<%

> ah
nos 2[5 POR

G0 MO ATOR

\} %
TT - N\ ot

M

OO +F

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PJO’ FACULTAD DE CIENCIAS

REACTIVIDAD DE LOS RESIDUOS DE CISTEINAS
DE LA TRIOSAFOSFATO ISOMERASA DE
Giardia lamblia A AGENTES DERIVATIZANTES
ESPECIFICOS DE CISTEINA

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMENTAL)
P R E S E N T A

SERGIO ENRIQUEZ FLORES

DIRECTOR DE TESIsER,%. HORACIO REYES VIVAS
6&’\9\\ i Ry

o
<O

MEXICO, D.F. NOVIEMBRE, 2005

COGCRDINACION

035000



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



COORDINACION

POSGR/TDO 7

Autorizo @ la Direccidn General de Bibliotecas de a

UNAM a difundir en formato electroaico e impreso ol
contenido de mi trabajo reespoional.

NOMBRE Le o ""fi gy

Ciencias Biologicas

FECHA:
FIRMA:

Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Administracién Escolar, UNAM
Presente '

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Comité Académico del
Posgrado en Ciencias Biologicas, celebrada el dia 24 de enero del 2005, se acord6 poner a su consideracion
el siguiente jurado para el examen de grado de Maestria en Ciencias Biologicas (Biologia Experimental) del(a)
alumno(a) ENRIQUEZ FLORES SERGIO con numero de cuenta 89166512 con la tesis titulada: Reactividad
de los residuos de cisteinas de la triosafosfato isomerasa de Giardia lamblia a agentes derivatizantes
especificos de cisteina, bajo la direccion del(a) Dr. Horacio Reyes Vivas.

Presidente: Dra. Marietta Tuena de Gomez Puyou
Vocal: Dra. Georgina Garza Ramos Martinez
Secretario: Dr. Horacio Reyes Vivas

Suplente: Dr. Luis Felipe Jiménez Garcia
Suplente: Dr. Gabriel Lopez Velazquez

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamelnte )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, D.F., a 7,de novigrmbre del 2005

c.c.p. Expediente del interesado

Edif. de Posgrado P.B. (Costado Sur de la Torre I de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P. 04510 México, D.F.
Tel: 5623 0173 Fax: 5623 0172 httpy//pcbiol.posgrado.unam.mx



Agradezco a los miembros del Comité Tutoral, por las sugerencias y aportaciones

realizadas para el enriquecimiento de este trabajo

Dra. Marietta Tuena de Gémez Puyou
Dr. Luis Felipe Jiménez Garcia

Dr. Horacio Reyes Vivas

Asi mismo, agradezco a los miembros del jurado por sus acertados comentarios en

la revision de esta tesis.

Dra. Georgina Garza Ramos Martinez

Dr. Gabriel Lépez Veldzquez

El presente trabajo se llevo a cabo con la ayuda del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT) a través de los Proyectos J37071-B y J43022-M. Dicha

institucion también otorgo una beca para estudios de Maestria que abarcé desde Agosto de

2002 hasta Agosto de 2004.

Este trabajo se realizé en el Laboratorio de Bioquimica Genética del Instituto

Nacional de Pediatria S. S.



DEDICATORIA

Esta tesis esta dedicada a la memoria de Angela Flores Torres y Elvira Enriquez Flores

por su apoyo y ejemplo como madre y hermana.

A mi esposa Maria Felix Ramos Ordoiiez por ser el motor que impulsa mi vida.

A mis hermanos Irma, Norma, Alberto, Carmela, Raymundo y Miguel A'ngel porque me

han apoyado y han creido en mi.

A todos y cada uno de Mis sobrinos de los que espero tomen este esfuerzo como un

ejemplo para su futuro.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres Angela y Antonio por todo el apoyo que me brindaron para llevar a buen

término mi carrera.

A mi esposa Mary por todos los momentos buenos que hemos compartido y aquellos
detalles que me han hecho valorarla aun mas.
A mis hermanos por su apoyo incondicional y por la union existente entre nosotros.

A mi suegra Ana por esos ricos platillos que prepara especialmente para mi.

A cada uno de los integrantes del laboratorio de Bioquimica Genética: Gloria Hernandez
Alcéntara, Ignacio de la Mora de la Mora, Sara Navarrete y Carmen Ortiz por sus
consejos y colaboracion en la parte experimental, asi como por su gran amistad.

A Dora Molina Ortiz y César Guerrero, dos muy buenos amigos de la Maestﬁa con los que
he compartido tres afios de sinceridad y buenos momentos.

A Bruno Islas por ser un gran brother, gracias por tu amistad.

A Nallely Cabrera por todas sus sugerencias y por tenderme la mano cuando lo necesitg.

Muy especialmente a Horacio Reyes y Gabriel Lopez quienes ademas de haberme
ensefiado sobre biologia molecular y bioquimica, me han cultivado en muchos otros

aspectos demostrandome su gran calidad humana.



INDICE GENERAL

Indice de figuras
fndice de tablas

Abreviaturas

RESUMEN
ABSTRACT

1. INTRODUCCION

1.1 Problemaética actual de la giardiasis

1.2 Generalidades de G. lamblia (morfologia y ciclo de vida)

2. ANTECEDENTES

2.1  Enzimas de la glucdlisis como blanco para el disefio de compuestos
antiparasitarios

2.2 Estructura de la TIM

2.3 Lainterfase como sitio blanco en algunas TIM

2.4  Algunas Cys como blanco en la inactivacién de TIM

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

3.2 Objetivos particulares

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactividad de la GITIM a agentes derivatizantes de Cys

4.1.1 Determinacion de la actividad enzimética

4.2  Determinacién del nimero de Cys derivatizadas

4.3  Doble marcaje con MMTS, DTNB y determinacién del nimero de Cys

4.3.1 Determinacion de la concentracion de proteina

4.4  Mutagénesis dirigida por PCR

4.4.1 Clonacién del gen mutado en el vector de sobre-expresion

4472 Expresién y purificacién de las enzimas recombinantes de la GITIM

4.5 Experimentos realizados con las mutantes construidas

i

1l

Vi

o

o 0 N B

13
13
13
14
14
14
15
16
17
17
21
22
23



4.6  Efectos de un agente reductor en la GITIM incubada con DTNB y MMTS 23
4.7  Determinacién del estado oligomerico y actividad en la GITIM silvestre,

incubada con los derivatizantes a distintas relaciones estequiométricas 24
4.8  Fluorescencia intrinseca 24

4.9  Determinacion del patr6n de corrimiento de la GITIM silvestre incubada

con MTSCE, en geles nativos 25
4.10 Determinacién del 4drea accesible al solvente de los residuos de Cys de GITIM 26
5. RESULTADOS 27
5.1  Imactivacién de GITIM silvestre por derivatizacién de Cys 27
5.2 Cuantificacién de Cys y determinacién de actividad en la GITIM silvestre 30

53  Doble marcaje con MMTS y DTNB, medicién de la actividad y determinacién
del nimero de cisteinas en la GITIM 31

54  Reactividad de las mutantes de la GITIM a los agentes derivatizantes de Cys

DTNB, MTSCE y MMTS 32
5.5  Efectodel DTT en la GITIM incubada con DTNB y MMTS 36
5.6  Datos estructurales 37
5.6.1 Determinacién del estado oligomerico y porcentaje de actividad en la GITIM,
incubada con los derivatizantes a distintas relaciones estequiométricas 38
5.6.2 Fluorescencia intrinseca de la GITIM silvestre : 40
5.6.3 Determinacién del patrén de migracién en GITIM mediante gel nativo 41
6. DISCUSION 42
6.1  LaCys222 de la GITIM es un sitio blanco para la inactivacion de la enzima 42
6.2  Ladisociacién del dimero no es responsable de la inactivacion en la GITIM 44
6.3  Andlisis de la GITIM derivatizada con MTSCE 45
7. CONCLUSIONES 46

8. REFERENCIAS 47



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

INDICE DE FIGURAS

Estructura del metronidazol.

Ciclo de vida del parasito Giardia lamblia.

Pasos de la glucdlisis.

Estructura de la triosafosfato isomerasa (TIM).
Reaccién del PTTS con una Cys en su forma tiolato.

Alineamiento de la secuencia primaria de las TIM de G. lamblia,
E. hystolitica, humano, T. brucei, T. cruzi y L. mexicana.

Reaccién acoplada en direccién GAP a DHAP.

Reaccién del DTNB con un grupo sulfhidrilo de una Cys.

Pasos de PCR.

Inactivacién de la GITIM en funcién de la concentracién de DTNB.
Inactivacién de la GITIM incubada con MTSCE.

Inactivacién de la GITIM ;:on distintas concentraciones de MMTS.
Doble marcaje con MMTS y DTNB.

Porcentaje de actividad residual de la GITIM silvestre y mutantes, incubadas
con DTNB.

Porcentaje de actividad remanente de las enzimas silvestre y mutantes
tratadas con concentraciones crecientes de MTSCE.

Porcentaje de actividad residual en las enzimas silvestre y mutantes, a distintas
concentraciones de MMTS.

Recuperacién de la actividad empleando DTT en la GITIM pretratada con DTNB.

Reversibilidad en la inactivacién de GITIM con MMTS.
Relacién entre el porcentaje de actividad y el estado oligomérico en la GITIM.
Espectro de emision de fluorescencia.

Gel nativo de la GITIM incubada 1h a 25°C con distintas relaciones
estequiometricas MTSCE:monémero.

Estructura de una de las subunidades de la GITIM en representacidn de listones.

10

12

15

16

19

27

28

29

31

33

34

35

36

37

38

40

41

43



INDICE DE TABLAS

. Posicion de los residuos de Cys y Met en la estructura primaria en las TIM de
algunos organismos.

. Porcentaje de actividad de algunas TIM al incubarse con el PTTS.

. “Primers” utilizados y su secuencia.

. Condiciones de PCR.

. Reacciones de los derivatizantes con Cys.
. Nimero de Cys por monémero de GITIM que derivatizé cada compuesto.

. Numero de Cys por mon6émero de GITIM obtenidas con el doble marcaje.

. Constantes cinéticas de las mutantes construidas de GITIM.

. Cys derivatizadas con DTNB y porcentaje de actividad residual de la GITIM
determinadas a distintas relaciones estequiometricas.

10. Cys derivatizadas a distintas relaciones estequiometricas con MTSCE.

10

20

20

30

30

32

33

39

39

11



ABREVIATURAS

ADN

TIM 6 TPI
GAP
DHAP
ATP
GITIM
TbTIM
TcTIM

Cys
Met

PTTS
MMTS
DTNB
MTSCE
DTT
Cl4
C127
C202
C222
C228

NADH
Rpm

SDS
IPTG
PMSF

Acido desoxirribonucleico

Triosafosfato isomerasa

Gliceraldehido 3-fosfato

Dihidroxiacetona fosfato

Trifosfato de adenosina

Triosafosfato isomerasa de Giardia lamblia
Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei
Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi
Triosafosfato isomerasa de Plasmodium falciparum
Cisteina

Metionina

- Alanina

Fenil-tolueno tiosulfonato
Metilmetano-tiosulfonato

Acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico
2-carboxietil metano tiosulfonato
Ditio treitol

Cisteina 14

Cisteina 127

Cisteina 202

Cisteina 222

Cisteina 228

Trietanolamina + EDTA
Dinucleétido de niacina y adenina
Revoluciones por minuto

Acido 2-nitrotiobenzéico

Dodecil sulfato de sodio
Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

111



ASA

Km

kear

C(14, 127, 202, 222 y 228)A

Area accesible al solvente

Constante de Michaelis-Menten

Constante catalitica

Mutantes de GITIM, donde se sustituy6 una Ala por una

Cys

v



RESUMEN

Giardia lamblia agente causal de la giardiasis tiene una amplia distribucién mundial. Esta enfermedad
es controlada con farmacos derivados del nitroimidazol. Sin embargo hay reportes de cepas resistentes a
tales compuestos, asi como efectos secundarios en distintas variedades de c€lulas humanas evaluadas.
Ademds el mecanismo de accién de esas drogas que operan en G. lamblia no ha sido completamente
establecido. Por tanto es necesario explorar alternativas antigiardiasis, donde exista gran selectividad por
el parasito, disminuyendo los efectos secundarios del hospedero. La triosafosfato isomerasa (TIM)
enzima que pertenece a la via glucolitica, se ha considerado como blanco para el disefio de
antiparasitarios de patégenos como Trypanosoma brucei, T. cruzi, Entamoeba histolytica y Plasmodium
falciparum.

Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar funcional y estructuralmente la TIM recombinante de G.
lamblia (GITIM) frente a tres derivatizantes especificos de cisteinas: DTNB, MMTS y MTSCE.

El DTNB y MTSCE disminuyeron 90 % la actividad, mientras que el MMTS inactivé aproximadamente
50 %. Se cuantificaron el nimero de Cys/momémero que cada compuesto derivatizé: el DTNB vy el
MTSCE modificaron 4 y el MMTS 3. El DTNB fue el tnico que disocié a la enzima, esto como un
evento posterior a su inactivacion.

Al incubar a GITIM primero con MMTS vy posteriormente con DTNB, la actividad se mantuvo
alrededor del 50 %. Esto se interpreté como que el MMTS derivatiza las mismas Cys que el DTNB, por
lo que al bloquear con MMTS se previene el efecto inactivador y de disociaci(’)ﬁ del DTNB. Para
conocer la contribucién de cada Cys en la inactivacion, se generaron cinco mutantes sencillas de Cys por
Ala y se expusieron a concentraciones crecientes de los agentes alquilantes. Las mutantes C14A,
C127A, C202A y C228A se inactivaron cerca del 100%, similar a lo que ocurrié con la enzima silvestre.
Con distintas concentraciones de MMTS, la C202A y C228A se inactivaron aproximadamente 50 %,
mientras que la C14A se inactivé 35 % y la C127A 40 %. La C222A no se inactivé con ninguno de los

compuestos.

CONCLUSIONES: La modificacién quimica de la C222 es fundamental para inducir la inactivacién de
la enzima, sugiriendo ser un blanco promisorio en el disefio de algin compuesto que inactive a GITIM
sin perturbar la TIM de humano. Otro(s) residuo(s) de Cys también podrian ser considerados como un

blanco secundario o en sinergia con el residuo 222.



