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RESUMEN 

En este trabajo se buscaron moléculas que inactivaran selectivamente la enzin1a 
homodimérica triosafosfato isomerasa (TIM) de Trypm1oso111a cruzi (TcTIM), el 
parásito que causa la enfermedad de Chagas. Se encontró que algunos derivados 
de benzotiazol inactivan la TcTIM. Las moléculas más potentes fueron el 3-(2-
benzotiazoliltio)-1-propansulfonato sódico, el ácido 2-(p-aminofenil)-6-
metilbenzotiazol-7-sulfónico, y el 2-(2-(4-aminofenil)benzotiazol)-6-
metilbenzotiazol-7-sulfonato sódico, (compuestos 8, 9 y 10, respectivamente). La 
concentración que inactivó al 50% (lso) la TcTIM fue de 33 µM, 56 µM y 8 µM 
para el 8, 9 y 10, respectivamente. Las respectivas lso para la enzima del humano 
(hTIM) fueron de 422 µM, 3.3 mM y 1.6 mM para el 8, 9 y 10. Además, se 
encontró que el efecto de estos con1puestos sobre la TcTIM fue irreversible. Las 
curvas de inactivación a diferente concentración de 8 y 9 mostraron un perfil 
sigmoidal con número de Hill (n) cercano a 2. Esto indica que la inactivación fue 
debida a la acción de al menos 2 moléculas de benzotiazol. La curva de 
inactivación con el 10 que tiene dos moléculas de benzotiazol unidas 
covalentemente fue hiperbólica, con un valor del Hill cercano a 1. Por lo tanto, 
parecería que Jos dos grupos benzotiazol del 10 ocupan simultánean1ente los dos 
sitios de unión en la TcTIM, y se comporta como un agente inactivador de un 
solo sitio. La inactivación de la TcTIM por los benzotiazoles también fue 
dependiente del tien1po. Los gráficos de las kohs a diferente concentracion de los 
con1puestos 8, 9 y 10 no fueron lineales. La forma de las curvas refleja un proceso 
en el cual la unión inicial del ligando es seguida por la inaclivación de la enzima 
en el complejo enzima-ligando. El efecto de los compuestos a diferente 
concentración de proteína sugieren que los benzotiazoles actúan sobre la 
interfase perturbando la asociación de los nlonómeros. La TcTil\1 tiene una 
cisteína en la interfase (Cys15), nlientras que la enzima del humano tiene una 
metionina (Met15). La enzima mutante M15ChTIM fue más sensible a los 
benzotiazoles que la silvestre. La estructura cristalográfica del complejo TcTIM-8 
mostró la unión de una molécula del 8 en la interfase de la TcTil\-1. El compuesto 
se localiza a <4 Á de la Arg71 y la Phe75 del monómero A y la Tyr102 del 
monómero B. En la estructura cristalográfica el grupo sulfonato del compuesto 8 
se orientó hacia el solvente. Esto sugería que posiblemente el sulfonato impedía 
la penetración del benzotiazol hacia el interior de la interfase. Por lo tanto, se 
sintetizaron análogos al 8 con diferente grupo funcional en la posición del grupo 
sulfonato. El efecto de estos compuestos en la TcTIJVI demostró que el sulfonato 
es importante en la inactivación por los benzotiazoles. Además, se sintetizaron 
análogos del compuesto 9 con el grupo sulfonato en diferente posición. Los 
resultados indicaron que la posición del grupo sulfonato también es importante 
para la inactivación de la TcTIM. Por lo tanto, los datos en conjunto sugieren que 
el grupo sulfonato orienta al benzotiazol hacia regiones específicas de la 
interfase. 
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ABSTRACT 

In this work we searched for molecules that selectively inactivate homodimeric 
triosephosphate isomerase (TIM) from Trypa11osoma cruzi (TcTIM), the parasite 
that causes Chagas' disease. We found that sorne benzothiazoles inactivate the 
enzyme. The most potent were 3-(2-benzothiazolylthio)-1-propanesulfonic acid, 
sodium salt, 2-(p-aminophenyl)-6-methylbenzothiazole-7-sulfonic acid, and 2-(2-
(p-aminophenyl)benzothiazole)-6-methylbenzothiazole sulfonic acid, sodium 
salt, (compounds 8, 9 and 1.0, respectively). Half maximal inactivation (lso) of 
TcTIM was achieved with 33 µM, 56 µM and 8 µM of 8, 9 and 1.0, respectively. In 
human TIM (hTIM) the respective lso were 422 µM, 3.3 mM and 1.6 mM. We also 
found that the effect of this compounds on TcTIM was irreversible. The curves of 
inactivation versus concentration of 8 and 9 were sigmoid wilh Hill number (n) 
in the range of 2. This indicates that inactivation was due to the action of at least 
two benzothiazole molecules. The inactivation curve with 10 that has t-vvo 
covalently linked benzothiazole molecules was hyperbolic, with a Hill value in 
the range of 1. Therefore, it seems that lhe two benzothiazole groups in 1.0 
occupy simultaneously the two siles in TcTIM, and thus behaves as a single-site 
inactivating agenl. Inactivation of TcTIM by benzothiazoles was time dependen t. 
The plots of k,,¡,, at different concentration of compound 8, 9 and 1.0 were not 
linear. This behavior is indicative of a process in which initial ligand binding is 
followed by enzyme inactivation in the enzyme-ligand complex. The effect of 
benzothiazoles with different protein concentrations suggested tha t 
benzothiazoles perturb monomer association. TcTil\1 has a cysteine (Cys15) at the 
dimer interface, whereas hun1an TIM has a methionine (l\-1et15). tv115ChTIM was 
more sensitive to benzothiazoles than the wild type. The crystallographic 
structure of TcTIM-8 complex showed one molecule of 8 al the TcTI.\·1 interface. 
The compound localized at <4 Á from Arg71 and Phe74 of monomer A and 
Tyr102 of n1onon1er B. In the crystal structure the sulfonate group is solvent 
exposed. This suggests that the sulfonate group hindered the penetration of 
benzothiazole into a n1ore interna! portion of the interface. Therefore, analogues 
of 8 with different functional groups at the position of the sulfonate were 
synthesized. The effect of these compounds on TcTIM showed that sulfonate is 
important for inactivation by benzothiazoles. Analogues of compound 9 "'ith 
sulfonate group in different positions "'ere synthesized. The results indicated 
that the position of the sulfonate is important for TcTIM inactivation. Therefore, 
the overall data suggest lhal the sulfonate group orienls the benzothiazole 
groups toward specific regions of the interface. 
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triosafosfato isomerasa de Trypansoma cruzi 

triosafosfato isomerasa de hun1ano 

triosafosfato ison1erasa de levadura 

a.-glicerolfosfato deshidrogenasa 

dihidroxiacetona fosfato 

dirnetilformamida 

ácido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) 

ácido etilendiamintetracético 

espectrornetría de n1asas 

gliceraldehido-3-fosfato 

ácido N-2-hid roxietil piperazin-N' -2-etano sulfónico 

espectroscopia de infrarojo 

dinucleotido de nicotinamina adenina reducido 

polietilenglicol 

resonancia n1agnética nuclear de protón 

resonancia n1agnética nuclear de carbono 

dodecilsulfato de sodio 

tetrahidrofurano 

ácido 5-tio-2-nitrobenzóico 
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INTRODUCCIÓN 

Las infecciones parasitarias se encuentran entre las enfern1edades más 

comunes del ser humano. Se calcula que unos 350 millones de personas padecen 

infecciones por parásitos protozoarios. Los parásitos tan1bién infectan al ganado 

y ejercen un fuerte impacto económico en diferentes partes del mundo. En 

muchas de las parasitosis la batería actual de antiparasitarios no es efectiva. 

Además, empiezan a aparecer cepas de parásitos que son resistentes a fármacos 

previan1enle exitosos, por ejemplo la resistencia a cloroquina en la malaria. Por lo 

tanto, el desarrollo de nuevos fármacos en contra de enfermedades causadas por 

parásitos es in1perativo. 

El desarrollo de nuevos fárn1acos para tratar una enfermedad puede 

dividirse en los siguientes pasos: 1) Identificación del blanco; en esta tesis, 

blanco se refiere a una enzima que es fundan1ental en la vida del parásito. 2) 

Validación del blanco; dado que el desarrollo de inhibidores específicos de una 

enzima es un proceso difícil y costoso, es necesario conocer si la enzima sobre la 

que se va a trabajar es realmente necesaria para la vida del parásito que se desea 

atacar. 3) Obtención de inhibidores o agentes inactivantes que sirvan corno 

molécula guía para el desarrollo de compuestos con potencial farmacológico. 

En esta tesis se describe el trabajo que se realizó para obtener moléculas 

que inactiven específicamente a la triosafosfato ison1erasa (TJM) de Trypm1oso111a 

cruzi (TcTIM), el agente causal de la tripanosorniasis americana o enfermedad de 

Chagas. Por lo tanto, se considera apropiado describir breven1enle la enfern1edad 

y el ciclo de vida del parásito. A continuación se revisarán la estructura y las 

características funcionales de la TIM. También se describirá por qué 

considerarnos a esta enzin1a como un buen blanco para el diseño de inhibidores 

con capacidad potencial para convertirse en fármacos. 
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TRIPANOSOMIASIS AMERICANA O "ENFERMEDAD DE CHAGAS" 

Trypauosomn cr11zi es el agente causal de la enfermedad de Chagas. Ésta es 

endémica en América Latina. De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud, 

aproximadamente 18 millones de personas padecen tripanosomiasis americana; 

se calcula que cada afio n1ueren 21,000 personas y aparecen 300,000 nuevos 

casos. Aden1ás, alrededor de 120 millones se encuentran en riesgo de contagio 

(WHO, 2002). La enfermedad es transmitida por chinches triatóminas, aunque 

existen reportes de infección como resultado de transfusiones sanguíneas, 

transmisión congénita, transplante de órganos e inoculación accidental. Algunos 
·: ~ . " 

animales domésticos, roedores y algunas especies silvestres sirven como 

re'.s'ervorios. La tripanosomiasis tiene tres fases definidas: aguda, indeterminada y 

cró_nica. La fase aguda se caracteriza por síntomas tales corno dolor de cabeza, 

fie,.bre, anemia y n1alestar general. En muchos casos la infección tiene una fase 

indeterminada durante la cual no se presentan síntomas; esta puede durar varios 

áfios o el resto de la vida del paciente. Alrededor del 30% de los infectados 

desarrollan una forma crónica progresiva asociada con miocarditis y /o 

megacolon en el sisten1a digestivo. En el estado crónico, la enfermedad es 

incurable. 

Ciclo de vida de Trypa11oso11111 cruzi 

En el diseno de fármacos antiparasitarios es necesario conocer el ciclo de 

vida del parásito que se desea con1batir. Esto es importante ya que los parásitos 

en cada uno de sus estadios tienen morfologías características y vías metabólicas 

particulares. Por lo tanto, el conocimiento de los requerimientos del parásito y 

sus rutas n1etabólicas son necesarios para elegir con mayor precisión la enzima 

blanco. 

El ciclo de vida de T. cruzi tiene tres estados morfológicos muy bien 

definidos; epimastigote, an1astigote y tripomastigote. Cuando una chinche 

infestada se alimenta con la sangre del hospedero, deposita sobre la piel del 
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humano tripanosomas metaciclicos que van en las heces del triatómino. [)espués 

de atravesar la piel a través de una herida, raspadura o mucosa, el tripomastigote 

llega a la sangre del hospedero. Posteriormente invade las células. Una vez 

dentro de la célula, los tripomastigotes se transforman en amastigotes; éstos son 

la forma reproductiva del parásito. Su reproducción es por fisión binaria y ésta 

continúa hasta que la célula es destruida y los parásitos se liberan como 

tripomastigotes. Estos invaden las células vecinas y· también pern1anecen en el 

torrente sanguíneo de donde pueden ser ingeridos por otras chinches 

triatón1inas. En el intestino del insecto, los tripomastigotes se lransforn1an en 

epimastigotes y se dividen por fisión binaria. Los parásitos migran hacia el 

intestino posterior y se transforman en la forn1a tripomastigote metacíclica (Tyler 

et al., 2001). El ciclo continúa cuando la chinche se alimenta con la sangre de un 

futuro hospedero (Fig. 1). 

Enf'ermedad de Chagas en México 

La encuesta seroepidemiológica llevada a cabo entre 1987 y 1989 con 

aproximadamente 70,000 individuos de todos los estados del país (Velasco

Castrejón et al., 1992) mostró que la seroprevalencia nacional de anticuerpos anti

T. cruzi fue de 1.6%. Con estos datos, se calculó el número de individuos 

infectados con T. cruzi en México (Tabla 1). Estos estudios han servido para que 

se apruebe el análisis serológico en los donadores de sangre, programas para el 

control del vector y estudios sobre la virulencia de las cepas n1exicanas de T. 

cruzi. Se espera que estas medidas ayuden al control de la enfermedad de Chagas 

en México (Guzmán-Bracho, 2001). 
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Figura 1. Ciclo de vida de TryfH'nosonui cruzi. Tomado de la página del Centro 
Nacional para Enfennedades Infecciosas, División de Enfermedades Parasitárias 
(www. dpd.cdc.gov / dpdx/HTML/Trypanosorniasis.American.htm). 
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Tabla 1. Población estimada en riesgo de infección por Trypa11oso111a cr11zi en 
México. Tomado de Guzmá11-Bracho, 2001. 

Población total 
Total de hombres 
Total de mujeres 
Población Urbana 
Población Rural 
Niños(< 5 años) 
Niños (5-14 años) 
Mujeres (15-45 años) 
Individuos (15-59 años) 
Individuos(> 60 años) 
Donadores de sangre 

Población 
estimada en 
México en el 
2000ª (x 106) 

97.4 
47.4 
50.2 
72.7 
24.7 
11.lc 
21.7' 
22.6' 
42.9' 
5.6c 
1.2 

Número estimado 
de individuos 

infectados (x 10:') 

1564.8 
758.4 
750.0 

1235.9 
370.5 
155.4 
238.7 
316.4 
986.7 
128.8 
18.0 

Prevalencia de 
anticuerpos anti

T. cr11z1,' (%) 

1.6 
1.6 
1.5 
1.7 
1.5 
1.4 
1.1 
1.4 
2.3 
2.3 
1.5 

ª Instituto Nacional de Geografía e Informática. Censo Nacional de Población y 
Vivienda 2000. 
b Velasco-Castrejón et al., 1992; Guzmán-Bracho, et al., 1998. 
e Secretaría de Salud (1998) Estadísticas vitales. Dirección General de Estadística e 
/11for111ática. 

Fármacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas 

Desde 1978 el nifurtimox y el benznidazol (Fig. 2) se han utilizado para el 

tratamiento de la enfermedad de Chagas. Sin embargo, el nifurtimox ya no se 

produce. An1bas drogas son activas contra los tripon1astigotes y amastigotes, y 

sólo son útiles en la fase aguda, que es la primera etapa de la enfermedad. En 

esta etapa la sinton1atología es vaga y general a otras enfermedades, aunque en 

nluchas ocasiones se presenta el llamado signo de Ron1aña. 

El nifurtimox se absorbe después de la adn1inistración oral y se nletaboliza 

rápidamente. Su nlecanismo de acción no es muy claro, pero en cultivos de T. 

cr11zi induce un incremento en la velocidad de respiración y la liberación de 

peróxido de hidrógeno (Docampo et al., 1979, 1981). Esto se ha relacionado con la 

falta de catalasa en el parásito; varios investigadores piensan que en ausencia de 
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catalasa, T. cruzi caerá en un estado de estrés oxidativo que puede causar su 

muerte. El benznidazol, igual que el nifurtimox después de ser absorbido, se 

distribuye a los tejidos. Se han reportado efectos sinergrsticos del benznidazol 

con otros agentes quimioterapéulicos (Araujo et al., 2000). Tanto el benznidazol 

como el nifurtimox producen anorexia, efectos tóxicos neurológicos, debilidad, 

pérdida de peso, vómito, pérdida de la memoria y depresión de la médula ósea 

(Cerecetto et a/., 2002). 

Es pertinente añadir que el violeta de genciana se utiliza en los bancos de 

sangre para eliminar los tripomastigostes (Cerecetto et al., 2002). 

Dado lo limitado de la farmacologra para la enfermedad de Chagas es 

claro que además de las medidas de control existe una necesidad urgente de 

nuevos fármacos. 

Nifurtimox 
Benznidazol 

Figura 2. Estructura de los dos fármacos utilizados en el tratamiento de la 
enfermedad de Chagas. 

LA TRIOSAFOSFA TO ISOMERASA COMO BLANCO PARA EL DISEÑO 

DE FÁRMACOS ANTIPARASITARIOS 

En términos generales varios grupos de investigadores consideran a las 

enzimas de la glicólisis anaeróbica con10 buenos blancos para el diseño de 

fárn1acos en contra de parásitos tripanosomátidos. Esto es particularmente cierto 

para Trypa11oso111a brucei, ya que en su etapa infectiva, estos organismos carecen 

de mitocondrias funcionales. Respecto a la glicólisis anaeróbica, es importante 
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recordar que en los tripanosomas las 7 primeras enzimas de la ruta se encuentran 

localizadas en un organelo, aparentemente único en los tripanosomátidos, que se 

ha llamado glicosoma. La Figura 3 muestra la localización de las enzimas de la 

glicólisis anaeróbica en T. brucei. En T. cruzi la distribución de las enzimas es 

similar. Además, varios de los mecanismos de regulación no son operantes en las 

enzimas de los tripanosomas debido a que las enzimas de este organismo tienen 

características estructurales y /o cinéticas distintas a las de los nlamíferos. 

Varios investigadores han propuesto a la TIM como blanco para el diseño 

de fármacos contra los tripanosomátidos (Noble et a/., 1991; Gómez-Puyou et al., 

1995; Velanker et al., 1997). En relación a la TIM, los estudios de flujo metabólico 

de la glucólisis en el tripanosma y en glicosomas muestran que la TIJ\.-1 no es un 

punto de control en el flujo de la ruta (Bakker et al., 1999), y por tanto no sería un 

buen blanco. En contraste con la conclusión de estos autores, se observó que la 

TIM es esencial para la supervivencia de la forma sanguínea del tripanosoma 

(Helfert et al., 2001). También Helfert y colaboradores (2001) encontraron que con 

nlenos del 15% de la actividad de los controles, los tripanosomas no sobreviven. 

Los autores ofrecen dos posibles explicaciones de por qué la TIM es esencial para 

el parásito. Mediante un modelo computacional del flujo metabólico se predice 

que en ausencia de la TIM, los tripanosomas en su fase infectiva no producen 

suficiente ATP. Esto podría ser mortal para el tripanosoma. Por otra parte, a 

concentraciones bajas de TIM se acumula dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en el 

glicosoma, que inhibe la aldolasa (Fig. 3). Además, la DHAP se puede convertir 

espontáneamente a metilglioxal, que es tóxico para el parásito. 

En este contexto es apropiado recordar que se han descrito casos de 

enfermos que se deben a alteraciones en la función de la Tll\.-1. Los estudios de 

éstos muestran que su deficiencia aumenta los niveles de DHAP, causando 

anen1ia hemolftica crónica, crecimiento retardado, incren1ento en la 

susceptibilidad a infecciones bacterianas y trastornos neuromusculares (Maquat 

et al., 1985). Solo pocos de ellos llegan a la edad adulta. Los estudios sobre la TIM 
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de estos enfermos muestran que la causa es la ntutación del ácido glutámico 104 

a aspártico. También es de interés para nuestro trabajo (ver abajo) que esta 

mutación disminuye la estabilidad de la enzima (Daar et ni., 1986; Repiso et ni., 

2002). 

Estructura general de la TIM 

La TIM es una enzima homodimérica de la vía glucolítica (Fig. 3). Cada 

monómero está formado por unos 250 residuos de aminoácidos. La TIM cataliza 

la interconversión entre el gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y la dihidroxiacetona 

fosfato. Se conoce la secuencia de aminoácidos de la TIM de aproximadamente 

180 especies y la estructura tridimensional de la TIM de pollo (B<tnner et al., 

1975), levadura (Lolis et ni., 1990), Trypnnosomn /1r11cei (Wierenga t!f a/., 1991), 

Escltericltia coli (Noble et al., 1993), humano (Mande et ni., 1994), Bacil/11s 

stenrotllermophi/us (Delboni et al., 1995), Plasmodium falcipar1111111 (Velanker et al., 

1997), Vibrio 111ari1111s (Alvarez et al., 1998), Trypm10somn cruzi (Maldonado et al., 

1998), Leisl111m11ia mexicana (Williams et ni., 1999), Tltermofoga maritimn (Maes et ni., 
. ., -

1999), Pyroc;occ!,'5,;~'!,ºe:~ei ,<Walden et al., 2001), Entnmoeba J1istolyticn (Rodríguez-

Romero et ál.~ 2002.) y C~11orhabditis e/egans (Symersky et al., 2003). 

Exc~pt~ por la TIM de Methn11otherm11s fervidus (Kohlhoff et al., 1996), y 

Pyrococus~!lJCJesef (Walden et al., 2001) que son tetrámeros y de T11ermotl10gn 

mnritima · qúe .es un dímero fusionado con la fosfoglicerato cinasa (Maes et ni., 

1999), todas las demás TIMs son homodímeros. Cada subunidad se compone de 

8 hebras 13-plegadas y 8 a-hélices intercaladas; las hebras y las hélices están 

unidas por giros o asas (Fig. 4). A esta enzima se le considera el prototipo de la 

familia de proteínas con estructura de barril (a.-13)1<. 

La interfase entre los dos monómeros es relativamente grande, 

aproximadamente 1400 Á 2 • Está formada principalmente por el <tsa 3. Para este 

trabajo es importante señalar que en la TIM de humano, el asa 3 tiene un residuo 

más que la de TcTIM. En ambos casos, sin embargo, el asa de una subunidad se 

internaliza en la otra y rodea la cadena lateral del residuo en la posición 15 de la 
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otra subunidad. Además, en la TcTIM el residuo 15 es una cisterna (Cys15), 

mientras que en la TIM del humano este residuo es una metionina (!'l:fet15). 

1 ¡: '..:~: 
Glc-6-P 

AMP 2 : 

1 o .1_ Fru-6·P 
~ "'::e. 3 k ATP 

Mitochondrion ATP ADP ., ADP 

D ~~ ·:~~-~·· 
AMP _. 
~ 

ATP AOP 

H-~-~--- ---glycon>l·3·P glycerat,...1,3-P2 
'---ADP ¡.------ADP 

.-~---·-·ATP 7~--ATP 
L •. ~~!.~.!-'!!:~!J 3-Pllvcerate 

Glycosome 3-P~glycerate 
""~ 

2~P-glycerate 

13 .... 
~-H;P 

··-""' 
1 
! 

Cytosol 
Phosphoenolpyruvatc 

:·---~:i ........ ~ :~: 
: Pyruvate! 

Figura 3. Organización de las enzimas glicolíticas en el tripanosoma. l.. 
I·Iexocinasa, 2. 1-Iexosa fosfato ison1erasa, 3. Fosfofructocinasa, 4. Fructosa-1,6,
bifosfalo aldolasa 5. Triosafosfato ison1erasa, 6. Gliceraldehido-3-fosf<1lo 
deshidrogenasa, 7. Fosfoglicerato cinasa, 8. Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, 9. 
Glicerol cinasa, 1.0. Adenilato cinasa, 1.1.. Glicerol-3-fosfato cinasa, 1.2.. 
Fosfoglicerato mutasa, 1.3. Enolasa, 1.4. Piruvato cinasa, SH,~M <leido 
salicilhidroxámico. Tomado de Opperdoes et al., 2001. Es necesario recordar que en 
su etapa infectiva T. brucei carece de mitocondrias funcionales. Es in1portante 
nlencionar que es muy probable que la TIM en T. cruzi se distribuya tanto en el 
citosol como en el glicosoma (datos no publicados). 
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Figura 4. Estructura de la triOllafo.Eato üomera-. Los monÓIJ\eros A y B se 
muestran en color azul inarino y azul claro respectivmnente. La Cys15 del 
monómero A se muestra en naranja y el asa 3 del monómero B en aDUlrillo. Se 
muestran los residuos catalfticos del monómero A. 

Caüliai• y cambio. conformacional-

El mecanismo por el cual la TIM cataliza la interconversión entre 

gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y la DHAP (Fig. 5) se ha establecido mediante 

técnicas bioqufmicas (Albery et al., 1976; Knowles 1991), cristalograffa de 

protefnas (Lolis et lll., 1990; Davenport et lll., 1991; Parthasarathy et lll., 2002; Jogl 

et lll., 2003; Kursula et lll., 2003), resonancia magnética nuclear (Harris et lll., 1998) 

y mecánica cuántica (Marfn-Sanguino et lll., 2002; Zhang et lll., 2002; Alagona et 

al., 2003). 
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Figura 5. Mecanismo de reacción de la triosafosfato isomerasa. 

En la reacción de isomerización no enzimática con bases orgánicas como 

catalizadores, se demostró que la eliminación de un protón del sustrato forma un 

intermediario enodiolato. La formación de este intermediario conduce a una 

reacción de ro-eliminación en la cual se forma metilglioxal y fosfato inorgánico. 

En el caso de la reacción enzimática, la TIM cataliza la isomerización de un 

intermediario enodiol, en un proceso en que la producción de metilglioxal es 

muy limitada. El metilglioxal que se logra producir está a una concentración 

inferior a sus niveles tóxicos (Lolis et al., 1990). Los valores de la eficiencia 

cataHtica para las reacciones de isomerizacion y eliminación son de J06 a 109 M-1 

s-1 y 2 a 14 M·l s-1, respectivamente (Sun et al., 1999). Como la reacción enzimática 

es de 109 a 1010 veces más rápida que la reacción no catalizada (Richard, 1984) y 

su veloc~dad catalítica esta limitada por difusión, a la TIM se le considera un 

catalizador perfecto (AJbery et al., 1976; Knowles, 1991). 

Tres son los residuos que participan directamente en la reacción de 

isomerización. Siguiendo la numeración de la TIM de T. cruzi (TcTUvf) éstos son 

el Glul68, His96 y Lys14. En el sentido de DHAP a GAP, el carboxilato del 

Glu168 actúa como base, sustrayendo un protón del sustrato. El anillo imidazol 

de la His96, actúa como electrófilo polarizando el grupo carbonilo del sustrato, 

dando lugar a la reacción de enolización. La Lys14 es el residuo que confiere la 

especificidad por el sustrato (Schliebs et al., 1996; Wierenga et al., 1992). 
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El asa 6, conocida como asa catalítica (residuos 171-178), sufre un 

desplazamiento de 7Á y cubre el ligando unido al sitio catalítico (Mande et al., 

1994). Este movimiento se produce por cambios en el ángulo de torsión de la 

cadena primaria de algunos residuos que funcionan como "bisagra" (Sun et al., 

1998). Se sabe que dicho desplazamiento aísla el sitio activo del disolvente, y 

ayuda a establecer un puente de hidrógeno entre la Gly172 y el grupo fosfato del 

enodio!. Esto favorece la transformación eficiente del sustrato provocando una 

disminución de la reacción de eliminación del grupo fosfato del intermediario, 

previniendo así la formación de metilglioxal (Pompliano el al., 1990; Joseph et al., 

1990; Richard 1984, 1991; Knowles 1991). 

LA INTERFASE DE ENZIMAS OLIGOMÉRICAS COMO BLANCO PARA EL 

DISEÑO DE FÁRMACOS 

Si se acepta que la TIM puede ser un buen blanco para el desarrollo de 

n1oléculas que interfieran con su función, es necesario entonces determinar el 

sitio sobre el cual se va a diseñar una molécula inhibitoria o desestabilizante de 

su estructura. Muchos de los intentos por inhibir la función biológica de las 

proteínas por agentes químicos se han enfocado al desarrollo de moléculas que 

actúen a nivel del sitio catalítico de las enzimas, o en los sitios de unión para los 

agonistas o antagonistas en los receptores. An1bos criterios se han utizado 

cuando el interés es encontrar agentes con potencial uso terapéutico contra 

parásitos. Sin en1bargo, se sabe que los sitios catalíticos son ampliamente 

conservados. Por lo tanto, puede ser que las diferencias entre los sitos activos de 

enzimas homólogas sean pequeñas o irrelevantes. Estas observaciones indican 

que no todas las enzimas de los parásitos pueden ser buenos Cclndidatos para 

diseñar moléculas dirigidas al sitio catalítico (Pérez-Montfort et al., 2002). 

Es entonces necesario buscar si otros sitios de las enzimas se pueden 

utilizar en la búsqueda de moléculas que perturben su función. En este punto se 

recuerda que la TtM sólo es activa en su forma dimérica (Waley, 1973; Zabori et 
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al., 1980). Por lo tanto, la perturbación de la asociación entre sus monómeros por 

una molécula pequeña debe acabar con su función catalftica. A continuación se 

hace una breve descripción de las interfases en general, y de los agentes que se 

ha visto perturban la asociación entre proteínas. Después se verá con más detalle 

la interfase de la TcTIM. 

