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RESUMEN

La triosafosfato isomerasa (TIM) cataliza la reaccién:
gliceraldehido-3-fosfato == dihidroxiacetona fosfato

Estructuralmente la TIM es un barril (B/ct)s y en las especies meséfilas, como la amiba,
se encuentra en forma de homodimero. En este trabajo se realizaron ensayos de
desplegamiento y replegamiento por temperatura de la TIM de Entamoeba histolytica
(EhTIM), y se observo que el proceso de desplegamiento se ajusta al siguiente modelo de tres

cstados:
N «—=22M ==22U

en donde N es el estado nativo, M es un intermediario monomérico y U es el estado
desplegado. Se encontraron condiciones de reversibilidad y equilibrio para la disociacién al
observar la transicién por dicroismo circular. De estos datos se obtuvieron los parimetros
termodindmicos AG, AH y ACp de disociacion. De la interpretacién del ACp de disociacion se
obtiene que el intermediario monomérico es una especie expandida y que la disociacién de
EhTIM no es de tipo cuerpo rigido. Es decir que si lo vemos desde otro punto de vista, la
asociacion de los monémeros completa el plegamiento de los mismos. En &te proceso, el
puente de hidrégeno formado entre la Gly45 y el Glu72 es importante para la estabilidad de la
EhTIM en particular.
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INTRODUCCION

Plegamiento de proteinas

Las proteinas son polimeros lineales que adquicren una estructura tridimensional
particular en un proceso llamado plegamiento, a esa estructura funcional se le llama la
conformacién nativa (N). Este proceso se puede llevar a cabo in vitro, sin la ayuda de
ningiin otro componente celular, lo que quiere decir que en la cadena polipeptidica se
encuentra toda la informacién quimica y termodinimica necesaria. El estudio del
plegamiento de las proteinas trata de entender los principios que dictan la formacién de la
estructura nativa a partir de una secuencia de aminodcidos, a lo que se le ha llamado la
segunda parte del codigo genético. Dado que en su estado desplegado (U) las proteinas
tienen cientos o miles de enlaces que pueden rotar, a Levinthal se le ocurri6 en 1968 la
siguiente pregunta: Si una proteina se plegara visitando todas las conformaciones posibles,
(Cuénto tiempo () tardaria? La respucsta de Levinthal fue algo parecido a esto
(Berezovsky et al., 2002): Si tomamos un proteina con 150 residuos (L) y suponemos que
cada residuo tiene n=3 posibles conformaciones y que estas se intercambian con una

constante de (t) de 102 s el calculo es:
t=n't =3"010°? = 3,7x10%s = 1.2x10%aiios ,

el cual representa un tiempo mayor a la edad del universo, pero una proteina se pliega en la
escala de segundos o milisegundo. A este planteamiento se le Hama la paradoja de
Levinthal e implica que las proteinas no pueden visitar todo el espacio conformacional
azarosamente y por lo tanto deben tener una ruta o camino especifico para llegar al estado
nativo (Baldwin, 1999 y referencias ahi citadas). Sin embargo los modelos actuales del
plegamiento de las proteinas eluden la paradoja al considerar que la diferencia en energia
entre ¢l estado desplegado y nativo provee un sesgo suficiente del espacio conformacional,
en donde la energia y la entropia decrecen a medida que la proteina se pliega a su estado de

menor energia (N) (Bogatyreva et al.,, 2001).
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Maodclos de plegamicnto de proteinas

Existen tres modelos bésicos que describen el proceso del plegamiento de proteinas
(Daggett et al., 2002):

Nugcleacién-condensacion (Wetlaufer, 1973). En este modelo el paso limitante es la
formacién de un nicleo de plegamiento a partir del cual se propaga el plegamiento
del resto de la proteina. La formacion de estructura secundaria y terciaria ocurre
concertadamente en el estado de transicion, en donde algunos residuos forman los

contactos principales. (revisado en: Fersht, 1997).

Modelo jerarquico (También llamado de difusién-colision), (Pitysin, 1973). En este
modelo se plantea que el plegamiento comienza con la formacion de estructuras
locales en la secuencia que tienen estabilidad marginal. Estas estructuras locales
interaccionan y aumentan la complejidad de la estructura hasta llegar al estado

nativo (revisado en: Baldwin et al., 1999a y 1999b).

Colapso hidrofébico. La principal caracteristica de este modelo, propuesto por
Kauzmann en 1959, es la tendencia de los residuos hidrofébicos a ser excluidos del
ambiente acuoso. El colapso hidrofébico sucede tempranamente en el proceso de
plegamiento, reduciendo el espacio conformacional y ayudando a estabilizar la
estructura secundaria. Difiere del modelo de nucleacion porque en éste, el niicleo de
plegamiento es considerado un estado de transicion, mientras que el colapso
hidrofébico se lleva a cabo sin barreras de activacién (revisado en: Bilsel et al.,
2000).

Estos modelos representan los diferentes escenarios en los que una proteina puede

plegarse. Cabe destacar que podrian ocurrir simultineamente formando esquemas de

plegamicnto mas complejos. En estos esquemas se pueden presentar intermediarios y su
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caracterizacién nos ayuda a trazar las interacciones importantes que deben estabilizarse

para que una proteina desplégndn llegue a su estado nativo.
Asociacién en oligémeros

Muchas proteinas se encuentran formadas por mas de una cadena polipeptidica, lo
cual conlleva ventajas funcionales muy importantes. Por ejemplo compartir un sustrato, o el
acomoado estructural del sito activo, como es el caso de la TIM. En general es més o menos
claro que la asociacién de cadenas independientes en un solo ensamble cuaternario es
determinada por las mismas fuerzas que son responsables del plegamiento de proteinas
monoméricas, pero ésta contiene un término entrépico extra (Tamura et al, 1997).
Ademés la asociacién en proteinas oligoméricas puede ser una forma adicional de gamar
estabilidad. Por ejemplo, sin pérdida de generalidad, podemos plantear el siguiente modelo

sencillo de plegamiento para el caso de un dimero:
Nt oy, =gy

Donde N representa el estado nativo, A un monémero parcialmente plegado, U es
la conformacién desplegada, Kp es la constante de equilibrio para la reaccién de
disociaciény Ky es la constante de equilibrio para la reaccién de desplegamiento. Si la Ky
es muy grande entonces el intermediario monomérico serfa muy inestable y no se

encontraria poblado en el equilibrio (Neet et al., 1994), reduciendo el modelo a:
Ny

Este mecanismo se ajusta a muchas enzimas diméricas (Neet et al., 1994), y da
fuerza al argumento de la ganancia de estabilidad mediante la asociacién, porque significa
que AGpis=AGror. Aunque la evolucion también pudo haber jugado en sentido inverso, es
decir que los mondémeros estables evolucionaron hacia especies mds inestables que se

vieron obligados a dimerizar.
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Por otra parte también se han encontrado intermediarios - monoméricos en- cl
plegamiento de homodimeros e incluso, intermediarios diméricos en el plegamiento de uma
proteina tetramérica (Shakhnovich et al., 1999; Mateu et al., 1999). Estas podrian seguir

un esquema de plegamiento jerdrquico.

En todo caso, en el plegamiento de oligdmeros se debe cumplir estrictamente un
paso en el que haya reconocimiento entre las subunidades. Si el plegamiento de las
subunidades es concomitante a la asociacion, ello representa un caso extremo de proteinas

que sufren un rearreglo estructural fuertemente ligado a la oligomerizacién.

