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RESUMEN

Segun la OMS actualmente hay 15 millones de personas infectadas con el parasito
Trypanosoma cruzi causante de la enfermedad de Chagas, también conocida como Mal
de Chagas o Tripanosomiasis americana, lo que provoca 12,500 muertos al afo.
Muchos grupos de investigacion se han enfocado a las enzimas de la via glucolitica
como diana para el disefio de nuevos farmacos contra esta enfermedad. La
Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi (TcTIM), es una enzima de la via
glicolitica que cataliza la interconversion de gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona
fosfato y requiere estar en forma homodimerica para ser activa. El sitio catalitico de la
enzima se ha mantenido altamente conservado en las diferentes especies a través de la
evolucion, asi que la interfase entre los dos mondmeros, que es una zona menos
conservada, constituye una mejor opcién como diana para el disefio de inhibidores
especie especificos dirigidos contra esta region de la proteina.

Buscando sitios de unién de moléculas organicas a la proteina, en previos trabajos,
nuestro grupo cristalizé la TcTIM en presencia de hexano. El cristal mostré la presencia
de tres moléculas de este compuesto asociadas a la TcTIM, de las cuales dos se
encuentran a menos de 4 A de algunos amino4cidos de la interfase de ambas
subunidades. En un segundo estudio cristalografico, se resolvié la estructura de un
cristal de la TcTIM en presencia de un inhibidor selectivo de esta proteina: el acido (3-(2-
benzotiazoliltio)-1-propanosulfonico 6 compuesto 8. El sitio de unién del compuesto 8
con la TcTIM es muy cercano al sitio en que los dos hexanos fueron identificados, a una
distancia menor de 4 A de algunos residuos de la interfase, dentro de ellos la Phe 75 y
las tirosinas 102 y 103, residuos que pertenecen a un grupo de aminoacidos aromaticos
que forman parte de una region altamente hidrofébica en la interfase de la TcTIM.

Para determinar la importancia de estos residuos como parte del conjunto hidrofébico
e integridad de la proteina, decidimos mutar la Tyr 102 y 103 en la TcTIM por aquellos
residuos que presenta el humano en estas posiciones y generar las mutantes Y102V,
Y103V, Y102V/Y103F, Y103F y Y102F/Y103F. Al determinar las constantes cinéticas en
estas proteinas se encontrd6 que no hubo diferencias significativas con la enzima
silvestre. Sin embargo, las mutantes Y102V y Y103V fueron menos estables a la
dilucién que las enzimas Y102V/Y103F, Y103F y Y102F/Y103F que presentaron valores
de Ky muy similares a la TcTIM. La sustitucién por Phe en la posicion 103 genera
mutantes mas resistentes al compuesto 8, contrariamente, la mutante Y103V es mas
sensible al compuesto 8.

La estructura cristalina de las mutantes Y103V, Y103F y Y102F/Y103F fueron
obtenidas a una resolucién de 2.35, 2.1 y 2.1 A respectivamente. Al superponer los
carbonos alfa del dimero con respecto a la TcTIM silvestre, se obtuvieron desviaciones
con on valores de RMS (“Root Mean Square”, Raiz de la media cuadratica) de 0.60,
0.64 y 0.49 A, respectivamente.

Después de un analisis de la estructura de la mutante Y103V, se observo la pérdida
de una interaccion cation-pi entre la Arg 99 y la Tyr 103. Esta mutacion también generé
un aumento en el area superficial de la cavidad hidrofébica que ademas provoca
perdidas en las interacciones entre los residuos que forman parte del agrupamiento
aromatico, generando una enzima mas inestable y posiblemente una zona mas
accesible para la entrada y accién del compuesto 8.



1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, también conocida como Tripanosomiasis americana, fue
descrita por primera vez en 1909 por el brasilefio Dr. Carlos Chagas, cuando realizaba
una campana contra el paludismo en el pueblo de Lassance, en el estado de Minas
Gerais. Durante su estancia le llamaron la atencién unos insectos que habitaban en el
vagon que habia tomado como laboratorio provisional; era el insecto vector (triatoma)
transmisor del parasito protozoario Trypanosoma cruzi (T.cruzi). Después de realizar
estudios del ciclo de desarrollo del Trypanosoma en animales de laboratorio y en el
insecto transmisor, buscé el parasito en humanos, descubriendo mas tarde el cuadro

clinico que se conoceria poco después como la enfermedad de Chagas.

1.1.1 Trypanosoma cruzi

El Trypanosoma cruzi es un parasito estercolario de la clase Zoomastigophorea, del
orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae género Trypanosoma, especie cruzi,
que causa la Tripanosomiasis americana o Mal de Chagas, la cual es una de las
enfermedades infecciosas mas prevalentes en Centro y Sur América, abarcando desde

México hasta el Sur de Argentina.

Segun la Organizacion Mundial de Salud, se estima que en América Latina
actualmente hay 15 millones de personas infectadas, lo que provoca 12,500 muertos
cada afio y cerca de 28 millones de personas estan en riesgo de adquirir la enfermedad,

reportandose 41,200 nuevos casos cada afio (www.who.org).

En la republica Mexicana las areas consideradas posibles endémicas son todo el
territorio que se encuentra por debajo de los 2,200 metros sobre el nivel del mar, ya que
en estas altitudes es donde se han localizado los triatdmidos infectados con T. cruzi en
las habitaciones del habitat humano. Los estados en que predomina el mayor numero
de pacientes con un diagnostico positivo a la enfermedad han sido, Oaxaca, Chiapas,
Jalisco, Michoacan, Guerrero, Zacatecas, Yucatan, Veracruz, Estado de México,

Sonora, Nayarit y Tabasco.



El ciclo de transmision de los triatomas puede ser selvatico o domiciliario.
Originalmente el T. cruzi fue transmitido s6lo a animales salvajes; los humanos se
transformaron en hospederos cuando se introdujeron en el habitat de los triatémidos,

provocando un desequilibrio ecoldgico.

La via de transmisién del parasito al humano puede ser a través de transfusiones de
sangre infectada; congénitamente de la madre al feto a través de la placenta; por la
leche materna; por manipulacion de animales infectados; en laboratorios, al manipular
sangre infectada de animales para mantener la cepa de T. cruzi o manipulacion de
cultivos y, de forma mas generalizada, mediante las heces de un insecto vector,
perteneciente a la subfamilia triatoma en la familia Reduviidae, orden Hemiptera. Dentro
de los insectos mas importantes en el grupo se encuentran el Triatoma infestans,
Rhodnius prolixus y Panstrongylus megistus, conocidos popularmente como “chinche

” » o«

besucona”, “vinchuca”, “barbero” y “chipo” (Barret, et al., 2003).

Las personas mas propensas a adquirir la infeccion son aquellas que habitan con
animales domésticos y viven en zonas rurales; en casas hechas de planchas
corrugadas, con hendiduras y grietas, techos de palma y pisos de tierra, ya que proveen

las condiciones y el habitat adecuado para el insecto transmisor (Barret, et al., 2003).

La inoculacién ocurre cuando las heces infectadas son depositadas en la piel
mientras el insecto intenta alimentarse de la sangre del hospedero. La picadura
producida por la mordedura del vector provoca que el individuo se frote o rasque
produciendo una micro abrasion permitiendo que los tripomastigotes metaciclicos no
replicativos e infecciosos penetren a la piel e invadan las células, donde se transforman
en amastigotes y se replican. Al romperse las células, el parasito se transforma
rapidamente en tripomastigote y se libera al torrente sanguineo donde se disemina.
Posteriormente vuelve a invadir otras células de diversos 6rganos, multiplicAndose

nuevamente como amastigote y repitiendo el ciclo. (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida del parasito T. cruzi. Imagen tomada de www.cardioaragon.com/doc.php?op=revista3&id
=104&id2=11.

1.1.2 Patogenia de la enfermedad de Chagas

La morbilidad y mortalidad con que se reporta la enfermedad en los diferentes paises
de América es variable e imprecisa, ya que depende de factores como los métodos
epidemiolégicos que se utilizan para la recopilacion de los datos, la falta de programas
estructurados para la deteccion y control de la enfermedad, el desconocimiento del
problema, ademas de la prevalencia de esta infeccién en zonas rurales o suburbanas,
lugares donde muchas veces los servicios médicos son muy escasos, lo que hace que

mucha poblacién infectada no sea detectada. (Tay Z.J., 2003).

La enfermedad de Chagas tiene una patogenia compleja con 2 etapas sintomaticas,
la aguda y la crénica. En la etapa aguda de la enfermedad las manifestaciones clinicas
pueden comenzar desde los 6 dias hasta 2 meses después de la infeccion.

Frecuentemente se identifica con el caracteristico chagoma de inoculacién, asi como la



aparicion de un signo de romana y un chancro tripanosomal. Esto facilita el diagndstico
en etapas tempranas de la enfermedad; clinicamente, en esta etapa, los parasitos

también pueden ser detectados en sangre periférica.

Después de la fase aguda, viene una fase asintomatica donde se ha reducido el
numero de tripomastigotes en circulacion, haciendo dificil un diagnéstico parasitologico
directo. La fase cronica se detecta después de un periodo prolongado (el cual puede
ocurrir hasta 20 afios después) en el que los dafos provocados en los 6rganos se
manifiestan, siendo el corazon, el sistema nervioso y el aparato digestivo los mas

afectados.
1.1.3 Prevencion y control de la enfermedad de Chagas

La estrategia para el control y prevencion de la enfermedad esta basada en:

- Control del vector: Fomentando el cambio de los materiales de construccién de las
casas para crear un habitat adverso al insecto vector, asi como el uso de insecticidas
(lindano, gamexano, etc).

- Control serolégico en los bancos de sangre para prevenir la transmision a través de
transfusiones.

- Tratamiento de individuos infectados.

El tratamiento para la tripanosomiasis esta basado principalmente en los
medicamentos nitroheterociclicos: Nifurtimox, Benzmidazol y Megazol. El inconveniente
de estos farmacos es que soélo son eficaces en la fase aguda de la enfermedad,
especialmente en la infeccion congénita y en individuos infectados accidentalmente en
el laboratorio. Ademas provocan importantes efectos adversos como: depresiéon de la
médula o6sea, debilidad, efectos téxicos neuroldgicos, anorexia, pérdida de peso y

vomitos. (Lowman J.W., et al., 2005). (Figura 2).

zﬂ/{}‘cﬁmrmﬁ W""ﬂ_}’ ’m mm/j{;i"'{w_zﬂt
3 N
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Figura 2. Estructura quimica de los nitro heterociclicos: 1. Nifurtimox; 2. Benznidazol; 3. Megazol



El mecanismo por el cual actian estos compuestos no estd bien establecido, sin
embargo existen evidencias que se lleva a cabo a través de la reduccion del grupo nitro.
En el caso del Nifurtimox, la nitro reduccién es seguida por una auto-oxidaciéon que
genera metabolitos de oxigeno altamente téxicos, como el anién superodxido, peréxido
de hidrégeno y el radical hidroxilo. En el Benznidazol se genera un radical nitroaniénico
que produce modificaciones covalentes de las macromoléculas, provocando dano

celular y muerte del parasito (Brunton, et al., 2006).

Dadas las implicaciones clinicas de esta enfermedad, la reducida eficacia y las
limitadas opciones farmacoldgicas disponibles en el mercado, es clara la necesidad del

disefio y desarrollo de nuevos farmacos en contra de parasitos tripanosomatidos.

1.2 Enzimas oligoméricas como blanco para el disefio de farmacos

Muchos estudios dirigidos al disefio de nuevos farmacos antiparasitarios estan
basados en la busqueda e identificacion de sitios diana que actuen especificamente
contra el parasito sin afectar al hospedero. Una linea importante de investigacion
estudia a las vias metabdlicas del parasito, donde se buscan enzimas, reguladores,

transportadores, receptores o intermediarios que difieran de los del huésped.

El desarrollo de farmacos que tenga como blanco una enzima que exista tanto en el
hospedero como en el parasito requiere que los farmacos tengan una mayor
selectividad y afinidad por la enzima del parasito. Esto se logra aprovechando las
diferencias en la secuencia de aminoacidos y la estructura que presenten la enzima del
parasito y del hospedero. Es decir, se necesita obtener una molécula inhibidora de la
enzima del parasito con alta afinidad de unién especie especifica. (Gémez-Puyou, et al.,
1995).

Cuando se compara la estructura tridimensional de las enzimas homélogas de
diferentes especies, frecuentemente muestran la misma estructura basica.
Aparentemente la evolucién ha mantenido el plegamiento que le confiere su funcion
particular, pero al examinar un alineamiento de estas proteinas se observan diferencias
en muchos de sus residuos, sobre todo aquellos que no pertenecen al sitio activo, ya

que los sitios cataliticos se han mantenido altamente conservados.



Un gran porcentaje de las proteinas que existen en los organismos son proteinas
oligoméricas, y dentro de ellas, las mas abundantes son las proteinas diméricas
(Goodsell & Olson, 2000; Pérez Montfort, et al., 2002). Muchas de estas enzimas son
activas solo en su forma oligomérica y este estado se estabiliza en mayor proporcién por
medio de los contactos de los residuos que se encuentran en la interfase de ambas

subunidades.

En la célula existe un sinnimero de factores y mecanismos intracelulares y fisico-
quimicos, como son el pH, temperatura, que contribuyen a la variacion de estas
interacciones y, por tanto, a la integridad y estabilidad de las proteinas (Veselovsky, et
al., 2002).

Estas caracteristicas, y la gran proporcién de residuos no conservados en la
interfase, sugiere que esta region pudiera ser explotada para el disefio de agentes que
perturban especificamente la interfase de una enzima oligomérica. (Pérez Montfort, et
al., 2002).

Algunos de los residuos en esta region pudieran ser irrelevantes para la funcion de la
enzima en el parasito, por lo tanto es necesario determinar su importancia; esto se

puede lograr realizando mutaciones dirigidas.