ABSTRACT

Giardia lamblia, the causative agent of giardiasis, has a worldwide distribﬁtion. This sickness is treated
with drugs derivatives of nitroimidazol. Nevertheless, there are reports of resistant strains to these
cofnpounds as well as secondary effects over different varieties of human cells essayed. In addition the
mechanism of action al which these drugs operate in G. lamblia has not been fully established. The
aforementioned promotes to search alternative routes for the design of more selective antigiardial drugs.
Triosephosphate isomerase (TIM) is an enzyme that belongs to the glycolytic pathway, this enzyme has
been considered as target for the design of antiparasitics drugs against pathogenic organisms like
Trypanosoma brucei, T. cruzi, Entamoeba histolytica and Plasmodium falciparum.

The objective of this work was characterized functionally and structurally the recombinant TIM from G.
lamblia (GITIM), exposed to three different agents: DTNB, MMTS and MTSCE. All of them
derivatized specifically Cys residues.

DTNB and MTSCE induced an inactivation close to 90 %, whereas only decayed near of 50 % with
MMTS. We quantified the number of cysteines modified by each compound: DTNB and MTSCE
denivatized 4 Cys/monomer, MMTS modified 3 Cys/monomer. DTNB induced dissociation of the
enzyme, such effect however was afterward of the enzyme inactivation. When GITIM was first
incubated with MMTS followed by the addition of DTNB, the activity was preserved close to 50 %.
This data suggest that MMTS and DTNB derivatized the same Cys, consequently, blocking the Cys with
MMTS there is a protection against both, the inhibitory and the dissociation effect of DTNB. To
investigate the contribution of each Cys derivatized, we constructed five single mutants in which each
Cys was changed by Ala. The mutants were exposed to different concentrations of DTNB and MTSCE.
Analysis of their residual activity showed that the variants C14A, C127A, C202A and C228A, were
completely inactivated, similar to occurred in wtGITIM. The incubation of variants with MMTS showed
that C202A and C228A were inactivated near to 50 %, whereas the activity of C14A and C127A only
decreased 35 % and 40 % respectively. For the case of mutant C222A, there was not exhibited

inactivation with anyone of the compounds analyzed.
CONCLUSIONS: The chemical modification of C222 of GITIM is essential to induce the inactivation

of the enzyme, suggesting to this residue as promissory target for drug design. Others Cys residues also

could be considered like a secondary target or in synergy with the C222.

Vi
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1. INTRODUCCION
1.1 PROBLEMATICA ACTUAL DE LA GIARDIASIS.

Las parasitosis intestinales son un problema serio en cuanto a salud publica se refiere.
Dentro de este tipo de infecciones, Giardia lamblia, €l agente causal de la giardiasis, es uno
de los principales protozoarios intestinales causantes de la diarrea en humanos (Ish et al.,
1989; Walterspiel et al., 1994; Rodriguez et al., 1996). En el afio 2002 G. lamblia ocasion6
1000 millones de infecciones a nivel mundial (Wright et al., 2003), siendo la poblacién
infantil la més susceptible y los paises en desarrollo los mas afectados.

En Meéxico, la giardiasis se considera dentro de las primeras 20 causas de enfermedad
generadas por pardsitos intestinales, representando un importante problema de salud
publica debido a su elevada frecuencia (Moya-Camarena et al., 2002).

Los farmacos que generalmente se utilizan para combatir la giardiasis son los derivados del
nitroimidazol y de entre estos, el metronidazol (2-metil-5-nitroimidazol-1-etanol) es el mas

utilizado. Otras drogas incluyen los mebendazoles, la quinacrina y la furazolidona.

CH,CH,0H
{
0,N N CH,

iy

Figura I. Estructura del metronidazol.

La efectividad del metronidazol contra diversas infecciones de bacterias intestinales se
evidencid a partir de 1955, pero fue hasta 1959 cuando Durel y colaboradores, descubrieron
que eliminaba los trofozoitos de Trichomonas vaginalis y Entamoeba histolytica. Darbon y
colaboradores en 1962, reportaron que podia utilizarse para tratar la giardiasis. Cabe

mencionar que el metronidazol sélo es efectivo en los trofozoitos y no en los quistes (ver

ciclo de vida Fig. 2) (Paget et al. 1989).
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Quiste

medio ambiente
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Figura 2. Ciclo de vida del parasito Giardia lamblia. Tomado de la pagina de internet:

http://www.soton.ac.uk/~ceb/Diagnosis/Vol3.h2.gif

Aunque no se conoce de forma precisa el mecanismo de accion del metronidazol, se sabe
que una vez reducido por la piruvato ferredoxin oxido-reductasa (PFOR), enzima que dona
un electrén al grupo nitro del S-nitroimidazol, el nitro anidn-radical producido puede
formar compuestos citotéxicos (Lloyd y Pendersen, 1985), dafiando al ADN del parasito,
posteriormente se genera un entrecruzamiento de hebras de ADN, desapareédas de forma
azarosa (Muller 1983; Edwards 1986). Como consecuencia de lo anterior, se inhibe la
segregacién del ADN y se modifican los genes involucrados en la terminacién de la
divisién celular. La evidencia experimental que apoya esta teoria fue que el metronidazol
tiene la habilidad en G. intestinalis de detener el ciclo celular en el estado G2+M (Hoyne et
al., 1989). Sin embargo, se ha demostrado que el metronidazol causa ademas mutaciones en
bacterias del género Salmonella e induce tumores en roedores (Legator et al., 1975). Por
otro lado, existen reportes de dafio genotdxico y citotéxico in vitro sobre linfocitos
humanos de sangre periférica (Lépez-Nigro et al., 2003). Mas auin, se han reportado cepas
de G. lamblia resistentes a este y otros farmacos, tanto in vitro como en la clinica (Upfcroft,
1998). Por todo lo anterior surge la necesidad de buscar alternativas para combatir la
giardiasis y a este respecto el disefio racional de farmacos especificos de especie podria ser

una herramienta eficiente para lograrlo.
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El disefio racional de farmacos especificos de especie, se basa en la bisqueda de residuos
de aminoacidos no conservados, que sean centrales para la estabilidad y catalisis de una

enzima, mas adelante se abordara este punto con mas detalle.

1.2 GENERALIDADES DE Giardia lamblia

'Morfologl’a y ciclo de vida.

Giardia lamblia (sinénimos: G. intestinalis y G. duodenalis) se ha clasificado en la
siguiente  forma: phylum Sarcomastigophora, clase Zoomastigophorea, orden
Diplomonadida, familia Hexamitidae que incluye al género Giardia (Levine et al., 1980).
Se han descrito varias especies de Giardia en donde se consideran criterios como:
especificidad del hospedero, dimensiones del cuerpo y las variaciones en la morfologia que
ayuden a diferenciar al pardsito. Utilizando este criterio se tienen las siguientes especies: G.
agilis que infecta anfibios, G. muris que infecta a roedores, aves y reptiles, y G. lamblia
que infecta una gran variedad de vertebrados incluyendo al hombre (Adam, 2001).

El ciclo de vida de G. lamblia consta de dos fases: una vegetativa de trofozoito y otra
infectiva de quiste (Fig. 2). El trofozoito que coloniza el intestino del hospedero, mide de
12 a 15 um de largo por 5 a 9 pm de ancho. Se caracteriza por ser binucleado, con cuatro
pares de flagelos distribuidos en las regiones antero-lateral, postero-lateral, caudal y
ventral. Ademas posee un disco ventral que le permite adherirse al epitelio intestinal del
hospedero. El quiste tiene apariencia ovoide, mide de 6 a 10 pm de longitud, puede ser bi o
tetranucleado (dependiendo si ha tenido lugar la divisién celular). Esta limitado por una
pared compuesta de carbohidratos y proteinas que le confieren resistencia a las condiciones
medioambientales. Con base en la comparacién de secuencias de ARNr, molécula
altamente conservada entre las especies (Sogin et al., 1989) se considera que G. lamblia es
un eucarionte de divergencia temprana.

Por mucho tiempo se consider6 a G. lamblia como un eucarionte amitocondriado, hasta que
Tovar y colaboradores en el 2003 demostraron la presencia de reductos mitocondriales
denominados mitosomas. A pesar de la existencia de mitosomas, G. lamblia no presenta
fosforilacion oxidativa, por lo que obtiene su ATP principalmente de la via glucolitica.
Aunque se ha demostrado que el metabolismo de la arginina también produce energia

(Edwars et al., 1992), esta no representa una fuente importante. Por todo lo anterior,
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sugerimos que las enzimas de la glucdlisis en G. lamblia pueden ser un buen blanco para
dirigir compuestos que logren abatir al pardsito.

Antes de discutir esta estrategia, cabe mencionar que se han reportado otros estudios donde
se propone como blanco a moléculas exclusivas del parasito en cuestién. Como ejemplo
estd la tripanotion reductasa, presente en Trypanosoma cruzi pero ausente en el hombre.
Esta situacion se trat6 de aprovechar para desarrollar formacos altamente especificos. No
obstante al evaluar, Tovar y Fairlamb en 1996 moléculas que inhibian in vitro a esta
enzima, encontraron que no eran efectivas in vivo. Para el caso de G. lamblia esta estrategia

no se ha explorado.

2. ANTECEDENTES

2.1 ENZIMAS DE LA GLUCOLISIS COMO BLANCO PARA EL DISENO DE-
COMPUESTOS ANTIPARASITARIOS.

En 1998 Eisenthal y Cornish-Bowden realizaron un estudio teérico de la inhibicién de las
enzimas de la glucélisis de T. brucei, con el propdsito de determinar si estas podian ser
blancos adecuados para disefiar inhibidores. De éste trabajo se concluyé que ningin
inthidor de tipo competitivo seria exitoso para abatir alguna de las enzimas de esta via. En
cambio, un inhibidor del tipo acompetitivo contra el transportador del piruvato, podria tener
posibilidades de éxito. Por otra parte, un inactivador con buena eficiencia, que no
compitiera por el sitio activo de una enzima tendria mayores probabilidades de €xito.

Una enzima que pertenece a la via glucolitica es la triosafosfato isomerasa (TIM o TPI), la
cual cataliza la interconversién entre la DHAP y el GAP (ver Fig. 3). Esta enzima ha sido
ampliamente estudiada y se considera como un catalizador perfecto, ya que su catalisis se
encuentra limitada sélo por la difusién de los sustratos (Stroppolo ef al., 2001). La TIM es
un homodimero en la mayoria de las especies, cada subunidad esta formada de
aproximadamente 250 residuos aminoaciles. No obstante, se ha reportado la presencia de
tetrdmeros en Pyrococcus woesei, Methanothermus fervidus (Kohlhoff et al., 1996),

Thermotoga maritima (Beauchamp et al., 1997) y Thermoproteus tenax (Walden et al.,
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sugenimos que las enzimas de la glucdlisis en G. lamblia pueden ser un buen blanco para
dirigir compuestos que logren abatir al parasito.

Antes de discutir esta estrategia, cabe mencionar que se han reportado otros estudios donde
se propone como blanco a moléculas exclusivas del parasito en cuestién. Como ejemplo
estd la tripanotion reductasa, presente en Trypanosoma cruzi pero ausente en el hombre.
Esta situacion se traté de aprovechar para desarrollar farmacos altamente especificos. No
obstante al evaluar, Tovar y Fairlamb en 1996 moléculas que inhibian in vitro a esta
enzima, encontraron que no eran efectivas in vivo. Para el caso de G. lamblia esta estrategia

no se ha explorado.

2. ANTECEDENTES

2.1 ENZIMAS DE LA GLUCOLISIS COMO BLANCO PARA EL DISENO DE-
COMPUESTOS ANTIPARASITARIOS.

En 1998 Eisenthal y Cornish-Bowden realizaron un estudio teérico de la inhibicién de las
enzimas de la glucdlisis de T. brucei, con el propésito de determinar si estas podian ser
blancos adecuados para disefiar inhibidores. De éste trabajo se concluyé que ningun
inthidor de tipo competitivo seria exitoso para abatir alguna de las enzimas de esta via. En
cambio, un inhibidor del tipo acompetitivo contra el transportador del piruvato, podria tener
posibilidades de éxito. Por otra parte, un inactivador con buena eficiencia, que no
compitiera por el sitio activo de una enzima tendria mayores probabilidades de éxito.

Una enzima que pertenece a la via glucolitica es la triosafosfato isomerasa (TIM o TPI), la
cual cataliza la interconversion entre la DHAP y el GAP (ver Fig. 3). Esta enzima ha sido
ampliamente estudiada y se considera como un catalizador perfecto, ya que su catalisis se
encuentra limitada sélo por la difusién de los sustratos (Stroppolo et al., 2001). La TIM es
un homodimero en la mayoria de las especies, cada subunidad esta formada de
aproximadamente 250 residuos aminoaciles. No obstante, se ha reportado la presencia de
tetrAmeros en Pyrococcus woesei, Methanothermus fervidus (Kohlhoff et al., 1996),

Thermotoga maritima (Beauchamp et al., 1997) y Thermoproteus tenax (Walden et al.,
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2004). Se debe hacer notar que todos los anteriores son organismos hipertermofilicos y que

s6lo en el caso de 7. tenax coexisten tetramero y dimero, aunque el dimero es inactivo.

Glucosa

ATP
ADP
Glucosa' 6-fosfato

Fructuosa 6-fosfato
ATP

M [~ o

Fructuosa 1,6-bifosfato

Dihidroxiacetona fosfato. Gliceraldehido 3-fosfato

NAD»

C NADH
1,3-bifosfoglicerato
<; ADP
ATP &

3-fosfoglicerato

mi\‘ HLO

Fosfoenol piruvato

ADP
ht ATPﬁ

Piruvato

Figura 3. Pasos de la gluc6lisis. Se muestran los reactivos involucrados, asi como las enzimas participantes

(en gris sombreado).

En el 2004 se caracteriz6 la TIM recombinante de G. lamblia, demostrandose la
coexistencia de dimero y tetrdmero, ambos con actividad catalitica (Lopez-Velazquez et al.,
2004). Esto es poco convencional, si se considera ademas, que es el tinico organismo
mesofilico donde se ha reportado la presencia de tetramero.

Aunque el gen de la TIM de G. lamblia fue clonado por complementacion en células de
Escherichia coli desde 1994 por Mowatt y su grupo, sélo recientemente el grupo de Lopez-
Veldazquez logré caracterizar la enzima ampliamente, determinando algunos de sus
parametros cinéticos.