Triosafosfato isomerasa (TIM)

La triosafosfato isomerasa es una enzima glicolftica extensivamente estudiada que

cataliza la reaccion:

H H
H_ /0 e OH
\Y
/" on /o
205P0 20;P0
gliceraldehido-3-fosfato dihidroxiacetona fosfato

Esta enzima es un catalizador perfecto, es decir que el paso limitante para la
reaccion es la velocidad de difusién del sustrato a la enzima (evisado en Stroppolo er al.,
2001). En los organismos que no tienen mitocondrias, como la amiba, debe ser una enzima
esencial, por lo que se le ha onsiderado un blanco potencial para el disefio de drogas
especie especificas (Gomez-Puyou et al., 1995; Rodriguez-Romero er al., 2002; Maldonado
et al., 1998).
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La estructura de rayos X de la TIM de varias especies ha sido determinada,
incluyendo la de amiba (Rodriguez Romero et al,, 2002; PDB: 1M6J). En las especies
mesoéfilas, como la amiba, la TIM es dimérica, mientras que en varios organismos
extreméfilos cs un tetramero ( Maes ef al., 1999). Estructuralmente es un barril (B/ct)s y es
modelo del patrén de plegamiento llamado barrit TIM. Este patrén de plegamiento consiste
en un barril (una hoja B circular) formado por 8 hebras B, rodeado de 8 hélices o. Las
hebras P se intercalan con las hélices o en la secuencia y estin unidas por asas (ver

figural).

En la intercara de la triosafosfato isomerasa de Entamoeba histolytica el asa tres se
interna en una cavidad cercana al sitio activo e interacciona con el asa uno y el asa tres de
la otra subunidad. En una de las puntas del asa tres se encuentran la treonina 82 y la glicina
83, que estdn conservadas en muchas especies; mutaciones de estos residuos producen
enzimas monoméricas (Schliebs et al., 1997). En la cavidad en la que reside el asa tres, al
comienzo del asa tres de la otra subunidad, se encuentra el glutimico 72, que en la mayoria
de las especies es glutamina; este residuo es importante para la asociacion de ERTIM como
se verd mas adelante, Otra zona muy importante para la asociacién de la TIM es la que
rodea a la cisteina 14, este residuo se encuentra también en una cavidad sumamente
hidrofébica formada por el asa tres del otro monomero. La derivatizacion de este residuo
por sulfhidrilos provoca la inactivacién de la enzima (Garza-Ramos et al., 1998;
Maldonado et al., 1998: Pérez-Montfort et al., 1999) y, en el caso de EhTIM, disociacién a
monodmeros estables (RodriguezRomero et al., 2002); ademis, algunas mutantes en esa
posicién se comportan como monémeros (HernidndezAlcintara et al., 2002). En la figura |
se puede ver elasa 3 y el asa 1, ndtese como se entrelazan formando un ensamble que debe
proporcionar gran parte de la estabilidad del dimero. El asa tres parece cumplir dos
funciones principales; proporciona la cavidad para recibir la Cysl4 y se inserta en otra

cavidad formada por Glu72 y otros residuos lejanos en secuencia (figura 2).
Plegamiento de la TIM

Se han reportado trabajos sobre el plegamiento de la TIM de varias especies. En el

replegamicnto de la TIM de misculo de conejo (rTIM) (Zabori et al., 1980) se observé una
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reaccion unimolecular y otra bimolecular, También se han observado - intermediarios
monoméricos en el desplegamiento de la TIM de levadura (ScTIM) (Vézquez-Contrems et
al., 2000; Morgan et al., 2000; Nijera et al., 2003) y. de Tupanasoma brucei (TleM)
(Chénez-Cardenas et al., 2002).

Una de las caracteristicas observadas en los estudios de plegamiento de la TIM es la
presencia de control cinético en su desplegamiento. Esto fue notorio para el caso del
desplegamiento de ScTIM por temperatura (BenitezCardoza et al., 2001) y por GuHClo
Urea (N4jera et al., 2003). También se ha reportado heterogeneidad en el desplegamiento-
replegamiento de la TIM de miisculo de conejo inducido por presién (Rietveld et al., 1996).
Esto puede explicarlo la alta barrera de activacién (AG¥) que se ha calculado para el paso
de disociacién (21 kcal/mol) (Rietveld et al., 1998) y el alto AGp (18 kcal/mol) (Najera et
al., 2003), por lo que condiciones que disminuyan esta barrera deberian suprimir el control

cinético,

El plegamiento de la TIM de humano (huTiIM) también ha sido estudiado
(Mainfroid et al., 1996). Sin embargo, al igual que la desnaturalizacién por temperatura de
ScTIM (Benitez-Cardoza et al., 2001), se observo el desplegamiento de los mondémeros
acoplado a la disociacién. En el primer caso, mediante la caracterizacién de mutantes
monomeéricas, se calcula un AGy=2.5 kcal/mol y sugieren que la naturaleza dimérica de la
TIM se debe a la baja estabilidad del monémero. Otra posibilidad es la propuesta de que la
TIM ha evolucionado a dimero por razones funcionales (Néjera er al., 2003), ya que

pricticamente el dimero es la tinica especie activa.

Por otra parte, se ha estudiado ¢l plegamiento de la TIM de Leishmania mexicana
(LmTIM) inducido por GuHC! a diferentes valores de pH, y se postulan razones
estructurales por las que la mutante LmTIM/E65Q gana 26 °C en su Tm y 4 kcal/mol en
estabilidad (Lambeir ez al., 2000). Este ejemplo es muy interesante porque la mutacién de
un solo residuo induce la termoestabilidad, ademds la tinica diferencia inducida por la

mutacién es la ganancia de un puente de hidrégeno intracadena. Acerca de este trabajo se
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Figura 1. Estructura del barril TIM (A): enrojo hélices o, en azul hojas } y las asas en gris (ver texto). El asa
1 yelasa 3 de EnTIM en esferas de Van der Waals (B) y listones (C). En color azul esta la subunidad B y en
color verde la subunidad A, ademds se¢ muestran algunos residuos considerndos imporiantes para la
estabilidad de la asociacién de Ia TIM en color CPK. Graficado por Rasmol, cédigo PDB: IM6J.

<11~
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Figura 2

& HoHR ‘Em

QLK‘Q AsnT3

Y
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Figura 2, El asa tres se introduce en una cavidad formada por residuos de di posici en la
secuencia. El asa 3 (azul) en esferas de Van der Waals (A) y listones (B). En color blanco Thr82 y Gly83 del
mondémero A; en color cpk los residuos de la subunidad B (verde) que se encuentran en contacto ( <4 A)

con el asa 3; en color cyan HOH 12 y HOH 14. Graficado ¢n Rasmol, cédigo PDB: 1M6J.
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hablara amphumente en ln sccclén de discusién, cuando se cstablezc.m las analogias entre
LmTIM y EthM )

En cl presente traba_;o se hizo un intento por caracterizar ¢l desplegamiento de la
TIM de umxbn, ‘huestro anélisis s6lo llegd hasta la disociacion de la enzima. Sin embargo
los resultados son interesantes, calculamos los pardmetros termodindmicos de disociacion y
de su intéfpremcién podemos inferir algunas caracteristicas del plegamiento de EhTIM y de

los determinates estructurales que ayudan a su dimerizacién.
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MATERIALES Y METODOS

Purificacién de EnTIM.

