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. INTRODUCCION

1.1 TRIOSAFOSFATO ISOMERASA

Propiedades cataliticas

La enzima Triosafosfato isomerasa (TPI) es una de las enzimas de la glucdlisis
que cataliza la conversion reversible del gliceraldehido 3-fosfato (G; P), una aldosa,
en dihidroxiacetona fosfato (DHAP), una cetosa, a través de un intermediario cis-
enediol. Esta reaccion estd presente en todos los organismos; la TPI es
absolutamente esencial para la eficiente produccion de energia. No se han reportado
casos de organismos desprovistos de la TPIl. De hecho, las personas que tienen
defectuoso uno de los alelos del gen que codifica para la TPI sufren de anemia
hemolitica cronica y trastornos neuromusculares. La TPI es wun dimero de

subunidades idénticas de 26 a 28 kDa y no se conoce que se requieran cofactores o

reguladores alostéricos para su actividad. Solo la forma dimérica es activa/fl,2,3].

La TPI ha sido sujeto de extensos estudios biofisicos y bioquimicos. Debido a
su importante papel en la glucdlisis, la TPI también forma un blanco atractivo para
diseriar farmacos contra pardsitos que tengan la capacidad de sobrevivir en el
torrente sanguineo de los mamiferos.. El azicar en la sangre es la principal fuente
de energia para estos pardsitos, y de esta manera se espera que al bloquear la
glucdlisis se pueda eliminar a estos pardsitos del torrente sanguineo. Entre las

enfermedades que actualmente hacen estragos en el mundo tropical estdn: la




malaria causada por ITryvpanosoma cruzi y la enfermedad del sueiio causada por

Tryvpanosoma brucei.

Las propiedades cataliticas de la TPl se han estudiado en detalle, y se ha

establecido que la velocidad de la reaccion es controlada por la difusion (la
velocidad de la reaccion no se modifica si se acelera alguna de las reacciones
intermediarias), por lo que se le ha definido como un “catalizador perfecto’ [4,5] El
mecanismo de la reaccién de isomerizacion catalizada por la TPI se ha estudiado
ampliamente. La enzima es uno de los catalizadores mas eficientes que se conocen,
aumenta la velocidad de la reaccion 10° veces [6] Ademas, la TPI puede catalizar la
degradacion de los sustratos para dar metilglioxal y fosfato inorgdanico/6] Esta
reaccion de eliminacion es lenta comparada con la reaccion de isomerizacion (6]
Los valores de la relacion Kcat/Km obtenidos son de 10° a 10° Af! s v 14 M7 s
para las reacciones de isomerizacion y eliminacion respectivamente [7,8 f(Figura 1).
El metilglioxal es wun compuesto altamente reactivo; se desconoce su jfuncion
biologica, aunque se considera como un compuesto toxico [9]. Afortunadamente, el
metilglioxal es metabolizado por dos enzimas de la via de las glioxalasas, cuya
Juncion metabolica no estd bien determinada. Es posible que esta via se haya
desarrollado con el proposito de remover el metilglioxal, el cual es formado como
subproducto de la reaccion de la triosafosfato isomerasa [7].

En el sitio activo de la enzima se han identificado dos residuos, el dcido
glutamico-165 (Glu-165) y la histidina-95 (His-95), que participan directamente en
la reaccion [1,2] El carboxilato del Glu-165 actua como base, sustrae y transfiere
un proton del intermediario [1,2] El anillo imidazol de la His-95 es un catalizador

electrofilico que polariza el grupo carbonilo del sustrato, permitiendo su enolizacion
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Figura 1. Mecanismo de la reaccion de isomerizacion de la Triosafosfato

Isomerasa.

[2]. Recientemente se ha sugerido que la His-95 cataliza la transferencia de un
proron durante la interconversion de los dos intermediarios enediol, por lo que

Sunciona también como un catalizador dcido-base [8].

Las propiedades fisicoquimicas y estructurales de la TPI varian de especie a
especie, sin embargo, sus caracteristicas cinéticas son muy similares [7,10,11,12].
Por ejemplo, las secuencias de aminodcidos de la TPI de 1. brucei y de pollo tienen
48.2% de similitud, mientras que sus pardmetros cinéticos son prdcticamente
idénticos (Tabla I). La identidad entre las secuencias primarias varia desde 36%
entre la TPI de Bacillus stearothermophilus y la de levadura [1], hasta 98% entre la
de humano y conejo [1], y 100% entre la del chimpancé y el humano [13]. En la




tabla Il se compara el porcentaje de identidad de las secuencias de aminodcidos de

la TPI de varias especies [10]. Estas diferencias se reflejan en sus propiedades

Km (G3P) Km Kcar (G3P) Kcar Referencias
(mM) (DHAP) min (DHAP)
(mM) min

Pollo 0.47 0.97 26X 107 26X 107 [11]
T.brucei 0.25 1.2 3.7X107 6.5X107 [107
Levadura 0.56 3.6 1.7X 107 6.6 X107 /87
Conejo 0.39 0.62 5.4.X 107 /77

0.98 [31]
Humano 0.43 0.82 2.7X107 [4.317
Leishmania 0.37 1.2 245X 107 2.5Xx707% [327

mexicana

Tabla 1. Pardmetros cinéticos de la Triosafosfato isomerasa de varias especies.

moleculares, tales como sus puntos isoeléctricos cuyos valores pueden variar desde
valores de pH de 4.4 a 10. Por ejemplo: la TPI de T. _brucei difiere de su alto punto
isoeléctrico con respecto de sus homologos (9.8 comparado con 6.5 y 5.4 de las
enzimas de conejo y pollo respectivamente), lo que significa que la enzima
tripanosomal esta cargada positivamente bajo condiciones de mdxima actividad
mientras que sus homdologas rno lo estan [10] También los pH Jptimos y las

termoestabilidades son diferentes para cada especie.




humano conejo T.brucei pollo Ilevadura
%

humano 98 53 90 53
conejo 51 88 51
T.brucei 86 52 48
polilo 97 83 53
levadura 83 84 84

Tabla II. Porcentajes de identidad de la TPI de diferentes especies. Los numeros en
negritas son los porcentajes de identidad de los residuos que se encuentran cerca

del sitio activo. Los ntimeros en tipo normal son los porcentajes de identidad de los
residuos de la secuencia completa.

Propiedades estructurales y funcionales

La triosafosfato isomerasa se considera una enzima modelo en el estudio de
las relaciones estructura/funcion. Su mecanismo de accion se conoce con detalle. Se

han identificado los residuos del sitio activo y se conocen las secuencias primarias

de un gran rnimero de especies. Estructuralmente la triosafosfato isomerasa

pertenece a una familia bien caracterizada, siendo la TPI el prototipo de la
estructura de barril a/f3. Se han elucidado las estructuras cristalogrificas de la TPI
de pollo [14], levadura [15], T. _brucei [16], E. coli [17]y humano [4] entre otras. La
proteina es un homodimero de alrededor de 250 residuos en el cual cada subunidad
globular presenta una estructutra caracteristica de barril o/f formada por 8 hebras

P paralelas, rodeadas por 8 a-hélices [4,18] (Figura 2). El barril esta situado en el

interior de la proteina; las hebras estdn interconectadas por hélices anfipdticas que



se empaquetan contra la superficie del barril. Los aminodcidos que forman el barril
son predominantemente hidrofébicos; algunas de estas cadenas laterales llenan el
interior del barril y forman parte del centro hidrofébico de la enzima. Unicamente
los aminodcidos polares se encuentran en los extremos del barril, especialmente el
extremo amino-terminal, donde el barril esta expuesto al solvente [1]. A pesar de las
diferencias en la secuencia primaria entre las enzimas, su estructura tridimensional

esta altamente conservada [15,19].

