UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

CONTRIBUCION DE LAS PORCIONES INTERFACIAL Y NO
INTERFACIAL EN LA CINETICA DE FORMACION DEL
DIMERO DE LA TRIOSAFOSFATO ISOMERASA. EVIDENCIA

DE INTERCOMUNICACION DINAMICA ENTRE MONOMEROS

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS
PRESENTA

VIVIANA CHANTAL ZOMOSA SIGNORET

Ciudad Universitaria 2005



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.



Este trabajo se realizod bajo la direccion del Dr.
Armando Gomez-Puyou en los laboratorios 104
y 105 oriente del Instituto de Fisiologia Celular
de la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico.

Durante el proyecto doctoral, Viviana Zomosa

Signoret, recibi6 una beca del CONACYyT.



I just want to understand life and its unfolding

Francois Jacob



DEDICO ESTA TESIS A MI ABUELITA MARTHA

POILLON DE SIGNORET.

TU SIEMPRE SERAS MI EJEMPLO A SEGUIR, AUNQUE
YA NO ESTES CONMIGO, TUS ENSENANZAS Y
CONSEJOS PERMANECERAN VIVOS DENTRO DE MI

ERES LA BRUJULA QUE SIEMPRE GUIARA MI CAMINO.



AGRADECIMIENTOS ACADEMICOS

A la Universidad Nacional Autébnoma de México, en especial, a la Facultad de
Quimica y al Instituto de Fisiologia Celular por haberme hecho la persona que soy.

A los Dres. Marietta Tuena y Armando Gomez-Puyou, no solo por ensefiarme a
hacer Ciencia, sino también por enseharme a crecer como persona. Les agradezco de
corazon todo el apoyo y toda la confianza que siempre me han brindado, fue hermoso
haber trabajado con ustedes.

Al Dr. Diego Gonzalez-Halphein por la revision pertinente a este trabajo y por
todos los consejos que me ha dado.

A la Dra. Marina Gavilanes Ruiz por la revision a este trabajo, por el haberme
iniciado en la investigacion y por las platicas tan bonitas que siempre hemos tenido.

A la Dra. Adela Rodriguez Romero por todos sus comentarios y buenas
sugerencias a lo largo de todo mi trabajo de tesis y por la revision a este trabajo.

A la Dra. Leticia Ramirez Silva por todo el apoyo que siempre me ha dado, por
haber revisado esta tesis y por todas las platicas. Muchisimas gracias Lety.

Al Dr. Alejandro Fernandez Velasco por todas las sugerencias durante todo el
tiempo del doctorado, también muchas gracias por la revision de este trabajo.

Al Dr. Wilhelm Hansberg Torres por la revision y las correcciones pertinentes que
realiz6 a este trabajo.

Al Dr. Juan Luis Rendon por haber sido parte de mi comité tutoral y por sus
aportaciones a mi trabajo de doctorado.

Al Dr. Antonio Pefia por todas las sugerencias que me ha dado a lo largo del

doctorado.



Al Dr. Jorge Ramirez por todo el apoyo que siempre me ha brindado y por esas
platicas tan agradables.
A la Dra. Georgina Garza Ramos por el apoyo de siempre. Geo, gracias por todo.
A la técnico Beatriz Aguirre Lopez por todo el apoyo.
A la Sra Ma. Elena Ordufia por todo el apoyo que siempre me ha dado en el
laboratorio.
A Juan e Ivette por todo el apoyo técnico que me han dado, porque de verdad no sé

que hubiera hecho sin el apoyo de ustedes.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

A mi mama Chantal Signoret Poillon, por ser un ejemplo de fortaleza, por ensefiarme
a que debemos de luchar por nuestros suefios y por todo el apoyo que siempre me has
dado, te quiero mucho.

A mi tia Martha Signoret Poillon, por todas las aventuras que siempre hemos
compartido juntas, por ser mucho mas que una tia para mi.

A mi hermana Andrea Zomosa Signoret, por ser mi mejor amiga, porque la vida me
dio la alegria de tener una hermanita como ti.

A mis sobrinitos Alan, Pablo, Kevin, Cristina y Nicole, porque son la alegria de la
familia, porque con su inocencia logran robarnos una sonrisa aunque estemos tristes.

A todos mis tios, tias, primos y primas con los que he compartido momentos tan
agradables y que he sentido su apoyo en los momentos dificiles.

A Rosalba, por todo los momentos tan padres que compartimos, porque aunque no
nos veamos tan seguido sé que cuento con tu apoyo siempre.

A Laura, por todo lo que vivimos en la facultad, por la amistad de afios.

A Augusto, por ser una persona importante en mi vida, por todos los momentos que
compartimos juntos, porque la distancia no separa por completo a las personas.

A Héctor, por todo lo que me has ensefiado, por lo que hemos compartido, por tu
manera tan padre de ver la vida, por la importancia que le das a la amistad y por ser una
de las personas mas nobles que he conocido. Gracias por haberme ayudado a
comprender que la tUnica manera de resolver los problemas es enfrentdndolos

directamente.



A Julian, gracias por todos los momentos que tengo grabados en mi corazon, por el
apoyo de siempre, por darme la mano siempre que lo he necesitado, en fin, gracias por
ser ti. Que bueno que la vida hizo que nuestros caminos se cruzaran.

A Poncho, gracias por tu amistad, por las platicas tan padres y profundas, por el
apoyo de siempre. Ponch, gracias por ser tan buen amigo, por ser tan genuino y tan
unico.

A Nohemi, gracias por todas las veces que hemos platicado, por todos los momentos
que hemos compartido y por ser una amiga tan linda.

A Agustin, gracias hermanito por todos los momentos y por todos los detalles que
has tenido conmigo.

A Rok, por la amistad que me brindaste, por todas las veces que me has hecho reir,
por ser un amigo super lindo.

A Bety y a Vane, por todas las platicas tan padres que hemos tenido, por todas las
veces que me han escuchado y que hemos hablado de cosas tanto profundas como
vanales. Gracias por su amistad y por toda su ayuda en el laboratorio.

A Alfredo, Horacio, Gabriel, Gerardo, Cony, Lenin, Claudia, Pau y Jesus por todos
los momentos que compartimos en el laboratorio y por su ayuda.

A Rod, Marianne y Kike por las platicas geniales.

A Sonia y Alvaro, por haberme dado la oportunidad de conocerlos, porque nos
conozcamos cada vez mas.

A Victor, por todas esas platicas por chat, gracias por tu amistad.



INDICE

RESUMEN ..ottt 14 - 14
ABSTRACT ...ttt 15-15
ABREVIATURAS ..o 16 - 16
INTRODUCCION
Caracteristicas generales de 1as proteinas .........c.ccceevveveveerieecieenneennen. 17-19
Plegamiento de 1as proteinas ..........cccceeeeeeeiieniieseeeiieie e 19-20
La Paradojade Levinthal ..., 20-20
Modelos de plegamiento de las proteinas ..........cccccceeeveeerieecneenneenen. 20-23
Desnaturalizacion de 1as proteinas ...........ccceeeveeeveenieecieenieenieeeieenne, 23-25

Plegamiento de oligdmeros ...........c.coovvvviiniiiiniienieeiienieeeeennn 25 = 27
(Como se ha tratado de resolver el problema de plegamiento de las
PIOTEINAST .eviieiiieeiiieeeieeeteeeetee et e et e et e e e ee et e e saaeeennaeeeaneesnnneas 27-28

Comparacidn entre los estudios de plegamiento in vivo e in vitro... 28 - 29

Triosafosfato isomerasa (TIM) ..........c.ooiiiiiiiiniiieeeeeee e 29 - 31
Catalisisde [a TIM .....ooiiniiii e 32-34
LainterfasedelaTIM yelasa3 ...........coooiiiiiiiiiiiiiiienene. 34-35
ELASA G .o 35-36
La TIM como blanco para el disefio de fArmacos ....................... 36 - 37
Semejanzas entre TcCTIM y TbTIM ........ccoooiiiiiiiiiiiiiii 37-37
Diferencias entre TCTIMy TbTIM .......oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiea 37-39

Desnaturalizacion y reactivacionde la TIM ............cooeivinin.... 39-40



10

Estudios con hibridos ...........oooiiiiii 40 - 42
Localizacion estructural de laCys 15 ..., 42 -43
Importanciade [a Cys 15 ... 43 -44
Efecto del MMTS ... 44 - 47

HIPOTESIS ..ottt 48 - 48

MATERIAL Y METODOS ......ccooooniririimrrineieeseesseessssessesessssnns 49 - 54
RESULTADOS
Control de la cinética de reactivacion del homodimero de la triosafosfato
isomerasa a partir de monémeros desplegados
Cinética de reactivacion de TCTIM y TOTIM .......ccccovveiviviieeniienne 55-60

Cinética de reactivacion de una mutante de TcTIM en la cual los residuos

de interfase son idénticos a los de TOTIM ........cccceoeviiiieiiiiiniieeceee 60 - 61
Reactivacion y agregacion de 1a TIM .......ccccovevvieiiiiciienieeiiecieeiens 61 -62
Formacion de hibridos de mondémeros de TcTIM y TbTIM................ 62 - 64
Caracteristicas de los hibridos de TcTIM — TbTIM..........cccecveuenenne. 65 - 65

Caracteristicas espectroscopicas del hibrido TcTIM — TbTIM .........65 - 66
Derivatizacion de la Cisteina de Interfase: Evidencia de intercomunicacion entre
monomeros.
Efecto del MMTS sobre TCTIM y TOTIM ....ocovieiiviiiieieieieenee, 67 - 67
Efecto del MMTS sobre una mutante de TcTIM que tiene los residuos
de interfase de TOTIM .......cocooiiiiiiiiiiieieee s 67 - 69
Efecto del MMTS en hibridos formados a partir de mondémeros de

TCTIM Y TOTIM ..ottt 69 - 70



11

Sensibilidad al MMTS de los hibridos formados por un mondémero
C15A TcTIM y un monomero de TbTIM silvestre ........cccceeeveeeciveeeciieesciieeennenn. 70 - 72
Control de la actividad de los dos mondmeros por las dos porciones

de interfase Cys 15 — @S2 3 oiioiiiiiiiiecieeieeeee et 72-74

DISCUSION ..o 75 - 83

BIBLIOGRAFITA ..o, 84 - 100



12

INDICE DE FIGURAS

Fig. 1.- Sobreposicion de los homodimeros de TbTIM y TcTIM .......cccccveeenvenneen. 31
Fig. 2.- Reaccion catalitica de 1a TP .......c.coooiiiiiiiiiieceeeeeeeeee e 33
Fig. 3.- Alineamiento de secuencias de TCTIM y TbTIM .......ccccovvevivieciieeniieee. 38
Fig. 4.- Region de la Cys 15 rodeada por el asa 3 del monomero adyacente ............ 43
Fig. 5.- Formacion de hibridoS «eeeeeeeeremiiiniiiiiiiiiiiiiciieciceeeeee e 54

Fig. 6.- Cinética de reactivacion de TcTIM y TbTIM a diferentes concentraciones de
PTOTEINIA trntieeiiie ettt ettt ettt ettt e ettt e et e e st e e sateeesabeeesbeeensseeensaeesnsaeennseesnnseeennseens 58
Fig. 7.- Relacion de las constantes de velocidad de primer orden y la concentracion
(4S8 0 (0] (5311 RO USROS 59
Fig. 8.- Formacion y aislamiento de hibridos TcTIM y TbTIM .......cccoevevievirennnnen. 64
Fig. 9.- Estabilidad de TcTIM, TbTIM, y el heterodimero de monémeros de TcTIM y
TbTIM a diferentes concentraciones de Proteina ..........cceeceeeereerveeireenieereeeneeesveeneeeenns 66
Fig. 10.- Fluorescencia intrinseca y dicroismo circular ..........ccccoeceeveenierienceniennene. 66
Fig. 11.- Efecto del MMTS en la actividad de TbTIM, C15A TbTIM, TcTIM, C15A
TcTIM y la mutante de interfase
Fig. 12.- Efecto del MMTS en la actividad del hibrido TbTIM — TcTIM ................ 69
Fig. 13.- Efecto del MMTS en la actividad del hibrido C15A TcTIM — TbTIM vy el

hibrido C15A TcTIM — E168D TBTIM ......ccooiiiiiiiiiiicicieeeceeeceecce e 71



13

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Residuos en contacto con 1a Cys 15 .....cccoocviiiiiiieiiiiee e 45
Tabla 2. Puentes de hidrogeno que formalaCys 15 ...l 46
Tabla 3. Fluorescencia intrinseca de TcTIM, TbTIM y la mutante de interfase con y

sin 6.0 M GdnHCl antes y después de la dilucion del desnaturalizante ........................ 56
Tabla 4. Determinacion de las constantes de velocidad de la reactivacion de TcTIM,
TOTIM y la mutante de INtErfASE .......cceevvieriiieiierie ettt ees 60
Tabla 5. Diferencias entre los residuos que establecen contactos intersubunidades

en TcTIM y TbTIM, y su posicion en las estructuras cristalograficas de las enzimas

Tabla 6. Cinética de TcTIM, TbTIM, el hibrido TbTIM — TcTIM, la mutante de
interfase de TcTIM, C15A TcTIM, el hibrido C15A TcTIM — TbTIM, E168D TbTIM y

el hibrido CI15A TcTIM — E168D TBTIM ....c.ccccoooiiiiinininiiieieicecscneeeeeeeeeeaens 65



14

RESUMEN

Las triosafosfato isomer asas de Trypanosoma cruzi (TcTIM) y de Trypanosoma brucei
(TbTIM) son enzimas homodiméricas que poseen propiedades cataliticas y una estructura
tridimensional muy similar; su identidad en la secuencia de aminoéacidos es del 68% y en la
region interfacial del 85%. Sin embargo, se sabe que la formacion de dimeros activos a
partir de mondmeros desplegados con hidrocloruro de guanidina es mayor y mas rapida en
TcTIM que en TbTIM. En el presente trabajo encontramos que las cinéticas de reactivacion
a diferentes concentraciones de proteina mostraron que el proceso involucra tres
reacciones: el plegamiento del mondmero, la asociacion de los mondmeros plegados y la
transicion de dimeros inactivos en dimeros activos. Las constantes de velocidad de la
reaccion indicaron que a concentraciones de proteina relativamente bajas, el paso limitante
de la velocidad de la reactivacion fue la reaccion de asociacion; a altas concentraciones de
proteina, el paso limitante de la velocidad fue la transicion de dimeros inactivos a dimeros
activos. Las velocidades de las ultimas dos reacciones fueron mayores en TcTIM que en
TbTIM. Estudios con una mutante de TcTIM con la interfase de TbTIM mostraron que la
constante de velocidad de asociacion fue similar a la de TbTIM. Sin embargo, la velocidad
de la transicion de dimeros inactivos en dimeros activos fue cercana a la de TcTIM. Por lo
tanto, esta tltima reaccion depende de la porcion no interfacial de las enzimas. Cuando los
monoémeros desplegados de TcTIM y TbTIM se reactivaron juntos, se formo TcTIM, el
hibrido TcTIM-TbTIM y TbTIM, en una proporcién de 1.0 : 0.9 : 0.2. Cuando se pone a
reactivar a TbTIM por si sola, el rendimiento es més bajo que el obtenido cuando se
reactivan TbTIM y Tc¢TIM en el mismo tubo. Esta distribucion sugiere que en el hibrido,
las caracteristicas de los mondmeros de TcTIM influyen en la cinética de reactivacion de
TbTIM.

Para explorar la intercomunicacion dindmica entre los mondmeros de TbTIM y TcTIM,
construimos mutantes e hibridos de estas enzimas homologas. En sus interfases, cada
mondmero posee una Cys 15 que estd rodeada por residuos de la subunidad adyacente. En
las dos TIM, el ambiente de la Cys es casi idéntico. Sin embargo, la susceptibilidad al
agente tiol metil metano tiosulfonato (MMTS) es cerca de 100 veces mayor en TcTIM. La
perturbacion de la Cys de interfase causa la inhibicion total de la catalisis ademas de
cambios estructurales. Una mutante de TcTIM que tiene los residuos de interfase de
TbTIM mostr6 la misma susceptibilidad al MMTS que TcTIM silvestre. Por lo tanto, la
reactividad de la Cys 15 depende predominantemente de las porciones no interfaciales de la
enzima. En un hibrido formado por monémeros de TbTIM y TcTIM, se conservaron las
caracteristicas de la Cys 15 de interfase de las enzimas originales. Las proteinas mutantes
C15A de TcTIM y de TbTIM son completamente insensibles al MMTS. La susceptibilidad
del hibrido C15A TcTIM — TbTIM, fue similar a la de TcTIM silvestre, pese a que la Unica
Cys 15 pertenecia al mondémero de TbTIM, lo que indica que la reactividad de la Cys 15
depende predominantemente de las caracteristicas de la subunidad adyacente. En el hibrido
C15A TcTIM-TbTIM, la maxima inhibicion de la actividad que se induce por la
perturbacion de la tnica Cys de interfase es de aproximadamente 60 %. Para explorar si
¢ésta era debida a que un mondmero perdia la actividad o a un efecto parcial en ambos
monomeros, se hibridizaron monémeros C15A TcTIM y mondémeros inactivos E168D
TbTIM. EI MMTS inhibi6 su actividad aproximadamente 50 %. Por lo tanto, la mitad de la
actividad de los dos monomeros depende de la integridad de las dos regiones interfaciales
asa 3 - Cys 15 del dimero.
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ABSTRACT

Homodimeric triosephosphate isomerases from Trypanosoma cruzi (TcTIM) and
Trypanosoma brucei (TbTIM) have markedly similar catalytic properties and 3-D
structures; their overall amino acid sequence identity is 68 % and 85 % in their interface
residues. Nonetheless, active dimer formation from guanidinium chloride unfolded
monomers is faster and higher in TcTIM than in TbTIM. The kinetics of reactivation at
different protein concentrations showed that the process involved three reactions: monomer
folding, association of folded monomers and a transition from inactive to active dimers.
The rate constants of the reactions indicated that at relatively low protein concentrations,
the rate limiting step of reactivation was the association reaction; whereas at high protein
concentrations the transition of inactive to active dimers was rate limiting. The rates of the
latter two reactions were higher in TcTIM than in TbTIM. Studies with a mutant of TcTIM
that had the interface residues of TbTIM showed that the association rate constant was
similar to that of TbTIM; however, the rate of the transition from inactive to active dimers
was close to that of TcTIM. Thus, its rate depends on the non-interfacial portion of the
enzymes. When unfolded monomers of TcTIM and TbTIM were allowed to reactivate
together, TcTIM, the TcTIM-TbTIM hybrid, and TbTIM were formed in a proportion of
1.0 : 0.9 : 0.2. When TbTIM was reactivated alone, the yield was lower than the yield
obtained when TcTIM and TbTIM were reactivated together. This distribution suggests
that in the hybrid, the characteristics of the TcTIM monomers enhance the kinetic
properties of TbTIM monomers.

