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I 
RESUMEN 

I 
\ ¡ 

El objetivo de este trabajo es determinar mediante cristalogratra de rayos-x la 
l' .¡ 

estructura de Ia triosafosfato isomerasa 'de Tryponosoma cruz¡ (TcTIM). T. cruz; es un 
, i 

parásito dél hombre y causa la enfermedad de Chagas. que es un problema de salud , 
importante para América latina. TcTIMes una enzima homodimérica. que participa en la vía 

t, ; 
de la glucólisis. en dónde cataliza la interconversion de dihidrOlrjacetona fosfato en 

gliceraldehido 3-fosfato. Una vez obtenida la estructura tridimensional de TcTIM nuestro 

grup~ intenta tealizai el diseño "basado en estructura" de un compuesto que inhiba 
, I 

específicamente a la TIM de T. cruz; sin afectar a la TIM dei humano. Lo anterior con la 

fmalidad de lograr eliminar al parásito y curar la enfermedad de ehagas. 
¡ I \' I 

Se obtuvieron cristales de un tamaño óptimo (0.8 x 0.5 x 0.3 mm) que se irradiaron 
, I 

e~' un difractómetro de rayos-x. Se obtuvieron reflexiones hasta una resolución de 1.83 Á.. El 
~ ¡ .' 

cristal es del g¡Ppo espacial P2.2.2. con una celda unitaria de dimensiones a = 43.71 Á.. b =,' 
, . 

77 .65 A,c= 149.54 Á.. ya = Il = y = 9Qo. La estructura se obtuvo por reemplaw molecular 

empleant10 co~o modelo de bl1squeda a la triosafosfato isomerasa de T. brucei (TbTIM). , , 

posteriormente se realizó un refmamiento con el programa XPLOR alternando ciclos de 

refuwniento manual con QUANTA. Se alcanzó un factor cristalográfico R de 19.1 % Y un 

factor R-libre de 25.8 %. Las coordenadas se depositaron en la base de datos "POB" 

CProtein Data Bank) con el código ltcd.pdb. 
I 

Al ~ la estructura de TcTIM y compararla con la de TbTIM se encontraron 

diferencias al¡nlncativas en el4rea de la inteñase entre los monómeros. En particular. se 
, I 

". i - • 
observó que la región entre la hélice-l de un monómero y la hélice-3 del otro munómero 

I 
esta mú abiena en TcTIM que en TbTIM. Este fenómeno parece explicar el porqué TcTIM 

es mucho mú sensible a agentes que modifICan a residuos de cisterna. que en el caso de 

TbTlM . ..:o 'anJrior es una observació~ realizada en el laboratorio. en donde se estudió la , 
sensibilidad de Ia I1nica cisteÚla localizada en la inteñase del homodfmero a estos agentes 

I 

modifICantes. dm esta información se puede utilizar a dicha cisteÚla como guía para el 

diseno de un fJmaco conua T. cruz;. ya que la TIM de humano carece de dicha cisterna. 
I 

\ 
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I 
ABSTRACT 

I , 
Trus ~ork was aimed to solve, by x-ray crystallography, the structure of 

I , 

triosephosphale isomerase from Tryp~soma cruZ¡ (TcTIM). T. cruZ¡ is a parasite that 
I , . 

infect humansand cause the Chagas disease, this is an important health issue in Latin 
" ' 

America. TcTIM is a homodimeric enzyme from the glycolytic pathway that catalyzes the 

reversible isomerization of glyceraldehy<le 3-phosphate tv dihydroxyacetone phosphate. 

Our group is interested in a structure-based drug design of an specific inhibitor for 

TcTIM, effective against the Chagas disease, without affecting the TIM human enzyme. 

Cr)stals were obtained (0.8 x 0.5 x 0.3 mm) that diffracted up to 1.83 A. The space 

group was P2\2121 and the unit ceU parameters were a = 43.71 A. b = 77.65 A. c = 149.54 

A and a = 13 J y = 90". The structure was solved by molecular replacement using the 

triosephosphate iso merase from T. brucei (TbTIM) as the search mode\. The relinement was 

carried out by the XPLOR program and manual rebuilding was made with QUANT A A 

fmal R crystaUographic factor of 19.1 % (Rfree = 25.8 %) was obtained at the end of the , 
process. TOO coordinates were deposited in the PDB (Protein Data Bank) with the accession 

number IICd.pdb. 

TcTIM was compared against TbTIM and significanl differences were found al the 

dimeric inteñace lbere was an increased space between helix-l and helix-3 from diflerent 

monomers ofTcTIM, tban in tbe corresponding portion ofTbTIM. This fact fits weU with 

the previous ¿bservation from our group. TcTIM is more sensitive than TbTIM to agents 

thal derivallzci a cysteine residue al lhe dimeric interface. With these struclural data, Ihis 

cysteine could be used u'a \ead for rationa! drug design against T. cruZ¡. 
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INTRODUCCIÓN , 
I 

.. \ 
¡ " , 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La enfermedad de Chagas es uno de los problemas de salud más imponantes de 

América Latina y de México. Actualmente no existe un fármaco que pueda eliminar al 

parásito Trypanosoma cruzi, que es el organismo causante de dicho padecimiento. El interés 

de nuestro grupo es diseñar un compuesto inhibidor con alta eS!)ecificidad de 

reconocimiento por la triosafosfato isomerasa ,de T. cruzi (TcTIM). Para ello se pretende 

emplear la metodología conocida como "diseño racional de drogas" o "diseño de drogas , 
basado en estructura" que utiliza la estructura tridimensional de la enzima para identificar y 

'1 \ 

originaf dicho compuesto inhibidor. Para lograr este objetivo, es indispensable conocer 

la estructura tridimensional de TcTIM con la mayor precisión posible. Este trabajo describe , 
como, emplearidó' la técnica de cristalografía de rayos-x, se obtuvo la estructura de TcTIM a 

una resolución de 1.83 A . 

. ANTECEDENTES 

LA ENFERMEDAD DE CHAGAS. 

La enfermedad de Chagas es causada por el parásito T. cruti, que es un protoctista 

Ilagelado transmitido al hombre al contacto con cienos insectos hematófagos. Es una 

enfermedad curable en su fase aguda y mortal para el 40 % de los pacientes en la fase 
I . 

crónica. El 70 % de los individuos contagiados no presentan síntomas en la fase aguda por 

lo que no son tratados y llegan en el transcurso de entre 10 a 20 años a la fase crónica. En la 

fase crónica ~l ;27 % de los enfermos desarrollan arritmias cardíacas que les llevan a una 
I 

muene repéntina, el6 'JI> presenta daños dig~stivos (megav~eras) y el 3 % daños al sistema 

nervioso periférico. 
i . 
, 

¡ 

La enfermedad de Chagas es endémiCa de 21 paIses de América, afectando a países 

sudamericanos, centroamericanos y a México. Ocurre principalmente en las 7.onas rurales 

por transmisión dir.:cta del vector al hombre yen zonas urbanas por transfusión sanguín·!a. 
\ , 

Cada año se contagian 120,000 individuos por lo que actualmente hay entre 16 a 18 millones 

de infectados que repreJntan e14.5 % de Ja'poblaci6n total de estos 21 países, además de 
, 
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que hay 100 ~o~ de personas en nesgó,~',&'nlfae¡ dlcba Ínrea:ión (Moncayo. 1997). 

Esta enfermedad cauSa una mortalidad anual ~ 40,000 personas y desde el punto de visea 
i 

socioeconómico se estima que provoca la pérdida anual de $ 8,1 SO millones de dólares, 10 

que representa e12.S % del producto interno bruto de América (WHOICI'D progresa repon, 
1997). ' 

Para la población mexicana no hay un cuadro claro de la prevalencia actual de la 

enfermedad de Chagas. En la Encuesta Seroló~ica Nacional <!f. 1987 se encontró que el 1.2 

% de la población urbana es seropositiva. No obstante, en estudios realizados en zonas 

rurales existe una sero.-prevalencia de entre el 10 al 85 % predominando las comunidades de 

los estados de l"!ayarit, Jalisco, Nuevo León, Oaxaca, Guerrero, Veracruz, Querétaro y 

Zacatecas (Pérez, 1997). 

La alta recurr~ncia en la transmisión por transfusión sanguCnea que se d:o entre 1980 y 1995 

se debió a la falta de una prueba serológica dd detección en los bancos de sangre. Por 

ejemplo se encontró que en las ciudades de Santa Cruz (Bolivia), Salamanca (Chile), Chaco 
,', .... J • 

(Argentina), Puebla (México) y Brasilia (Brasil), el 62, 29, 24, 18 Y 15 % respectivamente, 

de la sangre disponible para transfusión sanguCnea, estaba infectada con T. cruz; (Schmuñiz, 

1991). Para el año de 1998 el contagio por transfusión sanguCnea se ha reducido 

dramáticamente en los países con programas de control de Chagas (por ejemplo la iniciativa 
, 

del cono sur o la iniciativa de los países Andiilos) (Moncayo, 1997; WHO/CTD progress 

report, 1997). 
! 

La enfermedad fue descrita en 1909 por el médico brasileño Carlos Ribeiro 

Justiniano das Chagas, quien trabajaba como!médico de sanidad de la comunidad de Minas 

Gerais en Brasil. El describió la relación entre el vector Triatoma infestans y la enfermedad , 
(Chagas, 1909). El agente transmisor es un ~to hematófago que es conocido 

popularrnente'c~mo "vinchuca", "barbeiro", ¡'chipo" o "chinche besucona", este último alias 

se debe a que usualmente pica alrededor de 1Íl boca de las personas, atraído por el bióxido de 

carbono que exhalM. , 

La enfermedad d~ Chagas esta asocilida con viviendas rurales de construcción pobre, 
I 

ya que la "chinche besucana" se esconde en grietas u oquedades de las paredes y techos de 
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madera obiCil bn los intersticios d~ techos de lámina. Es durante la noche que cllnscc:to .. I . ..; , 
de su escondite y pica a las persOnas éiliíhdo éstas ducnnen. 

I 

La enfennedad se presenta en dos etapas la aguda y la crónica. La fase aguda se 

observa después de un breve período de incubación. Entre el 2 y el 8 % de los casos 

presentan sCntomas severos que llevan a la muerte (de Castro. 1993). En la mayoría de los 

casos. esta fase presenta muy pocos sCntomas por lo que no es detectada por el médico. SI el 

diagnóstico se lleva a cabo en esta fase lás probabilida¡l, , de cura son muy elevadas. Cuando 

la enfer~edad no se detecta. el paciente llega a la fase crónica y para esta etapa.no se 

coiiócen fármacos que puedan eliminar al parásito. En la fase crónica la mortalidad es 

cercana al 40 %. pero puede presentarse completamente asintomática. Durante la fase 
.' 

crónica es '!nuy difCcil de diagnosticar la presencia del parásito debido a la ausencia de 

tripanosomas en el torrente sanguCneo. 

Existen muy pocos fármacos contra el T. cruz;, dos de ellos, el nifurtimox (Bayer 
; 

2502) Y el benznidazole (Roche 7-1051) son los mas empleados. Con ellos se pueden ccrclJ' 

hasta el 90 % de los casos durante la fase aguda, sin embargo son completamer.t¡: ineficaces 

en pacientes en la fase crónica (de Castro. 1993). Lamentablemente ambos fármacos también 

producen severos efectos colaterales e incluso muy probablemente causen neoplasias 

(Boccru. tI al., 1998). Por otro lado, ya.se han encontrado cepas altamente resÍl;tentes a 
,.; 

ambos fármacos (Murta y Romanha, 1998). 

Actualmente, se ha encontrado que un compuesto fungicida conocido como el 

00870 es capaz de prevenir la muene en el 70 al 90 % de ratones tratados (Urbina et al., 

1996) .. 

Es muy imponante recalcar que lÍIs compaftías farmacéuticas tienen poco o nulo 

interés en el desarrollo de fármacos contÍ-a la enfermedad de Chagas (Traub-Cseko y 

Momen, 1995) y esto se debe a que al st!r una enfermedad relacionada con la pobreza, no 

hay garantía de recuperar lo invenido en. términos económicos. 

EL CICLO DE VIDA DE T. cruz; , 

El T. cruz; el un P~ásito intraceiular obligado que no se replica extracelularmente y 

e~ transmitido por tAnsfusión sanguCnea~ leche materna, transplante de órganos, inoculación 
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accidental en el laboratorio, por vía téaíisPiáceniaria y princlpalmente por contacto con laa 
I • 

heces de insectos hematófagos de la familia,Reduvvidae, subfamilia Trlatomlnlae, género 

Triatoma. Vsua1mente cuando un matoma <> chinche pica al humano para alimentarse de su 

sangre, 'inmediatamente defeca. Los tripano~mas van en la excreta. en su forma de 
, 

tripomastigote metacíclico. Cuando la persona se rasca intemaliza al parásito en el piquete, 

o bien contariíift~ sus dedos con los parásitos que se intemalizan en las mucosas. Una vez en 

el torrente sanguíneo, esta forma invasiva o tripomastigote puede penetrar en las células 

reticuloendoteliales del hígado y bazo; en las células musculares de tipo liso, esquelético y 

cardiaco; así como también puede invadir células de los ganglios linfáticos, del esófago, del 

colon, de la piel, de las gónadas, de la mucosa intestinal, de la placenta, de la medula ósea o 

de células del sistema nervioso. Después de invadir una célula, el tripanosoma se convierte a 

su forma de amastigote y se replica constaijtemente por fisión binaria. Aproximadamente 5 

días más tarde los parásitos se convierten nuevamente en tripomastigotes que son liberados a 
, 

la circulación al romper la célula que ocup~. Inmediatamente después, los tripumastigotes 

, en la sangre buscan etras células que invadir o bien son tomados por la chinche cuando pica 
, 

y torna la sangre. LOs tripomastigotes ingeridos por el insecto vector llegan a la porción 
';...-' '¡ 

posterior del intestino medio, en donde se transforman, enLee los 8 a 10 días en 

epimastigotes metacíclicos que a su vez se diferencian en tripomastigotes metacíclicus y son 

eliminados por la heces. 

EL DISEÑO RACIONAL DE DROGAS Y EL T. cruti 

En los Estados Unidos por cada fármaco que apruebe la FDA (Food and Drug 

Administration) se habrán sintetizado un promedio de 6200 compuestos, de los cuales solo 3 

lograrán pasar a la fase de pruebas clínicaS. Este proceso toma alrededor de 13 años y tiene 

un costo aproximado de $ 350 millones de dólares (Petsko, 1996). En años recientes la 

manera tradicional de, "ensayo y error" para encontrar drogas, está cambiando a un método 
1,1: j' , 

dirigido máS'económico conocido como el "diseño racional de drogas" o "diseño de drogas 
I " 

basado en estructura'I' (Verlinde y Hol, 1994; Blundell, 1996; Hunter, 1997). Este método 

se basa en diseñar fármacos utilizando para ello el conocimiento de la estructura 
I • 

tridimensional de ciertas proteÚlas blanco. 
I ' 

I 
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En el anO de 1992 se conoclA'lI'~\U'a de 220 protcInaa rellllebu por 

cristalograf¡a'~e ~yos-x (Verlinde y Hol.; 1995), hoy este ndmero se ha incmDentado. maa 

de 7000. Este veloz incremento en la can~dad de estructuras crIstalo¡rátkas de proternas lO 

debe principalmente a que cada vez hay ~jores técnicas de blologra molecular, 10 que 

permite tener sistemas de expresi6n de los que se pueden obtener cantidades considerables 

de protefna para experimentos de cristalizaci6n. Y además, los métodos computacionales de 

cristalografía de rayos-x han sido mejora~os de tal manera que el tre tamiento de los datos es . 

cada vez mas eficiente y rápido. 