Unos de los grandes retos en el desarrollo de estos farmacos es la identificacion de
moléculas inhibidoras que intervengan en la interaccion entre las dos subunidades que
forman la interfase. Algunas de las estrategias son el disefio de pequefias moléculas
organicas (Arkin M.R., et al., 2004; Gadek T.R., et al., 2003), el desarrollo de péptidos
inhibidores (Prasanna, V., et al., 1998; Singh, K.S., et al., 2001; Zhao, L., et al., 2005) y
de moléculas péptido-miméticas (Che, Y., et al., 2006; Sillerud L.O., et al., 2005) , asi
como la identificacion de residuos “hot spot” que permitan a estos agentes tener una

mayor afinidad y eficacia (Bogan A.A, et al., 1998; Moreira I.S, et al., 2007).

El aumento de la informacién disponible en las bases de datos existente en la red, los
avances en la bioquimica, biologia molecular, microbiologia y bioinformatica han
facilitado la busqueda e identificacion de sitios dentro de las proteinas que pueden servir

como blancos.

En el metabolismo de carbohidratos de los tripanosomatidos, las 7 primeras enzimas
de la ruta se encuentran en mayor medida localizadas en unos organelos llamados

glicosomas, a diferencia de otras células eucariétas en que las enzimas glicoliticas se



encuentran principalmente en el citosol (Opperdoes, 1987). En estudios realizados en la
fase sanguinea de Trypanosoma brucei, un protozoario perteneciente también al género
Trypanosoma, se ha reportado que los glicosomas representan el 4.3% del volumen
celular y que concentra al 90% de las enzimas glicoliticas, lo que hace que el flujo
glicolitico sea mas eficiente a través de la via (Michels, et al., 1988). En esta fase del
parasito, el ciclo de los acidos tricarboxilicos no es funcional, por lo que dependen de la
glucdlisis para la produccion de energia. Aunque estas caracteristicas han sido menos
estudiadas en Trypanosoma cruzi, se plantea que su metabolismo energético es similar
a Leishmania, donde sélo una pequefa parte de los carbohidratos es oxidado a didxido
de carbono via el ciclo de Krebs y se obtiene como productos finales acetato, piruvato y

succinato (Tielens, et al., 1998). (Figura 3).
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Figura 3. Via principal de degradacion de carbohidratos en Leishmania . Tomado de Tielens, et al. 1998. El
metabolismo de carbohidratos de Trypanosoma cruzi es similar a Leishmania, con ciclo de Krebs en todas
las fases del ciclo de vida del parasito y cadena respiratoria semejante a la encontrada en mamiferos.

Debido a la importancia que juega la glicdlisis en la produccion de energia del
parasito y dada las peculiaridades que le confiere la compartamentalizacion en el
glicosoma,

la via (glicolitica ha sido considerada atractiva para investigaciones
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quimioterapéuticas (Lowman, et al., 2005; Lakhdar-Ghazal, et al., 2002; Opperdoes, et
al., 2001; Michels, 1988).

Varios investigadores (Cortés-Figueroa, et al., 2007; Olivares-lllana, et al., 2007;
Olivares-lllana, et al., 2006; Espinosa-Fonseca, et al., 2004; Tellez-Valencia, et al.,
2004; Tellez-Valencia, et al., 2002; Gao, et al., 1998; Zubillaga, et al., 1994; Garza-
Ramos, et al.,, 1996) han propuesto a la triosafosfato isomerasa (TIM o TPIl) como
blanco para el disefio de farmacos contra los tripanosomatidos y otras especies
parasitarias como Giardia lamblia (Enriquez-Flores, et al., 2008) Entamoeba histolytica
(Rodriguez-Romero, et al., 2002) y Plasmodium falciparum (Singh, et al. , 2001;
Velanker, et al., 1997) debido a su importancia en la glicdlisis del parasito (Opperdoes,
et al., 2001), por ser una proteina dimérica (Ostoa-Saloma, et al., 1997), y por la
posibilidad de su inhibicién especie especifica (Gomez-Puyou, et al., 1995). La TIM es

precisamente la molécula de interés de este proyecto.

1.3 Triosafosfato isomerasa

1.3.1 Aspectos generales

La triosafosfato isomerasa, es una enzima de la via glucolitica de aproximadamente
250 aminoacidos, que cataliza la interconversion de gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y
dihidroxiacetona fosfato (DHAP), en una reaccién que esta presente en todos los
organismos analizados hasta la fecha. Esta enzima también participa en la

gluconeogénesis, en la via de las pentosas y en la sintesis de acidos grasos.

En T. cruzi, la proteina esta compuesta por 251 residuos de aminoacidos, con una

masa molecular de 27,244 Da. (Figura 4).

La mayoria de las TIMs conocidas son homodimericas, a excepcion de las
encontradas en algunas arqueobacterias termofilicas, donde las enzimas son
tetrameros, como las de Piroccocus woesi y Methanothermus fervidus que son
homotetrameros (Kohlhoff, et al., 1996) y la de Thermotoga maritima, que se encuentra
fusionada con la enzima fosfoglicerato cinasa (Maes, et al.,1999. Las TIMs de
Thermoproteus tenax (Walden, et al., 2004) y de Giardia Lamblia (Lépez-Velazquez, et

al., 2004; Reyes-Vivas, et al 2007) pueden existir tanto en dimeros como tetrameros.
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Figura 4. Detalles de la secuencia de TcTIM (PDB, Clave 1TCD) mostrando en rojo- a hélices, azul- hebras
B, amarillo- puente de hidrégenos y en negro-asas. En cuadros rosados se enmarcan los residuos que
pertenecen al sitio catalitico, Lys 14, His 96 y Glu 168. Los asteriscos (*) muestran los residuos que
pertenecen a la interfase (Maldonado, et al., 1998).

1.3.2 Propiedades cataliticas de la Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi
(TcTIM)

Se ha observado que la enzima soélo es cataliticamente activa como dimero,
independientemente de que cada mondmero tiene su propio sitio catalitico. Esto sugiere
que los residuos de una subunidad son cruciales para mantener el sitio activo funcional
de la otra subunidad (Mainfroid, et al., 1996).

La TIM es una proteina que ha sido muy bien caracterizada, hasta el momento se
han reportado la secuencia de aminoacidos de aproximadamente 1000 especies y la
estructura de 17 de ellas. Se ha estudiado sus propiedades cinéticas (Albery, et al.,
1976), mecanismos de degradacion (Gracy, et al., 1995) y mecanismos de reactivacion
(Zomosa-Signoret, et al., 2003; Chanéz-Cardenas, et al., 2005; Fernandez-Velasco et
al., 1995; Waley, 1973). Se le ha considerado como un “catalizador perfecto” ya que su
velocidad catalitica so6lo esta limitada por la difusién de los sustratos, aumentando la

velocidad de la reaccién hasta 10° veces con respecto a un catalizador inorganico.



Siendo un valor comparable al calculado para las reacciones bimoleculares en solucion
controladas por difusion (10%-10'°). Asi mismo, en estudio de los parametros cataliticos
de la TPI variando la viscosidad del solvente, se ha reportado que los cambios en la
viscosidad del solvente influyen de manera inversamente proporcional sobre la
velocidad de transformacion de sustrato a producto (Knowles, 1991; Blacklow, et
al.,1988; Albery et al., 1976).

La proteina actua disminuyendo la barrera energética que limita la velocidad de
protonacién y desprotonacion del G3P y la DHAP, catalizando la isomerizacion a través
de un intermediario cis-enediol. En el sitio activo de la enzima se han identificado tres
residuos que participan en la catalisis, la His 96, donde el anillo imidazol es un
catalizador electrofilico que polariza el grupo carbonilo del sustrato, permitiendo la
protonacién y desprotonacion y formacion del enediol; el Glu 168, cuyo carboxilo actua
como base tomando un protén y catalizando la transferencia entre el carbono 1 vy
carbono 2, este residuo forma parte del asa 6. La Lys 14, que es la responsable de la
especificidad de la enzima por su sustrato, permite la uniéon del fosfato del sustrato y

actua modificando el pH de la His96. (Figura 5).
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Figura 5. A. Mecanismo de reaccion de la interconversion entre la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el
gliceraldehido 3-fosfato (G3P) catalizada por la TIM de humano. (Imagen tomada de Harris, et al.,1998). La
TcTIM presenta el acido glutdmico en la posicién 168 y la histidina en la posicion 96 y la lisina en la posicién
14 B. Interacciones que se forman en el sitio activo durante la catalisis (http:/laguna.fmedic
.unam.mx/~evazquez/0403/ triosafosfato%20isomerasa.html).



La enzima también puede formar fosfato inorganico y metilglioxal, el cual es téxico.
Ambos son subproductos de la descomposicion del intermediario enediol que se forma
por una reaccion de isomerizacion no enzimatica utilizando bases organicas como
catalizadores, esta reaccion de eliminacién es lenta comparada con la reaccién de

isomerizacion que lleva a cabo la TIM (Lolis & Petsko, 1990; Knowles, 1991).

1.3.3 Propiedades estructurales de la TcTIM

La TIM es el prototipo de la familia de proteinas con dominio barril a/f, cada
monomero esta compuesto de 8 hebras -plegadas y 8 a-hélices, intercaladas y unidas
mediante 8 asas (loops). Las hebras B se disponen en el interior de la proteina,
rodeadas por las a-hélices. La interfase del dimero en la TcTIM esta constituida por 40
residuos y se compone principalmente de las asas 1 a la 4 ocupando una superficie de

aproximadamente 1476 Az y 1491 Az para los mondmeros A y B que representa el

13.4% y 13.5 % de la superficie total, respectivamente. (Maldonado E., et al, 1998)
(Figura 4y 6).

Figura 6. A. Esquema del monémero de la TIM de Trypanosoma cruzi sefialando residuos del sitio
catalitico. Se observa la estructura caracteristica de barril a/f. En el interior se representan las hebras B-
plegadas en forma de flechas rodeadas por las a- hélices en forma de liston unidas por asas. B. Estructura
dimerica de la TIM sefialando el asa 3. (Coordenadas tomadas de PDB, clave 1TCD).

El asa 6 se denomina asa flexible, y se ubica muy cerca del sitio activo. Al unirse el

sustrato sufre un cambio conformacional notable, llegando a moverse hasta 7 A para



formar una especie de tapa sobre el ligando (Mande et al., 1994). Este movimiento aisla
al sitio activo del solvente, estableciendo un puente de hidrogeno entre residuos del asa
y uno de los atomos de oxigeno del grupo fosfato del sustrato. Esto estabiliza al
intermediario enediol y aumenta la eficiencia catalitica de la reaccién de isomerizacion,
disminuyendo la reaccion de eliminacion del fosfato y previniendo la formacion de
metilglioxal. EI movimiento del asa hace que presente una posicion “abierta”, que
predomina en ausencia del sustrato, pareciendo ser termodinamicamente mas estable, y

una posicién cerrada, que predomina en presencia del sustrato.

Se ha observado que las asas 5 y 7 también muestran cierta flexibilidad

conformacional.

Dentro de la interfase se encuentra el asa 3, conocida como asa de la interfase o asa
catalitica, pues ella se acopla a una cavidad cerca del sitio activo del otro monémero

(Lolis et al., 1990), lo que contribuye a la asociacion entre las subunidades. (Figura. 6) .

El acercamiento entre los dos mondmeros permite las interacciones entre las
cadenas principales y laterales de los residuos de cada subunidad, como son puentes
de hidrégeno, interacciones de Van de Waals e interacciones hidrofébicas, por lo que se
piensa que esta regién contribuye en gran medida en la estabilidad de la enzima.
(Alvarez et al., 1998; Gomez —Puyou et al., 1995; Mainfroid et al., 1996; Garza Ramos et
al., 1998; Pérez Montfort et al., 1999).

1.3.4 Interfase de la Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi

Varios reportes han demostrado la importancia que tienen la interfase en la
estabilidad y actividad catalitica de la enzima. La Cys 15, un aminoacido de la interfase
de la TcTIM que se encuentra préximo a la Lys 14, es rodeada por el asa 3 de la otra
subunidad, y que se ha reportado es importante en las interacciones entre las
subunidades y estabilidad del dimero (Schliebs, et al., 1997; Wierenga, et al., 1991;
Knowles, 1991). En estudios en el que se ha sustituido este residuo por mutagénesis, se
observaron cambios estructurales importantes, pérdida de la actividad catalitica y
enzimas con constantes de asociacion bajas. (Gomez-Puyou, et al., 1995; Garza-Ramos
et al., 1996, Hernandez-Alcantara, et al., 2002). De igual forma, su derivatizacion con

agentes de grupo sulfhidrilo como DTNB y MMTS, inducen pérdida de la actividad



catalitica, siendo hasta 100 veces mas susceptibles que Trypanosoma brucei. (Garza-
Ramos, et al., 1998)

Dentro de la region interfacial de la TcTIM también existe un agrupamiento (“cluster”)
de aminodacidos aromatico, constituido por los residuos Phe 75, Tyr 102 y Tyr 103 y
forma un nucleo estructural altamente hidrofébico (Figura 11 y 12). En diversas
publicaciones se ha observado que las interacciones intermoleculares que involucran
anillos aromaticos son importantes en los reconocimientos quimicos y bioldgicos, y que,
frecuentemente, estos agrupamientos aromaticos han estado implicados en la
estabilizacion del plegamiento de la estructura de las proteinas. Por otro lado, las
mutaciones realizadas en residuos pertenecientes al “cluster’” han provocado una
reduccion considerable en la estabilidad de la enzima. Maithal, K., et al., (2002),
realizaron una mutacion puntual de Tyr por Gly en la posicion 74, residuo que
pertenece al “cluster” de la TIM de Plasmodium falciparum, lo que provocéd una
reduccion considerable de la estabilidad de la mutante comparada con la enzima
silvestre, al efectuar ensayos de estabilidad a la dilucion y estudios de desnaturalizacion

con urea.