To explore the dynamic interplay between the monomers of TcTIM and TbTIM, we built
mutants and hybrids of these enzymes. In their dimer interfaces, each monomer has a Cys
15 that is surrounded by residues of the adjoining subunit. In the two TIMs, the
environments of the Cys are nearly identical, Nonetheless, the susceptibility to the thiol
reagent methylmethane thiosulfonate (MMTS) is nearly 100-fold higher in TcTIM. The
perturbation of the interface Cys causes abolition of catalysis and structural changes. A
mutant of TcTIM that had the interface residues of TbTIM and wild type TcTIM exhibited
similar sensitivities to MMTS. Thus, the reactivity of Cys 15 depends predominantly on the
non-interfacial portions of the enzyme. In a hybrid of TcTIM and TbTIM monomers, the
characteristics of the interfacial Cys of the original enzymes were conserved. CI5A
mutants of TcTIM and TbTIM are completely insensitive to MMTS. The sensitivity of
CI5A TcTIM - wild type TbTIM hybrids to MMTS was like that of TcTIM, albeit the only
interface Cys belonged to the TbTIM monomer, this indicate that the reactivity of Cys 15
predominantly depends on the characteristics of the adjacent subunit. In the C15A TcTIM-
TbTIM hybrid, the maximal inhibition of activity induced by perturbation of the sole
interface Cys was around 60 %. To explore if this is due to abolition of activity of one
monomer or to a partial effect on the two monomers, C15A TcTIM monomers and
catalytically inert E168D TbTIM monomers were hybridized. MMTS inhibited their
activity by 50 %. Thus, we show that about half of the activity of the two monomers
depends on the integrity of the two Cys 15 — loop 3 interfacial regions of the dimer.
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ABREVIATURAS
aGDH- a-glicerolfosfato deshidrogenasa
DHAP- Dihidroxiacetona fosfato
DTT- Ditiotreitol
EDTA- Acido etilendiamintetracético
FI- Intensidad de fluorescencia
G3P- Gliceraldehido 3 fosfato
GdnHCI- Hidrocloruro de guanidina
HEPES- Acido N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etano sulfénico
MMTS- Metil metano tiosulfonato
NADH- Dinucleotido de nicotinamina adenina reducido
SCM- Centro espectral de masas
TbTIM- Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei
TcTIM- Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi
TEA- Trietanolamina

TIM o TPI-

Triosafosfato Isomerasa
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INTRODUCCION

Caracteristicas generales de las proteinas

La palabra proteina proviene del griego proteios, que significa “lo primero”. Las
proteinas desempenan papeles esenciales en practicamente todos los procesos biologicos.
Son las moléculas organicas mas abundantes en las células; constituyen mas del 50% del
peso seco de los organismos. Se encuentran en todos los organismos y organelos
intracelulares y son fundamentales para las propiedades y las caracteristicas de todos los
seres vivos. Existen muchas clases de proteinas, cada una de ellas especializada en una
funcion biologica diferente y especifica. Las proteinas se encuentran asociadas con las
membranas celulares o en forma soluble en el citoplasma o en el interior de organelos
(Radford, 2000; Ellis y Pinheiro, 2002). Los acidos nucleicos, que también son esenciales
para la vida, contienen la informacion genética de cada organismo, pero la expresion de
esta informacion depende casi completamente de las proteinas (Creighton, 1993(b)).

En relacion a las multiples funciones que llevan a cabo las proteinas, quisiera llamar la
atencion a una en particular. Todos los seres vivos usan reacciones quimicas para proveerse
de energia quimica y utilizarla eficientemente, pero bajo condiciones fisiologicas
(soluciones acuosas, 37 °C, pH 7.0, presion atmosférica) no ocurren a velocidades
compatibles con las necesidades de los seres vivos. Las enzimas son las proteinas
encargadas de aumentar en varios 6rdenes de magnitud la velocidad a la que las reacciones
ocurren.

Pese a sus funciones bioldgicas tan diversas (catalisis, contraccion, captacion de luz,
transporte, etc), las proteinas son una clase de moléculas relativamente homogénea. Todas

son polimeros lineales construidos por varias combinaciones de so6lo 20 aminoacidos
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quimicamente diferentes. Las proteinas difieren unicamente en la secuencia en que los
aminoacidos se enlazan unos con otros al formar una cadena polipeptidica. El secreto de
sus funciones tan variadas recae parcialmente en la gran diversidad quimica de los
aminoacidos, pero principalmente en la estructura tridimensional que pueden adquirir. De
hecho, las propiedades funcionales de las proteinas se pueden entender principalmente en
términos de su estructura tridimensional (Corey, 1948).

Una proteina se forma a partir de cadenas lineales de aminoacidos cuya secuencia esta
relacionada con su funcién. En todas las células, los aminoacidos que se encuentran
enlazados por medio de uniones peptidicas dan lugar a una estructura tridimensional
especifica. Esta es la estructura funcionalmente activa que se conoce como estructura
nativa. Para facilitar la descripcién de la estructura de una proteina, se han usado los
siguientes términos (Creighton, 1993a). La estructura primaria de una proteina es la
secuencia de aminoacidos. La estructura secundaria de un segmento de una cadena
polipeptidica es el arreglo espacial local de los &tomos de su cadena principal, sin ponerle
atencion a las cadenas laterales o a su relacion con otros segmentos. Algunas veces, la
estructura secundaria es periodica en la naturaleza, dando lugar a estructuras bien definidas
como las a-hélices o las hojas B. La estructura terciaria es el arreglo en el espacio de
todos los 4tomos en una cadena polipeptidica o en cadenas covalentemente unidas. Varias
de las proteinas son oligdbmeros compuestos de subunidades que no estdn covalentementa
unidas. La completa organizacion de estas subunidades se conoce como estructura
cuaternaria. Esta se refiere al arreglo de las subunidades en el espacio y al conjunto de los
contactos entre las subunidades y las interacciones, sin ponerle atencion a la geometria
interna de las subunidades (Sanger, 1952; Fersht, 1985). Las estructuras de las proteinas

mas grandes (MM > 20 000) parecen estar compuestas de unidades globulares plegadas
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independientemente 1llamadas dominios. Los dominios contienen generalmente
subestructuras pequenas frecuentemente recurrentes a las que se les llama estructuras
super secundarias. Estas son combinaciones de estructuras o y/o P (Sadana y Vo-Dinh,
2001). Al sitio de contacto entre proteina-proteina se le conoce como interfase; éstas se

establecen a través de interacciones no covalentes.

Plegamiento de las proteinas

El plegamiento es el proceso mediante el cual una cadena polipeptidica adquiere una
estructura tridimensional especifica (la forma nativa) con actividad biologica (Radford,
2000; Ellis & Pinheiro, 2002).

La cadena polipeptidica se pliega en una conformacién que estd determinada por la
informacion incluida en la secuencia de los residuos de aminoacidos (Anfinsen, 1973).
Aparentemente, para que la proteina se pliegue, no hay necesidad de informacién adicional
o suministro de energia. Sin embargo, es necesario mencionar que la adquisicion del estado
nativo de muchas proteinas requiere de proteinas llamadas chaperonas cuya funcion es la
de asistir a la organizacion espacial del producto final impidiendo que las proteinas se
agreguen irreversiblemente (ver mas adelante). La funcion de las chaperonas, por lo tanto,
es la de rescatar a las proteinas de la pérdida irreversible de su estructura nativa (Beissinger
y Buchner, 1998). Las chaperonas tienen el papel de prevenir la agregacion de las proteinas
parcialmente plegadas. Para ello, las chaperonas previenen las altas concentraciones de
proteinas in vivo, uniéndose a las cadenas polipeptidicas nacientes (Ellis y Pinheiro, 2002;
Dobson, 2003; Sadana y Vo-Dinh, 2001). Las proteinas desplegadas que escapan al sistema
de chaperonas son degradadas en el proteosoma (Lansbury, 1999; Sanders y Nagy, 2000;

Muchowski, 2002).
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En el reticulo endoplasmico (RE), el proceso de plegamiento / desplegamiento de una
proteina comprende varios pasos que involucran tanto reacciones quimicas como la
participacion de multiples complejos de proteinas. Estos incluyen al complejo del
translocon (a través del cual las proteinas nacientes entran a la membrana o al lumen del
RE), chaperonas, enzimas involucradas en modificaciones post - traduccionales, y proteinas
involucradas en el trafico entre el RE y el aparato de Golgi (Sanders y Nagy, 2000).

Algunos autores consideran que el estado nativo de una proteina es la conformacion de
la cadena polipeptidica termodindmicamente mas estable (Dobson, 2003). También se ha
comprobado que el plegamiento de una cadena polipeptidica a una estructura
tridimensional es un proceso reversible, que depende de las condiciones del ambiente
(Anfinsen, 1973). Con base en muchos estudios, se considera que el plegamiento sigue una
secuencia de pasos ordenados mediante los cuales la proteina adquiere su estructura
funcional. Aunque este proceso ha sido objeto de multiples estudios, la forma precisa por la
que una proteina adquiere una estructura con funcion biolégica permanece como uno de los
enigmas de la bioquimica.

Estd muy bien documentado que el plegamiento de las proteinas involucra una
competencia cinética entre la via correcta de plegamiento y vias incorrectas de
plegamiento. Por lo tanto, la tendencia de las proteinas a la agregacién es funcion de las
velocidades relativas de las reacciones, que conducen a la estructura nativa o a su

agregacion (Baker y Agard, 1994).

La Paradoja de Levinthal
En 1968, Levinthal plante6 un problema: si el proceso de plegamiento de una proteina a

partir de su estado desplegado se llevara a cabo por medio de la busqueda azarosa a través
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de todas las posibles conformaciones, el tiempo que se requeriria para obtener una proteina
nativa seria mayor a la edad del universo. Esta observacion, que se conoce como la
paradoja de Levinthal, plantea que, debido a que las proteinas adquieren su estructura
tridimensional en intervalos de tiempo que varian de segundos o minutos, no es posible que
el plegamiento sea consecuencia de un proceso de busqueda al azar (Levinthal, 1968).
Desde que esta paradoja surgid, se ha propuesto para su resolucion que existen alternativas
a la busqueda de conformaciones al azar. A pesar de que el espacio de conformaciones es
vasto, no habria problema de biisqueda si cada residuo de aminoacido pudiera encontrar su
conformacién correcta independientemente de los otros, o si solamente las interacciones
con los vecinos mas cercanos estuvieran involucradas. De esta manera, se esperaria un
plegamiento rapido (Zwanzig, et al. 1992). La paradoja se ha resuelto proponiendo la
presencia de rutas de plegamiento. Las proteinas deben de plegarse por una via ordenada en
donde el acercamiento a la forma nativa esté acompafiado por un aumento en la estabilidad
conformacional (Goldenberg, 1985).

Se ha pensado que durante el proceso de plegamiento, las cadenas polipeptidicas
extendidas, sintetizadas por los ribosomas, se colapsan en varios estados globulares cuyos
arreglos estan determinados por la secuencia de aminoacidos de cada cadena. Por ejemplo,
los aminoacidos con cadenas laterales hidrofébicas tienden a agruparse espontdneamente
en una estructura plegada evitando el ambiente acuoso (Jaenicke, et al. 1996). Una vez que
la proteina estd compacta, con pequefios o ningiin parche hidrofobico expuestos al solvente,
la formacion de la estructura nativa procede mas lentamente (Privalov y Potekhin, 1986).
Los principios basicos que determinan la estructura espacial son la minimizacién del area

de superficie hidrofobica, la distribucion de residuos no polares dentro de la proteina, y la
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de los residuos polares en la superficie de la molécula (Pace, et al. 1996 ; Privalov y Gill,
1988).

Se han propuesto varios modelos para entender el plegamiento de las proteinas. A
continuacion se mencionan los modelos mas estudiados (Kim, y Baldwin, 1982).

Partiendo del siguiente modelo de plegamiento podemos explicar los distintos modelos:
Ue ThelieKielie N

Si todas las constantes de velocidad de U a I son lentas y todas las constantes mas alla de
I son mas répidas, se obtiene el modelo de nucleacion, en donde las I’s representan uno o
mas nucleos cinéticos. El paso inicial es el paso limitante de la velocidad. No se acumulan
intermediarios en cantidad suficiente como para detectarlos.

En el modelo de difusidon-colision, las constantes de velocidad provienen de distintos
intermediarios. En este modelo se enfatiza el proceso de difusion, y este se puede imaginar
como un paso particular, por ejemplo, I; = I;, en donde dos unidades simplemente difunden
juntas en una colision efectiva. J; — K; seria la estabilizacién de ese complejo a través de
rearreglos locales. El modelo del colapso hidrofobico asume que el efecto hidrofdbico es la
fuerza dominante en el plegamiento. El agua es eliminada aparentemente sin afectar a la
formacion de la estructura secundaria. Esta wiltima se forma en varios pasos en una serie de
reorganizaciones locales, K; —> L; > N.

El modelo del rompecabezas (Harrison y Durbin, 1985) utiliza este pasatiempo como un
indicador de como podria ocurrir el proceso de plegamiento. Si utilizamos esa analogia, las
piezas deberian de estar unidas para representar la cadena y la secuencia, y obviamente sélo

podria existir una estructura nativa. Por ejemplo, si las piezas tienen un color uniforme y
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constante, no habria un punto de inicio preferente, cada plegamiento seguiria una via
distinta, y se requeriria la representacion de la matriz completa.

Existen diversas maneras por las que una cadena polipeptidica se compacta. Una es la
formacion de hélices y de hojas que se forman espontdneamente por medio de puentes de
hidrégeno. También son fundamentales las interacciones de van der Waals en la formacion
de estructuras compactas (Fersht, 1985).

El plegamiento de las proteinas es una caracteristica esencial de la conversion de
informacion genética en actividad biologica. Esto ha llevado a la idea de que cualquier falla
en el proceso de plegamiento puede ser una causa de enfermedad (Dobson y Ellis, 1998;
Lansbury, 1999; Vendruscolo et al. 2003; Sadana y Vo-Dinh 2001). En el ambiente
intracelular, la competencia entre plegamiento, agregacion y degradacion determina si una
cadena polipeptidica alcanza su estado funcional o si se agrega causando muerte celular o

inclusive, la muerte del organismo.

Desnaturalizacion de las proteinas

La estructura nativa de las proteinas se conserva unicamente bajo condiciones
apropiadas de solvente, pH, temperatura y presion; de hecho, se ha observado en multiples
ocasiones que variaciones de dichas condiciones pueden provocar la desnaturalizacion de la
proteina. Experimentalmente, la desnaturalizaciéon también se puede lograr mediante la
utilizacion de agentes quimicos como el hidrocloruro de guanidina o la urea (Dill y Shortle,
1991).

El término desnaturalizacion se ha utilizado para referirse a cualquier cambio del estado
nativo que es bioldgicamente activo, incluyendo las alteraciones irreversibles, como las

modificaciones covalentes y la agregacion (Dill y Shortle, 1991). La baja estabilidad de las
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proteinas nativas las hace facilmente susceptibles a la desnaturalizacion debido a una
alteracion en el balance de las fuerzas débiles que mantienen su conformacion nativa (Voet
y Voet, 2004). Varias proteinas son estables en un intervalo de 0 °C a 40 °C. A mayores
temperaturas ocurre la desnaturalizacion que, en muchos casos, es reversible. Para algunas
proteinas, el desplegamiento también ocurre a bajas temperaturas entre 0 °C a 10 °C, el
fenémeno se conoce como desnaturalizacion en frio (Dill y Shortle, 1991).