La importancia de la TIM en la glucdlisis radica en la aportacion de una molécula mas de

GAP (generando 2 moléculas de GAP por cada molécula de glucosa que entra a la via),
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sustrato para la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (enzima que lleva a cabo la sexta
reaccion de la glucélisis). En consecuencia, esta aportacién “extra” de GAP permite la
produccion neta de 2 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa que se procesa en la
glucdlisis (ver Fig. 3). Una TIM ausente o inactiva, daria como resultado el consumo de
glucosa sin ganancia neta de ATP. Por tanto, un organismo que basa su metabolismo en
esta via, veria seriamente amenazada su existencia. Esta conclusidn es de particular
importancia en G. lamblia, que es un organismo microaerofilico que depende en gran
medida de la energia que le proporciona la glucdlisis. Asi, 1a TIM de este parasito se puede
proponer como un blanco adecuado para el disefio de algtin antiparasitario.

En el 2001 Compagno y colaboradores reportaron una mutante de Saccharomyces
cerevisiae, con €l gen de la TIM truncado. Al incubar esta mutante en un medio
conteniendo como tinica fuente de carbono a la glucosa, fue incapaz de crecer. Sin embargo
la adicién de etanol o acetato, asi como de rafinosa o galactosa al medio con glucosa
revirtié el efecto, logrando un crecimiento apreciable. Aunque este experimento no es
determinante, sugiere que la ausencia de la TIM podria traer consecuencias negativas en la
obtencion de ATP en células donde la glucdlisis sea importante como fuente productora de
energia.

Por otro lado, también se han reportado personas con deficiencia de la TIM. En tales casos
se produce una anemia hemolitica crénica, asi como degeneracién neuromuscular
progresiva, llegando inclusive a la muerte del paciente (Ahmad et al., 2003). Estos datos en
su conjunto muestran que la TIM es una enzima importante para el mantenimiento de la

homeostasis celular.

2.2 ESTRUCTURA DE LA TIM.

La TIM esta codificada por un sélo gen. Cada subunidad o monémero de la enzima esta
formada por ocho hebras-f} plegadas centrales, rodeadas por ocho hélices-a, las cuales se
conectan a través de asas, aunque en ocasiones se encuentra presente un asa dentro de una
hélice. La presencia de hélices-ot y de hebras-B (Figura 4) representan un patrén de

plegamiento que se conoce como dominio barril o/f o barril TIM (Banner et al., 1975).
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Figura 4. Estructura de la triosafosfato isomerasa (TIM). Se muestra el nimero y posicién de las estructuras

o -helices y B-plegadas y se indica la posicion y los aminodcidos que constituyen el sitio catalitico.

El sitio catalitico de estas enzimas se localiza en la parte central del barril, siendo una
region muy conservada, formada por los aminoacidos: Lys 13, His 95 y Glu 168 (de
acuerdo a la numeracién de T. brucei). Aunque pueden variar un poco en posicion, esta
triada catalitica se ha conservado estrictamente a través de la evolucion.

Cada subunidad del dimero tiene un sitio catalitico independiente. A pesar de esto el
monoémero aislado no es activo, requiriendo de la dimenzacion para obtenef una enzima
cataliticamente activa (Waley, 1973; Casal et al., 1987). Lo anterior implica que la interfase
o sitio de contacto entre los dos mondémeros, es importante para la funcionalidad de la
enzima. Las uniones presentes en esta regién son del tipo no covalente, como interacciones
hidrofébicas, fuerzas de van der Waals y puentes de hidrégeno. En la TIM de T. brucei
(TbTIM) por ejemplo, la interfase esta formada por 32 residuos aminoaciles (Wierenga et
al., 1992), distribuidos en las asas 1 a la 4 (Fig. 4). Los aminoédcidos involucrados en la
formacién de la interfase no se conservan a lo largo de la evolucién, por lo que es una zona
de baja identidad.

Un residuo aminoacil perteneciente a la interfase que ha sido estudiado extensivamente es
la Cys en posicién 14. Trabajos realizados desde 1995 (ver mas adelante) han propuesto a

este residuo como blanco para inactivar varias TIM.
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2.3 LA INTERFASE COMO SITIO BLANCO EN ALGUNAS TIM.

En un estudio desarrollado en 1995, Gémez-Puyou y colaboradores demostraron que es
posible inactivar de forma especifica de especie a la TIM. La hipétesis planteada establecia
que, considerando la existencia de residuos aminoaciles no conservados entre organismos
patogenos y hospederos, que fueran ademas relevantes para mantener la actividad y/o
estructura de la enzima, entonces tales residuos podrian aprovecharse pafa desarrollar
compuestos inactivadores especificos de especie.

Este grupo logré inactivar a la TbTIM usando cloramina T (CAT), compuesto que
derivatiza (modifica quimicamente) residuos de Cys y Met. Previamente Zubillaga y
colaboradores en 1994 demostraron que, utilizando este mismo compuesto, la TIM de
conejo se inactivaba completamente, en tanto que la TIM de levadura sélo se inactivé un
50 %. Al analizar el contenido de residuos de Cys y Met de cada enzima, se puede observar
" que hay dos residuos de Cys en la TIM de levadura equivalentes en posicion a las Cys de la

TIM de conejo: 42 y 126 (Tabla 1).

Posiciones de Cys y Met
Cys Met
Conejo Trypanosoma Levadura Conejo Tripanosoma Levadura
14 14
41 39 42
50
66
82
86
122
126 126 126
217

Tabla 1. Posicién de los residuos de Cys y Met en la estructura primaria en las TIM de algunos organismos.
Tomada de Gémez-Puyou et al., 1995.

En cambio la TIM de conejo tiene tres residuos de Cys y dos de Met que no estan presentes
en la TIM de levadura. Estos resultados indicaron que la elevada sensibilidad de la TIM de
conejo al CAT se debia a la oxidacién de uno o varios residuos de Cys y Met que no
contiene la levadura.

El citado trabajo demostré que al incubar TbTIM con CAT, esta se inactiva de forma muy
similar a la TIM de conejo. Este dato sugirié que en las TIM de conejo y de T. brucei existe

un residuo equivalente en posicién que al modificarse con la CAT conlleva a su
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inactivacién. En cambio, la resistencia de la levadura al derivatizante se deberia a la
ausencia de dicho residuo.

La Tabla I muestra que el tinico residuo que la TIM de conejo y de T. brucei comparten en
posicion, es el 14. En TbTIM es una Cys mientras que en la de conejo es una Met, por lo
que los autores concluyeron que la integridad del residuo en la posicion 14 es esencial para
mantener estable la actividad catalitica en ambas enzimas. Para corroborar esta teoria, se
construy6 una mutante donde se sustituy6 la Cys 14 por una Leu en TbTIM. Esta enzima
presenté una cinética alterada con tendencia hacia la agregacion, sugiriendo que este
residuo es importante para mantener la estabilidad de la enzima. A continuacion evaluaron
el efecto del MMTS (reactivo derivatizante de Cys) sobre la actividad de las TIM de:
conejo, levadura, Leishmania mexicana (LmTIM) y maiz.

El MMTS es un compuesto que al reaccionar con una Cys en su forma de tiolato le
adiciona un metil disulfuro, la Tabla 5 esquematiza lo anterior. Esta derivatizacion confiere
a la Cys un grupo relativamente pequeiio, y neutro. Las TIM-de conejo y levadura fueron
practicamente insensibles a este compuesto, mientras que las de L. mexicana y maiz se
inactivaron un 90 y 80 %, respectivamente. La Tabla 1 muestra la posicion de las Cys en
TIM de conejo y levadura, estos residuos también los comparten L. mexicana y maiz
exceptuando el residuo de Cys 14 (siguiendo la numeracién de 7. brucei, que en LmTIM
ocupa la posicién 15 y la de maiz ocupa la 13). Los autores demostraron qﬁe la TbTIM
también se inactivaba con MMTS, apoyando con esto tltimo que el efecto inhibidor de este
compuesto resulta de derivatizar la Cys 14.

A partir de estas investigaciones surgieron mas trabajos en otras TIM donde el centro de

atencién fue la Cys 14 de interfase.

2.4 ALGUNAS Cys COMO BLANCO EN LA INACTIVACION DE TIM.

En trabajos posteriores a los descritos anteriormente se evalud la posibilidad de inhibir en
forma especifica de especie a TIM carentes del residuo Cys 14, pero que presentan otras
Cys poco conservadas. Garza-Ramos y colaboradores en 1996 utilizaron e] MMTS y el
PTTS (reactivos especificos de Cys). Este dltimo compuesto es relativamente mas grande

que el MMTS y tampoco confiere carga neta. La Figura 5 muestra la reaccion.
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Figura 5. Reacci6n del PTTS con una Cys en su forma tiolato.

Al incubar la TIM de conejo con el MMTS, se inactivé de un 20 a 25 %. En contraste, el
PTTS inactivé dicha enzima un 80 %. Estos resultados sugirieron que el grado de
inactivacion esta relacionado con el grupo derivatizante (metil- 6 fenil-disulfuro). Aunado a
esto el MMTS derivatiza 2 residuos, mientras que el PTTS denvatiza sélo 1 Cys. Al
incubar dicha enzima con MMTS y después con el PTTS (doble marcaje), no se logrd
abatir la actividad mas de lo previamente obtenido con el MMTS (20 % de inactivacion).
Esto demostré que el MMTS logré proteger a la enzima de la accion inactivadora por parte
del PTTS; sugiriendo que ambos compuestos derivatizan la misma Cys. Con el proposito
de identificar el sitio de accién del PTTS, este co'mpuesto se incub6 con otras TIM que

tienen diferente contenido de Cys. La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos:

TIM Porcentaje de Contenido de Cys/Monémero TIM
actividad
S. cerevisiae 100 42, 126
E. coli 100 36, 126, 143
Pollo 10 41, 66, 126, 216
Schizosaccharomyces pombe 5-10 126, 216

Tabla 2. Porcentaje de actividad de algunas TIM al incubarse con el PTTS. Datos tomados de Garza-Ramos
et al. 1996.

Como se observa en la Tabla anterior, las dos primeras TIM mantuvieron su actividad sin
alteracion, mientras que en las dos ultimas la actividad disminuy6 hasta un 90 0 95 %. Si se
considera el contenido y posicién de Cys, veremos que las TIM que tuvieron una fuerte
inactivacion comparten dos Cys (126 y 217). La primera de ellas (Cys 126) es estrictamente
conservada y por tanto, puede ser descartada como responsable de la inactivacién. Por
tanto, la posible responsable de la inactivacion de estas enzimas es la Cys 217. Ademas, los
autores observaron que en la TIM de conejo, no obstante la derivatizacién de la Cys 217, el
espectro de fluorescencia intrinseca de la enzima no present6 modificaciones.
Adicionalmente, la inactivacién se revirtié con el agente reductor DTT, a diferencia de la

derivatizacion de la Cys 14 en TbTIM, donde fue irreversible. Estos datos sugirieron que la
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denvatizaciéon de la Cys 217 por el PTTS, no causa perturbaciones estructurales tan
extensas como las producidas por la modificacion del residuo 14 que es parte de la
interfase.

En un articulo posterior (Garza-Ramos et al., 1998) se evalué la diferencia en
susceptibilidad a algunos derivatizantes de Cys, en TIM de los tripanosomatidos T. brucei,
T. cruzi y L. mexicana. Se observé que la TcTIM es 100 veces mas susceptible' que la
TbTIM, tanto al DTNB (reactivo derivatizante de Cys) como al MMTS. Este dato es
contrastante, pues entre TcTIM y TbTIM existe un 68 % de identidad en sus residuos
aminoaciles. Es importante mencionar que a pesar de que TcTIM tiene un residuo adicional
de Cys en la posicién 117, se demostré que la elevada sensibilidad de TcTIM a los
derivatizantes no se debia a la contribucién de este residuo. Las diferencias se debian a la
gran velocidad con que la Cys de interfase era derivatizada en TcTIM y no asi en TbTIM.
Sin embargo, no existe una respuesta satisfactoria del porque la Cys 14 de TcTIM es mas
reactiva que la correspondiente en TbTIM.

Si atendemos al planteamiento de Gémez-Puyou y colaboradores respecto a centrarse en los
aminodcidos poco conservados, y con importancia para la catdlisis y/o estabilidad
enzimaticas, veremos que ademds de la Cys de interfase existen otras Cys en donde su
perturbacién conduce al abatimiento catalitico, tal es el caso de la Cys 217 que la poseen
las TIM de S. Pombe, de pollo o bien de conejo. Actualmente no existen repoﬁes donde se
demuestre que la derivatizacién de otros residuos de Cys distintos a la Cys 14, conduzcan al
abatimiento irreversible de la catdlisis enzimética. Sin embargo en un estudio realizado por
Maithal y colaboradores (2002) al derivatizar la TIM de Plasmodium falciparum con
iodoacetamida y 4cido iodoacético (compuestos que reaccionan con Cys), reportaron la
secuencia de modificacién quimica de las cuatro Cys que componen cada monomero. Asi,
identificaron que uno de los primeros residuos en derivatizarse es la Cys 196, siguiendo a
su vez la Cys 13 y enseguida las Cys 217 y Cys 126. En este trabajo los autores
identificaron a la Cys 13 como la responsable de la inactivacion de PfTIM al derivatizarse.
No obstante, los datos también sugieren que ademds de la Cys de interfase en las TIM que
la poseen, podrian tomarse en consideracién otros residuos de Cys como blancos.
Actualmente no existen reportes sobre la TIM de G. lamblia en donde se haya considerado

la posibilidad de inactivarla con compuestos selectivos para Cys, con el propésito de
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proponerla como molécula blanco para el disefio de compuestos especie-especificos. La

GITIM posee en su secuencia aminoacil cinco Cys que a continuacién se presentan en

alineamiento con otras TIM:

G1TIM -MPARRPFIGGNFKENGSLDFIKSHVAAIAA- - -HKI PDSVDVVIAPSAVHLSTAIAANT 56
HuTIM MAPSRKFFVGGNWKMNGRKQSLGELIGTLNA - - - AKVPADTEVV@APPTAYIDFARQKLD 57
EhTIM MG- AGKFVVGGNWKENGTLASI ETLTKGVAASVDAELAKKVEVIVGVPFIYIPKVQQILA 59
TbTIM -MSKPQPIAAANWKENGSQQSLSELIDLFNS - - ~ TS INHDV! ASTFVHLAMTKERLS 56
TCcTIM MASKPQPI GSESLLVPLIETLNA- - -ATFDHDV APTFLHIPMTKARLT 57
LmTIM MSAKPQPIAAANW GTTASIEKLVQVFNE—--HTISHDV FVHIPLVQAKLR 57
t * * & - .-
G1TIM S- - - -KQLRIAAQNVYLEGNGAWTGETSVEMLQDMGLKHVIVGHSERRRIMGETDEQSAK 112
HuTIM ----- PKIAVAAQNYKVTNGAFTGEISPGMIKDEGATWVVL.GHSERRHVFGESDELIGQ 112
EhTIM GEANGANILVSAENAWTKS - GAYTGEVHVGMLVDEQVPYVILGHSERRQIFHESNEQVAE 118
TbTIM H- - - - PKFVIAAQNAIAKS - GAFTGEVSLPILKDFGVNWIVLGHSERRAYYGETNEIVAD 111
TCTIM N- - - - PKFQIAAQNAITRS -GAFTGEVSLQILKDYGISWVVLGHSERRLYYGETNEIVAE 112
LmTIM N- - - - PKYVISAENAIAKS - GAFTGEVSMPILKDIGVHWVILGHSERRTYYGETDEIVAQ 112
: : t t tt % % %k :: * - - *tttti t::t
G1TIM KAKRALEKGMTVIFVGETLDERKANRTMEVNI AQLEALGKELGESKMLWKEVVIAYEPV 172
HuTIM KVAHALAEGLGVIAQIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKVIADNV- - - -KDWSKVVLAYEPV 168
EhTIM KVKVAIDAGLKVIA@IGETEAQRIANQTEEVVAAQLKAINNAIS - - KEAWKNIILAYEPV 176
TbTIM KVAAAVASGFMVIAQIGETLQERESGRTAVVVLTQIAAIAKKLK - -KADWAKVVIAYEPV 169
TCcTIM KVAQABAAGFHVIVEGVGETNEEREAGRTAAVVLTQLAAVAQKLS - - KEAWSRVVIAYEPV 170
LmTIM KVSEAGKQGFMVIA| IGETLQQREANQTAKVVLSQTSAIAAKLT——KDAWNQVVLAYEPV 170
*_ * t: * x ttt_ : = * * 3 s .:::ttttt
G1TIM WS IGTGVVATPEQREEVHVGLRKWFAEKVGAEGAQHIRI IYGGSANGSNEEKLGQGPNID 232
HuTIM WAIGTGKTATPQQAQEVHEKLRGWLKSNVSDAVAQSTRIIYGGSVTGATGKELASQPDVD 228
ENTIM WAIGTGKTATPDQAQEVHQYIRKWMTENISKEVAEATRIQYGGSVNPANENELAKKADID 236
TbTIM WAIGTGKVATPQOAQEAHALIRSWVSSKIGADVAGELRILYGGSVNGKNARTLYQQRDVN 229
TCTIM WAIGTGKVATPQQAQEVHELLRRWVRSKLGTDIAAQLRILYGGSVTAKNARTLYOMRDIN 230
LmTIM WAIGTGKVATPEQAQEVHLLLRKWVSENIGTDVAAKLRILYGGSVNAANAATLYAKPDIN 230
t:tttt _ttt:tt:t_t -t t_ L * * X **tt__ .. *

GITIM GFLVGGASLKP-EFMTMIDILTKTRT 257

HuTIM GFLVGGASLKP-EFVDIINAKQ---- 249

EhTIM GFLVGGASLDAAKFKTIINSVSEKF- 261

TbTIM GFLVGGASLKP-EFVDIIKATQ---- 250

TCcTIM GFLVGGASLKP-EFVEITEATK---- 251

LmTIM GFLVGGASLKP- EFRDIIDATR- -- - 251

Figura 6. Alineamiento de la secuencia primaria de las TIM de G. lamblia, E. hystolitica, humano, T. brucei,

T. cruziy L. mexicana. Las Cys se muestran en gris sombreado.

Como se advierte en la Figura 6, la C14 esta presente también en la GITIM; excepto en
humano todas las demds TIM alineadas la contienen. La C126 6 C127 esta presente en
todas las secuencias conocidas de las TIM reportadas, en cambio la GITIM tiene ademas las
C202, C222 y C228. El alineamiento muestra que la C222 esta presente en las TIM de E.
histolytica y humano, en cambio las C202 y C228 se presentan soélo en la GITIM. Hasta
antes de este trabajo no existian reportes en G. lamblia donde se abordara el estudio de la

reactividad de sus residuos de Cys hacia agentes sulfhidrilo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

> Evaluar la contribucién de los residuos de Cys de la triosafosfato isomerasa de

Giardia lamblia (GITIM), en la inactivacién por agentes sulfhidrilo.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar la reactividad de la GITIM a agentes sulfhidrilo derivatizantes de Cys
(DTNB, MTSCE y MMTS), midiendo la actividad residual de la enzima después de
incubarse con distintas concentraciones del derivatizante.

* Determinar el nimero de Cys derivatizadas en la GITIM con DTNB, MTSCE y
MMTS . mediante el método de Ellman. ‘

» Realizar doble marcaje con DTNB y MMTS. Esto con la finalidad de evaluar si los
residuos de Cys alquilados con DTNB son distintos a los modificados con MMTS.
Lo anterior se llevar4 al cabo determinando la actividad residual de la enzima vy el
numero de Cys derivatizadas.

* Generar mediante mutagénesis dirigida por PCR, mutantes sencillas de Cys por Ala
para cada una de las cinco Cys presentes en la GITIM. .

* Determinar las actividades residuales de las mutantes derivatizadas con los reactivos
DTNB, MTSCE y MMTS.

* Determinar el estado oligomérico y la actividad residual de la GITIM silvestre,
incubada con los derivatizantes a distintas relaciones estequiométricas.

» Determinar los posibles cambios estructurales producidos por la derivatizacién. Esto
se realizara a través de medir la fluorescencia intrinseca de la GITIM derivatizada.

= Generar un método alternativo para seguir la derivatizacién de Cys. Lo anterior se

realizard haciendo geles nativos con la GITIM derivatizada.
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4. MATERIALES Y METODOS

Para los experimentos se utiliz6 la GITIM recombinante, previamente caracterizada

(Lopez-Velazquez et al., 2004). El procedimiento de purificacién se menciona m4s

adelante.

4.1 REACTIVIDAD DE LA GITIM A AGENTES DERIVATIZANTES DE CYS.
Debido a la capacidad de la GITIM para formar especies oligoméricas mayores al dimero, a
través de la formacion de puentes disulfuro (Lépez-Velazquez et al., 2004), se decidié
tratar previamente a la enzima con 500 mM de DTT a 4°C toda la noche, con el propdsito
de trabajar s6lo con la fracciéon dimérica. Posteriormente, la enzima se aplicé a una
columna de filtracion como se describe mas adelante. Todos los experimentos que a
continuacién se mencionan se realizaron por triplicado, con enzima previamente reducida y
en atmoésfera de nitrégeno. Lo anterior se hizo para mantenerla durante el mayor tiempo en
su forma dimérica. Los agentes derivatizantes de Cys que se emplearon fueron el DTNB,
MTSCE y MMTS. El protocolo para determinar el efecto de tales derivatizantes sobre la
actividad de la GITIM fue similar para todos los casos. A continuacion se describe la
técnica de manera general. _

La enzima se incub6 a una concentracién de 50 pg/mL en buffer de TE (Trietanolamina
100 mM, EDTA 10 mM, pH 7.4) en atmésfera de nitrogeno, con diferentes concentraciones
de los derivatizantes (0 a 500 puM de MMTS, 0 a 60 uM de DTNB, y 0 a 100 puM de
MTSCE). Después de incubarla durante 2 y 24 h a 25°C, se tomé una alicuota de cada
muestra y se diluyé 10,000 veces con la finalidad de detener la inactivacion. La actividad
residual de la GITIM se midi6 inmediatamente después de diluirla, como a continuacién se

menciona.

4.1.1 Determinacion de la actividad enzimatica.

La actividad se determiné mediante un ensayo acoplado en la direccion gliceraldehido 3-
fosfato (GAP) hacia dihidroxiacetona fosfato (DHAP). La reaccién se llevd a cabo en una
mezcla de reaccién que contenia: 100 mM de trietanolamina, 10 mM de EDTA, pH 7.4, 1
mM de GAP, 0.2 mM de NADH y 0.9 U de a-glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (0GDH)
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(Gomez-Puyou, et al, 1995). La actividad se monitoreé espectrofotométricamente,
siguiendo la disminucién de la absorbancia del NADH a 340 nm, a una temperatura de
25°C. La concentracién de la GITIM que se utilizé para los ensayos fue de 5 ng/mL. La

Figura 7 muestra los pasos de la reaccién acoplada:

G3P DHAP Glicerol-3-fosfato

Figura 7. Reaccién acoplada en direccién GAP a DHAP. La reaccién es monitoreada por el decaimiento en la

absorbancia del NADH.

En la transformacién de GAP a DHAP por parte de la GITIM, se acopla la reduccién del
DHAP hacia Glicerol-3-Pi catalizada por la a-GDH. La segunda reaccién implica la
oxidacion de una molécula de NADH hacia NAD', este tltimo no absorbe a 340 nm por lo
que se observara una disminucién en la absorbancia. Asi, por cada GAP transformado, se
oxida un NADH. El A D.O. min™' que se obtiene es posteriormente transformado a pmol de
DHAP formado/min X mg GITIM, utilizando un coeficiente de extincion molar a 340 nm
(€340) de 6,220 M'cm™’ para el NADH. Los resultados se expresan como el porcentaje de
actividad residual vs concentracién del derivatizante. El 100 % de actividad esta dado por la

enzima incubada en las mismas condiciones pero en ausencia de derivatizante.

4.2 DETERMINACION DEL NUMERO DE CYS DERIVATIZADAS.

Para determinar el nimero de Cys derivatizadas con los reactivos disulfuro, se incubaron
300 pg de la enzima con exceso del derivatizante (500 uM de MMTS 6 100 uM de
MTSCE), en buffer TE durante 2 6 24 h a 25°C en atmésfera de nitrégeno. Al término de la
incubacién la enzima se filtr6 a través de una columna (Penefsky, 1977) con el propdsito de
eliminar el derivatizante que no reaccioné con la enzima. Para preparar esta columna se
empled resina Sephadex G-25 fina (Amersham-Pharmacia), la cual se empacé en jeringas
de 1 mL. Las columnas se equilibraron con buffer TE, y se centrifugaron a 2,000 rpm

durante 2 minutos para compactarlas y secarlas. Las muestras de las enzimas disueltas en
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un volumen cercano a los 150 pL se afiadieron a la columna, y se centrifugaron durante 110
segundos a 3000 rpm. Es importante hacer notar que hay pérdida de enzima en este paso
(= 30 %), por lo que es necesario estimar la concentracién de la misma después de la
filtracién.

Para el caso de la titulacién de Cys después de incubar la enzima con 60 uM de DTNB
durante 2 y 24 h a 25°C, no hubo necesidad de filtrarse por columna, siendo directamente
procesada como mds adelante se describe. |

El método de titulacién de Cys consiste en hacer reaccionar el DTNB con los grupos
sulthidrilos de estos residuos, lo que genera una molécula de TNB libre. Este compuesto
tiene un maximo de absorbancia a 412 nm y puede seguirse espectrofotométricamente
(Ellman, 1958). La estequiometria indica que por cada molécula de TNB que se forme

habra una Cys derivatizada, como se muestra en la Figura 8.

s — s G-

Cys derivatizada TNB

Figura 8. Reaccién del DTNB con un grupo sulfhidrilo de una Cys.

Asi, el TNB se puede usar como un indicador de las Cys libres. Las enzimas derivatizadas
y el control (sin derivatizar) se afiadieron a una mezcla con SDS al 5 % (p/V) y DTNB 1
mM. El SDS desnaturaliza las proteinas y expone las Cys originalmente inaccesibles, con
las que el DTNB reaccionaré (grupos sulfhidrilo libres de estas Cys), generando moléculas
de TNB. El contenido de Cys, se calcul6 utilizando un € 4;,=13,600 M' ecm” del TNB
generado (Eyera et al., 2003), considerdndose ademads el cambio de absorbancia producido

por la adicién de la proteina a la mezcla SDS-DTNB (blanco).

4.3 DOBLE MARCAJE CON MMTS, DTNB Y DETERMINACION DEL NUMERO
DE CYS.

Los datos obtenidos de la inactivacién por parte del MMTS y del DTNB (ver resultados),

nos permitieron realizar experimentos de doble marcaje y establecer indirectamente si las
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Cys que derivatiz6 el MMTS son las mismas que derivatiz6 el DTNB. En estos
experimentos se utilizaron 200 pg de la enzima que se incubaron con exceso de MMTS
(500 uM) durante 2 y 24 h a 25°C. Posteriormente el MMTS que no reaccioné se eliminé
mediante columnas de Penefsky, se midié la concentracién de enzima y se determiné la
actividad residual. Enseguida se incubaron 50 pg/mL de esta enzima, con distintas
concentraciones de DTNB durante 2 y 24 h a 25°C, al término de este tiempo se tomé una
alicuota y se midi6 la actividad de la enzima. Los resultados se muestran como el
porcentaje de actividad residual a diferentes concentraciones de DTNB.

Lo siguiente fue conocer el nimero de Cys derivatizadas al incubar con los dos reactivos.
Después de incubar 200 ng de la enzima con exceso de MMTS, se pasé por columna de
Penefsky, se determiné su concentracion y se incub6 con exceso de DTNB durante 2 y 24 h

a 25°C. Al término de este tiempo se cuantificé el nimero de Cys con el método de SDS-
DTNB.

4.3.1 Determinacion de la concentracion de proteina.
La concentracién de la enzima se midié por su absorbancia a 280 nm. Se consideré un

€ 280= 26,600 M']cm", el cual fue calculado de acuerdo a Pace y colaboradores (1995).

4.4 MUTAGENESIS DIRIGIDA POR PCR.

Mediante mutagénesis dirigida por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) se
construyeron en la GITIM, mutantes sencillas de Cys sustituidas por Ala.

La técnica de PCR permite amplificar una regién especifica de DNA, que se localice entre
dos regiones de una secuencia genética conocida. La amplificacién se realiza usando
oligonucleétidos 6 “primers” (generalmente de 20-30 bases) que sean complementarios a
los extremos de la secuencia del DNA templado. A partir de los “primers” se inicia el
proceso de extension catalizado por una DNA polimerasa termoestable, sobre la hebra de
cadena sencilla del DNA desnaturalizado y en presencia de deoxinucle6tidos trifosfatados
(dNTP’s). El resultado es la sintesis de nuevas hebras de DNA complementarias a ]a hebra
templado.