2. ANTECEDENTES

En la base de datos Protein Data Bank (PDB) se encuentran varias estructuras de la
TIM que han sido resueltas en presencia de posibles inhibidores. Gao X. et al., (1999),
difractaron la TcTIM en presencia del solvente organico hexano con el objetivo de
establecer las bases estructurales del comportamiento de la enzima en presencia de
solvente organico y compararla con aquellas propiedades observadas en medio acuoso;
ademas de identificar sitios en la TIM que tengan la habilidad de unir moléculas
hidrofébicas, pues, técnicamente, estas regiones pueden representar sitios de unién
potenciales de moléculas que afectan la funcion de la enzima. De forma general, no se
observo perturbacion de la estructura basica de la TcTIM, sélo cambios en la orientacion
de cadenas laterales de algunos residuos, principalmente el Glu 168 del monémero A.
Sin embargo, en el cristal se identificaron tres moléculas de hexano a la cuales se
denominé H1, H2 y H3; estas moléculas se ubicaron en la periferia de la enzima. H1 se
encontré a menos 4 A de los residuos de Arg-135, Thr-140 y Glu-186, estos residuos
forman parte de las asas 5 y hélice 6. Las otras dos moléculas se encontraron a una
distancia de menos de 3.8 A una de otra, cerca de una zona hidrofébica en la periferia
de la interfase. En la tabla 2 y figura 7 se muestran los 8 residuos que se localizaron a
menos de 4 A de las moléculas H2 y H3 de hexano, 6 de ellos presentan propiedades
hidrofébicas. Lo que sugiere que la TcTIM tiene sitios de unién a moléculas hidrofébicas
en la interfase, dentro de ellos, la Tyr-103 de la subunidad A y las Tyr-102 y Tyr-103 de
la subunidad B, residuos que forman parte del cluster aromatico, que es el objetivo de

nuestro estudio.

lle 69A

Figura 7. Localizacion de los 8
residuos que se encontraron a
menos de 4 A de las moléculas H2 y
H3 de hexano. Seis de los ocho
residuos presentan caracteristicas
hidrofébicas (resaltados en azul
oscuro). Coordenadas del archivo
PDB clave 1CI1.




Buscando moléculas que inactivaran selectivamente a la TIM, Téllez-Valencia A., et

(2002),

siguieron la cinética de inactivacion de 10 moléculas derivadas de

benzotiazoles en presencia de la TcTIM donde 3 de los 10 compuestos provocaron

inactivacion de la proteina a concentraciones micromolares (compuestos 8, 9 y 10)

(tabla 1, figura 8A). Ellos observaron que el efecto de inactivacion era dependiente de la

concentracion de los derivados del benzotiazol. Las curvas de inactivacion de la TcTIM

a diferentes

concentraciones de los compuestos 8 y 9 fueron ligeramente sigmoides

mientras que la curva de inactivacion con el compuesto 10 fue hiperbdlica. (Figura 8B).
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Figura 8. Efectos de algunos benzotiazoles sobre la TcTIM A. Derivados de benzotiazoles, (8). acido 3-(2
benzotiazolil-tio)-1 propanosulfénico (compuesto 8), (9) acido 2-(p-aminofenil)-6-metil benzotiazol-7-
sulfénico (compuesto 9) y (10) acido 2-(2-(4-aminofenil) benzotiazol) )-6-metil benzotiazol-7-sulfénico
(compuesto 10) B. Efecto de la inhibicién de la actividad de TcTIM por el compuesto 8, 9 y 10,
respectivamente. Las enzimas fueron incubadas a concentraciones de 5 pug /ml en buffer de trietanolamina
100mM, EDTA 10mM a pH 7.4 a 36 °C durante 2 horas (Téllez-Valencia, et al., 2002).

Al comparar el efecto de los compuestos 8, 9 y 10 a través de la concentracion a la

cual ocurre la mitad de la inactivacion maxima (lsp) en las TIMs de humano (HTIM),

Trypanosoma brucei (TbTIM), levadura (YTIM) y TcTIM, se observd que la TcTIM fue

mucho mas sensible a la accién de estos derivados de benzotiazoles, y que la

selectividad de estos compuestos varia significativamente entre las diferentes especies

estudiadas,

indicando que el efecto de estas moléculas podria depender de las



diferencias estructurales entre las enzimas (Tabla1); Asi que, estos compuestos podrian
ser usados como base para el disefio de moléculas altamente selectivas y con potencial

farmacoloégico contra la TcTIM (Téllez-Valencia, et al., 2002).

El mecanismo por el cual estos compuestos actuan sobre la TcTIM no esta bien
establecido, sin embargo se ha propuesto que intervienen en el proceso de asociaciéon y
disociacion de los mondémeros. Observandose que el efecto de inhibicién fue
dependiente de la concentracion de proteinas y que la inactivacién de estas moléculas
incrementé con el tiempo de incubacion. Los valores de n (constante de Hill), que es una
medida de cooperatividad, obtenidos para los compuestos 8 y 9 fueron cercanos a 2, lo
que sugiere que en el mecanismo de inhibicibn al menos 2 moléculas estan
involucradas, mientras que el compuesto 10, con valores de n cercanos a uno, sélo una
molécula inhibe.

Compuestos TcTIM HTIM ThTIM YTIM b/a
8 33 uM 422 uM 4mM >4 mM 13
9 56 UM 3.3 mM 4mM >4 mM 59
10 8 uM 1.6 mM 100 pM > 900 pM 200

Tabla 1. Comparacién de la Isps de los compuestos 8, 9 y 10 con las TIMs de humano (HTIM), T. brucei
(TbTIM) y levadura (YTIM). Se observan las Isgs para los compuestos 8, 9 y 10 incubados con las TIMs de
diferentes especies. b/a muestra la relacion Iso de la TIM de humano lso de la TcTIM. Tabla modificada de
Téllez-Valencia, et al., 2002.

Apoyados por estudios de calorimetria de titulacion isotérmica y analizando las
curvas de actividad contra concentracion de compuesto 8, Tellez-Valencia, et al. 2004,

propuso la siguiente reaccion de inhibicion del compuesto 8:

E+8— E-8 +8«< E-(8), » Enzimas inactiva

De los benzotiazoles que se ensayaron, los que contenian un grupo sulfonato fueron
los mas potentes. Considerando que los benzotiazoles son relativamente insolubles en
agua, el papel del grupo sulfonato por otra parte pudiera favorecer la interaccion con

algunos residuos de la enzima.



En este mismo trabajo, Téllez-Valencia, et al. (2004) obtuvieron el cristal de la TcTIM
en presencia de una solucion de acido 3-(2 benzotiazolil-tio)-1 propanosulfénico
(compuesto 8). Al igual que el cristal difractado en solucién de hexano, la estructura
general del dimero no se vio afectada; sin embargo, en el cristal se identifico sélo una
molécula del compuesto 8, ubicado cerca de la region donde se encontraron las
moléculas H2 y H3 de hexano ( 4.5 A de la molécula H3). (Figura 9).

Hexanos
Compuesto 8

Figura 9. Posicion de las 3 moléculas de hexano y compuesto 8 observadas por difraccién de los cristales
de TcTIM. Las coordenadas de las estructuras se obtuvieron de la base de datos PDB claves 1SUX y
1CI1.

En un andlisis de las coordenadas cristalograficas, se determiné que el C5 del
compuesto 8 se encuentra a 3.3 A del Ne de la Arg 71 de la subunidad A, sugiriendo que
la carga positiva de la Arg pudiera estar interactuando con la carga parcial negativa de
los anillos bezotiazoles. Ademas, el OH de la Tyr 102 de la subunidad B esta localizado
a 3.4 A del S2 del inhibidor (quizas estableciendo contacto de tipo Van der Waals). Asi
mismo, el C¢ del Phe 75 del mondémero A se localiza en un promedio de 4.7 A de los 2
anillos del compuesto 8, ubicados de forma casi perpendicular, de manera que puede
formar interacciones tipo cuadrupolo entre anillos aromaticos tipo “edge to face” y

estabilizar la interaccion TcTIM-compuesto 8. (Téllez-Valencia, et al. (2004); figura 10).



Compuesto 8

Figura 10. Residuos identificados a menos de a menos de 4 A de la moléculas compuesto 8, Arg 71 y
Phe75 de la subunidad Ay Tyr 102 de la subunidad B. Coordenadas tomadas de PDB clave 1SUX.

En la tabla 2 podemos ver que los 3 residuos pertenecientes al “cluster” aromatico
estaban a menos de 4 A de las moléculas de hexano y del compuesto 8 en los cristales
de TcTIM.

A pesar de la conservacion en la estructura terciaria que la TIM de diferentes
especies ha mantenido durante la evolucion, su estructura primaria ha sufrido cambios,

y estos han sido mas drasticos conforme las especies estan evolutivamente mas

alejadas.
Monémero H1 H2 H3 Compuesto 8
lle-69, Tyr103, Gly 104,
A L 116109, Lys-113 Phe-75 Arg-71, Phe-75
B Arg-133, 2he-140, Tyr-102, Tyr-103 Tyr-102, Tyr-103 Tyr-102

Tabla 2. Residuos de aminoacidos en el monémero A y B que se encontraron a menos de 4 A de las
moléculas de hexano y compuesto 8 en los cristales de TcTIM.

Cuando se examina los residuos que se encontraban a menos de 4 A en los cristales

tanto en presencia de hexano y compuesto 8 en las TIMs de diferentes especies como



T. cruzi, T. brucei, Leishmania mexicana (LmTIM), levadura, pollo (ChTIM), Plasmodium
falciparum (PfTIM), Entamoeba histolytica (EhTIM) y HTIM se observa que la estructura
en esta region de la interfase es muy similar en las especies de tripanosomatidos, a
diferencia de las otras especies mas alejadas evolutivamente. (Ollivares—lllana, et al.,
2006). Si nos limitamos a los aminoacidos ubicados en la posicion 102 y 103 podemos
observar que en TcTIM, TbTIM y LmTIM hay un 100% de identidad con residuos de Tyr
en ambas posiciones, a diferencia de la TIM de humano que presenta Val y Phe en las
posiciones 102 y 103, respectivamente. (Olivares—lllana, et al., 2006; Gémez Puyou, et
al., 1995). (Tabla 3).

TcTIM ThTIM LmTIM HTIM YTIM ChTIM EhTIM PfTIM
lle 69 A lle lle Tyr Tyr Tyr Trp Ser
Arg 71 A Lys Lys Val Lys Val Lys Phe
Phe 75 A Phe Phe Phe Phe Phe Tyr Tyr
Tyr 102 B Tyr Tyr Val Tyr Val lle Tyr
Tyr 103 AB Tyr Tyr Phe Phe Phe Phe Phe
Gly 104 A Gly Gly Gly His Gly His His
lle 109 A lle lle Leu Phe Leu Gin Asp
Lys 113 A Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys
% de identidad en la region 88 88 50 37 50 12 25
% de identidad total 72 68 52 51 47 46 44

Tabla 3. Residuos en TcTIM que se encuentran a menos de 4 A de las moléculas del hexano y compuesto
8. Los residuos de TcTIM se muestran en la primera columna y se toma como 100%. Tabla modificada de
(Ollivares—lllana, et al., 2006).

La porcion de la interfase de TcTIM donde se encontraron los hexanos y el
compuesto 8 difiere en composicion de aminoacidos y grupos hidrofébicos a la region
equivalente en la TIM de humano (HTIM). Al realizar una superposicion entre las
estructuras HTIM y TcTIM observamos que las diferencias son notables, la cavidad
hidrofobica de la HTIM esta mas ocupada que la de TcTIM ya que la disposicion de los

residuos que pertenecen a su cluster aromatico son diferentes. (Figura 11).




TcTIM

HTIM

Figura 11. Superposiciéon de la estructura cristalina de la TcTIM (PDB: 1TCD) y HTIM (PDB: 1WYI).
Acercamiento del cluster aromatico. La TcTIM tiene lle en la posicion 69, 75Phe, 102Tyr y 103Tyr a
diferencia de HTIM que presenta en estas posiciones: 67Tyr, 74Phe, 101Val y 102Phe. Se respeté la
numeracién de los residuos para cada especie.

Auxiliandose de herramientas computacionales, haciendo una simulacion a través de
“docking” se hizo un analisis energético y estructural de la TcTIM con los benzotiazoles,
mostrando que los compuestos 8, 9 y 10 podian ubicarse en la regién de la interfase y
muy cerca del asa 3, con sitios de unién en el cluster aromatico e interacciones con la
Phe75 de un mondémero y los residuos Tyr 102 y Tyr103 del otro mondémero (Espinoza-
Fonseca, et al., 2004).

En vista de la inhibicion selectiva que presentan algunos benzotiazoles sobre la
TcTIM, estos compuestos se han propuesto como base para el disefio de moléculas con
mayor, afinidad y selectividad. (Ollivares—lllana, et al., 2006, Ollivares—lllana, et al.,
2007).

La identificacion de residuos importantes para la estabilidad y funcién en la proteina,
puede proporcionar informacion importante sobre las modificaciones que son necesarias
para llevar a cabo sobre en dichos compuestos, con la finalidad de incrementar su

potencial farmacoldgico.

Tomando en cuenta estas diferencias y de acuerdo con lo planteado por Mattos y
Ringe (Mattos, et al., 1996; Ringe, 1995) que un sitio con capacidad de unir moléculas

hidrofébicas, es un sitio potencial para el disefio de farmacos, entonces pensamos que



el “cluster” aromatico pudiera ser una region atractiva de explorar. De este modo, el
interés de nuestro proyecto fue investigar la importancia de las Tyr en las posiciones
102 y 103 de la TcTIM y su papel en la estabilidad de la enzima, realizando mutaciones
puntuales dirigidas sobre estos dos residuos. (Figura 12).

Tyr102

Figura 12. Estructura de la TcTIM. Residuos pertenecientes al cluster aromatico, Phe 75, Tyr 102 y 103 en
ambos monémeros. Coordenadas cristalograficas tomadas de PDB clave 1TCD.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar la importancia de las Tyr 102 y 103 de la TcTIM como parte del “cluster”
aromatico a través de mutaciones puntuales mediante mutagénesis dirigida para ver su
efecto en la estabilidad del dimero y su efecto en la interaccidon con compuestos

inhibidores.

3.2 Objetivos particulares

» Realizar mutaciones puntuales en las Tyr de las posiciones 102 y 103 de la TcTIM,
para construir las enzimas mutantes: Y102V, Y103V, Y103F, Y102V/Y103F vy
Y102F/Y103F.

» Sobreexpresar y purificar las TIMs mutantes.
« Caracterizar y comparar las constantes cinéticas con la TcTIM silvestre.

« Estudiar la interaccion de las proteinas mutantes con el compuesto 8.