La estabilidad de la estructura nativa de una proteina se debe principalmente a las
interacciones hidrofobicas entre los grupos no polares de las proteinas (Pace, et al. 1996 ;
Privalov y Gill, 1988). El secreto de la estabilidad de una proteina no esta en la magnitud
de las interacciones intramoleculares, que siempre son débiles, sino en la cooperacion
efectiva de estas interacciones (Jaenicke, 1991a ; Jaenicke, 1991D).

Para desnaturalizar una proteina existen diferentes técnicas; una de ellas es la utilizacion
del hidrocloruro de guanidina (GdnHCI). Las soluciones concentradas de hidrocloruro de
guanidina o de urea promueven la desnaturalizacion de una proteina al incrementar la
estabilidad del estado desnaturalizado (U). Estos desnaturalizantes solubilizan todos los
constituyentes de las proteinas, desde el esqueleto polipeptidico hasta sus cadenas laterales
hidrofobicas; aumentando la solubilidad de los residuos no polares en agua (Kyte, 1995).
Se supone que en presencia de este agente, los estados desnaturalizados  son
conformaciones de hebras al azar (random coil). En este estado, los angulos de rotacion
alrededor de cada enlace del esqueleto polipeptidico y las cadenas laterales tienen completa
libertad de rotacion. Esto indica que una proteina desnaturalizada representa un conjunto de
conférmeros que rapidamente se convierten en otros que tienen una energia similar

(Tanford, 1968; Dill y Shortle; 1991 y Matthews, 1993).
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El desplegamiento / replegamiento es en principio, un proceso reversible. En la practica,
sin embargo, el proceso puede no ser totalmente reversible. La razon principal suele ser la
ocurrencia de eventos secundarios, tales como modificaciones quimicas de las cadenas
laterales de los aminoacidos, hidrolisis de la cadena polipeptidica y agregacion. Estos
procesos secundarios irreversibles son usualmente mas lentos que el desplegamiento de las
proteinas. Por lo tanto, no afectan significativamente el desplegamiento cuando la proteina

se expone a condiciones extremas por un periodo de tiempo corto (Tanford, 1970).

Plegamiento de oligdémeros
Las estructuras nativas de muchas proteinas se componen de dos o mas cadenas
polipeptidicas asociadas a través de enlaces no covalentes; éstas se conocen como
oligomeros. Las cadenas que forman los oligdbmeros pueden ser idénticas o diferentes y sus
tamafios pueden variar entre 50 y 3000 residuos. Las estructuras mas frecuentes son
dimeros y tetrameros (Garel, 1992).
De acuerdo a Jaenicke y Lilie (2000), las ventajas que tienen las enzimas oligoméricas
con respecto a las enzimas monoméricas, son:
1) La existencia de multiples subunidades que les confiere la capacidad de
regular la actividad catalitica.
2) En el caso de los complejos multienzimaticos, la eficiencia catalitica de
las reacciones secuenciales puede aumentar significativamente.
3) En algunas enzimas, la formacion de los sitios cataliticos requiere de
residuos que pertenecen a distintas cadenas polipeptidicas, por lo tanto, la

catalisis requiere de la asociacion de las subunidades.



26

4) En las proteinas pequenas puede quedar expuesta al solvente una gran
area hidrofobica, se ha pensado que el ocultamiento de dichos residuos
por medio de la asociacion de las subunidades podria ocultar dichas areas
contribuyendo mas a la estabilidad de dichas proteinas.

La formacion de proteinas monoméricas requiere unicamente del plegamiento
intramolecular. El plegamiento de las oligoméricas requiere ademas del reconocimiento
entre dos o mas de sus subunidades y su asociacion. En muchos casos, las reacciones de
asociacion estan relacionadas con la aparicion de la actividad catalitica o con su
regulacion.

La formacion de las proteinas oligoméricas involucra interacciones intra-subunidad e
inter-subunitarias. En la reaccion intermolecular debe existir un ajuste preciso entre las
porciones de las proteinas que van a formar las interfases. Por lo tanto, la asociacion de dos
proteinas requiere de un sitio especifico de reconocimiento en cada uno de los mondmeros.
En la mayoria de los casos, la asociacion se lleva a cabo después del plegamiento de cada
uno de los reactantes. En consecuencia, la formacion de una proteina oligomérica a partir
de sus cadenas desnaturalizadas y separadas, probablemente empieza con los cambios que
sufre cada una de las cadenas polipeptidicas hasta que se llegue a formar un sitio especifico
de unidon que reconoce al otro mondémero. Una vez que ocurre la asociacion, el homo o
hetero oligdmero necesitara llevar a cabo arreglos internos para convertirse en una proteina
nativa (Bennett, et al. 1995). Con mucha frecuencia, la velocidad de plegamiento de las
proteinas oligoméricas esta limitada por la asociacion de sus subunidades (Ferreira y De
Felice, 2001; Zomosa-Signoret, et al. 2003).

Los estudios de plegamiento de proteinas oligoméricas son mas dificiles que los estudios

realizados en las proteinas monoméricas debido a las siguientes razones: i) los procesos
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cinéticos complejos en ocasiones son poco reversibles, ii) las proteinas oligoméricas
poseen una alta tendencia a la precipitacion y a la agregacion durante los estudios de
desnaturalizacion-renaturalizacion, provocando asi una irreversibilidad total o parcial del
proceso y, en consecuencia, resulta complicada la determinacion de los parametros
termodindmicos (Jaenicke y Lilie, 2000).

Los homodimeros representan el modelo mas sencillo para estudiar el proceso de la
oligomerizacion. En términos simples, la adquisicion de su estado nativo consta
unicamente de dos procesos: el de plegamiento y el de asociacion.

Los experimentos de desnaturalizacion / renaturalizacion constituyen una herramienta
poderosa para dilucidar el mecanismo de plegamiento de las proteinas: en ambas
direcciones, los experimentos cinéticos y al equilibrio permiten distinguir al plegamiento y
a la asociaciéon, haciendo uso de la dependencia de la velocidad de la reaccion con la

concentracion de proteina (Rudolph, et al. 1997).

,Como se ha tratado de resolver el problema del plegamiento de las proteinas?

Hoy en dia, el mecanismo de plegamiento de las proteinas es un problema sin resolver.
Por lo tanto, uno de los principales propdsitos en los estudios sobre el plegamiento y
desplegamiento de las proteinas es entender en detalle los principios que dictan la
formacion de la estructura nativa, y el de determinar el mecanismo del plegamiento. Nos
propusimos determinar el mecanismo de plegamiento de la triosafosfato isomerasa y
distinguir qué parte de la enzima es la que contribuye en las diferentes etapas del modelo
de plegamiento. Para abordar el problema del plegamiento de proteinas, es necesario

conocer los principios que determinan la estructura de estas moléculas (Jaenicke, 1987).
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Los analisis cinéticos de las caracteristicas espectroscopicas o de la actividad bioldgica
durante el plegamiento de las cadenas polipeptidicas proveen una manera sencilla de
monitorear la adquisicion de las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria, asi como la
recuperacion de la actividad catalitica durante el proceso de plegamiento / asociacion.
(Baldwin, 1995). Estos datos permiten establecer la relacion entre la estructura y la funcion
durante el proceso de la formacion de la estructura nativa (Shao, et al. 1997). El perfil de
los cambios en funcion del tiempo puede también revelar si en el plegamiento existen

intermediarios parcialmente plegados y cudles son sus caracteristicas estructurales.

Comparacion entre los estudios de plegamiento in vivo e in vitro

Se ha discutido mucho la validez de la comparacion del plegamiento in vitro e in vivo. El
problema surge del hecho de que en los estudios in vitro la renaturalizacion se inicia a
partir de una cadena polipeptidica completa. /n vivo el proceso involucra el crecimiento de
la cadena a partir del amino terminal hacia el carboxilo terminal y de un plegamiento que
progresa en la medida en la que la cadena polipeptidica se alarga (Jaenicke y Rudolph,
1986 ; Chothia, 1980).

Para considerar si el plegamiento in vitro corresponde al plegamiento in vivo, se deben
cumplir cuando menos dos condiciones: i) que la cinética de renaturalizacion esté dentro de
un intervalo de tiempo similar al que ocurre el plegamiento in vivo y ii) que el producto
final de la renaturalizacion sea indistinguible del estado nativo inicial (Jaenicke, 1999).
Ademas se debe tomar en cuenta que el plegamiento in vivo es facilitado por varias
proteinas que ayudan a que el plegamiento se lleve a cabo en el lugar y tiempo adecuados y

que, ademas, ayudan a evitar la agregacion irreversible de las cadenas recién sintetizadas.
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Es posible que in vivo, el plegamiento empiece en la medida en que la cadena de
aminoacidos se va formando. En las bacterias, el ensamblaje de la cadena polipeptidica esta
acoplado a la transcripcion y procede a una velocidad de aproximadamente 15 aminodcidos
por segundo. Cuando se libera del ribosoma, ocurre el ultimo paso del plegamiento del
monomero. Los dominios pueden plegarse por si mismos y el plegamiento puede ser
relativamente rapido, por lo tanto, pareciera que el plegamiento parcial de los dominios se
lleva a cabo al salir del ribosoma. El plegamiento completo de la cadena, sin embargo,
requiere de la reaccion lenta de la asociacion de los dominios. Esto sugiere que la
asociacion de los monoémeros ocurre después de que se ha completado la sintesis (Fischer y

Schmid, 1990).

Triofosfato isomerasa (TIM)

La TIM es un prototipo de proteinas con estructuras tipo barril o / B, que constituye uno
de los patrones de plegamiento mas comunes; cerca del 10 % de las enzimas que se
conocen presentan este arreglo estructural. Dependiendo de la proteina, la longitud del
dominio estructural varia desde un barril de 250 amino acidos (TIM) hasta barriles con 327
amino acidos (dominio a / B de la xilosa isomerasa). La primera proteina en la que se
describio la estructura de barriles a / 3 fue la triosafosfato isomerasa de pollo (Banner, et
al. 1975) de ahi el nombre de “TIM barrel”.

La estructura de los barriles o /  se forma por 8 hebras 3, rodeadas de 8 hélices a. Las
hebras B se componen principalmente de aminoécidos de caracter hidrofobico que se

localizan en el interior del barril. Estos se rodean por a-hélices anfipaticas que se empacan
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formando la interfase proteina-solvente (Nagano, et al. 2002). Normalmente, se encuentra
una hélice a entre 2 hebras 3 vecinas (Reardon y Farber, 1995).

En la mayoria de las especies, la TIM es exclusivamente una proteina homodimérica, de
27 kDa, de naturaleza soluble, que cataliza la isomerizacion reversible entre la
dihidroxiacetona fosfato y el gliceraldehido 3-fosfato (G3P) (Knowles, 1991) (Figura 1).
La dihidroxiacetona fosfato también proviene de la degradacion de los acidos grasos,
después de la transformacion del glicerol de los triacilglicéridos en dihidroxiacetona
fosfato. El G3P que se forma continia en la via glucolitica. La TIM es por lo tanto
necesaria para la obtencion del ATP en la via glucolitica (Knowles y Albery, 1977,
Knowles, 1991).

La TIM se ha encontrado en todos los organismos en los que se ha buscado (Lolis, ef al.
1990). A la fecha, se ha reportado la secuencia de aminoacidos de esta proteina de mas de
200 especies y se tiene la estructura tridimensional con una alta resolucion de la TIM de
pollo (Banner ef al. 1975), levadura (Lolis, et al. 1990), Trypanosoma brucei (Wierenga, et
al. 1991), Escherichia coli (Noble, et al. 1993), humano (Mande, et al. 1994), Bacillus
sterarothermophilus (Delboni, et al. 1995), Methanothermus fervidus (Kohloff, et al.
1996), Plasmodium falciparum (Velanker, et al. 1997), Vibrio marinus (Alvarez, et al.
1998), Trypanosoma cruzi (Maldonado, et al. 1998), Leishmania mexicana (Williams, et
al. 1999), Thermotoga maritima (Maes, et al. 1999), Pyrococcus woesei (Walden, et al.
2001), Entamoeba histolytica (Rodriguez-Romero, et al. 2002), Caenorhabditis elegans
(Symersky, et al. 2003), conejo (Aparicio, et. al. 2003), Thermoproteus tenax (Walden, et

al. 2004) y Giardia lamblia (Reyes-Vivas, comunicacion personal).
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Glu 168

His 96

Lys 14

Fig. 1. Sobreposicion de los homodimeros de ThTIM (azul) y Tc¢TIM (reojo). Se muestran los residuos

cataliticos de TcTIM, los residuos cataliticos y la region del asa 3 y la Cys de la interfase.

La mayoria de las TIM que se han analizado son dimeros formados por dos cadenas
idénticas de entre 25 y 27 kDa, con excepcion de Methanothermus fervidus (Kohlhoff, et
al. 1996), Pyrococcus woesei (Walden, et al. 2001) y Thermoproteus tenax (Walden, et al.
2004), que son tetrameros, y de Thermotoga maritima (Maes, et al. 1999), que también es
un tetrdmero formado a partir de un dimero de dimeros que se encuentra fusionado con la

fosfoglicerato cinasa. Todas estas enzimas también tienen la estructura barril a/f.
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Catalisis de la Triosafosfato isomerasa

a) El sitio activo
En su forma nativa, la TIM tiene dos sitios cataliticos, uno en cada subunidad. Los
residuos cataliticos pertenecen a la estructura primaria de cada monoémero y se encuentran

en los extremos amino de las asas 1, 4 y 6 que conectan las hebras B con las siguientes

hélices o. Se han identificado 3 residuos cataliticos; el glutamato 168 (Glu 168), la
histidina 96 (His 96) y la lisina 14 (Lys 14), siguiendo la numeracién de TcTIM (Fig. 1).
Este ultimo residuo tiene la funcidén de neutralizar la carga del fosfato del sustrato para que
éste se una correctamente al sitio activo (Lodi, et al. 1994; Joseph-McCarthy, et al. 1994).
El Glu 168 y la His 96 actuan como acidos y bases generales. La conversion de G3P al
intermediario enediol (Fig. 2), es catalizada por una base general, que abstrae un proton del
carbono 2 del G3P, y por un acido general, que protona el atomo del oxigeno de su
carbonilo. Los estudios de rayos X revelan que el Glu 168 se sitia en una posicion que
facilita la remocion del proton del carbono 2 del G3P.
b) Catalisis

La triosafosfato isomerasa es una enzima muy eficiente; la velocidad a la que cataliza la
isomerizacién del G3P es entre 10° y 10° veces mayor que la que ocurre en ausencia de
enzima. La relaciéon k., / Km para el G3P como sustrato es de 10 M's™!. Este valor es
comparable al calculado para las reacciones bimoleculares en solucion que sélo estan
limitadas por la difusién (10°a 10" M's™") (Knowles y Albery, 1977). Debido a esto, se
ha considerado que la TIM es un catalizador “perfecto”, ya que cualquier aumento en la

velocidad de los pasos cataliticos no tendria efecto en la velocidad de la reaccion.
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La TIM presenta una cinética que se ajusta a un modelo estricto del tipo Michaelis-
Menten; sin embargo, Harris y colaboradores (1998) describieron que puede existir
comunicacion entre los monomeros y que ésta puede modular la transferencia
intramolecular del protén entre los carbonos Cl1 y C2 del G3P. La TIM no requiere
cofactores ni coenzimas y no hay evidencia de que en el proceso catalitico haya alosterismo
o cooperatividad entre las subunidades (Mande, et al. 1994). Los parametros cinéticos de la
TIM de diferentes especies son semejantes (Lambeir, et al. 1987).

La funcién de la TIM es la de disminuir las barreras energéticas que limitan la velocidad
de protonacion y deprotonacion del G3P y de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). La
reaccion procede a través de la formacién de un intermediario cis-enediol (Rose y
O’Connell, 1961; Knowles y Albery, 1977) (Fig. 2). El anillo imidazol de la His 96 es un
catalizador electrofilico que polariza al grupo carbonilo del sustrato, permitiendo su
enolizacion. El Glu 168 cataliza la transferencia intramolecular entre los carbonos C1 y el
C2 del G3P, mientras que la His 96 cataliza la transferencia del proton entre los oxigenos

Ol y el O2 del G3P (Knowles, 1991; Harris, et al. 1998).

4 N H
H _0 H /OH

Ne 4 Ne H—C —OH

o | —
H—C 2—OH C—OH C—o
CH2P03 L CH2P03 CH2P03
Intermediario
DHAP
G3p Enediol

Fig. 2. Reaccion catalitica de la TPI. Se muestra el intermediario enediol.
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Cada monomero tiene un sitio activo y funciona independientemente del otro. Sin
embargo, solo la forma dimérica es activa (Waley, 1973). De hecho, los mondémeros que se
han construido por mutagénesis dirigida poseen una actividad catalitica aproximadamente
mil veces menor que la de la enzima nativa (Borchert, et al. 1994; Borchert, ef al. 1995;
Schliebs, ef al. 1996; Saab-Rincon, et al. 2001). Esto podria indicar que los residuos de una
subunidad son cruciales para mantener la integridad o la estabilidad del sitio activo de la
subunidad vecina. En este trabajo quisimos aproximarnos a entender la razén por la cual

esta enzima solo es activa como dimero.