La purificacién se llevo a cabo en los siguientes pasos (descrito por Landa et al.,
1997):
1) Sobre expresién de EhTIM recombinante. El gen EhTIM se encuentra clonado en el
plasmido pRSET de Invitrogen (Landa et al, 1997). El sistema de expresion se encuentra en
E. coli cepa BL21/pLysS. Para sobre expresar EhTIM, un cultivo bacteriano crecié hasta
1.2 de densidad éptica (600 nm) a 37 °C. Posteriormente al cultivo se le agregé IPTG 0.4
mM y se dejé crecer por 8 horas més.
2) El cultivo se centrifugd a 12,000 RPM durante 5 minutos para concentrar las células;
3) La pastilla fue resuspendida en Trs 40 mM pH 8.0 y las células se rompieron por
sonicacion
4) Las células rotas se ultracentrifugaron a 45, 000 RPM en un rotor 60'1"I‘jde Beckman
durante 1 hora, y se conservo el sobrenadante, ‘ : s
5) Al sobrenadante se le agreg) sulfato de amonio hasta llegar al 60% y se dejé equilibrar
durantes 3 horas. Posteriormente se centrifugé a 12, 000 RPM por 5 min y se conservé el
sobrenadante, el cual se llevd a 90% de sulfato de amonio y se dejé equilibrar durante la
noche. Nuevamente se centrifugd y se conservo la pastilla.
6) la pastilla se resuspendi6 en 6 ml de Trietanolamina/EDTA/DTT 10/1/1 mM (TED
10/1/1)a pH 7.4 y se dializé por 8 horas.
7) La solucién dializada se inyectd a una columna de exclusion molecular Sephacryl S-300,
de donde se conservaron las fracciones con mayor actividad de EhTIM.
8) Las fracciones con EhTIM se juntaron y dicha solucién se inyecté a una columna de
intercambio aniénico Mono-Q pH en TED 10/1/1 pH 7.4, en este pH la EhTIM se une a la
columna y fue despegado por un gradiente de NaCl de 0 a 100 mM en 100 ml y EhTIm se
despega a 20 mM de NaCl Las fracciones con mas actividad especifica se juntaron y se

dializaron en TED 10/1/1 pH 8.
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8) La solucién de proteina dializada se inyecté nuevamente a la columna monoQ pero a pH
8 siguiendo exactamente el mismo protocolo que en el paso anterior, s6lo que se despegd
en un gradiente de 110 ml. Las fracciones con EhTIM pura fueron recolectadas y

mezcladas, posteriormente se les midi6 sus pardmetros cinéticos.

En este trabajo se hicieron tres purificaciones siguiendo el protocolo antesfdescrito,
en cada purificacion se obtuvieron entre 15y 20 mg de EhTIM pura bdr éndd litro de
cultivo, Los pardmetros cinéticos promedio de la enzima de lns dlferentes punﬁcacwnes
son: Vmax=11, 7274240 y Km=0.5£0.03. :

Ensayo de Actividad

La actividad de EhTIM se midi6 a través de un ensayo acoplado con la enzima o-
glicerol fosfato deshidrogenasa (o.-GDH). En la celda de reaccién se colocdron 0.2 mM de
NADH, 20 pg/ml de o-GDH, 2.5 mM de gliceraldehido-3-fosfato y 2 ng/ml de EhTIM en
un volumen f nul de l ml, en amortiguador Trietanolamina/EDTA/DTT/ 100/10/1 mM pH

74. El esquema de reacclén esel siguiente;

H%\ NADH N’r\n+ ?/\ OH
aGDH

20,p0

o/ ~OH
To;PO 0 2’03P0

G3P =2 DHAP —9* , g-glicerol fosfato

Solucién amortiguadora

La solucion amortiguadora para el ensayo de desplegamiento se preparé con
tetraborato de potasio 20 mM. Se escogi6 éste amortiguadora por su bajo ApK/T (-0.008).
Esto es importante porque seguramente la disociacién de EhTIM depende de pH como se

explicard mds adelante. Se pudo comprobar que los boratos no interfirieran con el ensayo
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de desplegamiento repitiendo los datos del desplegamiento de ScTIM reportados por
Benitez-Cardozo et al., 2001.

’Ensayo de desplegamiento y replegamiento de ERTIM con temperatura

Los ensayos se realizaron en un espectropolarimetro Jasco J-750 midiendo el
cambio en la sefial de elipticidad a 220 nm con un tiempo de respuesta de 16 s en celdas de
1y 0.5 cm. El calentamiento de las celdas se hizo con un Peltier, el termopar que registra la
temperatura del bloque se mantuvo adentro de la celda durante todo el ensayo. Se usaron
tres concentraciones de proteina 15, 50 y 300 pg/ml diluidas en boratos 20 mM, ademds se
le agregd 1 mM de DTT (0.1 mM de DTT en donde se especifique). La velocidad de

calentamiento y enfriamiento fue 1 °C/min.
Fluorescencia Intrinseca

Las muestras de EhTIM (50 pg/ml) se incubaron 2.5 h en boratos 20 mM a 0° C, el
amortiguador no se congeld a esta temperatura. Para medir la fluorescencia intrinseca de la
proteina a bajas temperaturas se tomaron espectros de emisién de los triptofanos excitando
a295 nm.

Disociacién por dilucién

Se incub6 EhTIM a diferentes concentraciones de proteina en el intervalo [3.57x10
19 M, 3.57143x10”7 M) a 10 °C en amortiguador trictanolamina/EDTA/DTT 100/10/1 mM a
pH 8.5.. Se midié la actividad de todas las muestras a las 0 horas y dos dias después.
Algunas muestras se midieron una semana después y mantuvieron la misma actividad, lo

que quiere decir que las muestras medidas a los dos dias estdn al equilibrio,
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Ecuaciones y ajuste de datos

Los datos correspondientes a la primera transicién observada en los experimentos

de desnaturalizacion térmica se ajustaron al modelo N ===22M de disociacién, en donde

Nesla cdncen;racién de enzima nativa (dimérica) y M es la concentracién de mondémeros.

Las concentraciones de las especies dimérica y monomérica fueron normalizadas a través

de las siguientes relaciones: X, =2’fN y Xy =%, en donde Xy y Xus son la fraccién de
. - T T

moles de monémero ¢n estado nativo dimérico y monomérico respectivamente; Pr es-la

concentracién de proteina total en moles de mondémero por litto (P =2N+M). La

fraccion de enzima dimérica se puede expresar en funcion de la concentracién 'de proteina
(£7) a una temperatura por medio de la siguiente funcién: )
| K, (T)+4PF —,/K T) +8K,(T)A
XN(T)=4 D( ) T PD( ) D ) T (I)
2 .

en donde Kp es la constante de disociacién. Cuando se observé la disociacion por dilucién a

temperatura constante (10 °C), la Pr fue la variable independiente y se dejé la Kp como

parimetro de ajuste. Esto permiti6 calcular la energia de disociacion a esa temperatura por

medio de la ecuacion AG(T,) =—=RT)InK,(Ty).