El diseño racional de drogas cons~te en la búsqueda sistemática, empleando 

simulacio~es comput:cionales, de moléculas capaces de unirse con alta especificidad a la 

proteÚla blanco. Estas moléculas son buscadas en la base de datos eso (Cambridge 

Structure Database) la cual contiene éientos'de miles de compuestos. Una vez encontrado el 
; .. ,.':' . ¡ ; i 

o los compuestos candidatos. la especificidad de unión es mejorada varios ordenes de , 
magnitud al cambiar adecuadamente sus propiedades. El paso siguiente es sintetizar 

. químicamente el compuesto. o si está comercialmente disponible, adquirirlo para probar su 

efecto sobre la proteÚla blanco. 

El disello racional de drogas ha jugadO un papel central en el descubrimiento de 

algunas drogas actualmente en uso clúúco. Por ejemplo: anti-hipertensivos. anti­

cancerígenos, anti-artrítico~ (Blundell. 1996) e inhibidores de la proteasa de aspártato del 

virus VIH (Wlodawer y Vondrasek, 1998). 

Durante los I1ltimos 3 aIIos se ha descrito la estructura tridimensional de 4 enzimas 

de T. cruzi y sabemos de al menos 3 más que se encuentran en proceso de obtenerse. (ver 
./.'t;.. : 

tabla 1). oiChiIS estructuras se obtuvieron'por la técnica de cristalografía de rayos-X. , 

9 



,. "~. , .. 
• l' 

..'., < .' - . 
I 

\ 

\ TABLA I 
\ ' .:~I(¡ . 

Prote1nu de 7i)'JHfIOIOIU uu:l cuya .... Udun ha licio raueIIa por crtataIopda de 
, 

Proteína Grado de 
¡ 

Resoluci6n Referenda 

Avance (Á) 
Cruzaina , Estructura 2.3 McGrath, el al., 1995; 

" .. 

Completa : Gillmor et al., 1997 

Tripanotion reductasa Estructura 2.3 Y 2.9 Jacoby et al., 1996; Zhang ., 
Id l~; Completa , et al., 1996 ' ' , 

! 

Gliceraldehido 3-fosfato Estructura 2.8 Souza et al., 1998 

deshidrogenasa Completa 
-

Triosa fosfato Isomerasa Estructura; 1.83 Maldonado et al., 1998; 
í 

Completa 
i 

(este trabajo) 

HipcltlUltína fosforibosil Análisis ¡ 

: 2.0 Eakin, et al 1997 

transferasa preliminar: 
" 

TirosÚl amino transferasa Análisis 2.7 Nowicki et al., 1998 , 
i 

," I preliminar 
, 
, 

Deoxiuridína S' -trifosfato Análisis 3.0 Bemier-Villamor, 1998 , 
nucleótido hidrólasa preliminar . - . \ 

(dUTPasa) , 
¡ 

Una de esas enzimas es la tripanoti6n ~eductasa (Jaco by et al., 1996; Zhang et al., , 
1996), la cual regula el ambiente intracelular reductor y protege al parásito del estrés 

oxidativo (Fairlamb y Cerami, 1992). La venJja que ofrece dicho blanco es que esta enzima 
, i 

no esta presente en el hoinbre. Por medio de ~ técnica de disefto racional de drogas se 
, 

fabricó un compuesto derivado de la espermid,ína capaz de inhibir a la tripanoti6n reductasa 

de T. cruZ¡ en lcondicione~ "in vilro" (Bonnet et al., 1997). Sin embargo, se ha demostrado 

que, la inhibici6n de hasJ un 8S % en la sÚltesis de esta enzima por T. cruzi no le produce a 

dicho parásito la, muerte J la disminuci6n en su tasa de reproducci6n, en condiciones de -,': I ' .. , 
cultivos celulares (Tovar y Fairlamb, 1996), LO anterior ha resultado en una controversia 

\ : 
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acerta de si la InhIbICJ6n de la trlpanotil1n reduCtuau mime .. -flclcnte para lDIIIr al 
1,; 

pardsito (Wan¡. 1997)· 
I 

Nuestro ¡rul>? cree que la lriosaCosCatO lsomcrasa de T. cnW (Tc:TIM) ea un buen 

bJanc:o si se desea matar al pmsilo COstoa-SalOma, el al .• 1997; MaJdonado" al., 1997). 

La triosa fosfato isomerasa (TIM) realiza la interconverslón enU'e dlhidroxoac:etona 

fosfato y glicenade!iido 3-fosfato. Actualmente se c:onoce la secuencia de nucleótidos de la 

TIM para 60 especies diferentes, también se conoce la estructura cristalográfICa de la TIM 

de 10 organismos (ver tabla 11). Cabe recalcar que enU'e las estructuras que se conocen está 

la TIM de humano, esto es importante desde el punto de vista del disefto racional de drogas. 

La TIM es una enzima homodimérica en la que cada monómero tiene un peso 

molecular de 2S kDa. El monómero no es activo aunque posee todos los aminoácidos que 

participan en la catálisis. Sus propiedades catalíticas y el mecanismo de la reacción se han 

descrito con detalle (Knowles, 1991; Nerla y Karplus. 1997; Harris et al., 1997). , 
La estructura de la TIM c:onsiste en 8 repeticiones "beta-asa-helice" arregladas de 

. forma de un barril de hebras beta paralelas, rodeado de hélices alfa. El sitio catálitico se 

encuentra en el cenÍfo del barril. Esta es una estructura altamente recurrente en la naturaleza 

yes por eso que a este plegamiento se le ha denominado "Barril-TI M". 

\ 
I 

\ 
\ \ 

I 
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TABUD 

~ TIM cuya estructura ha sido resucita por crtataIop'aIIa de 1'8101"1 

Organismo Tipo de ol'2an1smo ResoIud6n (Á) Rtrerenda 
Escherichia coli Procarionte 2.60 Noble et al., 1993 

mesóf1lo 
Bacillus Procarionte 2.80 Delboni, tt al., 1995 
stearothennophilus hipertermóf1lo 
Vibrio marinus Procarionte 2.70 Alvarez et al., 1998 

psicróf1lo , 
Plasrnodium Protoctista parásito 2.20 Ve\anker, et al., 1997 
falciparum del hombre 
TryPllIU?soma brucei Protoctista parásito 1.83 Wierenga et al., 1991 , 

del hombre 
Trypanosoma cruzi Protoctista parásito 1.83 Maldonado et al, 1998; 

del hombre , (este trabajo) 
Leishmania Protoctista parásito 1.83 No publicado 
mexican[¡"" ,. Jel hombre 
Saccharomyces Levadura 1.90 Lolis et al., 1990 
cerevisiae 
Gallus gallus , Ave 1.80 Zhan2 et al.. 1994 
Horno sapiens , Mamífero 2.80 Mande et al .• 1994 

¿ES LA TIM ES UN BUEN BLANCO:PARA MATAR A T. cruzi? 
, 

En los tripanosomas las reacciones de la glucólisis ocurren en un organelo 
, 

espec~do Uamado glicosoma. La glucosa es transportada al interior del glicosoma y ahí 

es degradada has~ 3-fosfoglicerato, este producto sale del glicosoma y es oxida~o hasta 

piruvato en el citoSoI (Tielens y Hellemond, 1998). En T. cruzi el piruvato entrn la , ' 

mitocondria en donde es oxidado hasta bióxido de carbono, o bién es transformado en 

acetato. La T1M otriosafosfato isomeraSa (EC S.3.I.l) está en el interior del glicosoma, ahí 

realiza uno de los ~asos de la glucólisis que es convertir a la dihidroxoacetona fosfato en 

gliceraldehido 3-f05fato. 
I 

El objetivo a largo p\aw de nuestro grupo es disenar un farmaco que inhiba 
I 

selectivamente a la TIM de T. cruzi y como consecuencia el parásito muera. 

Debido a qub una disminución en la actividad de la TIM en los humanos puede 

provocar anemia hebolltica o disfuncionhs neurológicas progresivas (Orosz et al .• 1996) es 
~; ! 
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I I ' . 
Imponante inhibir se~vamente a la TIM del pmstto sin comprometer la ~ ele la 
TIM' humana. I ,'.' 

I : 
Aqui cabe plaDtearse si el parásito m~rira al perder la actividad de la TIM. Una 

forma directa de contestar esto seña interrum,plr la expresión de la TIM en T. cru:J y medir 

su sobrevivencia y tambien su capacidad de ÍJ!fectar a células humanas en cultivo. Dicho 
. 1 

experimento no ha sido realizado hasta ahora~, Un experimento equivalente se llevo a cabo, 
I!' , . , 

pero sin éxito, en T. brucei que es el trypanosoma que produce la enfermedad del suefto en 

Africa (Lorenz el al., 1998). 

T. bruc~/inuere al inhibir las funciones de su vía glucolítica, ya que dos compuestos 

(surarnín y oxido de melarsen) cuyo blanco es la inhibición de enzimas glucolíticas. se 

emplean actualmente en tratamientos contra e.sta enfermedad (Clarkson y Brohn, 1976). EUo , 
se debe a que T. brucei depende totalmente de la glucólisis para la sÚltesis de ATP ya que en 

su forma de tripomastigote, pt'rmanece y se n{ultiplica en el torrente sanguÚleo en donde sus 

mitocondrias no son funcionales (revisado pol Sommer y Wang, 1994). 
t 

El ciclo de vida de T. cruzi es diferen~ ya que se multiplica en el interior de las 

células que invade y sus mítocondrias se encu~ntran funcionales durante todos su ciclo de 

vida. Aunque T. cruzi cÓnsume glucosa a niv~les inferiores (lO veces) que T. brucei se ha 
, ! 

determinado que la utilización de la glucosa es la viá metabolica preferida por el parásito 

(Cazzulo, 1992;'1994). ' 
, • " ¡ 

T. cruzi, al igual que otros trypanosomas se caracteriza por una alta flexibilidad de su 

metabolismo energélico.!Dicha flexibilidad es una adaptación que responde a los ambientes 

tan variables a los que se ve expuesto. Hay que recordar que T. cruzi pasa del 

tracto Intestinal del insecto (epimastigote-extracelular) al torrente sanguÚleo del hospedero . 
humano (tripomastigote-extracelular), de ahí ~ interior de células humanas (amastigote-

intracelular). i 
I 

Casi todos los estudios del metabolismb energético en T. cruzi se han realizado 
I 

utilizando culllvos de ep~tigotes, que es la forma extracelular que permanece en eltractu , 
intesllnal del insecto. ello! se debe a que los epimastigotes se pueden obtener facilmente y en 

grandes canti~f~ ,de CUI\iVOS. Sin embargo cuando se comparó el metabolismo del 

epimastigote y del arnastigotc se encontraron ¡fiferencias importantes en los productos de 
1 ~ 

\ 
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excreción. Por ~o anterior se deduce q~~ ~i melabo\ismo ea diferente en ambla etapa.l del 

ciclo de vida de T. cruzi (Sanchez-Moreno tI al., 1995). 
. 1 • 

La fo~ de amastigote es eSlabk y puede perdurar en un individuo entre 10 a 20 

aftos Uevandole a la fonna crónica de la ehrennedad de ·'Chagas". Por todo lo anterior es la 

fonna de amastigote (y su metabolismo) ia que tenemos que conocer para lograr predecir 'os 

alcances de un inhibidor selectivo de la TIM de T. cruz;. 

Bakker y colaboradores (1997) modelaron matematicamente el control de flujo del 

metabolismo glucolítico de T. brucei. allinentaron dicho modelo con los datos 

experimentales del comportamiento cinético y las constantes de equilibrio de todas las 

enzimas de la vía. las cuales se han purificado y estudiado (revisado en Sommer y Wang, 

1994). El modelo resultante les permitiodeterminar la contribución al control de flujo de 

cada una de las enzimas participantes, e incluso probar las diferencias entre comlicion~s 

aerobias y anaerobias. Empleando el miimo modelo Eisenthal y Cornish-Bowden (1998) 

modelaron la inhibición de las enzimas de la glucólisls para saber si las enzimas glucolíticas 

son blancos adecuados para el diseño d~ inhibido res competitivos '110 no competitivos. 

Concluyeron que si se emplea un inhibi~or competitivo, solo el transportador de piruvato 

puede ser empleado como blanco. Si se ,diseña un inhibidor no-competitivo e irreversible, es 

decir que produzca una inhibición del 100% de la glucólisis cualquier enzima de la vía se 
I 

puede utilizar. I 
¡ 

Si las predicciones del modelo fueran aplicables al metabolismo de T. cruZ¡ quiere 
, ¡ 

decir que el inhibidor que se diseñe de la TIM de T. cruz; debe ser no-competitivo y debe 
i : 

l" unirse en fonna irreversible. i 
, 
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-CorTtlp0n4ing • .,th", 

n.e aligned amino .cid sequences 01 TIM from Trypano$Oma "u:i 
(TcTlM) and Trypanosoma bMlcn (1bTlM) have a po.itional identity 01 
68%. The two' enzymes have markedly similar catalytic properties. 
Agents !hat interact with !heir interface Cy" inhibit TcTlM and TbTlM; 
and !hose TIMo that lack this Cys (.uch as human TlM) are largely or 
completely inseNitlve 10 these agents. n.e susceptibility 01 TcTlM to the 
agents is approximately 100 times higher th.n that 01 TbTlM. To ascer· 
tain the cause 01 this large difference, the crystal structure 01 TcTlM was 
solved at 1.83 A resolution. n.e two enzymes are very similar homodi· 
mers. In TcTlM and TbTlM their respective Cys, 15 or 14, lormo par! 01 
the dimer interface. In both, the contacts 01 the Cys with residues 01 the 
other subunit are almost identical. Nevertheless. there are noteworthy 
differences between !he two; the existence 01 glutamine 18 in TbTlM 
instead 01 glutamic acid in TcTlM at !he beginning 01 helix 1 decreases 
the contacts between this portion 01 !he protein and helix 3 01 the other 
subunit. In .ddition, TcTlM has proline at position 24 in the first helix 01 
the TIM barrel; this is absent in the other TIM. Pr024 disrupts !he regular 
heUx arrangerrient, maldng !he pitch 01 this heU. 1.2 Á longer than in 
TbTlM. When Pr024 01 TcTIM WIS substituted lor Glu, the sensitivity 01 
TcTlM 10 sulfhyé\ryl reagents increased .bout /ive-Iold, possibly as a 
consequence 01 an increase in !he .pace between the first portion 01 helix 
1 and helix 3 01 the other .ubunit. n.ere/ore, it may be concluded that 
the geometry 01 !he !alter region is central in !he accessibility to agents 
that perturb !he interface Cys. In human TlM this region is more 
compacto 
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Kqwords: ChaglS' dile ... ; drug design; protein interface; 
mosephosphate isomera .. ; Trypanosoma CMlzi 

Introductlon 

AbbRVi.riON uK"d: ASA .• cc~sible surtace area; 
OTNB. 5,S'-dilhlo-b¡s(2-nitTobenzoic acid); MMTS. 
m~lhvlm"tl'wn. thiosulfonat •• TbTIM. trh)Hpholph.u. 
itomeraM from Tryp!1"vwmn bructi; TcTIM. 
IriowphospNt. lsom"ra~ fTom Trypanasomn crll:l: TIM. 
triowphotphate i50ml'ra$e; rms. root-mean-squarl'; 
IPTG. itopropyl.p.l>thiogAlactopyranosidr. 