s

La TPI posee urn asa cerca del sitio activo. El asa llamada “asa flexible’’, estad
Jormada por 10-11 aminodcidos v se localiza entre los residuos 166 a 176, el cual en
presencia de un ligando especifico se mueve 74 de una posicion “abierta’” a una
posicion ‘‘cerrada’(1,15,16] Este movimiento aisla al sitio activo del solvente que
rodea a la enzima, estableciendo un puente de hidrogeno entre un residuo de glicina
del asa y el grupo fosfato del sustrato que estabiliza al intermediario enediol de la
reaccion. En esta integracion se asegura la transformacion eficiente del sustrato y se
inhibe la reaccion de eliminacion del grupo fosfato del intermediario, por lo que se
previene la formacion de metilglioxal/2,7] Un unico caso ha sido reportado en el
cual el N-hidroxi-4-fosfono-butanamida, un inhibidor que es un dromo de carbono

mds grande que el sustrato, se une con la conformacion del asa en posicion

“abierta’ [20].

La Lys-12, que forma parte del sitio activo, es el aminodcido responsable de la
especificidad de la enzima por su sustrato natural. La Lys 12 se une al carboxilato
del Glu-97 a traves de un puente de hidrogeno. Debido a la proximidad de la Lys-12
al Glu-97, y al pK, usual del grupo amino de la Lys, se ha establecido que la Lys-12
esta cargada. El Glu-97 establece un puente de hidrogeno con la amida de la Thr-75

de la subunidad vecina. Esta red de puentes de hidrégeno que involucra a la Lys-12



puede explicar porque tuvunicamente el dimero de la TPI es cataliticamente

competente: cada una de las subunidades provee una ‘“pared” sobre la cual se

apoya el otro sitio activo [1]

ARRRTY]

Figura 2. Esq que tra la estructura de la Triosafosfaro Isomerasa. La
estructura caracteristica de barril o/ estd formada por 8 hojas [ (flechas)
paraleleas rodeadas por 8 a-hélices (rectangulos). (T do de Branden y Tooze,

1990).



Un factor muy importante para la estabilidad de la enzima es el numero de

cavidades en la estructura y las cavidades ocultas en el area de la superficie.

Analizando diferentes estructuras de TPI, se encontré que Ila TPI de

B. stearothermophilus tiene urn menor numero de cavidades y de menor tamario que
otras TPI, favoreciendo de este modo su esrabilidad térmica [f12]

Los contacros entre las dos subunidades de la TPI se establecen a través de un
asa_formada por los residuos 71 al 78. Estos se extienden desde una subunidad hacia
una hendidura localizada cerca del sitio activo de la otra subunidad. Ademadas,
parece que gran parte de la especificidad de una subunidad por la otra es debida a
las interaccions polares de la interfase. De esta manera los dos sitios activos y las

interfases entre las subunidades se mantienen estrechamente relacionadas (1] De

hecho, a excepcion del asa, hay muy pocos residuos conservados en esa zona,

sugiriendo que los monomeros de diferentes organismos no podrian formar

heterodimeros activos. Esta observacion puede ser usada para diseriar inhibidores
especie-especifico de la TPl. Ya que los residuos del sitio activo de la TPI son
conservados entre diferenres organismos, es poco probable encontrar un inhibidor
especie-especifico teniendo como blanco al sitio activo. Sin embargo, ya que la TP/
es activa unicamente como dimero, y es muy grande la diversidad de aminodcidos en
la interfase de distintas especies, es posible diseriar un péptido u otra molécula
organica que se una a la interfase de la TPI de un organismo patogeno y evitar su

dimerizacion. La molécula puede unirse a la interfase sin proporcionar la “‘pared’

necesaria para generar un sitio activo apropiado [1]



1.2 INHIBIDORES ESPECIE-ESPECIFICOS

El desarrollo de nuevos medicamentos con accidon especifica contra las
enfermedades parasitarias ha tomado gran relevancia. Los farmacos que se
administran para curar las enfermedades parasitarias carecen de especificidad y
generalmente son roxicos para el hospedero. La mayvoria de las investigaciones
enfocan su atencion a la modificacion del sitio activo de la enzima para diseriar un
medicamento con un efecto de inhibicion enzimatica diferencial.

Un nuevo enfoque para diseriar farmacos con efecto inhibitorio especifico de
especie ha sido propuesto por Gomez-Puyou y colaboradores [21].

El planteamiento hipotético se fundamenta en que la mavor diferencia entre
dos enzimas homdlogas de especies diferentes se puede encontrar en los
aminodcidos no conservados; que no participan directamente en la catdlisis
enzimdtica porque no pertenecen al sitio activo, pero que, sin embargo, sean
importantes en la actividad y/o estabilidad de la estructura de la enzima de esa
especie en particular. Por lo tanto, al alterar la estructura y/o catdlisis de la enzima
como consecuencia de la modificacion de un aminodcido no conservado permitira
diseriar farmacos que afecten de una manera muy selectiva a la enzima del pardsito.

Todos los seres vivos dependen del proceso de gerneracion de energia para
mantener sus jfunciones biologicas. Los pardsitos vy especificamente los
tripanososmas dependen de la glucdolisis pdra generar el ATP que requieren para la
proliferacion y maduracion celular [22] Un punto adecuado para resolver una
infeccion por estos pardsitos, es bloquear alguna de las enzimas de la glucdlisis

para impedir la generacion de energia [23,24,25,26].




Se propuso a la Triosafosfato isomerasa (TPI) como enzima modelo para
demostrar la validez de la propuesta. La TPI es una enzima clave en la generacion
de la energia del pardsito y presenta una composicion de aminodcidos diferente en el

parasito v en el hospedero. Especificamente, existe una cisteina en la posicion 14 en

la TPI de T. brucei, mientras que en la TPl de humano y de otros mamiferos existe
una metionina. Esta cisteina 14 influye sigrnificativamente en la estabilizacion de la
estructura de la enzima como se demuestra por la inactivacion con el reactivo para
grupos sulfhidrilo, el MMTS (Metil Metano tiosulfonato) [21,27] Ya que la cisteina
14 forma parte del contacto entre las dos subunidades, es muy probable que las
alteraciones producidas por el MMTS perturben las interacciones que mahu’enen la
estabilidad del dimero.

Los grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteinas de péptidos y proteinas son
generalmente los mds reactivos de todas las cadenas laterales de los aminodcidos
bajo condiciones fisiolégicas normales. Estos pueden ser fdcilmente alquilados,
acilados, arilados, oxidados y generalmente forman complejos con muchos iones de
metales pesados [28]

En un trabajo posterior se obtuvo la inhibicion especifica de la TPI de
especies que poseen wuna cisteina en la posicion 217: conejo, pollo y
Schizosaccharomyces pombe [29] FEsta cisteina localizada como aminodcido
“blanco” fué modificada por un reactivo para grupos sulfhidrilo, el fenil tolueno
tiosulfonato (PTTS), que forma fenildisulfuros y que inhibe totalmente la actividad
de la TPl de estas tres especies. En este trabajo se demostrd que, excepto por
aquellas TPIs que tienen una cisteina 14, el PTTS es un inhibidor selectivo de
enzimas homdlogas que poseen una cisteina 217, o en una posicion equivalente a la
cisteina 217 de la TPI de conejo.En la Tabla III] se muestra la posicion de cisteinas

de la TPI de varias especies.