La interfase dela TIM y el asa 3

La interfase del dimero se compone principalmente por las asas 1, 2 y 3. Las asas 3y 6
sobresalen de la superficie del monomero (Wierenga, et al. 1992). La superficie de
contacto entre los dos mondémeros ocupa un espacio relativamente grande; el area que se
esconde al solvente durante la dimerizacion es de aproximadamente 1400 A”. La mayoria
de los contactos entre las dos subunidades de la TIM se encuentran en el asa 3, también
conocida como asa de interfase o interdigitante, ya que penetra en el interior del otro
monomero. Algunos de los residuos del asa 3 establecen interacciones de tipo Van der
Waals con residuos del sitio activo de la otra subunidad (Lolis, ef al. 1990) (ver Figura 3).
Las cavidades hidrofobicas generadas por las asas de la interfase de cada monomero
proporcionan la mayoria de los contactos entre los mondmeros y se encuentran en los
extremos de la interfase.

El asa 3 se extiende del residuo 68 hasta el 80 de cada una de las subunidades. El asa
penetra en una hendidura que se localiza cerca del sitio activo de la otra subunidad (Lolis,

et al. 1990) lo que da como resultado que los sitios activos y la interfase se encuentren
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cercanos. Debido a que el dimero de la TIM es simétrico, es importante enfatizar que la
interfase tiene dos regiones idénticas que se encuentran formadas por un asa 3 de cada
monomero, cada una de las cuales rodea al residuo numero 15 del monémero adyacente.
Existen numerosos datos que ilustran la importancia del asa 3 en la actividad y en la
estabilidad de la TIM. Por ejemplo, el Glu 98, que se encuentra cercano al sitio activo
forma un puente de hidrogeno con la Thr 76 de la subunidad adyacente (Aqvist y
Fothergill, 1996). Otro dato de interés es que, en la TIM de levadura, el reemplazo de la
Asn 77 por un Asp incremento la velocidad de inactivacion térmica, disminuy6 la k.., y la

desnaturalizacion inducida con la dilucién (Ahern, ef al. 1987).

El Asa 6

El asa 6 de la TIM es de tipo Q (residuos 170 a 180) y se localiza cerca del sitio activo de
la enzima. El asa se mueve como un cuerpo rigido tapando al sitio activo. Este movimiento
se produce por cambios en el dngulo de torsién de la cadena primaria de algunos de los
residuos que tienen un papel de “bisagra” (Sun y Sampson, 1998). Se sabe que durante el
proceso catalitico, el asa 6 aisla al sitio activo del solvente, estableciendo un puente de
hidrégeno entre la Gly 174 del asa 6 y el grupo fosfato del sustrato. Estos arreglos permiten
que el intermediario enediol adquiera una conformacién planar (ver Fig. 2). Esto favorece
la transformacion eficiente del sustrato y disminuye la eliminacion del grupo fosfato del
intermediario, previniendo la formacion del metilglioxal que es toxico ain a
concentraciones muy bajas (Pompliano, et al. 1990; Knowles, 1991; Lolis, et al. 1990). El
asa 6 o asa catalitica se mueve cerca de 7 A de una posicién “abierta” hacia una posicion
“cerrada”. Estas conformaciones se han visto en las estructuras tridimensionales de la TIM

de pollo, levadura, Trypanosoma, Plasmodium, humano, Escherichia coli y Bacillus
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stearothermophilus (Lolis, et al. 1990; Lolis y Petsko, 1990; Noble, et al. 1991; Wierenga,
et al. 1991; Mande, et al. 1994; Zhang, et al. 1994; Delboni, et al. 1995; Velanker, et al.
1997). La posicion cerrada se observd en presencia de analogos del sustrato o de fosfato,
mientras que la posicion abierta se observa en ausencia del ligando (William y McDermott,
1995; Wierenga y Noble, 1992). Los datos obtenidos a partir del estudio del asa 6 sugieren
que el sustrato desplaza el equilibrio hacia la forma “cerrada” de la tapa, en tanto que en su
ausencia el equilibrio se desplaza hacia la forma “abierta” (Eaazhisai, et al. 2004; Kursula,

et al. 2004; Aparicio, et al. 2003).

La TIM como blanco para el disefio de farmacos

Se ha demostrado que la deficiencia de esta enzima en el ser humano incrementa los
niveles de dihidroxiacetona fosfato. La deficiencia en la actividad de la TIM se acompana
de anemia crénica y debilitamiento neuromuscular (Ahmed, et al. 2003). Debido a su
importancia en la ruta glucolitica, se ha considerado la TIM como un blanco atractivo para
el diseno de farmacos contra algunos parasitos. En particular se ha tratado de disefar
moléculas que sean efectivas contra el Trypanosoma cruzi, el Trypanosoma brucei y la
Leishmania mexicana, que son los agentes causales del mal de Chagas o tripanosomiasis
americana, la enfermedad del suefio, y la leishmaniasis cutdnea, respectivamente (Mande,
et al. 1994; Téllez-Valencia, et al. 2002; T¢llez-Valencia, et al. 2004). El control de estas
enfermedades es actualmente un gran problema y ha enfocado la atencion de varias
instituciones incluyendo a la Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO, 1992).

En el caso de los tripanosomas, se ha demostrado que la interrupcion de la via glucolitica
permite le eliminacion del parasito (Fairlamb y Opperdoes, 1977; Guerra-Giraldez, 2002).

La forma hematica predominante en el hospedero, depende completamente de una rapida
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glucolisis para abastecerse de energia (Eisenthal y Cornish-Bowden, 1998). La fuente
principal de energia de estos parasitos son los azucares presentes en la sangre del
hospedero, de ahi que se espere que, al bloquear la via glicolitica del parasito se pueda
llegar a la eliminacion de éste (Mande, ef al. 1994). Se ha observado que Trypanosoma

brucei, no sobrevive en ausencia de TIM (Helfert, et al. 2001).

Semejanzas entre T¢TIM y TbTIM

En este proyecto se utilizaron dos enzimas: la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma
cruzi (TcTIM) y la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei (TbTIM). La identidad
de la estructura primaria entre TcTIM y TbTIM es aproximadamente del 73 % (Fig.3)y la
identidad de los residuos de la interfase es del 85 % (ver Tabla 5). Los carbonos a en las
estructuras cristalograficas respectivas se sobreponen con un rms de 0.96 A, las 4reas
ocultas al solvente son casi idénticas (Maldonado, et al. 1998). Finalmente, la geometria

de los residuos del asa 3 que rodean a la Cys 15 es muy similar en ambas proteinas.

Diferencias entre TcTIM y TbTIM
Uno de los hallazgos mas interesantes de nuestro grupo de trabajo es que, pese a sus
similitudes estructurales, estas enzimas muestran grandes diferencias en varios aspectos.

Una de ellas es la susceptibilidad a la protedlisis con subtilisina. La TcTIM es mas
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Figura 3
LAMINA BETA ALFA HELICE
—m)— (=)@ -
TeTIM  MASKPQP 184 ANWKENGSES LLVPLIETLN AATFDHDVAC VVAPTFLHIP
THTIM M- SKPQPIAA ANWKCNGSOO SLSELIDLFN STSINHDVQG VVASTFVHLA
»mc) @ =)—a -
TeTIM  MTKARLTNPK FOIASQHAIT RESGAFTGEVS LOILKDYGIS WWWLGHSERR
TETIM  LTKERLSHPK FUIAAOMALA KSGAFTGEVS LPILKDFGVH WIVLGHSERR
TeTIM LYYGETNEN AEKVAQACAA GFHVIVCWGE TMWEEREAGRT AAVVLTOLAA
TBTIM  AYYGETNEN ADKVAAAVAS GFMVIACIZE TLOERESGRT  AVVWLTQIAA
TeTIM  VAGKLSKEAW SRVVIAYEPY WAICTGKVAT POOACEVHEL  LRRWVRSKLG
TeTIM IAKKLKRADW ARWIAYERY WAIGTGKVAT PCOOACEVHAL IRSWWSSKIG
251
TeTiM TDIAAOLRIL YEESVTAKNA RTLYQMROIN GFLVGGASLK PEFVEIEAT K
TETIM  ADVAGELRIL YEEEVNGKNA RTLYQQROWVN GFLVGEASLK PEFDENKAT o

Fig. 3. Alineamiento de secuencias de T¢TIM y TbTIM. El alineamiento se hizo con el programa ccp4i

susceptible a la digestion proteolitica que la TbTIM; lo que sugiere que TcTIM tiene una
mayor flexibilidad intrinseca (Reyes-Vivas, et al. 2002). También se han observado
diferencias importantes en la reactividad de la Cys 15 con agentes derivatizantes de grupos
tiol (ver mas adelante); la TIM de T.cruzi es casi 100 veces mas sensible que la enzima de
T.brucei. Estas diferencias se observan a pesar de que el arreglo entre el asa 3 y la region
de la interfase, que contiene a la Cys 15, es casi idéntico en las dos enzimas (Maldonado, et
al. 1998). También se han observado diferencias en cuanto a la reactivacion de las dos

enzimas desnaturalizadas con hidrocloruro de guanidina. La formacion de dimeros activos



39

a partir de mondmeros desnaturalizados es mayor y mas eficiente en TcTIM que en TbTIM

(Gao, et al. 1998, Zomosa-Signoret, et al. 2003).

Desnaturalizacion y reactivacion de la TIM

Debido a que la TIM es un homodimero, esta enzima es uno de los modelos mas
sencillos para estudiar el plegamiento y desplegamiento de una proteina oligomérica. Se ha
descrito la via de desnaturalizacion de la TIM de diversos organismos (Rietveld, et al.
1996; Beauchamp, et al. 1997; Gokhale, et al. 1999; Morgan, et al. 2000; Vazquez-
Contreras, et al. 2000; Benitez-Cardoza, et al. 2001; Chanez-Cardenas, et al. 2002). Los
experimentos mostraron que la desnaturalizacion es un proceso de tres estados en donde
inicialmente los dimeros se disocian en monomeros cataliticamente inactivos y luego, los
monoémeros se desnaturalizan (Morgan, et al. 2000; Chanez-Cardenas, et al. 2002;
Viazquez-Contreras, et al. 2000; Rietveld y Ferreira, 1996; Najera H, et al. 2003).

La reactivacion de la TIM a partir de mondmeros desnaturalizados con hidrocloruro de
guanidina también ha sido objeto de varios estudios (Mc Vittie, et al. 1977; Waley, 1973;
Zabori, et al. 1980; Gao, et al. 1998; Rietveld y Ferreira, 1998). Los datos indican que la
remocion o la dilucion del desnaturalizante produce el plegamiento de los mondmeros. En
un siguiente paso, los mondmeros plegados se asocian para producir dimeros activos. Se
concluyd que el paso limitante en la renaturalizacion es la asociacion de los mondmeros.
Zabori y colaboradores (1980) cuantificaron las constantes de velocidad de primer y de
segundo orden para el proceso y sus datos indican que los mondmeros plegados son
intermediarios que no poseen actividad catalitica. De acuerdo con Jaenicke y Lilie (2000),
la reactivacion de otros oligdmeros sigue una secuencia similar de reacciones. Sin

embargo, los eventos moleculares que controlan la velocidad y la extension de la formacion
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de los oligbmeros, o de la formacion de estructuras incorrectas no son completamente
conocidos. Esto es particularmente cierto con respecto a la contribucion de las porciones no
interfaciales a la oligomerizacion de la proteina.

La reactivacion de las TIM de diferentes especies a partir de sus monomeros desplegados
muestra diferencias importantes (Gao, et al. 1998; Zomosa-Signoret, et al. 2003). Esto es
sorprendente porque todas las TIM tienen la misma estructura basica y el nivel de
conservacion de sus aminoacidos entre algunas TIM es bastante alto. Una de las diferencias
mas notables a este respecto se puede observar entre TcTIM y TbTIM. La reactivacion de
la TcTIM fue mas eficiente que la de TbTIM. Por lo tanto, uno de los propositos de este
trabajo fue el de estudiar la cinética de formacion de los dimeros activos, con el fin de
profundizar sobre los mecanismos y las caracteristicas estructurales que expliquen los

distintos perfiles de reactivacion.

Estudios con hibridos

Se han utilizado hibridos para observar si existe complementariedad entre los sitios
activos de otras enzimas de las diferentes especies. Por ejemplo, en la ornitina
descarboxilasa homodimérica, el sitio activo se forma por residuos que pertenecen a las dos
subunidades. Se observo que los hibridos formados por monomeros de Trypanosoma
brucei y raton son cataliticamente activos. Sin embargo, los autores no pudieron obtener
hibridos de mondémeros de Trypanosoma brucei y de Leishmania mexicana (Osterman, et
al. 1994). Otros investigadores formaron hibridos del homodimero de la timidilato sintasa a
partir de monomeros de las enzimas de E. coli y Lactobacillus casei, pero no con
monoémeros del fago T4 (Greene, et al. 1993). También se probd la complementacion tanto

in vitro como in vivo en la reductasa mercurica (Distefano, ef al. 1990). Otro ejemplo, es el
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de la complementacion in vitro. Partiendo de mutantes inactivas de la sintasa de acidos
grasos y haciendo hibridos que reconstituyan la actividad (Witkowski, ef al. 1996). A partir
de estos estudios, los autores concluyen que el nivel de conservacion de los aminoacidos en
la interfase es central para la formacion del heterodimero.

Los hibridos formados con monomeros de distintas especies son herramientas poderosas
para entender como es que las caracteristicas de un monémero influyen en las propiedades
del mondmero vecino. Por lo tanto, no es de extrafiar que existan muchos estudios sobre la
formacion de hibridos tanto in vivo como in vitro. Varios de los estudios muestran que los
monémeros de enzimas homologas pueden interactuar dando origen a hibridos
cataliticamente competentes. Sin embargo, en algunas ocasiones, los mondémeros no
hibridan. Unos datos que ilustran la complejidad del sistema son los siguientes: los
monoémeros de la TIM de levadura pueden hibridar con monoémeros de conejo y pollo, pero
los monomeros de conejo y pollo no hibridan entre si. Se ha sefialado que lo anterior se
debe a que no existe complementaridad entre sus interfases (Sun, ef al. 1992).

Mediante el uso de hibridos se ha estudiado también si los mondémeros que son
cataliticamente inertes pueden hibridar con mondmeros cataliticamente productivos y
producir una enzima activa. Por ejemplo, Sun et al. (1992), observaron que los monémeros
a los que se le habia modificado su sitio activo hibridan facilmente con monoémeros de
enzimas silvestres. Es de interés que el mondémero silvestre mantuvo su actividad en el
hibrido. Los datos de Sun et al. (1992) indican que, a pesar de que se requiere la forma
dimérica para que la enzima sea activa, los dos sitios cataliticos operan de manera
independiente.

Nosotros pensamos que el poder de los hibridos puede ser particularmente util si éstos se

forman con mondémeros que tienen caracteristicas muy diferentes. Por lo tanto, parte de este
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trabajo de tesis consistid en el estudio de los hibridos de dos enzimas que exhiben
diferencias en su cinética de reactivacion y en la susceptibilidad de su Cys de interfase a
agentes derivatizantes. Uno de los motivos de estos estudios fue el de conocer como la
interaccion de mondémeros con diferentes constantes de reactivacion afecta a la formacion
de hibridos cataliticamente activos, y si las caracteristicas de la Cys 15 de interfase
dependen de la dinamica del propio mondémero o de la otra subunidad. Asimismo,
exploramos si durante la catalisis existe una interaccion dinamica entre los dos mondémeros
de la TIM. Para una mayor comprension de la importancia de la Cys 15 para estas

enzimas, se describirdn sus caracteristicas estructurales y su ubicacion.

Localizacion estructural de la Cys 15

Se ha encontrado que en las TIM existe un residuo en la zona de interfase que es
fundamental para la estabilidad del dimero y la asociacion de los mondémeros. Este residuo
se encuentra en la posicion 15 (numeracion de TcTIM). En algunos parasitos, como en los
tripanosomatidos, el residuo que se localiza en ésta posicion es una cisteina (Cys 15); en
los mamiferos, el residuo es una metionina (Mande, et al. 1994). Asi, el residuo en la
posicion 15 es un aminoacido no conservado, pero en todas las TIM forma parte del asa 1,
que se encuentra entre la primera hebra  y la primera hélice a. La cadena lateral del
residuo en la posicion 15 de una subunidad se encuentra rodeada por el asa 3 de la otra
subunidad (Fig. 4). El asa 3 de la TIM de humano tiene un residuo mas que en las TIM de
T. brucei, T. cruzi 'y L. mexicana (LmTIM). Se ha considerado que las diferencias en la
interfase de la TIM de los tripanosomatidos y del humano se pueden utilizar para el disefio

de farmacos.
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El residuo se localiza a 4.3 A de la superficie molecular mas cercana y es adyacente a la
Lys 14 que es uno de los residuos cataliticos (Maldonado, ef al. 1998). La cadena lateral de
la Cys 15 hace contacto con algunos residuos del asa 3 del otro mondémero. De hecho, el
extremo del asa 3 forma un hueco hidrofobico alrededor de la cadena lateral del residuo 15
de la subunidad adyacente (Fig. 4).

Las estructuras tridimensionales de TcTIM y TbTIM muestran que la cadena lateral de la
Cys 15 esta rodeada estrechamente por el asa 3 del otro mondémero. Las Cys 15 de ambas
enzimas tienen contacto con los mismos residuos (Tabla 1) y establecen los mismos

puentes de hidrogeno en TcTIM y en TbTIM (Tabla 2).