A seneral leature 01 enzymes is that in the evol· 
utionary process there is conservation of their 
three-d.imensional stNcture. Far example. the crys­
tal structures 01 homodimeric triosephosphate 
isomerase (TI M) from Bncillu5 sttnrothtrmopllilus 
(Delboni ., ./ .. 1995), Esclr"ichia coU (Noble " n/ .• 
19930), TryT"",o$Oma bruc.i (Wierenga <t al .. 1991), 
Pl.smodium ¡'lciparum (Velanker tI a/., 1997), ye.st 
(Lolis <t al., 1990), chicken (Banner <t n/., 1975), 
Homo sapitns (Mande tt ni .• 1994) and Vibrio mar;· 
nus (Alvarez tf al .• 1998) show that their thr~-
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dimensional structures are strikingly similar. Non ... 
Ihel ... , many evolutionary changes have occur:red 
in Ihe amino acid sequences oE Ihe protein. Indeed, 
Ihe aligned amino acid sequences oE TIM from 54 
organisms Ihat range from Ihe archaebacterium 
Pyroccocus UJO<si to H. sapiens, reveal !hat onIy 30 oE 
Ihe approximately 250 amino acid residueslhat 
comprise the monomers are strictly conserved.. The 
.changes Ihat took place in Ihe evolutionary path­
way did not exert strong influence on Ihe catalytic 
properties oE TIM, i.e. Ihe enzymes Ihat have been 
studied exhibit catalytic efficiencies (ku,/I<,.) Ihat 
vary less Ihan twofold. The stability oE dimeric 
TlM from different IPeci .. ha' been studied, and 
again Ihe data (Lolis <t al" 1990; Zabori ./ al" 1980; 
Borchert ., al., 1995; Mainfroid ./ al., 1996; Landa 
./ al., 1997) indicate Ihat Ihey all have a high 
association constant between the two constitUent 
monomen. Thus. substitutions. eliminations and 
i.nsertions of amino aCld residues that !\ave 
occurred during evolution have hardly affected the 
Itructure. catalytic aetivity and stability of T,IM. 
Nevertheless. the latter events have conferred to a 
given TIM 'Ipecies a particular individuality. \ 

We searched in the structures of homologous 
TlMi Eor these apparently minor changes, and 
10Wld Ihat by targeting on non<onserved Cy., it is 
po5sible to induce inhibition of eruyme aetion 'rith 
a high 1""01 01 selectivity (Comez-Puyou <t. al., 
1995; Corza-Ramos <t al., 1996). species-speeific 
abolition 01 cataly.i. can be achieved by perturlling 
• n0rK0n5erved Cys that lies at the dimer interface 
'ól' 11M from T. bructi. T. cruz; and Ltish"umÜJ wxi­
"''''' (Comez-Puyou <t al., 1995; Ostoo-Saloma ti al., 
1997). For oxample, !he yea.t enzyme, which ,has 
!he ...... Cyl as lbTIM .xcept lor Cy114, is cOm­
plet.ly ~itiv. to lulfhydryl reagents !hat abol­
ish catalYliJ in lbTlM (Cómez-Puyou <t al., 1995). 
UkewiJe, a mutant TlM from T. bructt in which 
Cyl14 'wa. changed lor Leu wa. compl.t.ly \nsen­
litiv. to lulfhydryl reagents !hat produced com­
plet. inhibition 01 catalysis in wild-type lbTlM. In 
human TlM, lhiJ Cyl iJ replaced by M.t, and Ihus, 
lhiI enzym. ÍI larg.ly ina<msitiv. to agents !hat 
perturb !he interlac. Cy. 01 Ihe trypanosomatid 
enzyrnes. How.v .... , Ih. acceuibility 01 TcTlM lo 
agmts &hat interact with íts interface Cys is ,two 
orden 01 magnitude higher !han in other TlM !hat 
hove lhiI particular Cys (Os too-Saloma tt al., 1997; 
MaldoNdo ., al., 1997; Carzo-Ramos tt al, 1~8). 
Thw. TcTlM seems unique in the barriers that 
exist between the salvent and the interface residue. 

TIM la ,. ubiquitous homodimeric enzyme that 
eatalyzH the reversible isomerization between gly­
ceraldehyde 3-ph05phate and dihydroxyaeetone 
. phosphate. lhe kinetics and energetic5 of the reac­
tlon (Alb.ry « Knowles. 1976; Alber et ni .. 1981; 
Nickbarg « Knowles\ 1988: Knowl.s, 1991) ,are 
well estolblished. We detennined che crvstal stNC­
ture of TlM trom T. c;'u:; (TcTIM) at l.in A resol­
ution &lnd compolred ¡<to that of the dosely rel~ted 
T.' bructr (lbTIM). The h\.·O enzymes ha ve an 
identity of 68~'o in their amino acid sequ~nce 

I 

\ 

T~" IMJmefJIH Irom T. cruZ! 

(Ostoa-Saloma ti al., 1997; and ... Figure I(a». In 
position 2, TcTlM has Ala, which ÍI absent frpm 
lbTlM; Ihus Ihe sequence 01 TcTIM iJ displaced by 
one residu •. Th. two enzymes havo .imUar cataly­
tic properties (Ostoa-Saloma ti al., 1997), and bolh 
hav. !h. inlerface Cys (Cy114 and Cyl1S in lbTlM 
and TcTlM, respectively). The purpose 01 !hese .tu­
dies was to d.tenn.. ... Ihe .tructure 01 TcTIM, and 
lo aseertain il enzymes from dosely related organ­
isms have stnJctural pecuHarities that allow a NnC­
tional dillerentialion. 

Considerable atteolion has been given to the 
stNcture of enzymes from pathogenic parasites, 
linC. Ihey represent potential targets lor drug 
design (Verlinde ti al" 1994). Wilh thi. in mind, 
!he cry.tal structure 01 TlM from T. brucri 
(Wierenga ., al., 1991), which cause •• Ieeping sick­
ness in mao aod Nagana in catUe. has been deter­
mined. With the same goal. the crystal structure of 
TlM from P. falciparum was established (Velanker 
rt al" 1997). Th. crystal structure. 01 only four 
enzymes from T. cnl:i have been reported: trypa­
nolhione reductase (Zhang ., al., 1996), cruzain 
(Jacoby t' al., 1996; McCralh rt al., 1995), hypox­
anlhine phosphoribosyl translera .. (Eakin ./ al., 
1997) and glyceraldehyd ... 3-phosphate dehydro­
genase (Sauza ., al., 1998), despite Ihe lact Ihat 
about 20 million people are affected by Chagas' 
disease in the Americas (World Health 
Organization, 1986). 

Reaulta and Dlacuaalon 

General leslures 01 TcTlM alructure 

The e- trace of the refined dimeric structure of 
TcTlM show. Ihe typical ~/P barrel structure !hat 
characterizes TlM (Figure 1(h». Using Ihe terminol­
ogy oE olh.r TIMo, Ihe a helic .. , p Itrand. and 
loopo are numbered 1 to 8 in subWlits A and B. In 
TcTIM, Ihe electron densities 01 Ihe first two and 
three residues of monomers A and B at the respect­
ive N terminus are not well defined. The dlrnft'S of 
TcTlM and lbTIM were compared; the rm. (root­
mean-square) difference lor 497 equivalent C' 
atomo iJ 0.96 A. 

The main<hain coordinates 01 Ihe two TcTIM 
monomers surrimpose with an overall nns differ- . 
ence 01 0.85 . During catalysis, loop 6 (residuos 
171 to 178) lalls over Ihe catalytic si te (Pompliano 
., al., 1990). In monomers A and B, loop 6 is in the 
closed and open eonlormations. respectively. This 
different arrangement of loop 6 accounts for the 
principal nns difference between the two mono­
mers; the nns difference bf!'tween the c10sed and 
open loops is 3.3 A . 

The B factors (Figure 1(c) are higher in mono­
mf!'r A than in monomer B. with an overalJ average 
of 26 and 20 A', «spectively. The highest v,iue 
was in Asp35. it is substantially higher in mono­
mer A than in monomer B (58 and 41 A~. resp~ct­
iv.ly). As in other TIMs (Noble et al .. 1993,: 
Wierenga d al .• 1991; Velanker tt ~/ .. 1997; Lolis 
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(a) ~-strand a-Helix 

q • =>-<=50 
Tc'l'IH HASXP<lPlAA ANWI<CNCSES LLVPLIE'I'LII AA'lTDHDVQC VVAP'I'FtJIIP 
TbTIK K-SKP<lPlAA ANWI<CNCSQQ SLSELICLFN S.TSINKDVQC VVASTFV!ILA 

=:t---C:>------<=.-C""""'=100 
TcTIH HTXARLTNPX FOlAAONAIT RSGAFTGEVS LOILKDYGIS wvv.GHSERR 
TbTIK KTKERLSHPK FVlAAONAIA KSGAFTGEVS LPILXCFQVN WIVI.GHSERR 

~ ~ 150 
TcTll1 LYVCEnotIV AEKVAQACAA GFHVIVCV'GE TNEEltEAQRT AAWLTQt.M 
TbTIM AYVCETNEIV ADKVAAAVAS GFMVIACIGE TLQERESGRT AVVVLTQlAA 
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TeTIH VAQKLSK!AW SRVVIAYEPV WAIGTGKVAT PQQAQEVHEL LRRWVRSXLQ 
TbTIH tAkXLKKADW AXVVIAYEPV WAIGTGKVAT ~QAQEAKAL IRSWVSSKIG 
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T~l" TOlAAQLRIL YGGSVT~A RTLYOKROIN G'LVGGAS~K PEFVEIlEAT K 
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figure 1. (al The aligned .mino 
add s.equences of TcTIM and 
TbTTh..f; s«ondary 51ructure 
clements ar~ indicated aboye the 
sequences. (b) Stereoview of \he C~ 
trace of TcllM; numbers 1 10 250 
and 301 lO 550 are used to indicate 
\he .mino .cid ~sidues of mono­
mers A And B. rnpectively. Heli" 1 
of monomer B and loop 3·helilt 3 of 
monomer A are Ihown with buld 
Unes. (el S facten of menomers A 
( ••• ) and B (-) 01 TcTtM. 
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.t a/" 1990; SaNler tt al" 1975; Mande rt a/., 1994; . I 
Delbonl .t a/., 1995), !he residuos 01 !he loops lhat 
lall over !he active eenter (171 to 178) .Iso .. hlbit 
high B laetors. 

The active alle 

The structure 01 lhe active site has been 
!horoughly studied (Davenport .t a/., 1991; 
Verlinde tt a/., 1992; Noble tt al., 1993b). The resi­
dues 01 !he active site in TlM are Lys14, His96 and 
Glu168; !heir arrangement in TeTIM is nearly iden­
lieal wi!h !hose 01 human TIM and TbTlM, but 
TeTIM exhibited a slight dillereneo in !he orien­
lalion 01 !he .ide-chain 01 Glul68 (not .hown). The 
rms diffcrences between. the catalytic residu~ 
Ly.14. Hi.96 and Giul68 in !he closed monome" 
01 TeTIM and TbTlM were 0.4, 0.2 and 1.2 A, 
respectively. In the open conformation, the respect­
ive values were ,0.3. 0.1 'and 1.0 A. The respective 
rms differences of the catalytic residues Di TcTIM 
with !hose in human TIM were 0.7, 0.6 and 1.5 A 
lor !he closed and 0,5, 0.5, 0.5 A lar !he open eon­
formanons. 

Ligands at !he ealalylie site 01 an TlMs are iso- , 
lated trom the solvent as a consequence Di a con- ¡" 
formational change oi loop 6 that results in the 
covenng 01 the catalytic 'center (Pompliano tt 1l1., 
1990). In !he eryslal struetures 01 o!her TIMs, 
different conformations oi loop 6 in the two T1M 
monomers have been observed; the data show that 
in occupied catalytic sites. loop 6 is in the dosed 
state (Wierenga tt al., 199\). As noted, in TeTlM, 
loop 6 has different canfonna tions in the twa 
monamers; it is c10sed in monomer A, and apeo in 
monomer B. ln this respect, it is relevant that in the 
fonner. the catalytic site has a diffraction that prab· " 
ably correspop.ds to a sulfate graup or a water mol· ( 
erule.,:1 lile presence of sulfate in the c1ased 
eonlormalion 01 TbTIM has b..,n described 
(Wierenga tt al., 1991). The rms dillereneo betw..,n 
the equivalent atams of the catalytic site residues 
lor Lys14, His96 and Glu168 in monomer A and B 
were 0.36, 0.28, and 1.05 A, respecliveiy. 

The Interface between the two monomera 01 
TcTIM and TbTlM 

Ta calculate the loss of surface area that the 
monamer undergoes upon dimeriz.atian, the acces­
sible surfaee area (ASA) of the dimer, as de ter· 
mined with a spherical probe of 1.4 A radius (Lee 
&< Riehards. 1971), was subtr.eted Irom the A5A 01 
the monomer alone. lilese buried surface areas in 
TeTlM were 1476 and 1491 A' lar monomers A 
and B. respectively. ln lbTIM. these values were 
15!2 .md 1533 A:. In lbTIM. 32 r~sidues are within 
4 A from residues of the oiher subunit (Wierenga 
l't td .. 1992). In TcTlM. 28 of, these residues are con­
ser\'cd. The two enzymes differ in th.u lbTIM has 
GIn. Val. Ala and Ph. at ~ositions lB, 46, 49 and 
86. r~spectively, -.yhereas u{ TcTIM these residues 
are Cli..d9. Leu047. ProSO and Tyr8i. 

i 

\ 

\ 
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A slgnlflcant numbor 01 Inlftlubunlt conlAcrs l. 
provlded by !he mld_ 01 loopa 1 and 3. 
MulAtiona 01 lOO" 1 mld_ In human 11M 
(Malnln>ld rt .1., I~) and TbTlM (Gomez-Puyou 
tI.I., 1995), or d •• mldation 01 Alnl5 In r.bblt TIM 
(Sun rt a/., 1992) decrelM dlmer slAbUity. Thus, !he 
Interaroona 01 loop 1 wl!h !he o!her lubunlt 
.ppear central lor dimer slAbUization. Th ..... iduo 
01 loop 1 In Te11M (Cys15 to SerI8) and Tb11M are 
Identieal (Figure l(a)). 

O' Importance to ttus work la ,hal In TeTIM and 
TbllM, !he slde-chaln 01 !he Interlaee Cys !hat lios 
at !he begiNling 01 loop 1 Is buried wi!hin loop 3 
01 !he other subunlt. The electron density map 01 
Cys15 in Te11M and 01 !he lurrounding loop 3 
residuos Is Ihown In Figure 2(a). The superpolitlon 
01 Intersubunlt eont.eta 01 !he Interl.ee Cys 01 
TbTlM and TeTlM .howa an rms differeneo 01 
0.38 A lor 66 equivalent atoms in ten residue. 01 
loop 3 (Figure 2(b)). Therelore, a dillerent arr.nge­
ment 01 the In'erlaee Cys wi!h !he residuos 01 ioop 
3 would not seem to account for the marked differ­
enee in .ensitivity 01 TeTlM ond TbTlM to sulfhy­
dryl reagent. (Garza-Ramos tt al., 1998; and seo 
below). 

Loop 1 Is lollowed by helix l. At !he end 01 loop 
1, TeTlM and TbTIM have a Ser. Aeeording 'o 
Riehardson &< Richardson (1988), Ser17 in TbTIM 
and Serl8 in TeTlM would represent the N-cap 01 
!he first helix. Alter !he N-cap, !he first residue 01 
helix 1 01 TbTlM is G1n18; ils amide N is .t H­
bond dis'aneo from !he O 01 !he peplide bond 
betw..,n Asp85 and Phe86 01 !he o!her subunit. 
The earboxyl group O 01 Asp85 is also at H-bond 
distance from the N in the peptide bond between 
Ser17 and Gln18 (Figure 3). 