Las curvas de disociacién por temperatura se normalizaron por medio de la ecuacién

X, (T)= KD =yw , donde y es la sefial de dicrofsmo circular a una temperatura dada, yy
Yu = In

es la seiial de la enzima nativa, y yy es la sefial de la enzima disociada, Una vez
normalizadas se ajustaron a la ecuacién:
Xu(T)=1-X\(T) )
La Kp esta relacionada con la energia de Gibbs de disociacién AGp por la ecuacién:

=4Gp(T) .
Ky=e & : @

A su vez la variacién de la energia de disociacién con la temperatura esta descrita

por una ecuacion derivada de la ecuacién de Gibbs-Hemholtz:
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AG,(T) = AH,, -T[ﬂ#i}wcp[r—n-rln(rl]] @

L)
en donde ACp es el cambio en la capacidad calorifica entre el estado asociado y el estado
monomérico, AHT, es la entalpfa a la temperatura de referencia y AGr, es la energia de

disociacion a la temperatura de referencia, que para el caso de este trabajo fue 7p=10°C

La ecuaci6n (4) surge del supuesto que:
AH = AH, +ACH(T ~T;) ®

y AS = AS,, +ACpIn (Tz] [())
]

Sustituyendo (4) en (3), (3) en (lj y (I)‘ehk(Z) se obtiene la funcién Xas (T), la cual
tiene como pardmetros: ACp, AHra, AGn,, R ‘Pr, y To. En el ajuste de curvas de
desplegamiento por (emperatum se mnntuvxeron fijos los wltimos cuatro y se dejaron como

parametros de ajuste ACp y AHr.,. :

Todos los ajﬁstes ée hicieron con el programa Microcal™ Origin® versién 6.0 por

medio de ajustes no lineal con el método de minimos cuadrados.

Accesibilidad al solvente

La accesibilidad al solvente se determiné a partir de la estructura cristalografica
de EhTIM (PDB: IM6J) con el programa NACCESS (Hubbard, S.J. & Thomton, J.M.,
1993, '‘NACCESS', Computer Program, Department of Biochemistry and Molecular
Biology, University College London) utilizando el protocolo de Lee y Richards (Lee, B., et
al., 1971) con una sonda de 1.4 Ay 0.05 A en el ancho de rebanada.
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La accesibilidad del conférmero desplegado fue calculado como él‘promedic') de la
cota superior ¢ inferior que provee el método de Cramer-Rose (Creamer et al, 1995 y:1997)

en la pigina http:/rosclab.jhu.edu/utils/unfolded html.
Anélisis estadfstico

Se hicieron 6 experimentos de desplegamiento de ENTIM a 300 ug/ml, 5 a 50 ng/ml
y 5 mis a 15 pg/ml. Cada una de las curvas de dicrofsmo circular a las diferentes
concentraciones se ajustaron a la ecuacién Xy (T) (ecuacién 2) sin restricciones a los
parmetros de la ecuacion, esto con la finalidad de obtener un valr exacto de la Tm por
medio de ajustar la curva que mejor describiera los datos. La 7 se obtuvo al resolver para
Tm en la ecuacidn Xp(Tm) = 0.5 usando los pardmetros ajustados para cada una de las
curvas. Las Tm de cada concentracién se promediaron y se obtuvo su varianza, Con esto se
llevo a cabo una andlisis de varianza (ANOVA) con la hipdtesis de que las tres Tm son
iguales. Después se compararon los promedios por separado por medio de una prueba de T
de student con la hipétesis de que la T de una concentracion de EhTIM es igual a la de

otra concentracion.
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RESULTADOS

EI desplegamiento de ERTIM muestra dos transiciones

Se In reportado el desplegamiento de ln EhTIM por temperatura a pH 74 y se
observé una transicién no reversible con una temperatlra medla de tmnslclén (Tm) de ~55
°C (Landa et al., 1996), mientras que a pH 8.5 se hnbia observado una transnmén xeversnble
calentando a 3 °C/min hasta 55 °C y con 7m de ~45 °C (Feméndez-Ve]asco, etal, datos
no publicados) es por esto que se decidid camc(enznr el desplegnmlen(o dela EhTIM a pH
8.5. El desplegamiento de EhTIM por temperatura'a pH 8.5 mostré dos transiciones con

Tml=40°C y Tm2=57 °C (figura 3).

Figura3
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Figura 3. Desplegamicnto de EhTIM seguido por dicroi ircular a 220 nm en las condiciones
estindar pero con 0.1 mM de DTT.
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Un requisito importante en los estudios de plegamiento de proteinas es que las
transiciones observadas sean completamente reversibles. Para observar la reversibilidad en
el desplegamiento de EhTIM, se calenté una solucién de EhTIM (50 pg/ml) a una
velocidad de barrido de 1°C/min en amortiguador de boratos 20 mM con 0.1 mM de DTT;
al llegar a 70 °C se dej6 enfriar la solucién de enzima a una velocidad de 12 °C/min hasta
llegar a 20 °C; después se tomaron espectros de elipticidad para observar si la sefial de la
enzima renaturalizada era igual h sefial correspondiente a la enzima nativa, Los resultados
revelan que la segunda transicidn no es reversible (figura 4), atn después de dejarla a 20 °C
por dos horas no recupera su estructura nativa y tampoco es reversible si el enfriamiento es

mas lento (datos no mostrados).

Figura 4
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Figura 4. Esp de dicroismo circular de EhTIM en el UV lcjano; enzima nativa a 20 © C (®), enzima

renaturalizada desde 70 <C (O), intermediario a 50 °C (A), enzima 8 70 °C (A) y EhTIM en GuHCL 6M
(M). El dato de 6 M de GuHCL es cortesia de Ferndndez Velasco, D.A. y Pozo-Yauner, L.
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Se repitio el experimento aumentando la concentracién de DTT (de 0.1 mM a |
mM, ver materiales y métodos) para obtencr mayor reversibilidad. Esto provocd que la
enzima sufriera ofra transicion a partir de ~60° C (figura 5), durante la cual la elipticidad se
hace més negativa, Esta transicion no es reversible y no se pudo asociar a ningtin evento en
el plegamiento de EhTIM. Sin ecmbargo conservamos la alta concentracién de DTT para el

andlisis de la primera transicién como se verd mas adelante.

Figura 5
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Figura 5, Desplegamiento de ERTIM con | mM de DTT hasta 90 °C seguido por dicrofsmo circular a 220 nm.

Como no se encontraron condiciones de reversibilidad para la segunda transicién
exploramos la posibilidad de que la primera transicién, observada entre 20°C y 50°C, fuera
reversible, Se hicieron ensayos de desplegamiento de EhTIM siguiendo la transicién por
dicrofsmo circular calentando a 1 °C/min hasta 50 °C, es decir donde acaba la primera

transicién. Después, la muestra se dejo enfriar rapidamente, a ~12 °C/min, hasta 20 °C. Se
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volvid a calentar nuevamente a | °C/min hasta 50 °C; éste ciclo se repitié una vez mas. De
cste experimento se obtuvieron tres curvas de desplegamiento (figura 6). Entre el primer y
el segundo trazo, no hay diferencias significativas, aunque en el tercer trazo €irculos
abiertos) se observa una irreversibilidad marginal Estos resultados nos muestran que la

primera transicion, observada por dicroismo circular, es reversible.

Figura 6
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Figura 6. Reversibilidad de EhTIM, Una muestra de EhTIM se calentd a I°C/min y enfrié a 5°C/min dos
veces y se calentd una vez mas. Primer despl i (A), seg P i (®) y tercer
desplegamicnto (O).