4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Disefio de oligonucle6dtidos mutagénicos

Para caracterizar las posiciones 102 y 103, hemos decido realizar las mutantes
Y102V, Y103V, Y103F, Y102V/Y103F, Y102F/Y103F. El cambio del residuo Tyr por Val,
se ha hecho con la intencion de cambiar el grupo aromatico por un residuo que
mantuviera las caracteristicas hidrofobicas del “cluster’, y también por Phe porque

ambos son los residuos que se encuentran en las posiciones 102 y 103 de la HTIM.

Para la mutagénesis de los residuos 102 y 103 fue necesario el disefio y sintesis de
oligonucleotidos mutagénicos. Para esto se tomd como base la secuencia del gen de la
TcTIM obtenida por Ostoa-Saloma, et al., 1997. Tomando en cuenta el plasmido en el
que se encontraba clonada la TcTIM, se disefiaron los oligonucleétidos mutagénicos
directos y reversos externos correspondientes. Estos oligonucledtidos sintetizados

contienen aproximadamente entre 22 y 25 nucleétidos y se muestran en la Tabla 4.

Y102v 5’ GTTTGGTGTACGGCGAAACGAAC 3° 5 GTTCGTTTCGCCGTACACCAAAC 3’

Y103V 5’ TITGTACGTGGGCGAAACGAAC 3’ 5 GTTCGTTTCGCCCACGTACAAA 3’
Y102V/Y103F 5’ GCGTTTGGTGTTTGGCGAAACG 3’ 5’ CGTTTCGCCAAACACCAAACGC 3’

Y103F 5" GCGTTTGTACTITTGGCGAAACG 3’ 5’ CGTTTCGCCAAAGTACAAACGC 3’
Y102F/Y103F 5> AACGGCGTTTGITCTTTGGCGAAAC 3’ 5° GTTTCGCCAAAGAACAAACGCCGTT 3”

Tabla 4. Oligonucledtidos mutagénicos disefiados. Las letras marcadas en negritas corresponden a las
posiciones donde se incorporé la mutacion.

4.2 Mutacién puntual dirigida en la TcTIM por PCR

Las mutaciones se realizaron utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) mediante un procedimiento estandarizado en el laboratorio. La introduccién de la
mutacién puntual en un gen TcTIM que se encuentra clonado en el vector pET3a (figura
14) por medio de PCR se logré utilizando dos oligonucleétidos que funcionan como
cebadores (primers), el T7 promotor y el T7 terminador y los oligonucleétidos

mutagénicos sintetizados.



Para la amplificacion completa del gen se requirieron tres reacciones. La primera

reaccion (PCR,) donde se amplifica la parte del gen de la TcTIM que esta flanqueada

por el oligonucleétido externo directo (T7 promotor) y el oligonucleétido mutagénico

reverso. En la PCR; se amplifica la parte del gen de la TcTIM que esta flanqueada por el

oligonucleostido externo reverso (T7 terminador) y el oligonucledtido mutagénico directo.

En la PCR; se obtiene el gen completo combinando los productos de las PCR; y PCR;

que se hibridizan en sus partes complementarias. (Figura 13).
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Figura 13. Amplificacion por la técnica de PCR de un gen para insertar una mutacion puntual.

Para la reaccion de PCR, se utilizé la enzima “Platinum Tag DNA Polymerase”. Las

condiciones para la amplificacion de cada PCR se muestran en la tabla 5.

PCRL PCR2 PCR3
Mezcla dNTPs (10 mM c/u) 1l 1l 1l
T7 promoter (200 ng/pl) 1 ul 1l
T7 Terminator (200 ng/pl)) 1l 1l
Oligo Mutagenico Fw (200 ng/ul) 1l Pasos Tiempo (min.)| Temperatura (oC) Nﬂ;‘;zde
Oligo Mutagenico Rv (200 ng/pl) 1l Desnaturalizacion 5 o 1
DNA TcTIM (100 ng/pl)) 3 ul 1pl 1l Desraturalizacion y o 0
Amortig}lador de MgC12 (50mM) 1.5ul 1.5ul 1.5ul Alincamionto y 55 2
Buffer sin Mg 2+ (10X) S5 ul Sl Sl Extosion 13 7 2
Taq. DNA polimerasa (3.5U/ul) 0.5 pl 0.5 ul 0.5 ul
H20 c.s.p. 37 ul 37 ul zpl
PCR1 (200 ng/ul) . . x pl
PCR2 (200 ng/ul) . y pl

Tabla 5. Condiciones para la amplificacion de PCR. Nota: x,y son los volumenes de PCR1 y PCR2 para

200 ng/yl, z es el volumen de agua para completar 50 pl.




Los productos de la reaccién de PCR;, PCR; y PCR; fueron purificados con el Kit de

extraccion en gel (Qiagen) y analizados en geles de agarosa al 1%.

4.3. Clonacién en un vector de expresion

Los fragmentos de DNA obtenidos por PCR; y el plasmido de expresion pET-3a
(Novagen), (figura 14), fueron digeridos por separado con las enzimas de restriccion
Nde-l y BamHI (New England Biolabs), mediante 3 ciclos de 15 seg en el horno de
microondas (Samsung, 2250 Mhz) con intervalos de 3 minutos. Las digestiones se
analizaron en geles de agarosa al 1% y las bandas que correspondian tanto al DNA
digerido, como al pET-3a, se cortaron y purificaron utilizando el Kit de extraccion en gel
(Qiagen). Adicionalmente, el plasmido fue tratado con la enzima fosfatasa alcalina
(Alkaline Phosphatase Shrimp, ROCHE), para defosforilar los extremos generados, y asi

evitar su religacion y aumentar la eficiencia de clonacion.

Figura 14. Mapa del vector de expresion pET-3a de Novagen®. La region de clonacién para el gene de
interés esta flanqueada por lo sitios de restriccion Ndel y BamHI.



Una vez que se obtuvo el DNA del PCR; digerido y el plasmido digerido vy
defosforilado, se lleva a cabo la reaccion de ligacion incubando ambos toda la noche a
16 °C en la siguiente proporcion (esquema 1).
pET3a - Producto PCR 3 (en relacion 1:3)

T4 DNA Ligasa (4 U/pul)
Buffer de ligacion 10x
H20 c.s.p. 20 pl.

Después se transformaron los productos de la reaccion de ligacidon en células

competentes de alta replicacion de E. coli Top 10 y se plaquearon en medio Luria-

Bertani (LB)-agar amipicilina 100 pg/mi .

Las colonias obtenidas se hicieron crecer en nuevo medio de LB con ampicilina, para
extraer y purificar posteriormente el DNA utilizando el kit y protocolo de QlAprep Spin,

Miniprep Kit, Qiagen.

PCR3 Plasmido
pET-3a

/

Digerir con Ndel y .
BamHI Digerir con
Ndel y BamHI
Ligar | L Defosforilacion

Esquema 1. Diagrama de flujo de la metodologia para la clonacion.

Para monitorear cual clona contiene el inserto, el DNA purificado se digirié con las
enzimas BamHI y Ndel, ya que el gen insertado esta flanqueado por lo sitios de
reconocimiento para estas enzimas de restriccion. Las digestiones se corrieron en gel

de agarosa al 1% y se escogieron las clonas positivas.

A las clonas con inserto se les extrajo y purifico el DNA con el objetivo de enviarlas a
la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, para
secuenciarlas y comprobar que se hubiera introducido correctamente la mutacion

deseada y que no existieran mutaciones o errores en otras partes de la secuencia.



4.4 Expresion de las mutantes

Una vez que se hubo secuenciado el DNA, y se confirmé la incorporacion exitosa de
la mutacion, se transformé el DNA en células de E. coli BL21(DE3)pLysS que son
compatibles con el sistema de expresion pET. (Esquema 2)
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Esquema 2. Sistema de expresion pET en E. coli BL21(De3)pLysS. La cepa BL21De3pLysS contiene una
copia cromosomica del gen de la RNA polimerasa del fago T7. Este gen se encuentra bajo el control del
promotor LacUV45, que a su vez es inducido por IPTG. La cepa ademas contiene el plasmido pLysS que
codifica para la lisozima del fago T7 quién inhibe a la T7 RNA Polimerasa, de manera que puede haber una
expresion controlada del gen clonado en pET-3a .

Se prepard un precultivo de las células transformadas y se hizo crecer hasta que
alcanzaran la fase exponencial de crecimiento, luego se inocularon en un cultivo de 25
ml de medio LB con 100 pg/mL de ampicilina, para estandarizar las condiciones de
temperatura y crecimiento éptimo. El crecimiento inicié con una densidad éptica Aspo nm
de aproximadamente 0.1, y se incubé a 37 °C hasta alcanzar una Agyp nm de
aproximadamente 0.8 a 1.0. Al llegar a esta densidad Optica se agreg6 el inductor
isopropil-D-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracion de 0.4 mM y se dividio el
cultivo en 3 partes iguales. Cada cultivo fue incubado a distintas temperaturas (21, 30 y

37 °C) durante aproximadamente 16 horas. Las diferencias en la expresion de cada



cultivo se observé en geles de SDS-PAGE al 16%, después de determinar su densidad

optica a A 600 nm.

4.5 Purificacion de las mutantes

Para la purificacion de las proteinas se hizo crecer las células de la cepa E. coli
BL21DE3pLysS transformada hasta que alcanzaran la fase exponencial, luego se
inocularon en 1 litro de medio LB con ampicilina (100 ug/mL). El crecimiento inicié con
una densidad optica con A gy nm de aproximadamente 0.1 y se incub6é a 37 °C hasta
alcanzar una A g0 nm de aproximadamente de 0.8 a 1.0. Al llegar a esta densidad éptica
se agrego el inductor (IPTG) a una concentracion de 0.4 mM. El cultivo se incubo
aproximadamente 12 horas a 30 °C. Una vez inducido, y sobreexpresada la proteina de
interés, se cosecharon por centrifugacion a 6371 g 20 min. EIl boton de células se
resuspendié en 40 mL de amortiguador de lisis (MES/NaOH 25 mM, DTT 1 mM, EDTA 1
mM y PMSF 0.2 mM, pH 6.5). Las células se lisaron por sonicacion mediante 8 ciclos
de 40 seg con descansos de 1 min entre cada uno. La suspension se ultracentrifugo a 4
°C y 155 812 g durante 1 hora. El sedimento obtenido se resuspendié en 40 mL de
amortiguador de lisis con NaCl 200 mM a 4 °C en agitacion continua durante

aproximadamente 12 horas y luego se centrifugé a 27 216 g durante 20 min.

El sobrenadante obtenido se precipité con (NH,),SO, al 45% de saturacion durante
12 hrs y se centrifugé a 27 216 g durante 15 min. El sobrenadante se precipitd con
(NH4)2.SO, al 75 % de saturaciéon durante 12 hrs y posteriormente se centrifugé a 27

216 g durante15 min.

El boton obtenido se disolvié en 10 mL del amortiguador A con pH 8.0 compuesto por:
trietanolamina (TEA) 25 mM, ditiotreitol (DTT) 0.5 mM, &cido etilen diamino tetraacético
(EDTA) 2 mM y azida de Sodio (NaN3z 1 mM.

La mezcla se dializd6 después contra el mismo amortiguador durante 12-17 hrs. La
muestra se pas6 por una columna de Carboximetil-Sepharosa (Pharmacia, Biotech),
resina de intercambio iénico, equilibrada previamente con amortiguador A, y se eluyé
con un gradiente de 0-125 mM de NaCl. Para la elucién de la mutante Y103F se utilizd
un HPLC con la misma columna de Carboximetil-Sepharosa. Durante la elucién se
colectaron fracciones de 1 ml. Las proteinas puras se almacenaron a 4 °C precipitadas
con (NH,4);SO,4 al 70%. (Esquema 3).



Durante el proceso de purificacion se tomaron muestras que se monitorearon en
geles SDS-PAGE al 16%, tifiendo con azul de Coomassie. La concentracion de
proteinas se cuantificd por el método del acido bicinconinico (BCA, Protein Assay
Reagent Kit) a 562 nm.
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«—— & ———* Células se sonican
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\® 4

Pellet Sobrenadante
Resuspender Buffer de lisis
NaCl 200 mM O.N. 4 °C
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Esquema 3. Diagrama de purificacion de las mutantes.

La TIM de humano (HTIM) fue purificada segun el protocolo descrito por Rodriguez-
Almazan, et al., 2008. El gen se encuentra clonado en el vector de expresion pET3b
(Novagen) el cual fue modificado para adicionar una secuencia de histidinas y facilitar su
purificacion. El vector se encuentra transformado en células de E. coli BL21(DE3)pLysS.
La enzima se almacend a 4 °C en una solucién de trietanolamina 100mM, EDTA 10 mM
(pH 7.4).



4.6 Determinaciéon de la actividad catalitica.

La actividad enzimatica de la TcTIM y mutantes se midié espectrofotométricamente
en direccion del gliceraldehido-3-fosfato 3 fosfato (G3P) a dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) 1 mM en un buffer de TEA 100 mM y EDTA 10 mM, pH 7.4, en una reaccion
acoplada con la enzima a-glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (a-GDH) a 1.25 U/ml,
siguiendo la oxidacion del NADH en concentraciones iniciales de 0.2 mM a una
absorbancia de 340 nm. La concentracion de proteina para iniciar la reaccion fue de 5

ng para un volumen total de reaccién de 1 ml. (Figura 15).

NADH

/H\f\o/\o —_— H0/\ﬂ/\0/ &(XG_DHJ /\L/\O/\\‘;O

DHAP Glicerol 3 fosfato

Figura 15. Reaccion acoplada para medir la actividad de la TIM. La TIM cataliza la transformacion del G3P
en DHAP, el proceso se sigue espectrofotométricamente por la reaccion acoplada de la a -GDH, enzima
que convierte la DHAP y el NADH en glicerol 3-fosfato y NAD".

4.7 Determinacion de parametros cinéticos

Para caracterizar cinéticamente las mutantes, se obtuvieron los parametros cinéticos
km Y Keat realizando ensayos a diferentes concentraciones de sustrato (G3P), desde 0.05
hasta 2.5 mM. Las actividades especificas resultantes se graficaron contra cada
concentracion de G3P correspondiente. Las curvas obtenidas se ajustaron al modelo de
Michaelis- Menten (ecuacién 1) y se calcularon la Ky, y la Vihax por regresion no lineal, a

través del programa Origin Professional 6.0.

Vo: velocidad inicial

Vo= (V max [S]) / km + [S] - donde Vmax: velocidad maxima;
[S]: concentracion inicial de sustrato
kn: constante de Michaelis-Menten.