In TeTIM, heliees 1 and 3 are lormed by residues 
19 to 31 and 81 to 86, respectively (Figure l(a)). In 
TeTlM, !he arrangemenl al !he begiNling 01 helix 1 
with the last residue of helix 3 differs markedly 
from lhat In TbTIM (Figure 3). In TeTlM, !he orien­
tanon of the side-chain of the first residue of helix 
1 from monomer B (GluI9) is such lhat ils earboxyl 
group lies al a distance 01 6.5 A from !he peptide 
bond between Asp86 and Tyr87 01 !he o!her sub­
unit Likewise, !he eorboxyl group 01 Asp86 from 
monomer A is 6.7 A away 'rom !he N 01 the pep- . 
lide bond betw..,n Ser18 and Giul9. In !he o!her 
equivalent region of thc TeTIM dimer, Clu19 of 
monomer A is al50 bevond H·bond distanee from 
AspB6 and Tyr87 01 monomer B. Nonetheloss, !he 
side-<hain of Glu19 is oriented toward the inside of 

. the protein in the latter region (not shown, but see 
Table 1). Al this momento the reason for th~ differ· 
ent confonnations that Glu19 adopts in the two 
subunits is not clear. . 

The buried surface area of ea eh residue uf thc 
two monomers was calculated and come.ued to 
'hose 01 TbTlM (T.ble 1). Except for GlulY uf 
manomer B and Asp86 of monomer A. the rest of 
Ihe interface residues ol the two enzymcs exhibit 
markedlv similar buried surface 4n:.1S. In TeTIM. 
the buriéd surfaee area of Clu19 in monomer B is 
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Figure 2. (a) Stereoview of \he 
3Fo - 2Fe electron density map con­
toured at la of Cysl5 of TcTlM 
and its sUrTounding loop 3 resi­
dues. (b) Stereoview of the interface 
Cys of TeTlM (orange) and TbT[M 
(green) and surroundíng residues. 
The oxygen, nitrogen and 5ulfur 
atoms are represented in red. blue 
and yellow. respectively. 

~ C)I . 

sigrútiéantly smaller !han in monomer A; in, fact, 
Glu19 of subunit B hardly contributes to !he dimer 
interlace (rabIe 1). In contra.t, !he buried surlace 
area 01 Asp86 is about twice as large in monOmer 
B !han in monomer A. In !hese portioos 01 !he pro­
tein, the electron densities, are well defined. 

The Connolly surlace area (Connolly, 1983) 01 
!he inlerface 01 monomer B in human TlM, lbTlM 
and TcTlM is depieled by blue dots in Figure 4(a), 
(b) and (e), respectively, The righl side 01 !he 
Figure shows the electrostatic surface potential of 
monomer B attaehed lo a ribbon represenlation 01 
monomer A. 1I is evidenl in !he !hree enzymes !ha I 
there are differences in the contact region be~een 
!he beginning 01 helix 1 01 monomer B and helix 3 
o~ ~onomer A. ln TcTIM, there is a clear<ut ~par­
ation 01 !hese two regioos. In lbTlM, !he g~p is 
smaller. In human TI M, the separation is nol 
apparent; the clese packing 15 a consequence of Lys 
in position 18. whose side-chain amine group is 
wilhin H-bond dislance 01 Ihe earboxvl group 01 
Asp49 in heH" 2. There are also H-bond cootact5 o( 
Ihe earboxyl group pI Asp85 wilh !he nilrogen 
alom 01 !he peplid~ bond between Arg 17' and 
Ly.18 (Mande <1 al" 1199.). The differene •• ¡¡, the 
separatlon of the ty.'o subunits in the 'three 
enzyrnes are apparent

l 
aIso when all atoms are con­

sidered (net shown). \ 

I 

Val 

Hellx 1 

The aligned amino acid sequenee of !he two 
~nzym'7 snow.s that. the least conserved regíon is 
10 !he ti"t hehx, wh.eh spaos trom residues 19 to 
31 in TeTlM and trom 18 to 30 in lbTlM 
(Figure l(a», In Its outer surface, helix 1 is solvent­
exposed; in its inner surface, it establishes hydro­
phobic cantacts with residues of p-strand 1. A 
notable difference between the two enzyrnes is that 
lbTlM has Glu at po.ition 23; Its eqt:ivalent in 
TeTIM is Pr024, In helix 1 01 lbTlM, GluZ3 is H-' 
bonded to Gln19, In TeTlM, !he existence 01 a Pro 
disrupts !he regular h.lix arrangemenl; !hus, !he 
leng!h at whleh !he helix baekbone repeats itsell 
between res;dues 5or20 and Pr024 i. 1.2 A longer 
in TeTlM !han in lbTIM. 

EHect 01 sullhydryl reagents on TcTIM and 
TcTIM Pr024Glu 

The position of Cysl-l or Cys15 nt Ihe dimer 
interface of lbTlM and TcTIM explains why Its 
subshtution far anotner residue or its derlv¡ltiza­
ticn brings About deslabilization oí the enzvme 
and abolition of catalvsis (Gomez-Puvou tt' al. 
1995; Garza-Ramos d aL 1998). Howe .... ér, the 5\.15: 

Ct!ptibility of Cys15 oí TcTlM to sulfhydryl 
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Figure 3. Stereoview of !he 
region berween the end aE loop 1 
in monomer B Ind I portion 01 
helix 3 oi the adjolnil'lg lubunit. 
TcTIM and lbTIM Ire depicted. Ln 
orange and green, respectively. The 
color-code for tlle atoms ls as in 

'.'" :r, 
Figllre 2(b). 
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Table t. Buried Ju~faCf' area (Az) cE interface residues ol TkTIM and lbTlM 

TcTIM 'lbTlM 
Rcsidue SubW\Ít A Subunit B Residu~ Subunit A SuburUt B 

...... 12 6 6 ;Alnll 6 O 
L)'J14 :za 26 .LyslJ 31 26 
ey.15 126 125 ,Cysl4 123 122 
...... 16 32 31 · ...... 15 29 35 
elyl7 17 20 elyl6 17 18 
Sorl! 23 24 Str17 24 2S 
Cl,,19 47 O Clnt8 58 6' 
Sor20 3 O Gln19 1 2 
l1v45 26 2S Thr44 24 24 
1'ho46 67 65 1'ho45 .2 66 
\.ou47 145 143 V.I46 123 127 
HIMS l. 17 Hil47 19 21 
De49 6 6 Lc>.48 5 6 
l'ro5O 43 42 AIo49 28 27 
MoI5I ":i 7 16 M,ISO 7 6 

.. :' I 
Lyt52 5 O 

eln66 35 37 eln65 35 34 
....... 7 7 6 AIn66 6 5 
llo69 13 12 De68 12 12 
Sor'l 14 16 xr71 20 17 
Cly73 ., 42 ely'l 40 43 
","74 51 60 "'"73 ,. 53 
.Phe75 49 50 Phc74 49 51 
llv76 145 144 llv75 145 147 
ely77 65 66 ely76 69 69 
Clu7S 67 67 Glun 68 67 
V.179 29 32 V.I78 3{) 31 
s.rso 1 2 Sor79 2 3 
lId.l 90 90 Ue82 93 93 
LouN 8 9 leu8J 4 3 
Alpa6 26 58 Asp85 73 n 
Tyr87 .8 71 Phe86 71 70 
l1e89 O 
Va19] 1 2 V ... 192 2 
His96 8 I 7 His95 . 8 7 
GIu9!1 37 I '0 Clu97 37 37 
Arg99 .. 

\ 
.7 Arg'18 <5 .8 

TyrlO2 30 26 TvrlOI 30 27 
TyrlO3 60 61 TyrlO2 .. 61 
lIfl73 1 I O lIel72 O 3 
elym 3 I O 

.;¡: I 
':" f 

I 
I 
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re.gent. is more !han IOO·lold higher !han lhat 01 
TbTlM (Moldonado ., al., 1997). Kin.tie data with 
TeTlM and TbTlM showed !h.t !he higher suseep­
libility 01 TeTIM is due lo an iner .... in !he aeees· 
sibility 01 sulfhydryl reagenl. lo Cy.15 (Garz.· 
Ramos ., al., 1998). 11 is also worlh noting !ha.! • 
TeTIM mula nI in which CysllE (a Cys !hat" Is 
absenl from TbTlM, see Figure I(a)) wa. sub_ti· 
tuled lar Val, exhibiled !he same sensitivity lo .ull· 
hydryl reagents as wild·type TeTIM, indiealing 
Ihal !he ellect 01 sulfhydryl reagenl. is due lo d~ri· 
vatization 01 Cysl4, and nol lo an elleel on !he 
"extra" Cys 01 TeTlM (Garza·Ramos ti al., 1998): 

TeTlM and TbTIM have important dilferenees in 
the interactions between helix 1 and the adjoining 
subunit, very likely as a consequence of the confor· 
mation 01 Glu19 in TeTlM "trSus Gln18 in TbTIM 
(Figures 3 and 4). TI.us, the contribution 01 !his 
region to !he susceptibility lo sulfhydryl reagents 

1 

/Y~ ~.~ . .. ' 

~".¡,)..0, -J ¡ 

l¡;1 t" ::,..--. 

. ,'-'o·===·.I!"o 
Fls"" •. The left lide ef the figure shows ~ thc 

Connolly (1983) buried surfae! areas of thc interfac:, of 
monomer B from (a) human 11M. (b) TbTTM and (e) 
Tc:TIM; these areas ue illustrated by bluf dots, ¡The 
right ,id e shows 'he electrostatic surfaee potenna,' of 
monomer B ol the three 11Ms Inached 10 a ribbon I'rep' 
resentation of monomer A. To obtain the Figure. m~no· 
mer B was rotated 90' and aUilched 10 the adjacent 
Jubunit. The arTOWS show the region betwe-en the begin. 
ning oí helix' 1 and helix 3. Methionin«! 1'" of human 
11M and the interface evs of TbTn..-1 and TcTIM· are 
shown in yellow. The eleétrostiltic potentials (kcal/mol) 
at the sudace were cak\Jlated \Jsing lhe atomic charges. 
'!he Kate ¡s Jhown in the bar. ¡ 
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wa ... amintd by ~ .. unng tM ellec1 01 two .uch 
reagents on a mutant in which I'ro24 01 wtld.type 
TeTlM w •• chang~ for Glu (!he cornsponding 
residue 01 TbTlM). The r.tional~ w •• that !h. 
introduetion 01 a H·bond between re.idu •• 20 and 
24 would .horten !he diltane~ between !he two 
tums 01 helix l. without perturbtng !he hyd,,,,, 
phobic inter.ction. 01 helix 1 with the intemal p. 
sheet. l'resum.bly, !h. shortening 01 hellx 1 would 
inerease !he g.p between !he firot portian 01 hellx 1 
wi!h helix 3 01 !he o!her subunit, and thu. iner .... 
the aeeessibility ~I !he sulfhydryl reagent. to 
Cysl5, even Ihou!;~1 !he substitution w .. made lar 
a residue that exists in TbTlM. Relative to !he 
wild·type, !he mutant enzyme exhibited an 
approximately fivefold increase in sensitivity to the 
reagents (Figure 5); data with TbTlM are induded 
lor comfarison. Therefore, it would seem that the 
extent o separation between !he beginning 01 helix 
1 and !he end 01 helix 3 is central lar the aeeessibil· 
ity 01 agents !hat perturb !he interlace Cys. Indeed, 
the overall data show !hat, as !he size 01 the gap 
between the two helixes increases (TbTlM> 
TeTlM> Pr024Glu TcTlM) !he sensitivity to 
sulfhydryl reagents ¡ncreases. 

lt is relevant to point oul that in human TlM, 
!his portian 01 the dime, interlace is dosely paeked 
(Figure 4); mOreover, in human TIM, the interface 
Cys 01 TeTlM and TbTlM is replaeed by Met. 
Thus, !his region 01 !he protein seems lo be a good 
target lar !he design 01 molecules !hat perturb !he 
intersubunit contacts 01 TIM from the trypanoso­
matids wi!h a high level 01 seleetivity. In this con· 
text, it is worthwhile to recall that. in addition to 
T. cruzi and T. bnlCti, the pathogenic parasites 
Entamotba hyslolytica (landa el al., 1997), 
P. falciparum (Velanker ., al., 1997) and Giardia 
lamb/ia (Mowatt ti al., 1994) have !he interlaee Cys. 
Sinee T1M is essential in glyeolyis, !he enzyme 
appears to be a good eandidate lar rational drug 
designo In particular, !he possibility 01 targeting 
!he interlaee region between !he beginning 01 !he 
helix 1 and !he end 01 helix 3 seems to deserve 
special attention. 

Materlals and Methods 

Recomblnant proteln • 

Recombinant wild-type TcTIM was expressed and 
p\Jrified as dncribed (Ostoa·Saloma tt al., 1997). !he 
mutant TcTIM Pr024Gl\J was constructed by PCR using 
\he Expand High Fidelity peR System (Boehringerl. !he 
mutagenic oligonucleotides were S··1TGcrTGTA· 
GARCTCATCGA·3· and S··TCGA TGAGYTCT ACAAG· 
eAA·3' (where R a GI A, Y a T le). The mulant gene 
was ligated to the pCR 2.1 vec,tor flnvitrogenl and transo 
formed mto the TGl ESe/IU¡e/IIQ coh straU"l. Thc mutatlon 
wu cONirmed by Jequencing. A1\ N~ltl·BtlmHI fngment 
of the gene was then subcloned lnto thp pET:!3a 
e~prc5sion vector and trllnsformed into BL2HDE3)plysS 
ceHs (Nova gen). Expression of TcTIM Pr024Glu was caro 
ried out at 3TC. Cells werc induced al A..uo 0.6 with 
l!'Te (0.4 mM) and incubation cOntinued ovemight. The 
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Figure 5. Effect al methylmethane thiosulfonate 
(MMTS) And 5S"¿ithio--bis{2·nitrobenzoic acid) (DTNB) 
on the activity of wild-type TcTIM and the mutant 
J'r024Glu. Their effects on lbTIM are .1150 shown. Alter 
incubation for two hours with the índicated concen­
trations 01 the sulfhydryl reagents. aliquots were with­
drawn lor measuring activity (Garza-Ramos d al .• 1996). 
The "", and V ...... 01 the mutant enzyme were calculated 
from linear Lineweaver-Burk plot5; these values were 
0.6 mM and 5600 .-"".ol/minute per mg. respecrively. 
lñey are in che lame range as those lor wild-type 
TcTIM (Ostoa-SalorN tf .1 .• 1997). The results from 
thrft expmments varied by less than 10"' •. 

purification 01 the mutant TIM was as dnaibed for' 
wild-type TcTIM (Ostoa-s"lom.a ... / .. 1997). 

