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RESUMEN

El problema del plegamiento de las proteinas consiste en indagar los mecanismos
por los cudles un polipéptido que presenta una estructura extendida y
desordenada alcanza la conformacion nativa. Una forma de abordar este problema
es la caracterizacion de los cambios estructurales que ocurren durante el
plegamiento y las interacciones que gobiemnan estos cambios.

En general las proteinas cligoméricas desarrollan procescs de desnaturalizacion
y/o plegamientc donde la agregacién conduce a transiciones ireversibles. La
triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei (TbTIM) es una enzima
homedimérica de 250 aminoédcidos por mondmero, por lo que el estudio de su
plegamiento es una aproximacién para abordar el problema del plegamiento de
preteinas mas complejas.

En este trabajo se obtuvieron los pardmetros asociados a la estabilidad de la
TbTIM y dos dobles mutantes de cisteina, se determiné la participacién en el
plegamiento de residuos de Cys conservados en la estructura de la TiM, asi como
del 2-fosfoglicolato, una molécula anéloga del estado de transicion. En un analisis
de todas las secuencias de TIMs reportadas en el GenBank, encontramos una
correlacién negativa entre carga e hidrofobicidad promedio que se relacicnan con
la reversibilidag de las transiciones en TIMs desnaturalizadas por HCI-Gdn.
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1.- ANTECEDENTES
1.1.- El plegamiento de las proteinas

Las proteinas son polimeros de aminoacidos esenciales en la bioguimica
celular, la gran maycria de ellas son funcionales sélo si han adoptado una
conformacién nativa {estructura estable especifica). El plegamiento de las
proteinas es el proceso por el que cual una cadena polipeptidica sin estructura
especifica altera su conformacién para alcanzar su estado nativo. E! problema
del plegamiento de las proteinas consiste en determinar cémo y porqué
mecanismos se alcanza la conformacién nativa, en otras palabras se busca
caracterizar los cambios estructurales que ocurren durante el plegamiento y las
interacciones que gcbiernan estos cambics. Una via de plegamiento es la
secuencia de cambios estructurales que ocurren durante el plegamiento de una
proteina. Ya que las proteinas conforman una clase heterogénea de moléculas,
las vias de plegamiento difieren drasticamente entre ellas. Sin embargo, todas
las estructuras proteicas estan gobernadas por las mismas interacciones fisicas
y sus estructuras nativas tienen varias caracteristicas en comudn, como la
presencia de estructuras secundarias y de uno o mas nucleos hidrofdbicos. La
caracterizacion de una vfa de plegamiento, asi como de los parametros
termodindmices y cinéticos involucrados, provee informacién valiosa para
abordar el problema del plegamiento de las proteinas.

1.2.- Interacciones que estabilizan la estructura de las proteinas

Las proteinas tienen una estructura nativa marginalmente estable, resultado de
un balance entre las distintas fuerzas no covalentes: interacciones iénicas y
dipolares, enlaces de hidrégenc y fuerzas hidrofobicas. Las interacciones
ionicas son relativamente débiles en soluciones acucsas debido al efecto
solvatante del agua. Las distintas interacciones entre dipolos permanentes e
inducidos, llamadas nomalmente fuerzas de van der Waals, son aun mas
débiles y sélo son efectivas en rangos muy cortos. Sin embargo, debido a su
gran cantidad, su fuerza se acumula y determinan la energética y conformacion
de las proteinas. Los enlaces de hidrégeno son las interacciones mas
direccionales entre las fuerzas no covalentes, individualmente aportan poca
estabilidad a la estructura y son sélo marginalmente mas fuertes que los que
una protefna desplegada puede formar con el agua. Estos participan en la
formacién de la estructura nativa de las proteinas. Ei efecto hidrofobico surge
del ordenamiento desfavorable de las moléculas de agua que resulta de {a
hidratacion de grupos no polares, al plegarse dichos grupos la proteina
minimiza éstas interacciones desfavorables (7).

La conformacién nativa de las proteinas es marginalmente estable en
condiciones particulares. Un cambio en la temperatura, pH, la adicion de urea,
clorurc de guanidinio u ofro agente caotrépice, desnaturaliza la proteina. La
desnaturalizacion de algunas proteinas es reversible (en particular proteinas
globulares pequefias y monoméricas), éstas proteinas se repliegan a su
conformacion nativa en condiciones apropiadas. Los cambios en energia libre,
entalpia y entropia de la reaccién de plegamiento/desplegamiento son
determinados en las proteinas cuyo proceso de desnaturalizacidn es reversible.




1.3.- El experimento de Anfinsen y la paradoja de Levinthai

En 1557 Christian Anfinsen realizé experimentos de desnaturaiizacién en la
RNasa A pancreatica bovina, una proteina monomérica globular de 124
aminoacidos. Anfinsen la desnaturalizé por completo y redujo los cuatro
puentes disulfuro de la RNasa A al exponeria a una solucién 8M de urea y 2-
mercaptoetanol, después mediante didlisis retird la urea y expuso esta solucion
a O, con ke cual obtuvo una enzima 100% activa y fisicamente indistinguible
de la RNasa A nativa. Este experimento demostré que la estructura primaria de
las proteinas determina la estructura terciaria.

La explicacion mas simple respecto al mecanismo de plegamiento, seria que
una proteina explorara todas sus conformaciones posibles hasta encontrar
aleatoriamente su estado nativo. Sin embargo, mediante un experimento
tedrico Cyrus Levinthal demostrd que e} plegamiento no es un proceso aleaterio:
asumid que los dos angulos de torsion ¢ y y de una proteina formada por n-
residuos de aminocacidos, podian adoptar tres conformaciones estables, esto
resulta en 32" = 10" posibles conformaciones para la proteina. Si una proteina
puede explorar nuevas conformaciones a la velocidad a la cual los enlaces
sencillos pueden reorientarse, &sta podria visitar 10'* conformaciones por
segundo. Finalmente, calculd el tiempo en segundos para que una proteina
explore todas sus posibles conformaciones:

t=10"10"s"

Para una proteina pequefia, de n=100 residuos, ef tiempo obtenido es t = 10% s,
un tiempo inmensamente mayor a la edad del universo. Obviamente, alin ia
proteina mas pequedia no podria alcanzar su conformacion nativa por un
proceso de busqueda aleatoria, esta inferencia es conocida como ta Paradoja
de Levinthal. Por lo tanto, Levinthal propuso que las proteinas debian plegarse
siguiendo una (s) trayectoria (s) ordenada en {a que la aproximacion al estado
nativo es acomparado de un incremento en la estabilidad conformacional. {1)

Sin embargo, existen proteinas que no se repliegan después de ser
desnaturalizadas, en ocasiones debido a que son sujetas a procesamiento
celular posterior a fa biosintesis ( Ej. La subtilisina tiene una secuencia
requerida para dirigir el plegamiento, al t&rmino ésta secuencia es removida por
autolisis). En otros casos, prote/nas grandes o multiméricas requieren ayuda
para piegarse y son asistidas por chapercnas moleculares.

El obletivo primordial al estudiar el plegamiento y desnaturalizaciéon de las
proteinas es conocer en detalle los principios que gobieman [a formacién de la
estructura nativa, asi como los mecanismos por el cual ocurre el plegamiento,
esto resulta de interés particular, ya que lo anterior constituye una interrogante
cientifica importante cuya resolucién aportaria avances significativos en [a
ingenieria de proteinas y la prediccion de estructuras tridimensionales a partir
de secuencias de aminodcidos. Para ello, es importante detectar y caracterizar
los intermediarios en las reacciones de plegamiento que pueden presentarse
bajo ciertas condiciones de desnaturalizacién y que difieren en algunas de sus
caracteristicas de los estados nativo y desplegado.