Para cuantificar el porcentaje de reversibilidad en el desplegamiento de EhTIM, se
repitio el experimento descrito anteriormente pero solo se desnaturalizé y renaturalizé una
vez. Después se determinaron los pardmetros cinéticos Vmax y Km a la enzima

renaturalizada, como una prueba del estado conformacional y de asociacién de la enzima.
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Este experimento_demostré que después de un ciclo de calentamiento-enfriamiento se
recupera el 89% de la actividad en la Vmax (ver figura 7). -

“Figura 7
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Figura 7. Cinética enzimitica de EhTIM nativa (®) y EhTIM renaturalizada (O). La ¥max para la enzima
nativa y renaturalizada es de 10,1722163 y 9,079:148 respectivamente, La Km no se modifica
significativamente (0.65+ 0.03 para EhTIM nativa y 0.58+0.03 para EWTIM renaturalizada).

Equilibrio en la primera transicién del desplegamicnto de EhTIM

Ya que la primera transicion es aceptablemente reversible, entonces es necesario
saber si ésta se encuentra al equilibrio. Cuando un transicién esta en equilibrio no depende
del tiempo, sino que exclusivamente depende de la temperatura. Esto se pude saber al
observar si la transicion ocurre a diferentes temperaturas al variar Ia velocidad de
calentamiento y enfriamiento (velocidad de barrido). Por lo tanto se hicieron ensayos de
desplegamiento y replegamiento para ERTIM a diferentes velocidades de barrido (1, 0.5y

0.25 °C/min) en las condiciones estindar. Los resultados se muestran en la figura 8;

2. TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




9 T T L} T T T T
A
104 : i
= . ';lAl
2 » -
% ; 1
5'-12— . .:A =
5‘-1:4 oXs -
oe ‘ :2.‘
* 444 - NTH R i
. olo‘ pland
-154 -1
B
+10 o ncﬂ“ B
[y Ae 22 |
‘s g a8
g 114 ga 1
'13 a
¢ a
3 2 @
] T 8 )
- a8
5 134 i
3] 't ]
[ 88382
14 a
= g:éanog LR
T " T T i L v T T T
w C ) g
-4 . a -
Sha id
—~ B nﬂie
Bl R J
E } . AS..
i ) '
Bl QQL 4
’ S aye
.13 :’D." E
B onlgtt 4
P a.aBpROfeets ]
2] ppuebegitefsd
- L]
T Y 4
0 25 3 3% 40 45 50

Temperatura (*C)

Flgum 8. Dcsplegumlcmo de EhTIM a diferentes velocidades de barrido, cquilibrio en el
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°C/min (@,0), 0.5 °C/min, (B,0) y 1 °C/min (A,A).
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por una parte la transicién parece estar al equilibrio en el desplegamiento, ya que las curvas
obtenidas, a las tres velocidades de barrido se sobreponen. Lo mismo ocurre para el
replegamiento, la velocidad de barrido no afecta el intervalo de temperatura en que ocurre
la transicién. Sin embargo cuando comparamos las curvas de desplegamiento con las de
replegamiento, se alcanza a observar un poco de histéresis, la cual no es comparable con la
gran histéresis que presenta el desplegamiento térmico (Benitez-Cardozo, et al., 2000) y
por hidrocloruro de guanidina (Néjera, ef al., 2003) de ScTIM. Ain asi consideramos que.
las curvas estén al equilibrio con el fin de calcular parimetros termodinidmicos, nuevos

experimentos podrian ayudamos a confirmar esta suposicion.

Modelos de desplegamiento para EhTIM

Como el desplegamiento por temperatura de EhTIM presenta dos transiciones, es
decir tres estados, hay dos modelos sencillos que puede seguir este proceso; tomando en

cuenta que la TIM es una enzima homodimérica, los modelos son:

a) N =M =290 . Donde N es el estado nativo, M es un intermediario
monoméricé y U es el estado desplegado. Si la primera transicién que observamos
(20-5705C)‘ Vesf el piiso 'de" disociacién, entonces, por tratarse de una reaccién
bimbleéulur, la T aumentarfa al incrementar la concentracién de proteina (P?).

b) N Y +==22=2(/, Donde / es un intermediario dimérico. En este caso la 7 de
la primera transicién no depende de la concentracién de proteina porque la primera

transicién es una reaccion unimolecular.

Para distinguir a qué modelo pertencce la primera transicién se realizaron
experimentos de desplegamiento a tres concentraciones de proteina (300, 50, y 15 pug/mi).
Los resultados muestran que la 7m aument$ a medida que la concentracién de proteina fue
incrementada (figura 9), y a pesar de que este aumento es perceptible a simple vista, apenas
es de aproximadamente 2.7 °C al variar en 20 veces la concentracion de protefna. Para
confirmar si las diferencias encontradas en la Tm son significativas se hizo un andlisis
estadistico por medio de la prueba ANOVA (ANalysis Of VAriance). Este anlisis se hizo
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con los resultados de al menos 5 experimentos para cada concentracién de EhTIM. Los

resultados muestran que la probabilidad de que la 7m de las tres concentraciones de

proteina sea la misma es de 9.43 x 10°%. La diferencia entre cada concentracién también fue

significativa como lo demostré un prueba de t de student. Por lo tanto este analisis nos hace

inferir que la Tm en el desplegamiento de EhTIM depende de la concentracién de la enzima

y por lo tanto la primera transicién corresponde a la disociacién de EhTIM.,

Tabla 1
Grupo Niumero de Tm Varianza Desviacién
experimentos | Promedio estdndar
CK)
300 pg/ml 6 314.69 0.14119 0.1188
50 pg/ml 5 312.99 0.14103 0.37554
15 pug/ml 5 312.22 0.08404 0.2899

Tabla 1. Tm’s promedio de Ia disociacién de EhTIM por temperatura observada por dicrofsmo circular,

Figura 9
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Figur 9, Desplegamiento de EWTIM a tres ¢ i de protei

pp/m! (A) seguido por dicroismo circular.
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Disociacién por frio

Ya que en el dcsplegamiémo de proteinas hay un cambio en la capacidad calorifica
entrc el estado native y desnaturalizado (ACp), se predice que las proteinas se
desnaturalizan tanto a altas como a bajas temperaturas, Para saber si EhTIM se disociaba a
bajas temperaturas se midi6 la fluorescencia de la enzima después de dos horas y media de
incubacién a 0° C. Los espectros fueron tomados siguiendo la emisién de los triptofanos a
295nm (figura 10). Hay una disminucién en la longitud de onda de méxima emision (Amax),
es decir un corrimiento hacia el azul de aproximadamente 4 nm. Este fenémeno se ha visto
en EhTIM cuando se estabiliza un monémero con MMTS (Rodriguez-Romero et al., 2002)
en donde se observa un desplazamiento en la Amax de 3.25 nm excitando a 280 nn. Esto
podria significar que uno o mds triptofanos se estdn reacomodando hacia el interior
hidrofébico, de la misma manera que lo hace el monomero estabilizado por MMTS, como
ha sido discutido por Rodriguez-Romero et al, 2002. En particular se discutio
participacién del triptofano 75 que se encuentra en la interfase y que podria estar
reacomodindose en la disociacion de EhTIM. Por lo tanto, es probable que hayamos

observado la disociacién por frié por medio de la fluorescencia.