Cys 15

Asa3

Fig. 4. Region de la Cys 15 rodeada por el asa 3 del monomero adyacente. Se muestra la estructura de
TcTIM; en TbTIM el empaquetamiento es equivalente.

Importancia de la Cys 15
Los estudios sobre la modificacion quimica de la Cys 15 han demostrado su importancia

en la estabilidad y en la actividad de las TIM de 7. brucei y T. cruzi (Ostoa-Saloma, et al.
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1997; Garza-Ramos, et al. 1998; Pérez-Montfort, et al. 1999; Reyes-Vivas, et al. 2001).
Asimismo, las alteraciones en el asa 3 produjeron mondmeros que tienen constantes de
asociacion bajas (Borchert, et al. 1995; Schliebs, ef al. 1996). Estos datos indican que la
porcion de la interfase que se forma con el asa 3 y la Cys 15 de la otra subunidad es de
importancia en las interacciones entre los dos mondémeros y en la estabilidad del dimero.

Lo anterior lo muestra muy claramente los estudios de Hernandez-Alcantara, et al.
(2002), quienes llevaron a cabo una mutacion exhaustiva de la Cys 15 de TbTIM. El
residuo se cambid por los otros 19 aminoécidos con el fin de determinar las caracteristicas
que dicho residuo debe tener para obtener una enzima estable y cataliticamente competente.
Lo que surgi6 de este trabajo fue que para obtener enzimas con caracteristicas similares a
las de las enzimas silvestre, los residuos deben tener una baja polaridad y un radio de Van
der Waals entre 65y 110 A% Otra observacion interesante del trabajo es que la substitucién
de la Cys 15 por una Phe genera una enzima monomérica estable (Hernandez-Alcantara, et
al. 2002).

Otro ejemplo de la importancia de la Cys de interfase en las TIM es que si ésta se metila,
en el caso de la enzima de Plasmodium falciparum y Entamoeba histolytica, se obtiene la
formacion de especies monoméricas detectables por filtracion en gel (Maithal, ef al. 2002 ;
Rodriguez-Romero, et al. 2002). Por otra parte, si este residuo se muta por un Asp, se
obtiene una enzima inestable cuya actividad catalitica disminuye cerca de 7 veces.

Efecto del metil metano tiosulfonato

El efecto del agente derivatizante de los grupos sulthidrilo, el metilmetano tiosulfonato
(MMTS) sobre TcTIM y TbTIM induce la derivatizacion de la Cys 15, lo que produce
alteraciones estructurales que llevan a la pérdida de la estructura terciaria y cuaternaria y a

una inhibicion de la catalisis (Pérez-Montfort, ef al. 1999). Aunque la identidad entre
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TcTIM y TbTIM es del 73%, la primera es cerca de 100 veces mas susceptible a la accion
del MMTS que TbTIM. El analisis de los efectos del MMTS sobre TcTIM y TbTIM ha
proporcionado informacion sobre el papel que tiene la Cys 15 en las interacciones de la
interfase del dimero y sobre la forma de penetracion de estos reactivos hasta la Cys 15
(Reyes-Vivas, et al. 2001; Pérez-Montfort, et al. 1999; Garza-Ramos, et al. 1998). Todos
estos datos sugieren que diferencias minimas en la interfase de la TIM de los
tripanosomatidos influyen significativamente en la sensibilidad a los agentes derivatizantes
de las cisteinas. Sin embargo, también es posible que las diferencias en la interfase de estas
enzimas se regulen por otras interacciones, y lejanas a dicha region.

Tales interacciones se podrian llevar a cabo mediante una red de uniones no covalentes en
la proteina. Por ejemplo, la presencia del sustrato (G3P) o de sus andlogos induce una
proteccion parcial al MMTS. Lo anterior demuestra que la ocupacion del sitio catalitico
con el sustrato o con algun andlogo influye en el acceso de dicho reactivo hasta la Cys 15,
que se encuentra inmersa en la zona de la interfase y rodeada por el asa 3 (Pérez-Montfort,

et al. 1999).
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Atomo de la Cys | Residuo con quien Atomo del Residuo con quien| Distancia
tiene contacto Cys tiene contacto (A)
N LYS 14A C 1.3
N LYS 14A CA 2.4
N LYS 14A CB 2.7
N GLY 73B 0] 2.9
N PHE 75B N 4.1
CA ASN 16 A N 2.3
CA LYS14 A C 2.3
CA LYS14 A O 2.6
CA GLU 78B 0] 4.0
CA THR 45 A CG2 4.4
C ASN 16 A N 1.3
C ASN 16 A CA 2.4
C ASN 16 A CB 33
C ASN 16 A CG 34
C GLY 73B O 35
C ILE 83B CDl1 3.7
O ASN 16 A N 2.3
(0] GLY 73B N 2.7
O ASN 16 A CA 2.8
O SER 72B CB 2.9
CB GLY 73B 0] 33
CB LYS14 A C 3.5
CB GLU 78B 0) 3.6
CB GLY 74B O 34
CB PHE 75B N 3.8
CB GLY 73B N 3.8
CB PHE 75B CB 39
CB PHE 75B CDl1 4.2
SG GLU 78B O 2.9
SG GLU 78B C 34
SG SER 80B N 3.7
SG VAL 79B CA 3.7
SG VAL 79B N 3.7
SG VAL 79B C 3.8
SG SER 80B CB 39
SG ILE 83B CDl1 4.1
SG ILE 69B CDl1 4.1
SG SER 72B CA 4.5

Tabla 1. Residuos en contacto con la Cys 15 del monémero A. Los contactos con la Cys 15 del mondmero
B son los mismos. Se muestran los residuos de TcTIM, los contactos de la Cys 15 en TbTIM son
equivalentes.
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Atomo de la Cy| Residuo con quien la ( Atomo del residuo con qui Distancia
forma el puente forma el puente de hidrégeno| (A)
hidrogeno

N GLY 73 B 0 3.0

N PHE 75 B 0 4.1

O ASN 16 A N 2.2

O GLY 73 B N 3.0

Tabla 2. Puentes de hidréogeno que forma la Cys 15 del monémero A de TcTIM. Los puentes de
hidroégeno en TbTIM son equivalentes. El programa considera que un puente de hidrégeno se puede formar a
una distancia de 4 A.
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HIPOTESIS

e En las diferentes cinéticas de reactivacion que presentan TcTIM y TbTIM, influyen
tanto la porcion interfacial como la porcidn no interfacial de la enzima.

e La perturbaciéon de una de las dos regiones Cys 15 — Asa 3, afecta a ambos
monomeros de la triosafosfato isomerasa, es decir, existe una intercomunicacion
entre los mondmeros.

OBJETIVOS

El presente trabajo tiene dos objetivos principales:

1) Determinar la contribucién de la porcion interfacial y de la no interfacial en la
cinética de formacion del dimero de la triosafosfato isomerasa a partir de
monomeros desplegados.

a) Determinar la cinética de reactivacion de TcTIM y TbTIM.

b) Determinar la contribucion de los residuos de la interfase en la cinética de
reactivacion de la TIM.

¢) Explorar si, en la cinética de reactivacion de la TIM, las caracteristicas de un
monomero afectan mondmero vecino.

2) Determinar la causa de las grandes diferencias entre TcTIM y TbTIM a la
susceptibilidad de la Cys de interfase (Cys 15) a agentes tioles.

a) Determinar la contribucion de la interfase en la diferencia a la
susceptibilidad al MMTS entre TbTIM y TcTIM.

b) Determinar si las caracteristicas de un mondmero influyen sobre las
propiedades del mondémero contiguo.

¢) Determinar como la perturbacion de una region especifica de la interfase

afecta los eventos cataliticos en cada uno de los dos monomeros.
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MATERIALES Y METODOS

Todas las enzimas que se usaron en este trabajo se purificaron a partir de células de
Escherichia coli en las que las enzimas se habian sobre-expresado. (Ostoa, ef al. 1997,
Borchert, et al. 1993). Después de su purificacion todas las enzimas se mantuvieron a 4° C
como precipitado en 70 % de saturacion en sulfato de amonio que ademas contenia 100
mM trietanolamina, 10 mM EDTA, 1 mM ditiotreitol y 1 mM de azida de sodio, pH 8.0.
Para los experimentos, la suspension se centrifugd y la pastilla se disolvié en 100 mM de

trietanolamina/10 mM EDTA, pH 7.4 y se dializ6 contra el mismo amortiguador.

Construccion y purificaciéon de mutantes de T¢TIM y TbTIM. La mutante de TcTIM
que tenia los residuos de interfase de TbTIM se preparo6 utilizando la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) con el sistema de PCR de alta fidelidad (Boehringer). Los
oligonucle6tidos mutagénicos fueron 5° GGCTCCCAGCAGTTGCTTGTA 3’ [S20Q
forward (Fw)] y 5° TACAAGCAACTGCTGGGAGCC 3’ [S20Q reverse (Rv)], 5’

CCCACCTTTGTIGCACATCCCA 3’ (L47V Fw) y 5 TGGGATGTGCACAAAGGTGGG

3’ (L47V Rv), 5> ACCTTTGTGCACCTGGCGATGACG 3’ (L47V/149L y P5S0A Fw) y 5°

CGTCATCGCCAGGTGCACAAGGT 3° (L47V/149L 'y P50A Rv), y 5

AAGGACTTTGGAGTGAGCTGG 3 (Y87F/189V Fw) y 5’

CCAGCTCACTCCAAAGTCCTT 3’ (Y87F/189V Rv). Se utilizaron el T7 promotor y el

T7 terminador como oligonucleotidos externos (Novagen). Las condiciones de la PCR
fueron las siguientes: 30 ciclos por un minuto a 94 °C, 1 minuto a 55 °C, 1 minuto a 72 °C

y una incubacion por 10 minutos a 72 °C. Estos cambios se introdujeron también en la
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mutante de TcTIM E19Q que se habia obtenido previamente. Los productos de PCR se
clonaron en el vector de expresion pET-3a como fragmentos Ndel-Bam HI y se
introdujeron con la transformacién en las células de Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS
(Novagen). Para comprobar la mutacion, se secuencié el gen completo.

Las células transformadas BL21(DE3) pLysS con la mutante de interfase se crecieron a
37 °C en el medio Luria-Bertani complementado con ampicilina 100 pg/mL hasta una
absorbencia de Agp = 0.8 - 1. El crecimiento se continud por toda la noche a 30 °C. La
purificacion de la mutante de interfase de TcTIM se hizo siguiendo la metodologia para la
purifiacion de TcTIM (Ostoa-Saloma, ef al. 1997). El rendimiento de la enzima fue de 8
mg/L de cultivo. La construccion y purificacion de la mutante C15A TbTIM se describid
previamente (Herndndez-Alcantara, et al. 2002), y la mutante C15A TcTIM se purificd
siguiendo el protocolo para la purificacion de TcTIM silvestre (Ostoa-Saloma, et al. 1997).
La sustitucion del glutamico catalitico de TbTIM [168] por un aspartico se llevd a cabo
mediante la PCR utilizando el sistema de alta fidelidad (Boehringer). Los oligonucleotidos
mutagénicos fueron 5° CCAAACGGGATCGTAGGCGAT 3’ [E168D reverse (Rv)] y 5°
ATCGCCTACGATCCCGTTTGG 3’ [E168D forward (Fw)]. Se utiliz6 el promotor T7 y
el terminador T7 como oligonucledtidos externos (Novagen). Las condiciones de PCR
fueron las siguientes: 30 ciclos por un minuto a 94 °C, 1 minuto a 55 °C, y 1 minuto a 72
°C y una incubacion de 10 minutos a 72 °C. Los productos de la PCR se clonaron en el
vector de expresion pET-3a como fragmentos Ndel-Bam HI y se introdujeron por la
transformacion en células BL121 (DE3) pLyS (Novagen). Para rectificar la mutacion, se
secuencio el gen completo mutante.

Las células transformadas BL21(DE3) pLysS con la mutante E168D se crecieron a 37 °C

en el medio Luria-Bertani complementado con ampicilina 100 pg/mL hasta una
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absorbencia de Agyp = 0.8 - 1. El crecimiento se continud toda la noche a 37 °C. La
purificacion de la mutante se llevo a cabo siguiendo la metodologia para la purifiacion de

TbTIM (Borchert, et al. 1993). El rendimiento de la enzima fue de 12 mg/L de cultivo.

Actividad enzimatica. La actividad se midié a pH 7.4 en 1 mL de una mezcla que
contenia 100 mM TEA, 10 mM EDTA, 1 mM gliceraldehido 3-fosfato, 0.2 mM NADH y
0.9 unidades de a-GDH, pH 7.4. Generalmente, se usaron 5 ng de proteina para determinar
la actividad. Los parametros cinéticos de las enzimas en la direccion de gliceraldehido 3-
fosfato a dihidroxiacetona se determinaron en las mismas condiciones; la concentracion del

sustrato se varid desde 0.1 hasta 5 mM. La reaccion se inicid con la adicion de la TIM.

Desnaturalizacion y reactivacion de las enzimas. Las enzimas se desnaturalizaron
incubando 0.5 6 1 mg de proteina por mL a 25 °C por 1 hora en 100 mM de TEA, 10 mM
EDTA, 1 mM ditiotreitol y 6 M hidrocloruro de guanidina (Gdn HCI), pH 7.4. Para la
reactivacion, se tomaron alicuotas de la mezcla anterior y se diluyeron 100 veces en un
medio con la misma composicion del anterior, pero sin desnaturalizante. La concentracion
de la proteina en la mezcla de reactivacion vari6 entre 0.2 y 10 ug/mL (8 a 400 nM en
concentracion de monomero). Después de la dilucion se tomaron alicuotas a diferentes
tiempos y se midi6 su actividad. En todos los experimentos la concentracion de GdnHCl en
el medio de reactivacion fue de 60 mM. Esta concentracion de desnaturalizante no afecta
la actividad de la enzima. Esto se sabe porque al poner una muestra control con esta
concentracion de desnaturalizante, su actividad fue la misma que la que tiene una enzima

sin desnaturalizante.



52

Determinacion de las constantes de velocidad en la reactivacion de la TIM. Las
constantes de velocidad se calcularon de gréaficas de In de la actividad contra tiempo, a
diferentes concentraciones de proteina, y considerando que la reactivacion involucra las

siguiente secuencia de reacciones:

1 2 3
IM e 2Ma Dy < D,
k. k. ks
En donde My, My, Djnac ¥ Dact son mondmeros desplegados, mondémeros plegados, dimeros
inactivos y dimeros activos, respectivamente.

En todas las condiciones, la constante de velocidad de la primera reaccion unimolecular
(k;) fue mas rapida que las otras dos reacciones (ver resultados). El paso de My a Djp,c €5
una reaccion bimolecular que es seguida por una reaccion unimolecular en donde Djy,e S€
transforma a D, En condiciones de estado estacionario, la ecuacion de Briggs - Haldane
se puede utilizar para determinar los pasos 2y 3 (Segel, 1993; Jencks, 1987).

Por lo tanto, la siguiente ecuacion describe la constante de velocidad observada para

cualquier concentracion de la proteina.

kops = k3 [TIM] K
1+ K [TIM]

Donde K= (k. + k3) / k2, y k3 es la constante de velocidad maxima observada. Debido a

que, en nuestras condiciones experimentales, £, es mucho menor que k3 entonces, K = k; /
k>.

Formacion, purificacion e identificacion de los hibridos Tc¢TIM-TbTIM y de
hibridos de sus respectivos monémeros mutantes. El punto de partida para la

preparacion de hibridos fue el trabajo de Sun, ef al. (1992) en el que los autores lograron
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formar heterodimeros de mondmeros de TIM de levadura y de conejo. Las enzimas TcTIM
y TbTIM nativas o sus respectivas mutantes, a una concentracion de 500 pug/mL, se
incubaron en 100 mM TEA, 10 mM EDTA, 1 mM DTT y 6 M GdnHCI pH 7.4, por una
hora a 25 °C. Se mezclaron volimenes iguales de las enzimas desnaturalizadas,
generalmente 0.5 mL de cada una. Esta mezcla se dializd contra 250 mL del mismo
amortiguador sin desnaturalizante a 25 °C por 4 horas y luego contra 250 mL del mismo
amortiguador por 12 horas a 4 °C. Se repitié el mismo procedimiento para controles de
TbTIM y TcTIM por separado. Un procedimiento alterno que también se utilizo fue el de
pasar la mezcla desnaturalizada por columnas de centrifugacion de Sephadex G-50 que se
encontraban previamente equilibradas con amortiguador que contenia 100 mM TEA, 10
mM EDTA, 1 mM DTT, pH 7.4. Las columnas se centrifugan a 3500 rpm por 1 minuto y
medio con el fin de eliminar el desnaturalizante. El sobrenadante se pasa por una columna
de intercambio i6nico (ver mas adelante) para separar los productos solubles de la reaccion.