CryotalllzllUon 

TcTIM wu ay ... Uizcd by the hanging dro~ dif~lSion . 
tn<Ihod by mixing 5 ~I of 5 mg TcTlM/mI wllh 5 ~I oh 
the .... rvoi' $OlUbon (0.\ M Na-Hopeo (pH 7.5). 2%. 
(v Iv) PEC 400. 2.0 M ammonium sulfate). Orthorhombic l 
ayltab with an average 'lze 01 0.8 mm x 0.5 mm )( : 
0.3 nun were obtaUled (Maldonado tt ,,' .• 1997). The ay,.. : 
tala diffracted X-raYI to 1.83 Á. Completeness in the last i. 
raolution shell wa. 58.90/. (Table 2). The ctysub belong r 

,
to che .pace group P212121 with cell dimensions "SI ~ 
43.71 Á. b ~ 71.65 A and , -= 149.54 Á; :1 -= P Cl Y Cl 9()0 ; 

IV a 507.551 A'. v .. a 2.3 A'/Oa. and Z = 8). ; 

Oatl collectlon 

Data were collected at 295 K from a single crystal 
with a SiemeN \hrre<irc1e goniomt:ter Hl·STAR area', 
d~lector on a rgtating anode (35 kV. 80 mAl utilizing 
monocl'vomoiltizcd CuK'l: radiarion (). -= 1.54 A). The,! 
detector was mounted 100 mm trom thc crystal along 
Ihe 29 arm, Data were colletted bv varving 41 and tIJ wilh: 
a 90 5eCond ellposure time for .iach frame; in aU. 1500', 
frames were collected. Th~ cryslal remained stable 
during the entire dala collecrion. Al the end of \he run,: 
\he ,~rystal WoiI' dissolved and \he enzyme exhibitedf. 
approllimately SO·Y .. uf ils origmal sp«ific activity. Dala: 
werf' procfssed using Ihe program SAIN!. The numbers, , . 

I 
I 

T,., ;....--__ T._ 

of _1 and unIqut rwIItcIIont ..... 132.483 and 42.019. 
... p«tIvcly; ovonU R-. wu 10.9% on 1n1ONlda. 

SlrUcturw _natJon 

The .tructure of Tc:TlM wal determined by molecular 
replactment wilh Ihe rrognm XI'LOR (Brtlnger. 1992) 
using al search mode the structure of TbTtM (ceded 
5TIM at Ihe Proteln 0. .. S\Ok); Ihis enzyme Ind TcTIM 
had the same 'pace gro .. pi. and in both. the dimer 
formed the asymmetric: unit. Rotation and translation 
functiON were calculatec1 with XPlOR. The coordinates 
of lbTIM. transfonned to the T c11M cell. were used for 
computing structure factors. Dimeric lbTIM was subject 
to rigid-body refinement and an .tomic model based on 
a 2F .. - FfI map consistent with the amino add sequence 
of TcTIM (Ostoa-Saloma tt .1 .• 1997) was constructed 
using the program QUANTA. 

R.flnement 

The refinement was iniriat~ wi\h \he model having a 
crystallographic R factor of 0.438 (8 to 2.2 Á); at this 
stage. the electron deNiries of loop 6 residues 171 to 178 
of monomer A were not clearly defined. Tht twO mono­
mers were refined lndependently. For eaeh cycle. data 
with amplitudes larger than 2.50 were used. For cross­
valídation, 1O'r .. of the observed reflections were ran­
domly removed. The strurture was refined with the pro­
gram XPLOR using the Engh &; Huber (1991) parameter 
files. Eleven TOWlds ol refinement were interspersed 
with manual map fi~g with QUAf\ITA. In the first 
\hree cycles and in subsequent cycles. 2F .. - Fe maps and 
3F .. - 2FfI maps were used. respectively. AU mar, were 
SIGMAA-weighted (Rold. 1986). The two initi. refin ... 
ment cycles included reflections between 8 and 2.2 Á 
(24.053 in !he working set); in .ub""luent cyd ... 12.361 
reflectioN were added step by step. In \he last refine­
meot cycle. there were 36.414 reflections in che working 
... and !he ...alurion .heU w •• 6 to \.83 A. The firlt 
three refinement rounds were made with either pos­
frioNI refinement or límUlated arvteallng starting at 
3000 K. At thls polnt R a 0.226 (R_ e 0.296). In Ihe 
fourth cyde. torsion·angle molecular dynamics with 
slow<ool refinement (Rice &: BrUnger. 1994) was carried 
out hom 2500 K in 3000 ,tepl 01 0.002 second. lñe R 
yalue dropped to 0.208 (R ..... el: 0.272). At the end 01 this 
refinement c:ycle and in later c:ycles. 165 water molKUles 
were loeated by automatic: searclUng with X-SOlVArE 
from QUANT A usmg difference mapa oyer 30. The . 
peaks were ehosen by visual inspection¡ water molecules 
were included on1y U \heir Fo - Fe peaka correlated wi\h 

Table 2. Refinement Statistics 

Nwnber 01 Reflections (6.()'1.83 Á) F > 2.50', 

lnirial model R lActor/R_ factor (".) 
FlnIil modcl R/ R_ (,..) 
mad on bonds Imgths IAl/ Angl" {dl'g.l 
rm,d on dihe-dn.l/improper Angln (deg.l 
Nwnber 01 non-hydrogm ilItoms 
rrotcin/solvmt 
Completmeu ("l.) 
6').\.83 A 
1.94-1.83 Á 

36..&14 

43.8/44.1 
19.1/:25.8 
0,013/1.7 
2';.7/0.97 

381"/1&5 

8l.0 
58.9 

R fActor _ 1:IIF..I-IF.l/1F.I. For dell'rmlNbon 01 R._ \0"'. 
of all F. wer. IC't a'ld • .as lhe Inl dataNI .nd nol ukd fOf the 
rl'finemt!'nt. 
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• Kplrate peak in the corresponding lE. - Fe INIp; I.n 
Iddition. IUch potentiAl water moleeules were lca¡;ted 
only IJ !hey were al a distance o/ 2.2 lo 4.0 Á nom H­
bo~d,donon or accoplon (Shah" 01.,1997). Water pelks 
with refined S·factors larger than 70 Al were mnoved~ 
BuIk-solvent correction (Jiang le Brünger, 1994) w •• 
applied using data between 20 and 1.83 Á; subsequenl 
refinement was carried out by positional (in cycles S. 6, 
9. 10 and 11) or simulated anne.ling (in cycles 7 and 8). 
Al this time, !he R lactor was 0.191 (R_ e 0.258). In !he 
10th and 11th refinement cycles. lhe R,,.. values con~ 
verged. At lhis Itage. lhe struc:ture was tested (see 
below) and cONidered solved. The weak density of loop 
6 in manomer A wa~ reconstructed in the seventh refin~ 
ment cycle using .n amit map. At \he md af each cyele: 
40 'lepl 01 individual B·factor refinement were made. 
bu! the p.rameters that restrain atomic temperaNre fac· 
tors were changed for thl! values reported by Tronrud 
(1996). This caused a drop 01 about 0.2% in R,... in eaeh 
refinement cycle. The ~finemenl slalistics Are shown it\ 
TIbie 2. . 

The .venge coordU"vlte erran we~ calculaled usmg 
~validAted Luu.ri analysis (Kleywegt d Ill., 1994); 
\he valuft lor the working set oU'Id \he test set were 0.21 
and 0.26 A. rnpectively. By Cf0S5-validated SlGMAA 
analy'is (Brünger, 1997). the vAlues we~ 0.24 and 0.25 A 
lor the working and lest sets, respectively. 

ASA were estimAled with the' program NACCES 
(S. J. Hubbard and J. M. Thomton. University College. 
London), which implements \he algorithm of Lee " 
IUch&rdl (1971). ASA were detennined with a Iphencal 
probe with • radius 01 1.4 A. COMOlly Jurface are~s 
(Connolly, 1983) al the dimer interface we~ generated 
wi!h QUANTA. ' 

_Iyat. 

The model ICOred high in PROCHEeK anaIysis 
(Lalkow.ki <t 111 .. 19'13). The Romachandran plot com­
pt'iMd • total 01 441 non-glycine midues. lheTe were 
419 in lhe most-Iavored rrgion.21 in additional aUowed 
repon.. and ano in tho Smorously aUowed regions. The 
poaition o, cat.lytic tyl W&I as in other 11M. te. the 
di.hedral • and •• ngles o, Lys in monomer A .,ere 
-153.4- ando 44.6-, and in monomrr B. -149.6- and 
SO.", rap«t1vely. This tYI acquirn an W\usual confor­
maban (Noble n .1 .• 1993a; Wiercnga n Ill., 1991; 
Velankor <t 111., 1997; Lolis <t ./ .. 1990; 8.Inn<r" 01., 1975; 
Mande t1 .1 .• 1994; Delboni tf Ill., 1995) in order lo place 
&he lide-<hlin in a positian competent for catalysis. 

E1ectron dft'lity was 01 goad quality throughout the 
.tr\lCtUnt. for cumple, figurr 2(a) Ihows the 3F 0- 2Fc 
dmsity map conloured lO \he la lf'Vel in ttw ~ion' 01 
the inlmace ey.IS. . 

'," 
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OBJETIVOS 

OBJETI~O GENERAL 

El objetivo de este trabajo es obtene,r la estructura tridimensional de la triosafosfato 

isomerasa de T. cruzi por cristalografía de rayos-X. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

- Obtener cristales de la triosafosfato isomerasa de T. cruzi de buena calidad óptico­

estructural. a partir de los cuales se pueda obtener un patrón de difracción de rayos-X. 

- A partir de las reflecciones obtenidas resolver la estructura de la triosafosfato isomerasa de , 
T. cruZ¡ por reemplazo molecular. afInar ~ estructura y validarla. 

15 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
1 
I 

PURIFICACiÓN DE LA TRlOSAFOSFATO lSOMERASA DE T. cnul 

El gen de la TcTIM fue clonado por nuesU'O grupo y colocado en un vector de 

sobre-expresión en la cepa de E. coli BL23 (DE3) (Ostoa-Saloma tI al .• 1997). La TcTlM 

utilizada fue purificada siguiendo a Ostoa-Saloma y colaboradores (1997) (ver esquema 1). 

BrevemeDle; se parte de un cultivo de 1 litro de bacterias que se cosechan y se resuspenden 

en 40 mI de un amortiguador Mes 25 rlliA. EDTA ImM. DTT ImM y PMSF 0.2mM 11 pH 

6.5. Esta suspensión se pasa 3 veces por una prensa de French a 1200 psi de presión y se 

centrifuga a 20.000 x g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se centrifuga a 

115.000 x,g en un rotor 60 Ti (Beckman) durante 60 min a 4°C. Se realizan dos 

precipitaciones con (NH.hSO •• primero al 45 % y luego al 75 % de saturación. La pastilla 

de proteÚJa entre el45 y 75% de saturaciÓn se re;;uspende en trietanolamina 25mM. EDTA 

2mM. NaN) ImM y DTT 0.5 mM pH 8.0 (amortiguador A) y se aplica a una columna de 

exclusión por masa molecular tipo ACA 34A (3 x 80 cm) eluyéndose con el mismo 

amortiguador a un flujo de 15 mVh. TcTIM:eluye justo después de que 300 mI han pasado 

por la columna. las fracciones activas se juntan y se concentran por ultraflltración utilizando 

membranas de AMICON PMIO a un volumen de 5 mL Esta solución se aplica a una 

columna de intercambio iónico compuesta de carboxi-metil-sefarosa (Pharmacia) de un 

tamaño de 1.5 x 14 cm y se dejan pasar 60 mI del amortiguador A. La elución se realiza con 

el amortiguador A suplementado con NaCI 150mM. en ese momento se comienzan a 

colectar fracciones de 1011 a un flujo de 1011 cada 30 mino Entre las fracciones 18 a 23 se 

eluye la TcTIM. La enzima se almacena hasta por 3 meses en el refrigerador como un 

precipitado de (NH.hSO. al 70 % de saturación. 

Con este protocolo se obtienen entre 18 a 25 mg de TcTIM con un alto grado de 

pureza según se determinó por electroforeJis en geles desnaturalizantes teñidos con nitrato 

de plata. Esta enzima tiene una Km por glic~raldehido 3-fosfato de 0.66 mM y exhibe una 

V ... , de 9600 Ilmoles.min·'.mg·' (Garza-Ramos el al .• 1998). Cada vez que se puriJicó la 

enzima estas constantes cin~ticas fueron verilicadas. 

I 

\ 

\ 
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ESQUEMA. 
" 

I , 
PuriOcad6n 'de la trfosafosfato Isomerasa de 7'ry/HI"OIOIlUl etrIZI. 
. (fodo el proceso es a 4"C) 

! 
Cosechar 1 L de cultivo de E. coli en donde TcTlM se ha sobre-expresado 

1 
Ruptura de las células por PI;"IIsa' de French (12.0.0 psi) 

1 
Centrifugaciones 

1) A 2.0,.0.0.0 x g - 15min (descartar precipitado) 
2) A 17.0,.0.0.0 x g - 6.0 min,(descartar precipitado) 

1 I 

Precipitaciones con (NH.hSO. 
1) Agregar (NH.hSO. a 45% de saturación. 

1) Agregar (NH.hSO. a 75% de saturación. 

Exclusión por peso molecular en cOlumna(3cm x 8Ocm) de resina ACA 34 A. 
. Eluyendo a un flujo de 15 mVh 

l 
Concentrar fracciones activas 

l 
Cromatografía de intercambio iónico en columna (1.5cm x l4cm) con resina de 
carboxi-metil-sefarosa. Eluyendo con NaCI150 mM 

1 ; 
i 

Juntar fracciones activas y almacenar a 4°C como una suspensión de (NH.hSO. al 7.0% de 
saturación. 

17 
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OBTENCIÓN DEiLOS CRISTALES: .-, 

~ara obtener lllos cristales se empleó el método de difusión de vapor en lota col¡ante 

(McPherson 1982). Se colocó una gota de 10 ¡.Ll en el centro de un cubreobjetos 

siliconizado. el cubreobjetos se invirtió y se depositó como la tapa de un reservorio que ., 
contenía el, agente precipitante (0.7 mi). En lo~ bordes del reservorio se colocó grasa de 

vacío y de esta manera al presionar ligeramente el cubreobjetos sobre el reservorio se crea 

un sello hermético. La gota del cubreobjetos se formó. colocando primero S ¡.LI de proteÚla 

TcTlM (10 mglml) y después S ¡.LI de agente precipitante tomado, !irectamente del 

reservorio y mezclando por no más de 4 succiones y expulsiones de una pipeta mecánica 

(G1LSON). Para los reservorios se emplearon cajas LlMBRO (para cultivo de tejidos) cada 

una con 24 reservo ríos o pozos. Lus cajas una· vez preparadas se manipularon 

cuidadosamente y se dejaron en un cuarto a temperatura ambiente (entre 18 a 24°C), 

La proteÚla se almacena en una suspención al 70 % de saturación ccn sulfato de 

amonio; para eliminar la sal se tomaron muestras que se centrifugaron a 12.500 rpm por 15 

min y después se resuspendieron en amortiguador de trietanolamina 25mM pH g,O. Se 

dializaron por 24 horas. a 4°C. contra 500 mi del mismo amortiguador realizando un 

cambio, A la TcTIM dializada se le determinó la concentración de proteÚla por medio de la 

absorbancia a 280 nm. El coeficiente de extinción molecular fue calculado de acuerdo a Pace 

y colaboradores (1995): l mg absorbe 1.28 de densidad óptica. 

Para encontrar el agente precipitante que indujo la cristalización de TcTIM se 

ensayaron 50 soluciones diferentes que fueron obtenidas comercialmente de la compañía 

HAMPTON RESEARCH. La composición de estas soluciones se describe en el 

APENDICE l. 

Para el ensayo inicial se probó una concentración de proteÚla de 5 mg/ml en la gota 

de 10 ¡.Ll. es decir 50 ¡.Lg totales de proteÚla. L¡1s 50 condiciones se revisaron diariamente con 

un microscopio estereoscópico con fuente de luz en la base. A los 6 días de iniciado el 
, 

ensayo se observó la aparición de un cristal pequeño en la condición Na-Hepes 100m M pH 

7.5. Polietilenglicol400 2 % (v/V) Y 2.0 M de sulfato de amonio (No. 39 HAMPTON). 

Posteriormente se encontró que eSlos cristales crecen mejor si se utiliza una concentración 
I 

de proteÚla de 2.5 mg/nll en la gota de 10 ¡.Lll25¡.Lg). Estos cristales tienen unu red del tipo : . 