Ecuacién 1. Ecuacion de velocidad de Michaelis y Menten.



4.8 Estabilidad a la diluciéon

Para ver el efecto de la concentracion en la estabilidad especifica de las enzimas, la
TcTIM y las mutantes se incubaron en un intervalo de concentracion de 0.5 a 200 pg/ml
en amortiguador de TEA 100mM, EDTA 10 mM a pH 7.4 durante 2 horas a 36 °C. La
actividad catalitica se determiné con 5 ng/ml de proteina antes y después de las 2 horas
de incubacion. Se graficd el % de actividad catalitica contra la concentraciéon de
proteina. La curva se ajusté por regresion no lineal a una sigmoidal, luego que el eje de
las x se ajustara a escala logaritmica, utilizando el programa Origin Professional 6.0.

Modelo “Logistic” aplicando la ecuacion:

x: Concentracion de proteina
y: % Actividad residual
y = [A-A/1+(X/X,)P]+A2 A+ Valor de ajuste inicial
A,. Valor de ajuste final
Xo: Valor medio o centro del ajuste
p: poder

Ecuacion 2. Ecuacion para la determinacion de Ky, Se tomé como valor de Kq a Xo, que es la concentracion
aproximada a la cual el 50% de la proteina se encuentra disociada.

4.9 Ensayos de inhibicién con el compuesto 8

La actividad catalitica de TcTIM y las mutantes se determiné a concentraciones de 5
ng/ml de estas enzimas después de haber sido incubadas a 50 pug/ml en amortiguador
de TEA 100 mM, EDTA 10 mM a pH 7.4 durante 2 horas a 36 °C a diferentes
concentraciones del compuesto 8 (40-400 uM). La lso, concentracién de compuesto que
induce la mitad de la inactivacibn maxima, se determindé a través de las curvas de
inactivacion del compuesto 8 para cada enzima utilizando la ecuacion (Téllez-Valencia,
et al., 2002):

Vi= (Vox Isg")/ (Iso" +1") Donde:

V;: Es la actividad a la concentracion dada del
compuesto

Vo: Indica la actividad inicial

Is): Concentracion del compuesto que induce el
50% de la inactivacion

n: Es el numero de Hill

Ecuacion 3. Ecuacion para la determinacion de la |so.



4.10 Cristalizacion y colecta de datos

Se obtuvo la estructura cristalina de las mutantes Y103V, Y103F y Y102F/Y103F. El
método de cristalizacion empleado fue la difusién de vapor en gota colgante. Las gotas
fueron formadas de 2 pl de solucién de proteina entre 8 y 11 mg/ml mas 2 ul de solucion
de cristalizacion del reservorio. Todas estas mutantes de TcTIM cristalizaron en
presencia de la solucién de cristalizaciéon “crystal screen | number 9” (CS9, Hampton
Research). Adicionalmente se colocaron gotas de cristalizacion con CS9 en donde se
usé como aditivo PEG 400 al 10-15% v/v extra para controlar la nucleacién y como
agente de crio-proteccion durante la difraccion. La solucién CS9 contiene 0.1 M de
citrato de sodio tribasico dihidratado pH 5.6, 0.2 M de acetato de amonio y 30 % w/v
polietilenglicol 400. Para la mutante Y102F/Y103F se usaron cristales formados en CS9

sin el aditivo de PEG 400; para esta mutante se uso glicerol como crioprotector.

Los cristales se montaron en el sistema de crio-loops (Hampton Research) y se
congelaron en nitrégeno liquido por inmersién y se almacenaron para su traslado en un
dry shipper o contenedor seco para viaje (no va a presion) de muestras congeladas con

nitrégeno liquido.

La colecta de la difraccion de los cristales fue realizada a temperatura de flujo de
nitrégeno (aprox. 100° K) en Advanced Photon Source (APS) del Argonne National
Laboratory (Argonne, Chicago Il, USA) lineas SER-CAT 22-ID y DND-CAT 5-ID.

Los datos de la difraccion fueron integrados, reducidos y escalados con CCP4 v.6
(programas de MOSFILM y de SCALA). Las reflexiones para la prueba de R free fueron
separadas con el programa SCALA y seleccionadas con el método al azar. Las
estructuras fueron resueltas usando reemplazo molecular con el programa phaser
(CCP4 v.6) con todos los grupos espaciales posibles para el red de simetria
ortorrombica. El archivo de PDB usado como templado en reemplazo molécula fue
1TCD (TcTIM enzima silvestre) y fue modificado en los residuos mutados (posiciones
102 y 103) por ALA, asi como retiradas las coordenadas correspondientes a los
residuos del asa 6 (170 to 176).

El afinamiento cristalografico fue hecho usando el programa “CNS 1.2” a través de
los pasos siguientes: 1) recocido simulado, 2) ajuste manual del modelo en los mapas

de densidad electronica generados en Refmac (CCP4 v.6) y CNS (mapas de omision de



region), y 3) minimizacion y afinamiento de valores de desplazamiento atomico (valores
B). Los pasos 2 y 3 fueron repetidos incrementando la resolucién y usando la misma
prueba de R “free” establecida. El ajuste manual del modelo a los mapas generados fue
realizado con el programa grafico “Coot” (CCP4 v.6). Las moléculas de aguas fueron
buscadas automaticamente en “WinCoot” subrutina: Find Waters - Mask - Find Peaks.
Se us6 como mascara la proteina construida y para la busqueda se realizé 3 ciclo
bajando el sigma a 2.0, luego 1.6 y 1.4, guardando las aguas potenciales en cada ciclo.
Luego se examinaron las aguas visualmente cotejando el mapa de densidad electronica
2 Fo-Fc a 1.4 Sigmas y el mapa Fo-Fc a 2 Sigmas. Todas las aguas o posibles aguas a
menos de 1.4 Sigmas fueron descartadas, excepto aquellas a 1.3 Sigmas que
presentaran una esfera bien definida e interacciones por puentes de hidrégeno a 2.6-3 A
de distancia. Finalmente se realizé una busqueda en “WinCoot” adicionando algunas

moléculas de agua con criterio manual.

4.11 Determinacion del area accesible al solvente

El Area Accesible al Solvente (ASA) de cada residuo en todas las mutantes
cristalizadas y la enzima silvestre se determind por medio del programa “Getarea 1.1”
con un radio de esfera de 1.2 A. (Servidor “Output of Getarea 1.1” www.scsb.utmb.edu/getarea/area
_form.html).

4.12 Analisis de interacciones Cation — pi

Las interacciones Catién—pi son interacciones no covalentes entre la cara de un
sistema w rico en electrones (como los sistemas aromaticos) y grupos catiénicos
Energéticamente tienen el mismo orden de magnitud que los enlaces de hidrégeno y los
puentes salinos y juegan un papel importante en el reconocimiento de moléculas y la

estabilidad de las proteinas.

En los grupos aromaticos la densidad electrénica, por debajo y por encima del anillo
aromatico, confiere una carga parcial negativa que puede interactuar favorablemente

con grupos cargados positivamente como los grupos amino de Arg y Lys.

Utilizando las coordenadas cristalograficas de la enzima silvestre (clave PDB: 1TCD)
y las mutantes, se hicieron analisis de las interacciones catién—pi, energéticamente
significativas, en los residuos de la zona del cluster aromatico utilizando el programa
CaPTURE (Gallivan & Dougherty, 1999).



4.13 Efecto de Cloruro de Sodio y Cloruro de Amonio en la actividad

Se determind la actividad catalitica de la TcTIM y las mutantes Y103V, Y103F a 5
ng/m en amortiguador de TEA 100 mM/EDTA 10 mM a pH 7 con concentraciones de
0.05 a 1 M de cloruro de sodio (NaCl) y de 50 a 200 mM de cloruro de amonio (NH4Cl)
en 50 pg/ml de proteina. Se calculd el % actividad residual para cada concentracién de

NaCl y NH,Cl tomando como 100% la actividad en ausencia de sal.

4.14 Ensayos de inactivacion por Metilmetanotiosulfonato

Se probo el efecto del metilmetanotiosulfonato (MMTS) sobre la actividad de las
mutantes Y103V, Y103F y la enzima silvestre a 50 pug/ml en un amortiguador de TEA
100mM, EDTA 10mM, pH 7, con concentraciones de 2.5 a 20 uM de MMTS. Se midi6 la
actividad de las enzimas a tiempo cero y luego se incubaron durante 2 horas a 25°C; al
cabo de este tiempo se tomaron alicuotas para medir la actividad con una concentracion
final de enzima de 5 ng/ml. El porcentaje de actividad residual se calculd con respecto a

la actividad de las enzimas en el tiempo cero en ausencia de MMTS.

H3C-S0O,-S-CH3 + HS-R —» H3C-S-S-R

MMTS Metildisulfuro

Figura 16. Reaccién de derivatizacion entre el metilmetanotiosulfonato y el grupo sulfhidrilo.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Mutacién de los genes que codifican para las enzimas mutantes

Los productos de las reacciones de PCR realizadas para introducir las mutaciones en
los residuos 102 y 103 en la TcTIM se analizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1% como se muestra en las figuras 17 y 18.

Y102V Y103V
PCR; PCR> PCR; PCR:
pb pb
1353
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1078 872
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310
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a
Y102V/Y103F Y103F Y102F/Y103F
PCR: PCR: PCR; PCR:
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pb pb
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Figura 17. Electroforesis en geles de agarosa al 1% (P/V), productos amplificados de PCR1 y PCR2. En
todos los carriles 1 se observa el marcador de peso molecular IX de ROCHE e excepto en el gel (d) que
se utiliza un marcador de molecular 100pb de Invitrogen. Carriles 2 y 3, PCR1 y PCR2, respectivamente,
(a): Mutante Y102V. (b): Mutante Y103V. (c): Mutante Y102V/Y103F. (d): Mutante Y103F.; (e): Mutantes
Y102F/Y103F. Los fragmentos amplificados corresponden al peso de los fragmentos esperados para cada
una de las reacciones que es de aproximadamente 403pb para la PCR1y 590pb para la PCR2.
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Figura 18. Electroforesis en geles de agarosa al 1% (P/V), productos amplificados de PCR3. (a): Los
carriles 2 y 3 corresponden al PCR3 de las mutantes Y02V y Y103V respectivamente; (b): Carril 2, PCR3,
de la mutante Y102V/Y103F; (c): Carril 2, PCR3 de la mutante Y103F; (d): Carril 2, PCR3, de la mutante
Y102FY103F. Los fragmentos amplificados corresponden al peso de los fragmentos esperados de
aproximadamente 970pb.

5.2 Ligaciones y digestiones

Se realizaron las digestiones del plasmido y el inserto de DNA de cada mutante para
llevar a cabo las reacciones de ligacion. En la figura 19 se muestra el plasmido pET-3a y
el DNA de las mutantes obtenido de las reacciones de PCR3, tanto digeridos y como sin
digerir. Cada uno de estos DNAs esta listo para realizar la reaccion de ligacion. Los
fragmentos corresponden al peso esperado, tanto para el inserto como para el pET-3a.

Y102V Y103V
pb iy ) ;
- A 1353 i :
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872
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872 A 4 -



Y103F Y102V/Y103F Y102F/Y103F

Figura 19. Geles de agarosa al 1% mostrando el corrimiento por electroforesis de los DNAs digeridos y sin
digerir y el pET-3a digerido y sin digerir, ambos listos para hacer la reaccion de ligacién para cada mutante.

Hecha la reaccion de ligacion, y confirmada la presencia del inserto, se enviaron las
clonas a secuenciar utilizando los oligonucleotidos externos T7 promotor y T7
terminador que flanquean el gen insertado. En la figura 20 se muestran las porciones de

los electrofluorogramas de los genes donde se distinguen las mutaciones para cada

enzima.
Y102V Y103V
350 30 k1] 330 340 3
1O AACGGCGTTTOGTGTACGGOG AAAC GAAC LCGOCGTTTOTACGTGOOC GALAC GA.
Y102V/Y103F Y103F Y102E/Y103E
360 3 360 3

@
@
(

SG

i1GCGTTTGGTGTTT GGC GAA, ICGTTTGTACTTT GG GAAACGA

waneeiiaslvng

Figura 20. Electrofluorogramas de la secuenciaciéon de los genes para las mutantes Y102V, Y103V,
Y102V/Y103F, Y103F y Y102F/Y103F. Con las lineas negras se indican los codones de las bases mutadas.



Los resultados de la secuenciacion del DNA confirman que en todas las secuencias,
los tripletes de bases que codifican para los residuos de interés fueron mutados

correctamente.

Para: GTG L Val TTT Phe
TTC

5.3 Ensayos de sobreexpresion de las enzimas mutantes a diferentes
temperaturas

Una vez secuenciadas las clonas positivas y que se comprobd que presentaran la
mutacion de interés y que no tuvieron errores en la secuencia del gen de la TIM, se
prosigui6 a la determinacion de las condiciones Optimas de crecimiento y
sobreexpresion de las mutantes. Después de la induccion se incubaron las células a
diferentes temperaturas, 21 °C, 30 °C y 37 °C durante aproximadamente 16 horas.
(Figura 21).
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Figura 21. Geles SDS-PAGE al 16% que muestran la sobreexpresion de las enzimas mutantes al incubarse
las células a diferentes temperaturas después de la induccion. A. Y102V, B. Y103V, C. Y102V/Y103F, D.
Y103F, E. Y102F/Y103F.



Aparentemente no hubo diferencias significativas en la sobreexpresion de las
mutantes al incubarlas a las diferentes temperaturas. Al escalar los cultivo para la

purificacion se decidié incubar las mutantes a 30 °C.

5.4 Purificacién de las proteinas recombinantes

Las purificaciones se realizaron a partir de un litro de cultivo bacteriano, excepto en la
mutante Y103F, para la cual se ultilizaron 500 ml. El proceso se sigui6 tomando
alicuotas y analizandolas en condiciones desnaturalizantes con geles al 16% en SDS-
PAGE vy tifiendo con azul de Coomasie. Para purificar las enzimas mutantes,
inicialmente se siguié el protocolo reportado por Ostoa-Saloma, et. al, (1997), pero, a
diferencia de la TcTIM silvestre, durante la precipitacion diferencial con (NH4),SO, las
proteinas se enriquecieron mas en el pellet que en el sobrenadante. Las logramos
solubilizar en NaCl 200 mM y, en consecuencia, realizamos el protocolo descrito en la
seccion 4.5. En las figuras se muestran los geles de SDS-PAGE al 16% de los perfiles

de elucion de las columnas durante los pasos de la purificacion.