Para separar los hibridos TcTIM-TbTIM de los homodimeros TbTIM y TcTIM,
utilizamos una columna de intercambio idnico (carboxi-metilsefarosa) tomando en cuenta
que los puntos isoeléctricos de TcTIM y TbTIM (pl) son 8.2 y 9.8, respectivamente, y que
el pl del hibrido se encuentra entre estos dos valores. El producto obtenido de la dialisis o
de las columnas de centrifugacion, se cargd en la columna de carboximetilsefarosa
equilibrada con buffer de 25 mM de TEA, 1 mM EDTA y 1 mM de DTT, pH 8.0. A
continuacion, se pasaron 25 mL de amortiguador. Posteriormente, se pasé por la columna
50 mL de amortiguador que contenia 30 mM, 50 mM y 80 mM de NaCl y se colectaron
fracciones de 5 mL. Asi se logrd la separacion de TcTIM, el hibrido y TbTIM, que se
desprendieron en ese orden. Las fracciones se concentraron en filtros Centricon hasta una

concentracion aproximada de 1mg/mL (ver Fig. 8).
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Identificacion de los hibridos. Los hibridos se identificaron por medio de una
electroforesis en geles nativos de acrilamida al 10%. El gel se pre-corri6 una horaa 160 V
a 4 °Cy se corrio 2.75 horas. El buffer utilizado fue imidazol 153 mM / HEPES 400 mM,
pH 7.0. Se invirtieron los polos para correr el gel. Debido a que TcTIM y TbTIM tienen
puntos isoeléctricos de 8.2 y 9.8, respectivamente, la migracion de TbTIM fue mas rapida
que la de TcTIM. Los geles se tiferon con azul de Coomasie. La Figura 5 muestra la
electroforesis en geles nativos de la banda de proteina del hibrido, asi como de las enzimas

que se utilizaron para su preparacion.

2 3 1 2 1 2

Fig. 5. Formacion de hibridos TcTIM-TbTIM, C15A TcTIM -TbTIM y C15A TcTIM- E168D ThTIM.
Las mezclas de diferentes especies se hicieron por procedimientos de centrifugacion y se aplicaron a geles
nativos en donde fueron separados electroforéticamente

Fig. 5A representa la formacion del hibrido TcTIM-TbTIM. El carril 1 es TbTIM, el carril 2 es el hibrido
TcTIM-TbTIM vy el carril 3 es TcTIM. Fig. 5B representa el hibrido C15A TcTIM - TbTIM. El carril 1 es
C15A TcTIM y TbTIM; el carril 2 es el hibrido C15A TcTIM — TbTIM. Fig. 5C representa el hibrido C15A
TcTIM — E168D TbTIM. El carril 1 es el hibrido C15A TcTIM — E168D TbTIM y el carril 2 es C15A
TcTIMy E168D TbTIM.

Dicroismo circular. Las enzimas se dializaron contra 25 mM de amortiguador de
fosfatos, pH 7.2 y se filtraron a través de una membrana de 0.22 pum. Los espectros se
corrieron en un espectropolarimetro Jasco J-715 en celdas de cuarzo de 0.1 mm a 25 °C en

un intervalo desde 260 hasta 190 nm.
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Fluorescencia intrinseca. El espectro de emision se determindé en un
espectrofluorometro RF5000U Shimadzu en celdas de cuarzo de 4 mm a temperatura
ambiente. La longitud de onda de excitacion fue de 280 nm. La concentracion de las
enzimas fue de 5 o0 20 pug/mL en el amortiguador que se utilizd para los experimentos de
reactivacion.

Para los experimentos, se utilizd una solucion amortiguadora previamente filtrada por
una membrana de 0.22 um. Se prepararon blancos que no contenian proteina y el espectro
del blanco se rest6 del espectro de las muestras. El centro espectral de masas (SCM) se
calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion:

SCM=2XA. I/?_/ ZI/{

donde /7, es la intensidad de fluorescencia a una longitud de onda A.

Ensayo del efecto del metilmetano tiosulfonato (MMTS) en la actividad de la TIM.

Las condiciones estandar para medir el efecto del MMTS en las enzimas indicadas y en
los hibridos fueron las siguientes: las enzimas se incubaron a una concentracion de 5
ug/mL en 0.25 mL de TEA 100 mM/10 mM EDTA (pH 7.4), con el MMTS a las
concentraciones indicadas por 2 h a 25 °C. A continuacion, se tom6 una alicuota para medir

la actividad. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado.
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RESULTADOS
Cinética de reactivacion de TcTIM y TbTIM

McVittie y colaboradores (1977), Waley (1973) y Zabori y colaboradores (1980),
estudiaron la cinética de reactivacion de la TIM de pollo y conejo a partir de mondémeros
desplegados. Los datos de estos tres grupos indicaron que la reactivacion de la TIM
involucra los siguientes pasos: el paso de los mondmeros desplegados a mondmeros
plegados, la asociacion de mondmeros plegados y, finalmente, la formacion del dimero
activo. Estudiamos si la reactivacion de TcTIM y TbTIM seguia la misma secuencia de
reacciones. Se hicieron espectros de fluorescencia intrinseca de las enzimas en su estado
nativo y después de ser desnaturalizadas con GdnHCI 6.0 M. En las dos enzimas, el
desnaturalizante provoco un desplazamiento del centro de masa espectral hacia el rojo, lo
que indica la exposicion de los residuos aromaticos. También se observo una disminucion
en la intensidad méaxima de fluorescencia (Tabla 3). Esta tabla también muestra como la
dilucion del desnaturalizante (1:100) indujo, en 1 min o menos, un desplazamiento hacia el
azul de los espectros y un aumento en la intensidad de fluorescencia, que indica que en este

tiempo los residuos aromaticos se habian ocultado nuevamente del solvente.

Tabla 3. Fluorescencia intrinseca de TcTIM, TbTIM y la mutante de interfase con y sin GdnHCl 6.0 M
antes y después de la dilucion del desnaturalizante.

TeTIM TbTIM Mutante
concentracion de enzima SCM % FI SCM %FI SCM %FI
5 pg/mL Nativa 332 100 339 100 341 100

" Gdn/HCI 370 20 369 20 380 10
Dilucion 341 102 343 90 344 103
20 pg/mL Nativa 337 100 339 100 341 100
" Gdn/HCI 363 29 362 20 378 10
Dilucion 343 95 348 74 344 85

SCM: Centro espectral de masa FI: Intensidad de fluorescencia
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La dilucion de las mezclas desnaturalizadas provocd una aparicion progresiva de la
actividad; sin embargo, los tiempos de reactivacion (Fig. 6) fueron mucho mas largos que
aquellos en los que se ocultan los residuos aromaticos. Tanto en TcTIM como en TbTIM,
la velocidad y magnitud de reactivacion aument6 conforme se aumento la concentracion de
proteina. Se hace notar que, a las mismas concentraciones de proteina, la reactivacion de
TcTIM fue mayor y mas rapida que la de TbTIM (Fig. 6A y B, respectivamente).

De las graficas de In de la aparicion de actividad en funcion del tiempo en los primeros
minutos de la reactivacion, se calcularon las constantes de pseudo primer orden de la
formacion del dimero activo a diferentes concentraciones de TbTIM y TcTIM. Estos
valores se graficaron en funcion de la concentracion de proteina para obtener las constantes
de segundo orden para la formacion del dimero activo (Fig. 7). Se observé que los puntos
se ajustaban a una curva con pendiente decreciente hasta llegar a un punto en donde el
proceso se volvia independiente de la concentracion de proteina. La forma de la curva
indica que a concentraciones de proteina relativamente bajas, la velocidad de formacién de
dimeros activos esta limitada por una reaccion de segundo orden (asociaciéon de los
monoémeros), mientras que a concentraciones altas de proteina, el paso limitante de la
velocidad es una reaccion de primer orden. Esta constante se calcul6 utilizando los datos de
la figura 7.

En la secuencia de reactivacion de la TIM existen dos reacciones unimoleculares, el
plegamiento del monomero y la transformacion de dimero inactivo a activo. Para
determinar cudl de las dos es el paso limitante, la constante de velocidad de primer orden
para el plegamiento del monomero (k;) se estimé suponiendo que en el tiempo maximo de
un minuto, los residuos aromaticos se habian ocultado, es decir, en un minuto los

monomeros ya se habian plegado.
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Figura 6. Cinética de reactivacion de TcTIM (A) y ThTIM (B) a diferentes concentraciones de
proteina. Las enzimas se desnaturalizaron a una concentracion de 500 pg/mL con GdnHCI1 6.0 M por una
hora a 25°C. En el tiempo cero, las enzimas se diluyeron para dar las concentraciones indicadas (1 pg/mL
(A), 2.5 pg/mL (O) y 5 ug/mL (M) apH 7.4y 25 °C. Todas las mezclas contenian 60 mM de GdnHCI. En
los tiempos indicados, se tomaron alicuotas a las que se les determind su actividad. Los resultados se

expresan como el porcentaje de la actividad recuperada, en donde el 100 % es la actividad de las enzimas
nativas.
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Figura 7. Relacion de las constantes de velocidad de primer orden y la concentracion de proteina. Los
experimentos se hicieron como en la Figura 6. El In de las actividades en los primeros minutos de la
reactivacion se graficaron en contra del tiempo y se determinaron las constantes de velocidad de primer
orden. Estos valores se graficaron en contra de la concentracion de proteina y mediante el ajusto tedrico de las
curvas se obtuvieron las constantes de segundo orden.

Tanto en TbTIM como en TcTIM, en un minuto, que fue el tiempo mas corto en que se
pudieron tomar los espectros de fluorescencia, los mondémeros desplegados se
transformaron en mondmeros plegados, por lo tanto, el valor de esa constante de primer
orden fue de cuando menos 8 x 107 s™. Las velocidades pueden ser mas rapidas, pero
nuestras condiciones experimentales no permitieron distinguir diferencias entre TcTIM y
TbTIM. Las velocidades pueden ser mas rapidas, pero nuestras condiciones experimentales
no permitieron distinguir diferencias entre TcTIM y TbTIM. Sin embargo, en todos los
casos la velocidad del plegamiento de los monémeros de ambas enzimas fue mayor que ks,
la reaccion de primer orden que limita la formacién del dimero activo a altas

concentraciones de proteina (Tabla 4). Por lo tanto, a altas concentraciones de proteina el
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paso limitante de la velocidad de aparicion de dimeros activos es la transformacion de

dimero inactivo a dimero activo (k3;). También es evidente que esta constante, asi como la

constante de la reaccion bimolecular, son mayores en TcTIM que en TbTIM.

TcTIM Mutante de interfase
k; 0.08 s 0.08 !
ks 25x10°M's! 0.7x10° Mg 0.6x10°M"'s™
k; 7.8x10 s 1.6x10 °s! 6.6x10 °s!

Tabla 4. Determinacion de las constantes de velocidad de la reactivacion de Tc¢TIM, TbTIM vy la
mutante de interfase. k; se calculd a partir de los experimentos de fluorescencia, k, y k; de los resultados

obtenidos de las figuras 6 y 7 (ver Materiales y Métodos).

Cinética de reactivacion de una mutante de TcTIM en la cual los residuos de

interfase son idénticos a los de TbTIM. De los datos anteriores surgid una pregunta:

(Como participan las distintas porciones de la enzima en la cinética de formacion del

dimero? Para esto, se construyé una mutante de TcTIM a la cual se le cambiaron los

residuos de interfase por los que tiene la TbTIM. Las dos enzimas difieren en 7 de 32

residuos que establecen contactos con la otra subunidad (Tabla 5).

Tabla S. Diferencias entre los residuos que establecen contactos entre las subunidades de TcTIM y

TbTIM y su posicion en la estructura cristalografica de las enzimas.

TcTIM ThTIM Posicion
Glul9 GInl18 Hélice 1
Ser20 GInl9 Hélice 1
Leud7 Vald6 Hélice 2
11e49 Leu48 Hélice 2
Pro50 Ala49 Hélice 2
Tyr87 Phe86 Hélice 3
11e89 Val88 Hélice 3

*Se utilizo la numeracion de las secuencias de aminoacidos de TcTIM y TbTIM. TcTIM tiene un residuo de

mas que TbTIM y estd en la posicio

n 2.
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La cinética de reactivacion de la mutante de interfase se determind siguiendo el mismo
protocolo utilizado para las enzimas silvestres. Dentro de nuestros limites experimentales,
la transicion de M, a M de la mutante de interfase fue tan rapida como la observada para
las enzimas silvestres (Tabla 4). De igual forma que para las enzimas silvestres, la
velocidad de reactivacion de la mutante de interfase aumentd con respecto a la
concentracion de proteina hasta que se alcanzé una meseta (Fig. 7). De estos datos, se
calcularon tanto la constante de segundo orden como la constante de primer orden que es la
limitante de la velocidad a altas concentraciones de proteina. Estos valores se compararon
con los de las enzimas silvestres (Tabla 4). La comparacion mostr6é dos hechos importantes.
El primero es que la constante de segundo orden (la asociacién de los mondmeros) de la
mutante de interfase es similar al valor obtenido para TbTIM. Debido a que la mutante
posee la interfase de TbTIM y la porcidon no-interfacial de TcTIM, los datos sugieren
fuertemente que la formacion de dimeros inactivos a partir de mondmeros plegados esta
predominantemente controlada por los residuos que forman parte de la interfase. El otro
punto interesante es que la velocidad de la transicion de Dinae @ Dyt de la mutante es
significativamente mayor que en TbTIM, y solo un poco menor que en TcTIM. Esto
sugiere que la porcion no-interfacial de la enzima contribuye fuertemente en la velocidad

en la cual el Dj,, se transforma a Dy.

Reactivacion y agregacion de la TIM. En los experimentos de reactivacion de la TIM,
estd claro que la reactivacion y la formacion del dimero activo a partir de mondmeros
desplegados no fue del 100 % (Fig.6). Excepto con TcTIM a una concentracion de 5

png/mL (200 nM de concentracion de mondmero) en donde la reactivacion fue cercana al 90
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%, en TbTIM la reactivacion fue cercana al 50 % o menor, a mas bajas concentraciones. Se
ha demostrado que la fraccion de la proteina que no forma enzimas cataliticamente
competentes se agrega a través de una reaccion de segundo orden que compite con las
reacciones que llevan a la formacién de dimeros activos (Zetmeiss, ef al. 1979). A simple
vista, nosotros nos percatamos de que si se eliminaba el desnaturalizante por dialisis, se

formaban agregados.

Formacion de hibridos de monémeros de TcTIM y TbTIM. Los experimentos de
reactivacion con TcTIM y TbTIM indican que TcTIM se reactiva mas rapidamente que
TbTIM y que esto puede deberse a una mayor velocidad en las reacciones que involucran la
asociacion de los monomeros y la transicion del dimero inactivo al activo. Por lo tanto,
estudiamos las caracteristicas de la formacion de hibridos a partir de mondmeros que
poseen distintas cinéticas de reactivacion. Primero estudiamos si los monémeros de TbTIM
y TcTIM hibridaban. Una mezcla de cantidades iguales de TcTIM y TbTIM se
desnaturalizé con 6.0 M de GdnHCI. La mezcla se dializé extensivamente y los productos
se analizaron por electroforesis en geles nativos. Se utilizo este sistema debido a que los
puntos isoeléctricos de TbTIM y TcTIM son 9.8 y 8.2, respectivamente. La movilidad de
TbTIM hacia el catodo fue mas rapida que la de TcTIM (Fig. 8, inserto). Los resultados
muestran que en estas condiciones hay una clara separacion entre TcTIM y TbTIM, y por
lo tanto, el hibrido se podia identificar facilmente como una banda que migraba entre
TcTIM y TbTIM.

Cuando se desnaturalizé y renaturaliz6 a una mezcla de TbTIM y TcTIM; y se analizd
mediante geles nativos, se observaron dos bandas (Fig. 8, inserto). Una tenia la movilidad

de TcTIM. La otra proteina migraba entre TcTIM y TbTIM, por lo tanto, correspondia al
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heterodimero. Un punto importante es que el gel no mostré la banda correspondiente a
TbTIM (en ciertas preparaciones se observd una banda muy tenue). Con respecto a la
observacion anterior, es importante notar que durante la dialisis de TbTIM sola, la proteina
se agregaba. Cuando TbTIM y Tc¢TIM desnaturalizadas se dializaron juntas, la cantidad de
proteina agregada fue mucho menor.

Estas observaciones junto con los datos electroforéticos indican que los monomeros de
TcTIM reclutan una cantidad importante de monémeros de TbTIM, y por lo tanto,
disminuyen la agregacion de esta ultima.

La migracion electroforética que es caracteristica del hibrido sugirié que éste se podria
separar de las enzimas silvestres por medio de una cromatografia de intercambio idnico.
Una mezcla de TcTIM y de TbTIM se desnaturalizo, se dializ6 y se aplicd a una columna
de carboximetilsefarosa. La proteina se cargd a la columna, y se pasaron 25 mL del
amortiguador sin observar actividad de TIM. Se continu6 pasando la misma solucion pero
que contenia concentraciones crecientes de NaCl; se obtuvieron tres picos. En geles
nativos, la proteina que se desprendi6 de la columna con una concentracion de 30 mM de
NaCl poseia la movilidad de TcTIM. La proteina que se desprendié con 50 mM de NaCl
migraba entre TcTIM y TbTIM. Finalmente, con 80 mM NacCl, se desprendié un pequeiio
pico con actividad. Este ultimo pico correspondia a TbTIM; ya que se demostrd en un
experimento control que esta proteina requiere una concentraciéon de NaCl relativamente

alta, mayor que 50 mM, para salir de la columna (Fig. 8).