IX 
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\ '~ , . 
ortorrómbico, so,n reproducibk'.s y alcanzan, un tamano óptimo en aprollmadamente 2 

l. ' 
meses. Nuestras observaCiones nos lIcvaro'l a deleCtar que en esta misma condición pueden 

aparecer cristales de tipo tetragonal. En este trabajo la estructura de la TcTIM fue resuelta 

utilizandq,los datos del crist~1 ortorrómbico, Por lo que no entraremos en m4s detalles 

acerca del cristal tetragonal. 

ADQUISlqÓN DE LOS DA TOS 

. Para la solución de la estructura se emplearon los datos colectados de solo un cristal 

ortorrómbico. Este cristal de dimensiones 0.8 x 0.5 x 0.3 mm, se montó en el interior de un 

capilar de cuarzo de 1 mm de diámetro que fue sellado por sus extremos con cera. Los datos 

fueron tomados en un difractómetro SIEMENS utilizando radiación monocromática de 

CuKa (35 kV, 80mA), el capilar se colocó en una cabeza goniométrica y el cristal quedó 

ubicado a lOO mm de distancia de un detector de área HI-ST AR. Se colectaron 500 , 
imágenes, variando en cada una -0.2° el ángulo (¡) y dejando fijo el ángulo 4P, luego se 

; 

torru.ron 500 más cambiando la posición del;ángulo 4P y variando nuevamente en cada 

imágen el ángulo Ol, posteriormente se volvió a cambiar el ángulo 4P y se tomaron 500 

imágenes más con ángulos variables de Ol. Al fmal de la colecta se habían obtenido un total 

de 1500 imágenes. Esta adquisición de datos duró aproximadamente 40 horas y el cristal 

permanedó estable todo el tiempo. Al fmalizar la colecta de datos se recuperó el cristal, se 

disolvió en amortiguador y se determinó que la enzima tenía un SO % de su actividad 

especffica normal. Los datos se procesaron utilizando el programa SAlNT (Siemens, 1993) 

se obtuvieron de 132,483 ret1exiones totales, de las cuales 42,089 fueron Ilnicas (Maldonado 

el al., 1997). Entre los límites de resolución entre 20 y 1.80 A hay 38,350 ret1exiones, cuya 

distribución se muestra ella tabla m. 
El cristal pertenece al grupo espacial P2,2,2, sus parámetros de celda unitaria son a 

= 43.71 A,b = 77 .65 A, c = 149.54 A, ya =i ~ = y = 90°. El volumen total de la celda 

u,.ldad es de 507,551 A', el coeficiente de Mathews (VM) es de 2.3 A'/Da, la unidad 
: ' 

asimétrica la constituye un dímero y hay cuatro de ellos por celda unitaria, el número de 
I 

moléculas en la celda (Z) es 8 y el 47.66 % de la masa del cristal es disolvente (Maldonado 
i 

" "'.. 1997). \ 
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" Tabla m· l
, 

Dlstribucl6n de las reflexiones obtenldas del crl.taI dlfnlcUldo por ra~. coa 

tespecto 8 los Umltes de fe.oJucl6n 

LImites de resolucl6n (Á) ¡ No. de renexlones 

20 - lO 259 , 
lO - 8.0 300 

8.0 - 6.0 800 

6.0 - 5.0 9':2 , 
5.0 - 4.0 2189 

4.0 - 3.0 5959 

q 3.0 - 2.5 6833 

2.5 - 2.2 , 7118 ! 

2.2 - 2.0 6802 
-

2.0 - 1.9 i 3834 

1.90 - 1.86 , 1543 

1.86 - 1.83 1144 

1.83 - 1.80 577 , 

SOLUCiÓN DE LA ESTRUCTURA 
r 

Para resolver la estructura se empleó la técnica de reemplazo molecular (Rossman. y 

Blow. 1962; Rossman. 1990; Tickle y Driessen. 1996). En este método se utiliza. como 

modelo inicial de rerlllamiento. la estructura de una proteÚJa homóloga a nuestra proteÚJa 

problema. En nuestro caso se empleó la estructura de la TIM de T. brucei (TbTIM) la cual 

tiene una identidad de secuencia del 68 % con TcTIM. Esta estructura se obtuvo de la base 

de datos "PDB" (Protein Data Bank) y tiene el identüicador "5tim.pdb". Esta estructura fue 

resuelta por cristalogralia de rayos-x por Wierenga y colaboradores (1991) a una resoluciÓn 
r 

de 1.83 A. La celda unitaria es ortorrómbica con constantes de celda de: a = 113.14 A. b = 

97.69 A. c = 46.65. A y IX = Il = y = 90" Y un grupo espacial P2,2,2,. 

El problema radica en qJe si bien las estructur~ son sinlilares se encuentran en 
I ! 

medios cristalográficamente dist¡ntos. por lo que el re~mplazo molecular consiste en mover 
, 
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I 

el modelo de bI1rueda (en nuestro caso ~TIM) de su propia celda uniwia a la celda 

unitaria de la proteína problema. Para ello~ empleó el programa XPLOR (BrUllIcr. 1990; 
I , 

1992) realizándose la bl1squeda de 2 funciones: una de rotación y una de translación. 
, I 

El primer paso consisti~ en transfoÍlnar el modelo de bl1squeda TbTIM en el modelo 

problema TcTIM. Para ello; 66 residuos deTbTIM fueron cambiado por los 

correspondientes de TcTIM con base en il\ secuencia de aminoácidos conocida (Ostoa­

Saloma el al .• 1997). Una vez realizados estos cambios se procedió a rotar y trasladar el 

modelo de búsqueda según las funciones obtenidas con XPLOR. Posteriormente se generó 

un mapa de densidad electrónica 2Fo-Fc con datos de resolución entre 20 y 3 A. Con este 

mapa se inspeccionó el modelo empleando el programa de visualización grálica QU ANTA. 

en una estación de trabajo SILICON GRAPHICS. Empleando QUANT A se procedió a 

acomodar la cadena principal y las cadenas laterales de los aminoácidos en el inlerior de sus 

densidades electr6nicas. Luego se llevó a ¿abo una minimización considerando al dúnero 
¡ 

como un cuerpo rígido. lo que dio como r\!sullado un valor del faclor cristalográfico R de 

44 'lb. que consideramos adecuado para iniciar el refinamiento. El factor R es un índice de la 

comparadón de los faclores de eSlruclura observados y calculados. de tal modo que entre 

menor es esle valor el modelo es más cercano a la realidad (ver el APENDlCE II para una 

explicación del factor R). 

REFINAMIENTO 

Por medio del reemplazo molecular se obtuvo un modelo aproximado de la 

estructura de TcTIM. Sin embargo. los factores de estruclura calculados con eSle modelo 

eran poco similares a los factores de eSlru~lura obselvados. eSlo se reflejó en un faclor R de 

43.8 'lb. Un modelo razonablemenle correcto debe tener entre 15 a 20 % de faclor R , , 
(KIeywegl y BrUnger. 1996 y ver APEND,ICE 1I). Para mejorar el modelo se realiza el 

"reflllamiento" el cual consisle en buscar conformaciones cercanas al arreglo actual pero que 

se reflejan en una disminución del factor R. El reflllamiento fue realizado inlercalando ciclos 
I 

de reflllamienlo automálico (XPLOR) con ciclos de ajusle manual (QUANTA). Se siguieron 

los valores de faclo)¡ R y faclor R-libre co~o índices del grado de progreso del modelo. El 

\ 
I 

\ 
I 
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"significado + valor R-~bre se explica en el APENDICE U, pero igual que el (actor R una 

disminución ~efleja una mejoría del modelo. 

El ref1!lamiento se inició con las reflexiones comprendidas entre los 8 y 2.2 A 
(24,053), se aplicaron 2 ciclos de refinamiento automático con el método de recocido 

, 
simulado ("sirhulated annealing"), y después de cada uno de eUos se hizo un ciclo de 

refmamiento manual, ajustando la cadena principal y las cadenas laterales a la d~nsidad 

electrónica de un mapa 2Fo-Fc. En estos ciclos mn •• uales se visualizó la ausencia de 

densidad electrónica para los primeros 4 'residuos del monómero A y para los 3 primeros 
• I 1 

residuos del m~nómero B. por lo que fueron eliminados del modelo. También se notó que 

densidad electrónica era debil para los re*iduos 171 al 178 del monómero A. que 
I 

comprenden la región del asa 6 o asa catálftica (Uamada así por que está sobre el sitio 

~~talftico). El n;fmamiento por XPLOR fue restringido mediante los términos de energía 

para ángulos y c;nlaces descritos y desarroUados por Engh y Huber (1991). Después de los 

primeros tres ciclos de refmami~nto el valor del factor R era de 22.6 % Y el del factor R­

libre d~ 29.6 %.1 

En los si~uientes ciclos se agregaron reflexiones hasta tener 36,414 rellexiones (entre 

6 y 1.83 A). La distribución de las reflexiones agregadas en cada paso de la solución y 
, 

refmamiento de la estructura se muestran en la tabla IV. 

En los ciclos de r~fmamiento automático se combinaron metodologías como 
I ' 

refmamiento posicional. recocimiento simulado y dinámica molecular de torsión de ángulo. 
! 

A partir del tercer ciclo se agregaron molé~ulas de disolvente empleando la rutina 

XSOL V ATE de QU ANTA 'utilizando mapas de densidad electrónica Fo-Fc. Las moléculas 

de,agua fueron inspeccionadas visualmente:y aceptadas solamente si se encontraban a una 

distancia de entr~ 2.4 a 4.0 Á de un posibl~ aceptor ° donador d~ pu~nt~ de hidróg~no, Al 

fmal se hablan agregado un total de 165 mo)éculas de agua. 

A partir del quinto ciclo se aplicó una corrección de solvente· global ("bulk·solvent 

corrcetion") con lais retlexioncs entre 20 y 1.!!3 A. El asa 6 se construyó durante el ciclo 
I 

siete empleando un' mapa 2Fo·Fc omitiendo ';,os factores calculados de esa región. Los 

valores de R convergieron en los ciclos 10 y: II con valores de factor R = 19.1 % Y R·libre = 
1 ! 

25.!! %. por lo que '¡;c consideró resuelta la e~tructura y procedió a validarse. 
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I :Tabla IV 
I . 

Límites de ~Judón y numero de reflexiones en las diferentes etapas de ta IOIud6n y 
. I I '. 

refinamiento de TcTIM, cqn respecto a los límites de resoludón , 

Etapa de la soludón o el Límites de Número de reflexiones , 
¡ 

refinamiento de TcTIM Resoludón (Á) 

Reemplazo Molecular 20 - 3.0 11.599 

Ciclo I del refmamiento 8.0 - 2.2 24.053 

Ciclo 2 del refmamiento 8.0 - 2.2 24.053 

Ciclo 3 detrefmamiento 6.0 - 1.86 35.270 

Ciclo 4 del refmamiento 6.0 - 1.86 35.270 

Ciclo 5 del refmamiento 6.0 - 1.83 36.414 

Ciclu 6 del refmamiento 6.0 - 1.83 36,414 

Ciclo 7 del refmamiento 1 6.0 - 1.83 36.414 i , 
Ciclo 8 del refmamiento ! 6.0 - 1.83 36.414 

Ciclo 9 del refmamiento I 6.0 - 1.83 36.414 

Ciclo 10 del refinamiento I 6.0 - 1.83 36.414 

Ciclo 11 del refmamiento 6.0 - 1.83 36.414 

VALIDACiÓN 

Para conflJ'inar la certeza del modelo. se calculó con XPLOR el error promedio de 

las coordenadas por medio de una análisis de tipo Luuati (Luuati. 1952; Kleywegt el al., 

1994) y SIGMAA (BrUnger, 1997). Los valores obtenidos con ambos métodos estuvieron 

dentro del error promedio esperado para eS'fucturas a esa resolución (Luzzati = 0.21 A y 

SIGMAA = 0.24 A). Para generar el gráfico~ de Ramachandran y obtener la estadística que 
I 

se menciona en el Capitulo 11 de la sección de resultados se empIcó el programa 
i 

PROCHECK (Laskowski ~I al., 1993). Las coordenadas y los factores de estructura se 
, 

depositaron por medio de INTERNET en la base de datos POB con el identilkador 

Itcd.pdb. 

, 
1 

-'--
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RESULTADOS ViDlSCUSIÓN 

. I 

.' :". 

C¡\PITULO l. <:=rbtallzad6D y aD!U1SÜf preliminar de ra)'OS-J: de la TrIGA Fosfato 
¡ . I Isomerasa de 'f'Y/HIMloma erud. 

RESUMEN: La Triosa Fosfato Isomerasa de Trypanosoma cruz; se cristalizó a 
I , 

temperatura ambiente. en un medio con Hepes-Na 0.1 M pH 7.5. PEG 400 (v/v) 2% y 

Sulfato do;; amonio 2.0 M. El cristales ortorrómbico pertenece al grupo espacial P2,2,2, y 

con dimensiones dd la celda de: a = 43.71 Á.'b = 77.65 Á. c = 149.54 Á Y ex = Il = y= 90". 
I 

Además se obtuvo otro tipo de cristal. que es/tetragonal y con dimensiones de la celda de: a 
, 

= b = 56.16 Á. c = 161.85 Y ex = Il = y = 90" e'n el que dos grupos espaciales son posibles: 
.1 i 

P4,2i2 (, P432,2. Ambos cristales difractan a 'más de 1.86 Á de resolución. , 

24 
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I 
CAPITULO ~, Dlferendas en los con~os Interosubunldad de la Triosa Fosfato 

I 
Isorrerasa de dos trypanoso~ esbed1amente relacionados. 

I 
I . 

RESUMEN: El alineamiento de las secuencw de aminoácidos de la trlosa fosfato 

isomerasa de Trypanosoma cruti (TcTlM) y la de Trypanosoma brr:cti (TbTIM) da como 

resultado una· identidad del 68%. Ambas enzimas muestran propiedades catalfticas similares 

entre se. Compuestos que modifican grupos sulfidrilos y que interaccionan con un residuo de 

cisteÚla localizado en la interfase, inducen la inhibición tanto de TcTlM como d~ TbTIM. 

Sin embargo, la sensibilidad de TcTlM, a estos compuestos, es aproximadamente 100 veces 

mayor que la susceptibilidad mostrada por TbTIM. Para entender las causas de estas 
I 

diferentes sensibilidades se resolvió la estructura cristalográfica de TcTIM a 1.83 A de 

r('solución. Las d6S enzinlas son homodúneros muy similares entre si. La cisteÚla 15 de 
, 

TcTIM o la cisteÚla 14 de TbTIM, forman pane de la interfase dinlérica y los cuntactos que 

eSlablecencon los,residuos de la subunidad adyacente son casi idénticos en ambos casos. Sin 

emoargo existen d~Crendas importantes; en TcTIM la presencia de un ácido glutámico (en 

posición 19), en vez de una glutamina como en TbTIM, reduce el área de contacto entre el 

inicio de la hélice I de una subunidad y la hélice 3 de la otra subunidad. También, la TcTlM 
. I 

I 
posee una prolina en la hélice I en posición 24 que no se encuentra en las enzinlas TIM de 

otros organismos. La Pro24 rompe el arreglo regular de la prinlera hélice del barril tipo TIM 

y hace que el prinler giro de la hélice sea 1.2 A mas extenso que en la hélice correspondiente 

de TbTIM. Cuando se sustituyó a la Pro24 por un ácido glutámico, la sensibilidad de la , 
enzima mulada a los compuestos modificadores de cisteÚlas se incremento 5 veces. Esto 

ocurrió pusiblemcnte como consecuencia de un ensanchamiento en el espado entre la parte 

inicial de la hélice I de una subunidad, y de la hélice 3 de la otra subunidad. Por esta razón 
, , ; 

se puede concluir que el arreglo de esta regiÓn juega un papel central en la accesibilidad de 

los é~mpucstos qu~ perturban a la cistc(na en la intcrlasc. En la enzima TIM d~ humano esta 

rcgión es más compacta. 

