién de 2.5 uM de
MMTS, tal y como sucede con TcTIM silvestre. En contraste, la quimera TcTIM 1-
3, 5-8, que sblo posee la regibn 4 de TbTIM, se ve poco afectada a
concentraciones bajas del derivatizante de manera similar a lo que ocurre con
TbTIM silvestre.

Estos resultados muestran que los 5 aminoéacidos diferentes en la region 4 son

importantes para la diferencia en la susceptibilidad a la inactivacion por MMTS que

se ha reportado entre las proteinas TbTIM y TcTIM silvestres, por lo que la
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sustitucidén de la regidon 4 en TcTIM o TbTIM silvestres tiene el efecto esperado

de conferir susceptibilidad o resistencia respectivamente a bajas concentraciones

del agente de grupo sulfhidrilo.

% Actividad

% Actividad

100
80
60
40

20

MMTS (M)

B TbTIM
v TcTIM1-3
® TcTIM

Figura 15. Inactivacién por MMTS de TbTIM, TcTIM, y la

quimera TcTIM 1-3.
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TbTIM

TcTIM 1-3,5-8
TcTIM 1-3
TcTIM 4
TcTIM

Figura 16. Inactivaciéon por MMTS de TbTIM, TcTIM y las
quimeras de la region 4: TcTIM 1-3,5-8, TcTIM 1-3y TcTIM 4.

63



100 . = ToTIM
0 TcTIM 1-3, 5-8

T 80 . v TcTIM1-3
S o TcTIM 4
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Figura 17. Inactivacion por MMTS de TbTIM, TcTIM, y las
quimeras de la regiéon 4: TcTIM 1-3,5-8, TcTIM 1-3y TcTIM 4.
Acercamiento de las curvas de inactivacion a bajas
concentraciones de MMTS.

5.5 El papel de la regidon 1 en la susceptibilidad de TcTIMy TbTIM a
altas concentraciones de MMTS.

Las quimeras con las regiones 4 alternadas de TcTIM o TbTIM presentan una
susceptibilidad intermedia al MMTS, pero aun no se comportaron como TbTIM
silvestre. Debido a esto, se probaron dos quimeras mas con regiones adicionales
de TbTIM; la quimera TcTIM 1-2 y la quimera TcTIM 1. Los ensayos de
inactivaciéon con MMTS de estas dos enzimas se muestran en la figura 18 . TcTIM
1-2 conserva la mayor parte de su actividad cuando se incuba a concentraciones
menores o iguales de MMTS 20 uM, y es capaz de mantener hasta el 60% de
actividad en presencia de MMTS 50 uM. A concentraciones mayores se observa
una importante caida en la actividad de la enzima, y a 100 uM de MMTS su
inactivacion fue comparable a la observada en la TcTIM silvestre. Un fendbmeno

similar ocurrié en el caso de la quimera TcTIM 1 ya que, a bajas concentraciones
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del derivatizante, mantuvo casi el 100% de actividad. A partir de una
concentracion de MMTS 50 uM, mostré una importante pérdida de actividad hasta
casi el 50%. A diferencia del resto de las proteinas quiméricas, esta ultima

conserva el 40% de actividad en presencia de MMTS 100 uM.

100F - m TbTIM

80 —o—TcTIM 1
o --¥--TcTIM 1-2
.'g 60} 4 e TcTIM
g -
N

20 -

OI- . -

MMTS (uM)

Figura 18. Inactivacion por MMTS de TbTIM, TcTIM, y las
quimeras TcTIM 1-2 y TcTIM 1.

Dado que la quimera TcTIM 1, que es una proteina TbTIM silvestre con so6lo una
region de TcTIM, no es tan resistente a la accion del MMTS como TbTIM silvestre,
se concluyd que la region 1 juega un papel fundamental en las diferencias en
susceptibilidad de TcTIM y TbTIM a la inactivacién por reactivos sulfhidrilo. La
region 1 tiene un total de 13 diferencias en la secuencia de aminoacidos de TcTIM
y TbTIM. Basados en estos resultados, y en los de las quimeras de la region 4, se
diseno, construy6 y purificd una nueva proteina quimérica: una TcTIM con las
regiones 1y 4 de TbTIM. (TcTIM 2, 3, 5-8). Esta enzima se construyd a partir de
una de las proteinas quiméricas de la regidbn 4 descritas anteriormente: se
sustituy6 la regiéon 1 de la quimera TcTIM 1- 3, 5-8 por la region 1 de TbTIM

silvestre. Esta quimera presenta el mismo patrén de inactivacion que TbTIM
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(Figura 19): a una concentracion de MMTS 100 uM conserva el 70% de actividad,
tal y como ocurre con TbTIM silvestre. La quimera TcTIM 2, 3, 5-8 posee el 92.8 %
de la secuencia de aminoacidos de TcTIM y presenté un comportamiento ante el
MMTS indistinguible del que presenta la enzima TbTIM silvestre. Las 13
diferencias que se observan en la regién 1 entre las enzimas silvestres TbTIM y
TcTIM contribuyen de manera importante a la diferencia en la susceptibilidad a la
inactivacibn que muestran estas dos enzimas a concentraciones de MMTS

mayores a 50 uM.

100F 4 = TbTIM
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Figura 19. Inactivacién por MMTS de TbTIM, TcTIM, y la
quimera TcTIM 2,3,5-8.

5.6 Cuantificacion de cisteinas derivatizadas con DTNB.

TbTIM y TcTIM no sélo presentan diferencias marcadas en su comportamiento
frente la inactivacion por MMTS; cuando se probaron otros derivatizantes de grupo
sulfhidrilo como el DTNB, también se observaron diferencias importantes. La
constante de inactivacion de TcTIM por el efecto del DTNB es alrededor de 160
veces mayor con respecto a la de TbTIM (Pérez-Montfort R., et al, 1999). Para

evaluar el efecto de este derivatizante en las quimeras, se hicieron ensayos de
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derivatizacion de las cisteinas accesibles con DTNB en cada una de las proteinas

quiméricas.

Una vez que este derivatizante reacciona equimolarmente con grupos
sulfhidrilo libres, se libera el acido 2-nitro-1-benzoico (TNB) que presenta un
maximo de absorbancia a 412 nm, el cual puede ser monitoreado
espectrofotométricamente. Se utiliz6 DTNB 1 mM para derivatizar tanto a las
enzimas silvestres como a las quimeras. En la figura 20 se presenta el numero de
cisteinas derivatizadas en cada proteina con respecto al tiempo, hasta los 15
minutos; tiempo en el que se observa que algunas de las proteinas se habian

inactivado por completo o incluso se observo agregacion protéica en la celda.
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Figura 20. Cuantificacion del numero de cisteinas derivatizadas en
TbTIM, TcTIM y las quimeras por efecto del DTNB.

Claramente se observan dos tipos de comportamiento en las enzimas tratadas
con DTNB. La derivatizacién de las cisteinas de TcTIM por efecto del DTNB es

mas rapida con respecto a la que presenta TbTIM. Desde los primeros minutos de
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reaccion, se derivatiza la primera cisteina (cisteina de interfase) y al cabo de 15
minutos de reaccion se derivatizan 4 cisteinas. EI comportamiento de TbTIM ante
la derivatizacion por el DTNB es completamente diferente; después de 15 minutos
de reaccion con una concentracion de DTNB de 1 mM, TbTIM apenas presenta
una cisteina derivatizada. Las quimeras TcTIM 1-6, TcTIM 1-5 y TcTIM 1-4
presentan un comportamiento similar al de TcTIM. El efecto del DTNB sobre la
quimera TcTIM 1-6 fue muy drastico, de tal manera que después de 10 minutos de
reaccion y de la derivatizacidon de cuatro cisteinas, la inactivacion es tal que
promueve la agregacion de la proteina. Esto produce como resultado valores altos

de absorbancia que se reflejan en el aumento subito de las cisteinas derivatizadas.