Caracteristicas de los hibridos de TcTIM-TbTIM. Los parametros cinéticos en la

direccion de gliceraldehido 3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato; del hibrido aislado, fueron
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muy similares a los de las enzimas silvestres, es decir, éste tiene una afinidad por el

sustrato y un numero de recambio muy similares a los de las enzimas silvestres (Tabla 6).
Cuando se realizd la prueba de estabilidad a la dilucion, se observd que el hibrido

TcTIM-TbTIM era igual de resistente a la dilucion que las enzimas silvestres, es decir, la

formacion del hibrido no afect6 la constante de asociacion de los monomeros (Fig. 9).
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Figura 8. Formacion y aislamiento de hibridos de TcTIM y TbTIM. Una mezcla de cantidades iguales de
monomeros desplegados de TcTIM y TbTIM se dializé en contra de 25 mM TEA, 1mM DTT, 10 mM EDTA pH
7.4 y se aplicd a una columna de carboximetil sefarosa. La proteina con actividad se desprendié con amortiguador
que contenia las concentraciones de sal indicadas. Se determiné la actividad en las fracciones. Las fracciones que
mostraron actividad se juntaron, se concentraron y se analizaron por electroforesis en geles nativos. El inserto
muestra el gel tefiido con azul de Coomassie. El carril A tiene una mezcla de TcTIM y TbTIM nativas, el carril B los
productos de la dialisis de la mezcla que contenia monomeros desnaturalizados de TcTIM y TbTIM, el carril C
muestra la proteina que salié con 30 mM NacCl (pico 1), y D, la proteina que salié con 50 mM NaCl (pico 2). Notar
que la migracion de la proteina es intermedia entre TcTIM y TbTIM.
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Caracteristicas espectroscopicas del hibrido T¢TIM-TbTIM

El centro espectral de masas de las fluorescencias intrinsecas de TcTIM y TbTIM

difieren por 3 nm. También hay diferencias en su intensidad de fluorescencia; es mayor en

TbTIM que en TcTIM (Fig. 10 A). El centro de masa espectral del hibrido fue similar a

TbTIM, sin embargo, la intensidad de la fluorescencia a la longitud de onda de méaxima

emision fue intermedia entre TcTIM y TbTIM.

TIM K (mM) Keat X 10° (min™)
TcTIM 0.45+0.03 2.7+0.02
TbTIM 0.46 £0.01 3.1+£0.05
Mutante de interfase 0.40 + 0.01 3.1 £0.03
TbTIM-TcTIM 0.31+0.02 3.0+£0.02

C15A TcTIM 0.42+£0.09 1.6 +0.02

C15A TcTIM - TbTIM 0.28 £0.09 1.3+£0.02

C15A TcTIM — TbTIM + MMTS 0.62 + 0.09 0.5+0.02
E168D TbTIM 0.18 £ 0.03 0.0065 +0.0001
C15A TcTIM- E168D TbhTIM 0.69 £0.07 0.45+0.02

Tabla 6. Determinacion de las constantes cinéticas de TcTIM, TbTIM, el hibrido TbTIM-TcTIM, la mutante
de interfase de TcTIM, C15A TcTIM, el hibrido C15A TcTIM-TbTIM, E168D TbTIM vy el hibrido C15A
TcTIM — E168D TbTIM. Las constantes se determinaron siguiendo un modelo tipo Michaelis-Menten.

Aparentemente, en el hibrido, cada mondémero conserva el ambiente de sus residuos aromaticos.

El dicroismo circular de TcTIM, TbTIM, y el hibrido fue muy similar (Fig. 10 B). Por lo tanto,

todos los datos indican que el hibrido es una enzima cataliticamente competente que posee las

caracteristicas estructurales de las enzimas nativas.
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Figura 9. Estabilidad de TcTIM, TbTIM, y el heterodimero de TcTIM y TbTIM a diferentes concentraciones
de proteina. Las enzimas se incubaron a las concentraciones indicadas por dos horas a 36 °C. A éste tiempo, se les

determiné su actividad. Los resultados se expresan como porcentaje de la actividad final (B) TcTIM, (O) TbTIM, y
(A) el hibrido.
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Figura 10. Fluorescencia intrinseca (A) y dicroismo circular (B) de Tc¢TIM, TbTIM y el hibrido con
mondémeros de TcTIM y TbTIM (TcTIM-TbTIM). La longitud de onda de excitacion en los espectros de
fluorescencia fue de 230 nm.
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Derivatizacion de la cisteina de interfase: evidencia de intercomunicacion entre
monomeros.
Efecto del MMTS sobre Tc¢TIM y TbTIM

De acuerdo con los datos publicados (Pérez-Montfort, et al. 1999), observamos que la
exposicion de TcTIM y TbTIM al MMTS produce la pérdida de la catalisis. También
observamos que se necesitan concentraciones mas altas de MMTS para inducir un efecto
equivalente en TbTIM (Fig. 11 A y B, respectivamente).

Los datos en la figura 11 muestran también que mutantes de TcTIM y TbTIM en donde
su Cys de interfase fue reemplazada por Ala fueron insensibles al MMTS. Esto muestra que
el efecto causado por el MMTS es debido a la derivatizacion de la Cys de interfase.

Efecto del MMTS sobre una mutante de TcTIM que tiene los residuos de interfase
de TbTIM. Para conocer si la composicion de los residuos interfaciales es la responsable
de las diferencias en susceptibilidad de la Cys de interfase a agentes tioles, produjimos una
mutante de TcTIM en la que sus residuos interfaciales se sustituyeron por los de TbTIM.
En TcTIM y TbTIM, 25 de los 32 residuos que establecen contactos intersubunidades son
idénticos. Se utilizd la misma mutante que se menciona en la primera parte de la tesis (ver
Tabla 5). La mutante se expres6 en E. coli y se purificd a homogeneidad siguiendo el
protocolo de purificacion de la enzima silvestre. La enzima mutante no mostr6 una
tendencia a agregarse. Los parametros cinéticos de la enzima purificada fueron similares a
aquellos de TcTIM y TbTIM indicando que las mutaciones no causan alteraciones en la

estructura general y en la actividad catalitica de la enzima (Tabla 6).
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Fig. 11. Efecto del MMTS en la actividad de TbTIM, C15A TbTIM, TcTIM, C15A TcTIM y la
mutante de interfase. Las enzimas se incubaron a una concentracion de 5 pg/mL en una mezcla de 100 mM
de TEA y 10 mM EDTA, pH 7.4. Después de dos horas de incubacién, se tomo una alicuota para medir la
actividad. Esta ultima se midi6 a una concentracion de 5 ng/mL. Los resultados se expresaron como

porcentaje de la actividad, en donde 100 % fue 2765, 2930, 3786, 3855 y 2071 pmol min™ mg™ para TcTIM,
CI15A TcTIM, TbTIM, C15A TbTIM y la mutante de interfase, respectivamente.

Cuando se determind el efecto de distintas concentraciones de MMTS en la mutante de
interfase, encontramos que la susceptibilidad al MMTS fue similar a la de la enzima
silvestre de TcTIM (Fig. 11 C). Por lo tanto, las diferencias en susceptibilidad al MMTS en

TcTIM y en TbTIM no dependen de las diferencias en los residuos que conforman la
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interfase. Al parecer, la accesibilidad del MMTS a la Cys de la interfase estd modulada por

las caracteristicas de la porcidon no interfacial de la enzima.

Efecto del MMTS en hibridos formados a partir de mondémeros de TcTIM y
TbTIM. En TcTIM y TbTIM, la Cys de interfase (o su equivalente en otras TIMs) de un
monémero estd fuertemente empacada entre los residuos del asa 3 de la subunidad
adyacente (Fig. 4). Por lo tanto, la reactividad de la cisteina de interfase a agentes tioles
podria depender de las caracteristicas de su mondémero, o de las de la otra subunidad. Para
dilucidar entre estas dos posibilidades, preparamos un hibrido de monémeros de TcTIM y

TbTIM y examinamos su susceptibilidad al MMTS (Fig. 12).
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Fig. 12. Efecto del MMTS en la actividad del hibrido TbTIM-Tc¢TIM. El hibrido se incubd a una
concentracion de 5 pg/mL en una mezcla de 100 mM TEA y 10 mM EDTA, pH 7.4 en presencia de MMTS.
Después de dos horas de incubacién, se tomd una alicuota para medir la actividad. Esta tltima se midi6 a una

concentracion de 5 ng/mL. Los resultados se expresaron como porcentaje de la actividad, en donde 100 % fue
2300 pmol min™.
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La figura 12 muestra que el MMTS induce un decremento importante en la actividad del
hibrido a concentraciones que afectan a la TcTIM y no a la TbTIM (comparar figuras 11y
12). Sin embargo, con 15 pM de MMTS, el hibrido conserva cerca del 50 % de su
actividad, mientras que en TcTIM, esta concentracion de MMTS, induce la inhibicion
completa de la actividad. En el hibrido, se requieren concentraciones del orden de 150 uM
para su inactivacion completa. Estos datos sugieren que en el hibrido, las dos cisteinas de
interfase no son equivalentes. Pareceria que en el hibrido hay una coexistencia de las dos
regiones interfaciales Cys 15-asa 3 que no son equivalentes y que cada una conserva las
caracteristicas de las enzimas silvestres.

Es importante hacer notar que debido a que el hibrido se prepara por dilucion de una
mezcla de mondmeros desnaturalizados, su sensibilidad al MMTS, asi como la de otros
hibridos (ver adelante), se podria deber a alteraciones que ocurren durante los pasos de
desnaturalizacion - renaturalizacion. Para explorar esta posibilidad, determinamos la
susceptibilidad que TbTIM tuvo frente a un tratamiento idéntico, es decir, una TbTIM que
se sometid al proceso de desnaturalizacion y renaturalizacion. Los resultados indican que
su susceptibilidad fue idéntica a la de TbTIM (Fig. 11 A, triangulos). Por lo tanto, el ciclo

desnaturalizacion - renaturalizacion no altera la susceptibilidad de las enzimas al MMTS.

Sensibilidad al MMTS de los hibridos formados por un monémero de C15A Tc¢TIM
y un monomero de ThTIM silvestre. Los experimentos de la figura 12 indican que a
concentraciones de MMTS relativamente bajas, el hibrido TcTIM-TbTIM pierde una parte
considerable de su actividad, pero se requieren concentraciones de MMTS relativamente
altas para obtener una inhibicion completa. Estas observaciones podrian implicar que la

derivatizacion de una de las cisteinas de interfase induce una inhibicion parcial de la
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actividad y que la inhibicion completa requiere la perturbacion de las dos Cys de interfase.
Para examinar esta posibilidad, preparamos una enzima con una sola Cys en su interfase.
Esto se logro hibridando un monomero de TbTIM silvestre con un monémero de una
mutante C15A TcTIM. El hibrido C15A TcTIM-TbTIM también sirvid para observar si la
accesibilidad al MMTS hacia la tnica cisteina de interfase depende de la dinamica del
propio monomero o de la dindmica de la subunidad adyacente. Es importante hacer
hincapié¢ que se trata de la Cys 15 de TbTIM que se encuentra rodeada por el asa 3 de
TcTIM. Los parametros cinéticos de este hibrido son similares a los de la mutante C15A
TcTIM (Tabla 6).

En los experimentos sobre el efecto del MMTS en el hibrido C15A TcTIM - TbTIM,
observamos que el hibrido muestra un decremento espontaneo de la actividad después de
dos horas de incubacion. Por lo tanto, los valores que se obtuvieron sobre el efecto del

MMTS se calcularon considerando a la actividad del control (Fig. 13).
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Fig. 13. Efecto del MMTS en la actividad del hibrido C15A TcTIM-TbTIM (m) y el hibrido C15A
TcTIM-E168D TbTIM (o). Las enzimas se incubaron a una concentraciéon de 5 pg/mL en una mezcla de
100 mM de trietanolamina y 10 mM EDTA, pH 7.4 y MMTS a las concentraciones indicadas. Después de
dos horas de incubacién se tom6 una alicuota para medir la actividad. Esta ultima se midi6 a una
concentracion de 5 ng/mL. Los resultados se expresaron como porcentaje de la actividad, en donde 100 % fue

1200 umol min" mg™ para el hibrido C15A TcTIM-TbTIM y 400 umol min" mg" para el hibrido C15A
TcTIM-E168D TbTIM.
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Los resultados mostraron que a concentraciones de MMTS cercanas a 50 uM se inhibe
cerca del 60% de la actividad del hibrido C15A TcTIM — TbTIM (Fig. 13, A). Esta fue la
maxima inhibiciébn que se produjo; es decir, la actividad permanecié a este nivel a
concentraciones de MMTS de cuando menos 700 uM. Estos resultados indican que una
enzima con una Cys de interfase perturbada expresa una actividad catalitica importante. Es
de interés sefialar que la perturbacion de la unica cisteina de interfase induce un incremento
de 2 veces en la Km y una reduccion de aproximadamente el 60 % en la k., (ver C15A
TcTIM-TbTIM + MMTS en la Tabla 6).

Con respecto a la interaccion entre los dos mondmeros, es de llamar la atencidon que la
maxima inhibicion de la actividad del hibrido C15A TcTIM-TbTIM por el MMTS se
alcanzd a concentraciones que fueron aproximadamente dos veces mayores que aquellas
que inducen una inhibicién completa en la TcTIM silvestre (Fig.13, A), esto es, mucho
menores que las requeridas para inhibir a TbTIM. Por lo tanto, el hibrido C15A TcTIM-
TbTIM exhibe una susceptibilidad al MMTS mas cercana a la que posee TcTIM silvestre,

pese a que su unica Cys de interfase pertenece al mondémero de TbTIM.

Control de la actividad catalitica de los dos monémeros por las dos porciones de
interfase Cys 15 - asa 3.

Los datos sobre el efecto del MMTS en el hibrido C15A TcTIM - TbTIM mostraron que
la perturbacion de la tnica Cys de interfase disminuy6 su actividad cerca del 60% (Fig. 13
A). El porcentaje de inhibicion sugiere que la perturbacion de una Cys de interfase da lugar
a una enzima en donde sélo uno de los mondémeros es funcional. En este caso, seria
importante determinar cudl de los dos mondmeros es el afectado. Sin embargo, las

observaciones también podrian indicar que la perturbacion de una sola region de la
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interfase afecta la actividad de ambos monomeros. Cualquiera de estas posibilidades
proporcionaria informacién sobre el mecanismo de catélisis en los dimeros de la TIM, por
lo tanto, estudiamos cual era la causa de la inhibicion parcial en el hibrido con el MMTS.
Para nuestros estudios, aprovechamos la observacion de Raines et al. (1986) que mostraron
que la substitucion del glutdmico catalitico de la TIM de pollo por un Asp produce una
enzima con una actividad que es aproximadamente 1000 veces menor que la de la enzima
silvestre. Produjimos y purificamos a homogeneidad la mutante E168D de TbTIM (ver
Material y Métodos). En confirmacién con los datos de Raines y colaboradores (1986), la
ket de la mutante fue aproximadamente 500 veces menor que la de la enzima silvestre
(Tabla 6). Los mondmeros de esta mutante se hibridaron con monémeros de C15A TcTIM.

Las propiedades cinéticas del hibrido C15A TcTIM — E168D TbTIM se muestran en la
tabla 6. La Km fue de aproximadamente dos veces mayor que la de la silvestre y su k.., fue
cerca de tres veces menor que en el hibrido C15A TcTIM — TbTIM. También se observo
que el hibrido C15A TcTIM — E168D TbTIM era inestable. A una concentracion de 5
ug/mL, la actividad del hibrido decae cerca del 40 % en 5 minutos. Después de este
tiempo, la actividad permanece constante por lo menos por 2 horas. Por lo tanto, en los
experimentos en donde se estudid el efecto del MMTS, se determin6 la actividad en
presencia de MMTS en relacion a la actividad que presentaba el control en el tiempo de la
medicion.

El propésito de estudiar el efecto del MMTS en el hibrido C15A TcTIM — E168D
TbTIM fue el de saber si la inhibicion parcial de la actividad que resulta de la perturbacion
de una sola cisteina de interfase en el hibrido C15A Tc¢TIM — TbTIM (Fig. 13 A), es debida
a la supresion de la actividad de uno de los dos mondmeros o a una inhibicioén parcial en la

actividad de los dos monémeros. El razonamiento detras de los experimentos con el hibrido
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C15A TcTIM — E168D TbTIM, fue el siguiente: Si la actividad del hibrido C15A TcTIM —
E168D TbTIM se inhibe por completo con MMTS, se podria concluir que el monémero
funcional en el hibrido derivatizado C15A TcTIM — TbTIM silvestre es el mondmero de
CI15A TcTIM. Por el contrario, si el hibrido C15A TcTIM — E168D TbTIM es insensible
al MMTS, entonces, el monomero funcional en el hibrido C15A TcTIM — TbTIM
derivatizado es el mondémero de TbTIM. En el caso de que la inhibicién parcial de la
actividad en el hibrido C15A TcTIM — TbTIM se deba a alteraciones en la actividad de los
dos sitios, s6lo observariamos una inhibicion parcial de la actividad.