Características de las interfases y su perturbación 

La nlayoría de las proteínas que existen en los organismos vivos son 

oligoméricas y sus interfases han sido objeto de múltiples estudios (Grishin et al., 

1994; Valdar et al., 2001; Nooren et al., 2003). En vista de esta preferencia y dado 

que las interacciones proteína-proteína son necesarias para la función y 

regulación de muchas de ellas, se han hecho estudios para saber si existe una 

regla general para su asociación. Hace varios años se propuso que .las 

interacciones proteína-proteína estaban relacionadas con el área hidrofóbica 

oculta (Cllotia et al., 1975). Más tarde se observó que los porcentajes de residuos. 

polares . .Y::no polares en las interfases de muchas proteínas son más o menos 

constari.tes>Ganin et al., 1988). En años más recientes se encontró que las interfases ",_. -· .. ,, . ~ 

son rlca"s~'~("I- ;esiduos cargados y polares (Tsai et al., 1997). De estos y otros 

trabajo.s.''cL~r'~e~ et al., 1998) se puede concluir que no existe una regla general 
- --~:...:<-;;,.~,->-

para la distribución de residuos particulares en la interfase. 

Eri:'-~lgunos estudios sobre la contribución de distintos residuos a la 

estabilidad entre dos proteínas, se encontró que a pesar del gran número de 

contactos entre los residuos de una proteína y otra, sólo unos cuantos 

contribuyen de nlanera predon1inante a la energía libre de unión entre las dos 

(Claxon et al., 1995). A estos residuos se les ha llamado "puntos calientes" (Bogan 

et al., 1998). No obstante, existen datos que indican que en algunos oligómeros no 

hay residuos que sean particularmente importantes para la asociación de los 

nlonómeros. En estas proteínas la energía de interacción se debe a la suma de 

todas las interacciones que se establecen entre los residuos de la interfase (Myers 

et al., 2001 ). 
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En vista de las numerosas interacciones protefna-protefna que existen en 

los organismos vivos (Uetz et ni., 2000; Schwikowski et al., 2000), varios grupos 

han contemplado la opción de utilizar como blanco las interfases protefna

.protefna para la inhibición de las enzimas y por consiguiente de las funciones 

celulares. Bajo este enfoque se ha tratado de encontrar agentes que prevengan o 

induzcan la asociación de protefnas que inicien o estén involucradas en las vías 

de transducción de señales. De igual forn1a se han tratado de encontrar 

moléculas que perturben la asociación de monómeros en enzimas que sólo son 

activas en estado oligomérico. 

En algunos estudios se buscaron moléculas pequeñas (péptidos imitadores 

o n1iméticos) que reproduzcan las interacciones de una proteína con otra. Se ha 

tenido éxito con la proteasa del VIH (Zutshi et ni., 1997), la ribonucleótido 

reductasa del virus Herpes simplex (Liuzzi et al., 1994) y la DNA polimerasa HSV 

(Digard et al., 1995). También se ha interferido exitosamente con los contactos 

protefna-protefna por medio de moléculas no peptídicas. Dos de estos ejemplos 

son la sintetasa del óxido nítrico (McMillan el al., 2000) y la transtirretina 

(Peterson et al., 1998). Todos estos datos apoyan la idea de que es posible 

interferir en la asociación entre los monómeros de proteínas oligon1éricas. 

Interfase de la TcTIM 

La importancia de la interfase en la estabilidad y cal:éllisis de la TIM, se ha 

estudiado en la enzimas de T. l1r11cei, humano y en la TcTIM. Los resultados 

mostraron que la substitución del residuo en la posición 15 por otros residuos, 

causa cambios estructurales muy drásticos y pérdida total de la actividad 

catalítica (Gómez-Puyou et al., 1995; Herm'indez-Alcantara el al., 2002). Además, 

se ha descrito que la n1odificación de los residuos del asa 3 genera enzimas con 

constantes de asociación bajas (Schliebs et al., 1997; Mainfroid et ni., 1996). Este 

mismo fenómeno se observa cuando la Cys15 se modifica químican1ente 

(Gómez-Puyou et al., 1995; Garza-Ramos et al., 1996; Rodríguez-Romero et al., 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

17 



2002; Maithal et al., 2002). También es de interés que un péptido con la secuencia 

de aminoácidos del asa 3 en la TIM de Plasmodium falciparum causa la 

inactivación de la enzima (Singh et al., 2001). Por otro lado, existen datos que 

indican que esta porción de la interfase juega un papel dinámico en la catálisis 

enzimática (Pérez-Montfort et al., 1999). 

Los datos anteriores sugieren que esta región en la TcTIM es fundamental 

para n"lantener la integridad del dfrnero, y que ésta puede ser un blanco para 

perturbar su función. En este sentido, una observación alentadora y útil la hizo 

Gao y colaboradores (1999). Los autores determinaron la estructura 

cristalográfica de un cristal de TcTIM "ren1ojado" en hexano y observaron que 

una de las moléculas de hexano se unió en la superficie de la proteína, y otras 

dos en la interfase. Estas dos últimas moléculas están en contacto con residuos 

del asa 3 y cerca de la CyslS (Fig. 6). Esto indica que la TcTIM tiene en la 

interfase, sitios de unión para moléculas hidrofóbicas. De acuerdo con Ringe y 

Mattos (Ringe, 1995; Mattos et al., 1996) un sitio con la capacidad de unir 

moléculas hidrofóbicas es un sitio potencial para el diseno de fármacos. 

Como se· discutirá en la sección de resultados, logramos encontrar 

moléculas que se unen a ese sitio, y afectan la estabilidad de la TcTIM. Estas 

moléculas contienen el núcleo benzotiazol. Por lo tanto, se hace una pequeña 

revisión sobre los benzotiazoles. 
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Figura 6. &tructara crietalopAfica de la TcTIM en hexano. U.S moléculas de 
hexano se muestran en rojo y la Cys15 de cada monómero se muestra en naranja. 

BENZ<>TIAZOLES 

Los ben.zotiazoles se encuentran naturahnente en algunos organismos. 

Fonn.an parte de la estructura de la luciferina de la luciérnaga. Aden14s, el 

benzotiazol y el 2-rnetilbenzotiazol son conocidos como constituyentes del aro111a 

de las hojas del té (Vitzthum et al., 1975) y el 2-mercaptobenzotiazol en 

arándanos (Anjou et al., 1967). El benzotiazol también se encuentra en los hongos 

Polyporus .frundosus y Aspergillus clllvatru (Seifert et al., 1982; Gallois et al., 1990). El 

2-hidroxi-, 2-mercapto-, y 2- rnetilbenzotiazol, asf como la 6-hidroxi-3-metil-2-

benzotiazolona son productos de fennentación en extractos de un simbionte del 

género Micrococcus de la esponja Tedanüi ignis (Stierle et al., 1991). 
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El benzotiazol y sus derivados se fabrican en todo el mundo debido a sus 

múltiples aplicaciones. Pueden actuar como fungicidas y herbicidas (De Wever et 

a/., 1997). También se aplican como inhibidores de la corrosión por el agua en la 

refrigeración y en los anticongelantes para automóvil (Brownlee et al., 1992). Uno 

de sus usos principales es acelerar la vulcanización en la producción de caucho, 

catalizando la formación de puentes disulfuro entre los polímeros elastoméricos 

con la finalidad de obtener un material entrecruzado flexible y elástico (De 

Wever et ni., 1997). 

Con fines terapéuticos, los derivados de benzotiazol se han propuesto 

como posibles agentes para el tratamiento de la diabetes, vía la inhibición de la 

aldolasa reductasa (Aotsuka et al., 1997). También se han descrito algunos 

derivados del benzotiazol que actúan como antagonistas del receptor B2 de 

bradiquinina (Heitsch et al., 1999). Así mismo, se ha propuesto que algunos 

derivados del benzotiazol pueden actuar como inhibidores de la agregación de la 

poliglutamina en la enfermedad de Huntington (Heiser et ni., 2002). En la 

búsqueda de agentes antitumorales se encontró un derivado de benzotiazol que 

está en la primera fase de evaluación clfnica (Hutchinson et al., 2002). 
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OBJETIVOS 

1. Encontrar, por selección al azar o sfntesis, moléculas que desestabilicen 

a la TcTIM. Estas moléculas deben unirse a la interfase y perturbar las 

interacciones entre los monómeros de la enzima; su unión debe desestabilizar la 

estructura de la TIM de T. cruzi, y provocar su inactivación. Finalmente y en 

relación a la enzima de los humanos, las moléculas deben ser altamente 

selectivas para la TcTIM. 

2. Determinar la estructura cristalográfica del complejo TcTIM-molécula 

desestabilizan te. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

E11zi111as. Todas las TIMs utilizadas en este estudio fueron recombinantes. Se 

purificaron a homogeneidad mediante las técnicas reportadas. Para la 

purificación de la TcTIM, la TIM de humano (hTIM), la TIM de T. /1r11cei (TbTIM) 

y la TIM de levadura (yTIM) se utilizaron las metodologías descritas por los 

autores en las referencias respectivas (Ostoa-Saloma et al, 1997; IV1ande et al, 1994; 

Borchertet al, 1993; Vázquez-Contreras et al., 2000). La mutante MlSC de la hTIM 

(Avila-Rios, 2001) se preparó por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

utilizando el "Expand High Fidelity PCR System" (Boehringer). Los 

oligonucleótidos mutagénicos fueron, 

AcrGGAAGTGCAACGGGCGGAAGC-3' y 

el 

el 

directo 

reverso 

5'-

5'-

GCTTCCGCCCGTTGCACTTCCAGT-3'. El producto de PCR se ligó al vector 

pCR2.1 (lnvitrogen) y se secuenció. Una vez que se obtuvo el gen con la 

mutació.n deseada, se subclonó en el plásmido pET3a y se introdujo por 

transforrnaC:ión en las células BL21 (DE3)pLysS (Novagen). La purificación de la 

enzima se realizó de igual forma que para la silvestre (Mande et al, 1994). 

Actividad. La actividad de la TcTIM se midió con un sistema acoplado 

utilizando a.-glicerol fosfato deshidrogenasa (a.GDH), en la dirección de GAP a 

DHAP a_ 25 ºC en 1 mi de medio a pH 7.4, que contenía 100 mM de 

trietanolamina, 10 mM de ácido etilendiamintetracético (EDTA), 0.2 ml'v1 de 

NADH, 0.9 unidades de a.GDH, y 1 mM de GAP. La reacción se inició con la 

TcTIM, generalmente 5 ng. La a.GDH reduce la DHAP producida por la TcTIM a 

glicerol-3-fosfato uitilizando NADH que se oxida a NAO"'. El NADH absorbe a 

340 nm, el decremento en absorbencia a 340 nn1 respecto al tiempo se utilizó para 

calcular la actividad. 
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EHsayos de iHactivació11. Las enzimas se incubaron a una concentración de 5 

µg/ml en trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM, pH 7.4 y la concentración 

indicada de los compuestos. La incubación se llevó a cabo a 36 ºC por 2 horas. Al 

término, se tomó una alícuota de 1 µL para medir su actividad. Antes de realizar 

el experimento se confirmó que los compuestos no afectaran la actividad de la 

enzima acoplante o:GDl-f; estas medidas mostraron que a las concentraciones 

ensayadas, los compuestos no afectan la actividad de la o:GDH. 

La concentración que inactiva al 50% la TcTIM se calculó mediante el 

ajuste de las curvas de inactivación de cada compuesto a la siguiente ecuación 

(Tovar-Méndez et al, 2000): 

V1=(Vo x lso")/(lso" + 1°) 

donde V; indica la actividad a la concentración dada del compuesto, Vo es la 

actividad inicial, Iso la concentración del compuesto que induce el 50% de 

inactivación, I la concentración del compuesto ensayado, y n es el número de 

Hill. 

Deten11iHació11 del 111í111ero de cistef11as. La TcTIM a 67 µg/mL se mezcló con 

dodecil sulfato de sodio (SOS, 1 % concentración final) y se transfirió a una celda 

de espectrofotómetro. Después de registrar la absorbencia basal a 412 nm por 1 

min, se le adicionó ácido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) (DTNB) a una 

concentración final de 1 mM y se registró el aumento el absorbencia hasta que se 

alcanzó un nivel constante. La absorbencia del DTNB (en ausencia de enzima) se 

restó de la absorbencia en presencia de ésta. De la diferencia, se calculó el 

número total de cisteínas por dímero utilizando el coeficiente de absorbencia del 

ácido 5-tio-2-nitrobenzóico (TNB), 13600 M·I crn-1 (Ellman, 1958). 
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Obtención del complejo cristalográfico de la TcTIM y el compuesto 8. 

La obtención y resolución de la estructura cristalográfica del complejo 

entre la TcTIM y el compuesto 8 se llevó a cabo en el Departamento de 

Bioquímica del Instituto de Química de la UNAM, bajo la asesoría de la Dra. 

Adela Rodríguez Romero y la Dra. Alejandra Hernández Santoyo. 

Co11dicio11es de cristaliz11ci611. Se obtuvieron cristales del complejo TcTIM-

8 por cocristalización mediante la técnica de la gota colgante. Se crecieron a 18 ºC 

mezclando 4 µL de TcTIM (9.8 mg/mL en trietanolamina 25 mM pH 8), 1 µL del 

compuesto 8 (2 mM en trietanolamina 25 mM pH 8) y 5 µL de la solución 

cristalizante (2% PEG 400, 0.1 M HEPES pH 7.5, 2.0 M (NH.,)250.,). Los cristales 

aparecieron a los 15 días después de preparar las pruebas de cristalización. 

Colecci611 y procesa111ie11to de 1l11tos. Los datos se colectaron de un 

monocristal a -165 ºC utilizando glicerol al 30% como agente crioprotector, en un 

generador de rayos-x de ánodo rotatorio RIGAKU con un detector de placa R

AXIS IIC." La reducción de los datos se llevó a cabo con DENZO (Ohvinowski et 

al., 1997) y el escalamiento con los programas de CCP4 (Colaborative 

Computacional Proyect, Num ber 4, 1994). 