Es importante mencionar que el comportamiento de las quimeras de la region 4
ante la derivatizacion con el DTNB, apoya los resultados obtenidos con el MMTS
de manera consistente (Figuras 15-17). La quimera TcTIM 1-3, que tiene las
regiones 4-8 de TbTIM, en los primeros minutos presenta una derivatizacion de los
residuos de cisteina lenta, tal y como lo presenta TbTIM, y, después de los 15
minutos de reaccion, sbélo se han derivatizado por completo dos cisteinas por
dimero. La quimera TcTIM 4, presentd un comportamiento peculiar. A pesar de
tener la region 4 de TcTIM, la derivatizacion de la primera cisteina resulto ser igual
que en el caso de TbTIM; sin embargo la derivatizacion de las siguientes cisteinas
presentd un comportamiento lineal. Después de 20 minutos de reaccion se
derivatizaron cuatro cisteinas de manera similar a lo observado en TcTIM y en las
quimeras TcTIM 1-6, TcTIM1-5 y TcTIM1-4. La quimera TcTIM 1-3, 5-8, con la
region 4 de TbTIM, presenté un comportamiento muy similar a la quimera TcTIM 1-
3 ya que al final del experimento tan solo se derivatizaron dos residuos de
cisteinas. Estos resultados confirman la importancia de la region 4 en la
derivatizacion de las proteinas quimeéricas, ya que aquellas que contienen la region
4 de TbTIM presentaron una mayor resistencia al efecto del DTNB de la misma

forma a lo observado con el MMTS (Figuras 15-17).
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Las quimeras TcTIM1-2, y TcTIM 1 presentaron un comportamiento similar a
TbTIM, al final del experimento solo dos de sus cisteinas se derivatizaron por
completo. La enzima TcTIM 2, 3, 5-8 , con solo dos regiones de TbTIM (regiones 1
y 4) presenta una derivatizacion muy lenta, incluso resulté mas resistente que la
propia TbTIM silvestre. Después de 25 minutos de reaccion se puede decir que

ninguna de sus cisteinas se ha derivatizado.

Este experimento, nos permiti6 poder clasificar a las proteinas quiméricas en
dos grupos: aquellas que se comportaron como TbTIM ante la derivatizacion con
DTNB (TcTIM 1-3, TcTIM 1-2, TcTIM 1, TcTIM 1-3, 5-8 y TcTIM 2, 3, 5-8) y el
segundo grupo que lo conforman aquellas quimeras con comportamiento similar a
TcTIM (TcTIM 1-6, TcTIM 1-5, TcTIM 1-4). La quimera TcTIM 4 presentd un
comportamiento intermedio, sin embargo, al minuto 20 de reaccidn presentd el

mismo numero cisteinas derivatizadas que TcTIM.

En la tabla 6 se hace énfasis al tiempo requerido para derivatizar la primera
cisteina tanto en las enzimas silvestres como en las proteinas quiméricas. Asi
mismo, se presenta el numero de cisteinas derivatizadas a los doce minutos,
tiempo en el cual aun no se presenta agregacioén en la celda de reaccién para

ninguna proteina permitiendo una interpretacién correcta de los datos.
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Enzima # Cisteinas Tiempo de # de cisteinas

por dimero @ derivatizacion de derivatizadas por

la primer cisteina dimero después de

(Cys14 o0 15) 12 min de reaccidn

con DTNB

TbTIM 6 18 min 0.9
TcTIM 8 <1 min 3.8
TcTIM 1-6 8 < 1min 4.7
TcTIM 1-5 8 <1 min 4.7
TcTIM 1-4 8 < 1min 3.4
TcTIM 1-3 6 3 min 2.0
TcTIM 1-2 6 9 min 1.6
TcTIM 1 6 6 min 1.8
TcTIM 4 8 4 min 2.6
TcTIM 1-3, 5-8 6 6 min 2.0
TcTIM 2,3, 5-8 6 > 20 min 0.33

Tabla 6. Cuantificacidn de cisteinas derivatizadas por efecto del DTNB en TbTIM y
TcTIM silvestres y nueve enzimas quiméricas.
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5.7 Analisis de las regiones 1y 4 en TbTIM y TcTIM y la quimera TcTIM
2,3,5-8

La quimera TcTIM 2, 3, 5-8 (35 mg/mL), se cristalizd en presencia de 200 mM de
malonato de sodio pH 7 y 20% de PEG 3350. El cristal fue difractado en el APS,
Argonne, lllinois, USA. Se colectaron los datos de difraccion a 1.65 A de resolucion
y se encontraron 4 moléculas en la unidad asimétrica. Las coordenadas del cristal
fueron depositadas en el Protein Data Bank con el codigo 3Q37. El analisis de la
estructura se centr6 en las regiones 1 y 4 que son las que resultaron ser
importantes en la diferencia de susceptibilidad ante el MMTS entre TbTIM vy
TcTIM. La estructura de la quimera TcTIM 2, 3, 5-8 se superpone con las
estructuras cristalograficas de TbTIM (PDB:5TIM) y TcTIM (PDB:1TCD) con
RMSDs de 0.437 y 0.385 A, respectivamente. Sélo se observa un desplazamiento
menor en el asa de la region 1 y en la regidn 6 que corresponde a los aminoacidos
de el asa flexible involucrada en la catélisis enzimatica (Malabanan MM., et al.,
2010). Laregion 1 de la TcTIM 2, 3, 5-8 se superpone con la region 1 de TcTIM y
TbTIM con un RMSDs de 0.363 y 0.237 A, respectivamente (Figuras 21 Ay B).
De manera similar la superposicion de la region 4 de TcTIM 2, 3, 5-8 con TcTIM y
TbTIM presentd valores de RMSDs de 0.219 y 0.150 A, respectivamente (Figuras
22 Ay B).
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Figura 21. Region 1 de la quimera TcTIM 2, 3, 5-8. A) Superposicion de la region 1 de
TcTIM 2, 3, 5-8 (color) con la region 1 de TcTIM (gris). B) Superposicion de la region 1 de
TcTIM 2, 3, 5-8 8 (color) con la regidon 1 de TbTIM (gris).
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Figura 22. Region 4 de la quimera TcTIM 2, 3, 5-8. A) Superposicion de la region 4 de

TcTIM 2, 3, 5-8 (color) con la region 4 de TcTIM (gris). B) Superposicion de la region 4 de

TcTIM 2, 3, 5-8 8 (color) con la region 4 de TbTIM (gris).

Debido a que no se encontraron diferencias importantes entre la estructura
cristalogréafica de TcTIM 2, 3, 5-8 y las enzimas silvestres se puede decir que las
diferencias en susceptibilidad al MMTS, que confieren los cambios en las regiones
1y 4, se debe a algun efecto en las cadenas laterales y no a un arreglo diferente

en las cadenas principales de los aminoacidos de la enzima quimérica.