Figura 10
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Figura 10. Bp de emisién de fluor ia de EWTIM a 0°C excitando a 295 nm después de incubarse 0
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Estabilidad a la dilucién a 10 °C

Otra forma de conocer la dependencia de la disociacién con la concentracién de
proteina (ko(7)) es medir estabilidad a la dilucion a una temperatura dada; ya que sélo el
dimero es activo, se puede observar la fraccidn de enzima nativa, simplemente al medir la
actividad de muestras incubadas a diferentes concentraciones de proteina. Se sabia que la
enzima era estable a la dilucién a 25 ° C y pH 7.4 (Landa et al., 1997), asf que hicimos una
curva de dilucién a 10°C (la cual llamaremos temperatura de referencia, To) y pH 8.5
(figura 11). La curva se ajusté a un modelo de disociacién (ver materiales y métodos) para
obtener la fraccién de EhTIM nativa, esto es Xx (Pt); como parimetro de ajuste se obtuvo la
Kp, que por la relacién AG= -RT In K, nos permite calcular la energia libre de disociacién a
10° C. La Kp para esta curva fue 9.2335E-10 + 2.5934E-10, a la cual le corresponde un AG
de 117 0.13 keal-mol',

Figura 11
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Figura 11. Estabilidad a I dilucién bnm‘EthM a.10 °C, Ia fraccién de dimeros activos en funcién de la
concentracion de protelna. Se midié la actividad a las 0 h de incubacién (O) y 48 h después (@),
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Cilculo de pardmetros termodindmicos

La funcién Xp(T) relaciona la fraccion de enzima disociada (Xa) con la temperatura
y sus pardmetros son: ACp, AHr,, AGr, R, Pt, y To. Esta funcién fue utilizada para ajustar
las curvas de desplegamiento medidas por dicrofsmo circular y de ahf obtener los
pardmetros termodindmicos ACp, AHz, (figura 12). Se utilizaron los datos de 50 y 300
png/ml porque son las concentraciones donde los trazos de dicroismo circular tuvieron
menos ruido. A estas curvas se les hizo un ajuste global con la restriccién de ajustar un solo
AHT, y un solo ACp que describiera las dos curvas, se mantuvieron constantes R, AGp, To ¥
Pr en el njuste, los cuales se dieron por conocidos. El ACp se ajusté en 4.9 +0,213
kecal-mol-K"!, el cual es un valor muy alto para el rango comiinmente hallado en las

interacciones proteina-proteina, el AHr, fue ajustade en -25.77+3.2 keal-mol,

Conel ACp y el AHr, njustados se calculnron el AG, AH'y AS de disociacién de

otras tempemturas al resolver las ecuucnones (l), (5) y ©), estos wvalores fueron graficados

en la fi igura: 13, ademzis en’la

ue tran’ Ios valores culculados para algunas

temperaturas’ que consndemmos impol

TCO| TCK) |- = AGp. .| ~*AHp - | v ASp .~ .| -~ -TASp
’ : kcal-’mdkl" ' 'kédl-‘n‘]or" 7 kcalmol"!(l kcal':mol' .
07 [ 283.15 117 257752 0B [ 347
17.62° | 290.77 12.2 12.18 0o | 0.
75 | 298.15 174 4893 01z - | 379
39.07° | 312.22 836 179.00 035 TI110.64
39.84° | 312.99 5.08 12283 037 11475
A154° | 314,69 743 13130 039 T123.87
Tabla 2. Valores calculados o experil les para al

*To, temperatura de referencia; ® temperatura de méxima estabilidad; ¢ Tin 15 ug/mi; % Tin 50 pg/ml; ® Tm 300
ng/ml.
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Figura 12
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Figura 12, La ccuacién Xy(7), sc ajustd a las curvas de desplegamiento por temperatura (lineas continua)a las
diferentes concentraciones; 300 pg/ml (@) y 50 pg/ml (O) .

Figura 13
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Figura 13. Curvas teéricas la entalpia AHp(T)(-—-), entropfa de disociacién y ASp(T).(+++*) y AGp(T)(—) con
los valores ajustados a las curvas de desplegamiento,
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Accesibilidad al solvente del conférmero M

El pl;occso de &esplegamicnlo de una protefna se ha comparado con la disolucién de
compuestos’ rhidrofébibos en agua (Kauzmann, 1959; Loladze et al., 2001 y 2002 y
referencias ahi citadas), Particularmente se ha relacionado el ACp con el rea expueslzi al
solvente (454) por medio de la ecuacién empirica (Myers et al., 1995):

ACp= -119 + 0.20 454 6)
en donde A4S4 representa el cambio de drea accesible al solvente en el desplegamiento (en
este caso disociacién). La ecuacién (6) contiene un error conceptual porque sugiere que
existe un cambio en la capacidad calorifica aun cuando no exista cambio en la accesibilidad
al solvente, sin embargo puede aportar una relacion relativamente confiable entre éstos dos
pardmetros por lo menos en el intervalo del ACp ajustado. Mas adelante el ACp debe ser
aproximado con otros modelos.

Por otra parte se pueden escribir las siguientes ecuaciones para el A4S4 para el

modelo N —=32M —=2U:

AASA, = 24SA,, — ASA, )
AASA = ASA, — AS4, ®
AASAy; = AASA, +20454, C))

donde AASArores el cambio de accesibilidad entre el estado nativo y desplegado y A4SAy
es el cambio de drea accesible entre el intermediario monomérico (M) y el estado

desplegado (U). Sustituyendo (8) en (7) la expresién queda:

AASAr; = AASAy +2(ASA, - ASA,) (10)
por lo que podemos resolver para 454,y de a siguiente forma:

ASA, = ASA, + %(MSAD — AdSApyr) an

ASA,, =%(AASA,, + ASAy) (12)

De la ecuacién (6) se calculé el cambio de accesibilidad al solvente en la
disociacion (A4S54p) a partir del ACp ajustado de las curvas de disociacién de EhTIM (a

este lo llamaremos AASAp™F). Para poder calcular la accesibilidad al solvente del

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




conformero M (ASAar) necesitamos la accesibilidad del conférmero N como lo dice la
ecuacion (12), éste ultimo fue calculado de la estructura cristalogréfica (PDB: |M6J) como
se menciona ¢n materiales y métodos. La accesibilidad de U (ASAy) se calculé ™ con el
método de Creamer-Rose (Creamer et al., 1995 y 1997).

Por otra parte se calculd otro A4SAp de disociacion (al que llamaremos AASApSHS)
a partir de las accesibilidades de Ny M provenientes de la estructura cristalogrifica (PDB:

1M6J), al resolver la ecuacién (7) con estos valores,

La accesibilidad de M se calculo al resolver la ecuacién (12) con los dos valores del
cambio en In accesibilidad al solvente de disociacién (A4SAp %Sy A4SAp™). Por lo que se
obtuvieron dos valores de area accesible al solvente del intermediario monomérico

(Namados ASAx™P y ASA44C™), los resultados se muestran en la tabla 3,

Tabla 3
Conférmero__[ASAT™ (A7) [ASA™Y (X% [ A4SA AASATR (AN TA4SAEY (&%)
N 19,811 - AASAD 3,167 25,461
M 11,489 22,636 AASAy 20,1214 8,975
[7] 31,611 - AASAror 143411 43411

Tabla 3. Area accesible al solvente (454) de los confarmero presentes en el plegamiento de ERTIM,

Los datos mostrados para la accesibilidad del conférmero M muestran que el
AASAR™F representa el ~60% (AASAp™*/AASA rorx 100) del cambio total representado por
AASAror . En el mismo sentido la disociacion de EhTIM no es de cuerpo rigido porque el
area accesible al solvente del monémero, calculado con los datos derivados de este trabajo,
(ASAM™T ) es el doble de la que sc puede calcular de la estructura cristalografica
(ASAMES),
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DISCUSION