1.4.- Desnaturalizantes quimicos y constante de equilibrio

A pesar de uso comun de los desnaturalizantes quimicos, su mecanismo de
accién aun no es del todo claro. Los primeros trabajos se enfocaron en ef
potencial de estas sustancias para interferir con !a red de enlaces de hidrogeno
que estabiliza la proteina al formar enlaces de hidrégeno con el esqueleto
peptidico y con las cadenas de aminoacidos. Trabajos recientes indican que ni
la urea ni el i6n guanidinio son mas potentes que el agua para formar puentes
de hidrégeno. Un factor mas importante parece ser la capacidad de éstos
desnaturalizantes para incrementar la solubilidad de las cadenas principales y
laterales incluyendo las de naturaleza hidrofébica, reduciende la magnitud del
efecto hidrofdbico {(2).

Los iones guanidinio y la urea pueden disminuir las interacciones desfavorables
de las cadenas laterales hidrofébicas con el agua hasta por un tercio, por tanto
una solucion acuosa de éstos desnaturalizantes es un mejor solvente para una
cadena polipeptidica que el agua pura. La tendencia a adoptar una estructura
empacada por los residuos que forman el nucleo de la proteina es mucho
menos pronunciada.

Las constantes de equilibrio describen el efecto de la concentracion de
desnaturalizante en las proporciones de los estados nativo, desnaturalizade e
intermediarios estables y pueden obtenerse a partir de dos tipos de
experimentos; de desnaturalizacién cuando el estado inicial es ia proteina
nativa y se incuba a distintas concentraciones de desnaturalizante (N—D) y de
replegamiento, en los que la proteina totalmente desnaturalizada es el estado
inicial y luego se repliega a distintas concentraciones de desnaturalizante
{D—Nj}. Si la desnaturalizacién y el replegamiento son reversibles y el tempo
de incubacién es suficiente para alcanzar el equilibrio, ambos experimentos
deben dar los mismos resultados.

1.5.- Modelos de plegamiento proteico y AG® de estabilidad

Las tramsiciones de plegamiento y desnaturalizacién de varias proteinas
pequefias globulares son altamente cooperativas, éstas siguen un mecanismo
de dos estados que involucra sélo a los estados nativo y desplegado. La
constante de equilibrio que relaciona estos dos estados termodinamicos, es
representada por la ecuacion f1], donde [D] y [N] son las concentraciones al
equilibrio de la proteina desnaturalizada y nativa, respectivamente {figura 1).
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Figura 1. Representacién esquematica de una transicidn de desnaturalizacidn reversible de
dos estados. El estado nativo comesponde a una estructura plegada, el estado desnaturalizado
representa una estructura desplegada y desordenada. La constante de equilibrio K = [DMN]
depende de la concentracin de desnaturalizante en e solvente. En ausencia de
desnaturalizante Ky << 1.

D]
= [ﬂ Ec. [1]

La estabilidad del estado nativo es determinada por la diferencia en energia
libre entre los estados desnaturalizados y nativos, AG® = G° - G®. Para que el
estado nativo sea estable, AG® tiene que ser positivo. La relacion entre la
energia libre de desnaturalizacién y la constante de equilibrio se expresa en la
ecuacion [2].

AG® = - RT In Keq Ec. [2]

En la ecuacién [2], R es la constante de los gases y T la temperatura absoluta.
En ausencia de desnaturalizantes, la desnaturalizacién es endergénica (AG®>0,

Keg << 1).

Se ha encontrado empliricamente que la energla libre de desnaturalizacion
depende linealmente de la concentracion de desnaturalizante, ecuacion [3].

AG® = A GPgua — m{D] Ec. {3]

Donde AG°xua es la energla libre de denaturalizacion en ausencia de
desnaturalizante y [D] es la concentracién de desnaturalizante. El valor de m
en la ecuacidn reflieja la dependencia de AG® en la concentracién de
desnaturalizante, m es proporcional al cambio en area accesible al solvente de
la proteina debido a la desnaturalizacién, es también un indicador del grado de
cocperatividad del proceso {3).

En el casc de protefnas oligoméricas, se ha estudiado principalmente (a
desnaturalizacién, ya que comunmente se observa un bajo rendimiento en el
replegamiento  debido a la formacion de interacciones imeversibles no
productivas entre los intermediarios de plegamiento {4}, Otro problema
frecuente es la lentitud de las cinéticas de plegamiento y desnaturalizacién,
complicando asi la identificacién de estados al equilibrio.

Algunas proteinas cligoméricas presentan procesos de
desplegamiento/disociacién que se ajustan a un modelo de dos estados, sin la




deteccién de intermediarios (5), pero en la mayoria de los casos se han
reportado intermediarios estables. En general las proteinas ofigoméricas
desarrollan procesos de desnaturalizacién complejos, en los que la
precipitacion yfo agregacién generan imeversibilidad parcial o completa.
Cuando tres o mas estados son observados, es posible estimar la contribucion
del plegamiento de los monémeros y su asociacién, a la estabilidad total de 1a
proteina a través del calculo de los parametros termodinémicos asociados a!
procesa, siempre y cuando sea reversible y ef sistema alcance el equilibrio. El
estudio del plegamiento de proteinas homodiméricas resulta interesante como
una aproximacion para abordar el plegamientc de proteinas mas complejas.

Es generalmente aceptado que la infermacion que determina al estado nativo
se encuentra en la secuencia de aminodcidos, por esto se ha planteado gue la
capacidad de las proteinas para adoptar intermediarios estables en la via de
plegamiento y desnaturalizacién también deberia ser una propiedad infrinseca
de la estructura primaria. En los dliimos afios algunos grupes de investigacién
(dirigidos por Uversky y Dunker, principaimente) se han dado a la tarea de
buscar caracteristicas en la estructura primaria que pudieran correlacicnarse
con la presencia de intermediarios parcialmente plegados {6). En particular el
andlisis de secuencias de aminodcidos realizado por Uversky fue tomado
como modelo en la bisqueda de correlaciones en ias distintas TIMs reportadas
en el GenBank que llevamos a cabo en esta tesis.

En los trabajos tedricos reportados por Uversky se utilizan las secuencias de
amincacidos de proteinas que han sido estudiadas at equilibric en
experimentos de desnaturalizacién, éstas presentan cualquier cantidad de
intermediarios estables (6). Entre las secuencias se exploran las posibles
correlaciones entre nimero de aminoacidos, masa molecular, carga promedio
de la proteina, hidrofobicidad promedio y la presencia o nc de intermediarios.
Entre estas caracteristicas, sobresalen las correlaciones entre la hidrofobicidad
y carga promedio con la presencia de intermediarios al equilibrio. Al parecer {as
proteinas gque exhiben un modelo de piegamiento de dos estados son en
promedic menos hidrofobicas y tienen mayor carga neta que las que presentan
estados intermediarios. Dicha comrefacién ha sido explicada en témminos de
menor participacion del efecto hidrofdbice en la estabilidad de la enzima y las
posibles repulsiones electrostaticas que impedirian la formacién de otros
estados al equilibrio, por tanto cambios pequerios en el ambiente vencerian las
interacciones que estabitizan al estado nativo y conducirfan al desplegamiento
total de la proteina, en otras palabras se favorece la cooperatividad del proceso
de desnaturalizacion.