En los geles las bandas de las proteinas enriquecidas corresponde a 27 kDa, que

coincide con el peso para el monémero de la TcTIM.

1 2 3 3y4 6 7 8 9 12 1
Kda -— - 2
= & i !ll-
31 F LE
215 & . 3 ‘--.-. iu- j
- - —
~ LLE
\ : " . r y : —— )
[ | ] 13 n | ] m m 1®
Fraceines
A. B. C.

Figura 22. Pasos de la purificacion de la mutante Y102V Gel SDS-PAGE al 16%. A. 1. Marcador de pesos;
2. Muestra antes de dializar; 3. Muestra antes de adsorber en la columna, B. Fracciones eluidas de la
columna de intercambio i6nico, C. Diagrama de elucién de las fracciones eluidas de la columna.
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Figura 23. A. Fracciones eluidas de la mutante Y103V en la columna de Intercambio i6nico. B. Diagrama de
elucion de las fracciones eluidas de la columna.
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Figura 24. Mutante Y102V/Y103F. A. Fracciones eluidas de la columna de Intercambio iénico, B. Diagrama
de elucion de las fracciones eluidas de la columna.
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Figura 25. A. Fracciones eluidas de la mutante Y103F por HPLC en columna de intercambio i6nico, B.
Diagrama de elucion de las fracciones eluidas por HPLC.
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Figura 26. A. Fracciones eluidas de la mutante Y102F/Y103F en la columna de Intercambio i6nico. B.
Diagrama de elucién de las fracciones eluidas de la columna.

Las fracciones eluidas de la columna que se obsevaron en el gel con mayor grado de
pureza se juntaron y cuantificd a 280 nm, utilizando el coeficiente de extincion molar de
34 950 M's" para las mutantes Y102V, Y103V, Y103F; y 33 460 M's" para las
mutantes Y102V/Y103F y Y102F/Y103F, determinado por el programa “ProtParam”
utilizando el servidor “ExPASy Proteomics”. (Gasteiger E., et al., 2005).

Las proteinas puras se precipitaron con (NH4),SO, al 70% y almacenaron a 4 °C.
(Figura 27).
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Figura 27. Gel SDS-PAGE al 16%. Proteinas puras. 1. Marcador de pesos; 2. Mutante Y102V; 3. Mutante
Y103V; 4. Mutante Y102V/Y103F; 5. Mutante Y103F; 6. Mutante Y102F/Y103F; 7. TcTIM; 8. HTIM.

En las tablas 6, 7, 8, 9, y 10 se puede apreciar el seguimiento cuantitativo de algunas

de las principales etapas de la purificacion de las enzimas mutantes.



Fraccién

Proteina total

Actividad especifica

Actividad total (x10°)

% Rendimiento

(mg) ((wmol min™ mg™) (umol .0min™)
Extracto Total 387.6 1177.7 4.56 100
Pdo. Ultra. 112.8 1184.9 1.33 29.1
Sn. Ultra 275.6 566.5 1.56 32.9
Pdo. 75% 136.0 3014.2 4.09 89.6
Purif. Columna 53.6 2979.0 1.59 34.8

Tabla 6. Tabla de purificacion de la mutante Y102V.

Fraccién

Proteina total

Actividad especifica

Actividad total (x10°)

% Rendimiento

(mg) (umol min™ mg™) (umol min™)
Extracto Total 688.0 836.1 5.75 100
Pdo. Ultra. 188.0 1689.0 3.17 55.1
Sn. Ultra 280.4 656.4 1.84 32.0
Pdo. 75% 80.3 2333.7 1.87 325
Purif. Columna 42.3 2668.7 1.13 19.6

Tabla 7. Tabla de purificacion de la mutante Y103V.

Proteina total

Actividad especifica

Actividad total (10°)

Fraccion (mg) (umol min mg'l) (umol min'l) % Rendimiento
Extracto Total 447.7 584.3 2.62 100
Pdo. Ultra 187.2 1182.1 2.21 84.3
Sn. Ultra 262.8 675.5 1.77 67.5
Pdo. 75% 48.8 2628.6 1.28 48.8
Purif. Columna 32.4 2893.9 0.94 35.8

Tabla 8. Tabla de purificaciéon de la mutante Y102V/Y103F.

Fraccién

Proteina total

Actividad especifica

Actividad total (10°)

% Rendimiento

(mg) (umol min™ mg™) (umol min™)

Extracto Total 324.0 1599.8 5.18 100
Pdo. Ultra 108.5 2014.1 2.10 40.5
Sn. Ultra 164.8 1599.8 1.98 38.2
Pdo. 75% 85.1 2654.0 2.26 43.6

Purif. Columna 25.9 3145.9 0.82 15.8

Tabla 9. Tabla de purificaciéon de la mutante Y103F.




Fraccion Prottzrirr:ga)total Ais:qigla:qiisfschiq)ca ACtiEﬂgqa(;jl :i‘)itg!l)(los) % Rendimiento
Extracto Total 867.6 1027.3 8.91 100
Pdo. Ultra 130.8 2990.4 3.90 43.8
Sn. Ultra 452.0 887.5 4.01 45.0
Pdo. 75% 128.0 3802.6 4.87 54.7
Purif. Columna 51.1 3418.0 1.74 19.5

Tabla 10. Tabla de purificaciéon de la mutante Y102F/Y103F.

De la cantidad total de proteinas que habian inicialmente en el extracto total de las
mutantes Y102V, Y103V, Y102V/Y103F, Y103F y Y102F/Y103F, se obtuvo un 13.8%,

6.2%, 7.2%, 7.9% y 5.9% respectivamente de proteinas puras.

5.5 Caracterizacion cinética

De forma general, como se observa en la tabla 11, no hubo diferencias significativas
entre los valores cinéticos obtenidos de las mutantes y la enzima silvestre. La K

determinada para TcTIM es similar a la reportada por la literatura.

Enzima (nI:R]/I) k(cr?;i)ri 11?5 kc?‘,\/AK»T 2-1:;07
TcTIM 0.44 £ 0.009 2.76 1.04
Y102v 0.70+0.101 2.75 0.65
Y103V 0.67 £ 0.088 2.06 0.51
Y102V/Y103F 0.84 +0.101 2.62 0.52
Y103F 0.51 £0.041 2.64 0.86
Y102F/Y103F 0.56 £0.117 2.89 0.86
HTIM 0.49* 2.70* 0.92

Tabla 11. Los péarametros cinéticos se determinaron al graficar la actividad contra diferentes
concentraciones de sustrato tanto para la enzima silvestre como las mutantes. Los datos se ajustaron por
regresion no lineal utilizando el modelo de Michaelis-Menten. * Datos tomados de Mainfroid, V.; et al, 1996.

Al hacer una comparacién mas detallada observamos que las mutantes a las cuales

se les sustituyo la Tyr por Val, ya sea en la posicion 102 o 103, tienden a tener valores



de K., mayores; sin embargo, las K, de las enzimas Y103F y Y102F/Y103F son
parecidas a la de la TcTIM. Es decir, el cambio por Val resulta en mutantes con afinidad
ligeramente menor por el sustrato, pero, el remplazo de las Tyr por Phe parece no
afectar la afinidad. Estos efectos se ven reflejados en la constante de especificidad
(Keat/Km), donde, las mutantes Y103F y Y102F/Y103F, presentan cifras similares a las de
la enzima silvestre y las mutantes Y102V, Y103V y Y102V/Y103F son cataliticamente
menos eficientes.

Por otro lado las mutaciones no provocaron cambios significativos en la constante

catalitica (Kcat)-

A pesar de la diferencias que existen en la secuencia (48.7% de indentidad), los
parametros cinéticos reportados para la HTIM son similares a los de TcTIM con una K,
de aproximadamente 0.50 mM (Mainfroid, et al., 1996; Tellez Valencia et al., 2002).

5.6 Efecto de la estabilidad a la dilucién

En varias publicaciones se ha descrito la importancia de la concentracion en la
estabilidad de la TcTIM (Mainfroid, et al., 1996, Tellez Valencia et al., 2002) y su
influencia en la proporcién dimero-mondémero, sefialando la perdida de la actividad a
medida que la enzima presenta mayor dilucion. En base a estos antecedentes
decidimos ver el comportamiento de las mutantes y la TcTIM a diferentes
concentraciones, incubandolas durante dos horas a 36 °C a concentraciones desde 0.05
hasta 200 pg/ml. Posteriormente se determiné el porcentaje (%) de actividad residual v,
a través de un ajuste por regresion no lineal, se determind la constante de disociacion
(Kq) luego de graficar el % actividad residual contra concentracion de proteina. Este
ensayo permitié definir la concentracion de enzima a la cual su actividad no se vio
afectada por la dilucién, después de ser incubada durante 2 horas a 36 °C, y tomarla
para realizar los ensayos con el compuesto 8. Ademas, se pudo comparar el efecto de

la dilucion en las mutantes con el mismo tratamiento en la enzima silvestre.

La figura 28 muestra las diferencias en estabilidad entre las proteinas y la magnitud
de estas diferencias se puede ver reflejada en el valor de las constantes de disociacion
(Kg). Las mutantes Y102V y Y103V son las mas inestables bajo las condiciones de este
ensayo, con valores de K4 casi del doble de la enzima silvestre. De las dos enzimas, la

inestabilidad es mayor cuando la Val sustituye a la Tyr en la posicion 103, lo que quiere



% Actividad residual

decir que la mutante Y103V se monomeriza a concentraciones mayores que el resto de
las enzimas, con una Ky de 14.0 x 10®. En cambio, en las enzimas en que la posicion
103 se les mutd por Phe, tienden a ser mas estables a la dilucién, con valores de Ky

similares a la TcTIM.

120 4 .
T 12
100 g
P ‘F_-—ﬂ‘-—jA
80 + ? I Kex 10% (M)  TcTIM/Mut.TIM
TcTIM 6.61 -
60 Y102V 11.56 0.57
Y103V 14.00 0.47
TIMWT
404 o Y102V Y102V/Y103F  7.60 0.86
Y103V Y103F 6.48 1.02
v Y102VY103F Y102F/Y103F  6.80 0.97
20 Y103F
< Y102FY103F
0-! i — S
1 10 100
Concentracion (pg/ml)
A. B.

Figura 28. A. Ensayos de estabilidad a la dilucion por incubacién de las enzimas durante 2 horas a 36 °C a
diferentes concentraciones de proteina. B. Constantes de disociacion (Kq) determinadas para cada mutante
y la TIM silvestre, representa la concentracion aproximada a la cual la mitad de las proteinas se encuentran
en forma de dimero<»>monoémero. La ultima columna muestra el cociente de Kgs entre la TcTIM y las
mutantes.

Probablemente este comportamiento esta relacionado con los residuos o
interacciones 6ptimas que ha ido desarrollando la proteina a través de la evolucion para
darle mayor estabilidad y funcionalidad, ya que si hacemos un alineamiento de las
secuencias de aminoacidos de la TIM de 655 especies, tomando como referencia la
TcTIM, observamos que la naturaleza es estricta con el volumen y variedad de
aminoacidos en la posicion 103, pues ademas de ser una posicion conservada donde la
Phe se encuentra en el 55.09% de las especies, los residuos que aparecen en mayor

proporcion son de tamafio voluminoso.

Esto podria explicar los resultados obtenidos en nuestra caracterizacion, donde las
diferencias mas notables han sido cuando hemos mutado la posiciéon 103 y la proteina
ha sido mas inestable y sensible al sustituir un residuo aromatico por Val, como en la

mutante Y103V. Por otro lado, la posicion 102 es menos conservada, donde el 34.7% de



las especies presenta Tyr, y la variedad de residuos que pueden ocupar esta posicion

es mayor (Tabla 12).

A pesar de que las especies comparadas pueden encontrarse alejadas
evolutivamente, los residuos que forman parte del cluster aromatico en las TIMs
conservan mayoritariamente sus caracteristicas hidrofébicas, indicando la importancia

de esta zona en la estabilidad de la proteina.

Del 34.7% de la especies que presentan Tyr en la posicion 102, sélo un 7% tienen
Tyr en la posicion 103 (como la TcTIM). Del 15.6% de las especies que poseen Val en
la posicion 102, el 90.19% tienen Phe en la posicion 103 (Y102V/Y103F) y solo 1.96%
(2 especies) tienen Tyr en la posicion 102 (Y102V) lo que representa un 14% y 0.30%,

respectivamente, del total de las especies analizadas (Tabla 12).

Aminsicidos f] g7} 1=
% ] %
Ty 25M k&) || 657
Wal . 1560 -
Phe 5905 15 L1
His 503 015 0.9
llsu . iyl 2.90
Asp . 44 .
Lau 17% 12.08 5.M
Ala 046 -
Mg 047 0.15 [ & |
045 0.15 .76
Cys 045 0.15 i
Glu 107 -
Gin 061 046
Gly 0145 0.92 .
Thr 051 -
Lys (&) 045
Mat 443 (T ")
Pro 015 -
Tp 740 045
Sar oM 015

Tabla 12. Comparacién en porcentaje de los residuos en la posicion 75, 102, 103 que se encontraron por
alineamiento de la secuencias de aminoacidos de la TIM en 655 especies tomando como referencia la
TcTIM.



En la tabla 13, se hace un andlisis de la proporcidon en que se encuentran los
residuos de la posicion 75, 102, 103 a la vez en las mutantes, TcTIM y HTIM. No
incluimos la posicién 69, que en el humano presenta Tyr y forma parte de su cluster
aromatico, porque solo 7 especies (1.07%) tienen lle en la posicion 69, todos ellos
tripanosomatidos, y presentan Phe75, Tyr102 y Tyr103. Por lo tanto, en la tabla solo

analizamos los residuos que exhiben el cluster de la TcTIM.

