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“‘We are here because one odd group of fishes had a peculiar fin anatomy that
could transform into legs for terrestrial creatures; because the earth never froze
entirely during an ice age; because a small and tenuous species, arising in Africa a
quarter of a million years ago, has managed, so far, to survive by hook and by
crook. We may yearn for a ‘higher answer'— but none exists”

— Stephen Jay Gould

“Science is based on experiment, on a willingness to challenge old dogma, on an
openness to see the universe as itreally is. Accordingly, science sometimes
requires courage - at the very least the courage to question the conventional

wisdom.”

— Carl Sagan
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Resumen

Los microsporidias son parasitos oportunistas intracelulares, que tomaron su relevancia
ante el auge del VIH/SIDA. Actualmente de 14 especies patdogenas al hombre,
Encephalitozoon intestinalis es el segundo mas prevalente en los casos de microsporidiosis.
Los tratamientos usados contra la infeccion provocada por E. intestinalis han mostrado ser
ineficaces y con efectos secundarios aunado a la posibilidad de resistencia contra el
tratamiento; bajo estas circunstancias impera la busqueda de nuevos blancos
farmacologicos. La triosafosfato isomerasa (TIM) es un enzima de la via glucolitica que,
ademas de ser ampliamente estudiada, ha sido propuesta como blanco farmacolégico de
diversos parasitos y mas recientemente de Encephalitozoon intestinalis (EiTIM) en la cual
se demostré que es inactivada con agentes derivatizantes de cisteinas.

El presente trabajo tiene como proposito caracterizar la mutante sencilla del residuo de
cisteina 232 de la EiTIM (C232A), y analizar esta regidon como potencial para la inactivacion
de la enzima, determinando sus constantes cataliticas, su sensibilidad ante los
derivatizantes de cisteina como el MMTS, MTSES y DTNB, cambios en la estructura
secundaria (mediante dicroismo circular y temperatura media de desnaturalizacion) y
terciaria (fluorescencia extrinseca). Las propiedades cataliticas de la EiTIM C232A
mostraron ser similares a la EiTIM silvestre (Km, Kcat y Kcat/Km) con disminucién en la
Vmax. En cuanto a la inactivacion por los derivatizantes se promovié de manera parcial con
el MMTS, casitotal con MTSES y total con DTNB, siendo dependiente de la concentracion.
Estos resultados fueron similares a los observados en la EiTIM wt. No hubo cambios
significativos en la estructura secundaria determinada por DC para cada una de las
condiciones; en tanto que, en la estabilidad térmica, la EiTIM C232A mostré un valor similar
con respecto a la EiTIM wt. La adicién de los derivatizantes demostrd su efecto en la
inestabilidad térmica en un intervalo de 2 a 8 °C, donde el DTNB fue el compuesto que
mayor inestabilidad promovid. Con la medicion de la fluorescencia extrinseca usando ANS,
se demostré que la maxima emision fue con la EiTIM C232A en ausencia de los
derivatizantes, en tanto que con MMTS, MTSES o DTNB la intensidad de fluorescencia
disminuy6 considerablemente. En conclusion, la EiTIM C232A tras ser inactivada con los
derivatizantes, también se altera a nivel estructural de manera similar a la EiTIM wt. Por
tanto, este residuo de Cys 232 no es directamente responsable de la inactivacion promovida
con los derivatizantes.




1. Introduccion

1.1 Taxonomia

El parasitismo es una estrategia desarrollada para “vivir juntos”, una asociacion entre un
organismo denominado parasito que vive a expensas de otro, denominado el hospedero,
infligiéndole dafo durante la invasion y estancia (Becerril, 2011). Esto representa un
sistema dinamico en el que él parasito y su hospedero estan bajo constante presién
evolutiva desarrollando nuevas adaptaciones, lo que permite la coexistencia de ambos
organismos (Vavra y Lukes, 2013).

Los microsporidias son organismos parasitarios intracelulares que se han adaptado a su
hospedero. Estos, forman parte del phylum Microspora, que son un grupo de parasitos
intracelulares obligados, conformado aproximadamente por 1,300 especies distribuidas en
150 géneros. Se clasifican como eucariontes ya que poseen un nucleo celular con envoltura
nuclear, arreglo de membranas citoplasmaticas, asicomo una separacion de cromosomas
en husos mitéticos (Shadduck y Greeley, 1989; Weber y cols., 1994). Estan ampliamente
distribuidos alrededor del mundo, por lo que son cosmopolitas e infectan tanto a
invertebrados como vertebrados (Webery cols., 1994). Son responsables de enfermedades
infecciosas en peces, mascotas (lo que afecta a la industria pesquera, apicola y peletera),
y humanos (Franzen, 2008), de los cuales al menos 14 especies son patdégenas de éste:
Anncalia (Brachiola) algerae, A. connori, A. vesicularum, Enterocytozoon bieneusi,
Encephalitozoon cuniculi, E. hellem, E. intestinalis, Microsporidium africanum, M.
ceylonensis, Nosema ocularum, Pleistophora spp, Trachipleistophora hominis, T.
anthropophtera y Vittaforma corneae. Aunque las especies mas frecuentemente reportadas
son E. bieneusi y E. intestinalis (Didier y Weiss, 2006; Ghosh y Weiss, 2012; Ramanan y
Pritt, 2014), siendo esta ultima especie motivo de estudio en este trabajo.

Histoéricamente, en 1882 el embridlogo francés Edouard-Gerard Balbiani acufié la palabra
‘microsporidies” para nombrar a estos microorganismos, aunque no especificé su nivel
taxondémico. Posteriormente en 1977, Sprague y Vavra los reclasificaron al nivel de Phylum
Microspora (Vavra y Lukes, 2013). Tradicionalmente se sugiri6 que eran un grupo de
protozoarios “primitivos” por carecer de ciertos organelos, como mitocondrias y
peroxisomas (Didier y Weiss, 2008), aunque con técnicas de filogenia molecular se ha
demostrado que estan relacionados a los hongos (Figura 1) (Ramanan y Pritt, 2014; Weiss
y Schwartz, 2006). Tales técnicas moleculares han utilizado secuencias de ADN y de otros
marcadores; lo anterior fue primeramente estudiado en 1987 al determinar la secuencia de
la subunidad ribosomal pequena del ARN (SSU rRNA) de Vairomorpha necatrix, como un
primer marcador para las relaciones evolutivas de los microsporidias; adicionalmente se
han estudiado secuencias genéticas del factor de elongacion de la traduccién EF-1ay EF-
2 (Kamaishiy cols., 1996; Van de Peery cols., 2000). Posteriormente, estudios basados en
genes codificantes de proteinas tales como la a-y B-tubulina, la subunidad pequefia de la
ARN polimerasa Il (RPB1), Valil tRNA sintetasa (Va1RS), glutamil- y seril-sintetasas, hsp-
70, EF-1a,RPB1, ATPasa vacuolar, TF-Il; subunidades ay 3 de la piruvato deshidrogenasa
mitocondrial, y también la proteina de unién ala caja TATA (TBP) (Edlind y cols.,1996; Fast
y cols.,1999). De esta manera, existe gran cantidad de evidencia molecular que apoya la




relacion entre los microsporidias y los hongos, entre las que destacan genes que codifican
proteinas y que estan relacionados a los hongos (Vavra y Lukes, 2013).

Figura 1. Cambios en lasrelacionesfilogenéticas de microsporidias desde su descubrimiento
hasta la actualidad (Modificado de Keeling, 2009).

Aunque los microsporidias parecieran no poseer similitudes con los hongos, ambos grupos
dejan un depodsito de pared celular sobre la membrana celular, una estructura donde los
microtubulos emergen y se anclan a los cuerpos polares, la formacién de esporas, la
presencia de quitina, y trehalosa son caracteres en comun. Actualmente los microsporidias
son considerados altamente divergentes, bien adaptados y parasitos especializados que
estan relacionados con los hongos endoparasitos (Cryptomycota) o quizas un grupo
hermano (Ramanan y Pritt, 2014).

También, se ha demostrado reduccién genémica extrema, por lo que el interés de estudiar
estos organismos ha incrementado en los ultimos anos, por ejemplo, el tamafo del genoma
de E. intestinalis es de 2.3 Mb (Tabla 1). La mayoria de sus genes codifican para proteinas
que participan en rutas metabdlicas y de regulacion, manteniendo solo los relacionados al
transporte de energia y de metabolitos, muy probablemente debido a su alta dependencia
con el hospedero (Didier y Weiss, 2008). En el caso del género Encephalitozoon, carecen
de la habilidad para producir varios nucleoétidos y aminoacidos, otras rutas que no estan
presentes o de expresion reducida que incluyen al ciclo de Krebs y el complejo de sintesis
de acidos grasos.




Tabla 1. Tamafio comparativo entre los genomas de microsporidias, hasta ahora
secuenciados.

ESPECIE TAMANO DEL GENOMA REFERENCIAS
Encephalitozoon cuniculi 2.9 Mpb Pombert y cols., 2013
E. hellem 2.5 Mpb Pombert y cols., 2012
E.romaleae 2.5 Mpb Pombert y cols., 2012
E. Intestinalis 2.3 Mpb Corradi y cols., 2010
Enterocytozoon bieneusi 6 Mpb Akiyoshiy cols., 2009
Anncalia algerae 23 Mpb Peyretaillade y cols., 2012
Trachipleistophora hominis 8.5—-11.5 Mpb Heinz y cols., 2012

Género Encephalitozoon

Todas las especies de este género, se desarrollan dentro de vacuolas parasitéforas, los
merontes se dividen mediante fision binaria circundando la membrana vacuolar. Los
esporontes producen una cubierta delgada que sera la exospora, y estos se dividiran para
dar origen a los esporoblastos que maduraran en esporas. Las esporas tienen dimensiones
de 2.0a 2.5por 1.0 a 1.5 ym y en el filamento polar tienen de cinco a siete giros (Franzen
y Miller, 1999).

E. cuniculi fue reportado por Wrighty Craighead en 1922 y nombrado por Nicolau y Schéen
en 1923. Se ha demostrado que parasita diversos mamiferos como roedores, carnivoros,
primates y humanos (Franzen y Miller, 1999). Estos se desarrollan intracelularmente en
una vacuola parasitéfora, los merontes al dividirse por fision, permanecen cerca de la
membrana vacuolar, miden 2 a 6 ym por 1 a 3 um. Los esporontes permanecen libres
céntricamente de la vacuola y se dividen en dos esporoblastos para madurar a esporas.

E. intestinalis (Syn. Septata intestinalis), descritoinicialmente en 1992 por Orensteiny cols.,
como un microsporidio con similitudes estructurales con el género Encephalitozoon.
Posteriormente fue clasificado por Cali y colegas en 1993, como un nuevo géneroy especie:
Septata intestinalis; basados en estudios sobre rRNA se sugirié que fuera ubicado en el
género Encephalitozoon y renombrado comoE. intestinalis. Este microsporidio muestrauna
unica red fibrilar circundante secretado por el parasito durante su desarrollo, otorgandole a
la vacuola parasitofora la apariencia de estar septada (Franzen y Miller, 1999). Inicialmente
se identific6 en pacientes con VIH/SIDA en los enterocitos y la lamina propia,
posteriormente fueron detectados en fibroblastos y células endoteliares de la lamina propia,
células de rifion, células del epitelio bronquial y nasal (Webery cols., 1994).

A continuacion, se enlista su clasificacion (Yazar y cols., 2013):
Clasificacion del microsporidio E. intestinalis

Reino: Fungi
Subreino: Eomycota
Phylum: Microsporidia
Clase: Haplophasea
Orden: Glugeida
Familia: Encephalitozoonidae
Género: Encephalitozoon
Especie: Encephalitozoon intestinalis




1.2 Morfologia

Las caracteristicas principales que distinguen a las esporas de los microsporidias, son su
pequefo tamano (1.0 a 4.0 um), tienen una cubierta de quitina y glicoproteinas, paredes
delgadas y la presencia de un organelo llamado tubo polar, esta estructura es bastante
larga y finamente delgada, la cual esta enrollada y rodea el citoplasma de la espora (Figura
2) (Keeling y McFadden, 1998).

Las esporas de los microsporidias son de aspecto piriforme, estan rodeadas por una capa
externa delgada de glicoproteina (exospora) la cual es Gram-positiva y electrodensa; una
capa interna de quitina (endospora) y electrolicida, asi como una membrana plasmatica
que envuelve al citoplasma (Franzen y Miller, 1999), la Figura 2 lo esquematiza. El
citoplasma de la espora contiene un disco de anclaje anterior, un polaroplasto con
membrana lamelar que alberga un aparato de Golgi atipico, mitosomas, reticulo
endoplasmico, ribosomas, y una vacuola posterior; ademas contiene un nucleo con arreglo
monocarion o diplocarion (segun la especie), poseen un caracteristico aparato de extrusion
constituido por un filamento polar (tubo polar) unido al disco de anclaje (Didier y Weiss,
2008; Franzen y Miller, 1999). El tubo polar es una estructura caracteristica de los
microsporidias que ayuda a la infeccion y germinacién en la célula huésped. Se denomina
filamento polar cuando se encuentra enrollado dentro de la espora, el numero de vueltas es
caracteristico de cada especie. En corte transversal el filamento polar estda compuesto de
capas concéntricas electrodensas y electrolucientes cuyo numero puede variar desde 3
hasta 20 capas. Hay un material particulado electrodenso que rellena el centro del
filamento. La evaginacion de este filamento durante la infeccion forma un tubo hueco que
mantiene adherido ala espora con la célula huésped permitiendo el paso del esporoplasma
(esto es el vaciado del contenido citoplasmatico). El tamafio del tubo polar va de 0.1 a 0.15
pMm de diametro por 50 a 100 ym de longitud; es una estructura flexible que permite una
variacion en el diametro durante la evaginacion de 0.1 a 0.25 ym (Xu y Weiss, 2005).