1.6.- Estudios de estabilidad en mutantes

lLa estabilidad de las proteinas también ha sido estudiada midiendo & efecto
de alterar fa estructura pfimaria por muiaciones o por agentes quimicos. Al
realizar mutaciones especificas se puede investigar la contribucion de un (s}
aminoacido {(s) en la funcién o estabilidad, por ejemplo para determinar si un
aminoacido particular es critico en el plegamiento la aproximacién mas directa
es construir mutantes de este aminodcido y medir las energias libres de
plegamiento de la enzima silvestre y todas las mutantes. La diferencia en el




cambio en energia libre de plegamiento entre las enzimas mutante y silvestre,
es una medida de la perturbacién energética introducida por una mutacién, este
pardmetro es conocido como AAG® {7) y es definido a continuacién en [4]:

AAG® = (AG®pieg)mut — (AGpeg)ss  EC. [4]

una mutacién que no afecte la energética del plegamiento, tendra valores de
AAG® cercanos a cero.

Proteinas como la lisozima del fago T4 {8), la nucleasa de staphylococcus (9) ¥
el citocromo ¢ (10), han sido caracterizadas energéticamente por mutagénesis
aleatoria. Se ha encontradc que la mayoria de las mutaciones (o conjunto de
éstas) tienen un efecto desestabilizante. Muy pocas mutantes son
significativamente mas estables que la enzima silvestre y aquellas que lo son
exhiben cinéticas de plegamiento muy lentas ¢ carecen de funcién bicldgica.

El efecto en la estabilidad por una mutacién particular depende de la
participacién en el estado nativo del residuo mutado, la contribucién del residuc
introducido y las alteraciones conformacionales causadas por el reemplazo. En
general se ha observado qu4 el empacado de los atomos cambia alrededor de
los residuos introducidos, perc [a magnitud dei cambio depende del tipo de
mutacién y de su ubicacién en la estructura plegada. Normalmente los
reemplazos en la superficie afectan muy poco o nada a la estabilidad, los
residucs con carga que aqui se localizan, pueden ser intercambiados por
residuos no polares y viceversa generando pequefos cambios en la estabilidad,
a excepcion de los residuos con carga que participen en la formacién de
puentes salincs {3). Por ofra parte, el interior de la proteina es méas sensible a
las mutaciones, la estabilidad neta de las proteinas disminuye al sustituir las
cadenas laterales hidrofobicas ubicadas en el nucleo, por una de mayer
tamafic que no ajusta con & entorno, una menor que genera cavidades o por
aminoacidos polares o con carga que estdn en ambientes hidrofébicos. Los
mayores efectos energéticos ocasionados por mutacienes normalmente
ocurren en los sitios mas empacados, es decir en la parte menos flexible de la
proteina {(3).

Con frecuencia los efectos energéticos de dos alteraciones simultineas son
aditivos, las excepciones son ocasionadas principalmente porque los
reemplazos ocurren en regiones adyacentes de la conformacion plegada, en
estos casos el residuo que esta presente en un sitio, interfiere con el reemplazoe
del sitio contiguo.

1.7.- Generalidades de la TIM

La triosafosfato isomerasa es una enzima altamente eficiente, presente en
todas las células. Cataliza una reaccién central en la glucdlisis, la
interconversién de los azucares de tres carbones dihidroxiacetona fosfato y el
D-gliceraldehido-3-fosfato. La presencia de la TIM asegura el catabolismo
eficiente de los seis carbonos de fa glucosa ya que solo el GAP puede
continuar el siguiente paso de ia glucdlisis. La TIM ha alcanzado la perfeccion



catalitica, que consiste en una velocidad de reaccién que sélo esta limitada por
la difusién de! sustrato dentro y fuera de la enzima. La actividad catalftica de la
TIM exhibe una cinética Michaeliana, aunque sus propiedades funcicnales
dependen de contactos originados por la dimerizacién, no es regulada
alostéricamente y ios residuos involucrados en ia unién de sustratc y catalisis
se encuentran en el mondmero (7}.

La estructura tridimensional de la TIM de varias especies ha sido resuelta por
cristalografla de rayos X. Para la TIM de Leishmania se ha fogrado una
resolucién de 0.83 A ({1) . En este cristal la TIM esta en un complejo con el 2-
fosfoglicolate, un analogo del estado de transicidn del sustrato (figura 2). Hasta
ahora todas las TIMs silvestres son cligoméricas, cada subunidad en la ThTIM
pesa 26.9 kD y es conformada por 250 aa que se pliegan para formar el
prototipo de bamil {a/B)s, {(hélice alfa, asa, hebra beta, asa}, unc de los
plegamientos mas comunes en la naturaleza. Las unidades alfa/beta se pliegan
de manera regular, de modo que las hebras beta {numeradas de beta1-beta8)
forman un barrii beta. Las hélices alfa {alfa1-alfa8) rodean el exterior del barril
beta. Los residuos cataliticos se ubican en hebras beta y en las asas que
conectan la hebra beta a |a hélice alfa subsecuente.

Y-

Figura 2. Residuos de! sific activo y Cys 126 del cristal de ia LmTIM/PGA a una resolucion de
0.83 A. Las coordenadas fueron tomadas del Protein Data Bank 1N55, referencia (11}

El sitio donde las dos subunidades contactan es llamado interfase dimérica y
esta formada principalmente por las asas 1, 2, 3 y 4. El asa 3 se extiende
dentro de una cavidad formada por las asas 1 y 4 de la subunidad vecina, esta
asa es llamado interdigitante y consiste de nueve residuos. Entre los contactos
que estabilizan mas a la interfase, se encuentran los enlaces de hidrégeno
formados por el asa interdigitante. Otra asa importante en la TIM es la asa 6,
que esta involucrade en el funcionamientc cataliicc, mas que en Ia
estabilizacién estructural (residuos 166-176). Se propone que la funcién de esta
asa en el mecanismo catalitico es proteger al sitio activo dei solvente y prevenir
la eliminacion del fosfato del intermediario {72), ya que la conformacién cerrada
estabiliza al estado de fransicién. Mediciones realizadas por RMN, han
revelado que el movimiento del asa es independiente de la unién de glicerol-3-
fosfato (un andlogo del sustrato) o 2-fosfoglicolato (un analoge del estado de




transicién), sin embargo, fa unién de ligando desplaza el equilibric hacia la
conformacién cerrada. El movimiento entre las conformaciones cefrada vy
abierta es suficientemente rapido (~100us) para permitir la reaccion catalltica
{un nimero de recambio en el orden de magnitud de 10°%-10" s7) (13).

Estudios con la TIM de levadura han propuesto que el mecanismo de
isomerizacién es una fransferencia de un protén catalizada por una base con
asistencia electrofilica (74). Los residuos cataliticos de la TIM incluyen al
giutamato 167 como base catalitica y a la histidina 95 que transfiere protones
intramolecularmente durante la interconversién de los dos azicares, la carga
positiva de la lisina 12 favorece la unién del sustrato, finalmente, 1a serina 96
participa al asistir el posicionamiento adecuado de la base catalitica (E167). El
glutamate 167 cataliza la transferencia intramclecular del protéon entre el
carbono 1 (C1} y carbono 2 (C2) del sustrato, y la histidina 95 cataliza la
transferencia ded protdn entre el oxigeno del C1 y el oxigeno del C2 El
glutamate inicia la reaccién al deprotonar el sustrato debido a que tiene una
carga negativa a pH fisiolégico (figura 3).
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Figura 3. Mecanismo enzimatico propuesto para la reaccién catalizada por la TIM




1.8.- Residuos de cisteinaen la TbTIM

La TIM de Trypanosoma brucei tiene tres cisteinas en las posiciones 14, 39 y
126 (figura 4). La C14 se localiza en el asa 1 y es uno de los tres residuos gue
se encuentran expuestos en el monémero y completamente enterrados en la
interfase. En la estructura cristalogréfica se observa que la cadena lateral de la
Cys14 esta rodeada por los residuos del asa 3 de la otra subunidad, formando
un puente de hidrégeno con la Gly72 y a una distancia aproximada de 0.38nm
de la Ser71, Giu77, Val78 y Ser79 {15). Por otra parte, la Cys126 es un residuo
altamente conservado, en una blisqueda exhaustiva de todas las secuencias
reportadas de TIMs en el GenBank (284 secuencias) encontramos que
solamente una de ellas (Oenococcus oeni) no conserva este aminodcido. La
Cys126 se ubica casi al final de la hebra beta 5, su atomo de Sy forma parte del
interior del barril beta y se encuentra a la distancia de un contacto de van der
Waals de un oxigeno del Giu catalitico (77). La Cys39 es un residuo no
conservado que forma parte de una de las hebras beta.