Resol11ci611 de 111 estrr1ct11r11 y 11fi1111111ie11to. El reemplazo n1olecular se 

realizó con CNS 1.0 (Brünger et al., 1998) teniendo como modelo inicial la 

estructura de la TcTIM nativa (PDB ID ltcd, Maldonado et al., ·1998); 10% de las 

reflexiones se seleccionaron al azar y se utilizaron para la validación del n1odelo 

durante el afinamiento (Brünger, 1992). La construcción del modelo, las 

correcciones, así como la de los mapas de diferencia 2Fo-Fc y Fo-Fe se llevaron a 

cabo en QUANTA 98 (Accelerys). En la parte final del afinamiento se 

adicionaron moléculas de agua n1ediante un procedimiento de búsqueda con 

base en la intensidad de los picos en los mapas de diferencia y con el criterio de 

longitud de enlace. La estereoquímica del modelo fue analizada con PRCX:HECK 

(Laskowski et al., 1993). 
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Compuestos químicos ensayados en la inactivación de la TcTIM 

Co111p11estos co111erciales. Los diferentes benzotiazoles que se ensayaron en la 

Tabla 2 se compraron en Aldrich, excepto el compuesto 10 que se obtuvo de ICN. 

Los compuestos 9 y 10 se purificaron antes de usarse. Para el compuesto 9, 500 

mg del producto se agitaron con 40 mi de cloroforn10. La parte del producto que 

no se disolvió se colectó y se eliminó el exceso de disolvente. En el caso del 

compuesto 10, 250 mg se mezclaron con 20 mi de acetonitrilo en agitación por 1 

hora. Lo que no se disolvió se resuspendió en metano! y se aplicó a una placa 

preparativa de sflica. La placa se corrió en una nlezcla de cloroforn1o:metanol 

(2:1). El compuesto deseado permanece en el origen, se extrajó de la placa con 

metano! y se evapora el disolvente. 

Compuestos sintetizados. La síntesis de los análogos de los compuestos 8 y 9 se 

hizo en el Departamento de Química Orgánica de la Universidad de Barcelona, 

España bajo la asesoria del Dr. Francisco López Calahorra. Todos los reactivos 

que se utilizaron en la síntesis se compraron en la compañía Aldrich. Las 

reacciones y separaciones cron1atográficas en colun1na se siguieron por 

cromatografía en capa fina usando gel de sílice sobre placas de aluminio. La 

estructura de los compuestos se confirmó mediante análisis de IR, El\;1, RMN H 1 

y C 13• Las preparaciones que se describen no fueron optimizadas, sino que se 

llevaron a cabo con el objetivo de obtener el nláxin10 número de productos en el 

menor tiempo posible. 

1a. 3-(be11zotiazol-2-ils11lfa11il)-propa11-1-ol.- En un matraz de 100 mL 

provisto de refrigerante de reflujo y agitación nlagnética se introdujeron 2-

mercapto-benzotiazol (1 g), 3-cloro-propanol (500 µL) y trietilamina (4.2 mL) y 

DMF (50 mL). La disolución se hirvió por 5 h. Se eliminó el disolvente a presión 

reducida, el residuo se suspendió en agua (20 mL), se extrajo con diclorometano. 

La fase orgánica se secó con Mg5()4 anhidro, se filtró, se eliminó el disolvente a 
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presión reducida y el residuo se purificó por cromatograffa en columna sobre 

gel de sflice, con acetato de etilo corno eluyente. Se aislaron 800 rng de 1a puro 

(rendimiento: 59%). 

2a. 2a 3-(be11zotiazol-2-ils111fa11il)-propil}-fon11ar11ida.- En un matraz de 

100 mL, provisto de refrigerante de reflujo y agitación magnética se mezclaron 

2-mercaptobenzotiazol (1 g), hidrobrornuro de 3-bromo-propilamina (1.31 g) y 

DMF (50 mL.). La mezcla de reacción se refluyó por 2 h, pasadas las cuales se 

eliminó el disolvente a presión reducida, se disolvió el residuo en agua, se extrajo 

con diclorometano; la capa orgánica se secó con MgS04 anhidro, se filtró y el 

disolvente se eliminó a presión reducida. El residuo se purificó por 

cromatografía en columna sobre gel de sílice con acetato de etilo como eluyente. 

Se obt:uvo 2a corno resultado de la reacción de transamidación del grupo an1ina 

con la DMF en el medio ácido en que tuvo lugar el proceso. Se aislaron 500 rng 

de 2a puro (rendimiento: 33%). 

3a; ·.3-(be11zotiazol-2-ils11lfa11il)-propilar11i11a.- En un matraz de 50 mL 

provisto de refrigerante de reflujo y agitación magnética, se disolvieron 400 mg 

de 2a en una disolución al 10 % de hidróxido potásico en etanol/agua. La 

reacción se puso a ebullición por 2 h, se eliminó el etanol a presión reducida, y la 

suspensión acuosa resultante se extrajo con diclorometano. La disolución 

orgánica se secó con MgSO. anhidro, se filtró y se eliminó el disolvente, 

obteniéndose 300 mg de 3a puro (rendimiento: 84%). 

4a. 4-(Be11zoti11zol-2-ils111fi111i/)but1111oato tle r11etilo.- En un nldtraz de 100 

rnL con refrigerante de reflujo y agitación magnética se disolvieron en DMF ( 50 

mL) 2-mercapto-benzotiazol (1 g), metil-4-clorobutirato (730 ~lL) y trietilarnina 

(4.2 mL). La disolución se calentó a ebullición por 2 h tras las cuales se eliminó el 

disolvente a presión reducida, se disolvió el residuo en agua, se extrajo con 
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diclorometano; la capa orgánica se secó con MgSQ4 anhidro, se filtró y el 

disolvente se eliminó a presión reducida. El residuo se purificó por 

cromatografía en columna sobre gel de sflice con una mezcla de 

diclorometano:acetato de etilo (95:5) como eluyente . Se aislaron 600 mg de 4a 

puro (rendimiento: 38%). 

5a. Ácido 4-(be11zotiazol-2-ils11lfa11i)lb11ta11oico.-En un matraz de 50 mL 

provisto de refrigerante de reflujo y agitación magnética, se disolvieron 500 mg 

de 4a en una disolución al 10 % de hidróxido potásico en etanol/agua. La 

reacción se puso a ebullición por 2 h, se eliminó el etanol a presión reducida, y la 

suspensión acuosa resultante se extrajo con diclorometano previa adición de HCJ 

al 5 % hasta pH ácido. La disolución orgánica se secó con MgSO. anhidro, se 

filtró y se eliminó el disolvente, obteniéndose 350 mg de 5a puro (rendimiento: 

74%). 

6a. Br011111ro de 3-(ber1zoti11zol-2-ils11lfa11il)-porpiltri111etil11111011io.- En un 

matraz de 20 mL, provisto de refrigerante de reflujo y agitación magnética se 

n1ezclaron 2-mercaptobenzotiazol (300 mg), bron1uro de 3-bromo-

propiltrimetilamonio (156 rng) y DMF (6 mL.). La mezcla de reacción se refluyó 

por 3 h, pasadas las cuales se eliminó el disolvente a presión reducida, se disolvió 

el residuo en agua, se extrajo con diclorometano; la capa orgánica se secó con 

Mg504 anhidro, se filtró y el disolvente se eliminó a presión reducida. Se 

obtuvieron 200 mg de 6a puro (rendimiento: 32%). 

Sa. Ácido {4-(6-111etil-be11zotill"ZOl-2-il)-f<-.,,ilm11i110]acétko.- En un matraz 

de 20 mL , provisto de refrigerante de reflujo y agitación magnética se 

disolvieron 4-(6-metil-benzotiazol-2-il)-fenilamina (500 mg) y bromoacetato de 

metilo (222.5 µL) en DMF (12 mL). La reacción se puso a ebullición por 2 h, tras 

las cuales se eliminó el disolvente a presión reducida, se suspendió el residuo en 
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agua, se extrajo con diclorometano; la capa orgánica se secó con MgSO., anhidro, 

se filtró y el disolvente se eliminó a presión reducida. El residuo se purificó por 

cromatograf(a en columna sobre gel de sflice con acetato de etilo como eluyente. 

El residuo se introdujo en un matraz de 50 mi junto con lmL de una mezcla a 

partes iguales de etanol: NaOH 2M. La suspensión de hirvió durante 2h, se 

enfrió, se acidificó con HCI 5%, y se extrajo con diclorometano; la capa orgánica 

se secó con MgSO., anhidro, se filtró y el disolvente se eliminó a presión 

reducida. Se aislaron 300 mg de 8a puro (rendimiento: 48%). 

9a. [4-(6-Metil-be11zotiazol-2-il)-fe11ila111i110}-111eta110s11lfo1111to sódico.

En un matraz de 50 mL provisto de refrigerante de reflujo y agitación magnética, 

se disolvieron 4-(6-metil-benzotiazol-2-il)-fenilamina (500 mg), y formaldehído 

bisulfito de sodio (320 mg) en DMF (20 mL). La mezcla de reacción se mantuvo a 

100 ºC durante 14 h tras las cuales se eliminó el disolvente a presión reducida, se 

suspendió el residuo en agua y se extrajo con diclorometano; la capa orgánica se 

secó con MgSO., anhidro, se filtró y el disolvente se eliminó a presión reducida. 

El residuo se purificó por cromatografía en columna sobre gel de sílice con 

metanol como eluyente, obteniéndose 60 nlg de 9a de purez,1 suficiente 

(rendimiento: 8%). 

10a. [4-(6-Metil-be11zotiazol-2-il)-fe11ila111i1w}s11lfa111ato sódico.- En un 

matraz de 50 mL provisto de agitación magnética se mezclaron -i-(6-metil

benzotiazol-2-il)-fenilamina (500 mg) y clorosulfonato de trimetilsilicio (362 µL) 

en DMF (20 mL). La mezcla de reacción se dejó en agitación a temperatura 

an1biente toda la noche, tras las cuales se eliminó el disolvente a presión 

reducida, se disolvió el residuo en agua y se extrajo con diclorometano. Se 

eliminó el agua de la capa acuosa a presión reducida y se aislaron 400 mg de 10a 

de pureza suficiente (rendimiento: 56%). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

28 



11a. Ácido be'1zotiazol-2-s11lf611ico.- En un matraz de 50 mL provisto de 

agitación magnética, atn1ósfera inerte de N2 y un baño exterior de acetona/nieve 

carbónica se disolvió 2-mercapto benzotiazol (1 g) en THF anhidro (10 mL), se 

bajó la temperatura a -78 ºC y se adicionó terbutil-litio en hexano (4.35 mL) a 

través de un septum La mezcla se agitó por 30 min tras lo que se le dejó 

calentar hasta ten1peratura ambiente. Nuevan1ente la mezcla se enfrió a -78 ºC, 

se le añadió clorosulfonato de trimetilsilicio (1.14 mL), se calentó Ja mezcla de 

reacción hasta ten1peratura ambiente y se mantuvo en agitación por 1 h. Se 

eliminó el disolvente a presión reducida, el residuo se disolvió en agua y la 

disolución acuosa se lavó con éter etílico. Se elin1inó el agua a presión reducida y 

se aislaron 400 mg de 11a de pureza suficiente (rendimiento: 28%). 
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RESULTADOS 

Co111p11estos q11e i11activa11 a la triosafosfato ism11erasa de Trypa11oso111a cr11zi. 

En la búsqueda de compuestos que inactiven a la TcTIM, se ensayaron 

unos 150 compuestos a concentración de 100 µM y 250 µM siguiendo el protocolo 

descrito en Material y Métodos. Se encontró que a la concentración de 250 µM el 

benzotiazol y algunos de sus derivados inactivan a la TcTIM (Tabla 2). Los 

resultados mostraron que el grado de inactivación depende de la estructura del 

compuesto. Por ejemplo, el compuesto 2 no afectó a la enzima y el 1 causó una 

moderada inactivación. Los compuestos 8, 9 y 10, sin embargo, ocasionaron una 

fuerte inactivación de la enzima. A partir de estas observaciones, se decidió 

estudiar con nlaS detalle el mecanismo por el que las moléculas nlás potentes (8, 

9 y 10) inactivan la TcTIM. También se hicieron algunos experimentos con el 

con1puesto 1. 

Inacti,•ación de la TcTIM por los benzotiazoles. 

El efecto de los compuestos 8, 9 y 10 sobre la TcTIM fue dependiente de su 

concentración (Fig. 7). Las curvas de concentración para los con1puestos 1, 8 y 9 

mostraron un perfil sigmoidal debido a que a bajas concentraciones los 

compuestos no afectaron, o afectaron poco a la enzima (Fig. 7 A; By C). El patrón 

de inactivación para el 10 fue diferente, la curva de concentracfon.fu~ hiperbólica 

(Fig. 7 D). De estas gráficas se calculó la Iso, es decir, la con~~ri·~~ció:n necesaria 

para inactivar un 50% la TcTIM. Para el compuesto 1 la lso f¿~·d~ 433 µM, la de 

los con1puestos 8, 9 y 10 fue mucho menor. Los valores se nlues.tran en la Tabla 3. 

La inactivación de la TcTIM por los benzotiazoles también fue 

dependiente del tien1po. En todos los casos la inactivación fue nlayor conforme 

aumentaba el tiempo de incubación. De las curvas de pérdida de actividad con 

respecto al tien1po a diferentes concentraciones de los compuestos 8, 9 y 10, se 

calcularon las constantes de velocidad de pseudo-prin1er orden (kobs). Los 

gráficos de las kobs contra las diferentes concentraciones de los con1puestos 8, 9 y 
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10 no fueron lineales. Los puntos cayeron en una curva que se desviaba hacia 

abajo hasta que finalmente llegó a una velocidad que fue independiente de la 

concentración de los compuestos (recuadros, Fig. 7 B, C y O, respectivamente). 

Tabla 2. Efecto del benzotiazol y algunos de sus derivados en la TcTIM. 
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Los con~puestos se incubaron a 250 µM. Las condiciones se describen en Material 
y Métodos. 1. Benzotiazol, 2. 2-metilbenzotiazol, 3. 3-metil-2(3H)-benzotiazolona, 4. 3-
metilbenzotiazol-2-tiona, 5. 5-fluoro-2-metilbenzotiazol, 6. 2,5-dimetilbenzotiazol, 7. 2-
(metiltio) benzotiazol, 8. c 
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Figura 7. Efecto de dif'erentes concentraciones de Jos compuestos 1 (A), 8 (B), 9 
(C) y 10 (D) en la TcTIM. Las condiciones experimentales se describen en 
Material y Métodos. Los recuadros muestran las gráficas de las constantes de 
velocidad de pseudo-prin1er orden a diferentes concentraciones de los 
compuestos 8, 9 y 10. 

La forn1a de las curvas refleja un proceso en el cual la unión inicial del 

ligando es seguida por Ja inactivación de la enzima en el complejo enzima

ligando (Pettigrew, 1986). De las gráficas de las kobs a diferentes concentraciones 

del agente inactivante, se obtuvieron las constantes aparentes de velocidad de 

segundo orden (k2 .. rr>· Para los cálculos, las curvas se ajustaron a la ecuación de 
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Hill, donde la k2app = kobs max/K..i. La constante de inactivación más alta la mostró 

el compuesto 10 (ver los valores en la figura 7). 