Figura 2. Estructura general de los microsporidias en una ilustracion y de una micrografia en
microscopio electrénico (Franzen, 2008). Se muestran los componentes principales de estos
organismos.




1.3 Ciclo de Vida de E. intestinalis

Los microsporidias no tienen estadios activos fuera de las células de sus hospederos debido
a su alta dependencia con estos. En general, el ciclo de vida consta de tres fases (Figura
3): infectiva, merogonial o proliferativa y esporogonial o productora de esporas (Franzen,
2008).

Figura 3. Ciclo de vida de Encephalitozoon spp. Se esquematizan las tres fases A) infectiva, B)
merogonial y C) esporogonial. Modificado de Chilon-Cornejo, 2014.

La Primera fase o fase infectiva, abarca desde la liberacion de la espora al medio ambiente
en las heces hasta que es ingerida o inhalada por un nuevo hospedero, e infecta una célula
susceptible. Bajo condiciones adecuadas dentro del hospedero, el filamento polar es
descargado a través de la porcién anterior de la esporay de esta manera penetra al interior
de la célula del hospedero. (Franzen y Muller, 1999).

La segunda fase, fase de merogonia o proliferativa, inicia al momento en que la espora hace
contacto con la célula huésped y evagina el tubo polar de manera que sale disparado,
perforando la célula huésped, esto forma un canal por el cual se libera el esporoplasma, ahi
se lleva acabo division por fision binaria o simple dando origen a merontes, que son células
redondas, irregulares o bien elongadas con un reticulo endoplasmico rugoso rudimentario
(Franzen, 2008). Estos estan rodeados por una membrana plasmatica sencilla y proliferan
dividiéndose repetidamente por fision binaria o multiple. Ellos pueden contener uno o mas
nucleos.

En la tercera fase o fase de esporogonia se inicia la sintesis de proteinas que dara lugar a
la pared de la espora (Vavra y Lukes, 2013). Es la etapa que da origen a los esporontes y
posteriormente a las esporas maduras. Los esporontes se caracterizan por el desarrollo de
una cubierta delgada electrodensa que da origen a la capa de la exospora (Franzen y
Mller, 1999). El nucleo puede estar aislado o pareado; estos maduran a esporoblastos por
fisidbn binaria (esporogonia disporoblastica) o bien pueden llegar a ser plasmodios
multinucleados y pasar a través de divisiones secuenciales. Los esporoblastos son




normalmente de aspecto ovoide y maduran a esporas cuando se sintetizan los organelos
de las esporas. En esta etapa los reticulos endoplasmicos liso y rugoso incrementan en
nuamero y producen vesiculas semejantes al aparato de Golgi (Botero-Garces y Montoya-
Palacio, 2002). Una vez que han madurado las esporas, ocurre la lisis de la célula huésped,
liberando esporas que infectardn a otras células adyacentes; mientras que otras seran
liberadas en las heces, orina, y posiblemente en secreciones de vias respiratorias y en el
moco.

1.4 Epidemiologia

La microsporidiosis, es una enfermedad ocasionada por los microsporidias antes
mencionados, (Anane y Attouchi, 2010). Los estudios referentes a la prevalencia de dicha
enfermedad se han centrado principalmente en personas inmunocomprometidas como
pacientes con VIH-SIDA, en receptores de 6rganos, asi como personas de la tercera edad
y la poblacion infantil. Previo a la pandemia del VIH-SIDA, la microsporidiosis fue raramente
reportada en humanos, sin embargo, a mediados de 1980 la pandemia del VIH/SIDA
promovié la capacidad oportunista de los microsporidias para infectar al humano
produciendo enfermedades en érganos vitales (Stentiford y cols., 2016).

A nivel mundial, la presencia de microsporidias varia entre 5 al 78% en diversos tipos de
poblacion susceptible, diversos investigadores sugieren que esto es debido a los diferentes
métodos usados para la identificacién, asi como al tipo de poblacion estudiada (Ayinmode
y cols., 2011; Bryan y Schwartz, 1999; Didier y cols., 2004; Eeftinck-Schattenkerk y cols.,
1991; Eligio-Garcia y cols., 2013; Matos y cols., 2012; Noda-Albelo y cols., 2013); se estima
que en la poblacioén infantil con o sin VIH la prevalencia varia entre 17 al 76.9% y 9.3 al
22.5% respectivamente (Tumwine y cols., 2005).

Geograficamente, la informacién es igualmente variable, por ejemplo, en Africa se reporta
hasta un 77% en pacientes con VIH; en tanto que estudios realizados en Europa se ha
reportado que en este tipo de poblacion existe una prevalencia de hasta el 60%. En ese
continente, los reportes indican que en ninos sanos abarca desde 1.7 al 30.6% en tanto que
en nifios con VIH alcanza hasta un 65%, mientras que en personas sanas y en viajeros
hasta un 22% y un 10% respectivamente (Lores y cols., 2002; Matos y cols., 2012; Sak y
cols., 2010). En el continente asiatico la prevalencia entre pacientes con VIH y nifios sanos
es de aproximadamente 27%, mientras que en nifios con VIH es del 18% (Matos, 2012;
Pagornrat y cols., 2009).

Finalmente, para el continente americano se han desarrollado estudios que indican que la
prevalencia mas baja se encuentra en los Estados Unidos en los pacientes con VIH con
1.5% (Dworkin y cols., 2007); mientras que en paises de Latinoamérica como Brasil se ha
reportado la microsporidiosis en pacientes con VIH desde 14.7 hasta un 46% (Costay cols.,
2013), en Colombia, Venezuela y Peru se reporta en pacientes con VIH 14.7%, 36% y 8%
respectivamente; por ultimo, en México un reporte reciente indica que el 31% de pacientes
con VIH evaluados cursaron con microsporidiosis (Gamboa-Dominguez y cols., 2003), en
tanto que en otro estudio con nifos que padecian leucemia o linfoma la prevalencia era
hasta un 60% (Jiménez-Gonzélez y cols., 2012); también se ha identificado a los




microsporidias en poblacion sana de zonas rurales, con una prevalencia de
aproximadamente 8% (Enriquez y cols., 1998).

Basados en lo descrito anteriormente, poblaciones especificas poseen factores de riesgo
que recaen principalmente en personas con VIH, asi como en nifios con o sin VIH (Lobo y
cols., 2012), asi mismo en viajeros inmunocompetentes que van a zonas tropicales, y
seguidos de adultos mayores e inmunosuprimidos.

1.5 Enfermedad y Patogenia

La microsporidiosis es una patologia variada, puesto que algunas de las especies
identificadas de microsporidias se han focalizado en diferentes 6rganos o tejidos blanco. Se
ha descrito que estos organismos pueden causar diferentes sintomas, dependiendo del sitio
de infeccién (Tabla 2). La mayoria de las infecciones probablemente ocurren por ingestion
o inhalacion de las esporas que corresponden el estadio infeccioso, las esporas son
resistentes al ambiente y sobreviven por largos periodos de tiempo en el ambiente (Figura
4; Didier y Weiss, 2008).

Figura 4. Fuentes de transmisiéon de los microsporidias (Modificado de Cali y Takvorian, 2004).

Antes del surgimiento de la pandemia del VIH, solo se conocian en humanos 8 casos de
infecciones por microsporidias (Mathis y cols., 2005). La importancia de estos organismos
en humanos fue reconocida a mediados de 1980 asociando las infecciones entéricas
oportunistas y diarreas persistentes en personas con VIH/SIDA. Se ha demostrado que
pacientes con VIH con un recuento de células T-CD4+ menor a 100 por mm?3son mas
propensos a presentar episodios diarreicos persistentes, pérdida de peso y dolor abdominal
asociados a E. bieneusi y E. intestinalis, microsporidias altamente frecuentes en el humano
(Didier y Weiss, 2008). Por otro lado, en personas que se les ha realizado trasplantes de
organos, son muy susceptibles a Encephalitozoon spp y es comun que una vez infectadas
puede haber diseminacion a otros oOrganos, adicionalmente se han demostrado
microsporidiosis en pulmones de pacientes con enfermedades hematolégicas y en
trasplante de médula 6sea. Se han reportado casos de abscesos cerebrales, sinusitis,




endocarditis, miocarditis, osteomielitis, infecciones cutaneas y genitourinarias (Ramanany
Pritt, 2014).

Tabla 2. Manifestaciones clinicas de infecciones por microsporidiosis humana (Modificado de
Franzen y Muller, 2001).

Microsporidia Manifestaciones clinicas

: : Enteritis, diarrea, colangitis, colecistitis, neumonitis,
Enterocytozoon bieneusi R
bronquitis, sinusitis, rinitis

E. cuniculi Hepatitis, peritonitis encefalitis, infeccion intestinal,
infeccidn en vias urinarias, sinusitis, rinitis,
queratoconjuntivitis, infeccion diseminada

E. hellem Queratoconjuntivitis, sinusitis, rinitis,

neumonitis/bronquiolitis, nefritis, uretritis, prostatitis,
uretritis, cistitis, infeccion diseminada

E. intestinalis Enteritis, diarrea, perforacién de intestino delgado,

colangitis, colecistitis, neftitis, infecciéon del tracto

urinario, sinusitis, rinitis, bronquitis,
queratoconjuntivitis, infeccion diseminada

T. hominis Miositis, queratoconjuntivitis, sinusitis, rinitis
T. anthropophthera Encefalitis, miositis, infeccion diseminada

Miositis

Queratitis, infeccién del tracto urinario

N. ocularum Queratoconjuntivitis

Encephalitozoon

. A. vesicularum Miositis
Anncalia ——
; A. algerae Queratoconjuntivitis
(Brachiola) : o :
A. connori Infeccién diseminada

. o M. africanum Ulcera cornea
Microsporidium :
M. ceylonensis Ulcera cornea

Puesto que la duplicacion celular de los microsporidias ocurre en el epitelio del intestino
delgado, esto lleva a la disminucionde superficie en la vellosidad intestinal, lo que se asocia
con la mala absorcion de nutrientes (tales como lipidos, deficiencias de potasio, magnesio,
vitamina B12 y una baja de bicarbonatos en suero)y diarrea. E. intestinalis infecta tanto a
las vellosidades intestinales como a las células cripticas, invadiendo macréfagos vy
fibroblastos. Induce una severa ulceracion del intestino delgado asociado a la atrofia de la
mucosa, hay inflamacién aguda o bien cronica debido a la disminucion de la actividad
enzimatica (fosfatasa alcalina y la a-glucosidasa, localizadas en la porcion basal de las
vellosidades, de igual forma hay infiltracion de macréfagos en la submucosa (Anane y
Attouchi, 2010; Conteas y cols., 2000).




1.6 Diagnodstico y tratamiento

Diversas técnicas de laboratorio han sido descritas para la identificaciéon de los
microsporidias en muestras provenientes de humanos, tales como las técnicas de tincién,
microscopia electrénica de transmision (MET), ensayos de inmunofluorescencia (EIF) con
anticuerpos monoclonales o policlonales, cultivos celulares, asi como el empleo de técnicas
moleculares (Ramanan y Pritt, 2014), que a continuacion se describiran de manera breve.

1.

Microscopia Electrénica de Transmision. Es considerado como el estandar de
referencia para la confirmacion diagnéstica e identificacion de especies, y es
requerido para la descripcion de nuevas especies (Gosh y cols., 2014). La
identificacion de esporas o de estadios de desarrollo dentro de las células infectadas
mediante ésta técnica es en muestras clinicas a partir de heces, jugos duodenales
o biliares, orina, frotis de la conjuntiva, fluidos del lavado broncoalveolar, esputo,
descargas nasales y para su identificacion especifica es la toma de una biopsia del
tejido infectado. Con esto se observa la estructura de la pared celular, la vuelta del
filamento polar, esporoplasma y morfologia del nucleo. La deteccién es altamente
especffica, pero carece de sensibilidad cuando se analizan muestras de fluidos o de
heces. Muchas de estas técnicas requieren mucha experiencia, asi como de equipo
y reactivos costosos, sin contar que pocos son los centros de investigacion
referenciados para su identificacion (Franzen y Miller, 1999).

PCR. Los microsporidias muestran caracteristicas similares ala de los procariontes
especialmente en genes del rRNA, poseen una subunidad pequefia 16S (SSU
rRNA) y una subunidad grande 23S (LSU rRNA) separados por un espaciador
intergénico no transcrito. Aunado a que carecen de una subunidad 5.8S rRNA y un
segundo espaciador intergénico, presentes en eucariontes. (Franzen y Miller,
1999). Esto ha sido aprovechado para identificar a nivel de especie, utilizando el
método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), donde se amplificando
diferentes regiones de la SSU rRNA. Como ejemplo, los pares de oligonucleétidos
EBIEF1 y EBIER son para identificar a E. bieneusi (Da Silva y cols., 1996) y en el
casode E. intestinalis se usan los oligonucledtidos SINTF1 y SINTR (Bedoya y cols.,
2008). Esta técnica es la mas precisa ya que identifica a nivel de especie.