Figura 4. TIM de Trypanosoma brucei. Los residuos de cisteinas se resattan comao esferas y se
numeran s&o en uno de los mondmeros. Las coordenadas fueron tomadas del Protein Data
Bank 1KV5 a 1.65 A de resolucion.

1.9.- Estudios de estabilidad en lIa TIM

Hasta ahora, la mayoria de los estudios de estabilidad de la TIM, han sido
realizados en la direccién N—D (16, 17 y 18), sin embargo, recientemente se
efectué la caracterizacién energética en el sentido D—N para la TIM de
Saccharomyces cerevisiae, en donde el mecanismo comprende un proceso de
tres estados que incluye a un monémero inactivo expandido {19).

Aunque las estructuras tridimensionales de las TIMs de distintas especies
forman un barril (a/B)s, sus vias de plegamiento al equilibric son distintas. Las




TIMs de conejo (20 y 21), Baciflus stearothermophilus y Leishmania mexicana
(22 y 23) se ajustan a un modelo de dos estados, mientras que en las vias de
plegamiento de Saccharomyces cerevisiae (19 y 24) y Thermotoga maritima
(25) se detecta un intermediaric monomérico y agregados en esta Glima. El
modelo de plegamiento que incluye mas intermediarios en la TIM es el
reportado para Trypanosoma cruzi {26}, que incluye cuatro estados (nativo,
dimero no nativo, mondmero expandido y monémero desnaturalizado) y cuya
desnaturalizacién por HCIGdn es reversible. Las TIMs de Plasmodium
falciparum (27} y Trypanosoma brucei (18) también se ajustan a este modelo,
sin embargo su desnaturalizacién es irreversible y presentan agregades. La
tabia 1 resume las caracteristicas del plegamiento en las distintas TIMs
desnaturalizadas en HC!-Gdn hasta el momento (26).

Via de AG*?
Enzima | Cond.Eq" | Rev.® | a° gdesnaturalizacion {dmar'y | Ref.
BsTIM 247258 Si 27 Nz » 2D 1013 17
TmT#A | 48Aadiable® | No 18 M=+ A 2D — 25
T T2257.4 Si 19 Nz — 2D 70 [BW5] 20
24/0/6.8 140.6 21
PITT 1/nrB Mo 25 Nz > N> A > 2D — i
yT 241257 4 Si 20 M =+ 2M = 2D 103.5 19
24/25(7.2 20 [70.316.6] | 24
LT 12/207.5 Si 25 Mz — 2D a24 3
Nz - N~ 2 — 2D
TeTIM 48257 .4 Ho 20 1 1 — 18
A A
214
TcTiM 48/25/7 4 Si 212 | Wz 5> N~ 2M « 2D 105.7 26
35
31.5

Tabla 1. “Condiciones de Equilbrio: tiempo{hitemperatura (*ClpH. "Reversibiidad de la
desnaturalizacitn. “Al es el cambio total en el CEM por 'a desnaturalizacién de los mondmeros.
°En corchetes se presentan kos valores AG secaun/ AG® e chod o

A pesar del alto porcentaje de identidad en estructura primaria {75%) entre las
TIMs de T. brucei (TbTIM) y T. cruzi (TcTIM) y que sdlo e 13% de sus
estructuras presentan cambios no conservados (28), hasta el presente trabajo
no habia sido posible estudiar la desnaturalizacion reversible para la TbTIM,
mientras que han side reportados los parémetros termodinamicos asociados al
replegamiento de la TcTIM




2.- HIPOTESIS

1.

Por ser un anélogo de! estado de transicidn, el PGA incrementara e
replegamiento total en cada una de las enzimas al favorecer la
formacidn de un nicleo estructurado en € sitio activo.

Es posible bajo condiciones apropiadas (temperatura, pH, fuerza
ibnica y concentracién de proteina) determinar ia energética asociada
al replegamients de 1a Tb TIM silvestre y sus mutantes de cisteinas
C126A/C39A y C14A/C38A.

Las TIMs de B. sfearothermophilus, L mexicana y conejo, cuyo
proceso de desnaturalizacién por HCI-Gdn al equilibrio se ajusta a un
modelc de dos estados, presentaran mayor carga promedio y menor
hidrofobicidad promedic que las TIMs que presentan intermediarios
al equilibric.

3.- OBJETIVOS

1. Estudiar la confribucién del analogo del estado de transicion

2fosfoglicolatc en la renaturalizacién de la THTIM silvestre y dos
dobles mutantes de cisteinas C126A/C39A (C14+) y C14A/C30A
(C126+).

Cuantificar |la energética del plegamiento de la TbTIM tipo silvestre,
asi como para dos dobles mutantes de cisteinas C14+ y C126+ a fin
de estudiar la participacion al plegamiento de estos residuos. La
TbTIM tiene tres cisteinas en las posiciones 14, 39 y 126, de las
cuales se estudié la contribucion individual de las Cys 14 y Cys126.

. Determinar si la comelacién negativa entre hidrofobicidad y carga

reportada por Uversky {6) existe entre las secuencias de TiMs
reportadas en el Genbank. De ser asi identificar alguna relacién con
la presencia de intermediarios estables de plegamiento para las
distintas TIMs desnaturalizadas con HCi-Gdn.




4.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
4.1.- Expresion y purificacion

La expresién y purificacién de la TbTIM silvestre y sus mutantes de cisteina se
realizé mediante un precedimiento estandarizado en el laboratorio, de acuerdo
al protocolo descrito por Borchet et at (31).

Células de Escherichia coli de la cepa BL21DE3plLysS, transformadas con los
genes mutantes y el silvestre y clonados en el vector de expresion pET3a (pET
System, Novagen); se crecieron a partir de placas de medio Luria-Bertani{LB)-
agar-ampicilina. 50 mL de medio liquido LB complementado con 50 ug mL™ de
ampicilina se inocularon con una colonia fresca del cultvo en medio sélido.
Este cultive se incubd durante toda la noche a 37 °C con agitacién constante
(250 rom). Los 50 mL del cultivo, se centrifugaron durante 10 minutos a 5000
em. Con ef botdn resuspendido se inoculd 1 L de medio liquido LB con 100 pg
mL" de ampicilina y se dejé crecer a 37 °C con agitacién constante hasta que
se akanzéd la fase exponencial de crecimiento del cultivo, D.O.g0 = 0.7. La
sobreproduccion de la proteina se promovié con la adicién del inductor
isopropil-p-D-ficgalactopirandsido {IPTG) a una concentracién final de 0.4 mM.
El cultivo se mantuvo con agitacion constante por 12 h a 37 °C, en los casos
de la mutante C126+ y la enzima silvestre y a 30 °C para la mutante C14+. Las
células se cosecharon por centrifugacién a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.
El botén resultante se resuspendid en 40 mL de amortiguador de lisis y las
células se rompieron por sonicacion. Los pasos siguientes se realizaron a 4 °C;
en cada uno, el grado de pureza de la proteina se determind por téenicas de
electroforesis en geles de poliacrilamida af 16 % en condiciones
desnaturalizantes empleando el método de von Jagow (22) teflidos con azul de
Coomassie. Ademas se determind la conceniracion de proteina mediante el
método del &cido bicinconinico (BCA) para valorar el rendimiento de la
purificacién {35).