La sintesis de nuevas hebras puede repetirse mediante la desnaturalizacién por calor de la

doble cadena de DNA, el realineamiento de “primers” por disminucion de la temperatura y
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una extension por la DNA polimerasa a temperatura estable para la reaccién enzimatica,
completando un ciclo. Cada hebra sintetizada puede ser un templado para los siguientes
ciclos de amplificacién, enriqueciendo selectivamente a una secuencia blanco después de
cada ciclo (Newton y Graham, 1997). Una desventaja importante de este método es la
posibilidad de que la DNA polimerasa incorpore nucleétidos erréneamente. Por tanto, es
necesario conocer la secuencia del producto amplificado para corroborar su fidelidad.

Una aplicacion de esta técnica es la introduccién de mutaciones puntuales, para lograr esto

es necesario realizar tres reacciones de PCR por separado que se describen el la Figura 9.

1) La primera reaccién amplifica la regién del gen flanqueado por el “primer” directo
externo y el “primer” mutagénico reverso.

2) La segunda reaccién amplifica el extremo contrario del gen con un “primer” reverso
externo y el “primer” mutagénico directo.

3) La tercera reaccién involucra los productos de PCR 1 y 2 ya que estos son
exactamente complementarios en uno de sus extremos, ademds se utilizan los

“primers” directo y reverso externos.

Para la fabricacion de las mutantes sencillas de la GITIM, se utilizaron “primers”
mutagénicos de 17 a 20 bases. Se decidi6 sustituir Cys por Ala, debido a que "én un trabajo
previo por Herndndez-Alcantara y colaboradores (2002), demostraron que este tipo de
sustituciones no afecta significativamente la cinética y la estabilidad de mutantes de
TbTIM. Los “primers” mutagénicos que se diseiiaron para sustituir las Cys previamente
mencionadas se basaron en la secuencia genética de la GITIM reportada en el GeneBank
(No. de acceso L.02120) (Mowat et al., 1994). El codén de la Ala sustituyente que se utilizod
en los “primers” mutagénicos es el mas frecuentemente usado en Escherichia coli,
organismo donde se expresaron las enzimas. Para flanquear al gen de la GITIM se
utilizaron los “primers” universales T7 promoter y T7 reverse. Estos contienen un sitio de
restriccion Ndel y BamHI en la posicién 5° respectivamente. La Tabla 3 muestra su

secuencia.
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Figura 9. Pasos de PCR necesarios para generar sustituciones de nucleétidos en un fragmento de DNA
conocido. La cruz indica el lugar de la mutacién, una vez generados los productos de PCR 1 y 2 con la
mutacion correspondiente, se mezclan estos junto con los “primers” externos directo y reverso. El producto

final es el fragmento de DNA con la mutacién deseada.

19



Materiales y Métodos

Secuencia de “Primers” universales
Forward (T7 promoter) Reverse (T7 terminator)
5" AATAACATATGCCTGCTCGTC 3’ 5" CCAGGATCCTATGTACGGG 3’
Aminoé4cido
Secuencia de “Primers” mutagénicos sustituido

Forward (directo) Reverse (reverso) Cys

5" GTAACTTCAAGGCTAACGGC3 | 5° GCCGTTAGCCTTGAAGTTAC 3’ 14
5" GGTCATCTTCGCTGTCGG 3’ 5" CCGACAGCGAAGATGACC 3’ 127
5’ GGAGAAGGTTGCTGCCG 3’ 5" CGGCAGCAACCTICTCC 3 202
5" GGAAGCAACGCTGAGAAGC 3’ 5" GCTTCTCAGCGTTGCTTCC 3’ 222
5’ CCAGGCTCCGAATATTGAC 3’ 5" GTCAATATTCGGAGCCTGG 3’ 228

Tabla 3. “Primers” utilizados y su secuencia. Las bases subrayadas indican el triplete que fue sustituido.

Con el fin de obtener una amplificacién eficiente. se probaron diversas temperaturas de

alineamiento. La Tabla 4 muestra los tiempos y temperaturas que se utilizaron como

condicion final.

Pasos Ciclos ' Tiempo (min) Temperatura (°C) -
1° 1 4 94
1 94
2 » 1 53-55
1 72
3° 1 10 72

Tabla 4. Condiciones de PCR. La temperatura de alineamiento (53-55 °C) vari6 segin la Tm del “primer”

usado.

Los experimentos de PCR se realizaron con el kit de Boehringer ExpandTM High Fidelity
PCR System. La mezcla de reaccién consistié en: 200 ng de DNA, 200 ng de primers F y
R, 0.8 mM de dNTP’s, buffer para PCR 1 x, 2 mM de MgCl, y 2.5 U de Taq polimerasa.
Al término de la amplificacién, los productos de PCR obtenidos se corrieron en geles de
agarosa (0.9 %). Para visualizar el DNA, los geles se tineron con bromuro de etidio

(1 pg/mL) y se detectaron con luz ultravioleta. Las bandas correspondientes se aislaron del
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gel para extraer el DNA con el kit de purificacion Concert Rapid Gel Extraction, Gibco. Al
obtener el gen de la GITIM con la mutacién incorporada, el siguiente paso fue su insercién

en un vector de sobre-expresion.

4.4.1 Clonacion del gen mutado en el vector de sobre-expresion.

Los genes con la mutacién fueron insertados en el vector de sobre-expresion pET3a
(Novagen), que funciona como un sistema de clonacién y ex'presi()n de proteinas
recombinantes en células de E. coli. La expresién del gen clonado se hayé bajo el control
del promotor del bacteriofago T7. Este promotor puede inducirse selectivamente para
asegurar que aproximadamente un 50 % de la produccién de proteinas corresponda a la
recombinante (Voet, 1995).

Tanto los genes obtenidos como el vector pET3a, fueron tratados con las enzimas de
restriccion Ndel y BamHI a 37°C durante 1 h generando extremos cohesivos. Las
digestiones se corrieron en geles de agarosa al 0.9 % que permite la separacion por peso
molecular, y enseguida se purific6 el DNA empleando un kit comercial (Gibco). Después
de este paso, las muestras se sometieron a defosforilacion con fosfatasa alcalina.

Los fragmentos de la GITIM digeridos se insertaron al vector (en relacion 7:1
respectivamente) mediante ligacién con la enzima T4 DNA ligasa (4 U/uL) en presencia de
ATP, incubédndolos a 16°C toda la noche. Con los productos de la ligacion se &msfommon
las células competentes E. Coli TOP 10, estas cé€lulas permiten la incorporacion de DNA
mediante un choque térmico (Coeddel, 1998). Para permitir la incorporacién del plasmido,
las células competentes y el plasmido ligado se incubaron en hielo durante 30 minutos en
condiciones de esterilidad. Posteriormente, la muestra se introdujo en un bafio maria a 42°C
(choque térmico) durante 40 segundos. Al término de la incubacion la muestra se afiadié a
un medio que contenia LB (Luria-Bertani), incubandose durante 1 h a 37°C en agitacion
constante. Con este tratamiento se permitié la recuperacion de las células ante su
transformacion y posterior choque térmico. Enseguida, las células se centrifugaron y el
bot6n resultante se resuspendié en 100 pL de LB, se plaqueé en cajas de Petri con agar LB
mas ampicilina (100 pg/mL), y se incubaron a 37°C toda la noche.

Cada clona resultante se cultivé en medio LB (5 mL) con ampicilina, a 37°C con agitacion

durante 12 h. Del cultivo obtenido, se extrajo el pldsmido utilizando un kit comercial
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(Gibco). Una vez purificado el plasmido, se comprob6 la presencia del gen insertado
mediante la digestion con las enzimas Ndel y BamHI. Las muestras digeridas se corrieron
en geles de agarosa al 0.9 % y se visualizaron con bromuro de etidio.

Las muestras se secuenciaron utilizando el método descrito por Sanger y colaboradores
(1997) para comprobar la presencia del gen de la GITIM con la mutacién adecuada y
descartar la posibilidad de mutaciones no deseadas.

Una vez confirmada la fidelidad del gen, se transformaron células competentes de E. coli de
la cepa BL21(DE3)pLys. Estas células contienen el gen que codifica para la T7 RNA
polimerasa, necesaria para la expresion de la enzima recombinante (Coeddel, 1998), las

clonas positivas se usaron en los ensayos posteriores.

4.4.2 Expresion y purificacion de las enzimas recombinantes de la GITIM.

Para expresar las proteinas recombinantes se realizé un precultivo de células de E.coli
BL21(DE3)pLys que contienen el plasmido mas el gen de la TIM, en 5 mL de medio
liquido LB con 100 pg/mL de ampicilina, incubadas toda la noche a 37°C. Posteriormente
se centrifugaron y el botén se resuspendié en medio nuevo. Se tomé una alicuota del
precultivo y se afiadié a 500 mL de medio LB con Agyp nm de 0.1, se incubé a 37°C con
agitacion hasta alcanzar una Agg nm de 0.8-1.0. Esto permite tener un cgltivo que se
encuentra en la fase logaritmica de crecimiento para lograr una mayor induccién.

Para la induccién se agregé 0.4 mM IPTG y se, incubaron toda la noche a 30°C.
Posteriormente las c€lulas se centrifugaron a 5,000 rpm/10 min a 4°C. Enseguida el botén
resultante se resuspendié en 40 mL de un amortiguador que contenia 50 mM de Tris, 1 mM
de EDTA, 0.2 mM de PMSF, 100 mM de H,POq4, a un pH de 7.9. Una vez resuspendidas en
el buffer, las células se lisaron por sonicacién en frio (cinco ciclos de 45 seg con descansos
de 75 seg) y se centrifugaron a 45,000 rpm/1 h a 4°C.

El sobrenadante de la ultracentrifugacion se precipitd con sulfato de amonio hasta el 45 %
de saturacion y se incub6 3 h a 4°C. Esta suspensién se centrifugd a 9,000 rpm/30 min a
4°C, al término el sobrenadante fue precipitado con sulfato de amonio hasta el 75 % a 4°C
toda la noche. Después se centrifugd a 9,000 rpm/30 min a 4°C, el boton se resuspendio en

10 mL de un amortiguador que contenia 10 mM de Tris, 1 mM de EDTA, a pH 8.7.
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El extracto se dializé extensivamente contra ese mismo buffer a 4°C, y bajo atmoésfera de
nitrégeno (N»). La muestra se concentré a un volumen de 2 mL y se pasé a través de filtros
de 0.45 pm de didmetro de poro, una vez filtrado se aplicé a una columna Q-Sepharosa (1.5
X 12 c¢m) equilibrada con el mismo buffer. Las enzimas se eluyeron con un gradiente de
NaCl de 0 a 100 mM, con una velocidad de flujo de 3 mL/min. Se colectaron fracciones de
2.5 mL y se midi0 la actividad como previamente se menciono.

Las fracciones con actividad se juntaron, se les aitiadié 100 mM de H,PO4, 10 mM de Tris
pH 7, y se concentraron. La solucién se filtr6 y se aplicé en una columna Superdex-75 (1.6
X 60 cm), equilibrada con un buffer que contenia 100 mM de NaCl, 0.01 % de NaN3, 150
mM de H,PO4 a pH 8. La velocidad de flujo fue de 1 mL/min, y el volumen de las
fracciones fue de 1.25 mL. Las fracciones enriquecidas en actividad de TIM se juntaron,

concentraron y se almacenaron a 4°C bajo atmésfera de N, hasta su uso.

4.5 EXPERIMENTOS REALIZADOS CON LAS MUTANTES CONSTRUIDAS.

Los ensayos que se generaron con las enzimas purificadas, se basaron en los experimentos
previamente detallados:

1. Reactividad de las mutantes de la GITIM a los reactivos de sulfhidrilo (DTNB, MTSCE
y MMTS).

2. Determinacién del nimero de Cys derivatizadas.

Los experimentos que a continuacién se describen se realizaron con el propésito de contar
con datos estructurales de la GITIM, que nos permitan sugerir posibles perturbaciones de la

enzima al ser expuesta a los distintos derivatizantes.

4.6 EFECTOS DE UN AGENTE REDUCTOR EN LA GITIM INCUBADA CON
DTNB Y MMTS.

Con el propésito de establecer si hay reversibilidad en la inactivacion vista en la GITIM
con los derivatizantes, 10 pg/mL de la proteina se incubaron con 200 pM de DTNB a 25°C
en distintos tiempos, posteriormente se tomaron varias alicuotas a distintos tiempos y a
cada una se les adicion6 15 mM de DTT, inmediatamente se tomé una alicuota para

determinar la actividad. En otro experimento se incubaron 10 pg/mL de la GITIM silvestre
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con 10 pM de MMTS a 25°C, después se aiiadieron 15 mM de DTT y a distintos tiempos

se tomo una alicuota y se determiné la actividad.

4.7 DETERMINACION DEL ESTADO OLIGOMERICO Y ACTIVIDAD EN LA
GITIM SILVESTRE, INCUBADA CON LOS DERIVATIZANTES A DISTINTAS
RELACIONES ESTEQUIOMETRICAS.

La determinacion del estado oligomerico se hizo con el propésito de conocer la condicién
de la estructura tridimensional de la GITIM silvestre, al ser incubada con los derivatizantes.
Para estos experimentos se incubaron 5 nmoles de la GITIM silvestre con 5, 10, 20 y 100
nmoles de DTNB (la relacién estequiométrica DTNB/monémero de la GITIM fue 1:1, 2:1,
4:1 y 20:1 respectivamente), en buffer de TE pH 7.4 a 25°C. Estas relaciones
estequiométricas se realizaron con el propdsito de derivatizar a cortos tiempos cada una de
las Cys presentes por monomero de la GITIM y explorar el estado oligomérico. Las
relaciones estequiométricas de 4:1 y 20:1 tuvieron como objetivo una rapida derivatizacién
para evitar el recambio del TNB de un residuo de Cys a otro. La absorbancia se monitore6 a
412 nm.

Una vez que se derivatizé la primera Cys, se tomaron 20 ng de proteina y se pasaron
inmediatamente por una columna de exclusién molecular (300SW 7.5 X 300 mm) y se
determiné el perfil cromatografico de la GITIM con una Cys derivatizada.: Este mismo
protocolo se utilizé cuando se derivatizaron 2, 3 y 4 Cys por monémero. Simultineamente
se determind la actividad enzimatica en cada uno de los experimentos, deteniendo la
derivatizacién por dilucién. Los datos se presentan como porcentaje de actividad y

porcentaje de oligomerizacién vs Cys derivatizadas por monémero de la GITIM silvestre.