Microscopia de Luz. El diagnéstico por la microscopia de la luz ha mejorado
enormemente, pues permite la diagnosis por microsporidiosis, pero la diferenciacion
entre las esporas de especies de microsporidias es practicamente imposible
mediante estas técnicas (Gosh y cols., 2014); otra limitante es que las tinciones de
Gram y Giemsa no son apropiadas para diagnostico en muestras citoldgicas, ya que
no se diferencian las esporas con el entorno en fluidos corporales o en heces; para
la examinacién de fluidos o en heces se hacen de rutina las basadas en cromotropo
y sus modificaciones (de Ryan o Weber), las esporas tefiidas tienen un color rojo
rosado ademas de que a magnificaciones 1000x es apreciable en algunas esporas
una banda en diagonal o ecuatorialmente muy distintiva; las tinciones por medio de
inmunofluorescencia ha sido desarrollada para la identificacion especifica entre
microsporidias, pero su uso queda restringido solo con fines de investigacion
(Franzen y Mller, 1999).




4. Métodos basados en antigenos. Las pruebas hechas para inmunofluorescencia
han sido usadas para el diagnéstico y diferenciacion de especies empleando
anticuerpos poli y monoclonales que reconocen la superficie de la espora o el tubo
polar de uno o varios microsporidios. Para el caso de E. intestinalis se desarrollaron
dos anticuerpos monoclonales especificos capaces de reconocer antigenos de
superficie de varios estadios de desarrollo (Si13) o bien con el tubo polar (Si91)
(Beckers y cols., 1996).

5. Pruebas serolégicas. En tanto a las técnicas serolégicas son disefiadas para
detectar anticuerpos IgG e IgM de microsporidias se desconoce la sensibilidad y
especificidad, especialmente en condiciones para diagnosticar a personas con
inmunodeficiencias. (Franzen y Miller, 1999).

El tratamiento comun contra la microsporidiosis intestinal por E. intestinalis se basa
principalmente en el uso de albendazol y en mucho menor grado la fumagilina, asi como
derivados de estos farmacos, sin embargo, no hay hasta el momento un tratamiento
especifico, efectivo y seguro en humanos. (Eligio-Garcia y cols., 2013).

Albendazol. Este es un derivado del benzimidazol, es usado como un antihelmintico de
amplio espectro y con actividad antifungica (Conteas y cols., 2000). La accion de este
medicamento es interferir con la polimerizacién de la subunidad beta de la tubulina, que es
la proteina blanco. Se ha demostrado que en los microsporidias promueve la inhibicion de
la division celular bloqueando la sintesis de tubulina, el principal constituyente del huso
mitotico. Los estudios clinicos han demostrado la eficacia contra el género Encephalitozoon
en pacientes con VIH, en donde se emplea como tratamiento de primera linea contra la
microsporidiosis intestinal, ocular y diseminada. La dosis recomendada es de 400 mg dos
veces por dia en adultos y 7.5 mg/kg dos veces por dia en nifios, durante 2 a 4 semanas.
(Anane y Attouchi, 2010). Su uso prolongado puede provocar diversos efectos adversos
tales como, dolor abdominal, diarrea, elevacion en los niveles en las transaminasas en
suero, proteinuria, malestar con veértigo, erupcion en la piel, asi como raramente
neutropenia y pancitopenia (Grof3, 2003).

A pesar del tratamiento usando albendazol, se ha demostrado la persistencia de
microsporidios tras la resolucion de la enfermedad intestinal durante las primeras etapas de
infeccidn, lo cual no solo podria pasarse por alto al parecer resuelta la infeccion, sino
también permanecer latente (Sak y cols., 2010). Una infeccién latente en pacientes
inmunocompetentes, permitiria un relapso de dicha infeccién tras una inmunosupresion
dandole sumaimportancia para la salud publica (Kotkova y cols., 2013).

En cuanto a la resistencia se conoce que de la secuencia aminoacil de la B-tubulina, seis
aminoacidos son los que estan implicados en la sensibilidad a benzimidazoles (His6,
Ala165, Phe167, Glu198 y Arg241; numeracion basada en la secuencia de Saccaromyces
cerevisiae). Por ejemplo, tanto Vittaforma corneae comoE. bieneusi poseen una sustitucion
de la Glu198 en los cuales se ha demostrado la resistencia al tratamiento con albendazol
(Franzen y Salzberger, 2008). Por otra parte, en el caso de la resistencia del genero
Encephalitozoon spp puede deberse a un mecanismosimilara los descritos en Plasmodium
spp, Leishmania spp y E. histolytica, los cuales involucra a los transportadores de unién a
ATP (ABC), estos son uno de los mecanismos basados en la translocacion de farmacos,




alejandolos de sus sitios blanco dentro de los parasitos. Los transportadores ABC son un
conjunto de proteinas de membrana compuestas por al menos cuatro dominios, son
capaces de transportar una gran variedad de sustratos, farmacos, metales pesados,
aminoacidos, pequefas moléculas, iones, fosfolipidos, péptidos, entre otros (Klokouzas y
cols., 2003). Las bombas de resistencia a multi-farmacos (MDR1) tales como la P-
glicoproteina (P-gp) pertenecen a la familia de transportadores ABC. Ha quedado
demostrado que E. intestinalis posee dos genes EIABC1 y EIABC2 los cuales comparten
homologia con los transportadores ABC (Bonafonte y cols., 2001), de esta manera,
sugiriendo que la presencia y expresion de estos genes podria promover la resistencia al
albendazol.

Fumagilina. Este farmaco es un antibiético extraido de Aspergillus fumigatus, identificada
en 1949 y usado en 1953 por apicultores para tratar a las abejas contra Nosema apis y
usada en humanos inicialmente contra la amibiasis. El blanco es una metaloproteasa, la
metionina aminopeptidasa-2 (MetAP2), una enzima esencial para el metabolismo del
microsporidio (al eliminar la metionina inicial de las proteinas necesaria para la modificacion
post-traduccional) lo que inhibe la replicacion al bloquear irreversiblemente el sitio activo de
la MetAP2 asi como la sintesis del RNA. A pesar de su eficacia, posee efectos adversos
serios en humanos, al administrarse oralmente muestra toxicidad en la médula d6sea
afectando directamente sobre las células megacariéciticas y mieloides. Como
consecuencia se genera trombocitopenia y neutropenia como sintomas comunes, también
se presenta dolor abdominal, diarrea, vomito e hiperlipasemia. (Anane y Attouchi, 2010).
Solo se recomienda su administracion de forma topica en el tratamiento de la
queratoconjuntivitis cuando hay infeccién por E. intestinalis (Conteas y cols., 2000).

1.7Estrategia en la busqueda de nuevos tratamientos contra la
microsporidiosis

1.7.1 Enfoques alabusqueda de nuevos blancos terapéuticos

Como se mencioné anteriormente, el empleo de farmacos de uso comun para tratar la
microsporidiosis, ha conducido a la resistencia o reincidencia de la enfermedad tras cesar
el tratamiento, asi como severos efectos adversos en el humano, aunado a que no se
cuenta con un farmaco especifico para la microsporidiosis. Por tanto, es necesaria la
busqueda de nuevos tratamientos para erradicar esta enfermedad infecciosa que causa
graves trastornos en el humano.

Para esto, es importante identificar la biomolécula “ideal” del patdgeno que pueda ser usada
como blanco con potencial farmacolégico (Hernandez-Alcantara y cols., 2013). Muchos
estudios se han enfocado en el disefio de moléculas antiparasitarias considerando vias
energéticas, por lo que se han analizando las estructuras de diversas enzimas, sin
embargo, es importante destacar que si la proteina blanco es similar (en estructura y
funcion) a la homologa humana, los centros cataliticos seran idénticos, puesto que son
regiones estrictamente conservadas (Goémez-Puyou y cols., 1995), por lo que no seria
conveniente desarrollar moléculas inhibitorias que tengan afinidad sobre dichas regiones.
Con base en lo anterior, una estrategia empleada para desarrollar compuestos con afinidad




a sitios diferentes al centro activo y que logren inactivar o desestabilizar estructuralmente a
la enzima en cuestion, es identificar regiones poco conservadas entre enzimas homalogas.
Para lograr lo anterior, es importante identificar que proteinas pueden ser candidatos a
considerarse como blancos farmacoldgicos y conocer aspectos importantes del organismo
de estudio, que para este caso es E. intestinalis. Por lo que a continuacién se mencionaran
aspectos importantes a considerar en el desarrollo de compuestos con potencial
farmacoldgico.

1.7.2 Enzimas de vias metabdlicas de E. intestinalis como blanco para el
disefio de nuevos compuestos con potencial farmacolégico

Considerando que E. intestinalis es un organismo parasitario, se ha descrito que algunas
de sus vias metabdlicas estan disminuidas o nulas, tal es el caso del ciclo de Krebs, fuente
importante de energia en forma de ATP en la mayoria de los organismos eucariontes. Sin
embargo, se sabe que E. intestinalis no posee mitocondrias, en su lugar se han reportado
unos organelos denominados mitosomas (Williams y cols., 2014). Hasta ahora se ha
descrito que su unica funcién es la importacion de proteinas nucleares para su
funcionamiento y mantenimiento; es por ello que dependen de su hospedero para el
acarreamiento de nutrientes y sustratos energéticos (Burri y cols., 2006; Hacker y cols.,
2014). En contraste, la via glucolitica se ha descrito en diversos microsporidias, asi como
la secuencia genética de las enzimas de esta via (Keeling y cols., 2010). Por otro lado, un
caso extremo es Enterocytozoon bieneusi que solo cuenta con 2 genes implicados en el
metabolismo de la glucosay pentosas fosfato (Miller y cols., 2012). Tomando en cuenta lo
anterior, la glucdlisis es una via importante, que entre otras cosas aportan metabolitos a la
via de las pentosas fosfato y de trehalosa (Figura 5), las cuales también son muy
importantes para la sobrevivencia de estos organismos (Keeling y cols., 2010). Por tanto,
las enzimas de la via de la glucdlisis pueden considerarse blancos potenciales para el
disefio de compuestos con potencial farmacolégico, en ese sentido ya se han propuesto
muchas de estas enzimas pertenecientes a diversos organismos parasitarios como se
describe en la siguiente seccion.




Figura 5. Metabolismo de carbohidratos presentes en los microsporidias. Basado
principalmente en la glucdlisis y del cual pueden derivarse hacia la via de las pentosas fosfato y de
trehalosa (Imagen adaptada de Keeling y cols., 2010).

1.7.3 Enzimas de la glucélisis como blancos para el disefio de compuestos
farmacoldgicos
La glucdlisis (del griego, glykos: dulce; lysis: pérdida, ruptura), es la via metabdlica en donde
la glucosa es metabolizada a piruvato, con la generacion de 2 moléculas de ATP, asi como
NADH por cada molécula de glucosa que entra ala via. Esto determina un papel importante
en el metabolismo energético al proveer significativamente la energia y otros metabolitos
necesarios para la sobrevida de muchos organismos (Voet y Voet, 2011).

La via glucolitica se constituye de diez enzimas implicadas en cada una de sus reacciones,
una de las mas caracaterizadas tanto a nivel funcional como estructural es la triosafosfato
isomerasa (TIM) (Gémez-Puyou y cols., 1995) enzima homodimérica implicada en el quinto
paso de la glucdlisis. La TIM cataliza la interconversién del gliceraldehido 3-fosfato (GAP)
y la dihidroxiacetona fosfato (DHAP), que son los isomeros aldosa y cetosa respectivamente
(Alvarez y cols., 2013; Voet y Voet, 2011). Estructuralmente, el monémero de la TIM




consiste de 8 laminas B, rodeadas por ocho a-hélices unidas por asas formando la tipica
conformacion barril a/B. EI homodimero se asocia por interacciones no covalentes entre dos
monomeros constituyendo su forma cataliticamente activa (Figura 6).

Figura 6. Estructura tridimensional del homodimero de la TIM de Giardia lamblia en formato
de asas y listones (codigo PDB: 2DP3). En aspectos generales se aprecia en color cian a las a-
hélices, en la parte interna de color violeta estan las laminas B-plegadas, cada una de ellas unidas
por asas en color café. Al centro de cada subunidad se localizan los sitios activos. Figura modelada
con PyMOL (DeLano, 2002).