El perfil sigmoidal de las curvas de inactivación de la TcTIM con 

diferentes concentraciones de los compuestos 8 y 9 tuvieron valores del número 

de Hill (n) cercanos a 2 (Fig. 7). Esto indica que la inactivación para el 8 y 9 se 

acompañó de la unión de al menos 2 moléculas de benzotiazoL Estos resultados 

sugieren que la presencia de un benzotiazol debe afectar la inactivación de la 

TcTIM por otro benzotiazoL De hecho, cuando se determinó el efecto de 

diferentes concentraciones de los compuestos 8 y 9 en presencia de una 

concentración fija de benzotiazol (compuesto 1), se encontró que las curvas de 

concentración de los compuestos fueron hiperbólicas con un número de Hill 

cercano a 1 (Fig. 8, A y B). Por lo tanto, los datos sugieren que la inactivación de 

la TcTIM por los compuestos 8 y 9 es el resultado de la unión secuencial de dos 

moléculas. De acuerdo con este razonamiento, las características del compuesto 

10 son particularmente relevantes. Este es un compuesto en el que dos moléculas 

de benzotiazol están covalentemente unidas. La curva de inactivación de la 

TcTIM por diferentes concentraciones del compuesto 10 fue hiperbólica con un 

numero de Hill de 1 (Fig. 7 D). Por lo tanto, en el 10 parecería que los dos grupos 

benzotiazol ocupan simultáneamente los dos sitios de unión en la TcTIM, y se 

con1porta como un agente inactivador de un solo sitio. 

Efecto de los benzotiazoles en las TIMs de humano, levadura y T. br11cei. 

Como la TIM es una enzima que se encuentra tanto en el parásito como en 

el humano; uno de los objetivos de este trabajo fue encontrar n1oléculas que 

selectivamente inactivaran la TIM del parásito y no la del humano, se estudió el 

efecto de los compuestos 8, 9 y 10 en la TIM de humano (hTIM}, y en la de otros 

organismos (Tabla 3). Los resultados, con1parados con la TcTIM, n1ostraron que 

los compuestos inactivan a la hTIM, pero a concentraciones mucho n1ayores que 

a la TcTIM. La relación entre la lso de la enzima del hun1ano y la del parásito se 
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utilizó como un índice de selectividad de los compuestos por la enzima del 

parásito. Este valor fue desde 13 para el compuesto 8, 59 para el 9 y 200 para el 

10. 
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Figura 8. Efecto de los compuestos 8 (A) y 9 (B) en presencia de una 
concentración fija de benzotiazol. Las condiciones experimentales se describen 
en Material y Métodos, excepto que la mezcla de incubación contenía benzotiazol 
a 300 µM. Se muestra el valor del número de Hill para cada compuesto en la 
presencia de benzotiazol. 

El efecto de estas moléculas en la TIM de T. l1r11cei (TbTIM) y levadura 

(yTIM) se muestra en la Tabla 3. Los benzotiazoles inactivaron la TbTll\1, pero su 

Isa fue mucho mayor que en la TcTIM. Se encontró además que la enzima de 

levadura fue muy insensible a todos los benzotiazoles; aún a concentraciones 

milimolares los compuestos no producen efectos apreciables en la yTIM. En su 

conjunto los datos de la Tabla 3 indican que el efecto de los benzotiazoles 

depende de las diferencias estructurales de cada enzima y que por lo tanto es 

posible afectar selectivamente las enzimas de distintos organismos. 
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Tabla 3. lso para los compuestos 8, 9 y 10 en Ja TcTIM, hTIM, M15ChTIM, 
_yTIM y TbTIM. 

Compuesto TcTIMª hTJMb M15ChTIM TbTIM yTIM b/a 

8 

9 

10 

.. 33··~¡·M"·········422··µi\1·············:¡-2a··~~M···············4··~·M·············:;·4··~·M· ···············:¡j····· .. ···· 

56 µM 3.3 mM 321 µM 4 mM >4 mM 59 

SµM 1.6mM 74µM 100µM >900 µl\f 200 

··r::;;-~--c~·;:;;~¡-¡c-¡·;;~·~;··;;;;¡;;~·¡·.;~·;;:;·t~-¡~;--~~-·ci·~~c-~i-¡;;;;~--~·;:;··i\1-;;-i;;~·¡~·¡··;;···Mét~·ci·;;~~··;;;;c-~¡;"t;;··¿:¡~·;; 

se utilizaron las enzimas indicadas. La última columna muestra la relación entre 
la lso del humano y la TcTIM. 

Efecto de los benzotiazoles a düerentes concentraciones de TcTIM. 

En la determinación del mecanismo de acción de los benzotiazoles, se 

consideró de importancia explorar si éstos actuaban en la interfase del dín1ero de 

TcTIM. La relación entre el estado monomérico y dimérico de la TcTitvf depende 

de la constante de asociación entre los monómeros, y de la concentración de 

proteína. Como se puede ver en la figura 9, el efecto de los con1puestos fue 

n1ayor entre más baja fue la concentración de proteína. Estos datos sugieren que 

los benzotiazoles actúan sobre la interfase perturbando la asociación de los 

n1onón1eros. 

La cisteÍna de interfase de la TcTIM en la inactivacion por los benzotiazolcs. 

Los datos de la figura 9 sugieren que los benzotiazoles interfieren con•los 

contactos entre los dos monómeros de la TcTIM y la Tabla 3 muestra que dentro 

de las enzimas que se estudiaron, la TcTIM es la más sensible a la inacth•ación 

por los benzotiazoles. Todo esto indica que el efecto de tales con1puestos 

depende de las diferencias estructurales de cada enzima, y que algunas de estas 

diferencias pueden localizarse en la interfase del dímero. A este respecto, una 

diferencia notable es que la TcTIM y la TbTIM tienen una cisteína (Cys15) en la 

interfase, n1ientras que la enzin1a de humano posee una metionina y la de 

levadura tiene una leucina. Además se recuerda que entre las Tltvfs que tienen 
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cisteína de interfase, la TcTIM es la más sensible a los agentes derivatizantes de 

grupo sulfhidrilo (Garza-Ramos et al., 1998, Rodríguez-Romero et al., 2002; 

Maithal et al., 2002). Por lo tanto, se estudió si la inactivación por benzotiazoles 

estaba relacionada con la existencia de la cisteína de interfase. Para esto, se 

construyó una mutante de la enzima de humano a la cual se le canlbió la 

metionina en la posición 15 por cisteína (MlSChTIM). Las propiedades cinéticas 

de la mutante M15C de la TIM de humano fueron similares a las de la enzima 

silvestre. La Km y la Vmax de la enzima silvestre fueron 0.55 mM y 7550 

µmoljmin/mg, mientras que la Km y Vrnax de la mutante fueron 0.62 mM y 

9670 µmol/min/mg. Los resultados mostraron que la enzima mutante se volvió 

de 3, 10 y 21 veces más sensible al efecto de los compuestos S, 9 y 10, 

respectivamente (Tabla 3). Esto sugiere que la existencia de una cisteina en la 

posición 15 es fundamental para la selectividad y la acción de los benzotiazoles. 
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Figura 9. Efecto de los compuestos S, 9 y 10 a diferentes concentraciones de 
TcTIM. 
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Efecto de los benzotiazoles en la estructura cuaternaria de la TcTlM y en su 

contenido de cisternas. 

Existen varios trabajos (Garza-Ramos et a/., 1998; Rodriguez-Romero et al., 

2002; Maithal et al., 2002) que indican que la disociación de los monómeros de la 

TIM producida por agentes químicos que modifican específicamente a la cisteina 

de la interfase, induce agregación de la proteína o formación de monómeros 

estables. Tan1bién se ha visto que estos can1bios causan la formación de uniones 

disulfuro entre los monómeros de la TIM. En el mecanismo por el que los 

benzotiazoles inactivan a la TcTIM consideramos de interés explorar si estos 

agentes inducen cambios drásticos en la estructura de la enzima. En la 

interpretación de los resultados que se obtuvieron es importante recordar que los 

benzotiazoles no son agentes oxidantes. Para estos experimentos, la TcTIM se 

incubó con los compuestos 8, 9 y 10, y a diferentes tiempos se tomaron alícuotas 

para medir la actividad y el número de cistefnas por dimero de enzima. La 

TcTIM tiene 8 cisteinas por dimero (Ostoa-Saloma et al., 1997). Se encontró que el 

con1puesto 8 induce pérdida de cisteínas, sin embargo es importante notar que la 

pérdida de cisteinas ocurrió después de que la enzima se había inactivado en un 

80% (Fig. 10 A). Es decir, la pérdida de cisteínas fue posterior a la inactivación de 

la enzima. Con los compuestos 9 y 10 el comportan1iento fue diferente, hubo 

pérdida de cisteínas durante el curso de la inactivación (Fig. 10 B y C). Una 

observación interesante es que durante el curso de la inactivación por estos 

compuestos fue visible la forn1ación de agregados. Lo cual es unc1 evidencia 

fuerte de que la enzin1a experin1entó alteraciones estructurales in1portc1ntes. 

La inactivación por los compuestos 9 y 10 pero no por el 8, se acompaña 

de pérdida de cisteínas. Esto podría indicar que hay diferencias en el mecanismo 

de inactivación para distintos benzotiazoles. Sin embargo, también es posible que 

los tres inactiven la TIM bajo el mismo mecanismo, pero que después de que ha 

ocurrido la inactivación, los compuestos 9 y 10 induzcan cambios estructurales 

diferentes a los que induce el 8. 
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En este sentido es importante n1encionar que el número de cistefnas 

continúa disminuyendo aún después de que la enzima se ha inactivado 

completamente. Por ejemplo, después de 24 h de incubación con el compuesto 1.0 

el número de cisteínas por dímero fue de 1. De manera similar para el 8 el 

nún1ero de cisteínas por dímero fue de 4. Además, en un gel de SOS corrido bajo 

condiciones no reductoras, la TcTIM incubada con el compuesto 9 exhibe bandas 

de pesos moleculares que son múltiplos del peso del monómero; si la misma 

muestra se corre en condiciones reductoras las bandas no se observan. Esto 

sugiere que la pérdida de cisteínas está relacionada, cuando menos en parle, con 

la formación de puentes disulfuro intermoleculares. Estos experimentos indican 

que los benzotiazoles producen cambios muy drásticos en la estructura de la 

enzima. En este sentido se hace énfasis en que los cambios que inducen los 

benzotiazoles no son reversibles. Por lo tanto, los benzotiazoles son agentes que 

causan alteraciones estructurales irreversibles. 

A B e 
J. ¡: _·=r~~;: 

¡. 4<. Í "°j -~~- • .______. j: ~ 
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."_-.;:.:::.~. j' ,.,j -~-~::;;,~!º"' ;~ 
0------------10 o-' -· ---·o o eo eo 100 120 o 20 eo te lOO 1:0 

Ttempo (min) Ttempo (min} 

Figura 1.0. Efecto de los compuestos 8 (A), 9 (B) y 1.0 (C), en el contenido de 
cisteínas durante la inactivación de la TcTIM. Las condiciones experimentales 
están descritas en Material y Métodos, excepto que la TcTIM se incubó a una 
concentración de 67 µg/ml con las concentraciones indicadas de cada 
compuesto. A cada tien1po, se ton1aron alícuotas de la n1ezcla para deterntinar 
actividad (cuadros) y contenido de cisteínas {círculos). 
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Estr11ct11ra cristalográfica del co111plejo for111ado por la TcTEM y el cm11p1•esto 8. 

Los resultados que se han narrado muestran que los benzotiazoles tienen 

un alto grado de selectividad por la TcTIM y que, posiblemente, actúan 

perturbando las interacciones entre los dos monómeros. Sin embargo, para poder 

diseñar moléculas más afines es necesario conocer el sitio de unión de los 

benzotiazoles en la TcTIM. Para ello, se resolvió la estructura cristalográfica del 

complejo de la TcTIM y el compuesto 8. También se realizaron intentos por 

obtener el cristal del complejo de la TcTIM con el 9 ó 10. Desafortunadamente 

estos compuestos no fueron solubles en las soluciones de cristalización y por lo 

tanto no fue posible obtener la estructura del complejo TcTIM con el 9 y el 10. 

Complejo TcTIM-8. 

La obtención del cristal así como los programas que se utilizaron para la 

resolución de la estructura cristalográfica se detallan en Material y ~ .. tétodos. Se 

obtuvieron cristales de la enzima expuesta a 200 y 400 µM del compuesto 8. Es 

importante señalar que los cristales que se formaron en presencia de 400 µM 

fueron muy frágiles y no fue posible colectar datos del complejo. Sin embargo, si 

se pudo analizar la TcTIM que se cristalizó en presencia de 200 µM del 

compuesto 8. La estadística sobre la colección y la reducción de los datos, así 

como el afinamiento de la estructura del complejo de la TcTIM y el compuesto 8 

a 200 µM se muestran en la tabla 4. 

Comparación de las estructuras cristalográficas de la TcTIM, TcTll\f en hexano 

y el complejo TcTIM-8. 

En la estructura cristalográfica del complejo TcTll"vt-8 se obtuvieron 

densidades electrónicas para cada uno de los residuos de proteína. De hecho, se 

encontraron densidades que correspondían a conformaciones alttO'rnas de las 

cadenas laterales de los residuos Glu17, Glu27, Ser97 y Glu245 del monómero A, 

así como Glu19, Val42, Gln158 y Arg196 del monómero B. 
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Tabla 4. Estadística del procesamiento de datos y afinamiento de la estructura 
del complejo TcTIM-8. 

Colección y Reducción de datos 
Grupo Espacial 
Celda Unitaria (Á) a,b,c 
Reflexiones totales 
Reflexiones Únicas 
Resolución (Á) 
Completeness (%) 
R•ym (%) 
Redundancia 
Afinamiento 
Límites de resolución para el afinamiento (Á) 
No. de reflexiones (afinamiento) 
R/Rfree 
No. de moléculas de compuesto 8 
No. de iones sulfato 
No. de moléculas de agua 
Desviaciones rms 
Enlaces (Á) 
Angulos (deg.) 
Torsiones (deg.) 