Especie Cisteinas
T. brucei 14 40 126 217
Levadura 42 126
S. pombe 126 217
Pollo 41 66 126 217
Conejo 41 66 86 126 217
Humano 41 66 86 126 217

Tabla I11. Posicion de cisteinas de la TPI de diferentes especies.

La posicion de esta cisteina en el cristal de la TPI de pollo [14] muestra que se
encuentra lejos de la interfase y del sitio activo y que es relativamente inaccesible al
solvente, por lo que la derivatizacion de esta cisteina por el PTTS causa
perturbaciones estructurarles algo sutiles, ya que unicamente se observaron
alteraciones en la cinética. En las TPIs que tienen Cys 217, el MMTS el cual produce

metil disulfuros, afecta de manera diferente, por ejemplo: en la enzima de pollo no
produce ninguna inhibicion, la de conejo se inhibe cerca del 25% y la de
S, pombe se inhibe del 40-50%26 ademcdas, en estas tres enzimas el MMTS protege
contra la fuerte accion inhibitoria del PTTS.
) FEstas observaciones sugieren que para obtener un inhibidor especie-especifico
de las TPIs que tengan una Cys 217, es necesario inhibir a la enzima con un grupo
relativamente grande (un fenilo v no con wuno metilo), y que cuando se usan
aminodcidos no conservados como blanco es necesario buscar wun grupo que
produzca la respuesta deseada.

La localizacion de aminocdcidos no conservados esenciales en una enzima es

de gran utilidad para el disefio de inhibidores especie-especificos [21,29]




XX . ANTECEIDECNTES

Algunos estudios han intentado disefiar fdadrmacos especie-especificos
enfocandose en las estructuras tridimensionales de enzimas homdlogas. La
estructura tridimensional de enzimas homdlogas esta generalmente bien conservada
especialmente en el sitio activo, aunque la secuencia de aminodcidos a veces sea
muy diferente. El Dr. Gémez-Puyvou y col. [21] han propuesto que si un aminodcido
no conservado es fundamental para la funcion o estabilidad de una enzima de una

especie en particular, es posible inhibir unicamente la enzima de esa especie usando

a ese aminodcido como ‘“‘blanco’’.

De acuerdo a esta hipotesis se localizé en la TPI de T brucei a la cisteina 14
como un aminodcido blanco, siendo derivatizada por el metil metano tiosulfonato
(MMTS). Posteriormente se obtuvo la inhibicion especifica de la TPI de especies que
poseen una cisteina en la posicion 217: conejo, pollo y S pombe [29].

E] interés por purificar la TPI de S. pombe y romarla como enzima modelo es
porque posee solo dos cisteinas: la 126, altamente conservada y que forma parte del
sitio activo, v la 217 que presentan la mayoria de los mamiferos y que servird para
caracterizar de manera detallada la inhibicion en la cisteina 217 por derivatizacion
del PTTS. Se ha reportado que los organismos que tienen altos niveles de actividad
glucolitica, incluyendo a las levaduras productoras de etanol como Saccharomyces

cerevisiae vy S.pombe, cerca del 2%6 del total de la proteina soluble puede ser TPI. A

partir de células de S._cerevisiae se ha obtenido un alto rendimiento de purificacion
de la TPI [39].Conviene serialar que el gen que codifica para la TPI de S.pombe y

S._cerevisiae respectivamente son casi idénticos en tamario y con un 59% de similitud

en sus secuencias [30].



El alto rendimiento de purificacion de la TPI obtenido en levadura y el grado
de similitud que existe entre ambas especies es suficiente para esperar un alto

rendimiento en la purificacion de la TPI de S. pombe partiendo de un extracto de
células. '
La TPI de humano pura ofrece la posibilidad de un estudio comparativo con la

TPI rtripanosomal para disefiar inhibidores especie-especificos que produzcan
inqctivacion enzimdtica selectiva de organismos pardsitos, pero sin darnar la

actividad catalitica de la TPI del hospedero.
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TEE. OEJE'TEWOS

1.- Purificar la Triosafosfato Isomerasa (TPI) de Schizosaccharomyces pombe
¥y de humano.

2.- Utilizar a la TPI de_S. pombe como enzima modelo para caracrerizar de
manera detallada la participacion de la cisteina 217 por derivatizacion del fenil
tolueno tiosulfonato (PTTS).

3.- Realizar los experimentos de inhibicion con la enzima purificada de
humano con la finalidad de establecer una comparacion entre especies dariinas para
diseriar farmacos que causen su inactivacion selectiva y que el dario toxico para el

hospedero sea minimo.



XYW . M ATEIRIALIES ¥ ME TOIDOS

IV.1 PURIFICACION DE LA TPIDE S.POMBE
Extraccion

Se sembraron 2 litros de células de S. pombe (cepa 1-343) en medio YPD
(glucosa 2%5, extracto de levadura 1%, peptona de gelatina 1% y agar 2%), se
hicieron previamente 2 precultivos de 10 ml y de 100 ml respectivamente, y se
dejaron crecer por 24 horas a 30°%C en agitacion constante a 250 rpm. Se
cosecharon las células a 2 mil rpm durante 30 minutos y después el pellet se
resuspende en agua destilada y se centrifugo por 30 minutos (se repite 1 vez mds).

Se obtuvo el peso himedo y se resuspendio en buffer de extraccion 1:1
(peso/volumen). El buffer contiene Tris 0.1 M, KCI! 0.15 M, EDTA 1 mM, DTT I mM,
PMSF I mMy TLCK (50 ug/ml) pH=7.5.

La pared de las células se rompié mecdnicamente con un Bead-Beater (10
ciclos/min), manteniendo siempre la temperatura a 4 C con hielo y etanol. El pH se
ajusta a 7.5 después de haber lisado las células. Posteriormente se centrifugaron a

15,000 rpm por 30 minutos para proceder con su purificacion.




Purificacion

La purificacion de esta enzima consistio principalmente en hacer
precipitaciones diferenciales con sulfato de amonio y en pasar la proteina por
columnas de filtracion en gel y de intercambio ionico (Figura 3).

El sobrenadante obtenido en la extraccidn se precipité con sulfato de amonio
entre el 40% y 80% FEl precipitado que se obtuvo, se resuspendié en un volumen
minimo (aproximadamente de 10 ml) de Tris 10 mM, EDTA | mM, DTT | mM, NaN;
1 mM, NaCl 50 mMy TLCK (50 ug/ml) pH=8.0y se dializo contra 2 litros del mismo
buffer. Posteriormente se aplicoé a una columna de filtracion en gel (Sephadex-G100)
equilibrada con el mismo buffer. La proteina que eluyo de la columna con actividad
de TPI se concentré hasta un volumen de 9.5 ml con centripep-10 y se dializé contra
2 litros de Tris 10 mM, EDTA | mM, DTT 1 mM, y NaN; 1 mM pH=8.0, para
posteriormente pasarla por una columna de intercambio aniénico (DEAE-Biogel)
previamente equilibrada con el buffer. Se aplicé un gradiente de NaCl de 0-0.5 M
para despegar a la proteina.