Los resultados del efecto del MMTS sobre el hibrido C15A Tc¢TIM — E168D TbTIM
mostraron que el agente tiol produjo una inactivacion de aproximadamente el 60 % (Fig. 13
B). Es importante notar que ésta fue la mayor inactivacion que se indujo por el MMTS. Por
lo tanto, los datos en el hibrido C15A TcTIM — E168D TbTIM indican que la perturbacion
de la region de la interfase Cys 15 — asa 3 afecta aproximadamente el 50 % de la actividad

de cada uno de los dos sitios cataliticos del dimero.
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DISCUSION

Control de la cinética de reactivacion del homodimero de la triosafosfato isomerasa a
partir de los monomeros desplegados.

Se acepta que la renaturalizacion de la TIM a partir de monomeros desplegados con GdnHCl
se lleva a cabo por un mecanismo cinético secuencial uni-bimolecular. Inicialmente, los
monoémeros desplegados se pliegan en un intermediario monomérico. En un segundo paso, los
monoémeros plegados se asocian dando lugar a dimeros activos (Rietveld y Ferreira, 1998; Gao,
et al. 1998; Gokhale, et al. 1999).

Los estudios de reactivacion con TcTIM y TbTIM, muestran que la formacion de dimeros
activos a partir de los monomeros desplegados es una secuencia de reaccion uni — bi - uni
molecular. La primera reacciéon unimolecular involucra el plegamiento de los mondmeros.
Subsecuentemente, en la reaccion bimolecular, dos mondémeros se unen para formar un dimero
inactivo. Esto es seguido por arreglos internos que finalizan en la obtenciéon de un dimero
cataliticamente competente (ver secuencia de reacciones en la pagina 37). Los experimentos de
reactivacion muestran que las constantes de velocidad &, y k3 son mayores en TcTIM que en
TbTIM. Esto indica que la asociacion, como los arreglos internos del dimero inactivo para
transformarse en dimero activo son mas rapidos en TcTIM que en TbTIM. De hecho, mis datos
ilustran bien como la cinética del proceso se relaciona con la agregacion. Los valores de k; (la
constante de velocidad de la asociacion de los mondmeros) son de 2.5 x 10° M's™ para TcTIM
y de 0.7 x 10° M''s™ para TbTIM. Estas constantes son similares a las obtenidas para el
proceso de renaturalizacion de la TIM de musculo de conejo, cuyo valor es de 3.0 x 10°M's™
(Zabori, et al. 1980); al valor obtenido para la enzima de musculo de pollo a 30 °C, que es de

2.2 x 10°M's™ (Mc Vittie, et al. 1977) y al valor obtenido para la renaturalizacion térmica en
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levadura, que es de 1.8 x 10° M's (Benitez-Cardoza, et al. 2001). Es importante recalcar que
el valor mas bajo de k; es el que corresponde a TbTIM. Esta enzima es la que muestra mayor
tendencia a la agregacion, lo que concuerda con que su asociacion es mas lenta y, por lo tanto,

se favorece el proceso de agregacion.

Esta involucrada la interfase de la TIM en las diferencias cinéticas de reactivacion de
TcTIMy TbTIM?

Los estudios sobre la cinética de la reactivacion de una mutante de TcTIM que tiene la
interfase de TbTIM indicaron que la asociacion entre los dos monomeros (k) esta controlada
principalmente por los residuos que conforman a la interfase. Esto parece congruente debido a
que los residuos de la interfase son aquellos involucrados en el reconocimiento y la asociacion
de los mondmeros. Solo 7 de los 32 residuos que conforman la interfase son distintos entre
TcTIM y TbTIM. Por lo tanto, la diferencia que se observé en las constantes de velocidad, para
la asociacion de los mondmeros entre TcTIM y TbTIM, se debe fundamentalmente a estos
residuos.

Por otro lado, los valores de k; de la mutante de interfase y de la TcTIM son muy
semejantes. Esto quiere decir que los arreglos internos que ocurren en la transicion del dimero
inactivo al dimero activo estan controlados por la porcién no interfacial.

Debido a que realizamos un estudio detallado sobre la cinética de formacion de los dimeros
de TcTIM y de TbTIM, pudimos observar qué porcion de la estructura de la enzima
contribuye en los diferentes pasos de la cinética de plegamiento. Se incluy6 un paso adicional
que fue el de la transicion del dimero inactivo al dimero activo. Este paso fue incluido debido a
que en los datos obtenidos en la Figura 7 se muestra que a concentraciones de proteina

relativamente bajas existe un paso cuya velocidad es dependiente de la concentracion de la
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enzima, que corresponde a la asociacion de los mondmeros. A altas concentraciones de
proteina (por arriba de 200 nM en concentracion de mondmero) existe otra reaccion,
independiente de concentracién, que es el paso limitante en la formacion de los dimeros
activos. Conjuntando los datos anteriores, proponemos la siguiente secuencia de reactivacion
para TbTIM y TcTIM: primero se pliegan los mondmeros, y en una segunda reaccion, se
asocian para formar un dimero inactivo, que finalmente, da origen a un dimero cataliticamente
competente a través de rearreglos intramoleculares.

Mu g Mf g Dinac A4 Dactivo

¢, Influyen las propiedades cinéticas de un monomero de la TIM en las propiedades
cinéticas del monomero adyacente?

Con respecto a los estudios con hibridos de TcTIM / TbTIM, nuestro proposito fue conocer
como la interaccion de mondmeros con diferentes caracteristicas, afecta la cinética de
formacion de hibridos cataliticamente competentes. Debido a la alta identidad de los residuos
de la interfase de las dos enzimas, no nos sorprende que los hibridos se hayan formado. Es
posible obtener hibridos de la TIM si existe una alta identidad de los residuos que forman parte
de la interfase (Sun et al. 1992). Lo sorprendente, en nuestro caso, fue que, cuando se reactivd
una mezcla de mondémeros de TbTIM y TcTIM desplegados, el rendimiento de los hibridos
activos fue alto en una proporcion semejante a la formacion de homodimeros de TcTIM y muy
superior a la de TbTIM.

Ya que existen diferencias entre TcTIM y TbTIM en cuanto a sus residuos interfaciales,
esperabamos que cada mondmero fuera mas afin al mondémero de su propia especie, o que la
formacion del dimero fuera al azar (esto sucederia si la afinidad entre los mondmeros de las

diferentes especies fuera la misma). Si la formacion del dimero fuera al azar, se esperaria una
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distribucion estadistica 1 (Tc¢TIM) : 2 (Hibridos) : 1 (TbTIM). Sin embargo, en nuestros
experimentos, la proporcion de TcTIM : hibrido : TbTIM fue de 1.0 : 0.9 : 0.2. Esto indica que
existe una preferencia de los mondémeros de TbTIM por los mondémeros de T¢cTIM y no por sus
propios mondmeros. En este sentido, es importante sefalar que, cuando se reactiva a TcTIM
junto con TbTIM, se obtiene un mayor rendimiento de mondémeros de TbTIM que cuando se
reactivan solos. Pareceria que los mondémeros de TcTIM reclutan a los monémeros de TbTIM,
impidiendo asi su agregacion. Por lo tanto, los resultados indican que para la formacion de los

dimeros, las propiedades de cada monomero afectan la cinética del proceso.

Evidencia de intercomunicacion entre mondémeros.

La mayoria de las enzimas de los organismos son oligémeros (Bennet, ez al. 1995) y, dentro
de los oligdmeros, los mas abundantes son los homodimeros. En varios homodimeros, los
sitios cataliticos se forman por los residuos de las dos subunidades y, por lo tanto, estas
enzimas son necesariamente dimeros. Sin embargo, no esta claro por qué otras enzimas, como
por ejemplo la TIM, son dimeros obligados. En la TIM, los residuos que participan en la
catalisis se encuentran en cada subunidad. Sin embargo, los mondémeros de la TIM son
cataliticamente inertes, y la enzima es activa solo en su forma dimérica.

Para explicar por qué la TIM es un dimero, se ha propuesto que la dimerizacion induce la
orientacion correcta de los residuos cataliticos (Borchert, et al. 1993; Schliebs, et al. 1997).
También se ha sugerido que la dimerizacién aumenta la estabilidad de los monomeros
(Mainfroid, et al. 1996; Vazquez-Contreras, et al. 2000). Sin embargo, se ha estudiado poco
como las distintas porciones de la enzima contribuyen en la expresion de la catélisis (Pérez-
Montfort, et al. 1999; Reyes-Vivas, et al. 2001). Para explorar la contribucion de las distintas

partes de la enzima en la expresion catalitica, en particular de la region interfase — asa 3,
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utilizamos la formacién de hibridos de monémeros de TcTIM y/o TbTIM que modificados en
algunos aminoacidos de la interfase.

Los hibridos son de mucha utilidad para estudiar como las caracteristicas de los mondmeros
se afectan entre si en la formacion del dimero. De hecho, los estudios con hibridos han tenido
aplicaciones multiples. Por ejemplo, los hibridos se han utilizado para explorar la contribuciéon
de los aminoacidos de la interfase en el reconocimiento monomero-mondémero y en la
estabilidad del oligomero (Greene, et al. 1993; Distefano, et al. 1990; Osterman, et al. 1994).
En las enzimas en las que el sitio catalitico estd formado por los residuos de los dos
monoémeros, se han utilizado hibridos para probar cémo los residuos de cada mondmero
participan en la reaccion catalitica y si €sta es afectada por residuos distantes (Sun, ef al. 1992).
El poder de los hibridos puede aumentar aun mas si se forman con mondmeros que poseen
caracteristicas que son drasticamente diferentes. Nosotros estudiamos los hibridos formados
por los monomeros de dos enzimas que muestran diferencias en accesibilidad al solvente de su
Cys de interfase. El objetivo fue el determinar si las caracteristicas de la cisteina de interfase
dependen de la dindmica del propio mondémero o de la otra subunidad y también el explorar si
durante la catalisis existe una interaccion dinamica entre los dos mondémeros de la TIM.

Pese a que la composicion de aminoacidos y la estructura de TcTIM y TbTIM son muy
similares, la susceptibilidad de la Cys de interfase a los agentes tioles de TcTIM es
aproximadamente dos 6rdenes de magnitud mayor que en TbTIM (Reyes-Vivas, et al. 2001).
Nuestros estudios sobre el efecto del MMTS sobre una mutante de TcTIM con la interfase de
TbTIM mostraron que la mutante posee una susceptibilidad al MMTS similar a TcTIM
silvestre. Esto indica que el tiempo de exposicion de la Cys de interfase a agentes externos
depende de las propiedades de las porciones no interfaciales de las enzimas, y no de la

composicion de aminoacidos de la interfase.
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.Contribuyen las distintas partes de la triosafosfato isomerasa a la diferencia en
reactividad de un residuo de la interfase?

Con el fin de responder esta pregunta se gener6d un hibrido TcTIM — TbTIM. Los estudios
con el hibrido TcTIM — TbTIM mostraron que, a concentraciones de MMTS a las que se
inactiva TcTIM, el hibrido todavia posee actividad. De hecho, se requieren concentraciones por
arriba de 100 uM para la inactivacion del heterodimero. Al parecer, en este hibrido, la Cys 15
de cada mondmero conserva la reactividad de su enzima original, y, por lo tanto, las cisteinas
de interfase del hibrido no son equivalentes.

En este sentido, los experimentos del efecto del MMTS sobre el hibrido C15A TcTIM —
TbTIM son bastante ilustrativos. En este hibrido, la maxima inhibicion de la actividad causada
por el MMTS se logré a concentraciones ligeramente mayores a las que inhiben a la TcTIM
silvestre. Es importante recordar que en este hibrido, se esta estudiando la susceptibilidad de la
Cys 15 de TbTIM que se encuentra rodeada por el ambiente de TcTIM. Se encontr6 que la
susceptibilidad al MMTS del hibrido es mucho mayor que la de TbTIM silvestre. Por lo tanto,
la reactividad de la Cys de interfase depende predominantemente de las caracteristicas de la
subunidad adyacente.

También es importante remarcar que las caracteristicas observadas en el hibrido no son el
resultado del procedimiento de la formacion de hibridos, es decir, de las reacciones de
desnaturalizacion y de renaturalizacion de las enzimas. Una TbTIM que fue desnaturalizada y
reactivada posee la misma baja susceptibilidad al agente desnaturalizante que una TbTIM que

no ha sufrido este proceso.
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. La perturbacion de una porcion de la interfase de la TIM afecta la actividad
catalitica de un monomero o de ambos?

Como se menciond anteriormente, cada uno de los dos mondémeros de la TIM posee los
residuos que participan directamente en la quimica de la reaccion catalitica; sin embargo, las
enzimas son activas solamente cuando se encuentran en estado dimérico. En este contexto, es
relevante que Sun ef al. (1992) mostraron que los monémeros de la TIM son cataliticamente
competentes cuando se encuentran unidos a monomeros que tienen su Glu catalitico
modificado covalentemente con un analogo de sustrato. Por otro lado, Borchert, et al. 1993,
mostraron que la dimerizacion induce la orientacion correcta de los residuos cataliticos. En
conjunto, estos trabajos indican que cada mondémero es un punto de apoyo para la otra
subunidad. Sin embargo, es posible que, ademas de servir como soporte del otro mondmero,
cada mondémero sea un participante activo de la reaccion catalitica de la otra subunidad. Esta
hipotesis implica que durante la catdlisis existe una intercomunicaciéon entre las dos
subunidades. Cabe mencionar que la hipotesis de que exista intercomunicacion entre los sitios
cataliticos de los mondmeros de la TIM ha sido mencionada previamente por Harris et al.
(1998).

Nuestros datos con el hibrido C15A TcTIM — TbTIM silvestre muestran que cuando se
perturba con el MMTS una sola de las cisteinas de interfase, la actividad del hibrido decae
aproximadamente en un 60 %. La inhibicion parcial podria tener dos explicaciones: a) la
perturbacion de una de las regiones de la interfase Cys 15 — asa 3 suprime la actividad de uno
de los dos monoémeros o b) la perturbacion afecta la actividad de ambos monomeros. Bajo este
contexto, los experimentos con el hibrido formado por el monomero CI15A TcTIM vy el

monémero esencialmente inactivo de la E168D TbTIM son interesantes. Es importante
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recordar que este hibrido es analogo al hibrido C15A TcTIM — TbTIM silvestre, excepto que el
monomero de TbTIM es cataliticamente inactivo.

El 40 % restante de la actividad del hibrido C15A TcTIM — TbTIM inactivo puede pensarse
que la perturbacion de la tnica region de interfase Cys 15 — asa 3 afecta de igual manera a la
actividad de ambos mondmeros. La actividad total del dimero de la TIM es entonces la suma
de las actividades de cada uno de los dos sitios cataliticos que dependen de la integridad de
cada una de las regiones de la interfase Cys 15 — asa 3. Por lo tanto, esta podria ser otra razoén
por la cual la TIM es un dimero obligado.

En este contexto, Aqvist y Fothergill (1996) llamaron la atencién al hecho de que el grupo
hidroxilo de la Thr 76, que se encuentra en el extremo del asa 3, forma un puente de hidrogeno
con la His 96 de la otra subunidad, cuando se encuentra desprotonada, que durante la catalisis,
el puente de hidrogeno se mueve hacia el Glu catalitico. De acuerdo con los autores, estos
arreglos son necesarios para la actividad. En un trabajo anterior, el grupo de Brown (1987) y el
de Borchert, et al. (1993), llegaron a conclusiones similares con respecto a que la Thr 76
estuviera involucrada en la catalisis. Ambos grupos indicaron que ésta podria ser una razoén por
la que la TIM es un dimero.

En relacion con nuestros resultados, es posible que la modificacion de la Cys 15 de la
primera subunidad se transmita al asa 3 de la otra subunidad, la que a su vez afecta la funcion
del sitio catalitico de la primera subunidad. Una comunicacion entre el sitio catalitico y la
region Cys 15 — asa 3 también fue inferida en los estudios en los que se demostrdo que la
ocupaciéon del sitio catalitico con el sustrato o con un analogo del sustrato modifica la
reactividad de la cisteina de interfase a los agentes tioles (Pérez-Montfort, et al. 1999). Estas
observaciones indican que existe una comunicacion entre el sitio catalitico y la region de la

interfase Cys 15 — asa 3. Nuestros datos concuerdan con estos reportes. Sin embargo, también
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muestran que la region de la interfase Cys 15 — asa 3 contribuye a la expresion de la catélisis en
los dos sitios cataliticos del dimero de la TIM, ésta podria ser una razon por la que la TIM es
activa solamente en su forma dimérica. Aunque cada mondmero contiene un sitio catalitico
independiente, la funcion catalitica requiere de la region de la interfase Cys 15 — asa 3. Al
alterar esta region, la enzima pierde sus propiedades cataliticas. Por lo tanto, para tener una
enzima funcional es necesaria la intercomunicacion dinamica entre mondmeros.

En este trabajo se pudo disecar la contribucion de distintas partes de la enzima tanto en la
cinética de formacion del dimero, como en su susceptibilidad al MMTS. Ademas, se usaron
hibridos para indagar si un mondémero es capaz de modificar las propiedades del mondémero
vecino. El uso de hibridos con estos fines no ha sido muy utilizado, y éstos pueden ser de gran
utilidad para estudiar si una propiedad particular de un monémero puede ser conferida al
monoémero adyacente. Se piensa que el uso de hibridos podria ayudar a responder si una
caracteristica que posea un monomero, por ejemplo, una mayor termoestabildad, podria ser
conferida a un monémero de una enzima con distintas caracteristicas. Los hibridos también

resultan ser de utilidad para estudiar la intercomunicaciéon entre monémeros.
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