El sitio catalitico de la TIM consta de 3 aminoacidos altamente conservados entre las
especies, que son la Lisina (Lys) 12, Histidina (His) 95 y el Acido glutamico (Glu) 165
(numeracién correspondiente a la secuencia de Plasmodium falciparum). Para realizar la
catalisis, el Glu165 actia como base para extraer un protén del C2 del GAP y DHAP, en
tanto que la Lys12 e His95 estan involucradas en el acomodo correcto durante el estado de
transicion con el sustratoy la transferencia de protones, respectivamente (Samantay cols.,
2011). Por tanto, la TIM es considerada cataliticamente perfecta, ya que la velocidad de la
reaccion enzima-sustrato es limitada s6lo por difusion del sustrato, esto es, que la formacion
de los productos tiene lugar con la misma rapidez con la que la enzima y el sustrato
interaccionan en solucién, de tal formaque, al aumentar la eficiencia catalitica de la TIMesto
no producira ningun aumento en la velocidad de reaccion. Debido a la elevada eficacia de
la interconversion entre GAP y DHAP se mantienen en el equilibrio: K= [GAP])/[DHAP] =
4.73 x10?, dicho de otra forma, [DHAP] es >> [GAP] en el equilibrio. Pero mientras en GAP




se va consumiendo en la siguiente reaccion de la glucdlisis, mas DHAP es convertido en
GAP para mantener su reaccion en equilibrio (Voet y Voet, 2011).

La TIM se ha estudiado tanto a nivel funcional como estructural, proponiéndola comoblanco
de farmacos en diversos organismos patogenos (Gémez-Puyou y cols., 1995; Gao y cols.,
1998; Garza-Ramos y cols., 1998; Olivares-llana y cols., 2007; Rodriguez-Romero y cols.,
2002). Puesto que solo el GAP continua en la via, la importancia de la TIM es aportar una
molécula “extra” de GAP al interconvertir la DHAP hacia GAP, por tanto, es de gran
relevancia energeticamente hablando, ya que debido a lo anterior se obtiene ganancia neta
de ATP. De tal manera que, si se anula o interfiere a la TIM el aporte de GAP a la via
disminuira, afectando a la produccion de ATP y de otros metabolitos.

Con base en la importancia de la TIM, se han realizado estudios empleando métodos de
modificacion quimica de residuos de cisteina (Cys) con compuestos tiol-reactivos
(derivatizantes de Cys) con el proposito de identificar regiones sensibles y poco
conservadas a través de las cuales se afecte la funcion y/o estructura de ésta enzima. Por
ejemplo, las TIMs de conejo, de levadura y de Trypanosoma brucei comparten una
identidad aproximada del 38%. Dichos estudios demostraron que, a través de la Cys en
posicion 14 (Cys14) se podia inactivar a la enzima de T. brucei utilizando derivatizantes de
Cys, como el metilmetanotiolsulfonato (MMTS) entre otros. Otro estudio evalud el grado de
inactivacion enzimatica de las TIMs de los tripanosomatidos T. brucei, T. cruzi y Leishmania
a agentes derivatizantes de Cys. Al incubarse con MMTS, la actividad enzimatica de la TIM
de T. cruzi (TcTIM) fue 200 veces mas resistente comparada con las otras TIMs. Esta
diferencia de las tres enzimas hacia el MMTS, fue sugerida por las diferencias en la region
adyacente de la Cys14 (Gémez-Puyou y cols., 1995; Ostoa-Salomay cols., 1997). Con
estos estudios, los investigadores propusieron alas TIMs de estos organismos como blanco
para el disefio de antiparasitarios.

En trabajos mas recientes, se determind que la TIM de Giardia lamblia (GITIM) era sensible
a los derivatizantes de Cys MMTS, 5,5 -ditiol-bis (2-acido nitrobenzoico) [DNTB] y al 2-
carboxietil metanotiolsulfonato (MTSCE) logrando su inactivacion total. Posteriormente se
demostréque a través de la Cys 222, se lograba inactivar a la enzima, por lo que se propuso
como blanco de inactivacién en la GITIM a la Cys222, en contraste, la TIM de humano fue
resistente a dichos agentes quimicos, demostrandose inactivacion especie-especifica
(Enriquez-Flores y cols., 2011); inclusive un paso mas adelante fue demostrar que la GITIM
es inactivada por el omeprazol (farmaco utilizado para tratar la acidez estomacal), el cual
es un inhibidor de la bomba de protones (PPI) que inhibe irreversiblemente a la H'/K*-
ATPasa actuando sobre el residuo de Cys 813. Adicionalmente, se demostrd el efecto
citotoxico sobre los trofozoitos de G. lamblia de diferentes cepas, incluidas aquellas
resistentes a benzimidazoles y nitazoxanidas (Reyes-Vivas y cols., 2014); posteriormente
utilizaron otros PPIls (omeprazol, esomeprazol, pantoprazol, lansoprazol y rabeprazol) y
demostraron que el rabeprazol fue el farmaco mas efectivo, ya que inactivé la GITIM a
menores concentraciones, todos ellos actuando sobre la derivatizacion de la Cys222
(Garcia-Torres y cols., 2016). Con esto se demostré que los PPIs no solo son seguros en
humanos, sino también eficaces para tratar a G. lamblia.




EiTIM —-MEENELLGGHWEMHESLETLEIAKNFR-————CNFFSGHDTFIAVEFPY IYFAKEMF- 52
PITIM —--MAREYFVAARNWECHGILESIKSLTHSFHNL-—-DFDPSELDVVVEEVSVHYDHTRELL- 33
G1lTIM -MPRRRPFIGENFECHGSLDFIKSHVAATL -——BHKTPOSVLVVIAPSAVHALSTATARNT 56
EhTIM -MGRGKFVVGENWECHEILASTETLTEGVRAASVIARTARKVEVIVEVEFIYIPEVQQOIL. 55
HaTIM MAPSEKFFVGENWEMHNGEKQSLGELIGT LN -——AAKVEPADTEVVCAFFTAY IDFARQKL- 36
ImTTM M3AKPOPIARANWECHGTTASTEKLVOVLN-——-ERTIISHONOCOVWWAFTFVHIFLVOATLR 57
TbTIM -MSEFOPIAAMNWECHGSOOSLSELIDLFN-——STSINHIWOCVVASTFVHLAMTEERTLS 56
TcTIM MASKEOPIAAMNWECHGSESLLVELIETLN-——A8TFDHDVOCVVAFTFLHTEMTEARTT 57

EiTIM -——PBEYIEVGAODCSOFEGGEY TGEVSASMIEEMGAEYVIIGHSERRRNFGETSEVIAK 108
PITIM --———CSKFSTGIONVSEFGHNGSY IGEVSAETAKDINIEYVIIGHFEREEYFHETDEDWVEE 111
GlTIM --—SHEOLRIAAONVY LEGHGAWI GETSVEMLODMELERVIVEGHSERERIMGETDEQSAK 112
EhTIM GEANGANILVSAEMA-WIKSGRY TGEVHVGMLVDCOVPYVILGHSERRQIFHESNEQVEE 115
HaTIM -———DFKIAVARONCYREVTHGAFTGEISEGMIEDCEATWVVLGHSERREHVEGESDELIGD 112
ImTIM --——NPEYVVSAENA-TAKSGAFTGEVSMETI LEDLGINWVILGHSERRTYYGETDEIVAD 112
ITbTIM --——HPEFVIAAONA-TAKSGAFTGEVSLEI LEDFEVNWIVLGHSEREAYYGETNEIVAD 111
TcTIM ———-NPEFQIARONA-TTREGAFTGEVSLOI LEDYGIEWVVLGHSERRLYYGETNEIVREE 112
EiTIM ETRHARSQGLEVILCIGEEERCRKGEY LODWVIEDCLLSLGEDV-——--EGDGIDIAYEFY 163

PITIM HLOASTENMNLEAVVCEGESLEQREQHET IEVITHOVEAFVDLI ———-DNFDONVILAYEFL 167
G1TIM KRKRALEKGMTVIFCVGETLDERKANETMEVHIAOLEATGKELGESEMLWEEVVIAYEFV 172
EhTIM EVEVATIDAGLEVIACTGETEAQRIANQTEEVVARCT KATHNAT —SHKEAWENIILAYEEFV 177
HaTIM EVAHATLAEGLGEVIACIGEKLDEREAGITEKVVEECTEV ANV ———-KIWSEKVVLAYEEY 16E8
ImTIM EVARRCEOGFMVIACTIGETLOCOREANQTRAKVVLSOT SATARKV—PHEANSCIVLAYEEFY 170
ThTIM EVARAVRAGFMVIACTGETLOQERESGRTAVVWVLTOTAATAKKT —ERRDWARVVIAYEFYV 165
TcTIM EVAQRCRAGFHVIVCVGEIHEEREAGRTALVVLTOLARAVACHT — SHEAWATVVIAYEEFV 170

EiTIM WAIGTGKIFTHDOIREVWVINVEEWG———--ESVGFEGEVIYEESVIMLNCQSVLDVEEVD 218
PITIM WAIGTGETATPEQRAQLVIHKEIRKIVEDTCGEEQANOIRTILYGESVHTENCSSLIQQEDID 227
G1lTIM W3IGTEVVATPEQAEEVHVGLEKWFAEKWVCARGROHTRT TYGESANGISNCEKLGQCENID 232
EhTIM WAIGTGHKTATFDORQEVHOY IRKWMITENI SKEVAEATRIQYGGSVHERANCHELLAKEADTD 237
HaTIM WAIGTGETATEOAQEVHEKLRGWLESNVIDAVACSTRITYGESVIGATCEELASQPIVD 228
ImTIM WAIGTGEVATPEQRQEVHALLEKWVSERVGADVATKLRTLYGESVSASHARTLYMEADTN 230
ThTIM WAIGTGEVATEOOAQERHAT. TRSWVESKIGADVASELRTILYGESVHEGENARTLYQQORTWVH 225
TcTIM WAIGTGEVATPOOAQEVHELLEEWVESKLGADIAROTRILYGESVIAKNARTLYOMEDIN 230

EiTIM GFLVGEETSLEMD-FCMISSEMGTER- 242
PITIM GFLVGHNASLEES-FVDIIKSAM---— 248
GZlTIM GFLVGEASLEFPE-FMTMIDILTHEIRT 257
EhTIM GFLVGEGEASLDRLKFETITNSVSEKL- 26Z

HaTIM GFLVGGASLEFE-FVDIINAKQ---— 249
ImTIM GFLVGEASLEFE-FEDIIDATRE---- 231
TbTIM GFLVGEASLEPE-FVDIIKATO---— 250
TcTIM GFLVGEASLEFE-FVEIIEATK---- 231

Figura 7. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de algunas TIM hasta ahora
caracterizadas. En sombreado amarillo estan los residuos de cisteina presetes en cada una de las
secuencias. EiTIM es la triosafosfato isomerasa de E. intestinalis, PfTIM es de P. falciparum, GITIM
de G. lamblia, EhTIM de E. histolytica, HsTIM de humano, LmTIM de L. mexicana, TbTIM de T. brucei
y TcTIM de T. cruzi. Alineamiento realizado en ClustalOmega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo)

Finalmente, y demanera reciente se caracterizo la TIM de E. intestinalis (EiTIM), en ese
estudio se demostré que dicha enzima se inactiva eficientemente en presencia de los




agentes tiol-reactivos anteriormente descritos (Rios-Pérez, Tesis en Preparacion), por lo
gue se propone como un nuevo blanco con potencial farmacolégico para ayudar de eliminar
la microsporidiosis. En este trabajo se caracterizara a una mutante de Cys, con el proposito
de establecer su papel en el proceso de inactivacion de la EiTIM retada con derivatizantes
de Cys

De acuerdo a lo anterior, la EiTIM posee en su estructura primaria 242 residuos de
aminoacidos con una masamolecular de 54 kDa en forma dimérica. Dentro de susecuencia
aminoacil contiene 5 residuos de Cys ubicados en las posiciones 63, 123, 130, 208 y 232
(Figura 7); la Cys63 no tiene equivalente con algun otro parasito excepto por la Cys 67 en
humano, la Cys 123 es la mas conservada entre los organismos, en tanto que la Cys 208
es equivalente a la Cys 222 de G. lamblia y finalmente los residuos de Cys130y Cys232
son residuos Unicos comparados con las otras secuencias.

2. Justificacion

La microsporidiosis es una enfermedad emergente de amplia distribucion mundial, afecta
principalmente a personas inmunocomprometidas, de la tercera edad y la poblacion
pediatrica. Actualmente los farmacos de uso comun son poco eficaces, tienen efectos
secundarios adversos, por lo que son poco seguros para combatir a esta enfermedad ya
que se ha demostrado reincidencia tras cesar el tratamiento, asicomofactores que generen
resistencia a dichos farmacos por parte de E. intestinalis. Por lo anterior, es necesario
buscar nuevos blancos terapéuticos que ayuden a eliminar a este organismo.
Recientemente se ha demostrado que la triosafosfato isomerasa de E. intestinalis (EiTIM)
es un buen candidato para el disefio de moléculas que inhiban su funcion. En este trabajo
se propone caracterizar a la mutante C232A de la EiTIM como una regién novedosa que no
es equivalente con otra Cys que se haya estudiado anteriormente, el cual posee potencial
de inactivacion.




3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Expresar, purificar y caracterizar la enzima recombinante triosafosfato isomerasa C232A
del parasito intracelular Encephalitozoon intestinalis.

VI.

VILI.

3.2 Objetivos particulares

Obtener mediante mutagénesis dirigida por PCR, la mutante sencilla de cisteina
sustituida por alanina en la posicion 232 (694_696TGC>GCG) del gen de la eitim.

Clonar a la mutante 694 696TGC>GCG en los vectores de clonacion vy
sobreexpresion pJET 1.2/blunt y pET3a-HisTEVP respectivamente.