5.8 Determinacion del pKa de la cisteina de interfase en la quimera
TcTIM 2,3,5-8 y algunas otras quimeras.

En trabajos anteriores, se reportd que un factor crucial que determina la
diferencia de reactividad de las cisteinas de interfase de TcTIMy TbTIM era el pKa
de su grupo tiol, el cual es 0.8 unidades de pH menor en TcTIM que en TbTIM
(Reyes-Vivas et al.,, 2001). Al determinar el pKa de la cisteina de interfase de la
quimera TcTIM 2,3,5-8 resultd ser muy parecido al valor de TbTIM. De manera

interesante, los valores de pKa de las quimeras de la region 4, que presentaron un
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comportamiento intermedio entre TbTIM y TcTIM a la inactivacion por MMTS,
también resultaron ser intermedios a los obtenidos para las enzimas silvestres
(Tabla 7).

Enzima pKa
TbTIM 10.53 +0.06
TcTIM 9.27 +0.16
TcTIM 1-4 9.17 +0.12
TcTIM 1-3 9.86 +0.05

TcTIM 1-3,5-8 | 9.59 + 0.06
TcTIM 2, 3,5-8  10.61 +0.06

Tabla 7. Valores de pKa de la cisteina de interfase de TbTIM,
TcTIM y algunas quimeras.

En las siguientes graficas se representa claramente que la inactivacion de
algunas quimeras y de las proteinas silvestres es directamente proporcional al
valor del pKa de la cisteina de interfase. Conforme aumenta el valor del pKa, se
presenta una resistencia notable a la derivatizacion e inactivacion por el MMTS
(Figuras 23 A, B y C). Se seleccionaron tres concentraciones de MMTS como las
mas representativas, ya que se puede ver el efecto a bajas concentraciones (20
uM), en la parte intermedia de las curvas de inactivacién (50 uM) y en la méaxima

concentracion probada (100 uM) para las quimeras y las enzimas silvestres.

73



% Actividad

B)

% Actividad

o

% Actividad

100+

75+

50+

25+

20 uM de MMTS

100+

75+

50+

25+

0-

100+

75+

50+

9.17 9.27 9.59 9.86 10.53 10.61
pKa

50 uM MMTS

9.17 9.27 9.59 9.86 10.53 10.61
pKa

100 uM MMTS

9.17 9.27 959 9.86 10.53 10.61
pKa

P TcTIM 1-4

B TcTIM

B TcTIM 1,3, 5-8
P TcTIM 1-3

I TbTIM

BN TcTIM 2,3, 5-8

P TcTIM 1-4

B TcTIM

P TcTIM 1,3, 5-8
PN TcTIM 1-3

I TbTIM

BN TcTIM 2, 3, 5-8

P TcTIM 1-4

B TcTIM

P TcTIM 1,3, 5-8
PN TeTIM 1-3

I ToTIM

P TcTIM 2,3, 5-8

Figura 23. Dependencia de la inactivacion por MMTS de algunas quimeras,
TbTIM y TcTIM con el valor de pKa de la cisteina de interfase. Se muestran los %
de actividad residual después de la incubacion de las distintas proteinas a diferentes
concentraciones de MMTS A) MMTS 20 uM, B) MMTS 50 uM, C) MMTS 100 pM.
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5.9 Avances en la identificacion del numero minimo de
aminoacidos involucrados en la diferencia de susceptibilidad de
TcTIM y TbTIM ante el MMTS.

Con el objetivo de encontar el nUmero minimo de aminoacidos requeridos para
que TcTIM se comporte como TbTIM ante el efecto de los reactivos de grupo
sulfhidrilo se han construido algunas mutantes tanto de la region 1 como de la
region 4. Algunos de estos datos fueron incluidos en el articulo derivado de este
trabajo y que a su vez forman parte de proyectos alternos que se llevan a cabo en
el laboratorio (Tesis de licenciatura Diaz-Mazariegos S. 2010 y tesis de
licenciatura Rodriguez-Bolafios M. 2010). Algunas mutantes no han sido

reportadas antes.

De las trece sustituciones que se encuentran en la region 1 entre la secuencia
de aminoacidos de TcTIM y TbTIM, se seleccionaron los cinco aminoacidos que se
encuentran al inico de la hélice 1 para construir una quintuple mutante. Para
construir esta mutante se tom6 como molde a la quimera TcTIM 2, 3, 5-8 en la cual
se sustituyeron los aminoécidos en las posiciones 19, 20, 21, 23 y 24 por los
correspondientes en la secuencia de TcTIM. Es decir, a la quimera TcTIM 2, 3, 5-
8, con las regiones 1y 4 de TbTIM se le cambiaron cinco aminoacidos de la region
1, por aquellos que originalmente se encuentran en TcTIM. Con esa mutante se
pretendia evaluar si estos cinco aminoacidos eran los responsables del efecto de
la region 1 en la quimera TcTIM 2, 3, 5-8. De manera interesante, cuando se probd
el efecto del MMTS en esta quimera, presenté un comportamiento intermedio entre
TcTIM y TbTIM (Figura 24), es decir la quimera TcTIM 2,3, 5-8 al regresarle 5
aminoacidos de TcTIM en la region 1 ya no es una enzima resistente al efecto del
MMTS como TbTIM. Este resultado indica que estos cinco aminoacidos juegan un

papel importante en la inactivacion por el agente derivatizante.
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Figura 24. Efecto del MMTS en la quimera TcTIM 2, 3, 5-8: 19E, 20S,
21L, 23V, 24P.

En la figura 25 se grafica la quintuple mutante junto con la quimera TcTIM 1,3,
5,8. Se puede observar que el comportamiento de ambas quimeras ante el efecto
del MMTS es intermedio entre TbTIM y TcTIM. La quimera TcTIM 1, 3, 5-8 sélo
posee la regién 4 de TbTIM, lo que le permite tener un comportamiento intermedio
entre las dos enzimas silvestres. Esta observacion apoya la aseveracién de que
los cinco aminoacidos mutados en la quintuple mutante son los responsables de la
derivatizacion en la regién 1, ya que al parecer en esta quintuple mutante sélo se

observa el efecto de la regidn 4, al igual que en la quimera TcTIM 1, 3, 5-8.
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Figura 25. Efecto del MMTS en la quimera TcTIM 2, 3, 5-8: 19E, 20S,
21L, 23V, 24P y la quimera TcTIM 1,3, 5-8.
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El andlisis de la estructura cristalografica de la quimera TcTIM 2, 3, 5-8 produjo
algunos posibles candidatos para ser estudiados. Gracias a este analisis se pudo
sugerir que los posibles aminoacidos involucrados en la derivatizacion por MMTS
eran aquéllos que se encontraban mas expuestos al solvente, mientras que los
aminoacidos involucrados en la estabilidad intriseca de la proteina no tenian una
contribucion importante en la derivatizacion de la cisteina de interfase por el
MMTS.