4.8 FLUORESCENCIA INTRINSECA.

La fluorescencia intrinseca permite caracterizar la conformacion de una proteina y los
posibles cambios conformacionales que esta pueda tener en algunas condiciones.

La emision de fluorescencia se origina de electrones que han sido excitados, logrando que
aumente su nivel energético, por lo que asciende a un orbital mayor y posteriormente
regrese a su estado basal. Este ultimo paso ocasiona emision de energia que siempre es

menor que la luz originalmente absorbida (Creighton, 1997). La fluorescencia de proteinas
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se origina de los residuos Phe, Tyr y Trp, sin embargo en proteinas que contienen los tres
aminoécidos la fluorescencia usualmente es dominada por la contribucién de los residuos
de Trp. Cambios en la conformacién de una proteina, van generalmente acompaiiados con
cambios de la emisién de su fluorescencia. En base a lo anterior, es posible establecer una
relacién entre la modificacién quimica de la enzima que conllevaria al abatimiento en la
catalisis y la posible perturbacién en su estructura.
El experimento consistié en incubar 100 pg/mL de la GITIM silvestre con 100 pM de
MTSCE durante 1 h a 25°C, un control de la GITIM en buffer de TE a pH 7.4 y buffer de
TE (para restar el valor basal que pudiera producir el buffer). En el transcurso de este
tiempo se registro la intensidad de la fluorescencia a distintas longitudes de onda excitando
a 295 nm utilizando un espectrofluorometro. Este equipo cuenta con un software que
permite el registro de la fluorescencia en unidades arbitrarias. Al término del experimento
los datos se transfirieron a otro paquete de Windows (Excel) y posteriormente se
transformaron a porcentaje de fluorescencia, tomando como un 100 % el pico maximo de
fluorescencia del experimento control. Los datos se expresan como porcentaje de
fluorescencia vs longitud de onda en nm.
El centro espectral de masas (CEM) se calculo de acuerdo a la siguiente formula

CEM =S A(AYZI(A) _ M

donde I(4) es la intensidad de fluorescencia a la longitud de onda A.

49 DETERMINACION DEL PATRON DE CORRIMIENTO DE LA GITIM
SILVESTRE INCUBADA CON MTSCE, EN GELES NATIVOS.

Para analizar el estado conformacional de la GITIM en condiciones de derivatizacién con
MTSCE, fue necesario realizar experimentos con geles no desnaturalizantes o nativos.

La velocidad de una proteina que se mueve a través de un gel en un campo eléctrico,
depende tanto de la carga neta que posea, como del tamafio y forma de la misma. Una
proteina en solucién puede existir como una mezcla de conformaciones que se
interconvierten (Creighton, 1997). Si la separacién electroforetica es rapida comparada con

la velocidad de interconversién hacia diferentes estados, es posible resolver los posibles
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isomeros de una proteina y con esto establecer cudl o cudles son las conformaciones que
posee en diferentes condiciones experimentales.

Las condiciones de trabajo consistieron en incubar a la GITIM sola o con MTSCE con
relaciones estequiometricas de: 1:1, 2:1 y 4:1 (MTSCE/mon6mero de GITIM), en buffer de
TE pH 7.4 durante 1 h a 25°C. Al término del experimento las muestras se pasaron por
columnas de Penefsky. Se cuantificé la proteina que eluyé y las muestras se corrieron en un
gel nativo no desnaturalizante de gradiente continuo de 4 a 16 % de acrilamida, durante

15 ha 100 Volts constantes. Posteriormente el gel se tifi6 con azul de Coomasie.

4.10 DETERMINACION DEL AREA ACCESIBLE AL SOLVENTE DE LOS
RESIDUOS DE Cys DE LA GITIM.

Recientemente en nuestro laboratorio se resolvié la estructura tridimensional de la mutante
de la GITIM C202A. Dentro de la informacién que puede obtenerse de las coordenadas de
la estructura, se encuentra la obtencion del area accesible al solvente (ASA) de los residuos
de Cys que presenta la GITIM. Considerando que un residuo mas expuesto al solvente
acuoso es mds reactivo hacia los agentes alquilantes, es posible predecir la secuencia de
derivatizaciéon para las 5 Cys de la GITIM. Esta informacion ayudé a interpretar los
resultados obtenidos de la derivatizacién de la enzima silvestre y sus mutantes.

La determinacién del ASA se obtuvo utilizando el programa en linea del NIH (Gerstein M.,
1992), asi como el software NACCESS utilizando una sonda de 1.4 A de dizmetro. Los
valores se reportaron como el porcentaje de ASA, considerando el 100 % de accesibilidad a

un residuo de Cys dentro de un tripéptido de Gly-Cys-Gly (Lee y Richard, 1970; Chotia,
1976).
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5. RESULTADOS

5.1 INACTIVACION DE LA GITIM POR DERIVATIZACION DE CYS.

Los grupos sulfhidrilo de las Cys, son los residuos més reactivos en las proteinas. Estas Cys
pueden ser alquiladas, aciladas, ariladas y oxidadas, tales modificaciones son capaces de
afectar la estructura y la funcién enzimitica (Kenyon y Bruice, 1977). Por ejemplo, la
exposicion de algunas proteinas con los agentes alquilantes DTNB, MTSCE o MMTS
promueve su inactivaciéon (Gémez-Puyou, et al., 1995; Garza-Ramos et al., 1996; Garza-
Ramos et al., 1998). Con el propdsito de conocer el efecto de estos reactivos sobre la
actividad de GITIM, se realizaron estudios de derivatizaciéon utilizando concentraciones
crecientes de los compuestos. Previamente se menciond que la enzima presenta 5 residuos
de Cys en su estructura primaria, localizados en las posiciones 14, 127, 202, 222 y 228. Por
tanto es posible evaluar el efecto de estos compuestos sobre la actividad de la enzima. -

La Figura 10 muestra que el DTNB fue capaz de inactivarla de manera dependiente de
concentracion hasta llegar al 92 % a partir de 20 uM. Al aumentar las concentraciones de

este compuesto, el porcentaje de actividad residual fluctué entre un 5 a 8 %.

100+

754

50

% actividad

25—

DTNB (:M)

Figura 10. Inactivacién de la GITIM en funcién de la concentracion de DTNB. Se incubaron 50 ug/mL de la
enzima en buffer de TE a pH 7.4 con diferentes concentraciones de DTNB. Después de incubar 2 h a 25°C, se

tomaron alicuotas para determinar la actividad residual.

Asi, este resultado sugiere que la inactivacién de la GITIM por el DTNB puede deberse a

una perturbacién en el sitio activo o en la estructura general de la enzima, promovido por la
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adicion de un grupo voluminoso y con carga neta negativa denominado TNB (Tabla 5).
Considerando el resultado anterior, se trato de establecer cudl propiedad afecta
principalmente a la actividad: el volumen o la carga conferida por el derivatizante. Se
evalué el efecto del MTSCE que al reaccionar con Cys, genera un producto denominado
carboxietil sulfuro, el cual esta cargado negativamente y exhibe un volumen molecular 1.7
veces menor que el TNB (Tabla 5).. Si el volumen es la condicionante principal para la
inactivacion, entonces al incubar la enzima con MTSCE se esperaria una menor
perturbacion en la estructura y la actividad. Por el contrario si la carga negativa es el factor
que promueve mayoritariamente la perturbacion, entonces se esperaria una inactivacién

similar a la obtenida con el DTNB. La Figura 11 muestra los resultados obtenidos.

100-
o 75-
1]
RS
2
© 50
[+
2
25
n
0y T T v T v ¥ T T v T
0 20 40 60 80 100

MTSCE pM

Figura 11. Inactivacién de la GITIM incubada con MTSCE. Después de incubar 50 pg/ml de GITIM en
buffer de TE, pH 7.4 2 h a 25°C con distintas concentraciones del derivatizante, al final del ensayo se tomaron

alfcuotas y se determiné la actividad residual.

El MTSCE inactivé a la enzima de forma similar a como lo hizo el DTNB. Conforme se
incrementaron las concentraciones del compuesto, 1a actividad disminuy6 progresivamente
hasta llegar a un 5 % con 50 pM de DTNB.

Los resultados sugieren que la carga negativa conferida a la Cys derivatizada es un factor
importante para lograr inactivar a la GITIM. Sin embargo, para obtener el 50 % de
inactivacién con MTSCE (cerca de 6 pM) se requirié6 dos veces la concentracion del
DTNB, por lo que el tiosulfonato fue menos eficiente. Asi, a pesar de que estas diferencias

son marginales, fueron reproducibles a lo largo del estudio, suginendo la existencia de otro
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factor que contribuye a la inactivacién de la enzima. Este factor podria ser la diferencia en
volumen, del producte generado por cada compuesto al derivatizar Cys. Para abordar esta
tltima idea, se evalué a la GITIM con MMTS, un derivatizante cuyo aducto sin carga es 3.5
veces menos voluminoso que el DTNB (Tabla 5). Por tanto si el volumen del derivatizante
es importante, se esperaria que la derivatizacién con MMTS provoque un menor grado de
inactivacion. Como se muestra en la Figura 12, la actividad de la GITIM disminuyé = 50 %

con 5 pM de MMTS, sin embargo el uso de concentraciones mayores no modificé mas la

actividad.
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Figura 12. Inactivacion de la GITIM con distintas concentraciones de MMTS. Se utilizaron 50 pg/mL de la

enzima en buffer de TE pH 7.4, después de incubarla 2 h a 25°C se tomaron alicuotas y se determind la

actividad residual.

Asi, considerando los resultados en conjunto, se sugiere que es necesario derivatizar las
Cys de la GITIM con un grupo voluminoso y con carga para obtener su completa
inactivacién. Por otra parte, a pesar de que sélo se consiguié el 50 % de inactivacién
méxima con MMTS, es notable el efecto que se obtuvo a bajas concentraciones. Asi, con 1
uM se observé una disminucién de la actividad del 30 %, en contraste con el 15 % que se
registr6 utilizando DTNB o MTSCE a la misma concentracién. Dado que el MMTS es un
compuesto neutro, capaz de acceder eficientemente al interior de la enzima, el resultado

sugiere la existencia de Cys ocultas al solvente que al modificarse, perturban

significativamente la actividad.
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Aunque la idea de requerir un grupo voluminoso y con carga para la inactivacion es
sugestiva, cabe aclarar que la cantidad de Cys que cada compuesto derivatiza podria

también influir el comportamiento diferencial de estos compuestos. Tal posibilidad se

evalud en el siguiente apartado.
Reacciones de los derivatizantes con la Cys van der Waals (A%)
138
DTNB
3 Wt + i i ) y 80
MTSCE ¢, s0,-S-CHECHECOO! RCHyS: —»R-CHzS-X
. Cys Cys
MMTS iy .
_ CH3-S02- S-CHs derivatizada 38

Tabla 5. Reacciones de los derivatizantes con Cys. El 4rea de van der Waals es un estimado basado en valores
reportados para algunos aminoacidos (Creighton, 1993). El 4rea sombreada en los derivatizantes corresponde

a lo que se adiciona al grupo tiolato de la Cys. La X sombreada en la Cys derivatizada representa dicha
adicion.

5.2 CUANTIFICACION DE CYS Y DETERMINACION DE ACTIVIDAD EN LA
GITIM SILVESTRE.

Esta técnica nos permitié evaluar las Cys participantes en la inactivacion enzimatica
promovida por los derivatizantes. La cuantificacion se basé en el método de Ellman

previamente descrito. La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos con cada uno de los

derivatizantes.
Derivatizante Cys Derivatizadas/ monémero Porcentaje de actividad
- 0 100
DTNB 39+0.2 10£3
MTSCE 3.8+03 5+2
MMTS 33+ 03 50+ 6

Tabla 6. Niimero de Cys por monomero de la GITIM que derivatizé cada compuesto, previa incubacién de 2 h

a 25°C. El porcentaje de actividad es la maxima inactivacién observada.

Tanto el DTNB como el MTSCE derivatizaron 4 Cys/mondémero, con una inactivacion
mayor al 90 %. En cambio el MMTS derivatizé 3 Cys/monémero y la inactivacion maxima
fue ~ 50 %. Cabe sefialar que para cuantificar la quinta Cys fue necesario desnaturalizar la

proteina, lo que indica que ésta es completamente inaccesible a los agentes quimicos. El
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hecho de que el MMTS haya modificado menor nimero de Cys, apoya la idea de que se
induce la menor alteracion estructural con este compuesto. En este mismo orden de ideas, el
DTNB y el MTSCE aportarian mas volumen y carga negativa, generando asi “nuevos
accesos” que exponen a otras Cys al solvente, originalmente menos accesibles. Los datos
obtenidos parecen indicar que se requieren derivatizar 4 Cys/monémero para inactivar la
GITIM. Sin embargo, como se describe mas adelante, los resultados de doble marcaje

sugieren que s6lo se requieren de tres Cys modificadas para lograr dicho efecto.

5.3 DOBLE MARCAJE CON MMTS Y DTNB, MEDICION DE LA ACTIVIDAD Y
DETERMINA CION DEL NUMERO DE CYS EN LA GITIM.

Debido a que el MMTS inactiva a la GITIM al 50 % derivatizando 3 Cys/monémero, fue
posible aprovechar tal condicién con el propésito de evaluar si las Cys que reaccionan con
este compuesto son las mismas que modifica el DTNB. Esto se realizé a través del método
de doble marcaje. Una posibilidad serfa que la enzima pretratada con MMTS no se
Inactivaré con la adicién del DTNB. Lo que significaria que las Cys que reaccionaron con
el MMTS son las mismas que modifica el DTNB y que participan en la total inactivacién
total de la enzima. Por el contrario si la actividad cae mas del 50 %, entonces las Cys que

derivatiza el MMTS son distintas a las que modifica e] DTNB.

100

—e— Control (GITIM silvestre)
75 —Oo— Proteccion con MMTS

% actividad

DTNB (uM)

Figura 13. Doble marcaje con MMTS y DTNB. La enzima se incub6 previamente con un exceso de MMTS

y posteriormente con DTNB 2 h a 25°C (circulos abiertos). El control consistié en GITIM incubada sélo con

DTNB (circulos cerrados).
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Los resultados ilustrados en la Figura 13 demuestran que la GITIM pretratada con MMTS
fue insensible al DTNB, mientras que el control se inactivé mas del 90 %. Es claro que el
MMTS protegié a la enzima de la inactivacion con DTNB. Esto sugiere que las Cys
responsables de la inactivacién maxima estaban previamente ocupadas con el aducto del
MMTS. Ademads de determinar el intervalo de inactivacién en la doble derivatizacidn, se
cuantificé el nimero de Cys modificadas con el propédsito de establecer si el DTNB accedi6

a otras Cys que el MMTS no afecto, la Tabla 7 muestra estos resultados.