La muestra obtenida de esta columna se concentré a un volumen de 9 ml por
medio de membranas de Amicon PM-10 y se dializo contra 2 litros de TEA 50 mM,
EDTA 0.2 mM, NaN; 0.1 mMy PMSF 0.1 mM pH=8.3. La muestra se corrio en una
segunda cromatografia de intercambio ionico (Q-Sepharose (fast-flow)) previamente
equilibrada con el buffer y al pH mencionados. Después de concentrarse en Amicon,
la muestra se aplicé nuevamente por la columna de Q-Sepharose (fast-flow) pero
equilibrada con TEA 50 mM, EDTA 1 mM, DTT | mM, NaN; 0.1 mM a pH=7.5. En

ambas columnas se aplicé un gradiente de 0-0.5 M de NaCl para eluir a la proteina.



Extraccion de células de S. pombe (cepa 1-343)
Rompimiento mecanico con Bead-Beater
Centrifugacion
Obrencion del extracto crudo
Precipitacion diferencial con (NH, ), SO,
Sephadex-G 100 pH=8.0

DFEAFE-Biogel pH=8.0
(Gradiente 0-0.5 M NaCl)

l

QO-Sepharose (fast-flow) pH=8.3
(Gradiente 0-0. SM NaCl)

l

Q-Sepharose (fast-flow) pH=7.5
(Gradiente 0-0.5 M NaCl)

Figura 3. Método de purificacion de la TPI de S. pombe.
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La muestra que eluyo de ésta columna se concentré en centricon hasta un volumern

de 1.5 ml, con la que se hicieron los experimentos de inhibicién corn PTTS y MMTS.

V.2 PURIFICACION DE LA TPI DE HUMANO

Transformacion y sobre-expresion de la TPI de humano

Las células de E.coli (cepa BL21IDE3) en su fase de crecimiento logaritmica,
se cosecharon y se trataron con 100 mM de CaCl, dejandolas incubando durante
una hora en hielo para hacerlas competentes para su transformacion con el
plasmido pARHS-htim (donado por Martial, JA. del laboratorio de Biologia
Molecular y de Genética de la Universidad de Liege, Bélgica) para después darles un
choque térmico a 42° C por 1:30 minutos. Las células una vez transformadas se
plagquean en medio Luria Bertani (LB) con 100 ug/ml de ampicilina [4].

Se escogieron las mejores colonias y se crecieron en un cultivo de medio LB
con 100 ug/ml de ampicilina hasta obtener una absorbencia a 590 nm = [. En este
momento se les adiciona IPTG a una concentracion final de 1 mM. Continvian en el
cultivo durante 12 horas mds y se procede a cosecharlas [4] (Se agradece a la M. en
I.B.B. Emma Saavedra-Lira del Laboratorio del Dr. Ruy Pérez-Montfort del Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM haber proporcionado las células transformadas

de E.coli que sobre-expresan la TPI de humano).



Extraccion

Partiendo de 1 litro de células que sobre-expresan la TPl de humano se
resuspendieron en buffer de extraccion Tris 20 mM, EDTA 0.2 mM, NaN; 0.1 mM,
PMSF 0.1 mM, NaCl 100 mM pH=8.0 (BUFFER A). Las células se rompieron con

tres ciclos en la French Press, para después centrifugarias a 12,000 rpm por 20

minutos y proseguir con su purificacion.

Purificacion

La purificacion de la TPI de humano se realizé principalmente combinando
métodos de precipitacion diferencial y cromatografias de filtracién en gel y de
intercambio icnico (Figura 4), basandose en los protocolos utilizados por Mande,C.
etal [4]y Lu, H.S. et.al. [37].

El sobrenadante obtenido de la extraccion se precipito diferencialmente del
60% al 90% con sulfato de amonio. El precipitado se resuspendioé en un volumern
minimo (aproximadamente 5 mi) de BUFFER A y se dializé contra 2 litros de este
buffer. La muestra se filtro en una columnrna de Sephadex-GIl100 (2.6 X 100 cm)
previamente equilibrada con el mismo buyffer.

La TPI que eluyo de la columna se concentré por medio de membranas de

Amicon PM-10 y se dializé contra 2 litros de BUFFER A sin NaCl! 100 mM

(BUFFER B). Esta muestra concentrada se sometié a
intercambio anionico (Q-Sepharose (fast-flow)) equilibrada con e/ BUFFER B. Se

una cromatografia de

aplico un gradienre de NaCl de 0-0.3 M para eluir a la enzima.



Transformacion y sobre-expresion de las células de E._cali (cepa BL21DE3) con el
plasmido pARHS-htim.

Extraccion de células
Rompimiento con French Press
CentriiAgacio’n
Obtencio’r; de; extracto crudo
Precipitacion diferencial con (NH,), SO,

Sephadex-G 100 pH=8.0
(2.6 X 100 cm)

O-Sepharose (fast-flow) pH=8.0
(Gradiente de 0-0.3 M NaCl)

Precipitacion an (NH, ), SO,

QO-Sepharose (fast-flow) pH=8.3
(Gradiente de 0-0.3 M NaCl)

Figura 4. Método de purificacion de la TPI de humano.
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Una vez concentrada la proteina se precipitc al 70% con sulfato de amonio; la
proteina se resuspendio v se dializo en BUFFER B pero a pH=8.3 para pasaria
nuevamente por la columna de Q-Sepharose (fast-flow) previamente equilibrada con

el BUFFER B; se uso el mismo gradiente para eluir a la enzima.

Iv.3 EFECTO DEL PTTS Y DEL MMITS EN LA 7TPI DE
S. POMBE Y HUMANO

El efecro del PTTS y del MMTS sobre la actividad de la TPI de S. pombe, se
midié incubando 0.085 mg/ml de la enzima en TEA 100 mM, EDTA 10 mM pH=7.4
con diferentes concentraciones de tiosulfonatos. Se utilizo un rango de 0-250 uM. En
vista de la solubilidad relativamente baja del MMTS y del PTTS en el buffer, fue
necesario disolverlos ern DMSO al 2.5%. Después de 1 hora de incubacion se romo
una alicuota para medir la actividad. El efecto del MMTS y PTTS sobre la actividad
de la TPl de humano se midio siguiendo el mismo protocolo que corn la TPl de

S. pombe, excepto que se uso ura concentracion de proteina de 0.01 mg/ml.
En el experimento de actividad contra tiempo, la TPI de S. pombe se incubd en

las mismas condiciones del experimento anterior pero a una corncentracion fija de
los tiosulfonatos (250uM). A los tiempos que se muestran en los resultados, se tomaé

una alicuota para medir la actividad.
FEn este mismo experimento pero con la TPl de humano, se usaron las mismas

concentraciones de los tiosulfonatos pero la concentracién de enzima fué de 0.0/

mg/ml, utilizando los mismos intervalos de tiempo que en S._pombe se tomd una

alicuota para medir la actividad.



La TPI de levadura sirvié como control en los experimentos con distintas

concentraciones de MMTS y de PTTS usando una concentracion de 0.0l mg/ml! de

TPI.

IV.4 DETERMINACION DE ACTIVIDAD

La actividad de ambas enzimas se determino siguiendo el decremento en la

absorbencia del NADH a 340 nm a 25 C. La mezcla de reaccion contiene TEA

100/EDTA 10 pH=7.4, 1 mM de gliceraldehido 3-fosfato, glicerol-3-fosfato

deshidrogenasa (20 ug/ml) y 0.2 mM de NADH ern urn volumen final de 1 ml.