De las trece diferencias que se encuentran en la region 1 entre TcTIM y TbTIM,
cinco aminoacidos se encuentran expuestos al solvente y corresponden a los
residuos en las posiciones 19, 20, 21, 23 y 24 que fueron mutados en la quintuple
mutante de la cual se habl6 en el parrafo anterior. Hay dos aminoacidos, que de
acuerdo a la estructura cristalografica de la quimera TcTIM 2, 3, 5-8 se encuentran
involucrados en la estabilidad interna de la proteina, son la Phe 29 y la lle 34.
Estos aminoacidos en la quimera TcTIM 2, 3, 5-8 corresponden a residuos de
TbTIM, recordando que esta quimera posee las regiones 1 y 4 de TbTIM, en
TcTIM estos aminoacidos corresponden a Leu y Phe respectivamente. Con el
proposito de confirmar que estos aminoacidos se encontraban directamente
involucrados en la estabilidad de la proteina y no en la inactivacon por MMTS, se
produjo la mutante TcTIM 1-3, 5-8: Phe34lle, tomando como molde el DNA de la
quimera TcTIM 1-3, 5-8 que solo posee la region 4 de TbTIM; en la posicion 34 se
cambid el amino&cido correspondiente en TcTIM (Phe) por el que se encuentra en
TbTIM (lle).

El motivo principal para tomar como molde la quimera TcTIM 1,3, 5-8 fue que
debido a que posee la region 4 de TbTIM y a que presentd un comportamiento
intermedio entre TcTIM y TbTIM ante el MMTS (Figuras 16 y 17), era posible
cambiar un solo residuo, en este caso en la posicion 34, o que permitiria ver su
efecto en la susceptibilidad al MMTS, ya sea que la nueva quimera se comporte
como TcTIM o como TbTIM.
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De esta manera, si el residuo en la posicibn 34 estuviera involucrado en la
derivatizacion por MMTS, al cambiarlo por el correspondiente en TbTIM, el
comportamiento de la quimera TcTIM 1-3, 5-8: Phe34lle seria similar o cercano al
de TbTIM. Por otro lado, si esta quimera se comportara de manera similar a la
quimera TcTIM 1-3, 5-8 confirmaria que el aminoacido en la posicion 34 sélo

contribuye en la estabilidad intrinseca de la proteina y no en la inactivacion por
MMTS.

En la figura 26, se muestra el comportamiento de la quimera TcTIM 1-3, 5-8:
Phe34lle ante el efecto del MMTS.
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Figura 26. Efecto del MMTS en la quimera TcTIM 1- 3, 5-8: Phe34lle

El comportamiento de esta quimera ante el MMTS fue muy similar al de TcTIM,
en las concentraciones menores de MMTS (2.5 y 5 uM) esta quimera mantiene
porcentajes mayores de actividad, con respecto a los que presenta TcTIM; sin
embargo ni siquiera se observa un comportamiento intermedio como la quimera
antecesora (TcTIM 1-3, 5-8, Figura 27). Estos resultados demostraron que el
aminoacido en la posicion 34 no es importante para la inactivacion por el MMTS,
ya que esta sustitucion consistié en cambiar el residuo existente en TcTIM por el

correspondiente en TbTIM lo que podria conferir resistencia ante el MMTS, pero

no fue asi.
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Figura 27. Efecto del MMTS en la quimera TcTIM 1- 3, 5-8: Phe34lle y
la quimera TcTIM 1-3, 5-8.

Con respecto a la region 4, se estudidé otro aminoacido como posible candidato
involucrado en el mecanismo de inactivacion por MMTS. En TcTIM, en la posicion
116 existe un Glu, mientras en TbTIM en esta posicion se encuentra una Ala. En la
estructura cristalografica de la quimera TcTIM 2, 3, 5-8 este residuo se encuentra
expuesto al solvente, de tal manera que se decidié probar esta posicién y evaluar

si este aminoacido se encontraba involucrado en la derivatizacion por MMTS.

Tomando como molde el DNA de la quimera TcTIM 4, que sélo posee la region 4
de TcTIM y el resto de la secuencia de TbTIM, se cambié el aminoacido en la
posicion 116 (Glu) por una Ala, residuo que se encuentra originalmente en TbTIM

para dar lugar a la quimera TcTIM4: 116A.

La quimera TcTIM 4 es una de las tres quimeras que presentaron un
comportamiento intermedio entre TcTIM y TbTIM ante el MMTS (Figuras 16y 17).
De manera interesante la quimera TcTIM 4:116A recuperé la resistencia a bajas
concentraciones de MMTS en comparacion con la quimera TcTIM4 (Figuras. 28a 'y
28b) con lo que se confirmd el papel de este aminoacido en la susceptibilidad de
TcTIM ante el MMTS. Este resultado también apoya la idea de que los
aminoacidos expuestos al solvente son los que se encuentran involucrados

directamente en el efecto del MMTS.
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Figura 28a. Efecto del MMTS en la quimera TcTIM 4 y la quimera
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Figura 28b. Acercamiento del efecto de bajas concentraciones de
MMTS en la actividad de las quimeras TcTIM 4 y TcTIM4:116A

Gracias a la quimera TcTIM 2, 3, 5-8 se encontré que dos regiones y un total de
18 diferencias son las responsables del distinto comportamiento ante los reactivos
de grupo sulfhidrilo. Derivado de estos resultados, surgié la inquietud por saber si
las mismas regiones serian determinantes para hacer susceptible a una TbTIM
ante el MMTS con sélo las regiones 1y 4 de TcTIM. De esta manera se construyd
la quimera TcTIM 1, 4 (Rodriguez-Bolanos M., 2010). Se esperaba que esta
quimera, al tener las regiones 1y 4 de TcTIM y el resto de la secuencia de TbTIM,

fuera una quimera susceptible al efecto del MMTS de manera similar a TcTIM,
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pero esto no resultd asi. Como se muestra en la figura 29, la quimera TcTIM 1, 4 si

es mas susceptible con respecto a TbTIM, pero no tanto como TcTIM.
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g O TcTIM 2, 3, 5-8
> 80F 1 o TcTIM
< 4ofF -
X

20 -

ol -

MMTS (uM)
Figura 29. Efecto del MMTS en la quimera TcTIM 1,4.

La generacion de nuevas quimeras ha permitido resolver algunas preguntas,
pero también con los resultados obtenidos han surgido otros cuestionamientos; no
obstante la TIM es un excelente modelo en que mediante la generacion de
mutantes y quimeras se pueden hacer un numero ilimitado de combinaciones que
generan conocimiento en cuanto a las propiedades, funciones y mecanismos que

rigen a las proteinas.
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6. Discusion.

6.1 Flexibilidad de la triosafosfato isomerasa para generar quimeras.

El plegamiento de tipo (B/a)s que presenta la TIM fue el origen de la idea de
generar quimeras de TcTIM y TbTIM en este trabajo de investigacion. Dividir a
esta proteina en unidades estructurales conformadas por una hebra B, la hélice a
inmediata y el asa de unidn permitid intercambiar regiones de dos proteinas
homologas con el fin de evaluar el efecto de cada region en el comportamiento de

las quimeras obtenidas.

Estudios de mutagénesis dirigida exhaustiva han demostrado que algunas veces
el cambio de un aminoacido clave afecta de tal forma la estructura y estabilidad de
las mutantes que resulta imposible trabajar con ellas (Hernandez-Alcantara G., et
al., 2002, Cabrera N., et al., 2008). Sin embargo, en este estudio se demostré que
todas las proteinas quiméricas obtenidas, a pesar de poseer diversos fragmentos
de la correspondiente proteina homoéloga, resultaron ser enzimas cataliticamente
competentes a juzgar por los parametros cinéticos presentados en la tabla 4.
Ninguna de ellas se vi6 afectada significativamente en su valor de eficiencia
catalitica (Km/kcat). Con base en estos resultados se puede decir que todas las
quimeras obtenidas conservaron su estructura terciaria adecuada para permitir
gue el mecanismo catalitico se diera eficientemente. Cabe mencionar que a pesar
de que cada quimera incluia numerosos cambios, tanto los aminoacidos del sitio
catalitico (Lys13, His95 y Glu167) como su ambiente circundante permanecieron
intactos dando como consecuencia un comportamiento cinético muy similar al

observado en las proteinas silvestres.