MMTS DTNB Cys Derivatizadas/ Porcentaje de
monémero actividad
- - 0 100
v V(2 h) 33+ 03 50+ 6
v /(24 h) 4.1+ 02 50+ 6

Tabla 7. Nimero de Cys por monémero de la GITIM obtenidas con el doble marcaje. La enzima se incub6

con DTNB durante 2 y 24 ha 25 °C.

A las 2 h se denvatizaron 3 Cys/mondémero, mientras que a las 24 h de incubacién se
modificaron 4 Cys/monémero. Estos resultados muestran que aunque el DTNB accedi6 a
una Cys mas, no se comprometié la actividad, y sugieren que 3 Cys son las probables

responsables de la maxima inactivacién registrada.

5.4 REACTIVIDAD DE LAS MUTANTES DE LA GITIM A LOS AGENTES
DERIVATIZANTES DE Cys DTNB, MTSCE Y MMTS.

Los reactivos de sulfhidrilo utilizados en la GITIM silvestre revelaron su magnitud de
inactivacion, asi como el nimero de Cys que derivatizé cada uno. Sin embargo, aunque los
datos sugieren que se necesitan derivatizar tres de estos residuos por subunidad para
inactivar a la enzima, no es posible definir cuales Cys participan en este proceso. Esta
pregunta se abordé sustituyendo cada Cys por Ala en la GITIM, y determinar en cada
mutante la actividad residual al exponerla a los reactivos de sulfhidrlo. Después de que las
mutantes se aislaron con una pureza mayor al 95 %, se les determinaron sus pardmetros
cinéticos. Como' se muestra en la Tabla 8, los valores de Km de las enzimas silvestre y
mutantes fueron similares. De igual forma la k., fue muy cercana entre las mutantes y la

enzima silvestre, excepto en la C228A que fue aproximadamente de la mitad. La similitud
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de dichos valores indica que las sustituciones por si mismas no afectaron de manera
significativa la funcién de las enzimas. Asi, este estudio se consideré como pardmetro de

confianza para comparar los resultados obtenidos de la derivatizacién entre las mutantes y

la silvestre.

GITIM Km (mM) kear (10” min™)
Silvestre 0.78 £ 0.06 46%0.16
Cl4A 0.410.06 5+0.16
CI127A 0.36 + 0.06 35+0.1
C202A 0.8+0.09 29%0.14
C222A 1.8+03 5+04
2284 0.25+0.07 1.87+0.19

Tabla 8. Constantes cinéticas de las mutantes construidas de la GITIM. Valores similares a lo reportado en la

silvestre.

En los ensayos de inactivacion, la incubacion con DTNB produjo total inactivacién en casi
todas las enzimas. La Figura 14 muestra que las mutantes C14A, C127A, C202A y C228A
tuvieron una disminucién en la actividad similar a la silvestre; por arriba de 20 pM de

DTNB la inactivacion fue completa. En contraste, la C222A mantuvo su actividad al 100 %

y fue independiente de la concentraciéon del DTNB que se ensayo.

—o— silvestre
—B— C14A

C127A
—w— C202A
—o— C228A
—0— C22A(2h)
---O--- C222A (24 h)

% actividad

DTNB (uM)

Figura 14. Porcentaje de actividad residual de la GITIM silvestre y mutantes, incubadas con DTNB por 2 h

(lineas continuas) 6 24 h (linea discontinua). Se usaron 50 pg/mL de cada enzima en buffer de TE a pH 7.4

con diferentes concentraciones de DTNB.
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Estos datos sugieren que la derivatizacién del residuo 222 es esencial para inactivar a la
enzima. Con el propdsito de evaluar la inactivacién con DTNB a un periodo de incubacién
mayor, el experimento se extendi6 a 24 h. En la Figura 14 se muestra que a este tiempo de
incubacién la actividad de la C222A disminuy6 un 22 %. La inactivacién parcial de la
C222A, sugiere que a tiempos largos se promueve la derivatizacién de otros residuos de
Cys, que contribuyen en menor proporcion a la inactivacién. Para confirmar lo anterior, se
cuantificé el nimero de Cys modificadas a las 2 y 24 h de incubacién. Al primer tiempo el
DTNB derivatizé 1.9 * 0.32 Cys/monémero, mientras que a las 24 h se modificaron 3 +
0.28 Cys/monémero, lo que sugiere que la tercera Cys modificada podria contribuir con el
22 % de inactivacion. Asi, este resultado prueba la posible participacién de Cys distintas a

la Cys222 en la pérdida de actividad.

Por otro lado también se evalué el efecto del MTSCE sobre las enzimas mutantes (Figura
15). De forma anéloga a lo demostrado con el DTNB y a excepcion de la mutante C222A,
el resto de las enzimas evaluadas fueron significativamente sensibles a este compuesto. Al
incrementarse las concentraciones del MTSCE, la actividad disminuyé gradualmente hasta
alcanzar una inactivacién maxima con 60 uM. Los resultados obtenidos apoyan la
propuesta referente a que es necesario modificar quimicamente a la Cys222 de la GITIM

para inducir la pérdida de la actividad.
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Figura 15. Porcentaje de actividad remanente de las enzimas silvestre y mutantes tratadas con concentraciones
crecientes de MTSCE. Se utilizaron 50 pg/mL de cada enzima y se incubaron 2 h a 25°C en buffer de TE pH

7.4. Al final del ensayo se tomaron alicuotas de cada condicion y se determind la actividad residual.
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En contraste con los anteriores derivatizantes, el MMTS inactivé diferencialmente a
algunas mutantes (Figura 16). Las enzimas C202A y C228A se comportaron igual que la
silvestre, alcanzando su maxima inactivacién (= 50 %) con 6 uM de MMTS. En cambio, la
C127A se inactivé un 30 % cuando la concentracidn fue de entre 5 a 50 uM; por arriba de
estas concentraciones de MMTS la actividad decayod hasta un 50 %. La C14A que resistié
mas que las mutantes ya descritas, sélo se inactivd un 30 % a las concentraciones de
MMTS ensayadas. Los resultados indican una probable contribucidn de la Cysi4 en la
inactivacion con MMTS. Nuevamente la C222A resistié a la incubacién con el
derivatizante y conservoé su actividad al 100 % durante toda la condicién experimental.

Los ensayos de inactivacién con MMTS se complementaron con la determinacién del
numero de Cys derivatizadas en las mutantes C14A y C127A. Asi, cuando se incubaron
con 500 pM de MMTS, el nimero de Cys modificadas por subunidad fue de 3 £ 0.16 y de
3.88 £ 0.2 para la C14A y CI127A, respectivamente. Esto significa que para el caso de la
C127A se alcanzaron a modificar sus cuatro Cys por subunidad. Tal resultado posiblemente
se deba a que la sustitucion de Cys por Ala en la posicién 127 promueva que la estructura

de la enzima se relaje, permitiendo el libre acceso del compuesto a todas las Cys.

--e— silvestre
—m— C14A
--h- C127TA
--wv— C202A
|—— C228A
—o— C222A
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Figura 16. Porcentaje de actividad residual en las enzimas silvestre y mutantes, a distintas concentraciones de

MMTS. Se utilizaron 50 pg/mL de la enzima en buffer de TE pH 7.4, después de incubarlas 2 h a 25°C se

tomaron alicuotas y se determiné la actividad residual.
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S.5EFECTO DEL DTT EN LA GITIM INCUBADA CON DTNB Y MMTS.

Una manera de evaluar indirectamente el grado de modificacién en la estructura
tridimensional de la GITIM por inactivacién con DTNB y MMTS, es a través de estudiar la
reversibilidad inducida por la adicién de DTT. Se ha observado que a mayor grado de
alteraciOn estructural por los agentes derivatizantes, la capacidad de revertir la inactivacién
disminuye. Por ejemplo, los estudios con la TIM de tripanosomatidos tratados con MMTS
mostraron s6lo un 10 % de reversibilidad, coincidiendo con un grado de alteracién
estructural muy importante (Gémez-Puyou et al., 1995).

El primer derivatizante que se ensay6 fue el DTNB (Figura 17); utilizando 200 pM de este
compuesto la inactivacion maxima de la enzima se obtuvo a los 5 min (dato no mostrado).
La primer alicuota que se tomé fue a los 10 min y se le afiadié DTT; la actividad se
recuper$ de inmediato y completamente. Sin embargo, conforme se incrementé el tiempo
de incubacion con DTNB, el DTT fue menos eficiente para permitir recobrar la actividad
enzimdtica, obteniéndose s6lo un 27 % de recuperacién a los 1400 min. Este resultado
sugiere que a tiempos largos de incubacién, la alteracién en la estructura tridimensional de

la GITIM por DTNB es mayor.
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Figura 17. Recuperacién de la actividad empleando DTT en la GITIM pretratada con DTNB. Se incubd
GITIM a una concentracién de 10 pg/mL con 200 uM de DTNB hasta inactivarla al maximo. Después se
continué la incubacién y se tomaron alicuotas a los tiempos indicados y se les afadié 15 mM de DTT.
Inmediatamente después se midié la actividad residual. Las barras muestran el porcentaje maximo de

recuperacion.
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Para el caso del ensayo con MMTS se utilizé una sola adicién de DTT después de incubar
120 min a la enzima con dicho derivatizante (Figura 18). En esta condicién, la recuperacién
de la actividad fue lenta y parcial con un maximo de 25 %. A pesar de que el MMTS es
neutro, pequefio y de que inactiva = 50 %, la enzima no mostrd reactivacién total a los
tiempos evaluados. Tal resultado podria sugerir que este agente quimico modifica la
conformacién de la zona cercana a las Cys derivatizadas. Sin embargo a pesar de que esta

modificacién es local, ]a cinética de recuperacién en estas zonas hacia su estado nativo

aparentemente es lenta.
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Figura 18. Reversibilidad en la inactivacién de GITIM con MMTS. La enzima (10 ng/mL) se incub6 con 10
UM de este compuesto hasta inactivarla = 50 %. A los 120 min se le adicionaron 15 mM dé DTT y se tomé

una alicuota para medir la actividad. La flecha indica el momento de anadir el DTT.

5.6 DATOS ESTRUCTURALES.

Los datos que hasta aqui se presentaron nos ayudan a determinar probables sitios blanco en
la GITIM para disefar a largo plazo compuestos antiparasitarios. Sin embargo, es también
importante contar con datos estructurales que establezcan una relacion entre la inactivacion
y la posible desestabilizacién estructural en la enzima. Por lo anterior, se realizaron

experimentos de cromatografia por exclusién molecular, fluorescencia intrinseca y

electroforesis en geles nativos.
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5.6.1 DETERMINACION DEL ESTADO OLIGOMERICO Y PORCENTAJE DE
ACTIVIDAD EN LA GITIM, INCUBADA CON LOS DERIVATIZANTES A
DISTINTAS RELACIONES ESTEQUIOMETRICAS.

En la inactivacién de la GITIM por agentes sulfhidrilo, estdn involucradas varias Cys, que
contribuyen de manera diferencial en este proceso. Tal inactivacién podria relacionarse con
alteraciones en los contactos entre las subunidades, afectando su asociacién en forma
similar a lo observado en EhnTIM (Rodriguez-Romero et al., 2002).

Para identificar la contribucién de cada Cys, se realizaron experimentos incubando la
enzima a distintas relaciones estequiométricas con DTNB. En cada relacién se tomé una
alicuota y se midieron simultaneamente el nimero de Cys derivatizadas, la actividad
residual, y el estado oligomérico mediante filtracién molecular. La Figura 19 muestra los

resultados obtenidos.
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Figura 19. Relacion entre el porcentaje de actividad y el estado oligomérico en la GITIM, al incubarse con
DTNB a distintas relaciones estequiometricas. Las condiciones cromatograficas, asi como la determinacién de

la actividad y ndmero de Cys modificadas se describen en Material y Métodos.

La inactivacién se inicié6 desde que la primera Cys/subunidad fue derivatizada,
obteniéndose ¢l 90 % de la inactivacién cuando se modificaron tres Cys. Con la cuarta
Cys/monémero derivatizada la enzima se inactivé totalmente. Por otro lado, con la primera
Cys modificada la poblacién dimérica sélo disminuyé 10 %; con la tercer Cys modificada

la cantidad de dimero presente fue del 70 %. Cuando se derivatizaron 4 Cys/monémero, la
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poblacion dimérica cay6 drasticamente, enriqueciéndose con esto la fraccién monomeérica.
Este comportamiento sugiere que al derivatizar exhaustivamente la GITIM con un grupo
voluminoso y con carga, es posible lograr desestabilizar la estructura dimérica. Por tanto, el
DTNB debe ser capaz de llegar hasta la Cys de interfase y monomerizar la enzima. La

Tabla 9 es un resumen de algunos de los valores obtenidos para estos ensayos.

DTNB/monémero | Cys derivatizadas/ Porcentaje de Porcentaje del | Porcentaje del
de GITIM mondmero actividad dimero monomero
0 0 100 1002 0
121 1+04 805 92+ 3 10+ 3
2:1 7 23102 55+6 85+ 4 15+ 4
4:1 3403 10+4 75+4 20+ 4
20:1 42403 242 25+5 75+ 4

Tabla 9. Cys derivatizadas con DTNB y porcentaje de actividad residual de la GITIM determinadas a distintas
relaciones estequiometricas. El porcentaje del dimero y mondémero, asi como de la actividad residual, se

obtuvieron a partir de los valores mostrados en la Fig. 20.

A diferencia de la evaluacién con DTNB, en los ensayos con MTSCE la enzima mantuvo
constante su poblacion dimérica en todas las relaciones estequiometricas que se ensayaron
(Tabla 10). Al obtener una Cys/monémero modificada con MTSCE, el porcentaje de
actividad disminuy6 10 %, mientras que con dos Cys modificadas la inactivacién fue de un
35 %. Cuando se lograron derivatizar cerca de 4 Cys/monémero la GITIM se inactivé
totalmente. En todas las relaciones estequiometricas que se ensayaron, los datos

cromatograficos mostraron que el estado dimérico se conservo.