Las células fragmentadas se centrifugaron a 15000 rpm durante 15 min. El
precipitado se resuspendio en 40 mL de amortiguador de lisis con 200 mM de
NaCl en agitacién constante de 30 a 60 min y se centrifugd a 1500G rpm por 15
min. El sobrenadante se incubd por 24 hrs con sulfato de amonio al 45 % de
saturacidn. Se centrifugd a 15000 rpm durante 15 min, al sobrenadante se le
adiciond el sulfato de amonio necesaric para alcanzar una saturacién de 65 %
y se deid equilibrar durante 24 hrs. Se centrifugdé nuevamente a 15000 rpm por
15 min. El precipitado se resuspendid en 5 mL de amortiguador A (TEA 103
mM pH 8.0, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, NaN3; 1 mM y NaCt 25 mM y se dializd
contra el mismo amortiguader con dos cambios de 0.5 L. La muestra se inyectd
a una columna de carboximetil (CM)-sefarosa, previamente equilibrado con
amortiguador A y controlada por un equipo de FPLC (Fast Pressure Liquid
Chromatography). La TIM se eluyd con un gradiente lineal de NaCl de 25-150
mM en amortiguador A. En cada una de las fracciones, la proteina se cuantifico
por absorbancia a 280 nm y por actividad catalitica. Las fracciones con mayor
actividad y pureza se juntaron y concentraron para su caracterizacidén posterior.

La concentracion de las muestras de proteina se determiné a partir de su
absorbancia a 280 nm ( gqem, &' = 1.208).
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4.2 - Actividad Catalitica

La actividad catalitica fue medida en la direccién GAP — DHAP por medio de
un ensayo acoplado a la enzima a-glicerc! fosfato deshidrogenasa (a-GPDH3,
la cual cataliza la oxidacién del NADH por la dihidroxiacetona fosfato. Figura 3.

H H
H s] X 4
\C/ K—C,—CH H—C,—0OH
“ NADH +H*  NAD*
H—C,—OH H—C,=—0 LA OH——C,—H
TIM a—GPDH

CHO0P0% sCH,0PC? CH0P0:?
Giceraidehido-3-osfato Dinidroxdacetona fostato L{-Gicaral-3Hosfatn

Figura 3. La actividad catalitica de la TbTIM fue medida mediante una reaccidn acoplada a la
oxidacion de NADH.

La actividad fue determinada por e decremento en absorbancia a 340 nm
{oxidacion de NADH) en funcion del tiempo en un espectrofotémetro Beckman
DU7500. Los ensayos de actividad se realizaron a 25 °C, en 1 mL de solucién
gue contenia: TEA 100 mM (pH 7.4), EDTA 10 mM, NADH 0.2 mM, 50 pg/mL
de a-GPDH y GAP 1 mM como sustrato. La reaccién se inicié por la adicién de
6 ng de TIM. Los trazos mostrados fueron lineales con respecto al tiempo, io
que indica que no ocumd discciacién del dimero durante la medicion de
actividad.

4.3.- Experimentos de desnaturaiizacién quimica y replegamiento

En todos los experimentos utilizamos un amortiguador compuesto por TEA 100
mM (pH 7.4), EDTA 10 mM y DTT 1 mM como agente reductor {amortiguador B)
e incubamos a una temperatura de 23°C. Todas las mediciones de actividad
catalitica se efectuaron por dupficado. Tanto los experimentos para determinar
el efecto del PGA en !a reactivacion, como los experimentos de replegamiento
fueron efectuados por ftriplicado, mientras que los experimentos de
desnaturalizacién se hicieron una sola vez. Todos los experimentos fuercn
realizados en concentraciones de proteina en ias que las enzimas son
diméricas.

4.4.- Efecto del PGA en la renaturalizacién

Muestras de 1 mg/mL de las tres enzimas fueron desnaturalizadas en una
solucion 6M de HCI-Gdn, al cabo de 70 minutos fueron diluidas 100 veces en
amortiguador B hasta una concentracion final de 10 pg/mL de proteina y 60 mM
de HCI-Gdn. La velocidad de reactivacion se cuantificé determinando la
actividad catalitica de las muestras a diferentes iempos. Para evaluar el efecto
de inhibidor competitivo, las enzimas previamente desnaturalizadas, se
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diluyeron en amortiguador B gue contenia PGA a un concentracion fina! de
0.1mM. La reactivacién se cuantifico determinando la actividad de las muestras
a diferentes tiempos.

En ambas condiciones, el porcentaje de actividad catalitica recuperada se
obtuvo al comparar cada condicidn con su enzima correspondiente incubada en
amortiguador B, durante el mismo tiempo y a una concentracion de proteina de
10 pg/mL.

4.5.- Determinando el equilibrio termodinamico

Cuando las transiciones de plegamiento/desplegamiento han alcanzado el
equilibrio y la desnaturalizacién es reversible, es posible estimar los parametros
termodinamicos asociados al proceso, por ello es importante determinar las
condiciones de equilibrio. El parametrc elegide para monitorear el progreso de
las transiciones de desnaturalizacidén y renaturalizacion hasta alcanzar el
estado de equilibrio fue la actividad catalitica debido a su alta sensibilidad para
caracterizar al estadc nativo.

4.5.1.- Renaturalizacién (D—N). En los experimentos de renaturalizacidon es
necesario asegurarse de que se ha alcanzado el equilibrio termodinamico hacia
el estadc totalmente desnaturalizado y posteriormente el equilibio de
renaturalizacion.

Para alcanzar ef estado totaimente desnaturalizado incubamos 1mg/mL de las
enzimas en HCI-Gdn 6M en amortiguador B por periodos de 70 min a 48 h.
Durante este lapso, tomamos alicuotas que fueron diluidas 50 veces en
amortiguador B hasta concentraciones finales de 20 pg/mL y 120mM de
proteina y HCI-Gdn respectivamente, para después renaturalizar por 24 horas.
Cuando las diferencias entre tos distintos tiempos de incubacién en HCI-Gdn
EMfamortiguador B y actividad fuercn minimas, alanzamos el estado
totalmente desnaturalizado. Una vez identificado e! equilibrio hacia el estado
completamente desnaturalizado, incubamos las enzimas a una concentracién
de 1mg/mL en HCI-Gdn 6M/amortiguador B, tomamos una alicuota en
tiempo de equilibrio correspondiente de cada enzima y la diluimos en
amortiguador B hasta 20 pg/mL de proteina y 120mM de HCI-Gdn.
Inmediatamente después, medimos la actividad catalitica en distintos
momentos de la renaturalizacién hasta que no observamos cambios, en otras
palabras esperamos hasta que el sistema llegara a! equilibrio de replegamiento.
El porcentaje de actividad catalitica es resultado de la comparacién con el
control correspondiente, incubado en amortiguador B, durante el mismo tiempo
y a una concentracion de proteina de 20 pg/mL

4.5.2.-Desnaturalizacién {N-D). Incubamos ias tres enzimas en amortiguador
8 a una concentracién final de proteina de 20 pg/mL en concentraciones de
HCI-Gdn desde 120mM hasta 1.5 M. A estas muestras les fue medida actividad
catalitica periédicaments desde 8 h hasta 8 dias, la cual comparamos con ia
actividad de un control, incubado en amortiguador B en los mismos tiempos.
Las mediciones se realizaron hasta que [a variacidn de actividad en funcion del
tiempo fue minima.