Expresar la mutante EiTIM C232A en células de Escherichia coli BL21 DE3 pLySs.

Purificar la EITIM C232A mediante cromatografia de afinidad a metales
inmovilizados (IMAC).

Determinar algunos parametros cinéticos (Vmax, Km) de la EiTIM C232A.

Evaluar el efecto sobre la actividad enzimatica en la EiTIM C232A en ausencia y
presencia de los derivatizantes de cisteinas: MMTS, MTSCE y DTNB.

Caracterizar estructuralmente por medios espectroscépicos a la EiTIM C232A en
ausencia y presencia de los derivatizantes de cisteinas: MMTS, MTSCE y DTNB.

4. Hipétesis

La EiTIM C232A al ser una Cys sin equivalencia en otros organismos, es una region
potencial de inactivacion de la enzima ante la presencia de los derivatizantes MMTS,
MTSCE y DTNB. Por lo que al sustituir dicha Cys por Alanina se evitara su inactivacion al
ser retada con los agentes derivatizantes.




5. Materiales y métodos

5.1 Obtencion del gen de la eitim

La secuencia del gen de la EiTIM (wt) se obtuvo de la base de datos del GeneBank (No. de
acceso NCBI: XM _003073826.1). Como estrategia para generar la recombinante, a dicha
secuencia se le anadié en el extremo 5" y 3" las secuencias de restriccion Ndel y BamHlI,
5-CATATG-3" y 5-GGATCC-3" respectivamente, con el proposito de clonar dicho gen en
diferentes plasmidos comerciales. En la secuencia del gen, de manera interna este posee
un sitio de restriccion para Ndel, por lo que se mutd. Adicionalmente, se optimizé la
secuencia para expresar la correspondiente enzima recombinante de manera heterdloga
en bacterias de Escherichiacoli. Una vez optimizado el gen de la EiTIM y anadidos los sitios
de restriccion, se sintetizé quimicamente (Rios-Pérez, Tesis en preparacion).

El gen de la eitim clonado en el vector de pET3aHis en el anterior trabajo, se obtuvo a partir
del cultivo en células de E. coli Top10. Las células se mantuvieron a 37 °C en agitacion toda
la noche. Posteriormente se aislo el plasmido conel kit comercial GenedJet Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Scientific); Posteriormente dicho cultivo se mantuvo a 4 °C y se centrifugo a
3500 rpm por 15 minutos. Se descartd el sobrenadante y el boton fue solubilizado con
amortiguador de resuspension, suplementado con RNAsa segun el protocolo del fabricante
(Genedet Plasmid Miniprep Kit, Thermo Scientific) para la extraccién del pDNA. Para
corroborar la  integridad del pDNA, se determind su concentracion
espectrofotométricamente con un Nanodrop ND-1000 (Themo Scientific) y su pureza con
un gel de agarosa, se tomé una alicuota del pDNA mas 2 pL de GelRed (Biotium) y
amortiguador de carga. Dicho DNA plasmidico (pDNA) se usara como templado en la PCR.

5.2 Diseino de oligonucleétidos para la 694_696TGC>GCG

Para realizar la mutacion de Cys 232 por alanina (Ala) [694 _696TGC>GCG], se utilizo el
gen de la eitim wt, por lo que se disefiaron oligonucleétidos que incluyeran la mutacion
deseada sustituyendo el coddn correspondiente de Cys por Ala como se observa en la
Tabla 3. Estos fueron sintetizados quimicamente en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM (IBT-UNAM). Posteriormente y mediante la técnica de mutagénesis dirigida por PCR
se obtuvieron cada uno de los amplicones de como sigue:

Se construyd la mutante sencilla de Cys sustituida por Ala, mediante PCR, para ello se
disefiaron oligonucleétidos de 19 pb complementarios con el codén a cambiar de la
secuencia templado de la eitim. Esta modificacion requiere de tres pasos (Figura 8):

1. PCR 1. El amplicon resultante es aquel entre la regiéon del oligonucledtido directo
externo del plasmidoy el reverso mutagénico (T7 promotor y c232a Rv).

2. PCR 2. Se amplifican los extremos contrarios, en este caso seran los
oligonucledtidos en sentido directo del mutagénicoy el reverso del plasmido (c232a
Fw y T7 terminador).




3. PCR 3. En este paso los amplicones obtenidos en la PCR 1 y 2, ambos
complementarios entre si, se usaron como templado para esta reaccion, asi como
los oligonucleétidos directo y reverso del plasmido (T7 promotor y T7 terminador).

Tabla 3. Oligonucleétidos disenados para la mutante 694_696TGC>GCG de la eitim. En el
codén subrayado se indica la sustitucion de Cys por Ala

Cys Secuencia de oligonuclettidos mutagénicos
Directo (Forward o Fw) Rewerso (Reverse o Rv)
232 57 -TGGACTTCGCGATGATTAG- 3~ 57 -CTAATCATCGCGAAGTCCA- 3~

Figura 8. Pasos representativos de la mutagénesis sitio dirigida mediante PCR, para generar el gen
de la eitim 694 _696TGC>GCG.

Para la PCR se probaron gradientes de temperatura (50 a 60 °C) con el fin de lograr una
reaccion eficiente de PCR. La condicién final es la que se muestra en la Figura 9. Las
reacciones se llevaron a cabo con las siguientes concentraciones 200 ng pDNA-eitim, 200
ng de los oligonucledtidos Fw y Rv, 0.2 mMde dNTP’s, amortiguador Phusion HF 1X, 0. 04
U/ML de Tag (Phusion HF, Thermo Scientific). Se aplic6 un programa de 26 ciclos.
Finalizado el tiempo de reaccion, se prepard un gel de agarosa al 1% para cargar el
producto de PCR. Las masas moleculares esperadas de las PCR’s 1, 2 y 3 son de 864 pb,
103 pb y 967 pb respectivamente. Una vez identificadas las bandas correspondientes se




cortaron y purificaron; para purificar dichos fragmentos se utilizé el kit QlAquick Gel
Extraction (Qiagen) siguiendo las indicaciones del fabricante., enseguida se realizé una
ligacién con el vector pJET 1.2/blunt (Figura 10), las condiciones fueron las siguientes: una
vez purificado el fragmento de la PCR3, se us6 12 pL del pDNA, 1 pL del pJET, 1 yL la T4
DNA ligasa (Thermo Scientific), 15 yL del amortiguador y un 1 uL de agua grado biologia
molecular, incubandose 2 horas a 22 °C.

Figura 9. Se muestran las condiciones de la PCR por el método de mutagénesis sitio dirigida, asi
como los ciclos para la amplificacion de los fragmentos en la eitim 694 _696TGC>GCG.

5.3 Clonacion de la mutante de eitim 694_696TGC>GCG en los vectores
de replicacion y de sobreexpresion

Obtenido el producto de la ligacion, se transformaron en células competentes Top10
(mantenidas a -70 °C), para el cual se dejaron por diez minutos a 4 °C, en ambiente estéril
se verti6 el producto de la ligacion y se mezcld con las células competentes, se mantuvieron
por 30 min a 4 °C, transcurrido el tiempo se coloco el tubo a 42 °C durante 40s e
inmediatamente fue transferido a 4 °C incubando 2 min. En esterilidad, se le anadié a la
mezcla 350 pL de medio LB y se incubo por 40 min a 37 °C, con agitacion. Posteriormente
se centrifugd a 12 000 rpm por 40s, se descarto casitodo el sobrenadante y el restante se
uso para resuspender el botén formado, dicho volumen fue usado para sembrarlo en cajas
Petri con agar-LB suplementado con ampicilina (100 ug/mL). Realizada la transformacion,
seincubo a 37 °C toda la noche. A partir de las clonas obtenidas, se tomé una para realizar
un precultivo para su criopreservacion a -70 °C con glicerol al 9%. Obtenida las colonias,
se monitorearon para localizar las clonas positivas.

Como pruebas para corroborar que el plasmido con la eitim 694 696TGC>GCG esta
presente tras la ligacion, se realizé una PCR de cultivo, para la cual se tom6 una de las
colonias obtenidas y se hicieron parches en una caja Petri con agar-LB + ampicilina; a partir
de esto se tom6 1 mL de medio de cultivo LB + amp y se tom6 una asada de los parches
hechos previamente, para mantenerlos por 2 hrs a 37 °C. Posteriormente, con tubos de
PCR etiquetados, se prepard una reaccion para la PCR2, usando como templado 1L de
los cultivos. Finalizado los ciclos, los amplicones obtenidos fueron cargados en agarosa al
1% y se sometieron a electroforesis. La segunda prueba consistiéo en doble digestion con
Ndel/BamHI a partir de clonas que resultaran positivas, para ello se utilizaron las enzimas
de restriccion Ndel y BamHI (Thermo Scientific), se tom6 2 uL del pDNA que contenia el
gen de la eitim, 0.5 yL de las enzimas de restriccién y 1 yL del amortiguador Tango 10X
(Thermo Scientific) llevados a 20 uL con agua grado biologia molecular, posteriormente se
incubdé a 37 °C por 2 horas. Esto se deposité en un gel de agarosa al 1% y se corrid




electroforéticamente. Para la ultima prueba, se tomé en cuenta que el plasmido pJET posee
dos sitios de corte para Bglll, por lo que se utilizé el Amortiguador D 1X, BSA0.5 L, 3 pL
del pDNA, estos se incubaron por 1 h 30 min a 37 °C, para finalmente ser cargados en un
gel de agarosa al 1%. Para corroborar la mutacién y fidelidad del gen, este se secuencio
por el método de Sanger (Secuenciacion automatica por electroforesis capilar).

Figura 10. Mapa representativo del vector pJET 1.2/blunt (Fermentas). Se muestra que, dentro
del sitio de clonacién, este posee dos sitios de restriccion para Bglll tanto en upstream como en
downstream.

Corroborada la fidelidad de la secuencia genética, asi como la correspondiente mutacion
de la eitim 694_696TGC>GCG, se criopreservo la clona positiva en glicerol al 9%. Se tomé
una asada y se sembré en medio LB con ampicilina como precultivo para obtener el pDNA.
Estefue digerido con las enzimas de restriccion Ndel y BamHIpara liberar el gen e insertarlo
al vector de sobreexpresion pET3a-HisTEVP (Figura 11) mediante una reaccion de ligacion
previamente descrito. La transformacion se llevé acabo en células competentes Top10
sembradas en cajas Petri con agar-LB para obtener las clonas positivas. Una vez obtenidas
las colonias, se eligieron algunas para su monitoreo. Se realizaron parches de las colonias
y se cultivaron para realizar PCR de cultivo, empleando los oligonucleétidos externos. Los
amplicones obtenidos fueron corridos electroforéticamente en geles en agarosa al 1%. A
partir de los resultados obtenidos, se eligieron colonias positivas y se realizé un parche para
la obtencion del pDNA. Enseguida se aisldé el pDNA y se realiz6 doble digestién con
Ndel/BamHI, finalmente se secuencio en el IBT-UNAM.

Corroborada la secuencia de la eitim 694 696TGC>GCG en el pET3a-HisTEVP, se
transformaron células de E. coli BL21 (DE3) pLysS para expresar la EiTIM C232A. En cajas




Petri con agar-LB con ampicilina se realizé el sembrado de las células incubandose a 37 °C
durante toda la noche.

Figura 11. Mapa representativo del vector pET3a-HisTEVP. Mapa del plasmido pET-3a, el cual
esta basado el plasmido de expresion y donde se indica el lugar de insercién del gen eitim. Se
muestran los aminodacidos “extra” que permitiran la purificacion de las proteinas recombinantes con
etiqueta de histidinas.

5.4 Purificacion de la EiTIM C232A

El gen de la mutante eitim 694 _696TGC>GCG fue subclonado en el vector de sobre
expresion pET3a-HisTEVP, que contiene una etiqueta de 6 histidinas y 16 aminoacidos
extra en su extremo amino terminal que permitirdn su purificacion en un solo paso (Figura
11). Se preparo un precultivo de células de E. coli BI21 (DE3) pLysS en 10 mL de medio LB
suplementado con ampicilina a 100 ug/mL se incubaron en agitacion constante por 16 horas
a 37 °C. Posteriormente el cultivo se centrifugd a 3500 rpm por 15 minutos a 4 °C. Se
descart6 el sobrenadante y el botdn se resuspendié con 1 mL de medio LB nuevo, esto se
adiciond a 1 L de medio LB suplementado con ampicilina. Se incubé a 37 °C hasta obtener
una densidad optica de 0.8 de absorbancia, la cual fue medida espectrofotométricamente
a 600 nm, en este punto seindujo la expresion de la EiTIM C232A adicionando 0.4 mMde
IPTG y se incubd a 30 °C durante toda la noche. Al dia siguiente se centrifugo el cultivo a




5000 rpm por 5 minutos a 4 °C, el boton resultante se resuspendié con amortiguador de
lisis (Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 50mM) suplementado con 1mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) disuelto en DMSO, esto se sonico en frio durante 45 segundos
conreposo de 1 min 15 seg, este procesofue repetido 6 veces, posteriormente se centrifugd
el sonicado a 9000 rpm por 1 hora a 4 °C.