P212121 
42.867, 75.578, 146.451 

144901 
32729 

2.0 
88.7 
4.4 
2.5 

23.0-2.0 
29330 

18.1/22;4 
1 
6 

369 

0.004 
1.2 

21.6 

Existen dos estructuras cristalográficas de la TcTIM, una de ellas en su 

forma nativa (Maldonado et al., 1998) y la otra en presencia de hexano (Gao et al., 

1999). Un resumen de los datos cristalográficos más importantes de estas dos 

estructuras y la del complejo TcTIM-8 se muestra en la tabla 5. Cabe mencionar 

que el regulador de cristalización y la solución cristalizante fueron los mismos en 

los tres casos. Sin embargo, se recuerda que para la colección de datos en la 

estructura nativa y la de hexano, los cristales se difractaron a 18 ºC, n1ientras que 

en la del complejo con el compuesto 8 la colección se hizo a -165ºC. En los tres 

casos la red cristalina y el grupo espacial fueron iguales (Tabla 5). No obstante, la 

celda unitaria del cristal del complejo TcTIM-8 fue n1ás pequeña y el número de 

moléculas de agua fue mayor. Esto probablemente se debe a las condiciones de 

colección de datos, y a que la baja temperatura a la cual se difractó el cristal del 
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complejo TcTIM-8 pudo ocasionar una contracción de la celda unitaria, y la 

fijación de un mayor número de moléculas de agua. 

Tabla S. Comparación de los datos cristalográficos de las tres esctructuras de 
TcTIM. 

Red cristalina 

Grupo espacial 

Resolución 

T de colección 

Celda unitaria 

Moléculas de agua 

Heteroátomos 

TcTIM nativa 

Ortorrómbica 

1.83Á 

18 ºC 

a= 43.71 A 
b= 77.65Á 

c= 149.54Á 
cx=J3=y=90º 

165 

TcTIM en hexano complejo TcTIM-8 

Ortorróm bica 

2.0Á 

18 ºC 

a= 43.7 A 
b= 77.7Á 

c=149.2A 
a.=13=y=90º 

236 

3 hexanos 

Ortorróm bica 

P212121 

2.0Á 

-165 ºC 

a= 42.867 A 
b;., 75.578 A 

c= 146.451 A 
a=j3=y=90° 

369 

6 iones sulfato 
1 compuesto 8 

El alineamiento de las tres estructuras mostró que la cadena principal no 

sufrió cambios de importancia. La desviación rms entre los Ca de cadena 

principal del complejo TcTIM-8 y los de la TcTHvl nativa fue de 0.396 Á; al 

compararse con la estructura en hexano el rn1s fue de 0.381 Á. Tan1poco se 

modificaron las orientaciones de las cadenas laterales de los residuos catalíticos 

(Lys14, His96 y Glu168) del monómero B. Sin embargo, se observó que la cadena 

lateral del Glu 168 del monómero A sufrió un desplazamiento de 3.6 A con 

respecto a su posición en la estructura nativa. El cambio de orient.tción de este 

~.~~~~~~~~~-. 

TES1S CON 41 

FALLA DE ORIGEN 



residuo se acompaftó de la pérdida de un puente de hidrógeno entre el OE:2 del 

Glu168 y el N de la Ser97 de la misma subunidad (Fig. 11). Cabe mencionar que 

en la estructura con hexano, este :residuo también sufrió un desplazamiento, pero 

el puente de hidrógeno con la Ser97 se conservó. 

Figura 11. Reeiduoe c:atalftic:oe del mon6mero A. En la iJnagen se muestra el 
puente de hidrógeno entre el o.:2 del Glu168 y el N de la Ser9'7 en la estructura 
TcTIM nativa. Los residuos de la estructura del complejo esbin en azul. 

ffetenJüom09 y •itiCM de unl6n del compu-to 8 

Como se seftala en Ja Tabla 5, en la estructura del complejo se encontraron 

6 iones sulfato. Cuatro de ellos se agrupan en la superficie del monómero A, 

interactuando con una red de n10léculas de agua. Estos sulfatos están en la 

cen::anfa de las argininas 193, 196 y 2Z7; estos residuos tienen sus cadenas 

laterales orientadas hacia el solvente (Fig. 13). También se encontró una molécula 

de sulfato en el centro del barril de cada uno de los monólnero&. Estos 

interactúan con los residuos catalfticos a través de moléculas de agua (Fig. 12). 
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Figura 12. Pa.ici6n de la. •ulEatoe en la enructura del complejo. En la imagen 
se pude apreciar la posición del sulfato que se encuentra en el centro del barril 
del monómero A (azulmarino). 

Desde nuestro punto de vista, el hallazgo m4s importante fue que en la 

estructura del complejo TcTIM-8 hay una molécula del compuesto 8 por dímero 

de TcTIM (Fig. 13). Durante la resolución de la estructura sólo se obeervó 

densidad electrónica para el compuesto en la región del anillo de benzotiazol y 

su grupo sul.fonato, no as1 en la cadena de carbonos cuando el contorno fue de 1o 
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(Fig. 14). El compuesto 8 se Jcxa1i..a claramente en una zona de la interfase. Los 

residuos de protetna que ae encuentran a 1nenos de 4 A del compuesto son: la 

Arg71 y la Phe75 del monómero A y la Tyr102 del monómero B (Fig. 15). Una 

peculiaridad de la estructura cristalográfica es que la cadena lateral de la Arg71 

del monóinero A se desplazó 5.1 A con respecto a la posición de la cadena lateral 

de este residuo en la estructura nativa (Fig. 16). 

Figura 13. Sitio de unl6n de la mol&ula del compue.to 8 en la eetnactura del 
complejo TcTIM-8. 
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Figura 14. Mapa de den.idad electr6nica (2Fo-Fc) con un contorno de 1o del 
compuesto 8 en la estructura crietalogr6fica del complejo TcTIM-8. 

Figura 15. Residuoe que - encuentran a menoe de <& Á del compuesto 8 
en la e91nactura del complejo. 
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Figura 16. 0-plazamlento de la Arg7l del mon6mao A. En la imagen 
también se muestra la posición de los otros dos residuos en la estructura nativa 
(verde). . 

También consideramos de importancia sef\aiar que la región de la 

interfase donde se locali:7.a la molécula del compuesto 8 corresponde a la región 

donde se encontraron las moléculas de hexano. Los residuos que l!M! encuentran a 

menos de 4 A de los hexanos son Ile69, Phe'75, Tyr103, Glu104, Ile109 y Lys 113 

del monoméro A, Tyr 102 y Tyr 103 del inonón\ero B. (Fig. 17). Por lo tanto, el 

conjunto de datos cristalográficos de la TcTIM en hexano y con el compuesto 8 

indican que en esta región de la enzima existe un hueco hidrofóbico fonnado por 

residuos de las dos subunidades. Adicionalmente, los resultados indican que esta 

zona de la TcTIM tiene la capacidad de unir moléculas orglinicas. Por lo tanto, 

esta región podrfa eer el sitio para diaetiar D10léculas, que en comparación con el 

8, se unan con mayor afinidad e inactiven a la TcTIM. 
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Figura 17. Comparaci6n elel •lto ele anl6n en la lnted- ele la TcTIM ele ._ 
mol6cul- ele hexano y el compuemto 8. 

Un punto de interés de la estructura cristalográfica es que el grupo 

sulfonato del compuesto 8 se orientó hacia el solvente, sin hacer contacto con 

algún residuo de la protefna. Debido a esto, pensamos que tal vez el sulfonato 

impedía una mayor penebación del 8 hacia el interior de la interfase. De esta 

Dlanera, considermnoe que si ae cambiaba el grupo sulfonato por un grupo 

1nenos hidrofflico se podrfa auinentar la capacidad inactivante del 8. Para lo cual 

se sintetizaron moléculas en que diferentes sustituyentes se colocaron en el sitio 

del suUonato. 
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Efect:o de los c0111p11est:os a11álogos al 8 y al 9 e" la estabilidad de la TcTIM. 

Se sintetizaron seis compuestos con diferentes grupos funcionales en la 

posición del sulfonato, estos fueron; alcohol, amida, amina, éster, carboxilo, y 

amonio. La síntesis de los derivados de benzotiazol se describe en Material y 

Métodos. La concentración a la que los compuestos inactivaron a la enzima un 

50% (Iso) se muestra en la tabla 6. Los resultados fueron claros; ninguno de los 

compuestos sintetizados fue más activo que el 8. Por lo tanto, los datos indican 

de manera muy convincente que el grupo sulfonato es necesario para la acción 

inactivante de los benzotiazoles. 

De hecho esta conclusión se confirmó con la síntesis y el ensayo de 

compuestos derivados del 9. En esta serie, el grupo sulfonato se sustituyó por un 

carboxilo, también se sintetizaron compuestos en los que el sulfonato se colocó 

en un sitio diferente. Los resultados con estos con1puestos se muestran en la 

Tabla 7. 

Dé estos resultados se puede concluir que el sulfonato es importante en la 

inactivación de lá TcTIM debido a que: 

a) no her'.no!i encontrado ninguna molécula sin sulfonato que a 

concentraciones relativamente bajas ejerza un efecto inactivante 

im~ort;;..b~: 
b) cuando se substituye el sulfonato por un carboxilo o algún otro grupo 

funcional, la molécula pierde capacidad para inactivar a la enzima. Por 

ejemplo, la Iso del compuesto 5a que es análogo del 8 (que tiene una Iso de 

33 µM) pero contiene un carboxilo en lugar del grupo sulfonato, fue más 

de 2 mM. De la misma manera, la Isodel compuesto 8a que es un derivado 

del 9, pero tiene un carboxilo en lugar del sulfonato, fue 8 veces mayor 

que la del 9. 

TES1S CON 
FALLA DE ORIGEN 

48 



Tabla 6. Iso para los compuestos 1a-6a en la TcTIM. 

No.de 
Compuesto 

8 

1a 

2a 

3a 

4a 

Sa 

6a 

Estructura 

~S03Na 

~N~S 
~s 

o 

CCN. ~O-:-CH3 
~s 

s 

Iso 

33µM 

>2 mM 

ND 

ND 

>2mM 

>2 n11\-t 

236µM 

ND. No determinado debido a problemas de solubilidad. 8. 3-(2-
benzotiazoliltio)-1-propansulfonato sódico, 1a. 3-(benzotiazol-2-ilsulfanil)
propan-1-ol, 2a. N-[3-(benzotiazol-2-ilsulfanil)-propil]-formamida, 3a. 3-
(benzotiazol-2-ilsulfanil)-propilamina, 4a. 4-(benzotiazol-2-ilsulfanil)butanoato 
de metilo, 5a. ácido 4-(benzotiazol-2-ilsulfanil)butanoico, 6a. Bromuro de 3-
(benzotiazol-2-ilsulfanil)-propiltrimetilamonio. 
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Adicionalmente, los datos en la Tabla 5 indican que la posición del 

sulfonato también es importante. El mejor ejemplo de esto es el compuesto 1.0a. 

Este difiere del compuesto 9 en la posición del sulfonato, y su Isa fue 

significativan1ente n1ayor. 

Tabla 7. lso para los compuestos 8a-1.1a en la TcTIM. 