4.6.- Experimentos al equilibrio termodinamico

La transicion hacia el sentido de desnaturalizacién por HCI-Gdn ha sido
caracterizada en la TbTIM {18), por esta razén un objetivo en particular de esta
tesis es cuantificar fa energética de la renaturalizacién al equilibrio. La
renaturalizacién fue seguida por actividad catalitica y flucrescencia intrinseca,
con fa finalidad de confirmar que se alcanzé el equilibrio en el replegamiento.
La desnaturalizacidén al equilibrio fue monitoreada sclamente por el cambio en
actividad catalitica.

4.6.4.- Renaturalizacién {D—N). Incubamos 1mg/mL de las enzimas en HCi-
Gdn 6M /amortiguador B por 24 horas, periodo en el que se determing que las
tres proteinas se encontraban completamente  desnaturalizadas.
Posteriormente, la renaturalizaciéon se inicid por dilucidon de la proteina
desplegada en el amortiguador B que contenia concentraciones decrecientes
de HCI-Gdn. La concentracién final de las proteinas fue de 20ug/mL.

La renaturalizacion al equilibrio fue monitoreada por el cambio en flucrescencia
infrinseca y por actividad catalitica una vez transcurrido el tiempe de equilibrio
de replegamiento.

Para la medicidn de actividad se requieren 6 ng de enzima, para ello se
realizan dos diluciones de la TbTIM. En la primera, una alicucta es diluida 67
veces (de 20pg/mL a 300 ng/mL) en amortiguador TED 400/10/1 mM (pH 7.4)
ajustado a una concentracion final de Gdn-HCi igual a ia de !a incubacién de la
muestra comespondiente, para prevenir la renaturalizacién de la enzima debido
a fa dilucion del desnaturalizante. En la segunda dilucién 1a enzima se diluye
50 veces { de 300ng/mL a 6 ng/mL) en un volumen final de 1mL de una mezcla
de amortiguador TEA 100 mM (pH 7.4}, EDTA 10 mM, 1mM de GAP, 0.2 mM
NADH y 50 ug/mL de a-GPDH. En esta solucidn existe una concentracién
residual de HCI-Gdn que en el mayor de los casos es de 450uM y gue no
interfiere con el desemperfio de la enzima acoplante ya que los trazos en el
cambio de absorbancia fueron lineales en todas las condiciones. En la
medicion de fluorescencia se emplearcn las muestras incubadas en distintas
concentraciones de HCI-Gdn (desde 120mM hasta 6M), amortiguador B y 20
pg/mL de proteina, para la aplicacién de esta técnica se utilizaron 1as muestras
de replegamiento al equilibrio sin medificacién por difucion.

Los porcentajes del cambio en intensidad de flucrescencia y actividad catalitica
se calcularon con respecto al control de cada enzima incubada en
amortiguador B, durante ef tiempo de equilibrio correspondiente y a una
concentracion de proteina de 20 ug/mL.

4.6.2.- Desnaturalizacién {N—D). Muestras de las tres enzimas a 20 pg/mL de
proteina en amortiguador B fueron incubadas en distintas concentraciones de
HCI-Gdn, desde 120mM hasta 1.5M, durante el tiempo de equilibrio de
desnaturalizacion previamente determinade para cada enzima. Para ajustar la
concentracion del desnaturalizante se utilizé HCI-Gdn 8Mfamortiguador B.




La transicion de la desnaturalizacién al equilibrio fue seguida Unicamente por el
cambio en actividad catalitica. La actividad catalitica fue determinada en la
misma forma que en los experimentos de renaturalizacion al equilibric.

4.7.- Mediciones Espectroscopicas

4.7.1.- Espectroscopia de fluorescencia (EF). La absorcion de luz por una
mokécula causa la excitacion de un elecirdn, el cual se mueve de un estado
basal a un estadc excitado. Cada estado ekectronico contiene un namero de
niveles vibracionales. Después que el electrén ha sido excitade, rapidamente
se relaja desde el mayor nivel hasta el menor estado vibraciona!. La velocidad
de esta relajacién ccurre en el orden de picosegundos y usualmente sucede
antes de que puedan hacerse medicicnes en el sistema. Luego de alcanzar el
menor estado vibracional, el estado excitado decae al nivel basal por distintos
mecanismos. Los compuestos fluorescentes decaen al estado basal por
emisidn de luz. El mecanismo de fluorescendia es explicado por un diagrama
de estados electronicos (diagrama de Jablonski) mostrado en la figura 4 {29).

Figura 4. Diagrama de Jablonski. En (1} un fot6n de energia hve es generado por una fuente
externa como una |ampara incandescente o un [dser y absorbido por el flvortforo, oniginando
un estado electronico excitado (S1°). En (2) el estado excitade existe por un tlempoe finito {1-
10ns). Durante este iempo el fluordforo sufre cambios conformacionales e interacciona de
varias formas con su ambiente molecular, Este proceso tiene dos consecuencias importantes,
Primeso, la energia de Sy es parciaimente disipada dando lugar a un estado excitado redafado
(84) desde donde se origina la fluorescencia. Segundo, no todas las moléculas inicialmente
excitadas por absarcidn (1) regresan al estado basal {Sy) por emision de fucrescencia. En {3)
un fotén de energia hveu es emitido, regresando ef fiuorsforo a su estado basal ({Sp). Debido a
la disipacién de energia en e tempo de vida del estado excitado (2), la energia de este fotdn
&S menory pof lo tanto de mayor longitud de onda que el fotén de excitacion hvey .

De los grupos gulmicos méas comunes encontrados en macromokculas
bioldgicas, sélo los ftriptofanos, tirosinas, NADH y FAD fluorescen
significativamente para ser usados por EF. Todas estas moléculas consisten
de anillos aromaticos planos. La EF provee informacién del ambiente de grupos
individuales en las estructuras macromoleculares.

La fluorescencia intrinseca de la proteina es usada para seguir la exposicion de

los residuos aromaticos gue ocume por la desnaturalizacién o disociacién
generada por agentes quimicos, temperatura, presisn, etc.
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La TbTIM tiene cinco triptofancs en las posiciones 11, 90, 159, 170 y 193 que
se localizan en el asa 1, hebra-B 4, en una peguena hélice 31, anterior a la
hebra-B 6, asa catalitico y hélice-a 8, respectivamente. EI W193 se encuentra
expuesto al solvente y apaga la flucrescencia del W159 (18).

Estos residuos fueron usados como sensores de cambiocs en la estructura
terciaria promedio de la proteina ya que la presencia de més de un triptofano
nos impide asignar cambios en intensidad de fluorescencia a una regidn
particular de la TbTIM.

Las mediciones de fluorescencia fuercn realizadas en un espectrofluorémetro
1SS PCl excitando a una longitud de onda de 280 nm y midiendo emisién en un
rango de 295 a 380 nm, en ambos casos empleamos un ancho de banda de 8
nm, a cada espectro de flucrescencia le fue restado su blanco comrespordiente.
Para la determinacién del efecto de las dobles mutacicnes en la estructura
terciaria, obtuvimos los espectros de flucrescencia infrinseca de las mutantes y
la enzima silvestre, utilizamos una concentracién de proteina de 50 pg/mL y
amortiguador B. El cambio en fluorescencia intrinseca fue seguido en la
transicién de replegamiento, para ello se empiearon las muestras al equiltbrio
de renaturalizacion incubadas en distintas concentraciones de HCI-Gdn {desde
120mM hasta 6M), amortiguador B y 20 ng/mL de proteina.