La enzima EhTIM se pliega a través de un intermediario monomérico

De los experimentos de dicroismo circular a diferentes concentraciones de protefna
se puede observar que EhTIM sigue un modelo de tres estados (N &——=22M ¢==2U)en

el que el intermediario es monomérico. Esto se ha observado para la desnaturalizacién por
agentes quimicos de TIM de otras especies (Ndjera e al., 2003, Vizquez-Contreras et al.,
2000). Sin embargo, éste es el primer trabajo en el que se reporta un intermediario
monomérico para desnaturalizacion de TIM por temperatura. El desplegamiento térmico de
la TIM de levadura (BenitezCardoza et al., 2001), TIM de humano y las mutantes con baja
energia de disociacion huTIM/M14Q y huTIM/R98Q (Mainfroid et al, 1996), se

describieron como un proceso de dos estados (N ===22U ). Esto se puede deber a que el

desplegamiento de ScTIM se ve afectada por un proceso de histéresis, es decir que las
mediciones estan fuera del equilibrio (BenitezCardoza et al., 2001), ademads se ha descrito
que el desplegamiento de ScTIM por urea se ajusta a un modelo de dos estados si el
desplegamiento no ha legado al equilibrio (Vizquez-Contreras et al,, 2000). Algunas
evidencias nos hacen pensar que posiblemente el desplegamiento térmico de huTIM
descrito por Mainfroid y colaboradores (Mainfroid et al, 1996) también estd fuera c:l
equilibrio; por ejemplo en una de las figuras de ese trabajo se demuestra, por cromatografia
de exclusion molecular, que a 500 pg/ml las mutantes M14Q y R98Q se encuentran
esencialmente como mondmeros, mientras que a la concentracioén a la que hacen su ensayo
de desplegamiento térmico (10 pg), y con la Kp que reportan para M14Q a 25 °C, se
predice que la fraccion de mondmeros en estado nativo es 0.46. Esto indica que si sus
experimentos de desplegamiento térmico, estuviesen al equilibrio, deberian comenzar con
la mitad de la enzima disociada. Esto es incongruente con la fuerte dependencia a la
concentracion de proteina en las transiciones que presentan estas mutantes, y ademas sus
datos se ajustan a un modelo de dos estados que, como se ha mencionado, al parecer,

sucede en condiciones fuera del equilibrio.
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Otros resultados apoyan nuestra hipdtesis de que la primera transicién corresponde
a la disociacién de EhTIM y la segunda, muy probablemente, al desplegamiento de los
monémeros. En la TIM de Leishmania mexicana, también se observaron dos transiciones a
pH alcalinos en la desnaturalizacién por GuHCL. Para este caso se demostré que el
intermediario es monomérico (Lambeir et al., 2000), al comparar el desplegamiento del
intermediario con una mutante monomérica de TbTIM, llamada monoTIM-SS; en otro
trabajo se reportd que esta mutante tiene una Tm de 55 °C (Schliebs et al., 1997), que es

cercana a la Tm de la segunda transicién reportada en este trabajo.
Interpretacion del ACp en la disociacién de EnTIM

El ACp ajustado en este trabajo (4.9 Kcal mol' °K*!) es alto en comparacién con
los que se han reportado para el desplegamiento de TIM (Mainfroid, et al, 1996;
Acpm,=1.5 Kcal/molK). También es mis grande al ACp predicho por la ecuacién (6)
utilizando los valores de drea accesible (ie. una disociacion de cuerpo rigido). Si
resolvemos (6) con AASApS*"S entonces ACPS5=0.395 Kcal- mol'- °K"!. Existen tres
posibles explicaciones para interpretar el alto valor del ACp ajustado a las curvas de

disociation de EhTIM:

1. Puede ser que el supuesto de que la disociacion sigue un modelo de dos estado no
sea del todo correcta. Ademds en este trabajo se trata independientemente la
disociacién de EhTIM, del plegamiento del mon6mero, aunque probablemente haya
una dependencia de ¢ésta con la scgunda transicion observada (ver figura 3).

2. Por otra patte se ha propuesto que interacciones idnicas, o incluso el agua, ocultas
cn las intercaras proteina-proteina, pueden provocar un aumento en el ACp (Stites,
1997 y referencias ahi citadas). Glu72 es un aminodcido ionizado a pH 8.5, en la
intercara de EhTIM que podria contribuir a este efecto. Ademds existe una gran
cantidad de agua atrapada en la intercara de la TIM que también podria estar
aumentando el ACp.

3. Si bien es posible que el ACp haya sido sobreestimado, también hay evidencias a

favor de que el alto valor de ACp se deba a la exposicion de la intercara de EhTIM
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al solvente . Tomando como cierto el valor de ACp y comparando los valores de la
tabla 3, se puede ver que la disociacién de EhTIM no es de cuerpo rigido, lo cual no
es sorprendente ya que hay un cambio considerable en la estructura secundaria
producido por la disociacién de EhTIM (figura 4). Ademds, en el desplegamiento de
ScTiIM, se ha reportado un intermediario monomérico con el mismo radio de Stocks
que la enzima nativa, ie. expandido (Ndjera, et al., 2003). En otro reporte se
encontré un intermediario compacto para el desplegamiento de ScTIM (Morgan, et

al., 2000), pero a diferencia del de Ndjera et al. 2003, no esta al equilibrio.
El papel de Glu72 en la asociacién/disociacién de EhnTIM

Se han descrito las razones por las que un glutimico en la posicién 65 de TIM de
Leishmania - mexicana (LmTIM) podria desestabilizar la disociacién a pH alcalinos
(Lambeir ef-al., 2000). Este residuo forma parte importante de la concavidad hidrofébica
qhe alberga al asa 3 de la otra subunidad en la intercara de la enzima. La mayoria de las
especies tienen en esa posicion un residuo de glutamina. En EhTIM hay un residuo de
glutdmico (Glu72, figura 1), lo que podria explicar la baja energia de disociacién
encontrada en EhTIM a pH 8.5 (ver tabla 4). Experimentos reportados en LmTIM
(Lambeir et al., 2000; Williams et al., 1999) y la observacién e la estructura de EhTIM
(PDB 1M6J), muestran los siguientes hechos:

1. En TbTIM y LmTIM/E65Q existe un puente de hidrogeno entre el O de la Ala42 y
el NE2 de la GIn6S5, cuya distancia en TbTIM es 2.7 A y en LmTIM/E65Q es 2.9 A;
en LmTIM y EhTIM esta interaccidn se ve afectada, en LmTIM la distancia es 3.13
A, y en EhTIM Ia distancia entre los dtomos equivalente, Gly45 y Glu72, es 3.4 A
(figura 14). Esta interaccion es responsable del aumento de 4 kcal/mol en el AGror
de plegamiento de LmTIM/E65Q y sc ha propuesto que dicha interaccién, a pesar
de ser intracatenaria, no estd en el intenmediario monomérico (Lambeir et al.,
2000).
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2. También se ha propuesto que la vec':indkadk de':Glu65 en LmTIM es propicia para
interacciones de puente de hidrégéno,’bpéfé pa ! un resiliub de glutamina (Williams
etal,1999), . o oo :

3. La estabilidad de LmTIM’

fenémeno se atribuye 'ln joni

;ﬁ’lcrﬁté’ aependencin con el pH. Este
cion de Glu65 k(l'..ambeir et al,2000). La presencia
de un intermediario. monomérico e Eh’I‘lM Tesalta la desestabilizacién a pH
alcalino, réfonzabdévpor‘q‘l‘hggho de que la Tm de disociacién, a pH 8.5, es ~40 °C y
a pH 7.4 es de =55 °C (Landa e al.'1997).