No.de 
Compuesto Estructura Iso 

9 55µM 

8a 41.4 µM 

9a 
~N~~ 
~s~'-soNa : - ,; . ·,. . 3 

1.00 µM 

10a 
~~~F'\.__~ 
~S~·'so,Na 344µM 

11.a 227µM 

9. ácido 2-(p-aminofenil)-6-metilbenzotiazol-7- sulfónico, 8a. ácido [4-(6-rnetil
benzotiazol-2-il)-fenilamino]acético, 9a. [4-(6-metil-benzotiazol-2-il)
fenilarnino]metanosulfonato sódico, sal de sodio, 10a. [4-(6-metil-benzotiazol-2-
il)-fenilamino]-ácido sulfárnico, sal de sodio, 11.a. ácido benzotiazol-2- sulfónico. 
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DISCUSIÓN 

I11activació11 de la TcT7M por derivados de be11zotiazol. 

Los resultados de este trabajo indican que ciertos derivados de benzotiazol 

inactivan a la TcTIM a concentraciones µM. Su efecto es dependiente del tiempo 

de incubación y de la concentración de enzima; esto último sugiere que los 

compuestos interfieren en la asociación de los n1onómeros. Aden1ás, los 

resultados mostraron que la TcTIM es mucho n1ás sensible que la del humano. 

De hecho, con el compuesto 10 la selectividad es de 200 veces. 

La cinética de inactivación de los compuestos 1, 8 y 9 indica que se 

requiere la unión de dos moléculas para la inactivación de la TcTIM. La unión de 

las dos moléculas es un proceso secuencial, en el cual la segunda molécula no se 

une hasta que el primer sitio ha sido ocupado por una molécula de benzotiazol. 

Esta conclusión se confirma por los experimentos que se hicieron con el 

compuesto 10. Éste es un compuesto formado por dos grupos benzotiazol unidos 

covalenten1enle. Con el "10 la cinética de inactivación se ajusta a un modelo en el 

cual la inactivación resulta de la unión de una sola molécula. Estos datos 

también sugieren que los dos sitios de benzotiazol se encuentran a una distancia 

de un enlace carbono-carbono. 

Los estudios sobre el efecto inactivador de los benzotiazoles en lél_!li:-1 de 

diferentes especies sugirieron que la cisteína de interfase de la TcTII\.t<-está 
. . - -

involucrada en su efecto. Lo anterior fue confirmado con una n1utante de la-TIM 

de hum~~·<:) ~n la cual su Met15 fue cambiada por cisteína. La sensibilidad de la 

enzima n1utante a los benzotiazoles fue significativan1ente n1ayor que en la 

silvestre, indicando que la cisteína de interfase de la TcTIM tiene un papel central 

en la acción de estos compuestos que no derivatizan cisteínas. 
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Estr11ct11ra cristalográfica del co11111lejo TcTIM- 8. 

Con la finalidad de conocer el sitio de unión de los benzotiazoles en la 

TcTIM, se resolvió la estructura cristalográfica del complejo TcTIM-8. Los 

resultados mostraron la unión de una molécula por dímero de TcTIM. La 

molécula se localizó en la parte externa de la interfase. No se encontró ninguna 

interacción fuerte con algún residuo de la proteína. Inclusive el sulfonato no tuvo 

ninguna interacción con algún residuo o red de n1oléculas de agua. No obstante, 

cabe n1encionar que en las moléculas generadas por sin1etría el grupo sulfonato 

está cerca del dipolo positivo de la hélice 5 de uno de los n1onómeros. Esto puede 

sugerir que en solución, la interacción del 8 con la enzima sea más favorable. 

La cinética de inactivación por los compuestos 8 y 9 n1ostró que se 

requieren dos moléculas del compuesto para inactivar a la enzima. Lo anterior 

está de acuerdo con un n1odelo cinético de dos etapas; en la prin1era, una 

molécula se une a la TcTIM de manera reversible. La segunda es irreversible y 

lleva a la inactivación de la enzima. Por lo tanto, es posible que lo observado en 

el cristal corresponda al intermediario reversible, en el cual.la enzima aún no 

sufre .grandes alteraciones estructurales, ya que la s~gu~da molécula .no se ha 

unido. De hecho, consideramos que sería muy difícH.obt~ri~r'.,~atos:,estrl1ctUrales 

:::ó::::::::s ::~:i:c::~ a~::a:i:sn=~:=~~::sdeen ~·i~t~~{if ~~i·f~tfj~~~r~~!! .• 
""- -:,·:-i '·- .':º·,:_;.,..~:-:~.; .. < ',.,,,.· , :; ' 

se recuerda que los cristales del complejo que se formarán cé)Ti uit:afcohcer~traciÓn 
de 400 µM del compuesto 8 fueron muy frágiles y no fue po~ibl~· c~,l~tar datos 

cristalográficos. 

Efecto de los derivailos de bellzotiazol silltetiz1ulos. 

De acuerdo con los datos cristalográficos, inicialmente pensamos que el 

grupo sulfonato in1pedía una mayor penetración de la molécula hacia el interior 

de la interfase. Debido a esto, estudiamos el efecto de análogos del compuesto 8 

que carecen del grupo sulfonato. Los derivados del compuesto 8, con diferentes 

Ti¡i<;>-1c:: ('0}..T 1 1 ...... ,, ..) l 
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grupos funcionales en la posición del sulfonato no tuvieron un efecto importante 

en la TcTIM. Esto indica que el sulfonato es necesario en la acción de los 

benzotiazoles. Sin embargo, aún no está claro el papel que juega el sulfonato. 

Una posible explicación es que el grupo sulfonato favorezca las interacciones 

hidrofóbicas de la molécula con la enzima (sugerencia del Dr. Miguel Costas). 

También es importante notar que la posición del sulfonato es 

fundamental. Los datos obtenidos con los análogos del compuesto 9 indican que 

el sulfonato debe estar unido al anillo de benzotiazol. Esta conclusión se observa 

claramente con el compuesto 10a. Éste difiere del 9 en la posición del sulfonato. 

Sin embargo, el 10a es siete veces menos activo. De cualquier forma, llama la 

atención que en el compuesto 8 el sulfonato no esta unido al benzotiazol. 

Por otro lado, el compuesto 11a en comparación con el 1 y el 8 muestra 

que el grupo sulfonato es necesario, pero que se requiere algo más en la posición 

2 del anillo de benzotiazol para provocar una inactivación in1portante a 

concentraciones bajas. Entonces la pregunta que surge es ¿son las características 

del sustituyente en la posición 2 del anillo de benzotiazol las que determinan la 

efectividad de la molécula? En este sentido, el compuesto 10 que tiene un grupo 

sulfonato y un sustituyente grande e hidrofóbico en la posición 2 resultó ser muy 

efectivo. Además, su indice de selectividad entre la enzima del parásito y la del 

humano fue de 200 veces. En base a lo observado en el cristal del complejo 

TcTIM-8, es posible que el grupo sulfonato que se localiza en el solvente oriente 

la penetración de la molécula en la interfase. 

Hasta el nlomento no podemos definir exactamente la in1portancia de la 

posición del grupo sulfonato, ni las características del sustituyente en la posición 

2 del anillo de benzotiazol. Sin embargo, los datos que hemos obtenido nos 

permiten definir cuales son las moléculas que se deben probar en la TcTIM. 
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PERSPECTIVAS 

En este trabajo hemos demostrado que los benzotiazoles inactivan 

selectivamente la TcTIM. Por lo tanto, pueden utilizarse como guía para el diseño 

de nuevas moléculas con mayor capacidad de inactivación. En este sentido 

queda por determinar: 

La distancia óptima entre las dos unidades de benzotiazol. Con el compuesto 

10 se demostró que probablemente los dos sitios se encuentren a una distancia de 

un enlace C-C. Sin embargo, no sabemos la efectividad de moléculas que tengan 

una mayor separación entre los benzotiazoles. Sería muy interesante estudiar 

este tipo de moléculas ya que las unidades de benzotiazol tendrían la posibilidad 

de tener varias orientaciones. 

Número de unidades de benzotiazol. Los estudios de inactivación de la TcTIM 

por los benzotiazoles nlostraron que se requieren 2 moléculas de benzotiazol. No 

obstante, es necesario saber si, por ejemplo, un tercer anillo en el compues,to 10 

puede aumentar la potencia de la molécula. A este respecto existen :'dos 

posibilidades, i) sintetizar un derivado del compuesto 10 al cual se le adicione un 

tercer benzotiazol o ii) cambiar la parte del grupo fenilamino por un anillo de 

benzotiazol.,Los resultados podrían aclarar si en realidad existe un comprom.iso 

entre el tamaño y las características del sustituyente en la posición 2 del anillo de 

benzotiazol. 

Número de grupos sulfonato. En este trabajo se demostró que el grupo sulfonato 

es importante para la acción de los benzotiazoles. Sin embargo, sólo se han 

estudiado moléculas con un único grupo sulfonato. Por lo tanto, también se debe 

determinar si un grupo sulfonato adicional aumenta la potencia de los 

benzotiazoles. Sin embargo desconocemos cual es el lugar en el que debe 

introducirse el sulfonato. 
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Efecto de los benzotiazoles ;,, vivo. Para que estos compuestos puedan llegar 

hasta la enzima en el tripanosoma necesitan pasar dos barreras. Una de ellas es la 

men1brana del parásito y la otra es la membrana del glicosoma. Por lo tanto, es 

necesario saber si los compuestos pueden llegar a su blanco, o si hay barreras de 

permeabilidad que impidan su penetración al interior de la célula. De hecho, es 

nluy posible que las moléculas con un grupo sulfonato no puedan pasar las 

membranas biológicas. Sin embargo, se sabe que uno de los fármacos nlás usados 

en el tratamiento de la tripansomiasis africana, el suran1in, tiene 6 grupos 

sulfonato y se ha visto que este puede alcanzar concentraciones micron1olares en 

el interior del tripanosoma. 

De cualquier forma pensamos que una vez que tengamos compuestos que 

actúen a concentraciones nM, nos tendremos que enfrentar al problema de su 

penetración en las membranas biológicas del tripanosoma. 
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Abstract 

"\Ve scarched for molcculcs that sclcctivcly inactiva te homodimeric triosephosphatc isomerasc from Trypanosoma cnt=i (TcTIM). 
the parasite that causes Chagas• disease. We found that sorne benzothiazoJes inactivate the enzyme. The most potent were 3· 
( 2-bt..--nzothiazolylthio )-propancsulf o nic a cid. 2-(p-aminophcnyl)-6-methyJbenzothiazoJc-7-sulf onic a cid. and 2-(2-4( 4·aminophc
nyl) bcnzothiazolc-6-meth ylhcnzothhu:olc-7-suJf onic acid. Half-maximal inactivation by these compounds \\"as attaincd with 33. 56. 
und 8 µM. respectivcly; in hunmn TIM. half-maximaJ inactivation required 422µM. 3.3 mM. and J.6 ml\1. In TcTIM. thc effect of 
the benzothiazoJcs dt..~rcast.oJ as the conccntration ofthe cnzyme was increascd. TcTIM has a cystcine (Cys IS) al thc dirncr interface. 
whcrcas human TI M has mcthioninc in that position. In M l SC human TIM9 the bcn7.othiazolc conct.-ntrations that cnuscd half
ma.ximal inactivation werc much lowcr than in the wild typc. The ovcraJJ findings suggest that the ~nzothia.zoles perturb thc 
intcractions bctwccn thc two subunits of TcTIM through a proccss in which the interface cystcinc is central in their delctcrious 
action. © 200:? Elscvicr Scicncc (USA). AIJ rights rcservcd. 

K••.i·words: Trioscphosplm.tl!' isomC"ra!>C; Trypunosoma cru=i; Protcin interfaces; Bcnzolhiazolcs; lnlerfacc cystl:'inc 

Chagas· discasc is causcd by thc protozoan parasite 
Trypunosonza cni=i. According to thc World licaJth 
Organization. thcrc are 18 miJJion pcoplc in the Amcr
icas that are affcctcd by Chagas· diseasc and about 90 
mili ion are at risk of contracting infcction ( I ). ·rhc cur
rcnt trcatments of Chagas· discase are not satisfactory. 
Thus .. there is an urgent nced to dcvclop new drugs. 
lmportant work along this line is bcing carricd out in 
scvcral laboratorics (for rcvicws scc (2)). 

In vicw of its importancc in glycolysis .. some groups9 

including ours. havc considcred triosephosphatc isom
crasc (TJM) from T. cru=i (TcTIM) and othcr parasitcs 
as targct for drug dcsign (3-SJ. -rIM is a hornodimcr that 
catalyzes thc interconvcrsion bctwecn glyccraldchyde 
3-phosphate and dihydroxyacetone phosphate. In ali 

• Corrcsponcling author. Fax: +52-SS-56-22-56-30. 
E-mail mldrc."ss: apuyou@ifisiol.una.m.m.'C. (A. Gómcz-Puyou). 

TIMs, cach monomcr is formcd by cight central f1 
strands that are surroundcd b\' eight ~-helices: thc 
strands and helices are conncctcd ·hv Joops. ·rhc interface 
occupics a largc portian of' thc dirner ( J476Á ~). An 
irnportant portian of thc intcrfa-.:c is loop 3. \Vhich in 
cach of thc two subunits docks into the othcr subunit: 
thc residucs of loop 3 (70-80) also surround rcsiduc 15 
of thc adjoining subunit. By sitc-Jirectcd mutagcncsis 
and chcmical modification of' rcsidue 15. it ha~ becn 
shown that this portion of thc interface is central in the 
stability of thc dimcr 14.6-91. lt has also bccn rcportcd 
that a pcptide that has thc amino acid scqucncc of loop 
3 of ·r1M from Plas1nodi111n falciparuni causes inactiva
tion of thc cnzymc f IOJ. In TcTJ!l.t and in TIMs from 
T. bnJcei (TbTIM)9 f...eish111ania 111,•xicana. P. falci"pan1111. 
and En1a1noebu histo(\•ticu. . rcsiduc J 5 is cystcinc. 
whercas in human ·1-Jf\..t. it is mcthioninc. In addition .. 
loop 3 of human ·1-1M is one rcsidue Ionger than in 

IKXJ6-291X/02/S - sc...-c front mattl!'r C 2002 Ehcvicr Scicncc (USA). AJJ righL'i rcscrvcd. 
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TcTIM and TbTIM. Bccause TIM is catalytically active 
only in its dimcric fonn (11.12), it has been proposcd 
that the interactions betwccn loop 3 and rcsidue 1 S of 
the cnzymes from parasitcs could be targetcd for drug _ 
dcsign (3,4.10.13). 

In this contcxt, it is rclevant to point out that thc 
soaking of crystals of ·rcTIM in hexane revealed the 
prcsence of two hcxane molcculcs in a part of thc ¡f¡.:.. 
terfacc that is ncar cystcinc 1 S and loop 3 (14). Ac~ 
cording to Mattos and Ringc f ISJ. thcse sites represent 
potcntial binding sitcs for organic rnolcculcs in solution. 
Thcrcforc. W'C hypothcsizcd that sorne organic moleculcs 
could affcct thc intcractions betwccn the two monorncrs 
of ·rcTIM and cause its inactivation. In the search of 
such molecules. ·we found that micromolar concentra
tions of sorne bcnzothiazolc derivatives inactivatc 
.. rcTIM. Thc benzothiazolcs also inactivatc human T'IM, 