Hay 2 especies que tienen Val en la posicion 102 y Tyr en 103 (como comentamos
anteriormente), pero en la posicion 75 presentan Tyr, e His en la posicién 69. Por lo
tanto no se identificaron especies que presenten las combinaciones de los 4 residuos
(69, 75, 102 y 103), con la combinatoria de aminoacidos que tienen las mutantes
estudiadas. Quizas esto significa que, por seleccion natural, la combinacién de residuos
que estan presentes en las mutantes estudiadas, como parte del cluster aromatico, no
son las 6ptimas, lo que no quiere decir que la enzimas no sean funcionales, ya que se
lograron caracterizar cinéticamente, y sus parametros no diferian significativamente de

la enzima silvestre.

Enzimas/Posicion 75 102 103 %
TcTIM Phe Tyr Tyr 1,53
Y102V Phe Val Tyr _
Y103V Phe Tyr Val _

Y102V/Y103F Phe Val Phe 13,59
Y103F Phe Tyr Phe 11,75

Y102F/Y103F Phe Phe Phe 0,3
HTIM Phe Val Phe 13,59

Tabla 13. Porcentaje de las especies que se identificaron con la combinacién de residuos en la posicion 75,
102, 103 presentes en las mutantes obtenidas por un alineamiento de la secuencias de aminoacidos de la
TIM en 655 especies tomando como referencia la TcTIM.

Considerando los resultados de la tabla 13, podemos resumir que los residuos que
estan en mayor proporcion son los que presenta la TIM de humano. Ademas del 14%
de las especies que presentaban la combinacién 102V103F, mencionada anteriormente,
la mayoria (13.59%) tienen Phe en la posicion 75y el 13.1% de la especies presentan
ademas Tyr en la posicién 69, que son exactamente los residuos que estan presentes

en el cluster de la HTIM.



Con todo lo antes descrito, y en base a nuestros resultados, parece que la posicion
103 es importante en las interacciones de la enzima y sugiere que, el que la Phe ocupe
esa posicion, permite que las interacciones sean favorables. No obstante, no ocurre lo
mismo si la Phe se encuentra en la posicion 102, pues son muy pocas las especies (8

de 655) que presentan Phe en la posicion 102.

Segun lo expuesto anteriormente, parece haber una correlacion entre los resultados
obtenidos para la estabilidad de las diferentes proteinas mutantes con la probabilidad de
encontrar cierto tipo de residuo en la posicién 102 o 103 y qué tan conservados estan en

la escala evolutiva.

5.7 Ensayos de inhibicion con el compuesto 8

Las enzimas se incubaron a una concentracion de 50 pg/ml durante 2 horas a 36°C
con concentraciones de 40-400 uM de compuesto 8. Estas condiciones difieren del
protocolo desarrollado por Téllez-Valencia et al. (2002) para los ensayos de inhibicién
con los benzotiazoles, en que incuban a las enzimas silvestres a una concentracion de
5 ug/ml. Debido a que algunas mutantes eran menos estables a la dilucion que la
enzima silvestre, para nuestros ensayos se decidid escoger una concentracion en la
cual la mayoria de las mutantes recuperaran su actividad residual en un 90-100 %, para
poder asegurar que la perdida de la actividad se debiera solo a la inhibicion con el

compuesto.

En la figura 29 podemos observar que la mutante Y103V es la mas sensible al
compuesto 8 y presenta la Isp mas baja, (la lso es la mitad de la concentracién a la cual
ocurre la maxima inhibicion). Este efecto s6lo se da cuando sustituimos la Tyr por Val en
la posicion 103, porque, si mutamos el aminoacido en la posicion 102 por Val (mutante
Y102V) esto no parece afectar la sensibilidad de esa mutante frente al inhibidor
comparado con la enzima silvestre. Sin embargo, al sustituirse la Phe por Tyr en la
posicion 103; las enzimas que se generan son mas resistentes al compuesto 8, y de
gran interés para nuestro estudios, por tener un comportamiento mas parecido a la
HTIM. En la tabla 3 publicada por Olivares-lllana, et al. (2006), se puede observar que
los residuos en la posicion 103 son iguales en las TIMs de Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei (TbTIM) y Leishmania mexicana (LmTIM) (que presentan Tyr) y

diferentes en las TIMs de humano, levadura, pollo, Plasmodium falciparum (PfTIM) y



Entamoeba histolytica que tienen Phe. Esta diferencia pudiera ser responsable del
distinto comportamiento, en la estabilidad a diluciéon y sensibilidad a los compuestos

benzotiazoles de las enzimas en los tripanosomatidos de las otras especies.

B TcTIM
® Y102V
1204 Y103V
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Compuesto 8 (uM)
Enzimas Isp (M) n Vo
B TcTIM 128.57 2.1 100.7
Y102V 143.57 25 91.3
Y103V 93.47 2.4 99.2
Y102V/Y103F 200.57 2.0 107.9
Y103F 217.17 2.4 106.7
Y102F/Y103F 194.56 2.3 1021
HTIM 572.80 1.3 104.4
Figura 29. Ensayos de inhibicion con el

compuesto 8. Las enzimas se incubaron durante 2 horas a 36 °C a una concentracién de 50 ug/ml con el
compuesto 8. A. Curva de % de actividad residual contra concentracion de compuesto 8. B. Isgs de las
mutantes TcTIM, Y102V, Y103V, Y103F, Y102V/Y103F, Y102F/Y103F y HTIM; mostrando que la mutante
Y103V fue la mas sensible a la accion del compuesto 8. El valor de n nos sugiere que todas las mutantes al
menos 2 moléculas estan involucradas en la inactivacion; Vo es la velocidad inicial de la reaccion.

Los valores de n, determinados tanto para las mutantes como para la TcTIM son
cercanos a 2 (figura 29 B.), lo que sugiere que, al menos 2 méleculas de compuesto 8
estan involucradas en la inhibicién, a diferencia de la HTIM en que el valor es cercano a

uno. Al comparar las curvas y los valores de Ispde la TcTIM y HTIM frente al compuesto



8, observamos que las diferencias son notables: la enzima de humano es mucho mas
resistente al inhibidor. Estos datos coinciden con los reportados por Téllez-Valencia et

al. (2002). En cuanto a V, no hubo diferencias significativas.

Cuando hacemos una comparacion entre la Ky y la inversa de la Isp en cada enzima
(figura 30) observamos que, excepto para la enzima silvestre, las mutantes que son mas
inestables a la dilucion son mas sensibles a la accion del compuesto 8 y viceversa. Es
importante resaltar que en los experimentos de sensibilidad al compuesto 8 se aseguré
tomar una concentraciéon en la cual el 90 % de la enzimas estuvieran en forma de
dimero (50 ng/ml) con la finalidad de que el ensayo no fuera afectado por la estabilidad
a la dilucion; por tanto podemos decir que la susceptibilidad al compuesto 8 es debido a
las propiedades adquiridas por las enzimas al cambiar esos residuos y que se comentan

a través de este capitulo.

124 B K, x107(uM)
0 171, (M)

TcTIM Y102V~ Y103VY102V/Y103F Y103F Y102F/Y103F
Enzimas
Figura 30. Comparacion entre los valores de la inversa de la mitad de la concentracién a la cual ocurre la

maxima inhibicion con el compuesto 8 (1/lso) y la constante de disociasion (Kq) detrminadas para la TcTIM y
las mutantes estudiadas.



5.8 Obtencion y analisis de la estructura cristalina

En vista de las diferencias en la actividad frente al compuesto 8 y comportamiento a la
dilucion en cada una de las enzimas mutantes de TcTIM, y con el objetivo de lograr una
mejor caracterizacion, el Dr. Rodrigo Arreola Alemén obtuvo por cristalografia de rayos
X las estructuras en forma apo de las mutantes Y103V, Y103F y Y102F/Y103F (Tabla
14).

103V 2.35 Y102F/Y103F 2.1 103F 2.1
Resolucion 2.35 21 21
'”tegrijdad de los 99.8 (100) 99.3 95.7 (84.9)
atos
No. Reflexiones 21507 30850 28950
Multiplicidad 4 (4) 9(5) 4.1(3.9)
Rmerge (%) 0.092 (0.308) 0.079 (0.211) 0.08 (0.18)
I/sigma 6.7 (2.4) 7.5 (3.5) 3.3(3.8)
Mn (1/sd) 129 (3.7) 16.2 (7.3) 14.1 (6.4)
Grupo espacial P212121 P212121 P212121
ainamionto ons cns cns
R 0.211 (0.288) 0.18 (0.185) 0.20 (0.22)
Rfree 0.258 (0.345) 0.2 (0.22) 0.24 (0.27)
Media de B 32 16.2 17.7
Error Luzzati 0.28 0.2 0.24
Longitud de enlaces | 0.006 (0.012) 0.006 0.006
Angulos de enlaces 1.3(2) 1.4 1.4
Angulos dihedro 225 23.3 224
Angulos impropios 0.77 (1.53) 0.88 0.82
Sincrotrén Si Si Si
Tipo apo apo apo

Tabla 14. Estadistica de la colecta de datos, reduccion y refinamiento de los cristales de las mutantes.
Entre paréntesis se muestran los valores de la ultima capa de resolucion.

Al superponer los C, de la estructura cristalografica de TcTIM (Clave 1TCD, PDB) y
las mutantes Y103V, Y103F y Y102F/Y103F las diferencias en los RMS (Root Mean
Square) fueron de 0.60, 0.64 y 0.49 A, respectivamente. Lo que quiere decir y como se
aprecia en la figura 31 que las mutaciones puntuales no provocaron cambios generales
en la estructura con respecto a la enzima silvestre, pero si se detectaron variaciones en
la orientacion de cadenas laterales de algunos residuos. El asa 6, conocida como asa
movil, a diferencia de la estructura de la TcTIM en que el monémero A y B se
encuentran en conformacion cerrada y abierta, en las mutantes difractadas en ambos

monomeros se observa en conformacion abierta.



Figura 31. Superposiciéon de los carbonos alfa de las estructuras de las mutantes Y103V, Y103F y
Y102F/Y103F sobre las coordenadas de la TcTIM, PDB clave 1TCD, obteniendo valores de RMS de 0.60,
0.64, 0.49 A respectivamente.

Enfocandonos a la zona del cluster aromatico, los residuos de la mutante Y103F y
Y102F/Y103F fueron muy similares a los de la enzima silvestre. La sustitucién de Phe
en la posicion 103 (en la mutante Y103F) provoca un ligero ajuste en la orientacion de
los anillos pertenecientes a la Tyr102 y la Phe 103 que rotan alrededor de 0.7 A con
respecto a la posicion de esos residuos en la enzima silvestre. Ese efecto es mayor
cuando, ademas, se sustituye el residuo en la posicion 102 por Phe (como la mutante
Y102F/Y103F). En este caso hay un reacomodo de los anillos aromaticos,
probablemente para lograr interacciones energéticamente mas favorables; la Phe de la
posiciéon 102 rota aproximadamente 13.6 grados con respecto a la posicion de la Tyr de

la enzima silvestre, lo que representa aproximadamente 1.28 A de distancia desde los

carbonos zeta () de los anillos aromaticos. (Figura 32).
Phe75

TcTIM
Y103V
Y103F
Y102F/Y103F

Figura 32. Superposicién de los residuos 75, 102 y 103 de la TcTIM en las mutantes Y103V, Y103F y
Y102F/Y103F usando como referencia la TcTIM sefialando las 2 conformaciones encontradas en la
mutantes Y103V. A. Conformacién abierta, B. Conformacion cerrada.



Los cambios mas notables se observaron en la estructura de la mutante Y103V,
donde las densidades electronicas proponen 2 conformaciones para la Phe 75 del
monomero B (figura 33). Una de las posiciones es muy similar a la que ocupa este
residuo en la enzima silvestre, con una diferencia de alrededor de 3 grados
(conformacion abierta); en la otra conformacion (conformacion cerrada), el residuo se
encuentra desplazado alrededor de 102.6 grados, lo que representa, aproximadamente,
0.53 A y 6.71 A de distancia, respectivamente, cuando se mide desde los carbonos zeta

(€) de los anillos aromaticos. (Figura 34).

Figura 33. Mapa de densidad electronica Fo-Fc mostrando las dos conformaciones de la Phe 75 en la
TcTIM con sigma 2.

Figura 34. Superposicion del Phe 75 de las dos conformaciones encontradas en la estructura de la mutante
Y103V y la TcTIM.

En la literatura podemos encontrar varios ejemplos de como las interacciones que
involucran anillos aromaticos son energéticamente favorables y descripciones de su
importancia en la estabilidad y funcionalidad de las proteinas. (Burley, et al., 1985;
Castellano, et al., 2003; Brinda, et al., 2002; Esquivel, et al., 2006; Burley, et al., 1988;

Maithal, et al., 2002). En base a lo anterior, es posible que el efecto de sustituir los



residuos aromaticos por Val, en las mutantes estudiadas, haga que la cavidad
hidrofébica sea de mayor tamario, desestabilizando las interacciones de esta zona de la
interfase. Esto puede facilitar la interaccion con el compuesto 8, porque considerando la
superficie y el volumen de los aminoacidos libres tomadas de la tabla publicada por el
“Jena Library of Biological Macromolecules”, la Tyr ocupa mayor superficie y volumen
que la Phe y la Val en un 8.7%, 32.6% y 1.91%, 27.7%, respectivamente. Asi mismo,
cuando comparamos el area accesible al solvente (ASA) que tienen los residuos en la
posicién 103, al cambiar Tyr por Val (en la mutante Y103V) (tabla 17), observamos una
disminucion de 39.54%. Proponemos entonces, que la conformaciéon cerrada es
provocada para compensar las interacciones perdidas entre los anillos aromaticos, al
sustituir la Tyr por la Val en la posiciéon 103 y orientando el Phe 75 hacia la cavidad
hidrofobica. Esta sustitucion también causa un reacomodo de la Gly 104 en 2 grados,

como se observa en la figura 32.

5.9 Anadlisis de las interacciones Catién—pi

Los aminoacidos con cadenas laterales que presentan grupos aromaticos como Trp,
Tyr y Phe son capaces de interaccionar con residuos cationicos como Arg y Lys, a
través de interacciones denominadas cation-pi. Utilizando el programa CaPTURE
(Gallivan & Dougherty, 1999), el Dr. Rodrigo Arreola Alemén hizo un analisis de las
interacciones energéticamente significativas tipo cation—-pi de los residuos
pertenecientes al cluster aromatico en las mutantes que se lograron difractar y la enzima

silvestre (tabla 15).