Para la determinacion de la Km y de la Vmax se varic la concentracion de

G; Pde 0.08 a 2.5 mM.

IV.S DETERMINACION DE PROTEINA

La concentracion de proteina de S. pombe y de humano se midié con el mérodo
de Lowry [33], usando albumina de bovino como estandar. En el caso de las
columnas equilibradas con TEA/NaOH, la concentracion de proteina se determino
con el método de Bradford [34], yva que el TEA interfiere con el folin si se usa el
método de Lowry.

La concentracion de TPI de humaro pura, se determinc por absorbencia a 280

nm utilizando un indice de absorbencia A ', _, de 12.9 [37].



IV.6 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN
PRESENCIA DE DODECILSULFATO DFE SODIO (SDS)

Se hicieron geles de poliacrilamida corn SDS al 12% usando el método de
Laemmli [35] Las muestras se colocaron en el gel con una solucion desnaturalizante
(1 ml de Tris-HC! pH=6.8 0.5 M, glicerol 1.6 ml, SDS (10%3) 1.6 ml, [
mercabtoetanol 0.4 ml, azul de bromaofenol (0.12¢6) 0.2 ml, H, O desionizada 3.2 ml)
dejandolas un tiempo de corrida de 1 hora 40 minutos a 125 V. El gel con la TPI de
humano se tirié con Azul de Coomassie R-250 al 0.1 26 enn 10% de dcido acético por
5 horas. Se lavo con dcido acético al 10%6 y etanol al 4026 para retirar el exceso de

Azul de Coomassie. El gel con la TPI de S. pombe se tirié siguiendo la récnica de

tincion con plata [36].
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Y. IRIIESULTAIDOS

V.1 PURIFICACION DE LA TPIDE S. POMBE

En este trabagjo se purificé la triosafosfato isomerasa de S. pombe y de
humano. Como se menciono en la metodologia, la purificacion se realizo
combinando métodos de precipitacion diferencial y cromatografias de filtracion en
gel y de intercambio ionico.El protocolo utilizado para la purificacion de la TPI de
S. pombe dié como resultado una muestra parcialmente pura con dos contaminantes

de alto peso molecular tal y como lo muestra el gel de poliacrilamida con SDS

(Figura 5).
Fraccionamiento con Sulfato de Amonio

Para tratar de obtener un buen rendimiento en la purificacion se probo
primeramente establecer un intervalo de fraccionamiento con sulfato de amonio.
Como se observa en la tabla IV, el extracto crudo se dividio en dos alicuotas iguales
v se precipitaron al 45%% y 60% respectivamente con sulfato de amonio, obteniéndose
un mayor rendimiento en el precipitado al 45% (32.7%). En la segunda parte del
Jraccionamiento, se obtuvo un aumento en la actividad especifica en el precipitado al

80%6, comparada con el precipitado al 65 %6.



EXTRACTO CRUDO .
ACTIVIDAD PROTEINA ACTIVIDAD ESPECIFICA RENDIMIENTO
7074L TOTAL (umolmir'mg’)
(umolmin) (mg) (%%)
1,967.6 649.4 3.03 100
(NH, ), SO , 45% 60%%
PROTEINA TOTAL 84.4 24.5
(mg)
ACTIVIDAD TOTAL 634.9 158.8
(umolmin)
ACTIVIDAD ESPECIFICA 7.5 6.5
(emolmin’mg’)
RENDIMIENTO 32.7 8.7
(%8)
NI , ), SO, 65% 80%%
PROTEINA TOTAL 85 13.6
(mg)
ACTIVIDAD TOTAL 467.5 170
(umolmin™)
ACTIVIDAD ESPECIFICA 5.5 12.5
Cumolmin'mg’)
RENDIMIENTO 23.7 8.63
(28)

mejor rendimiento en la TPI de S. pombe.

En base a estos datos se decidic utilizar un fraccionamiento del 4026 al 80%

Tabla IV. Fraccionamiento con sulfato de amonio utilizado para obtener el

con el fin de eliminar la mayor cantidad de contaminantes y asegurar que la enzima
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&
precipite en la fraccion del 80% de saturacion para tener asi una menor pérdida de

rnuestra proteina y una ganancia en su actividad especifica.
Alternativas para obtener un Alto Rendimiento

Una vez establecido el intervalo de firaccionamiento con sulfarto de amonio se
decidio utilizar distintas cromatografias de intercambio anionico para saber con
cudl se obtenia un mayor rendimiento. A partir de la secuencia de aminodcidos de la
TPI de S._pombe [30] se calculé el pl (6.53), y se comparé con el de levadura (5.86)
para determinar asi el tipo de intercambiador que se iba a emplear. Se utilizaron
primero unas columnas de DEAE-Biogel con diferentes pHs=7.5 y 8.0, v se aplicé un
gradiente de 0-0.5 M de NaCl para eluir a la enzima. Las firacciones que presentaron
actividad de TPI se colectaron,; se concentraron en centripep-10 y se analizaron por

electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.

PROTEINA | ACTIVIDAD | ACTIVIDAD RENDI-
TOTAL TOTAL ESPECIFICA | MIENTO

(mg) (umol min') | (umolmin’'mg’) (%)
EXTRACTO CRUDO 777.3 7,791 10 700
TFRACCIONAMIENTO 705.2 7,350 73 75
(NH SO, (40-80%)
SEPHADEX-G 100 pH=8.0 30.4 7,083 36 67
DEAE-BIOGEL pH=8.0 7.46 7571 514 47

Tabla V. Protocolo utilizado para obtener un mayor rendimiento de la TPI de

72 .

.

el co

S. pombe y

inante de alto peso molecular.

Los resultados de la electroforesis revelaron la banda correspondiente a la

TPI de S. pombe (~26 KDa) mds otros contaminantes de alto peso molecular (no se

muestra).



Con estos resultados se considerd utilizar una columna de filtracion en gel
como Sephadex-G 100 pH=8.0. El orden de las columnas se invirtio, debido a que al
pasar la muestra por la columna de filtracion después de la de intercambio anicnico

la enzima se inactivaba (datos no mostrados).
En la Tabla V se muestran los resultados obrenidos con este protocolo, donde

se obtuvo un buen rendimiento de purificacion. Sin embargo, al correr las muestras
en un gel de poliacrilamida con SDS, se observa la banda correspondiente al
monoémero de la TPI de S._pombe (26 KDa.) y un contaminante de peso molecular de

45 KDa. (Este gel no se muestra).
Con el fin de concentrar la proteina, se decidié hacer una precipitacion con

sulfato de amonio al 70%% de la muestra que eluye de la columna de filtracion en gel.
Como se observa en la Tabla VI la precipitacion con sulfato de amonio de la enzima

parcialmente pura produce una disminucion en la actividad especifica de 10 veces vy

mas de 20 veces en el rendimiento.

FRACCION PROTEINA | ACTIVIDAD | ACTIVIDAD RENDI-

TOTAL TOTAL ESPECIFICA MIENTO
(mg) (umolmin') Cumolmin ' mg) (%)
EXTRACTO CRUDO 210 17,240 2N 700
FRACCIONAMIENTO 57.2 6,820 720 61

(NH,),SO, (40-80%)

SEPHADEX-G100pH=S8.0 48.3 5,352 771 47
rp. (NH ), SO, (70%) 23.75 250 77 2.2

Tabla V1. Protocolo que demuestra la sensibilidad de la TPI de_S. pombe al sulfato

de amonio.