25 



"" ' \ 

DISCUSIÓN GENERAL 
\ 
\ , 

La cristalografía de rayos-x es una técnica poderosa ya que permite determinar la 

estructura tridimensional de las proteÚlas a una alta resolución. El primer paso de esta 

técnica consiste en la obtención de cristales que deben ser de buena calidad óptico­

estructural para poder so:meterse a la difracción de rayos-x. En el capitulo I (Maldonado y 

colaboradores. 1997 Pr%~~ PePlide lell. 4. 139-144) se describe el camino seguido para 

encontrar las condiciones en donde se obtuvieron cristales de la Tcl 1M. y además se 

describe el análisis preliminar de dichos cristales. Se menciona que se obtuvieron dos tipos 

de crist'!'.es: ortorrómbiws y tetragonales. Los cristales ortorrómbicos demostraron tenur 

una mayor estabilidad (estahles por más de 40 horas de irradiación de rayos-x) que los 

tetragonales (decayeron en X horas de irradiación de rayos-x), Tambien los cristales 

ortorrómbicos arrojaron el dohle de rellexiones únicas que las obteni<!as de los cristales 

t~tragonales (ver tabla 11 del capítulo 1). Por todo lo anterior se decidió resolver la 

estructura de TcTIM con los datos colectados de la irradiación del cristal ortorr6mbico. 

La estructura de TcTIM se ohtuvo empleando la metodología de reemplazo 

molecular que se refinó a valores adecuados del factor R y R-libre (ver capítulo 11; 

Maldonado y colaboradores. 1998 J. Mol. 8iol. 283. 193-2(3). La estructura resultante nos 

permitió realil.ar un análisis detallado del arreglo 'tridimensional de TcTIM. El objetivo que 

se planteó para este trabajo fue de'terminar la estructura cristalográfica de TcTIM y fue 

alcanzado. DiCha estructura cristalográfICa puede ser ahora utilizada para el diseño de una 

droga contra el T. cruti. Algunas sugerencias de como reali7.ar este trabajo se encuentran 

más adelante en la sección de "pcrspcctiva.~". 

Como se observa en la tahla 1 del capítulo l. y como ha sido confirmado 

posteriormente (Gar/.a-Ramos et al .. 1~1')!!). TcTIM es aproximadamente lOO veces más 

sensible que ThTIM a agentes modilicadores de grupos SH y que actuan sobre la cisle¡'na de 

la in/ufau. Este hecho plarlteó la siguiente preg,unta: ¿Por qué los compuestos 

modiflCadnres de grupos SH llegan con mayor facilidad a la cisldna de la in/e/juse en 

TcTlM que en ThTIM'!. Esta pregunta es relevante u la luz de la propuesta hecha por 

nuestrn grupn de utili/.ar u la\ cislfÍna de la inlelfau. tanto en TbTIM como en TcTIM. 
\ 

..,', . 
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como gura para disenar un compuesto que iIihiba a esta enzima ellmlnando .. 10& 

tripanosomas durJ,te su infección. (Gómez-Puyou et al, 199.5; Ostoa-Saloma et al., 1997; 

Gana-Ramos et al; 1998; Maldonado et al,: 1998). 

La pregunÍa' anterior fue resuelta en este trabajo a partir de una comparación , 
minuciosa de las estructuras cristalográficas de TcTIM y TbTIM (ver figuras 2b, 3 Y 4 del 

capítulo 11). En este,análisis se encontró que1la interfase de TcTIM se encuentra más abierta 

que en TbTIM, en ¡¡¡ región donde se conectan la hélice-l (residuos 18 a 30), de un 

monómero con la hélice·3 (residuos 81 a 86) del otro monómero. 

Lo anterior sugiere que la mayor apertura de la interfase de TcTIM provoca una 

mayor accesibilidad de la cisterna de la inteifast a los modificadores qu!micos ensayados. 

La mutante TcTIM-P24E se diseñO ~sperando aumentar alln más la apertura de: la 

interfase entre la helice 1 de un monómero y la helice 3 del otro monómero. La sensibilidad 

aumentada de TcTIM-P24E a los agentes modificadores de resi¡!uos de cisterna DTNB y 
: 

MMTS (ver figura 5 del capftulo 1) nos penÍlitió reforzar la idea de que una distinta 
I 

conectividad entre monómeros de TcTIM yTbTIM es la causa de las diferentes 

sensibilidades a los modificadores qu!micos. 

¿Por que es importante explicar las diferentes sensibilidades a modilicadores 

qu!micos de la cisteina de la inteifase entre TcTIM y TbTIM? 

La cisteina de la inteifase no e:s un residuo expuesto al solvente. En las estructuras 

tanto de TbTIM como de TcTIM no se visualiza el camino por donde los modilicadores de 

grupos SH llegan a esta. La dsteina de la inteifase esta rodeado estrechamente por el asa 3 , 
(o asa de interdigitación) del monómero vecino y no se observa desde la superlicie una , 
cavidad que nos sugiera una posible vía de acceso. Entender las diferencias estructurales 

, 

entre TcTlM y TbTIM Y correlacionarlas con sus distintas sensibilidades a compuestos , 

como el MMTS, nos aYudó a proponer co~o via de acceso a la región en la interfase entre 
I 

la helice 1 y 3 de ambo~ monómeros. El req'uisito indispensable para el diseño de una droga 

que actué a nivle de est~ cisterna (que no está presente en la TIM de humano) es conocer 

con' detalle atómico, el cámino de acceso y la zona circundante de dicha cisterna, Con este , 
conocimiento se puede modelar y moldear dicho compuesto que electrostáticamente y 
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estereoquCmicamente se: acomode a dicha reglón Jacllmente. lo que se traduzca .:n un 
I 

compuesto con alta afmjdad por esta región. 

El trabajo consis!ente en el disefto racional de drogas es el siguiente reto del grupo. 

PERSPEC'UV AS " 
r • 

Uno 'de los retos ~ importantes del grupo es el disefto "basado, en estructura" de 
, ' 

un compuesto inhibidor dF la TcTIM. que a la vez elimine la infección de T. cruz;. Es 

importante mencionar que es la primera vez que un grupo mexicano intentará apli.;ar esta 

metodología a un problen\a de salud nacional. 

Una vez que se ha'obtenido la estructura iridimensional de una e!,!zima blanco se 

requiere del empleo de procedimientos computacionales para encontrar el compuesto o , 

ligando que se unica al siti.J blanco de la enzima. Dicho sitio debe ser t:studiado 

minuciosamente por medio de despliegues gráficos de los puentes de hidrógeno. la superlicie 

molecular y los campos ele~trostáticos. La primera tarea será generar una imágcn negativa 
I " 

del sitio (Kuntz, 1992; Leach, 199~), despues se ~ealizará la busqueda de moléculas 

pequei\as q!le mejor se ajusten al sitio o cavidad seleccionada. Para efectuar dicha busqueda 
I 

se sobrepone la imagen negtiva que generamos con cada una de las moléculas pequeñas 

cuyas estructuras estan almacenadas en bases de datos. Existen bases de datos disponibles , . 
como la ·Cambridge Structure Data Base"'que contiene mas de 100,000 compuestos. 

I , 

Durante la busqueda se deberan explorar todas las orientaciones posibles para cada 
I 

moléCula. Se deberan escoger aquellas moléculas que Uenen o se ajusten mejor a la imágen 

negativa. Existen algoritmos Icomputacionales que: permiten analizar 100,000 compuestos en 

una semana (Blundell, 1996). 
I \ 

Un método altenactivo es emplear paquetes computacionales (como GROWMOL , , 

Bohacek y McMartin, 1995; GENSTART Rotsteih y Murcko, 1993) que en base a la 

cavidad escogida, van a inventar estructuras quimi~amente coherentes que se adosen 
I 

optinlamC,!l,te al sitio blanco. Posteriormente utilizando el algoritmo "Multiple-Copy 

Simultaneous Search" (MCSS) se determinaran laS orientaciones energeticamente favorables 
I 

de la molécula generada (Micaicr y Karplus, 1991). 

I 
\ 
I 
I 
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"", U~ vez erjeontrada una o varias ~lécu\as candidatas. se procede a modificarlas de 
I ' 

manera tal que la ~dad con que se uniran! a la cavidad seleccionada aumente, para ello se 

van modificando los grupos funcionales o Carmacoforos de la molécula seleccionada. 
I , 

La afinidad: conque se unen el comPllesto Y la enzima blanco puede ser sondeada 

evaluando terrnino~ energeticos durante encuentros simulados sistemáticamente, aplicando 

libertad rotacional y translacional a ambas moléculas (Blundell~ 1996). 

Las moléculas seleccionadas deberan adquirirse, ya sea que se encuentren disponibles 

comercialmente o que sean sintetizadas por un Químico. Es primordial ensayar "in vitro" el 

efecto inhibidor de ,dichos compuestos sobre la actividad enzimática de la protelna blanco, 
, 

describiendo con la', mayor exactitud posible el modo de inhibición y la concentración 

necesaria del comp~esto para inhibir a la enzima. Entre menor sea esta concentración mejor 

sera el co~puesto (ver como ejemplos: Ve~linde y Hol, 1994; Wlodawer y Vondrasek, 

1998; McTigue el al., 1995; Somoza el al.; 1998; McGrath el al., 1995; Kalgutkar el al .• 
, i 

1998). 
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APÉNDICEI , 
COMPOSICION DEI LAS SOLUCIONES DE LA COMPAÑIA HAMPTON RESEARCH 
EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO. . 

No. SAL AMORTIGUADOR AGENTE 
" 

PRECIPITANTE 
1 "Cloruro de calcio Acetato de sodio 2-rr.· ~til-2.4-pentanediol 

dihidratado 0.02 M trihidratado 0.1 M pH 4.6 30 % (v/v) 
2 - - Tartrato de sodio-potasio 

" tetrahidratado 0.4 M 
3 - - Fosfato de amonio 

dihidr6gcno 0.4 M 
4 - Tris-HCI 0.1 M pH 8.5 Sulfato de amonio 2.0 M 
5 Citrato dihidratado tri- Hepes sodio 0.1 M pH 2-metil-2.4-pentanediol 

sódico 0.2 M 7.5 30 % (v/v) 
6 Cloruro de magnesio Tris-HCI 0.1 M pH 8.5 PEG 4000 30 % (mlv) 

hexahidratado 0.2 M 
7 - Cacodilato de sodio 0.1 Acetato de sodio 

M pH6.5 trihidratado 1.4 M 
8 Citrato dihidrauldo tri- Cacodilato de, sodio 0.1 2-propanol30 % (v/v) 

sódico 0.2 M M pH6.5 : 

9 Acetato de amonio Citrato dihidratado tri- PEG 4000 30 % (mlv) 
0.2M s6dico 

10 Acetato de amonio Acetato de sodio PEG 4000 30 % (m/v) 
0.2 M trihidratado 0.1 M pH 4.6 

11 - Citrato de sodio 0.1 M Fosfato de amonio 
pH5.6 dihidr6geno 1.0 M 

12 Cloruro de magnesio Hepessodio 0.1 M pH 2-propanol 30 % (v/v) 
hexahidratado 0.2 M 7.5 

13 Citrato dihidratado tri- Tris-HCI 0.1 M pH 8.5 PEG 400 30 % (v/v) 
sódico 0.2 M ,-

14 Cloruro de calcio Hepes sodio 0.1 M pH PEG 400 28 % (v/v) 
dihidratado 0.2 M 7.5 

15 Sulfato de amonio Cacodilato de sodio 0.1 PEG 8000 30 % (m/v) 
0.2 M M pH 6.5 , 

16 • Hepes sodio 0.1 M pH Sulfato de litio -
I 7.5 I mono hidratado 1.5 M 

17 Sulfato de litio Tris-HCI 0.1 M pH 8.5 PEG 4000 30 % (mlv) 

monohidratado 0:2 M .' 

18 Acetato de magn~sio Cacodilato de sodio 0.1 PEG 8000 20 % (m/v) 
tetrahidratado 0.2 M MpH6.5 

19 Acetato de amonio Tris-HCI 0.1 M pH 8.5 2-propanol 30 % (v/v) 
O.2M I 

I 

lO 



20 Sulfato de amonio Acetato de sodio PEG 4000 25 .. (mM 
0.2M I trihldnllado 0.1 M DH 4.6 

21 Acetato i1e magnesio Cacodilato de sodio 0.1 2-metU-2.4-pcntanedlol 
. tetrahidrlttado 0.2 M MoH6.5 30 '*' (v/v) 

22 Acetato de sodio Tris-HCI 0.1 M pH 8.5 PEG 4000 30 '*' (m/v) 
trihldrat4do 0.2 M 

23 Cloruro de magnesio Hepes sodio 0.1 M pH PEG 400 30 % (v/v) 
hexahidratado 0.2 M 7.5 

24 Cloruro de calcio Acetató de sodio 2-propanol20 % (v/v) 
dihidrata(!o 0.2 M trihidratado 0.1 M oH 4.6 

25 I - Imidazol 0.1 M pH 6.5 Acetato de sodio , trihidratado 1.0 M , 

26 Acetato de amonio Citrato :dihidratado tri- 2-metil-2.4-pentanediol , 
sódico: 30 % (v/v) 0.2M 

77, Citrate> dihidratado tri- Hepes sodio 0.1 M pH 2-propanol 20 % (v/v) 
sódico 0.2 M 7.5 

28 Acetato de sodio Cacodilato de sodio 0.1 PEG 8000 30 % (m/v) 
trihidratado 0.2 M M oH 6.5 

29 - Hepes sodio 0.1 M pH Tartrato de sodio-potasio 
7.5 tetrahidratado 0.8 M 

30 Sulfato de amonio - PEG 8000 30 % (m/v) 
0.2M 

31 Sulfato de amonio - PEG 4000 30 % (m/v) 
O.:? M 

32 - , - Sulfato de amonio 2.0 M 
33 - - Formato de sodio 4.0 M 
34 - Acetato de sodio Formato de sodio 2.0 M 

trihidratado 0.1 M oH 4.6 
35 - Hepes sodio 0.1 M pH Fosfato de sodio 

7.5 i dihidrógeno 0.8 M , , 
Fosfato de potasio d,l 

dihidrógeno monohidratado 
0.8M 

36 - Tris-HCl 0.1 M DH 8.5 PEa 80008 % (m/v) 
37 - Acetato de sodio PEa 4000 8 % (mM 

trihidratado 0.1 M DH 4.6 
38 - Hepes sodio 0.1 M pH Citrato dihidratado tri-

7.5 
, 

sódico 1.4 M 
39 - Hepes sodio 0.1 M pH PEa 400 30 % (v/v) 

I 7.5 Sulfato de amonio 2.0 M 
40 ! .. Citrato dihidratado tri- 2-propanol 20 % (v/v) 

I sódico PEa 4000 20 % (m/v) 
41 1- Hepes sodio O. J M pH 2-propanoJ JO % (v/v) 

I 7.5 1 PEa 4000 30 % (m/v) , 
, , 
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42 

43 
44 
4S 

46 

47 

48 

49 

50 

Fosfato de potasio 
dihidrÓ2tno O.OS M 

! . 
I . 