Para purificar la proteina se emple6 el método de cromatografia de afinidad a metales
inmovilizados (IMAC) siendo niquel dicho metal, la resina fue equilibrada en una columna
con 5 volumenes de amortiguador de lisis; posteriormente se tomo el sobrenadante del
centrifugado, se mezcld con la resina y se mantuvo en agitacién a 4 °C durante 30 minutos.
Enseguida se filtré el sobrenadante y se lavo tres veces con el mismo amortiguador. Para
eluir la proteina se prepararon 30 mL de amortiguador de lisis mas imidazol a 200 mM (se
reajusto el pH a 8.0). Esta solucién se mezclé con la resina y se dejo en agitacién durante
30 min. Se eluyd la proteina y se concentré por ultrafiltracién en un tubo centricon de paso
de corte de 30 kDa (Amicon Ultra, Millipore). Una vez concentrada la proteina se precipitd
con sulfato de amonio ((NH4)2SO4) al 75%, y se mantuvo a 4 °C hasta su uso. Para
solubilizarla se tomé el precipitado y se centrifugé a 12,000 rpm, 20 mina 4 °C. Se descarto
el sobrenadante y el botdn se resuspendié con amortiguador de digestion (Tris 50mM pH
8.0, EDTA 0.5 mM). Se determiné la concentracion de la enzima a 280 nm con un
espectrofotometro y se utilizé el coeficiente de extincién molar de acuerdo a Pace y cols.,
1995, el cual es 1.255 (absorbancia al 0.1% de la proteina en 1 g/L)

Para eliminar la etiqueta de histidinas y los aminoacidos extra en el extremo N-terminal, se
utilizé la proteasa del Virus del Tabaco (TEVP), la incubacion fue en relacion 30:1 (enzima-
TEVP), una vez mezclados enzimay proteasa se afadio 1 mMde DTT, esto se dejo por 18
hrs a temperatura ambiente. Al dia siguiente el volumen de la digestién fue mezclado con
la resina IMAC-Niquel previamente equilibrada en amortiguador de trietalonamina 100 mM,
pH 7.4 (TEA). El eluido se concentréen un centricon y al obtener el volumen final, se afiadié
glicerol al 50%; se calculd la concentracion de Ila enzima midiendo
espectrofotométricamente a 280 nm, se etiquetd y se mantuvo a -20 °C hasta su uso.

Para determinar el grado de pureza de la enzima, se monitore6 cada etapa de la
purificacién, por lo que se tomaron alicuotas de cada uno de los pasos. Dichas muestras se
mezclaron con amortiguador de carga Von Jagow y DTT, se calentaron un minuto en agua
a 100 °C. Estas muestras se cargaron en un gel desnaturalizante de acrilamida-
bisacrilamida al 16% (SDS-PAGE) y se corrieron mediante electroforesis a voltaje
constante.

5.5 Determinacion de las constantes cataliticas de la EITIM C232A

Con la finalidad de conocer los principales pardametros cinéticos de la EiTIM C232A
primeramente se determind la actividad enzimatica mediante un ensayo acoplado, La
mezcla de reaccion (MR) contenia amortiguador de trietalonamina 50 mM (TEA), 0.2mM de
NADH, y 0.9 U de aGDH, la concentracién del sustrato se varié de 0 a5 mM. La actividad
de la EITIM se midié con 60 ng/mL, para lo cual primero se llevé la proteina a 1 mg/mL, a
partir del cual se toma un 1 uL y se diluye en 99 uL de TEA. Posteriormente se tomé de
dicha dilucion, 3 pL y mezclados con 497 uL de MR en una celda. Todos los experimentos
se realizaron por cuadruplicado y fueron medidos a 25 °C. La actividad fue monitoreada




espectrofotométricamente a 340 nm, siguiendo la sefial del NADH. En las condiciones
descritas por cada molécula de DHAP que la TIM produce a partir del GAP, se consume
una molécula de NADH, por lo que para calcular la velocidad de la EiTIM se usé la ecuacion
1 (Becerril-Velasco, 2015):

m Abs Ecuacion 1

(e) * [E]

V= velocidad de consumo del sustrato umol*min-' *mg-

mAbs = pendiente del consumo del NADH

€= coeficiente de extincién molar del NADH, 6220 M' cm™"

[E]= concentracion de la enzima expresada en miligramos (mg)

Para determinar los principales parametros cinéticos se utilizé el sistemaacoplado variando
la concentracion del sustrato gliceraldehido 3-fosfato (GAP). Una vez obtenidas las
actividades para cada condicion, esto se grafico en funcién de la concentracion del sustrato
utilizada y los resultados se ajustaron a la ecuacién de Michaelis-Menten (Voet y Voet,
2011).

_ Vmax+[§] Ecuacion 2
Vis) = Em+[5]

[S]= concentracién de sustrato,

V(s)= velocidad de la enzima a la concentracion de sustrato [S]
Vmax= velocidad maxima de la enzima

Km= constante de Michaelis.

5.6 Determinacion de la sensibilidad enzimatica de la EiTIM C232A con
agentes derivatizantes de Cys.

Para determinar la actividad de la EiTIM C232A retada con los agentes tiol reactivos, se
incubo dicha enzima a una concentracion de 0.5 mg/mL (esta concentracion se estimé con
base en la constante de disociacion de la EiTIM wt) , con concentraciones crecientes de los
derivatizantes (0 a 250 yM de MMTS, MTSES y DTNB), durante 2 h a 37 °C. Terminado el
tiempo de incubacion, se tomdé una alicuota y se diluyd cincuenta veces con TEA,
posteriormente se tomaron 3 pL de la dilucion y se afiadié a una celda con 497 pL de mezcla
de reaccidn para tener una concentracion final de 60 ng/mL. La actividad de cada condicion
se determin6 midiendo la absorbancia del NADH a 340 nm como previamente se describio.
Los resultados se expresan como porcentaje de actividad vs concentracion del
derivatizante, donde el 100% es la actividad de la enzima incubada en ausencia de
derivatizante.




5.7 Determinacion de la estructura secundaria y estabilidad térmica de
la EiTIM C232A mediante Dicroismo Circular (DC) y Temperatura media
de desnaturalizaciéon (Tm).

Con la finalidad de obtener informacion sobre los probables cambios estructurales de la
mutante en ausencia y presencia de los derivatizantes, se utilizo la técnica de dicroismo
circular. La técnica consiste en polarizar dos haces de luz, una girando hacia izquierda y
otra hacia la derecha; al interactuar con los planos formados por los enlaces peptidicos, la
luz se desviara, dando cambios en la elipticidad. Si se tiene la condiciéon de control, asi
como la experimental, se pueden medir los espectros de dicroismo de ambos estados y en
consecuencia se podran cuantificar los probables cambios estructurales de las proteinas
en ciertas condiciones (Greenfield, 2006).

El experimento se realiza con un espectropolarimetro midiendo el dicroismo circular (DC)
en un barrido de 220 a 190 nm a una concentracion de proteina de 0.5 mg/mL (con una
cantidad total de 0.15 mg de proteina) a 25 °C. Los resultados de expresan como elipticidad
molar (8), la cual se define en la ecuacién 3 (Enriquez-Flores y cols.,2008):

EOBS(MRlvj(j.DDj Ecuacion 3

lc

Donde Bobs es la elipticidad media por residuo expresada en grados c es la concentracion
de la proteina en mg/mL; MRW es la masa media de los residuos de aminoacidos (108.43)
y | es el paso de luz en centimetros.

En relacion a la estabilidad térmica, para medir los probables cambios a nivel de estructura
terciaria, estructural y que, en nuestro caso, las implicaciones en la estabilidad ocasionada
por la mutacion efectuada y/o por la derivatizacion de la enzima. Se utilizé la muestrade la
que se obtuvo el DC, por lo que se evalud la estabilidad térmica (Tm) por el cambio de la
sefal de DC a 222 nm, en un intervalo de temperatura de 20 a 90 °C, el cual fue
incrementando 1 °C/min. De los datos obtenidos, se calculd la Tm utilizando la ecuacion 4
(Enriquez-Flores y cols.,2008):

N — Ecuacion 4
D = ¥ ¥
yN —yD

Donde fD son las subunidades de la fraccién desnaturalizada, yN y yD son los valores de
elipticidad de las fracciones nativa y desnaturalizada, respectivamente. Ambos parametros

fueron extrapolaciones lineares de las porciones inicial y final de la curva de “y” comouna
funcién de la temperatura




5.8 Determinacion de la Fluorescencia extrinseca (FE) en la EiTIM
C232A.

Esta técnica se basa en la excitacidon de los electrones por una fuente de luz ocasionando
que el electrén cambie a un estado energético mayor al basal, este proceso es inestable
por lo que el electron regresara a su estado original, emitiendo un foton de menor energia
al incidente.

Para la FE se usé la molécula 1-anilino-8 naftalentolueno (ANS) como sonda, esta posee
la caracteristica de ser hidrofébica y emitir grandes cantidades de fluorescencia en
ambientes hidrofébicos cuando es excitada por una fuente de luz. Para los experimentos,
la EITIM C232A fue retada previamente en ausencia o presencia de los derivatizantes
MMTS, MTSES o DTNB. Después de inactivada, esta se filtré por una columna de 1 mL
que contenia Shepadex G-50 pre-equilibrada con amortiguador TEA, para eliminar el
exceso de derivatizante sin interactuar. Se recalibré la concentracion de proteina midiendo
espectrofotométricamente a 280 nm y la muestra se utilizé en los experimentos de FE. Para
medir la FE, se utilizé la EiTIM a 0.3 mg/mL en una celda de cuarzo para fluorometria. La
muestra se excitdé a 395 nm y se midio su espectro de emision de fluorescencia entre 400
y 600 nm, con una velocidad de escaneo de 200 nm/mincon slits de excitacion y de emision
de 10 nm. Posteriormente se adicionaron 15 uL de ANS a 33 mM y se midio el espectro de
emision de FE como se indic6. Este mismo procedimiento se realizé para la EiTIM
derivatizada con MMTS, MTSES o DTNB, registrandose en todos los casos el espectro de
emision de fluorescencia en ausencia y presencia del ANS. Los resultados se expresan
como intensidad de fluorescencia para cada condicion experimental y en cada caso se les
resté el blanco que consistié en el amortiguador con ANS.

6. Resultados

6.1 Diseino de oligonucleétidos para la eitim 694_696TGC>GCG

En el trabajo de Rios-Pérez (Tesis en preparacién) se describe la estrategia para obtener
el gen de la EiTIM (wt) mediante sintesis automatizada y se clono en el vector de expresion
pET3a-HisTEVP.

Para el disefio de oligonucledtidos Fw y Rv de la eitim 694 _696TGC>GCG se consider¢ la
secuencia optimizada del gen de la eitim wt, los oligonucleétidos se utilizaron para sustituir
la Cys por Ala en posicion 232 en la posicion correspondiente del codén de nucleétidos.
Una vez sintetizados los oligonucleétidos se llevdo a cabo la técnica mutagénesis sitio
dirigida por PCR para obtener la mutacion deseada.

En la Figura 12, se muestran los resultados obtenidos. Los amplicones de las PCR 1y 2
corresponden a las masas moleculares esperadas de 864 pb (c232a Rv)y de 103 pb (c232a
Fw) como se sefala en la Figura12-A. Estos fragmentos fueron purificados y se utilizaron
para el tercer paso de la PCR, en la Figura 12-B se muestra en los carriles 4 y 7 bandas
con masa molecular aproximada de 967 pb, que corresponden a la masa molecular

esperada.




Figura 12. Gel de agarosa al 1%, pasos de PCR para obtener la mutante eitim
694 696TGC>GCG. A) Carril 1 MPM 1kb plus, carril 2 y 4 se amplificé una banda correspondiente
a la masa molecular esperada de 864 pb para la PCR1, en tanto que en el carril 3 y 5 se observa
una banda de 103 pb para la PCR2. B) Amplificados de la PCR3 de la C232A, la flecha indica una
banda de 967 pb en los carriles 4 y 7. [Nota técnica: Las masas moleculares no coinciden en
ocasiones con el marcador de peso GelRed]

6.2 Clonacion de la mutante eitim 694_696TGC>GCG en el vector de
replicacion y de expresion.

Para clonar el gen de la eitim 694 _696TGC>GCG, se llevo a cabo la ligacion con dicho DNA
en el plasmido pJET y posteriormente se transformaron en células de E. coli Top10 y
sembradas en placas de agar-LB. Después de incubarlas a 37 °C toda la noche y obtener
colonias como se ve en la Figura 13.

Figura 13. Placar de agar-LB. Se obtuvieron colonias
tras la ligacién en el vector pJET, las marcas en tinta
negra corresponden a las colonias elegidas con las que
se realiz6 el seguimiento y comprobacion de que fueran
positivas.

En las pruebas realizadas para verificar que las colonias portaran el vector con el inserto,
se obtuvieron resultados positivos como se observa en la Figura 14, se amplificaron
fragmentos de aproximadamente 100 pb correspondientes a un fragmento del gen ya que




se utilizo el Fw mutagénico y el T7 terminador, corroborando que nuestra mutante de interés
se encontraba en dichas clonas.