La inactivacion por sulfato de amonio también se observé en la muestra que
eluyo de la columna de DFEAE-Biogel. Estos datos muestran que la enzima

parcialmente pura es extremadamente sensible a esta precipitacicn.

Alternativas para eliminar el contaminante de alto peso molecular.

Con el fin de eliminar el contaminante de alto peso molecular, se decidio
utilizar diferentes columnas de cromatografia tanto de filtracion en gel como de
intercambio ionico.Una de ellas fué la de Sephacril S-200 pH=8.0 de filtracién en
gel cuvo rendimiento final fué de 26%, sin embargo, los contaminantes no se
pudieron eliminar (datos no mostrados). Se considerd utilizar otra columna de
Siltracion en gel (Sephadex-G 100 de 2.6 X 100 cm) a pH=7.5y con TEA 100 mM,
EDTA 10 mM, NaCl 50 mMy NaN; 0.1 mM con la cual el rendimiento aumento pero
el contaminante no se logro remover.

Como otra alternativa se uso una columna de intercambio aniénico fuerte, tal
como Q-Sepharose (fast-flow) a diferentes pH=8.3 y 7.5 consecutivamente. La
ventaja de utilizar esta columna variando el pH fué que se consiguié una actividad
especifica mayor que la obtenida en los protocolos anteriores pero sin haber
logrado eliminar el contaminante.

Al correr las muestras de TPI obtenidas de este protocolo en el gel de
poliacrilamida-SDS se puede ver la banda de la TPI que migra entre el tripsindgeno
de pancreas de bovino (24 KDa.) y la anhidrasa carbonica (29 KDa.), confirmando
que dicha banda corresponde al mondmero de la TPI (=26 KDa.), y



EXTRACTO CRUDO

941

8,787

(FAST-FLOW) pH=1.5

9 100
FRACCIONAMIENTO 3915 6,890 8 78.4
(NH,),S0, (40-80%)
SEPHADEX-G 100 24 3911 18 45
pH=80
DEAE-BIOGEL 2 3431 55 39
pH=8.0
Q-SEPHAROSE 33 2342 714 %6
(FAST-FLOW) pH=83
Q-SEPHAROSE I 1,025 946 116

Tabla VIL Tabla de purificacion de la Triosafosfato isomerasa de S. pombe.
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una banda contaminante que tiene un peso de ~45 KDa. (Figura 5). T ambién se
alcanza a ver una banda muy tenue por debajo de la banda gruesa, » qzté tiene un -
peso aproximado ‘de 40 KDa. Todo esto sugiere que el cqntaminanie presenta.

propiedades muy parecidas si no es que iguales a las de la TPI en cuanto a fiterza

ionica se refiere.

le— 7PI

Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (12%) de la TPI de¢
S. pombe. 1) Extracto Crudo, 2) Fraccionamiento 40%-80%, 3)Sephadex-G100
pH=8.0, 4) DEAE-Biogel pH=8.0, 5) Q-Sepharose (fust-flow) pH=8.3, 6)
Estandares de Peso Molecular (14-66KDa), 7) TPI de conejo.
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Con los parametros establecidos en la tabla VII se llega a la conclusion de que
el orden de las columnas influyd significativamente para obterner wurn aumento
considerable en la actividad especifica (946 umol'mg’). Conviene sefialar que las
condiciones establecidas en la columna DEAE-Biogel favorecen a que la enzima se

purifique casi totalmente, quedando solamente el contaminante de alto peso

molecular. Un dato importante que hay que mencionar es que cada vez que se
purificaba, al pasar la proteina por la columna de Sephadex-G 100 la enzima, que
era seguida por actividad, siempre eluia en las mismas fracciones (14 a 25), y de la
columna de intercambio anionico DEAE-Biogel la enzima se detecté entre las
Sracciones 22 a 54, por lo que en este aspecto, la enzima en ambas columnas tenia un
partron de elucion reproducible.

Otro aspecto muy importante que influyc de manera definitiva en obrener un
buen rendimiento fué el crecimiento de las células, que es uno de los pasos iniciales.
Fué determinante dejar un tiempo fijo de 24 horas tanto en los precultivos como en
el cultivo, ya que si se dejaban tiempos menores o mayores no se obtenia un peso
humedo adecuado, ya que las células estaban muy poco crecidas o demasiado viejas,

por lo que el rendimiento bajaba drdsticamente evitando asi proseguir con la

purificacion.
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V.2 PURIFICACION DE LA TPI DE HUMANO

Con respecto al protocolo utilizado en la purificacion de la TPI de humano,
dioé como resultado una preparacion con un alto grado de pureza (TABLA X).

Los datos de la tabla VIII muestran un procedimiento en el cual se obtuvo un
rendimiento final del 16 %, con una actividad especifica de 5,313 umolmin’ mg’!
pasando la enzima por una columna de filtracion en gel (Sephadex-G100 pH=8.0 de
2.6 X 100 cm) y después por una Q-Sepharose (fast-flow) pH=8.3 de intercambio
anionico fuerte. Sin embargo, los resultados de la electroforesis revelan la banda de
la TPI de humano (=26.5 KDa.) junto con un contaminante de menor peso molecular

(=20 KDa.) (Este gel no se muestra).

FRACCION PROTEINA ACTIVIDAD  ACTIVIDAD RENDI-
TOTAL TOTAL ESPECIFICA MIENTO

(mg) (umolmin)  (umolmin’'mg') (%)

EXTRACTO CRUDO 434 403,223 928.5 700

FRACCIONAMIENTO 39 187,398 480 46

(NH,), SO, (60-90%)

SEPHADEX-G100 20.6 86,106 4,193 21

pH=8.0

O-SEPHAROSE 13 65,830 5.313 76

(FAST-FLOW) pH=8.3

Tabla VIII. Protocolo de puriﬁcacién de la TPI de humano.

Con el fin de eliminar el contaminante de bajo peso molecular se decidio
pasar la muestra primero por una columna de Q-Sepharose (fast-flow) a pH=8.0 y

después por una de pH=38.3 (Tabla X). Con este protocolo de purificacion se logro



obtener una enzima completamente pura, y en grandes cantidades (21.5 mg/ml),
como se observa en el gel de la figura 6 y en la Tabla X.

La actividad especifica final fue de 5,716 umolmin’ mg’' . Los resultados
obtenidos por este metodo de purificacion son muy parecidos a los datos
previamente reportados de la TPI de placenta de humano (6,900 umolmivi'mg’)
[35].

Una vez obtenida la enzima completamente pura se prosiguié a calcular sus
parametros cinéeticos tales como la Km y la Vmax (tabla XI). Estos valores son
prdacticamente iguales a los reportados para conejo con una Km=0.68 y una
Vmax=9,862 umolmin' mg’' [29]. Los valores reportados en la TPI de higado de
humano [31] y en la TPI recombinante de humano [4] para la Km son 0.43 y 0.49

respectivamente, aunque no son iguales caen dentro del intervalo de los valores

esperados.

| Valor
Km (mM) 0.632
Vmax(umolmin’' mg’) 8,745.5

Tabla XI. Parametros cinéticos de la TPI de humano
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EXTRACTO CRUDO 670.5 481,227 100
FRACCIONAMIENTO 726 285,426 3929 59
(NH,),50, (60-90%)

SEPHADEX-G 100 615 258,683 4,206 54
pH=80

0-SEPHAROSE 376 223,094 5,936 4
(FAST-FLOW) pH=8.0

PRECIPITADO CON 28 192,153 6,863 40
(NH,).50, 70%

0-SEPHAROSE 215 122,615 5,716 2%

(FAST-FLOW) pH=8.3

Tabla X. Tabla de purificacion de la Triosafosfato isomerasa de humano.
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Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de la TPI de humano. 1)
Extracto Crudo, 2)Fraccionamiento 60%-90%, 3)Sephadex-G 100 pH=8.0, 4) Q-
Sepharose (fast-flow) pH=(8.0), 5) Precipitacion 70% con Sulfuto de Amonio, 6 y

6°) O-Sepharose (fast-flow) pH=8.3, 7) Estandares de Peso Molecular, 8) TPI
7. brucei.
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V.3 EFECTO DEL PTTS Y DEL MMTS EN LA TPIDE S. POMBE

Y DE HUMANO.