but at much highcr conccntrations. 

Materials and methods 

Chemicals. Thc bcnzothinzolcs that wcre studicd nre givcn in Fig. l. 
Except for 10 which wns obtaincd from ICN. the rcst "-ere obtaincd 
from Aldrich. Compounds 1-8 wcrc more than 9So/o pure~ compound 9 
was of unknown purity (Sig.ma-Aldrich Library of Rarc Chcmicals); 
and 10 was 75o/o pun:. ºJ1¡c two lnttcr compounds wcrc purificd. For 9, 
SOO mg conuncrcial product was si ir red in 40 ml chloroform Cor JO min; 
thc rcsiduc wns collectcd and t:.iken lo dryncss. For the purilication of 
10. 250 mg pr-oduct wns mhcd with 20 mi uc~tonitrilc and stirn..~ for 
1 h. TI1c residuc dissolvcd in mcthanol was applicd to a thin·laycr
chrom:itography pinte and run in chlor-ofonn:mcthanol (:!: l ); thc de· 
i.in:d compound rcmnincd :it thc origin. It was clutcd with mcthanol 
and takcn to dryncss. In thin·laycr cromatogmphy with 3.L'"Ctonil· 
rile:watcr- (4: l ). purificd 9 und 10 showcd a single UV absorbing spot. 

En=ynu.·s. All Tl1\.1s wcrc rccombinant pr-oducts. Fo..- thi: purific.u· 
tion of TcTIM. human Tl~I. Tl~ls from T br11c1•i and yeast. the 
methodologics dcscribcd in (16-19} wcrc follo\lo·cd. 111c 1\.tlSC rnutant 
of hurnnn Tl~1 was prcparcd by polymcrasc chain rcaction CPCR) 
using thc º"Expand l li{!h Fidclity PCR Systcm .. (Bochringcr). lñc 
mutagcnic oligonuclcotidcs wcrc S'·ACTGGAAGTGCAACGGGCG 
GAAGC·3' (forv.·nrd) and 5' .. Gcrf'CCGCCCG-Y-I"GCACllCCAG 
T-3' (reverse). "lñe PCR product was ligatcJ to thc pCR :?. l vector 
{lnvitro{!cn) nnd scqucnccd. Once the gene \A.'ith thc appropriatc n1u· 
tation wns idcntificd. it was subcloncd into pETJa anJ introduoed by 
translOmtation into llL2HDE3)pLysS cclls (Novagcn). For &.!Xprcssion 
and purification of thc mutnnt cnzymc. thc methodology u.;cd for thc 
"·ild typc was followcd fl 7J. 

Ac1if.1i/\.' and assat• of 1h'"• inaclit>alUIR action of lhl:" be•11:01hia:<.1/1:"s. 
Activity Y.;ns nss.."lycci in °lhc din."Ction of glyccrald~hydc 3·phosphatc to 
dihydro:<yacctonc phosphatc as di:~ribcd clscwhcre (4J with S ng en· 
Lyrncs. For thc inuctivation studics. TIMs wcrc incubated ata conccn· 
tration of S µg/ml of l 00 mM tricthanolrunine. 1 O m1'.t EDT A. pl-I 7.4 al 
36 "'C. Thc nlixturc al!'o cont<lincd theagcnts to be tcstcd at thc inJicatcJ 
concentrations. At various times. J µJ was withdrawn and addcd to 1 mi 
rcaction mixture for assay of activity. !':o ne of the agents testcd affcctcd 
thc a.ctivity ofiy.glyccr-ol phosphatc dchydrogcnasc. thc en7.ymc uscd for
the trapping of the pr-oduct. The average spccific activity of TcTIM with 
1 nL"f glyceraldehydc 3-phosphatc ns substrate was 3400 µmol/minjmg. 

Prouin. TI1is wns calculatcd according to Pace el al. [20]. 1ñe molar 
cxtinction cocllicicnts for TcTIM. human TIM. and TIMs from 
T. brucei nnd yea.st wcre 36.440. 33.460. 36.950. and 26.650.!\1-i cm- 1 , 

rcspcctivcly. 
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Fig. 1. Effcct of sorne bcnzothin.zolcs on TcTl~I. Thc inactivating cffr. .. -ct 
of the bcnzothiazolcs a.t a concentration of 250 µM Y.'as studicd as 
dcscribcd under !\.1aterials and mclhods. Compounds 2 nnd 7 wcr-c 
dissolvcd in dimethyl sulfoxidc nnd as!ioayed in mbttures th:tt had 2.5% 
(v/v) dimcthyl sulfoxide; this concentration of dimethyl sulfoxide had 
no cfTcct on TcTl!\.f. (1) Bcnzothiazolc. tl) 2-mcthylbc:nzothiazolc. (3) 
3-mcthyl-2(3If).benzothiazolone. (4) 3·ntethylbcnzothiazolc·2-thione. 
(5) 5-0uoro·2-mcthylbenzothia.zole. (6) ~.5-dimcthylbcnzothiazote. (7) 
2-(mcthylthio)bcnzothia.7.olc. (8) 3-(2 .. ~nzothinzolylthio)·l·propane· 
sulfonic ncid. sodium salt. (9) 2·(p--anlinophenyl)·6--methylbenzothia.z· 
olc·7-sulfonic acid. (10) 2-C2·(4·a.minophenyl)bcnzothiazole)·6-methy· 
lbenzothiazolc-7·sulfonic :icid. sodiuru salt. 

Results 

Thc bcnzothiazolcs that v.•crc asscsscd are givcn in 
Fig. 1. At a concentration of :?50 µM. only sorne bcn
zothiazolcs inactivatcd T'c"rlf\.t. For examplc. com
pound 3 had no effcct. 1 brought about moderate 
inactivation. whcreas 8. 9. and 10 caused strong inacti
vation. The cffcct of the latter thrce benzothiazoles on 
1·c·l"JM was studied in more detail. Sorne cxpcrimcnts 
\Vcrc also carricd out ·with l. 

·rhc inactivating effect of l. 8, 9. and 10 was con
ccntration dependcnt (Fig. 2). Howevcr. it is notcd that 
thc inactivating curves ·with l. 8. and 9 wcrc sigmoid. 
whilst that of JO was hypcrholic. The /!-os for thc various 
compounds in thc inactivation of ,.cTIM werc calcu
latcd by thc cquation: r;: TESlS CON l 
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Fig. 2. lnactiv:uion of TcTl:\.-1 by c.JilTcrcnt ~nccntrations of l. K. 9. anc.J 10. Titc cffcct of thc indicatcd conccntrations ,.:)f bcm;r.othiuolcs "'"as ... te. 
tcrn1incd as dcscrihcd und.:.?r !lr.tatcrials anJ mcthods. Titc im•cts show plots ofthc pscudo-first-ordcr rute constants :it ditT ... •rcnt conccntrations of H. 9. 
and lU; thcse werc Jctermincd from measurcmcnts of activity al difTcrent úmcs of incubation with thc indicalcd berv .... thia.zole conc~ntration. 

I'; = (V0 X 1;0 )/(l>o ~ /") 
takcn from (21 J. u·hcrc Vi indicatcs acuvity at a givcn 
conccntr~tion of thc inuctivating agcnt. V0 is thc initial 
activity .. ho thc concentration of tite compound that 
induces half-maxirnal inactivation. I thc conccntration 
of thc tcsted agcnt. and n is a rncasurc of coopcrativity. 
·rhc 11 valucs of 1. 8. and 9 wcrc ne.ar 2 .. suggcsting that 
inactivation involvcd thc action of l\VO or more mole
cules. ·n1c n value of 10 .. which has two covalcntly linkcd 
bcnzothiazole groups .. was near 1. The /~ for t was 
433 µM. ·rhc /~0s Cor 8. 9. and 10 are given in T'ablc 1. 

Table 1 

Jnactivation or·rc·rt M by ali ~nzothiazolcs increascd 
with thc time of incubation. ·rhc plots of thc In of rc
maining activity versus time wcrc linear. in<licating that 
inactivation was a pscudo-first-ordcr rcaction. Thc fina
ordcr ratc constants of inactivation at scvcral conccn
trationsof8. 9. and IOwcrc obtaincd from thc cxponential 
dceay of activity; thcse values ,\.·ere plotted against thc 
bcnzothiazolc conccntration (inscts in Fig. 2). Thc plots 
wcrc not linear .. instcad thcy lcvd off at rcl;:1tivcly high 
conccntrations. ·rhis pattcrn is charactcristic ofa process 
in which initial ligand binding is follou•cd by enzyme in
activation in thc cnzymc--ligand C4.'lmplcx 122). 

TI1e /)Os for compounds H. 9. and 10 on TIMs from T. cru=i (TcTIM). hwnan (hTIM). T. brucei (TbTIM). yeast (yTI:-..1). and the :\<tl.SC muta.nt of 
hu01an TlM (MlSChTl!\r.1) 

CompounJ TcTIMª hTJMb MISChTIM TbTIM yTll\.t b/a 

H 33µ?\-f 422µM 120µM 4mM >4m:-i.t 13 
9 56µM 3.3mM 32lµM 4mM >4m:-..t 59 

J" KµM I.6mM 74µ!\.1 IOOµM >900µ.!\t 200 

,Note. The experimental conJitions wen= a." in F'ig. 2. e.'11.ccpt lhal lhc inJicalcJ ·r1Ms were used. From thc data uf th~ i:onccntmtion of K. 9. anJ 10 
"''~rsus activity. thc respe.:tin~ /!>O "s wcre calculatec.J. Thc last column shows thc ratio of /YJ of human TIM//~ of TcTl~t. 
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Effec1 ofhenzolliiazo/es on TIMsfro111 hun1an. yeasl. and 
T. brucei 

Thc aim ofthis work was to find agents that selcctivcly 
inactivatc TcTIM. Thcrcforc. wc dctcrmincd thc cffcct of 
8. 9 .. and 10 on TIM from .lfo1110 sapiens. T'o this end. wc 
followcd cxactly thc protocol uscd for TcTIM. Thc bcn
zothiazoles inactivatcd human prJM. but at concentra
tions much higher than those that inactivate prcTIM 
(Table 1 ). "lñc ratio of thc conccntrations that induccd 
half-maximal incativation in human prJM and 1 ... cTIM 
was uscd as thc selcctivitY index of benzothiazolc action. 
lt was 13 and 59for11 and 9, rcspcctivcly, and 200 for JO. 

Thc effect of bcnzothiazoles on TJ M from T. brucei 
(TbTIM) and ycast (Table 1) was also studicd. Thc thrce 
agcnts inactivated TbTIM. but rclativc to TcTIM. thc 
conccntrations that induccd half-ma.ximal inactivation 
wcre much higher. In yeast ·r1M .. millimolar concen
trations of thc thrce agents did not cause appreciable 
inactivation (Table 1 ). ·rhcrcforc. thc agents sccm to be 
quite specific far ·rcTJM. 

J:.1Jec1 of benzothiazo/es on TcTl.A-1 at different concen
trations of lhe en=.wue 

In rcgard to thc action of bcnzothiazolcs. it was con
sidercd important to determine ifthey act on the 1"'c·r1M 
dimcr. or if they intcrfcrc with thc association and disso
ciation ofthc monomcrs. As governcd by the association 
constant between protcins. the ratio between TIM 
monomcrs and dimcrs dcpcnds on the protein concen
tration. Far TJMs other than TcTJM. the dissociation 
constant has bccn calculatcd to be ofthc arder of 10-11 M 
¡7.23). Thc studics on thc e!Tect ofll, 9, and JOon TcTJ M at 
various conccntrations of thc cnzymc showcd that thcir 
dctrimcntal effect dccreascd as the conccntration of the 

log enzyme (M) 

Fig. 3. EITecl oC compounds H, 9. nnd 10 at diffcrcnt conccnt.rations of 
TcTI!\.1. Thc indicatcd conccntrtilions of TcTl!\.1 werc incubated wilh 
IOOµM H. 200µ!\1 9. :ind SOµ!\.f 10. TI1e ordinate shows thc spccific 
activity of TcTIM aftcr an incubation of 2 h. 

cnzymc incrcascd (Fig. 3). This suggests that thc bcnzo
thiazolcs act during thc proccss of dissociation and as
sociation of thc monomers. ·rhe data also show that the 
specific activity ofTcTIM incubatcd ata concentration of 
5 µg/ml was about 20"/o lowcr than that of thc cnzymc 
incubated at IOOµg/rnl. Apparcntly, at the lower con
ccntration .. sorne of the , .. c.I"ll\f monomers wcrc lost 
during the association-dissociation reaction. 

The inleiface cysteine of TcTF.\f and the action of the 
hen.zotliia=oles 

Table 1 shows that among thc TI Ms that wcrc studicd. 
TcTIM was the most scnsitive to benzothiazole action. 
This indicates that. thc effcct of benzothiazolcs on thc 
various TIMs dcpcnds on structural differcnccs bctwccn 
enzymcs. Along this line. the data of Fig. 3 suggest that 
sorne ofthcse differcnccs may be on thc dimcr interface. 
As noted, an important diffcrence between the TcTIM 
and TIMs from human and ycast is that the fonncr has a 
cysteine (Cys 15) at the dimer interface. whereas human 
and ycast TIM have. respcctivcly. a methioninc and lcu
cine in that position. lt has also bccn shown that amongst 
-rIMs that ha ve thc interface cvstcine. that of ,-c-rIM is 
the most scnsitivc to thiol rcag~nts (24J. 1ñus. wc studicd 
ifthe inactivating action of bcnzothiazolcs was rclatcd to 
the existence of a cystcinc in position 15. A mutant of 
human prlM in which its rnethionine 15 v..·as rcplaced by 
cysteine was purificd to homogcncity and characterized. 
,_ .. he kinetics of M J 5C human ·rt!\ t ,,:ere similar to thosc of 
the wild typc. Thc Km and J~,. of thc v..·ild typc v..·cre 
0.55 mM and 7550 µrnol/min/mg. rcspcctively, whercas 
in the mutant. these valucs wcrc 0.62 mM and 
9670 µmoVmin/mg. With respcct to thc action of bcnzo
thiazoles. thc data showcd that thc scnsitivity of thc mu
tant enzymc to 8. 9., and 10 was much higher than in the 
wild type. indicating that cystcinc 15 ofthc dimer interface 
is relatcd to thc detrimcntal action of thc benzothiazolcs. 

Discussion 

Other groups have scarchcd for agcnts that pcrturb 
thc intcractions bctween thc t"ºº monomcrs of ·r1M 
from parasites. Singh et al. ( 10) found that a pcptide that 
mimics loop 3 of ·r1M from P. falcipClrun1 inactivatcd 
thc cnzyi11e. Likcwisc. Kunz et al. [25J tcstcd scvcral 
peptidcs that mimickcd the f3 mrns of loop 3 on TIM 
from T. brucei: they found that thc pcptidcs did not 
alfect the activity of that TIM. albcit thcy found thm 
othcr pcptides exertcd inhibitory activity at low con
ccntrations. 1-Jere. wc describe that thrce benzothiazolc 
derivatives inactiva te ·rc-rl M in thc lo\v micromolar 
range with high selcctivity; 10 is .:!00 times more sclcctivc 
for thc trypanosomal than far thc human enzymc. -rhese 
results indicate that benzothiazoles. in articular 8. 9. 
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and 10 can be uscd as leads for thc dcsign of molccules 
with a highcr potcncy and selcctivity for the enzyme 
rrorn T. cruzi. 

At this morncnt. thc precise mcchanism through 
which thc bcnzothiazolcs inactivatc TcTIM cannot be 
dcfincd. 1-lowcvcr. thcir action dcpcnds on thc enzymc 
conccntration. which suggests that they intcrferc with 
thc association betwecn thc two monomcrs of .. rcTIM. 
-rhis suggcstion is substantiatcd by thc findings that t.hc 
scnsitivity of human TIM to bcnzothiazolcs was dra
rnatically incrcased whcn its interface methioninc IS was 
substitutcd by cystcine. thc rcsiduc that exists in Tc .. rJM. 
Taken together. thesc findings suggcst strongly that 
bcnzothiazolcs pcrturb the intersubunit contacts of 
-rc-rJ M and that its interface cystcinc 1 S is rclatcd to thc 
dctcrimcntal action of the bcnzothiazoles. 

Among thc bcnzothiazoles that wcrc assessed. the 
most potcnt werc thosc that havc a bulky hydrophobic 
substitucnt at C2 (8. 9. and 10 in Fig. 1). Fig. 1 also 
shows that the most potcnt benzothiazolcs bavc a sulf
onatc group. In general. benzothiazoles are rclatively 
insoluble in water; howcver. if they havc a sulfonatc 
group. millimolar conccntrations can be casily solubi
lizcd in bulTcr at pH 7.4. Thc insolubility of sorne bcn
zothiazolcs prccludcd studics with compounds that lack 
a sulfonate group. For examplc. 2-f4-(dimcthyla
mino)phcnyl)-6-mcthylbcn7.othiazolc and 2-phcnyl bcn
zothiazolc. which are similar to 9. but lack thc sulfonatc 
group, \verc insoluble in buffer and in media with lOo/o 
dimethyl sulfoxidc. Jn tbis regard. it is notcd that 
2.SmM benzencsu)fonic acid and sulfanilic acid did not 
affcct Tc~rIM. ,~hus. thc role of thc sulfonatc group 
could be to incrcasc thc solubility of bcnzothiazoles. 
1-lowcvcr. it is also possiblc that thcy favor thcir intcr
action with thc enzymc. sincc ,'cTIM has a pi of8.5 and 
<.• positivcly chargcd rcsiduc in loop 3. 
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