Se sugiere que este mismo acercamiento que involucra la generacion de
quimeras se puede llevar a cabo con pares de proteinas homélogas que presenten
un alto grado de identidad. Por ejemplo es muy probable que quimeras de LmTIM
y TbTIM o TcTIM sean exitosas ya que LmTIM posee un 69 y 68% de identidad

con TbTIM y TcTIM respectivamente. Esto no se cumple con proteinas lejanas
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evolutivamente, ya que cuando se intentd generar quimeras de humano con TcTIM
dieron lugar a enzimas que se expresaban principalmente como cuerpos de

inclusion (datos no publicados).

6.2 A partir de una secuencia de 251 aminoacidos fue posible disectar
dos regiones cruciales en la inactivacion de TbTIM y TcTIM por
reactivos de grupo sulfhidrilo.

Durante aproximadamente 15 afos, se han llevado a cabo numerosos estudios
con el fin de encontrar los aminoacidos involucrados en el distinto comportamiento
de TbTIM y TcTIM a la inactivacion por reactivos de grupo sulfhidrilo. La mayoria
de estos acercamientos, abordaron el problema mediante el analisis de
mutaciones puntuales en estas dos enzimas. Entre los resultados mas
prometedores se encontro la triple mutante, una mutante de TcTIM en la cual se
analizaron tres aminoacidos del asa 3 en las posiciones 70, 71 y 82, que fueron
mutados por los correspondientes en TbTIM y LmTIM
(Thr70Ala/Arg71Lys/GIn82Pro). Esta mutante resultd ser 3 veces mas resistente al
efecto del MMTS con respecto a TcTIM silvestre (Reyes-Vivas H., et al., 2001).
Estos fueron los primeros resultados que indicaban que las grandes diferencias
entre estas dos enzimas no eran resultado de cambios puntuales, promoviendo asi

el desarrollo de una nueva estrategia experimental para abordar el problema.

En el esfuerzo por encontrar alguna region importante en las diferentes
susceptibilidades entre TcTIM y TbTIM se monitorearon las diferencias en la
interfase del dimero. Se construyeron dos séptuples mutantes de TcTIM y TbTIM
respectivamente, las cuales solo indicaron que el efecto de los cambios en la
interfase en las dos enzimas afectaba de manera parcial al distinto
comportamiento de estas TIMs ante la derivatizacion. Debido a todos estos
intentos fallidos, se decidi6 abordar esta pregunta con un enfoque gradual y
sistematico que permitiera ver el efecto de cada regidén para su posterior diseccion

en el nUmero minimo de aminoacidos involucrados.
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La secuencia de la TIM se dividi6 en ocho regiones, de diferente longitud y
también con diferente numero de sustituciones, todas ellas estaban conformadas
por el mismo motivo estructural (hebraB-asa de unidén-hélice a), gracias a este
disefio se pudieron conocer las dos regiones involucradas en la diferente
susceptibilidad de TbTIM y TcTIM al efecto del MMTS, las regiones 1y 4.

Asi, partiendo de dos proteinas con 250 y 251 residuos de aminoacidos (TbTIM
y TcTIM, respectivamente) se lograron encontrar 18 aminoacidos que determinan
la susceptibilidad a la inactivacion de estas enzimas por el MMTS y el DTNB
distribuidos en dos regiones. Trece de estos cambios se encuentran en la region 1

(del aminoé&cido 1-35) y 5 en la region 4 (del aminoacido 92-119).

6.3 Efecto de las regiones 1 y 4 en la inactivacién de TcTIM y TbTIM
por agentes derivatizantes.

La forma en la que fueron disefadas las quimeras representaba dos posibles
escenarios. El primero de ellos esta relacionado con la adicion gradual de regiones
de TbTIM en TcTIM, de esta forma se podria esperar que el efecto también fuera
gradual; es decir que conforme se agregaran regiones de TbTIM a TcTIM su
comportamiento ante el efecto del MMTS se pareciera cada vez mas al de TbTIM,
lo que indicaria que varios aminoacidos actuaran de manera concertada
favoreciendo la derivatizacion. La segunda posibilidad consistia en que al agregar
regiones de TbTIM a TcTIM hubiera un umbral o algun cambio crucial que
desencadenara una diferencia en el patrdbn de inactivacidbn por derivatizacion.
Ambos escenarios eran interesantes y cada resultado tendria diferente
interpretacioén; sin embargo con la segunda posibilidad se presentaria de

inmediato la o las regiones responsables en la derivatizacion de TbTIM y TcTIM.

Los resultados mostraron el segundo escenario, en donde un cambio crucial,
indicd los aminoacidos responsables en el comportamiento de TbTIM y TcTIM
ante el MMTS. Este cambio crucial, fue la region 4. No fue hasta que la region 4 de
TbTIM fue insertada en TcTIM (Quimera TcTIM 1-3, Figura 15) cuando se
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presentd un cambio importante en el patron de inactivacion, ya que por ejemplo, la
quimera TcTIM 1-4 (Figura 14) con las regiones 5-8 de TbTIM y 32 sustituciones
de un total de 65 diferencias entre las dos enzimas silvestres no presentd un
efecto importante en la reactividad de la cisteina de interfase con respecto a
TcTIM. El hecho de que se confirmara la importancia de la region 4, con las
quimeras que soélo tenian esta region y siete regiones ya sea de TcTIM o TbTIM

(Figura 16) limit6 el analisis a cinco residuos de aminoacidos.

Los resultados de los experimentos con las quimeras TcTIM 1-2 y TcTIM 1
(Figura 18) llevaron a la conclusién de que la regidén 1 juega un papel importante y
fue constatado con la construccion de la quimera TcTIM 2, 3, 5-8, la cual resultd
comportarse como una TbTIM silvestre ante el efecto del MMTS, con seis regiones
de TcTIM y solo dos regiones de TbTIM (Figura 19). La regién 1, junto con las
regiones 5y 6 son las que presentan mayor numero de diferencias, 38 de un total
de 65 diferencias entre las dos secuencias de TbTIM y TcTIM. Trece de ellas se

encuentran en la region 1.