Proteinas Residuos catiénico Residuos aromaticos E(es) E(vdw)
(Kcal/mol)  (Kcal/mol)

TcTIM Arg 99 A Tyr 103 A -1.61 -1.87
TcTIM Arg 99 B Tyr 103 B -1.05 -2.09
Mutante 103F Arg 99 A Phe103 A -2.38 -2.02
Mutante 103F Arg 99 B Phe103 B -2.09 -1.70
Mutante Y102F/103F Arg 99 A Phe103 A -1.50 -1.75
Mutante Y102F/103F Arg 99 B Phe103 B -1.18 -1.69

En la mutante Y103V se pierde la interacciéon Arg 99 - Val 103

Tabla 15. Analisis de las energias de interaccion electrostatica, E(es) y de Van der Waals E(vdw) entre la
Arg 99y los residuos en la posicion 103 de la TcTIM y las mutantes Y103V, Y103F y Y102F/Y103F.



Segun el autor si:

*  [E(es) <-2.0 kcal/mol, la interaccion es energéticamente significativa,
* -2.0 < E(es) <-1.0 kcal/mol la interaccion es energéticamente significativa solo si:
E(vdw) < -1.0 kcal/mol.

* E(es) >-1.0 kcal/mol, la interaccion no debe ser considerada

Al estudiar los parametros en la TcTIM se encontré una interaccion significativa entre
los residuos Arg 99 y Tyr 103. Estas interacciones se pierden cuando la Tyr se muta por
Val y, en la mutante Y103F, se hace mas significativa esta interaccion. Estos datos son
consistentes y apoyan el comportamiento observado de ambas enzimas en los ensayos

realizados y descritos anteriormente.(Figura 35).

TcTIM
Y103V
Y103F »
Y102F/Y1 e

103B
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Figura 35. A. Superposicion de la estructura de la TcTIM y mutantes Y103V, YO13F Y Y102F/Y103F,
sefialando la Arg 99 de cada monomero, ubicada en el asa 4, interactuando con los residuos aromaticos
de la posicion 103 correspondiente a cada mutante, localizados en el asa 4. B. La mutacién de Tyr por Val
en la posicion 103, hace que se pierda la interaccion Catién-pi.

5.10 Andlisis de éarea accesible al solvente

Utilizando las coordenadas cristalograficas determinadas para cada mutante, y la
enzima silvestre se determind el area accesible al solvente (ASA) con un radio de esfera

de molécula de agua que representa la molécula de solvente de 1.2 A.

Al comparar las ASAs se observaron cambios significativos de accesibilidad en las 3
mutantes, con respecto a la enzima silvestre. Estas variaciones no soélo estaban

localizadas en la zona del cluster aromatico, donde se realizaron las mutaciones, sino



también distribuidos en toda la estructura. Muchos de estos residuos se encontraban
localizados en la periferia de las proteinas, areas donde las cadenas laterales son muy
moviles por la interaccidn con el solvente, y otros estan ubicados en el asa 6, conocida

como asa movil.

Convenientemente, los cristales de las enzimas que se lograron cristalizar fueron los
que tuvieron diferencias mas significativas con respecto a la TcTIM en los ensayos
realizados en nuestro proyecto. Para tratar de identificar las regiones o residuos que nos
pudieran dar indicios de cambios en la estructura que contribuyeran a estas diferencias
decidimos restar las ASA entre las mutantes y analizar los aminoacidos que presentaron

variaciones de mas de 20 A en el area accesible al solvente. (Tabla 16).

Si el valor en la tabla es negativo, esto significa que ese residuo aumenté su area
accesible al solvente comparado con la enzima silvestre, de lo contrario, un valor

positivo representa que ese residuo se encuentra menos expuesto al solvente.

Residuos Y103V-Y103F Residuos Y103V-Y102F/Y103F Residuos Y103F-Y102F/Y103F
60LYS A -55,60 75PHE A -20,13 60LYS A 56,14
103TYR A -24,76 103TYR A -23,43 87TYR A 2265
190 LEU A 20,33 142 ALA A 20,89 1541YS A 24,87
196 ARG A -32,92 196 ARG A -37,24
19GLU B -29,86
19GLU B 21,97 33THR B -51,77
154LYS B 21,41 36HIS B -54,08 33THR B -57.87
75PHE B 28,60 BOLYS B 23,78 36HIS B -50,07
103TYR B -30,95 75PHE B -34,56 60LYS B -30,50
225GLN B -23,39 103TYR B -21,24 154LYS B -27,30

Tabla 16. Diferencias de area accesible al solvente mayor a 20 A entre las mutantes. Los datos presentados
para la mutante Y103V son los de la conformacion cerrada de la Phe75. Se tomé como valor de corte 20 A
a manera de seleccion de los valores que tuvieron diferencias en el ASA mas drastica.

Al comparar las ASAs se observaron cambios significativos de accesibilidad entre las
3 mutantes, con respecto a la enzima silvestre. Al analizar en las estructuras las
posiciones de los residuos de la tabla 16, observamos que se encontraban localizados
en la periferia de las proteinas, areas donde las cadenas laterales son muy moviles por
la interaccion con el solvente, por lo que consideramos que estas diferencias se deben a

reacomodos de las cadenas laterales por la interaccion con el solvente.

En la tabla 17 se presentan las ASAs de los residuos que forman parte del cluster
aromatico en la TcTIM y HTIM. Al considerar las variaciones entre la enzima silvestre y

las mutantes, se observa que, en la posicion 75 en las mutantes Y103F y Y102F/Y103F



no hubo cambios significativos con respecto a la TcTIM, a diferencia de la mutante
Y103V en que el Phe 75 varia su exposicion al solvente y esto depende de cual de los 2
conférmeros descritos anteriormente se trate: si la Phe 75 esta desplazada hacia la
cavidad hidrofébica, parece estar menos expuesta, ya que disminuye su accesibilidad al
solvente en 16.93 A2, y, si su conformacion esta de forma similar a la de la enzima
silvestre la Phe queda mas expuesta al solvente por 10 A% con respecto a esta misma

posicion en la TcTIM.

69 (A% 75 (A% 102 (A? 103 (A?
TcTIM 20.94 57.51 121.87 75.09
* 40.58
Y103V 23.14 . 6774 129.70 45.40
Y103F 21.67 59.18 119.79 70.16
Y102F/Y103F | 22.19 60.71 119.69 68.83

Tabla 17. Area accesible al solvente. Se indican las 2 posibles conformaciones de la Mutante. Y103V: =
Conformacién cerrada. « Conformacion abierta.



6. CONCLUSIONES

e Las enzimas mutantes Y102V, Y103V, Y102V/Y103F, Y103F y Y102F/Y103F no
presentan diferencias significativas en sus parametros cinéticos con respecto a la

enzima silvestre.

e La mutante Y103V fue la enzima mas inestable a la dilucién y de mayor
susceptibilidad al compuesto 8, con una constante de disociacion casi el doble de la que

tiene la enzima silvestre y una lso de 93.47 uM.

e La sustitucion de Tyr por Val en la posicion 103, provocd la pérdida de una
interaccion del tipo cation—pi entre la Arg 99 y la Tyr 103 que existia en la enzima
silvestre y una disminucion del area accesible al solvente en un 39.54 % en la posicion
103, exponiendo el area de la cavidad hidrofdbica, lo que podria explicar la sensibilidad

al compuesto 8 y la inestabilidad a la dilucion de esta mutante.

e La sustitucion en la posicion 103 por Phe, genera enzimas mas resistentes al

compuesto 8.

e Al resolver las estructuras tridimensionales de las mutantes Y103V, Y103F y
Y102F/Y103F se observaron algunos cambios en la zona del cluster aromatico con
respecto a la TcTIM. El mas notable fue el desplazamiento en 102.6 grados de la Phe
75 en la mutante Y103V, probablemente para tratar de compensar las interacciones

perdidas que existen entre los anillos aromaticos en la enzima silvestre.



7. PERSPECTIVAS

En la estructura de la HTIM, observamos que en la posicién 69 presenta una Tyr
localizada de tal manera que los residuos del cluster aromatico se encuentran mas
aglomerados con respecto a la TcTIM, provocando que la cavidad hidrofébica sea mas
cerrada. Seria interesante entonces, realizar la mutante 169Y/Y102V/Y103F en la TcTIM,
que tendria este cluster aromatico compacto, para determinar la relacion del tamafio de
la cavidad con la estabilidad de la proteina y la sensibilidad al compuesto 8 (ademas de

determinar la importancia de este residuo como parte de esta zona).

En nuestro equipo de trabajo recientemente se han sintetizado nuevos compuestos
con accioén inhibidora sobre las TIMs de parasitos, algunos de ellos fueron disefados
utilizando como base la estructura del compuesto 8, por lo que resultaria muy
interesante realizar ensayos de las mutantes con estos compuestos para saber si el
comportamiento es comparable o diferente de los resultados obtenidos en nuestros

ensayos.
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APENDICE

A1l. Efecto de Cloruro de Sodio y Cloruro de Amonio en la actividad

Rodriguez-Almazan et al., 2008, en un analisis hecho en 15 estructuras de TIMs de
13 diferentes especies, describieron un conjunto de moléculas de agua que estan muy
conservadas. Esta red de aguas establece interacciones entre ellas y ciertos residuos
muy conservados que parecen jugar un papel importante en la estabilidad y formacién
del dimero activo. En esa regién en particular, la Unica interaccion directa entre residuos
de las dos subunidades de los mondmeros de HTIM es un puente salino formado por el
Glu 77 y Arg 98 (numeracion de HTIM). Estos aminoacidos estan delimitados por varios
residuos hidrofébicos, entre ellos los pertenecientes al cluster aromatico, que,
posiblemente, pudiera permitir el acceso a esta zona. En el articulo se describe una
mutacion de Glu por Asp en la posicion 104, que provoca un incremento en la distancia
del puente salino, induciendo alteraciones en la red de moléculas de agua conservadas
y afectando las interacciones entre las dos subunidades, lo que produce una mutante

menos estable.

Para determinar la relacion de la region descrita anteriormente con las Tyr 102 y 103,
se siguid la actividad a una concentracion de 5 ng/ml de la TcTIM y de las mutantes
Y103V y Y103F (que fueron las que tuvieron un comportamiento mas extremo en
nuestros ensayos) con diferentes concentraciones de NaCl 6 de NH;Cl en un
amortiguador de TEA 100 mM / EDTA 10 mM pH 7.4 en un volumen final de 1 ml.
(Figura A1).
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Figura A1. Curvas de A. Cloruro de sodio (NaCl) y B. Cloruro de amonio (NH4Cl) con la TcTIM y las
mutantes Y103V y Y103F.

Diferente al comportamiento en la estabilidad a la dilucién, ambas mutantes fueron
mas sensibles a las sales que la enzima silvestre. Las concentraciones de sales que
causaron aproximadamente un 50% de la disociacién de la TcTIM, y de las mutantes
Y103V y Y103F fueron de 309.4, 148.3 y 155.2 mM de NaCl y de 104.9, 63.5y 91.7 mM

de NH,4CI, respectivamente.

A2. Ensayos de inactivacion por Metilmetanotiosulfonato

La TcTIM presenta 4 cisteinas en las posiciones 15, 40, 118 y 127. En varios estudios
se ha reportado la importancia de la Cys 15 en la estabilidad y sensibilidad frente a los
agentes derivatizantes del grupo sulfridrilo en la TcTIM. (Garza-Ramos, et al., 1998,
Pérez-Montfort, et al., 1999). En cada monémero este residuo esta rodeado por el asa 3
de la otra subunidad. El asa 3 esta compuesta por 16 residuos que comprenden desde
la Ala 65 a la Ser 80 (Maldonado, et al., 1998). Cuando evaluamos los aminoacidos que
estan a menos de 4 A de las Tyr 102 y 103, y por lo tanto con mayor probabilidad de

interactuar con ellas, algunos se encuentran ubicados en el asa 3.

Adicionalmente, en un analisis de la interfase utilizando el servidor PISA se determiné

el area superficial oculta (del Inglés buried surface area) de cada residuo en la TcTIM y



las mutantes que se lograron cristalizar. Observandose que en la subunidad B de
estructura de la mutante Y103V con la doble conformacion del Phe 75, la Cys 15 se

encuentra mas expuesta que la TcTIM y las demas mutantes. (Tabla A1).

Engi BSA (A?) | BSA(A?)
nzimas A B Tabla A1. Valores de area superficial
oculta de la Cys 15 en la TcTIM y mutante
TcTIM 125.33 125.16 Y102V, Y103V, Y103F y Y102V/Y103F
determinadas a través del servidor PISA. A
y B son las subunidades correspondientes
Y103V 125.68 | 102.72 de cada monémero.
Y103F 124.79 124.03
Y102F/Y103F | 125.71 125.51

En base a las diferencias encontradas en la Phe 75 en la estructura de la Y103V vy la
exposicion de la Cys 15 del mondmero B; se decidié entonces, realizar experimentos de
inactivaciéon con metilmetanotiosulfonato (MMTS), reactivo que reacciona solo con
cisteinas. La enzima silvestre y las mutantes Y103V y Y103F se incubaron con
concentraciones de 0 a 20 uM de MMTS durante 2 horas a 25°C (figura A2) y se midié

la actividad residual.
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Figura A2. Curvas de inactivaciéon por MMTS en TcTIM y las mutantes Y103V, Y103F. Las enzimas se
incubaron a una concentracién de 50 pg/ml con diferentes concentraciones de MMTS durante 2 horas a
25°C.



El comportamiento de la TcTIM fue similar al reportado en la literatura (Pérez-
Montfort, et al., 1999). La mutante Y103V es la mas sensible al efecto del MMTS,
observandose una perdida total de la actividad a la concentracién mas baja que se
utilizé del reactivo (2.5 uM). A esta concentracion la enzima silvestre todavia mantiene
mas del 50% de su actividad. La mutante Y103F no presenté diferencias significativas

con la mutante Y103V.

Estos ensayos fortalecen los indicios de la importancia en la posicion 103 como parte
del cluster aromatico, aunque consideramos que también es importante realizar los
experimentos en el resto de las mutantes (que presentan mutaciones en la posicion 102)

como control de estas observaciones.
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