Figura 14. Gel de agarosa 1%, PCR de cultivo de clonas elegidas al azar. Se probd a distintas
condiciones el amplificado de la banda producto de la PCR 2. Como primer filtro para probar que
nuestro vector construido tuviese nuestro inserto. En todas obtuvimos la banda del peso esperado.

En la segunda prueba con la doble digestion de Ndel/BamHI| pese a haber obtenido
digestién parcial de las clonas positivas, se obtuvo el fragmento esperado del inserto (967
pb); en el casode la digestion con Bglll, también se corroboro la presencia del inserto, por
lo que se esperaba obtener una banda de 1020 pb como se observa en las Figuras 15-A'y
15-B, respectivamente.

Figura 15. Pruebas de seguimiento a las clonas positivas con enzimas de restriccion en gel
de agarosa al 1%. A) Digestion doble con Ndel y BamHI, con ésta se liber6 el inserto
correspondiente a 967 pb. B) Digestion con Bglll, donde se corrobora la presencia del inserto en el
plasmido pJET, al liberarse una banda de aproximadamente 1000 pb.




Una vez demostrada la presencia del inserto en el vector pJET, se secuencié para
corroborar la presencia de la mutacién, asi como la fidelidad del gen, en la Figura 16-A'y
16-B se muestran las secuencias alineadas de la eitim wt y la eitim 694_696TGC>GCG.

Figura 16.
Alineamiento de las
secuencias de eitim
wt vs eitim
694 696TGC>GCG.

A) Alineamiento del
extremo 5.

B) Alineamiento del
extremo 3°. Se utilizé el
programa LALIGN
(Artimo y cols., 2017).

Después de demostrar que la mutacion deseada estaba presente y corroborar la fidelidad
del gen de la eitim 694 696TGC>GCG, se realizaron digestiones con las enzimas
Ndel/BamHI tanto del inserto como del vector de expresion (pET3a-HisTEVP),
posteriormente se ligaron ambos fragmentos digeridos y se utilizaron para transformar en
células de E. coli Top10. Una vez obtenidas las colonias positivas se dio seguimiento a




diferentes colonias elegidas al azar. En la primera prueba, donde se utilizé PCR de cultivo,
de varias colonias se obtuvo un amplicén de 864 pb correspondiente a la PCR 1 con los
oligonucledtidos Rv mutagénico y el T7 promotor (Figura 17-A'y 17-B).

Figura 17. (Gel de agarosa 1%) Prueba realizada a la mutante eitim 694_696TGC>GCG
insertado en el plasmido pET3a-HisTEVP. En Ay B se observan las bandas amplificadas producto
de la PCR de cultivo.

Adicionalmente y a partir del plasmido purificado se realizaron pruebas de digestién con las

enzimas Ndel/BamH| donde se obtuvieron fragmentos correspondientes a la masa
molecular esperada (Figura 18).

Figura 18. Gel de Agarosa 1%, segunda prueba del gen de la eitim 694 _696TGC>GCG en el
plasmido pET-HiSsTEVP. Digestién doble con Ndel/BamHI. Carril 1 marcador de peso molecular
(MPM) 1 kb plus, carril 2 control positivo DNA de la C232A en el pJET (previamente corroborado),
carril 3 control negativo (gen de aldolasa de Giardia Intestinalis), carriles 4-9 muestras de DNA de
las clonas elegidas al azar (Clonas A, G, K, M, N, P). Con marcas en rojo, esta la banda tenuemente

liberada del inserto eitim 694_696TGC>GCG.




Finalmente se secuenci6 a la clona denominada 2A (proveniente de la clona A monitoreada
en la Figura 18) para corroborar la presencia del gen dentro del plasmido (Figura 19).

Figura 19. Alineamiento de secuencia de la eitim wtvs eitim 694_696TGC>GCG. A) Se
aprecia la lectura a partir del T7 promotor. B) Alineamiento a partir del T7 terminador. Ambas
secuencias tienen alta identidad de secuencia excepto en la zona de la mutaciéon, marcada en color

rojo.




6.3 Sobreexpresiony purificacion de la EiTIM C232A

Una vez insertado gen mutagénico de la EiTIM C232A en el vector de sobre expresion
pET3a-HisTEVP, se cultivaron células de E. coli BL21 (DE3) pLysS. Se lisaron por
sonicacion y el sobrenadante del centrifugado se mezclé con la resina IMAC-niquel,
posteriormente se realizaron lavados para eliminar las proteinas no especificas y al final se
eluyo la proteina de interés con imidazol. El eluido se concentrd en los tubos Amicon. En la
Figura 20 se muestra la sobre expresion de la EiTIM C232A que, tras haber seguido los
pasos de purificacion, la proteina con una pureza mayor al 95% se eluy6 de la columna.

) C232A (2324
MPM Son  Sobr Boton Filt His guuc C2324 C232A

150 kDa
100 kDa
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Figura 20. Gel SDS-PAGE, von Jagow al 16%. Pasos de purificacién de la EiTIM C232A. Carril
1. Marcador de masa molecular, Precision Plus Protein Kaleidoscope (Bio-Rad). Carril 2 Fraccién de
células sonicadas. Carril 3 Sobrenadante. Carril 4 Restos celulares a partir del botén formado tras la
centrifugacion. Carril 5 Fraccién del filtrado tras la incubacion del sobrenadante con la resina IMAC-
niquel. Carril 6 Proteina eluida y filtrada del Amicon. Carril 7 Proteina digerida en presencia de la
TEVP para retirar las colas de His. Carril 8 y 9 EiTIM C232A pura a 10 ug y 5 ug respectivamente.

Después de purificar la enzima, se determin6 su concentracién a 280 nm, se ajusté a 5
mg/mLy se guard6 a 4 °C o -20 °C en presencia de glicerol al 50%.

6.4 Cinética enzimatica de la EiTIM C232A

Una vez obtenida la EiTIM C232A con un grado de pureza mayor al 95% corroborado por
densitometria optica de los geles (Figura 20) se determinaron los principales parametros
cinéticos usando como sustrato el GAP. Para los experimentos se utilizé de 0 a 5 mM de
sustratoy la actividad enzimatica se midié con 60 ng/mL de enzima. Una vez determinado
el valor de la pendiente de cada ensayo, se obtuvo la actividad especifica como se
menciono anteriormente. Los datos obtenidos se graficaron en funcién de la concentraciéon
de sustrato utilizada. Como se observa en la Figura 21, los valores corresponden a un
comportamiento tipo Michaelis-Menten, por lo que el grafico se ajustd a dicho modelo. Se
obtuvieron los parametros cinéticos Km y Vmax; los valores de la Km fueron muy similares




a lo reportado con la EiTIM wt, esto es, la afinidad por el sustrato se mantuvo sin cambio
significativo, de igual manera los valores para la Kcaty Kcat/Km. Comparativamente, estos
parametros cinéticos son menores en relacion a los parametros cinéticos de otras enzimas
(Tabla 4).

Figura 21. Determinacion de los parametros cinéticos de la EiTIM C232A. Para determinar los
parametros cinéticos de la EiTIM C232A, esta se ajusté a 1 mg/mL, enseguida se tomé una alicuota
y se determind su actividad a distintas concentraciones de sustrato, mediante el ensayo acoplado
como se describié. Se calculé la actividad especifica para cada concentracion de sustrato utilizada.
Los datos de actividad especifica se graficaron en funcion de la concentracién de sustrato utilizada
y se ajustaron a la ecuacién de Michaelis-Menten (ajuste representado por la linea en rojo).

Tabla 4. Parametros cinéticos obtenidos de la EiTIM C232A, comparado con otros
organismos.

Vmax

(umol n1n)in-1 mg- Keat (min-!) (m"iﬁ‘:‘f’,,‘f{{,'.1) Referencia
Coaon 850 0.36 4.64 x10° 127 x105  Este trabajo
Rios-Pérez
EiTIM wt 1154 0.38 6.8 x10* 1.7 x10° (Tesis en
preparacion)
Enriquez-
GITIM 7300 0.78 46 x 10° 5.89 x 10° Flores y cols.
(2008)
HsTIM de la Mora-de la
6920 0.74 1.85 x10° 2.55 x 10° Mora y cols.
(2015)




6.5 Determinacion de la actividad enzimatica de la EITIM C232A con los
agentes derivatizantes (MMTS, MTSCE y DTNB).

Para cuantificar el grado de inactivacion de la enzima ante los derivatizantes, se expuso
con diferentes concentraciones de los mismos. En el trabajo que antecede a esta tesis, se
demostro que con estos derivatizantes se promueve la inactivacion total de la EiTIM wt. Por
tal motivo, en este trabajo se trabajo con la enzima mutada (C232A) para valorar la
participacion de dicha Cys en la susceptibilidad a los agentes tiol. Como se muestra en las
Figuras 22, 23 y 24, los derivatizantes MMTS, MTSES y DTNB promovieron que la enzima
se inactivara de forma parcial, casi total o total, respectivamente. Detallando las actividades
obtenidas, para el caso del MMTS, la inactivacion fue parcial llegando a casi un 80 % con
500 uM (Figura 22). Cuando seincubo con MTSES, el panorama fue diferente y se promovio
una inactivacion casi total al alcanzar concentraciones diez veces menores con 50 uM
(Figura 23). Mientras que el DTNB fue el derivatizante mas potente ya que la EiTIM C232A
se inactivo totalmente cuando se alcanzé 30 uM de este compuesto (Figura 24). La Figura
25 muestra comparativamente los efectos de estos derivatizantes sobre la EiTIM C232A,
por lo que en todos los casos esta enzima fue susceptible al efecto inactivador de dichos
agentes tiol, como se demostro previamente con la enzima EiTIM wt (Rios Pérez, Tesis en
preparacion).

Figura 22. Inactivacion de la EiTIM C232A en presencia de MMTS. La enzima se incubd a 0.5
mg/mL en ausencia o presencia de concentraciones crecientes del derivatizante. Después de
incubarla durante 2 hrs a 37 °C, se tomo una alicuota, se diluyé y se determind la actividad residual
mediante el ensayo acoplado. En la grafica se aprecia el porcentaje de actividad de la mutante EITIM
C232A vs diferentes concentraciones del derivatizante MMTS.




Figura 23. Inactivacion de la EiTIM C232A en presencia de MTSES. La enzima se incub6 a 0.5
mg/mL con concentraciones crecientes del derivatizante, durante 2 hrs a 37 °C. Después, se tomd
una alicuota, se diluyd y se determiné la actividad residual mediante el ensayo acoplado de cada
una de las condiciones experimentales. En la grafica se observa el porcentaje de actividad de la
mutante EITIM C232A vs concentraciones crecientes del derivatizante MTSES.

Figura 24. Inactivaciéon de la EiTIM C232A en presencia de DTNB. La enzima se incubo con
concentraciones crecientes del derivatizante, durante 2 hrs a 37 °C. Después de este tiempo, se
tomé una alicuota, se diluyé y se determind la actividad residual mediante el ensayo acoplado a cada
una de las condiciones experimentales. En la grafica se aprecia el porcentaje de actividad de la
mutante EITIM C232A vs diferentes concentraciones del derivatizante DTNB.




Figura 25. Inactivacion de la EiTIM C232A a diferentes concentraciones de los derivatizantes
de Cys. En condiciones similares, se incubé la EiTIM C232A durante 2 horas a 37°C. Los rangos
de concentracion variaron de acuerdo a cada derivatizante, asi como sus efectos sobre la enzima.
En puntos color negro se muestra la inactivacion por el MMTS (0-500 pM), cuadrados en color rojo
con MTSCE (0-250 uM) y triangulos en color azul con DTNB (0-100 uM).

6.6 Obtencion del Dicroismo Circular (DC) y la Temperatura media de
desnaturalizaciéon (Tm) de la EiTIM C232A.

Con el proposito de determinar si la mutacién provocé cambios a nivel de la estructura
secundaria en la EiTIM C232A, se utilizé la técnica de dicroismo circular, debido a la
sustitucion aminoacil descrita. La enzima se ajusté a 0.5 mg/mL y se obtuvo su espectro de
DC. Como se aprecia en las Figura 26 se obtuvo el espectrode DC entre 190 a 290 nm, en
dicho espectro de DC corresponde a la enzima EiTIM C232A se observa el tipico espectro
de estructuras barril a/p de las TIMs (Lakowicz, 2006). Mientras que para la condicién de la
enzima incubada con los derivatizantes MMTS, MTSES o DTNB (Figuras 26) se obtuvo un
espectro similar al obtenido de la enzima en ausencia de dichos agentes tiol.




Figura 26. Espectro de dicroismo circular de la EiTIM C232A en ausencia y presencia de los
diferentes derivatizantes. En esta figura, la enzima no se le dio tratamiento con los derivatizantes,
se observan los espectros de emision con maximos a 222 nm para las a hélices, y de 208 para las
hebras B-plegadas.

En las curvas de desnaturalizacion térmica, se monitoreé la EiTIM C232A mediante DC, en
donde la muestra fue gradualmente expuesta a temperaturas crecientes desde 20 °C hasta
90 °C. Se monitored el DC de la enzima fijando la sefal a 222 nm. En todas las Figura 27
se aprecia cooperatividad de desnaturalizacion de la enzima conforme se fue
desnaturalizando.