Ninguno de los aminoacidos involucrados de la region 1 o 4, hacen interaccion
alguna con la cisteina de interfase y tampoco existe alguna interaccion entre ellos
(Figura 30). En la tabla 8 y 9 se resumen las interacciones de los 18 aminoacidos
involucrados y de la cisteina de interfase, con lo que se demuestra que el efecto
de estas dos regiones en la reactividad de la cisteina de interfase podria ser
debido a interacciones a larga distancia, descritas en numerosas ocasiones para
explicar interacciones en las proteinas ( Vishveshwara S., et al., 2009, Er T.K.,et
al., 2011, Dubay, K.H., et al., 2011).
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Figura 30. Localizacion tridimensional
de las regiones 1(amarillo) y 4
(magenta). Se presentan los 18
aminocidos diferentes en estas regiones,
asi como la cisteina de interfase.
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Aminoacido Region Interacciones con aminoacidos vecinos

Puentes de hidrégeno Interacciones hidrofébicas
Cysi14 1 Asni15A, Gly72B, Phe74B = Phe74B
GIn18 1 GIn19A, Ser22A, His47A, | His47A, Met50A, Tyr86B
Asp85B, Tyr86B
GIn19 1 Ser17A, Ser20A, Ser22A
Glu23A, Asp85A
Ser20 1 Ser17A, Leu21A, Glu23A,
Leu24A
Ser22 1 GIn18A, GIn23A, lle25A,
Asp26A, Arg55A
Glu23 1 GIn19A, Leu24A, Asp26A,
Leu27A
Asp26 1 Ser22A, Leu27A, Asn29A,
Ser30A, Arg54A
Leu27 1 Glu23A, Leu24A, Phe28A Leu24A, Phe28A,
Ser30A, Thr31A Pro240A,Val243A
Phe28 1 Leu24A, Asn29A, Thr31A, @ Ala10A, Leu24A, lle25A,
Asn31A Leu27A, Val41A, Leu55A,
Phe60A, Phe242A, Val243A,
lle246A
Ser30 1 Asp26A, Leu27A,
Thr37A,Ser32A
Thr31 1 Leu27A, Phe28A, lle33A, Val243A, lle246A
Ser32A,1le33A, Asn57A
Ser32 1 Ser30A, 11e33A, Asn34A
1le33 1 Thr31A, Ser32A, Asn34A,  Thr31A, Val37A, Lys59A,
Asn57A, Lys59A, Phe60A, lle246A
Asn34 1 Ser32A, His35A

Tabla 8. Interacciones de los aminoacidos diferentes de la region 1 en la quimera TcTIM 2,
3, 5-8. Los datos fueron obtenidos utilizando el servidor LPC-CSU, derivado del programa CSU
(Sobolev V., et al.,1999), utilizando las coordenadas del cristal de la quimera TcTIM 2, 3, 5-8.Cédigo
del PDB 3Q837. Se incluyen las interacciones de la Cys de interfase, aunque este aminoacido es el
mismo en TcTIMy TbTIM
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Aminoacido Region Interacciones con aminoacidos vecinos

Puentes de hidrégeno Interacciones hidrofébicas
Ala100 4 Ser96A, Tyr101A, Tyr101A
Gly103A
Aspii1 4 Glu107A, Lys112A, Thre9A, Lys112A
Ala114A, Ala115A,
Lys153A
Ala115 4 Asp111A, Ala116A, Thre9A, Leu80A
Ala118A, Ser119A
Val117 4 Val113A, Ala118A, Val113A, Ala118A, Val123A,
Gly120A, Arg161A Leu154A, Ala158A,
Arg161A,Val162A
Ser119 4 Lys84A, Ala115A,

Gly120A, Phe121A

Tabla 9. Interacciones de los aminoacidos diferentes de la region 4 en la quimera TcTIM 2,
3, 5-8. Los datos fueron obtenidos utilizando el servidor LPC-CSU, derivado del programa CSU
(Sobolev V., et al.,1999), utilizando las coordenadas del cristal de la quimera TcTIM2,3, 5-8.Cédigo
del PDB 3Q37.
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6.4 Analisis de las regiones 1y 4 de TcTIM y TbTIM.
6.4.1 Diferencias en las regiones 1y 4 entre TcTIMy TbTIM.

Hasta el momento no sabemos como se relacionan las regiones 1 y 4 ni la
manera en la que regulan el efecto del MMTS en la cisteina de interfase. Con el
objetivo de saber mas de estas regiones, se presenta un analisis de las
sustituciones en cada region haciendo énfasis en la naturaleza de cada una, asi
como en su localizacidén en la estructura y en el aréa de superficie accessible de
cada aminoacido. En la region 1 existen 13 diferencias entre las secuencias de
aminoacidos de TcTIM y TbTIM, de las cuales 8 son sustituciones conservativas, 1
aminoacido con sustitucion semiconservativa y 4 aminoacidos sin homologia
(Tabla 10). La region 1 junto con las regiones 5y 6 son las regiones que presentan

mas diferencias entre TcTIM y TbTIM.

Posicion Tipo de aaen ASA aaen ASA | Localizacion
sustitucién TbTIM  A%2  TcTIm A2 enla

proteina
18 Conservativa GIn 67.1  Glu 65.7 Hélice 1
19 Semiconservativa Gin 126.8 = Ser 92.8 Hélice 1
20 Sin homologia Ser 549 | Leu 89.1 Hélice 1
22 Sin homologia Ser 15.1 | Val 40.9 Hélice 1
23 Sin homologia Glu 116.7 Pro 75.2 Hélice 1
26 Conservativa Asp 64.1 | Glu 103.5 Hélice 1
27 Sin homologia Leu 62.1 | Thr 46.2 Hélice 1
28 Conservativa Phe 0 Leu 0.85 Hélice 1
30 Conservativa Ser 87.8 Ala 86.5 Hélice 1
31 Conservativa Thr 16.4 @ Ala 17.7 Asa 1-2
32 Conservativa Ser 80.9 Thr 108.3 Asa 1-2
33 Conservativa lle 14.4 Phe 9.0 Asa 1-2
34 Conservativa Asn 137.8 | Asp 126.7 Asa 1-2

Tabla 10. Diferencias en la region 1 entre TcTIM y TbTIM. Se muestra el tipo de
sustitucion, asi como el area de superficie expuesta (ASA) y la localizacion de cada
aminoacido en la proteina. Los calculos de ASA se realizaron con el programa
GETAREA, reportado en Fraczkiewicz, R. y Braun, W.,1998
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La mayoria de las sustituciones estan concentradas en la primera hélice,
algunas ya han sido estudiadas; por ejemplo en la quintuple mutante (Figuras 24 y
25) en donde se analizaron los cambios en las posiciones 18,19, 20, 22 y 23
(numeracion de TbTIM). Siguiendo la teoria de que los aminoacidos involucrados
en la accién del MMTS son aquellos que estan expuestos al solvente, hace falta
corroborar que aquellos que se encuentran ocultos no juegan un papel crucial en
la derivatizacion. En este sentido ya se comprobd que el cambio en la posicion 33
(le33Phe) no es importante como se mostro en la figuras 26 y 27 con la quimera
TcTIM 1,3, 5-8;Phe34lle.

La region 4 de TcTIM y TbTIM presenta cinco diferencias, de las cuales 3

sustituciones no tienen homologia y 2 sustituciones son conservativas (Tabla 11).

Posicion Tipo de aaen A§A aaen A§A Localizacion
sustitucién TbTIM  A®>  TcTIM A2 enla

proteina
100 Sin homologia Ala 76.82 | Leu @ 94.15 Hélice 4
111 Conservativa Asp | 71.08 Glu 93.31 Hélice 4
115 Sin homologia Ala 26.57 Gin 44.50 Hélice 4
117 Sin homologia Val 10.69 = Cys 3.62 Hélice 4
119 Sin homologia Ser 26.20 Ala 18.96 Hélice 4

Tabla 11. Diferencias en la region 4 entre TcTIM y TbTIM. Se muestra el tipo de
sustitucion, asi como el area de superficie expuesta (ASA) y la localizacion de cada
aminoacido en la proteina. Los célculos de ASA se realizaron con el programa
GETAREA, reportado en Fraczkiewicz, R. y Braun, W.,1998

Las diferencias en esta region solo se limitan al estudio de cinco mutaciones, sin
embargo, solo la posicién 115 ha sido caracterizada con la mutante TcTIM 4:116A
(Figura 28). Se observd que esta mutacion era importante en el efecto del MMTS,
pero también nos percatamos que este aminoacido no es el unico involucrado, por

lo que hace falta estudiar otras sustituciones y mas aun hacer algunas
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combinaciones de mutaciones para llegar al nUmero minimo de sustituciones
involucradas en el mecanismo de derivatizacidbn del los agentes de grupo

sulfhidrilo.