Con el proposito de ariadir una comprobacion adicional a la hipotesis
propuesta por el Dr.Gomez-Puyou y colaboradores [21]de que es posible obtener un
inhibidor especie-especifico de enzimas homdologas teniernndo como blanco residuos
de aminodcidos no conservados que sean necesarios para mantener la estabilidad
y/o catdlisis de la enzima;, se hicieron los experimentos de inhibicion con dos
tiosulfonaros; el fernil rolueno tiosulfonato o PTTS y el metil metano tiosulfonato o

MMTS. Estos compuestos derivatizan a residuos de cisteinas formando fenil y metil

disulfuros respectivamente.
El interés por trabajar con la TPI de S. pombe como enzima modelo se debe a

que sélo presenia 2 cisteinas: la 126, altamernre conservada v que forma parte del
sitio activo y la 217 que presentan la mayoria de los mamiferos. Esta enzima sirvic
para caracterizar de manera detallada la participacion de la cisteina 217 en la
inhibicion de la TPI por modificacion de esta cisteina por el PTTS [29]

La TPI de humano sirvio no sélo como control, sino que se repitieron algunos
de los experimentos de inhibicion hechos en la TP{ de conejo con ambos compuestos
(PTTS y MMTS) [29] Esta enzima habia servido como modelo de la TPI de
mamiferos en estos experimentos antes de haberse obrenido la enzima sobre-
expresada v de haberse publicado la estructura del cristal de la TPI de humano [4]
La imporrancia de realizar estos experimentos con la TPI de humarno radica sobre
todo en que se busca causar la inactivacion enzimdtica selectiva de organismos

dariiinos tales como pardsitos, pero sin dafiar [a actividad catailica de la TPI del

organismo hospedero.
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Efecto del PTTS y MMTS en la actividad de la TPI de S. pombe

Los experimentos de inhibicion con PTTS en la TPl de S. pombe parcialmerte
pura mostraron un rdpido decremento de la actividad usando un intervalo de
concentraciones del PTTS de 0 a 250 puM, siendo 25 uM la concentracion que se
requiere para que la inhibicion sea casi total (93%6). En comparacion con el extracto
crudo, éste se inhibio casi rotalmente a una concentracion de PTTS de 100 pM
(Grdfica l).

Estos resultados sugieren que entre ambas muestras hay wuna diferencia

significativa en cuanto al porcentaje de pureza, ya que la sensibilidad al PTTS de la
enzima parcialmente pura incrementa varias veces con respecto a la del extracto
crudo.

La TPI de levadura utilizada como control en este experimento no presenta

ningun efecto de inhibicion por el PTTS. La TPI de levadura presenta la cisteina 42 y

126, las cuales no son derivatizadas por el PTTS [29].

Las curvas de actividad de la TPI de S. pombe en presencia de una
concentracion fija de PTITS (250 uM) y a los tiempos que se indican en la grdfica IT
muestran que el PTTS inactiva a la enzima rapidamente, ya que hay un fuerte
decremento de su actividad desde los 5 minutos (80%), v a los 10 minutos ya
presenta una actividad residual casi nula.

En cuanto al efecto del MMTS a distintas concentraciones (0-250 uM), sobre
la actividad de la TPI de S pombe, se obtuvo una inhibicion parcial del 40-50%6 tanto
en el extracto crudo como en la enzima parcialmente pura a partir de una
inhibicion conforme la

concentracion de 50 uM sin lograr incrementar la

concentracion de tiosulfonato aumentaba (Grdfica I11).
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Grafica I. Efecto del PTTS en el extracto crudo y en la TPI parcialmente pura de
S. pombe. La TPI (0.085 mg/ml) se incubo en TEA 100 mM, EDT A 10 mM

(pH=7.4) a las concentraci s indicadas del tiosulfonato. Después de 1 hora de
incubacion se tomo una alic ta para dir la actividad. La TPI de levadura (0.01
mg/ml) siguio el mismo protocolo ind. « control experimental.
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Grifica Il. Curva de inhibicion contra tiempo. La TPI de S. pombe (0.085 mg/ml)
Jué incubada en TEA 100 mM, EDTA 10 mM (pH=7.4) con 250 ubM de los
tiosulfonatos indicados. A los tiempos que se muestran se tomo una alicuota para
medir la actividad.

39



100

80

60

Actividad (%)

40

—&@— TPI Levadura
—®— Extracto crudo

TPI parcialmente
20 —a&— pura
o] ¥ T T T T T
0 50 100 150 200 250
MMTS [uM]

Grdfica IIl. Efecto del MMTS en el extracto crudo y en la TPI parcialmente pura
de S. pombe. La TPI (0.085 mg/ml) se incubo en TEA 100 mM, EDTA4A 10 mM
(PH=7.4) a las concentraciones indicadas del tiosulfonato. Después de 1 hora de

incubacion se t 3 una alic ta para medir la actividad. La TPI de levadura (0.01
mg/mil) siguio el mismo protocolo usdindose como control experimental.
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Estos resultados de inactivacion parcial con el MMTIS sugieren que este
reactivo no causa grandes alteraciones cinéticas, aunque el porcentaje obrenido es
significativamente mas alto que la inhibicion que presentan otras TPIls corn cisteina
217, como la de conejo con un 25% de inhibicion, y la de pollo que no se inhibe
[29]. La TPI de levadura que no presenta la cisteina 217 sirvié como control en esre
experimento, demostrando que el MMTS no tiene efecto en las Triosasfosfato
isomerasas que carecen de cisteina 217, o que si lo hay no es muy considerable
(Grdfica Ill).

La inactivacion parcial producida por el MMTS también se vio en el
experimento de inhibicion contra tiempo (Grdfica Il) utilizando una corncentracion

Sa de MMTS de 250 uM. Se obtuvo un 40-50% de inhibicion tanto en el extracto

crudo como en la enzima parcialmente pura.

Efecto del PTTS y MMTS en la actividad de la TPI de humano

En cuanto a la TPI de humano se realizaron los mismos experimentos que con
la TPl de S._ pombe. La grdafica IV, muestra el efecto del PTTS en la TPI de humaro
incubada a distintas concentraciones de tiosulfonato y con las condiciones
experimentales mencionadas en la metodologia. Al exponer esta enzima al PTTS se
observo una inhibicion progresiva llegando hasta un 90% de inactivacion. La
enzima sin ser expuesta al PTTS sirvic como control en este experimento y mostré
una actividad del 100%6.