El CEM fue calculade a partir de los datos de intensidad de flucrescencia (%)
obtenidos a diferentes longitudes de onda (), por la ecuacion [5].

CEM =% 5]

4.7.2.- Espectroscopia de dicroismo circular. La espectroscopia de
dicroismo circular {EDC) es una técnica dptica que permite la deteccidn y
cuantificacidn de estructuras moleculares quirales. También proporciona
informacidén relacionada con fa estructura secundaria y terciaria de las
proteinas. El dicroismo circular es la diferencia en absorcién entre la luz
circularmente polarizada hacia la derecha e izquierda. En una muestra
Spticamente activa, ocurre una absorcion preferencial en uno de los periodos
de polarizacidn y la intensidad de la luz transmitida varia, figura 5. La variacién
estd directamente relacionada al dicroismo circular de la muestra a una
longitud de onda determinada. La deteccién sucesiva a varias longitudes de
onda conduce a la generacién del espectro de dicroismo circular. Los
croméforos proteicos pueden dividirse en tres clases: el enlace peptidico,
amino&cides con cadenas laterales aromaticas y grupos prostéticos. La sefial
de dicroismo debajo de 240 nm reporta la conformacién del esqueleto peptidico.
La intensidad de la sefial en fa regién de 190 — 240 nm permite mediciones de
DC precisas, en esta region del espectro, las hélices-a exhiben dos minimos
caracteristicos a 208 y 222 nm, un maximo menos intenso centrade en 215 nm
es tipico de las hebras-pB. Debido a que las sefiales de tos croméforos
individuales es aditiva, los espectros de DC en la regidon de 190 — 240 nm
representan una combinacién de los especiros de los distintos elementos de




estructura secundaria y por tanto arrcjan informacién importante respecto ai
contenido total de estructura secundarnia de una proteina {3).

Proporcianes iguales

de polarizaciones clrculares
hacia |a de derecha 5
e [zquierda

La polarizacion hacla
1a derecha es

preferenc dimente
absarbida

Figura 5. El dicroismo Circular es la diferencia en absorcién de 1a luz circularmente polarizada
hacia la derecha e izquierda por una mokécuia asimétrica o quiral.

La EDC es una técnica particulammente Gtil en monitorear cambios
conformacionales en las proteinas, por ejemplo en el desplegamiento témico o
inducido por un desnaturalizante.

La EDC fue usada para determinar el contenido de estructura secundaria en
cada enzima en la conformacion nativa. Las mediciones de dicroismo circular
se realizaron en un espectropolarimetro Jasco J-715 equipado con un
portaceldas tipo Petltier para el control de la temperatura. La concentracién de
las soluciones de TIM fue de 0.05 mg mL’, previamente equilibradas en
amortiguador de fosfato de sodio 25 mM pH 7.4, en una celda de 0.1 cm de
recorrido dptico para el UV lejano {190-260 nm) ¥ un ancho de banda de 1nm.
Cada espectro fue el promedio de tres barmidos consecutivos y fueron
coregidos restdndeoles la sefal del amortiguador. La efipticidad molar [8] por
residuo se calculd utilizande una masa promedio de 107.7 gramos por mol de
aminoacido (26.9 kDa/250 residuos por monomero). Los espectros obtenidos
se analizaron con el programa de estimacion de estructura secundaria K2d {32
y 33). Et programa K2d utiliza una red neuronal alimentada por miles de
espectros de dicroismo circudar de distintas proteinas, la informacién que
resulta es almacenada en una matriz K2d se basa en esta matriz pre-calculada
para dar una estimacién del porcentaje de «-hélices, hebras-§ y estructuras
aleatorias de un espectro particutar.

Las fransiciones de desplegamiento térmico se obtuvieron siguiendo los
cambios de elipticidad a 222 nm, mientras que la temperatura de la muestra se
incrementd a una velocidad de 1 °C/2.5 min. Los experimentos se realizaron a
una concentracién de proteina de 0.4 mg mL", en una celda de 0.1 cm de
recomrida 6ptico, en amortiguador MCPS 20 mM (pH 7.0}, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT y 1 mM NaN; vy en su casc 1 mM de PGA.




4.8.- Analisis de secuencias.

Realizamos una busqueda de todas las secuencias de amincacidos de las
distintas TIMs reportadas en e banco de datos del GenBank, en totai 284.
Analizamos las secuencias en funcién de carga neta e hidrofoebicidad promedio.
La hidrofobicidad promedio fue cakulada basdandonos en la escala normalizada
de hidropatia (desde 1 para el mas hidrofdbico hasta O para el més polar) de
Kyte y Doolitle (30). Esta escala indica la tendencia hidrofébica o hidrofilica de
las cadenas laterales de los aminoacidos y constituye una herramienta de
prediccién de las porciones del péptido que se encuentran dentro de la proteina
y lejos del contacto del solvente acuoso, o de los segmentos expuestos al
solvente.

La hidrofobicidad promedio fue el resultade de fa suma det indice hidropatico
de cada aminoacido dividido entre el total de aminoacidos que conforman a una
TIM particular, de esta manera normalizamos entre las TIMs de distintos
tamafios. Por ofro lado la carga promedio fue determinada considerando la
carga de los aminoacidos Glu, Asp, Lys, Arg e His a pH fisiolégico, a cada uno
de ellos se les asigno el valor de 1, a excepcidn de la His, que tiene una menor
contribucién {asignamos 0.5) debido a que el pKa de su grupo imidazol se
encuentra muy cercanc al pH fisiolégico. La suma de las contribuciones de
cada residuo cargado también se dividid entre el total de aminoacidos de la
TIM. Finalmente graficamos la carga contra la hidrofobicidad de cada TIM y en
esta grafica ubicamos aquellas enzimas con las que se han realizade
experimentos de desnaturalizacién con HCl-Gdn a! equilibrio.




5.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.- Purificacion de las proteinas recombinantes

La TbTIM silvestre y las mutantes C14A/C39A (C126+) y C39A/C126A (C14+)
se purificarcn de acuerdo al protocolo descrito para la enzima silvestre (31) con
un rendimientc de 30 a 50 mg de enzima pura/l. de cuitivo. La pureza de las
proteinas se determiné por medic de geles desnaturalizantes de poliacrilamida-
SDS mostrando una sola banda con una masa molecular aproxlmado de 27kDa
al tefir con azul de Coomassie.

5.2.- Propiedades estructurales de las enzimas mutantes

Comparamos los espectros de dicroismo circular y de fluorescencia de las tres
enzimas, a fin de evaluar el efecto de las mutaciones en la estructura
secundaria y terciaria. Los espectros obtenidos por dicroismo circular son
similares y caracteristicos de una proteina estructurada como un bammil o/B.
{grafica 1). Los espectros fueron analizados usando ei programa K2d, este
analisis indicd que las tres enzimas tienen la misma estructura secundaria
{tabla 2).
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Gréfica 1. Espectros de DC en el UV lejano, los tres espectios son similares y caracteristicos
de una proteina estructurada como un barril o/p.
m TbTIM silvesire, 0 ToTIM C126+y A ThTIM C14+.