Las Tm registrada para EiTIM C232A fue de 53.3 °C esto sin ningun tratamiento, cuando
se incubo con los diferentes derivatizantes, la Tm disminuyé a 51.3 °C (MMTS), 46.77 °C
(MTSES) y a 45.1 °C (DTNB). Por lo que la mutacion le infligié leve inestabilidad en su
estructura térmica (casi 2 °C) comparado con la Tm de EiTIM wt (Tabla 3). Cuando se
preincubd con los derivatizantes, la desestabilizacion fue muy evidente en casi 8 °C de
diferencia con respecto a la EiTIM C232A sin derivatizante. Esto se traduce en una menor
cantidad de energia térmica requerida para desnaturalizarlas completamente.




Figura 27. Curvas de desnaturalizacion térmica de la EiTIM en ausencia y presencia de los
derivatizantes. Grafico combinado de las distintas curvas de Tm obtenidas en la EiTIM C232A con
y sin derivatizantes. La enzima (0.5 mg/mL) se monitoreo desde los 20 a 90 °C y registrandose el
DC a 222 nm conforme se fue calentando la muestra.

Tabla 5. Valores de Tm comparativos de lo obtenido en este trabajo de Tesis y de otros
estudios sobre la TIM.

TIM Tm (°C) ATm Referencia.
EiTIM C232A 53.3 - Este trabajo
EiTIM C232A + MMTS 51.3 2 Este trabajo
EiTIM C232A + MTSES 46.7 6.6 Este trabajo
EiTIM C232A + DTNB 451 8.2 Este trabajo
EiTIM wt 54 - Rios-Pérez (Tesis en preparacion)
EiTIM wt + MMTS 49.9 4.1 Rios-Pérez (Tesis en preparacion)
EiTIM wt + DTNB 48.8 5.2 Rios-Pérez (Tesis en preparacion)
GITIM wt 58 - Enriquez-Flores y cols., 2008
GITIM wt + MMTS 54 4 Enriquez-Flores y cols., 2008
GITIM wt + DTNB 52 6 Enriquez-Flores y cols., 2008




6.7 Fluorescencia extrinseca (FE) de la EiTIM C232A derivatizada con
reactivos sulfhidrilo y en presencia de ANS.

Se midi6 la FE para determinar el grado de afectacion en la estructuraterciaria y cuaternaria
de la enzima en ausencia o presencia de los diferentes derivatizantes. Se registro la FE del
ANS excitando a 395 nm, como se muestra en la Figura 28, la EiTIM C232A sin derivatizar
y en presencia de ANS tiene un maximo de intensidad de fluorescencia de 460 (unidades
arbitrarias) a una longitud de onda de 480 nm.

En experimentos similares al anterior, se midi6 la fluorescencia del ANS en presencia de la
EiTIM previamente derivatizada con MMTS, derivatizada con MTSES o derivatizada con
DTNB (Figura 28). Como se muestra en la Figura 27, la maxima emision de fluorescencia
del ANS de la EiTIM C232A en presencia de MMTS, fue de 360 (u. a.) a una longitud de
onda de 480 nm.

Para el caso de la EiTIM derivatizada con MTSES la intensidad de fluorescencia del ANS

fue menor que con MMTS, 230 de intensidad de fluorescencia a una longitud de onda de
480 nm (Figura 28).

En el ultimo experimento se midio la fluorescencia del ANS en presencia de la EiTIM
previamente derivatizada con DTNB, la Figura 28 muestra que cuando se registro la
fluorescencia del ANS tuvo un maximo de intensidad de 90 a una longitud de 480 nm.

(u. a.)

Figura 28. Espectros de emision de fluorescencia extrinseca del ANS con la EiTIM C232A en
ausencia o presencia de los derivatizantes MMTS, MTSES o DTNB. Se observa que la intensidad
de fluorescencia en cada condicion fue disminuyendo siendo: EITIM sin derivatizante > +MMTS >
+MTSES > + DTNB. Se utilizaron 0.3 mg/mL de EiTIM y se midio la fluorescencia al afiadirle el ANS.
La intensidad se expresa en unidades arbitrarias (u. a.).




Como se observa en la figura anterior, al adicionar el ANS en la EiTIM sin derivatizantes se
registré la maxima emision de fluorescencia y conforme se derivatizé con MMTS, MTSES
o DTNB la intensidad de fluorescencia fue disminuyendo progresivamente en el orden
mencionado. Para cada caso se midid el espectro de emision de fluorescencia del
amortiguador con ANS y en todos los casos fue una sefial basal sin embargo este valor se
restd a cada condicion.

7. Discusion

La microsporidiosis, es una enfermedad que representa un serio problema de salud publica
en poblaciones inmunolégicamente vulnerables como en personas con VIH/SIDA, adultos
mayores Yy nifios (en los cuales E. intestinalis es muy prevalente). Los farmacos existentes
en la actualidad no poseen la eficacia ni especificidad requerida, aunado a los efectos
adversos tras una prolongada administraciéon. Esto llama fuertemente la atencion a una
busqueda alterna para eliminar a la microsporidiosis ocasionada por E. intestinalis. Este
trabajo se enfoca en la caracterizacion funcional y estructural de la mutante de EIiTIM
C232A, previamente propuesta como buen blanco para el disefio de compuestos
farmacoldgicos contra E. intestinalis. Esta enzima pertenece al metabolismo de la glucosa,
y una de sus funciones en dicha via metabdlica es la produccion de energia en forma de
ATP, adicionalmente se ha descrito que disminuye los niveles de metil-glioxal, compuesto
altamente toxico y letal para la célula y que proviene de la degradaciéon espontanea de la
DHAP (Naila y cols., 2003).

En el trabajo de Tesis de Maestria de J. Rios-Pérez (Tesis en preparacion) que antecede a
ésta, se demostré que la EiTIM wt es altamente susceptible cuando es retada con reactivos
derivatizantes de Cys, estos provocan abolicion de su actividad de manera eficiente y a
bajas concentraciones (ver Apéndice), mediante la modificacion quimica de dichos
aminoacidos. Dado que esta enzimatiene 5 residuos de Cys por cada subunidad, en este
trabajo se clarifica el papel de una de sus Cys en el proceso de inactivacion.

Los parametros cinéticos de la EiTIM C232A, demostraron que esta enzima es
cataliticamente competente de manera muy similar a la EiTIM wt, por lo que la mutacion no
promovié cambios significativos a nivel funcional. Esto se demostrd, debido a que la afinidad
por el sustrato y eficiencia catlitica no fueron afectadas, quedando la Km en los mismos
valores que la correspondiente enzima wt. De igual forma los valores obtenidos a nivel de
la estructura secundaria y terciaria (DC y estabilidad térmica, respectivamente),
demostraron que esta enzima no fue afectada significativamente ya que dichos parametros
fueron muy similares a lo reportado para la enzima silvestre. Una vez valorada y con estos
parametros de confianza, se conocié el efecto de los derivatizantes de Cys sobre la enzima.
Conel MMTS la enzimase inactivod parcialmente, es decir de manera gradual fue perdiendo
actividad conforme se incrementd la concentracion de este reactivo, este dato fue muy
similar al determinado en la enzima wt (Apéndice, Figura 30-A) asi mismo este
comportamiento también ha sido observado en la TIM de Giardia lamblia (GITIM) (Enriquez-
Flores y cols.,2008) por lo que es sugerente que, debido al volumen relativamente pequefio
de este compuesto asi como la no polaridad, se infrinja dafio parcial en el sitio activo de las
enzimas. Adicionalmente, en otros trabajos se ha demostrado que este derivatizante es el




que causa menor dafo a diversas TIMs con residuos de Cys (Gémez-Puyou y cols., 1995;
Rodriguez-Romero y cols., 2002; Enriquez-Flores y cols., 2008), por tanto, es altamente
sugerente que sus caracteristicas fisico-quimicas alteran parcialmente el sitio activo de
diversas TIMs. Cuando se reté con el MTSES la inactivacion fue casi total y se requirié
menor concentracion de dicho reactivo tiol, de igual manera para el caso de la enzima wt
se observd un comportamiento similar al que aqui se reporta (Apéndice, Figura 30-B);
analogamente, en la GITIM se observé un comportamiento similar, por lo que debido a las
caracteristicas fisico-quimicas de este compuesto (mayor tamafio y adicion de carga)
(Figura 29) producen un efecto mayor de inactivacion.

Figura 29. Reacciones generales de los derivatizantescon la Cys. El area de van der Waals es
el volumen que se adiciona a la Cys y es un estimado basado en valores reportados para algunos
aminoacidos (Creighton, 1993). El ovalo sombreado en los derivatizantes corresponde a lo que sele
anade al grupo tiolato de la Cys. La "X sombreada en la Cys derivatizada representa dicha adicion.

Al retara la EiTIM C232A con el DTNB, esta se inactivo totalmente siendo menos resistente
a este compuesto que con los derivatizantes anteriores, si se compara ese dato con la
correspondiente EiTIM wt, se observa que ambas enzimas se inactivaron de manera similar
(Apéndice, Figura 30-C). Estas inactivaciones correlacionan con las caracteristicas fisico-
quimicas de dichos reactivos tiol, a mayor tamafo y carga, mayor efecto sobre la actividad
enzimatica. A ese respecto en diversos trabajos se han obtenido resultados similares
(Gémez-Puyouy cols., 1995; Ostoa-Salomay cols., 1997; Rodriguez-Romeroy cols., 2002;
Enriquez-Flores y cols., 2008).

Por otro lado, a nivel estructural de estructura terciaria, se observo que la Tm disminuyo en
la enzima expuesta a los derivatizantes con respecto ala no tratada (2-8 °C). Analogamente
en la EiTIM wt se obtuvo una tendencia, es decir, la Tm de la enzima wt tratada con los
derivatizantes fue menor (4-6 °C) que la enzima no tratada (Tabla 5), esto dependiendo de
las caracteristicas fisico-quimicas de los derivatizantes empleado. A ese respecto en otros
trabajos se ha demostrado que el tratamiento con estos agentes quimicos, se promueve




disminucion de la estabilidad global en las TIMs de GITIM, TcTIM, TbTIM, etc. (Gémez-
Puyou y cols., 1995; Ostoa-Saloma y cols., 1997; Rodriguez-Romero y cols., 2002;
Enriquez-Flores y cols., 2008), por lo que se puede inferir para el caso de la EiTIM, que a
través de sus Cys y cuando son modificadas por derivatizantes se promueven fuertes
cambios tanto funcional como estructuralmente la EiTIM.

Por ultimo, el cambio significativo en la fluorescencia extrinseca que se observo en la EiTIM
C232A derivatizada, sugiere una fuerte alteracion de la estructura de la enzima, debido a la
disminucion de la intensidad de fluorescencia (Figura 28). Asi, a mayor tamafio del
derivatizante la fluorescencia extrinseca fue disminuyendo gradualmente. EI ANS es una
molécula que se une a sitios hidrofébicos y cuando lo hace, emite grandes cantidades de
fluorescencia, el hecho de que haya disminuido dicha sefal indica que en la enzima
derivatizada disminuyen los sitios hidrofébicos expuestos y por tanto el ANS emitié6 menor
fluorescencia. Estos conjuntos de datos fueron muy similares a los que se reportan para la
enzima silvestre (Apéndice, Figura 31).

Los datos presentados representan un paso adelante en la caracterizacion de la EiTIM
como un buen blanco propuesto para el disefio de moléculas anti- encephalitozoon.

8. Conclusiones

a) La EiTIM C232A es inactivada con los derivatizantes de Cys, de manera muy
similar a la EiTIM wt.

b) La EiTIM C232A se altera de manera significativa a nivel estructural con los
derivatizantes de Cys, analogamente la EiTIM wt.

c) La Cys 232 no es responsable de la inactivacion promovida con los
derivatizantes de Cys, aunque esta involucrada en la estabilidad térmica de la
enzima ante la derivatizacion.

d) Por tanto, alguna de las otras 4 cys seria la responsable de promover
inactivacion en la EiTIM wt al ser tratada con derivatizantes de Cys.

9. Perspectivas

Demostrar el papel de las demas Cys en el proceso de inactivacion de la EiTIM.

Evaluar la efectividad in vitro del efecto de distintas moléculas analogas a los
derivatizantes sobre E. intestinalis.




Apéndice
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Figura 30. Porcentaje de actividad residual de la EiTIM wt incubada con diferentes
concentraciones de A) MMTS; B) DTNB y C) MTSES. Para cada punto, se hicieron incubaciones
de 2 horas a 37 °C, los ensayos fueron individuales, y consistieron de EiTIM 0.5 mg/mL con diferentes
concentraciones de compuesto derivatizante. Posteriormente se midié la actividad especifica. Se
tomo6 como el 100% de la actividad a la enzima en ausencia de los compuestos derivatizantes. Se
calculo la ICso para cada compuesto, MMTS: 29.15uM; DTNB: 2.74 uM; MTSES 1.65 uM (Tomado
de Rios-Pérez, Tesis en preparacion).
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Figura 31. Fluorescencia extrinseca. Espectros de emision de fluorescencia del ANS después de
agregar EiTIM wt incubada con MMTS, MTSES y DTNB; y excitar a 395 nm. Se sigui6 el espectro
de 420 a 600 nm. (Tomado de Rios-Pérez, Tesis en preparacion).
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