MTSCE/monémero de Cys Porcentaje de Porcentaje del
GITIM derivatizadas/mondomero actividad dimero
0 0 100 1002
1:1 0.8+02 925+4 95+ 3
2:1 23+02 66.5+6 99 + 4
31 29403 415+7 1002
4:1 3.8+0.3 71+ 4 94 +3

Tabla 10. Cys derivatizadas a distintas relaciones estequiometricas con MTSCE. Se muestra el porcentaje de

actividad para cada Cys.
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5.6.2 FLUORESCENCIA INTRINSECA DE LA GITIM SILVESTRE.

Con la intencién de analizar los posibles cambios en la estructura de la GITIM se hicieron
estudios de fluorescencia intrinseca. Para estos experimentos la enzima se incubé con 100
wM de MTSCE para asegurar su inactivacién al méaximo. Inmediatamente después se
realizaron determinaciones de fluorescencia en un curso temporal, la Figura 20 muestra el

resultado obtenido.
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Figura 20. Espectro de emisién de fluorescencia, excitando a 295 nm. La grafica muestra el porcentaje de

fluorescencia intrinseca considerando como 100 % la enzima con MTSCE.

Los resultados muestran 2 espectros de fluorescencia principales, €l espectro superior
corresponde al experimento control (sin MTSCE), con 100 % de fluorescencia en el pico
maximo. En el espectro inferior estdn sobrepuestas las condiciones con MTSCE a todos los
tiempos evaluados. El primer espectro que se obtuvo fue a los 25 seg de incubacién con el
compuesto, obteniéndose una disminucién en la fluorescencia de un 20 %. A partir de este
momento, el porcentaje de fluorescencia en el resto de los tiempos evaluados fue el mismo.
Esto sugiere una rapida modificacion estructural, probablemente debida a la derivatizacion
de la Cys mds expuesta (ver discusion).

El valor de CEM para el control fue de 344 nm, mientras que el resto de los tiempos de
incubacién con MTSCE presentaron un CEM de 347.5 nm. Este desplazamiento fue de 3.5
nm hacia longitudes de onda mayores (corrimiento hacia el rojo) lo cudl sugiere cambios en

la polaridad del medioambiente inmediato a los fluoréforos.
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5.6.3 DETERMINACION DEL PATRON DE MIGRACION EN LA GITIM
MEDIANTE GEL NATIVO.

Una pregunta de interés es, si la derivatizaciéon de la GITIM puede evidenciarse por la
modificacién de alguna otra propiedad bioquimica. Por ejemplo, a través de conferirle
carga neta detectable a la enzima. En un gel nativo la movilidad de una proteina depende
principalmente de su relacién carga/masa. Asi, dos proteinas que posean la misma masa
molecular pero diferente carga neta, tendrdn distinta movilidad electroforética. En caso de
los geles nativos utilizados en este trabajo, la polaridad del campo electromagnético esta
invertida (el cdtodo en la parte inferior del gel), por lo que una proteina que posea carga
neta negativa tendrd menos movilidad que aquella que no posea esta caracteristica.

De los reactivos usados, el MTSCE afiade una carga neta negativa a la Cys derivatizada
(Tabla 5), sin embargo el anlisis cromatografico mostr6 que el complejo GITIM-MTSCE
mantiene su estructura cuaternaria (Tabla 10). Por tanto, es posible detectar la adicién de la
carga neta negativa mediante electroforesis en geles nativos. Para abordar esta pregunta, la
GITIM se incubd a distintas relaciones estequiométricas con el derivatizante. Después de

eliminar el MTSCE excedente, la muestra se corrié en un gel nativo, Figura 21.
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Figura 21. Gel nativo de la GITIM incubada lh a 25°C con distintas relaciones estequiometricas

MTSCE:monémero. Carril 1, GITIM sin MTSCE; carril 2, relacién 1:1; carril 3, relacién 2:1; carril 4,

relacién 4:1.

La migracién de la enzima control (carril 1) fue mayor que las modificadas por el MTSCE
(carriles 2 a 4). Ademas las enzimas de los carriles 2, 3 y 4 mostraron diferencias de
migracién muy discretas entre ellas. Estos datos sugieren que la inactivacién de la GITIM
inducida con el MTSCE esta relacionada con la adicién de grupos con carga negativa sobre

los residuos de Cys.
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6. DISCUSION

6.1 LA Cys222 DE LA GITIM ES UN SITIO BLANCO PARA LA INACTIVACION
DE LA ENZIMA.

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar el comportamiento de la GITIM y sus
residuos de Cys, en funcién al tratamiento con distintos agentes derivatizantes. El propoésito
fue conocer si es posible considerar alguna o algunas de las Cys como regiones blanco para
el disefio de moléculas inactivadotas de la enzima. Esta idea se abordd, considerando
trabajos previos que centraron su atencién en residuos poco conservados de proteinas
homologas. En estos, se han caracterizado grupos sulthidrilo con reactivos especificos para
dichos grupos. Los resultados obtenidos al exponer la GITIM a 3 diferentes derivatizantes,
sugieren que la modificacién quimica del residuo C222 es la principal responsable en la
inactivacion. Aunque el numero de Cys que derivatizé cada compuesto fue de 3 6 4, resulta
complicado conocer con estos datos el orden de derivatizacién. Sin embargo, la obtencién
de un cristal en nuestro laboratorio nos permitié obtener informacién importante referente
al ambiente que rodea a las Cys de la GITIM.

Por ejemplo, se obtuvo el porcentaje de area accesible al solvente (ASA) que exhibe cada
uno de estos residuos. Esta informacion permite realizar una prediccién del orden de
derivatizacion en funcién de la accesibilidad al agua que presenta cada residﬁo de Cys. Por
ejemplo, Maithal y colaboradores (2002) obtuvieron datos de ASA para las 4 Cys presentes
en la PfTIM. El ASA de sus residuos de Cys en orden decreciente fue: C196, C217, C13 y
C126, cuyos valores en porcentaje son 36.5, 2.8, 0.1 y 0, respectivamente. Los autores
demostraron que el orden de derivatizacion fue proporcional al valor de ASA de estos
residuos. Asi, primero se modifico la C196, segundo la C13, y los residuos C126 y C217 se
derivatizaron simultaneamente.

En el caso de la GITIM el porcentaje de ASA en orden decreciente que se calculd para cada
una de las cinco Cys fue: primero la C202, segundo la C228, cuyos valores son 34 y 0.8,
respectivamente. La C14 y C222 presentan el mismo valor de ASA (0.09), mientras que la

C127 exhibié un valor de cero. La Figura 22 muestra la posicion espacial de estos residuos.
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Figura 22. Estructura de una de las subunidades de la GITIM en representacién de listones. Las flechas
indican la posici6n de los residuos de Cys presentes.

Nuestros datos de ASA permiten sugerir que el orden de derivatizaciéon es: primero la
C202, segundo la C228. La C14 y la C222 presentaron el mismo valor de ASA (0.09 %),
por lo que la probabilidad de modificacién quimica para ambos residuos seria equivalente.
Sin embargo, los datos cromatograficos de la GITIM tratada con DTNB demuestran que se
requieren 3 Cys modificadas para la inactivacion, y de 4 para la disociacién del dimero
(Tabla 9). Debido a que la alquilacién de la C222 es responsable de la mayor inactivacion
(ver Figs. 14 a 16), proponemos que éste es el tercer residuo en derivatizarse. Asi, el cuarto
residuo que se modificaria es la C14; esta propuesta se apoya ademas con los estudios de
derivatizacién en la EhTIM, donde se demostré que la modificacion de la C14 induce la
disociacion de la enzima (Rodriguez-Romero et al., 2002). La quinta Cys s6lo puede
cuantificarse desnaturalizando a la proteina con SDS, esta Cys posiblemente sea la C127.
Datos obtenidos en PfTIM indican que el residuo equivalente a la C127 en GITIM tiene
poca accesibilidad al solvente, asi como la resistencia a ser derivatizado por el acido
1odoacético (Maithal et al., 2002). Por otra parte, los experimentos de cromatografia de
filtraciéon molecular realizados en la GITIM tratada con MTSCE muestran que la fraccion
dimérica permanece constante. En contraste, la actividad disminuye gradualmente
conforme se derivatizan Cys (ver Tabla 10). Por tanto, para la GITIM, es importante

considerar no solo la carga del derivatizante, sino ademas las dimensiones del mismo, para
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lograr un efecto inhibitorio y de disociacién de la enzima. Al respecto, debe recordarse que
a pesar de que el MTSCE y el DTNB presentan carga neta negativa, éste ltimo es 1.7
veces mas voluminoso (Tabla 5). '

Los datos de doble marcaje (ver Fig. 13) indican que el MMTS protege contra la
inactivaciéon producida con el DTNB en la GITIM. Esto sugiere que ambos agentes
quimicos derivatizan las mismas Cys. Asi mismo, un dato interesante que adicionalmente
se obtuvo es que, aunque el DTNB logra alquilar una Cys mas de la GITIM previamente
tratada con MMTS, la actividad no se modificé. Estos resultados apoyan fuertemente que la
inactivacion completa de la GITIM se obtiene utilizando un agente quimico cargado y
voluminoso. La relevancia de modificar Cys con un grupo grande y con carga neta
negativa, ha sido también sugerida por Garza-Ramos y colaboradores (1996). Este grupo
investigd el efecto de algunos derivatizantes sobre la TIM de S. Pombe (SpTIM). Por
ejemplo, al exponer a la enzima con MMTS la gctividad disminuy6 aproximadamente un
50 %. Por otra parte, si la enzima se trataba con PTTS (ver Fig. 5) se obtenia un 90 % de
inactivacién. En cambio, cuando la enzima se incubd primero con MMTS y posteriormente
con PTTS, la actividad sélo disminuyé un 50 % (producido inicamente por el MMTS),
logrando proteger a la enzima contra el efecto del PTTS. De sus analisis de derivatizacién
de las dos Cys que la SpTIM contiene (C126 y C217) concluyeron que la inactivacién
podria deberse a la modificacion quimica de la C217, que es homoéloga en posicién a la
C222 de la GITIM. Asi, los resultados descritos anteriormente en conjunto con los
antecedentes mencionados, sugieren que la disminucion de la catélisis de la GITIM se debe
principalmente a la modificacién quimica de la C222. Este dato se confirm6 con los

estudios de mutagénesis dirigida, mostrando que la mutante C222A es completamente

resistente al tratamiento con derivatizantes (Ver Figs. 14 a 16).

6.2 LA DISOCIACION DEL DIMERO NO ES REPONSABLE DE LA
INACTIVACION EN LA GITIM.

Los datos reportados del estado oligomérico de la GITIM al incubarla con MTSCE 6
DTNB fueron contrastantes. Mientras que con el primer compuesto se mantuvo una
poblacion dimérica, con el segundo se obtuvo una disminucién gradual de la fraccion

dimérica (Tabla 10 y Fig. 19). De esta forma, al alcanzar un nimero de 4 Cys derivatizadas
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con DTNB, la fraccion dimérica disminuyd drasticamente, incrementandose
simultineamente la poblacién monomérica. Sin embargo, es importante subrayar que el
porcentaje de actividad llegd a su nivel mas bajo desde la tercer Cys derivatizada. Asi, estos
datos sugieren que la monomerizacion no es responsable de la caida mas importante de la
actividad enzimatica en GITIM mediante la derivatizacion de Cys.

Por ofra parte, observamos que la disociacién de la GITIM al tratarla con DTNB no
present6 agregacion. Este comportamiento es similar a lo se que reporté para la EnTIM
tratada con MMTS, y para la PfTIM tratada con &cido iodoacético en donde estos
compuestos disociaron a las enzimas sin agregarlas. En contraste la modificaciéon quimica

en las TIM de T. brucei, T. cruzi y L. mexicana muestran una clara tendencia a la

agregacion (Garza-Ramos et al., 1998).

6.3 ANALISIS DE LA GITIM DERIVATIZADA CON MTSCE.

En experimentos subsecuentes se investigd la posible perturbacion estructural de la GITIM
al incubarse con MTSCE. La modificacién quimica produjo una disminucién del 20 % en
la fluorescencia intrinseca. En cambio, el pico de maxima emisién de fluorescencia asi
como el CEM tuvo un corrimiento hacia el rojo de 4 nm.

Interesantemente el MTSCE modificé 4 Cys en la GITIM y posiblemente una de ellas sea
la C14, sin embargo la enzima no mostr6 disociacién (Tabla 10). Los datos de fluorescencia
sugieren una alteracion parcial en su estructura como consecuencia de la modificacion
- quimica. Esta alteraciéon se encuentra probablemente en el ambiente cercano a lo(s)
fluoréforo(s). Ademas, el obtener pequeiias diferencias en el CEM sugiere que la polaridad
del ambiente inmediato a los fluoroforos no cambid significativamente. Asi, la enzima no
parece sufrir modificaciones importantes en el area accesible al solvente por la
derivatizacion con MTSCE. Este dato contrasta con lo reportado para la derivatizacién de la
TbTIM, donde se observo que la fluorescencia intrinseca disminuy6 un 42 % (Gomez-
Puyou et al., 1995). Por ultimo, el andlisis de la movilidad electroforética de la GITIM
tratada con MTSCE en geles nativos, confirmé que este compuesto confiere carga neta a la
enzima, modificando con esto su movilidad electroforética. Concluimos por tanto que la
carga del derivatizante es importante para inactivar la enzima. El resultado obtenido del gel

también sugiere que este compuesto no desestabiliza a la GITIM.
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7. CONCLUSIONES

La inactivacion de la GITIM con los derivatizantes permitié explorar regiones de la enzima

como posibles sitios importantes para considerar en el disefio de antiparasitarios.

La méaxima inactivacion de la enzima se obtiene derivatizando con un compuesto que

aporte un grupo relativamente grande y con carga neta negativa a la Cys.

La modificacién quimica de la Cys222 es fundamental para inducir la inactivacion de la
enzima, sugiriendo ser un blanco muy promisorio en el disefio de alguna molécula que
inactive selectivamente a la TIM de G. lamblia. Otro(s) residuos de Cys también pudieran

estar contribuyendo a la inactivacion, por lo que también podrian ser considerados como un

blanco secundario o en sinergia con el residuo C222.
Los resultados descritos en este trabajo enfatizan la idea de considerar residuos distintos a

lo clasicamente reportado (C14) como blanco para disefiar antiparasitarios. De esta forma,

se abren posibilidades de explorar regiones poco contempladas en dichas enzimas.
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