‘Tablag,

Especie AGp keal/mol
huTIM S 14.3*
EhTIM ER 11.74
ScTIM ‘ 16.8 a 18.43°
- 19.11 2 21,83°
rTIM 14.61%

Tablad,AGp a25° para diferentes especies de TIM
*(Mainfroid et al,1996)

b(Néjera ef af,2003)

S(Lolis et al.,et al., 1990)

Y(Rictveld et af, 1998)

Colapso y plegamiento de EhTIM

Dado que nuestra intencion es hacer inferencias sobre el proceso de pkegamiento de

EhTIM, en esta seccién hablaremos en sentido del plegamiento, es decir:
QU2 —=N

Tanto glutimico como glutamina son considerados aminodcidos polares y el sentido
comin nos hace pensar que su ocultamiento en una cavidad hidrofébica deberfa
considerarse desfavorable, pero se ha demostrado que el ocultamiento de residuos polares
es equivalente al ocultamiento de aminodcidos hidrofébicos del mismo tamafio si éste
aminoécido polar logra una interaccion de puente de hidrogeno en el interior (i.e deja de ser

tan desfavorable) (Loladze er al, 2002). Este es el caso de GIn6S de TbTIM y
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LmTIM/E65Q y. no es asi_para Glu65 de LmTIM 'y Glu72 de EhTIM yn que esta
interaccion esté afectuda en cI eslado nntlvo de las dos ultlmns enznmns.

. Flgura l4
CLmTIM/E6SQ *"E?:TIM o
O(Alnd2) O(AId2) O(Gly4s) O(Glv4m)
NE2(Glué%) NE2(Gln6S) OE2AG72) OE2(Glu72)
M < <
~234 : 344
N
@,

Figura 14. Modclo de plegamiento de EhTIM. La interaccién O(Gly45)OE2(Glu72) se ve afectada cn el
estado N en comparacién a otras TIM, lo que sugiere que esta interaccién es desfavorable y disminuye la
encrgla de asociacion.

De acuerdo a los datos expuestos y referidos podemos proponer el siguiente

esquema de asociacién para la TIM:

El conférmero U se pliega hasta que se forma un intermediario monomérico M. El
intermediario monomérico es una especie con un 60-70% de drea expuesta como lo indica
el ACp aunque con considerable estructura secundaria como lo muestran los espectros de
dicroismo circular (figura 4). En este intermediario expandido, en EhTIM, no existe la
interaccién O(Ala42)-NE2(gIn65) o su equivalente en otras TIM. Al asociarse este
intermediario se ocultarfa esta glutamina de la interfase y este ocultamiento no seria tan

desfavorable porque logra hacer un puente de hidrogeno, esto es imposible en EhTIM
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porque Glu72 no puede interaccionar con ¢l O de la Gly45, convirtiéndose asi en una
interaccién mas desfavorable. Al pH en el que estin hechos los experimentos de este
trabajo el efecto desfavorable de Glu72 es coadyuvado por su ionizacién. El hecho de que
el mondémero sea una especie expandida sugiere que la asociacion de los monémeros es
esencial para que ambas cadenas polipeptidicas completen su plegamiento hasta ¢l estado
N. Lo que sugieren los datos hasta ahora reportados es la importancia del asa 3 en el
plegamiento de la TIM, ya que el asa 3 podria estar proporcionando a la otra subunidad los
contactos necesarios para que sc lleve a cabo una especic de  acomodamiento inducido
(Shakhnovich, 1999) que la lleve al estado nativo y complete el plegamiento de los

monoémeros.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Evolucién y dimerizacién

La dimerizacion para la TIM cs un evento clave que permite 1) el plegamiento
completo de los mon6émeros hasta el estado nativo y 2) el correcto acomodamiento del sitio
activo (Schliebs et al, 1997). Las razones por las cuales la TIM ha evolucionado hacia
dimero, apuntan hacia razones funcionales (Ndjera et al, 2003) y no de estabilidad como sc
habfa mencionado (Mainfroid et al, 1996). En un intento por revivir la teoria de la
recapitulaciéon de Haeckel, se ha propuesto que la ruta de plegamiento de oligdmeros
recapitula su historia de dimerizacién (D'alessio, 1999). Esto significa, que para el caso de
dimeros que se pliegan en dos pasos, la dimerizacién sucedié tempranamente en la
evolucién debido quizd a una baja estabilidad inicial, asi mismo, en los dimeros que se
pliegan en tres estados la dimerizacién fue un cvento ulterior a la evolucion y a la
estabilizacién de los monémeros. El dilema que surge al analizar estos datos es si el
plegamiento de los mondmeros fue un evento evolutivamente concomitante a la
dimerizacién o posterior. Lo mas razonable seria pensar que en un principio de la evolucion
la TIM cra una enzima monomérica con muy poca actividad, tal vez como la RE-TIM
(Schliebs er al, 1997) y que el evento de dimerizacion (y/o tetramerizacién) dio una ventaja
funcional muy notable, después la evolucion se enfocé al mejoramiento de energia de

asociacion a expensas del mecanismo de plegamiento del monémero.
Histéresis, asociacién y plegamiento

Se ha observado histéresis en la disociacion y plegamiento de wrias especies de
TIM (Néjera et al, 2003; Benitez-Cardoza et al, 200l, Rictveld et al, 1996). Este fenémeno
puede ser provocado por la alta energia de activacion para la disociacién de TIM (Rietveld
et al, 1996; Néjera et al, 2003). En la disociaciéon de EhTIM pricticamente no se observa
histéresis. Tal vez la inestabilidad provocada por el Glu72 nos este indicando que las

interacciones hidrofdbicas cercanas a ese residuo provoquen histéresis en las enzimas en
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donde hay glutamina. En este sentido serfa interesante comprobar esto a través de mutacion

dirigida en las especies cuyo desplegamiento esta cinéticamente controlado como ScTIM.
EWTIM, un modelo para las interacciones proteina-proteina entre oligémeros

EhTIM es una enzima que puede dar luz sobre las interacciones intercatenarias en
los oligdmeros ya que, a diferencia de otras especies de TIM, es reversible y su disociacion
se puede estudiar al equilibrio. Otra ventaja que presenta es la estabilizacién de especies
monoméricas, ya sea por modificacién quimica (RodriguezRomero et al, 2002) o por
temperatura como las que se muestran en el presente trabajo. Bajo esta perspectiva la
substitucién natural Q72E en EhTIM si bien podria representar una desventaja para la

enzima, conviene para el estudio de la asociacién de proteinas, en especifico de la TIM.

Por otra parte, la evaluacién de parimetros termodindmicos precisos es necesaria
para lograr la descripcion de la disociacion de EhTIM. Bajo esta perspectiva el ACp debe
evaluarse por otros métodos, como calorimetria diferencial de barrido o calorimetria
isotérmica de titulacién. También se debe comprobar con otras técnicas espectroscépicas,
como fluorescencia intrinseca, el supuesto de que la disociacion de EhTIM se da en un

unico paso.
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