6.4.2 Importancia de las regiones 1y 4 en otras caracteristicas de la TIM.

En varios trabajos de investigacion se ha demostrado que los aminoacidos en
estas dos regiones son protagonistas de eventos importantes en la TIM. La region
1 abarca del residuo 1 (Met) al residuo 35 (His). En esta region se encuentra uno
de los aminoacidos cataliticos, la Lys13 y algunos aminoacidos que forman parte
de la interfase en las posiciones 11, 14, 15, 16, 17, 18 y 19 entre ellos la cisteina
de interfase (Cys14). Dentro de los 18 aminoacidos importantes en la inactivaciéon
de TcTIMy TbTIM por reactivos de grupo sulfhidrilo, sélo dos de ellos forman parte
de la interfase, la GIn 18 y GIn 19 en TbTIM, que corresponden al Glu19 y a la Ser
20 en TcTIM.

La region 4 abarca del aminoacido 92 (Val) al 119 (Ala en TcTIM y Ser en
TbTIM). A pesar de que en esta region solo hay cinco diferencias entre la
secuencia de aminoacidos de TbTIM y TcTIM; se ha demostrado que varios
aminoécidos de esta region son cruciales en algunas caracteristicas de estas dos
enzimas. En TcTIM, en esta regidn se encuentra la Cys 117, residuo de cisteina
adicional con respecto a las cisteinas que tiene TbTIM. En los primeros estudios
fue mutado por un residuo de Val, aminoacido que se encuentra en TbTIM (Garza-
Ramos G., et al., 1998); sin embargo no hubo un cambio importante con respecto

a su comportamiento en presencia del MMTS.

También en esta region se encuentran dos residuos de tirosina importantes, la
Tyr101 y Tyr102, que han sido ampliamente estudiados por formar parte de una
cavidad hidrofébica que se conserva en algunas TIMs de parasitos como LmTIM,
EhTIM y PfTIM (Olivares-lllana., et al., 2006) y también en TcTIM y TbTIM.
Cuando se cristalizd6 TcTIM en presencia de hexano, dentro de los siete

aminoacidos que se encontraban a menos de 4 A de una de las moléculas de
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hexano, se encontraron estas tirosinas (Gao XG., et al, 1999). Cuando se
cristalizé TcTIM en presencia de un compuesto derivado del benzotiazol (el acido
3-(2-benzotiazoliltio)1-propanosulfénico), resultd que también una de las tirosinas,
la Tyr101 resultd a menos de 4 A del compuesto en cuestion (Tellez-Valencia A.,
et al., 2004).

Esta regidon también cobré importancia en el estudio de la mutacién Glu104Asp
de HUTIM (Rodriguez-Almazan C., et al., 2008) que causa una severa deficiencia
de TIM en humanos. En este trabajo se relacioné la mutacién en la posicion 104
(region 4) con una red de moléculas de agua conservadas que se situan en la
interfase. Esta red de moléculas de agua se encuentra en una cavidad polar
formada por 10 aminoacidos (5 de cada mondmero) que se conservan en todas
las secuencias de TIM reportadas, salvo en las enzimas de arqueobacterias. De
los cinco aminoacidos que forman esta cavidad polar, tres de ellos se encuentran

en la region 4 (Arg98, Glu104 y Lys112, numeracion de HuTIM).

Todos estos eventos y particularidades que han sido caracterizadas en la TIM
resaltan el interés de las regiones 1 y 4, no sélo en relacion con el efecto de los
reactivos de grupo sulfhidrilo si no en muchas otras caracteristicas relevantes de
esta enzima. Es importante recalcar que antes de este trabajo, ni la region 1, ni la

region 4 habian cobrado tanto interés.

Dados los resultados aqui presentados podemos sugerir a estas dos regiones
como posibles “hot points”, en donde se esta afectando de manera importante la

actividad de una enzima tan estudiada como lo es la TIM.
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7. Conclusiones.

*El uso de quimeras permitid6 encontrar las regiones involucradas en el distinto
comportamiento de TbTIM y TcTIM cuando se inactivan con el MMTS. Esta

estrategia puede ser util para estudiar proteinas homologas.

+ Se demostr6é que la diferencia de susceptibilidad al MMTS entre TbTIM y TcTIM
no es debido a mutaciones puntuales, de manera contraria es un efecto

concertado entre varios aminoacidos.

+ Las diferencias en comportamiento de TbTIM y TcTIM en presencia del MMTS
estan dadas por 18 aminoacidos distribuidos en las regiones 1 y 4; entre los
cuales no hay interaccion alguna, ni tampoco interaccionan con la cisteina de
interfase, lo que sugiere fuertemente que, el efecto de estas dos regiones, se debe

a interacciones a larga distancia.

*Las 18 diferencias tienen como consecuencia un cambio en el pKa de la cisteina

de interfase.
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8. Perspectivas.

Identificar los 18 amino&cidos responsables en la inactivacion por MMTS, fue un
gran avance en el estudio de las diferencias entre TcTIM y TbTIM; sin embargo
aun no conocemos cual es el numero minimo de sustituciones que se requieren
para que TcTIM presente el mismo comportamiento que TbTIM. Una vez que se
encuentren los aminoécidos responsables tanto en la region 1 como en la region 4,
seria importante identificar la combinacibn minima necesaria entre los
aminoacidos de la region 1 y 4 para que TcTIM sea resistente al efecto del MMTS
como TbTIM. Para cumplir estos objetivos es necesario el disefio de nuevas

quimeras.

La quimera TcTIM 2, 3, 5-8 que posee un comportamiento similar al de TbTIM, al
menos en su susceptibilidad al MMTS y DTNB, resulta una enzima a la cual se le
pueden estudiar numerosas caracteristicas. Esta idea surge del hecho que en las
condiciones utilizadas en los ensayos de MMTS y DTNB, esta quimera
aparentemente es aun mas resistente que TbTIM. Las preguntas que surgen de
estos resultados son: ¢lLas regiones 1 y 4 de TbTIM le confirieron ciertas
caracteristicas a TcTIM que la convierten en una enzima “mejorada” con respecto
a las enzimas silvestres? ;Qué otras caracteristicas le confirieron estas dos
regiones de TbTIM a TcTIM? Para abordar estos cuestionamientos se deben
estudiar diversas propiedades de esta enzima, como por ejemplo la
desnaturalizacion por diferentes agentes como la urea, guanidina y temperatura, la
hidrélisis por subtilisina, asi como ensayos de inhibiciobn con los distintos

compuestos derivados del benzotiazol que se han probado en TcTIM y TbTIM.

Es un hecho que este acercamiento resulta exitoso en proteinas con alto grado
de identidad; en este sentido, resultaria relevante explorar las distintas regiones de
LmTIM, ya que presenta un 68 y 69% de identidad con TcTIM y TbTIM

respectivamente. LmTIM es una enzima que es resistente al efecto del MMTS, aun
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mas que TbTIM y la pregunta a responder seria si las regiones 1 y 4 también son

determinantes para su inactivacion por reactivos de grupo de sulfhidrilo.