Acetato de zinc 
dihidratado 0.2 M 
Acetato de calcio 
dihidratado 0.2 M 

1 -I 
I , , -
i 

Sulfato de litio 
monohidratado 1.0 M 
Sulfato de litio 
monohidr~tado 0.5 M 

1 

, I 
I 

1 

1 

1 

I 
I 
I 

· PEO 8000 20 " (mlv) 

· PEO IS00 30" (mlv) 

· Formato de muneslo 0.2 M 
Cacodilato de sodio 0.1 PEO 8000 18" (m/v) 
MDH6:S 
Cacodilato de sodio 0.1 PEO 8000 18 % (mlv) 
M DH6.S 

" Acetato' de sodio 
trihidratado 0.1 M oH 4.6 

Sulfato de amonio 2.0 M 

Tris-Hel 0.1 M pH 8.S Fosfato de amonio 
dihidrÓ¡¡eno 2.0 M 

- PEO 8000 2 % (m/v) 
, 
, - PEO 8000 15 % (m/v) , 
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APÉNDICE: 11 

I 
ELFACroR R . 

I ; 
El progreso en un refmamiento se monitorea. convencionalmente. por la dl~minucl6n 

del factor R cristalográfico. el cual mide la discrepancia entre los factores de estructura 

observados y calculados de acuerdo a la kiguiente ecuación: 

Lhkl 11 Fobs 1 - k 1 Fca/c 11 
Factor R = --~---------

Lhkl 1 Fobs 1 

En donde hkl son los (ndices de Miller. k es un factor de escala. Fob.\' son los factores 

de estructura ohservados y los Feak los factores de estructura calculados. 

Indices de Miller: Un cristal puede ser seccionado en plimos (de modo imaginario). 
• 1 

Los (nuices de Miller hkl son los tres intdrseclOs que un plano tiene con los ejes de una celda 

unidad. Por ejemplo; si el plano intersect~ enn los ejes de una celda de dimensiones a, h y c. 

en las coordenadas a', h' y c', entonces los (ndices de Miller están dados por h = ala', k = h/h' 

y I = elc'. 

Un fac'tor de estructura es la suma de la dispersi6n de los átomos en una celda 

unitaria y se Iq conoce así porque depende del arreglo dll átomos Iln una celda unitaria. 

EL FACfOR R-L1BRE 

En alguna ocasiones se ha encontrado que refmamientos dlllicientes pueden dar 

valores do:! fa~tor R huenos (menores), e~to se debe a que el factor R disminuye al aumentar 

el numero de parámetros que se ajustan dara descrihir el modelu. En los últimos ailus se ha 
I1 

hecho enmún monÍlorear el relinamienlo¡Ulilil.ando además el factor R-lihre, que no es más 

que el cálculo del factor R pero con sohellO 'X· de los datos tolales (BrUnger, 1<)<)7). 
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.CRYSTALLIZATIONANDPRELIMINARYX-RAY ANALYSISOF 
TRIOSEPHOSPHA TE ISOMERASE FROM 

Trypanosoma :;ruzj 

Ernesto Maldonadot, Abel Moreno', Kaliyamoonhy Panneenelvam', Pedro Os'oa.S.lom.t, 
Georgin. G ..... ·Ramo." Manuel Soriano-Garda', Ruy Pira.Montfont, 

Marie". Tuen. de GÓmez.Puyout, and Armando GÓmez.Puyout •• 

tDepartamento de Bioenersélica .nd lDepartamenlo de Mierobiologl .. Instilulo de Fisiolosia Celular, 
Universid.d Nacional AUlónoma de México. 'Departamenlo de BioeslNelu." InslilulO de Químíca, Universidad 

Nacional Aulónoma de Mé.íeo. 04510 Mé.íeo, D. F. Mé.ieo. 

Ab.fraCI: Rccombinanl lrioscphosphale isomerase from Trypanosoma c1'IIzi was etyslaJlized al room 
'cmpcra'ur. fromO.1 M N. Hepe. pH 7.5, 2 % (v/v) PEO 400 and 2.0 M ammonium sulfale. CtystaJs belong lo 
,he ortborhombie .p.ce sroup P2,2,2, wilh cell dimensions. - 43.71A, b - 77.65A, e - 149.54A, .nd a a p a y 
- 90". Anolhcr CtySlaJ wilh cell dimensions. - b a 56.16A, e a 161.85A, .nd a a p a y a 90· wilh lwO possible 
tetragonal .p.ce group' P4,2,2 or P4,2,2 was oblaincd. BOlh etyllaJs diffrael up to 1.86 A. 

Trio .. phosph'le isomer... (TlM) is • .biquilous enzyme lhat calalyzcs lhe. intereonversion of 

slyccraldehyde·)·phosph'le .nd dihydro.yaeelone phosphale. Sludies on lhe enzyme from various speeies show 

lhal .11 TlM have similar eatalytie propenies [1-4» and conservation of.aelive site residues 15,6]. E .. epl in 

hypenh.rmophylie Areh .... where lhe enzym.l. a leúamer [7), all TlM are homodimers wilh molecular weights 

in the ranse of 54 KDa. Dala on the etyslal SlNel';re of TIM from fave different speeies show lhal lhe basie , 
"Nc:ture i. markedly .imilar [8-12]. This is of relevanee sinee scveral rescarehers have proposed lhal TlM, as 

wellas olher Slycolytie enzymes from ltypanosomes .re pOlenliallarseu for druS design [1).15]. In lhis eonle", 

the enzyme from Trypanosoma brucei which produces sleeping sickness in humans and nagana in canje in Africa 

has reeeived considerable anenlion [16,17]. 

We have proposed lhal .peeies speeifie inhibilors of homolosous enzymes can be oblained by targeling on 

amino aeid. lhal have not been eonserved lhroushoul evolulion (18). This hypothesis was .eSled by foeusing on 

lhe noneonscrved eySleines ofTlM. It was found lha.l full inhibilion ofTlM lhal have a eySleine in posilion 14, 

as lh. T. b1'llcei enzyme, ¿ould be aehieved by ilS' derivalizalion lo a melhyl disulfide; TIM lhat laek lhal 

, 
\ 
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panicular cyiteine (such u human TIM) are eitber iruenaitivo or Ilightly alfected by !he derivatizatingl8ent (18]. 

In a fUrther test we examined TIM that lack cysteine 14, but poues a cysteine in position 217; the Itudiea (19] 

showed tbat tbese TIM could ellO be selectively inhibitcd. Thul, tht '';)'pOthesil appears correcto W. havo now 

extended our lIudies to TIM from Trypanosoma cruZ/, the paruile that produces Chagu diseue in th. , ' 

Amerieas. 
. I 

The'metabolic palhways lhat operate in T. cruzi have been largely e1ucidaled (20], but tbere are few !ludios 

on the ltinetic and slruetural eharaeteristies of the purified enzymos. Therefore, in order to study TIM from T. 

cruzi, we cloncd Ihe gene for Ihe enzyme from T. cruzi, deduccd Ihe arnino acid sequencc of Ihe prolein (Gene 

Bank, Acccssion number U53867), and expressed it in Escher/ch/a col/ (21). The rccombinanl enzyme wu 

purificd 10 homogeneity by gel fillration and chromalography tbrough CM sepharose (FUI Flow, Pharmacia); the 

yield is around 20 mg per liler of culture [21 J. TlM from T. cruz/ is a homodimer whose kinelic properties are 

similar 10 Ihose of recombinant TIM from the T. bruc.i and ú/shmania m.ricana, anolher pathogenic 

IrypanolOlomide [3,22). It is rel~vanl Ihat the identity belween Ihe thrco IrypanolOtomide enzymes is nearly 70"10, 

Wher. Ihe effecl of sullbydril reagenlS with different Itruetural charaeterislic. wu determined on 

recombinanl TIM from T. cruZi! T. bnlc,/, and L m.r/cano, il wu found Ihal Ihe thrco enzymel differed in Iheir , 
scnsilivily 10 four, lullbydril reagenu Ihal were lesled (Table 1). TIM from Ihe T. cruz/ exhibiled Ihe highesl 

sensilivily; Ihe leasl sensitive was Ihe enzyme from L m.~/cana. It is nOled Ihal Ihe differenccs in sensitivity are 

remarkable; for example, Ihe conccntral\ons of DTNB Ihal produccd half-maximel inhibilion of the T. cruz/ were 

close to Iwo or Ihree orden of magnilude lower Iban in T\M from T. bruce/ and L m.r/cana respeclively. 
, 

Table 1. 
Concentration (I!M) !hat produces 50% Inhibition. 

TIM DTNB DTP pHMB NEM 

T. cruzi 3 14 2 lOO 

T. brucei 500 2,500 250 6,000 

L. mexicana 2,500 >10,000 400 20,000 , , 
, 

The indicated recombinant enzy~es (references [3] and [22] for expression and purification ofthe L. mexicana 
and T. bruc./ enzymes, respecti~ely) were incubated at a c,oncentration of S I1g per mi in I mixlure at pH 7.4 Ihal 
containcd·,IOO mM lriethanohlmine, 10 mM EDTA and various conccnlralions of eilher S,S-dilhio-bis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB), 4,4!dithiopyridine (DTP), p-hydroxy mercury benzoale (pHMB) or n-ethylmaleimide 
(NEM). Afler a Iwo hour incJbation lime, activity was measured [19). From Ihe conccntration curves, Ihe 
concentration required for half-ri1aximal inhibition was calculated. 

I 
I 
I 
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Al \be Iighl of Ihose findings, it is inslructivo lo 'compare in \be aligned amino acid sequence of!ha ~ 

enzymes \be position of Iheir respective cysteines. TIM from T. CI1IZ/ and L ,,,u/cana havo • lotal of four 

cyllclnea por monomer; Ihe enzyme trom T. bTllce/ hú Ihree cysteinCl 14, 39, and 126. Using Ihe numberins of 

11M from T. bTllc.; in Ihe aligned amino acid sequence. Ihe four cysteines of 11M trom T. CI1IZ; and L mwcana 

are in identical positions (14,39, 117, and 126). Solelron Ihe basil oflhe cySleine conlenl oflhe Ihree enzymes, 

lhe findings wilh Ihe sulfhj'dril resgents (Table 1) are difficulllo explain. For example, il may be considered Ihal 

in comparilOn lo TIM trom T. bTllc,/, \be exillence of cysteint 117 in \be T. cnu/ enzymo accounll for ill 
i 

higher aensilivily lo sulfhydril reagenll, bullhi. in tum raises Ihe problern of why Ihe sensilivi'y of Ihe leishmanial 

enzyme i. more lhan IwO ord .... lower Ihan Ihal of 11M trom T. CI1IZ/, a1beil Ihey havo same cysleines. The 

problem is currenlly being addrClled, bul il appears c1ear lhallhe precise explanalion for Ihe differenl sensilivily 

of lhe Ihrce enzymes lo Ihe sulfhydril reagenls will cOme trom Icnowledse of Iheir Ihree-dimensional slruclur •. 

Therefore, recombinanl 11M trom T. CTIlZ/ was crystallized. 
, I 

Crylll" suilable for X-ray analysio were obtained by Ih. hanging drop vapor diffusion m.lhod al a room 

temporllw. of 22°C (23). A1iquotl of S 1'1, of fr .. h1~ purified prolein IOlulion al a concentralion of 4 to 48 

mglml, were mixed with SI'l r ... rvoir IOlulion Ihal h~d 0.1 M Na Hepes pH 7.S, 2 % (v/v) PEG 400, and 2.0 M 

ammonium sulfate (Resg.nt 39, Hampton R .... rch); crystals appeared afier 7 to 14 days, Al con .. ntratÍons of 

2 mg por mI in th. crystallizing drop, crySlals suitable for X-ray anaIysis w.re oblained (Figure lA); al higher 

concentrations crystals were twined and Oal. The former crystal. belong lo Ihe orthorhombic space group 

P2,2,2, with cell dim.nsions a - 43.71 A. b .. 77.6S A. c - 149.S4 A. and a -/l- y-90°. On Ihe basis oflhe 

Splce group and unit .. 1I vol~me, there wu one dimer por asymmetric unil. Th. aizo oflh. cryslals was 0.8 x O.S 

xO.3mm. 

Under Ihe condilion. lbal led lo formation of orthorhombic crySlalS, we observed once a cryslal with 

tetragonal unit cell charact.ri5lics (Figure lB). Thil typc ofcrystal. has been constantly oblained by Ihe 

microseeding lechniqu. (24,2S). One 1'1 of the I :800'or 1: 1000 dilulion of Ihe seed in Ihe mother liquor was 
, ' 

added to 10 111 of a protein IOlulio~ ora 10 14 mg of prolein por ml. Cryslals suitable for X ray diffraction 

formed'in on. 'or two days. The .. cryslals belong to t~o possible letragonal space groups i.e. P4,2,2 or P4,2,2 

(rrom aystematic absenc. analysis) with cell dim.nsions' a a b - S6.16 A. c - 161.8S A. and a -/l- y - 90". The 
1 ; 

sizc oflhe crystal i. O.S x O.S x 0.3 mm. On Ihe basi. oflpace group aymmelry, Ihe unil .. 11 volume, and Ihe 

calculaled molecular weight ¿rth. monomer (27 KDa), Ihere was one monom.r per uymmelric unil. 

In bolh cases Ihe amouni or.olvenl wa. det.rmined by Ihe formula (26): 

" I 1.23 h f¡ h'" 1 1.23 ""'-"';;:-, l ereorcl e,. ..... ;;: --
I VAl VAl 

V._ 
whcre V",::; --

iM.·Z 

" 
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Where. V,," • volume of Ih~ unit cell (A'). and z· n,umber of uymmetric unitslunit cell. For space group 

1':,:,:,. Z= 4 and M. = ~4000 The amounl of protein in ¡he crystal is Iherefore 507,550.94 A'I (54,000 x 4), 

V" = 2.350 V"",,ciII = 1,23 I:! ~.,. q ~~)4. m·consequence, the volume ofsolvent is 47.66%. Followins the same 

calculations in the tetragonal ,,,"<m "ilh lelr.gonal space group P4,2,2 or P4,2,2 the solvent content is 47.95%. 

Figure t Crys\all of trio~cphdsphate isomerasc. A. Orthorhombic and B. tetragonal crystals of triosephosphate 
1~llmcrase from Tf')lKl"m;o"", f'ru:i grown as described in the text; the sizes of the orthorhombic and tetragonal 
"",al. were O K' O ~ ,O, mm. and 0.5 x 0.5 x 0.3 mm, respectively. 

Th:c.1\onhn;hlunhic and th~ tetragonal crystals diffraJtcd up to 1.86 A with an arca detector in a Sicmcn', X­
I 

fa" ~C'nl'raln \\uh a corper ;rolaling anode operatins'at 35kV and 80 mA and a graphile monochromator. 

".II ... lh:~ ,," Ih,,' ",'\llk",'lhUl ofilll' dirrraclion data are giv~n in Table ti. 
, , 

Table n. 
Statislics for tlle dilTraction data oftrypanosomal triosephosphate isomerase 

, . 
I ¡ 

CI)'stal I I . Nllmber !l(r~fl~ction~ Complete Rmctac Res" 1111011 
I (A) Total! Unique (%) 
I 

Onhorh"mhic . I .Xr. 132483 42089 97.4 10,9 

Tetragonal 1.86 103083 21760 96,2 10.2 

• 

ti R-..... E .. I,¿ I 1 • < 1 > I L 1, the ¡nner summat~on is over duplicated reflections, the outcr is oyer unique 
rcOections. and Ihe dcnominatur is summarized over an refleclions. 
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