En la grdifica V se muestran los resultados obtenidos al incubar a la enzima a

una concentracion fija de PTTS (250 uM), y después se midio la actividad a

diferentes tiempos. El efecto que este tiosulfonato produce es una inhibicion rotal de
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Gdafica 1V. Efecto del PTTS y del MMTS en la TPI de humano. Se siguio el mismo
protocolo que con la TPI de S. pombe, excepto que se usé una concentracion de
0.01 mg/mi de TPI.
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Grdfica V. Curva de inhibicion contra tiempo. La TPI de humano (0.01 mg/ml) fué
incubada en TEA 100 mM, EDTA 10 mM (pH=7.4) con 250 uM de los
tiosulfe tos indicados. A los tiempos que se muestran se tomo una alicuota para
medir la actividad. La TPI de levadura se tomo como control usando las mismas
condiciones experi tal
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la enzima (90%). La TPI de levadura se utiliz6 como control en este experimento, y

demostro ser insensible al PTTS (Grdfica V).

Esta respuesta obtenida en la TPI de humano es la que se esperaba, ya que
basdndose en que la secuencia de aminodcidos se sabe que la TPI de humano es muy
parecida a la TPI de conejo (98% de identidad) [4,10], ¥y ambas tienen las mismas
cisteinas. La inhibicion obtenida con la TPI de humano y con la de conejo es la
misma [29].

FEl experimento de inhibicion de la TPl de humano incubada a distintas
concentraciones de MMTS (Grdfica IV) demostro que esta enzima es muy poco
sensible a dicho reactivo, ya que sélo llegoé a inhibir su actividad en un 20%. El
mismo efecto se vio en el experimento hecho a una concentracion fija de MMTS (250
M) e incubando a diferentes tiempos (Grdfica V). La TPI fué inhibida sdlo
parcialmente (202%23), y el control utilizado en este caso, fué la TPI de levadura que no

Jué inhibida por este reactivo [21,29] La misma respuesta se obtuvo en experimentos

hechos previamente con la TPI de conejo [21,29]
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VE.IDISBCUBION

El método de purificacion de la TPI de S. pombe dié como resultado una
Sfraccion parcialmente pura de la enzima, como lo demuestra la electroforesis en SDS
en donde aparece la banda de ~ 26 KDa que corresponde al monémero de la TPI y
una banda contaminante de =~ 45 KDa. Considerando que en todas las repeticiones
que se hicieron la cantidad de enzima recuperada era muy poca y el rendimiento
siempre fué muy bajo se puede considerar la posibilidad de obtener una clona del
gene de la TPI de S_pombe para que se pueda sobre-expresar en un vector. Cabe
serialar que las dificultades contempladas en ésta purificacion no se habian
presentado en las purificaciones de TPI de otras especies, como son el caso de la
TPl de T brucei [10], pollo [11]y levadura [39].

Por otro lado, el método de purificacion de la TPI de humano dié como
resultado una fraccion con un alto grado de pureza y un rendimiento del 26%6. El gel
de poliacrilamida-SDS muestra una sola banda de =~ 26.5KDa. que corresponde al
monomero de la TPI.

Los resultados obtenidos en los experimentos de inhibicion en la TPI de
S. pombe como en la TPI de humano indican que el MMTS es un inhibidor selectivo
de las TPIs que tienen un residuo de cisteina en la posicion 14 o en una posicién
equivalente, [2]1] y que a su vez carezcan de cisteina 217, ya que las TPI con éste

residuo tienen una inhibicion parcial de su actividad catalitica. El cristal de la TPI
de

T. brucei, [16] muestra que el residuo de cisteina 14 forma parte de la interfase, y
que por lo tanto es muy probable que las alteraciones de la cisteina 14 perturben las

interacciones que mantienen la integridad de la estructura del dimero [21].
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Estos resultados dejan clara la idea de que se necesita un grupo relativamentre
grande (un fenilo y no uno metilo) para que hava una inhibicion rotal en aquellas
enzimas que presentan una cisteina en la posicion 217; ya que a pesar de que el
MMTS derivatiza a 2 de las 5 cisteinas que tiene el monomero de la TPl de conejo,

rno produce grandes efectos en la catdlisis, ni fuertes modificaciones en sus

parametros cineticos [29].
En base a los experimentos de inactivacion de la TPI de cornejo por PTTS, en

donde se demuestra que el PTTS derivatiza a una de las 5 cisteinas por morndmero
que presenta dicha enzima y que produce una inhibicion de mdas del 90% [29], y por
los resultados obtenidos en estos experimentos con las enzimas de S._pombe y de
humano, se confirma que el sitio de accion del PTTS es la cisteina 217, y que éste
reactivo es un inhibidor selectivo de enzimas homdologas que poseern una cisteina
217, o en urna posicion equivalente a esta cisteina. Considerando que el PTTS
derivatiza sélo una de las 5 cisteinas por monomero que presenta la TPl de conejo, y
que sus pardametros cinéticos muestran grandes cambios (Km 4.5 veces mds alta y
Vmax 65%6 mas baja), significa que la transformacion de la cisteina a un fenil

disulfuro ejerce importantes efectos en la cinética de la enzima [29].
Estros resultados demuestran también que las diferencias o similitudes en la

respuesta de enzimas homdologas a un determinado agente pueden ser usadas para
identificar su sitio de accion [29] Es importante mencionar que la cisteina 217 de la
TPI cristalizada de pollo [14] se encuentra en la superficie de la a-hélice 7; esto es

lejos de la interfase y aproximadamente a 160 nm del glutdmico 1635, un residuo que

es esencial para la catdlisis, y que a pesar de no ser completamente accesible al

solvente, (29,38 ] la posicion de la cisteina 217 sugiere que la derivatizacion de ésta

cisteina puede causar perturbaciones estructurales, aunque no ran importantes como
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las producidas por modificacion de un residuo que se encuentre en la interfase del
dimero. Sin embargo, la transformacion de la cisteina 217 por un grupo fenil
disulfuro causa perturbaciones estructurales, aunque estas puedan ser algo sutiles,
puesto que unicamente se observaron alteraciones cinéticas [29].

Finalmente, estos experimentos indican que es posible encontrar un inhibidor
especie-especifico de enzimas homdlogas teniendo como blanco a residuos de
aminodcidos que no han sido conservados a lo largo de la evolucion, y que sean
esenciales para la estabilidad y/o catdlisis de la enzima. Ademds, cuando se usan
aminodcidos no conservados para la inhibicion selectiva es importante buscar un

grupo con el que se obtenga la respuesta que se desea.
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YVIEE CONCTCE.USIONESS

1. El método de purificacion de la TPI de S. pombe dié como resultado una
Jraccion parcialmente pura de la enzima. La electroforésis en SDS mostré una banda
de =~ 26 KDa., que corresponde al monomero de la TPI; y una banda contaminante
de 45 KDa.

2. La actividad de la TPI de S. pombe se inhibié completamente por el PTTS.
La sensibilidad al PTTS de la enzima parcialmente pura, incrementa varias veces
con respecto a la del extracto crudo.

3. El MMTS inhibio parcialmente (40 26) la actividad de la TPI de S. pombe,
asi como la del extracto crudo.

4. FEl método de purificacion de la TPI de humano dié como resultado una
preparacion con alto grado de pureza y wun rendimiento del 26 %. El gel de
poliacrilamida con SDS muestra una sola banda de =26.5 KDa.

8. El PTTS inhibié tortalmente la actividad de la TPI de humano, ésta
conserva, al igual que la de S. pombe, una Cys en la posicion 217. EI MMTS la

inhibio parcialmente.
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