Resolver el problema de la diferencia de susceptibilidad a los reactivos de grupo
sulfhidrilo entre TcTIM y TbTIM es so6lo una de las multiples diferencias que
presentan estas dos enzimas homdlogas. Gracias a este trabajo de investigacion
sabemos que el disefio de proteinas quiméricas en enzimas homélogas como
TbTIM y TcTIM para identificar alguna regiéon determinante para una funcion
especifica, es factible. Por otro lado, es importante mencionar que todas las
enzimas quiméricas con diferentes combinaciones de TcTIM y TbTIM, fueron
proteinas solubles, cataliticamente eficientes y con importantes niveles de
expresion. Todo lo anterior, nos permite sugerir el diseno de quimeras para
abordar cualquier problema que involucre la identificacion de alguna region

importante para cierta funcion.

Por mencionar algunas diferencias por explorar, se encuentra el comportamiento
de la cinética de reactivacion de TbTIM y TcTIM después de la desnaturalizacion
con guanidina, la diferente susceptibilidad a la digestibn por subtilisina, la
diferencia tan marcada ante el efecto de compuestos derivados benzotiazoles y la

distinta energia de activacién que presentan estas dos enzimas.
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Abstract

For a better comprehension of the structure-function relationship in proteins it is necessary to identify the amino acids that
are relevant for measurable protein functions. Because of the numerous contacts that amino acids establish within proteins
and the cooperative nature of their interactions, it is difficult to achieve this goal. Thus, the study of protein-ligand
interactions is usually focused on local environmental structural differences. Here, using a pair of triosephosphate isomerase
enzymes with extremely high homology from two different organisms, we demonstrate that the control of a seventy-fold
difference in reactivity of the interface cysteine is located in several amino acids from two structurally unrelated regions that
do not contact the cysteine sensitive to the sulfhydryl reagent methylmethane sulfonate, nor the residues in its immediate
vicinity. The change in reactivity is due to an increase in the apparent pKa of the interface cysteine produced by the
mutated residues. Our work, which involved grafting systematically portions of one protein into the other protein, revealed
unsuspected and multisite long-range interactions that modulate the properties of the interface cysteines and has general
implications for future studies on protein structure-function relationships.
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Introduction

It is assumed that the structure-function relationship from
similar protein sequences will usually yield similar physicochemical
and functional properties. Take for example the glycolytic enzyme
triosephosphate isomerase (TTM) from two evolutionarily related
pathogenic parasites, Trypanosoma brucei and T. cruzi. These are
two pathogenic protists of the order of the kinetoplastidae that
cause sleeping sickness and Chagas disease in humans, respective-
ly. Many of the proteins of these parasites have a high degree of
sequence identity; in the case of the two trypanosomal TIMs it is
73.9%, with a sequence similarity of 92.4%. Both enzymes are
homodimers whose three dimensional structures superpose with
an RMS of 0.96 A and both have an identical catalytic site in each
monomer formed by residues K13, H95 and E167 (based on the
numbering for the sequence of TIM from 7. brucei (ThTIM)).

However, even though the two enzymes are markedly similar,
there are several striking differences in several functional
properties of the two proteins. For example, their susceptibility
to digestion with subtilisin [1], their velocity and extent of
reactivation from guanidine chloride unfolded monomers [2], and
their susceptibility to inactivation by several low molecular weight
agents [3]. Of particular relevance to this work is their remarkably
different susceptibility to sulfhydryl reagents like methylmethane

. PLoS ONE | www.plosone.org

thiosulfonate (MMTS): the enzyme from T. cruzi is 70 times more
sensitive than the enzyme from T. brucei [4-8]. The initial site of
action of the thiol reagent in both enzymes is their only interface
cysteine (Cys), which is at position 14 or 15 of ThTIM and TIM
from T. cruzi (TcTIM), respectively; it is surrounded by residues of
loop 3 of the other subunit [4-11]. Since the three dimensional
arrangements of the interface Cys relative to the other monomer
are nearly identical in the two enzymes, the question arose as to
which residues or parts of the enzymes are responsible for the
different susceptibility to the thiol reagent.

The question of finding the amino acids in a protein sequence
that have an influence on certain measurable protein functions has
occupied protein chemists for many decades and, in consequence,
numerous methods have been used to solve the problem [12-17)].
Among the approaches to understand the relation between the
structure and function of proteins, the use of chimeras has been
rather frequent. Indeed, chimeras formed with different protein
domains have been successfully used to ascertain the interplay
between different portions of the protein and how each domain
contributes to the overall function of the protein [18-20].

In this work, we show that by progressive grafting of different
portions of a protein into equivalent regions of a homologous protein
with a different trait, it is possible to ascertain the parts (and the amino
acids) of the protein that participate in the expression of that feature.
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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, es considerada una de las enfermedades tropicales mas
olvidadas que afecta a mas de 10 millones de personas alrededor del mundo. A mas
de 100 afios de su descubrimiento, no se ha encontrado un farmaco que sea eficaz
contra esta enfermedad en cualquiera de sus dos principales etapas. Se han realizado
numerosos estudios alrededor del mundo enfocados en la seleccion de blancos
potenciales para el desarrollo de farmacos contra la enfermedad de Chagas. En este
trabajo realizamos una revision acerca de estos estudios, haciendo énfasis en aquéllos
basados en las diferencias presentadas en el metabolismo de Trypanosoma cruzi,
agente etiolégico de esta enfermedad, con respecto al de su hospedero mamifero.
Mediante el analisis detallado de estas diferencias metabdlicas, se han revelado un
importante niumero de blancos potenciales para el desarrollo de nuevos farmacos. De
manera prometedora, el disefio racional de farmacos con base en el conocimiento de
estas moléculas, ha permitido que algunos de estos nuevos compuestos, se encuentren
en las primeras fases preclinicas.

ABSTRACT

Chagas disease affects over 10 million people around the world, and it is considered
one of the most neglected tropical diseases. Even though this disease was discove-
red more than 100 years ago, there is not an effective drug against Chagas in any
of its two main stages. There are several studies around the world focused on the
selection of potential targets for drug development against Chagas disease. In this
work, we made a revision of these attempts with emphasis in those works based
on the metabolic differences between Trypanosoma cruzi (the etiological agent of
chagas disease) and its mammalian host. As a result of the detailed analysis of these
metabolic differences, a great number of potential targets for rational drug design
have been revealed, and some of the most promising molecules designed are now
being tested in early preclinical studies.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es considerada por la
Organizacion Mundial de la Salud como parte de
las 13 enfermedades tropicales mas olvidadas,
entre las que también se encuentran la enfer-
medad del suefio y varios tipos de leishmaniasis.
Esta enfermedad representa un problema tanto de
salud como econémico principalmente para varios

paises de Latinoamérica. La enfermedad de Chagas
también llamada tripanosomiasis americana es
causada por el parasito protozoario Trypanosoma
cruzi, que fue descubierto por el médico brasile-
flo Carlos Chagas en 1909. A pesar de que han
transcurrido un poco mas de 100 afos después
del descubrimiento de la enfermedad, se han
recuperado DNA de T. cruzi de momias humanas
en estudios paleontologicos que demuestran que
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