TETIM % de estructura secundaria
a- hélices hebras alestorias
Sitvestre % 26% IT%
C126+ ™% % s
Cl4+ s 26% 3™

Tabla 2. Contenido de estructura secundaria determinado para los espectros de dicroismo
crcular en & UV lejano de la TbTIM sitvestre y las mutantes utikzando el programa K2d.
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Los espectros de intensidad de fluorescencia de las mutantes mostraron un
ligero corrimiento hacia el rojo en la longitud de onda de maxima emisién, de
1nm en la C126+ y 2nm en la C14+ con relacion a los 319 nm correspondientes
al maximo de emision de la enzima silvesire (grafica 2). El CEM es
practicamente idéntico entre las {res enzimas.
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Grafica 2. Espectros de intensidad de flucrescencia de as tres enzimas, se utiizé una iz de
280 nm, se observa un kigero comimiento del m&dmo de emisidn hacia el rojo de 1 y 2 nm para
las mutantes C126+ y C14+ respectivamente

— TETIM sitvestre, — TbTIM C126+y — TbTIM Cl4+.

5.3.- Propiedades cataliticas

El efecto de las dobles mutaciones en los pardmetros cataliticos fue
determinado en los dos sentidos de la reaccion de ia TIM. Los parametros
cineticos (Km ¥ Keat) de la mutante C126+ y TbTIM silvestre obtenidos con GAP
como sustrato son similares. En la mutante C14+ la Ky ¥ ket disminuyen
aproximadamente 50% cuando el GAP es usado como sustrato (tabla 3), sin
embargo estos cambios son compensatorios ¥ no tienen un efecto significativo
en la refacién k=/Knm que representa la constante de velocidad de segundo
orden, en tedos los casos esta constante permanece sin variaciones en ef
orden de magnitud. Los pardmetros cinéticos con DHAP son similares en las
tres enzimas, en las enzimas mutantes la constante de especificidad
permanece sin variaciones con respecto a la enzima silvestre.

El efecto de las mutaciones en las propiedades espectroscépicas y los
parametros cinéticos no es significativo.
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Sikvestre 19 450 23 38 4330 11.0

C126+ 1.4 502 35 34 4830 15.38

Cid+ 209 466 2.3 247 1940 7.85

Tabla 3. Los parametros cinéticos fueron determinados en amortiguador TE (ver materiales y
métodos) a 25°C y diferentes concentraciones de GAP (0.01-3.0 mM) o DHAP {0.1-10 mM). Se
calcularon ios parametros cinéticos comrespondientes a cada enzima utifizando la ecuacién de
Michaelis-Menten. Los datos se calcularon por un ajuste de regresién no lineal.

5.4.- Efecto del PGA en la termoestabilidad y renaturalizacién

Obtuvimos las TMSagaenes N ausencia y presencia de PGA. Las sustituciones
de cisteinas en las mutantes C126+ y C14+ provocaron una desestabilizacidn
con respecto a la proteina siivestre, que se refleja en una disminucion en las
TMSaparentes Hasta de 8°C. En presencia del PGA observamos un cofrimiento de
la Tmy hacia mayores temperaturas {grafica 3), por lo tanto el PGA
termoestabiliza a las tres enzimas.
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Grafica 3. Las transiciones térmicas se obtuvieron siguiendo la sefial de efipticidad a 222 nm en
un intervalc de temperatura de 20 a 70 °C. La concentracion de proteina fue de 0.4 m m_’, en
amortiguader MOPS 20 mM pH 7.0, 1 mM EDTA, 1 mM DTT y 1mM NaN.. Panel A, lTbTIM
skvestre, 0 TbTIM C126+y A ThbTIM C14+. Panel B, en presencia de 1 mM de PGA
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El efects del PGA fue mayor en la mutante C{4+, donde el commimiento de la
Tma es de 6.5 °C (tabla 4). En todas las transicicnes se presentd agregacion
de las enzimas, por lo gue en estas condiciones el procesc de
desnaturalizacién por temperatura es ireversible.

ToTIM Tmy (°C) Tre (°C) ATmy,
-PGA +PGA
Sitvestre 535 58.5 49
C126+ 48.1 528 47
Cld+ 45.0 515 65

Tabia 4. Efecto del PGA en la Tm, (°C) de la TbTIM silvestre y mutantes. El PGA
termoestabiiza a las tres enzimas, el mayor efecto ocure en la mutante C14+, pues su Tmy e
coire .5 *C. Los valores de la Tm,, se obtuvieron a partir de las curvas de desnaturalizacion
térmica mostradas en fa figura 3.

Con el propésito de evaluar el efecto del PGA en el rendimiento final de la
reactivacibn a partir del estado totalmente desnaturaiizado, realizamos
cinéticas de renaturalizacién en presencia y ausencia de PGA para cada una
de las enzimas. En la gréfica 4 se muestran las curvas de reactivacion
seguidas por la recuperacion de actividad catalitica.
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Grafica 4. Efecto det PGA en {a renaturalizacién de ka ToTIM. Las enzimas se desnaturalizaron
a una concentracin de 1 mg/mL en HCHGdn 6M durante 70 min. Posteriormente se
renaturalizaron por dilucién en amortiguador B hasta una concentracién de proteina de 10
ngfml, la reactivacion fue seguida por el cambio en actividad catalitica a distintos tiempos
come se indica en Materiales y Métodos. Panel A) ThTIM silvestre, B} ToTIM C126+, C) TbTIM
Ci4+ m+PGA, 0 -PGA
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A partir de los datos de reactivacion, es posible determinar la cantidad de
enzima renaturalizada por unidad de tiempo usando la ecuacién integrada de
velocidad de primer orden {ecuacién [6]):

u=—%=k{o] 6 _alo] kdt

Pl -

Donde k es la constante de velocidad de primer orden, integrando entre dos
distintas concentraciones de enzima desnaturalizada, {D}, y [D] en sus
tiempos correspondientes #; vy !:

'f:%”‘ff‘ Ec. [7]

b Pk _
(n bl =k(t-t5) 6 23 Iog[T—k(f-fo) Ec. [8]

Si [D]o =la concentracion inicial de proteina desnaturalizada y t,= tiempo cero,
entonces la ecuacién [8] puede expresarse como:

Ec. [6]

2.3

Por tanto, una grafica del leg [D] contra iempos iniciales de reactivacién (f) es
lineal con una pendiente negativa de k/ 2.3 y et fog [D]o en e intercepto del
eje log [D]. El significado fisice de la constante de velocidad de primer orden es
una aproximacion de la fraccidon de especie reactante que se convierte en
producto por unidad de tiempo {34). Las constantes de velocidad de primer
orden fueron calculadas para cada fransicion (tabla 5). La TbTIM silvestre
presentd una mayor velocidad de replegamiento con relacién a las mutantes.
En las tres enzimas cbservamos un aumento en la k de velocidad en presencia
de PGA. En particular en la TbTIM silvestre, {a constante en presencia de PGA
auments 60%, el efecto fue menor en las mutantes con un incremento del 36%
y 33% en la C14+ y C126+ respectivamente.

23Icg%]b=kt p log[p] =- %t + log[D}, Ec. [9]

kis™)
ToTIM

- PGA HPGA

Sitvestrs 2.9E-04 4 6E-C4

Ciz6+ 12E-04 1.6E-04

Cl4+ 8.7E-05 12E-04

Tabla 5. Constantes de velocidad de primer orden del replegamiento de las tres enzimas en
presencia y ausencia de PGA. El PGA aumenta la velocidad de renaturalizacion en las tres
enzimas, en mayor grado en la ThTIM sivestre. Las constantes se calcularon de a partir de las
curvas de reactivacion de ia grafica 4 usando la ecuacion 9],
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El PGA incrementa notoriamente la velocidad de reactivacién sin cambiar el
rendimiento final en la reactivacion (grafica 4). La TbTIM silvestre alcanza una
reactivacion practicamente total, del 97 y 92% en presencia y sin PGA,
respectivamente. En la mutante C125+ el maximo de reactivacion fue de 80.8%
con PGA y 71.45% sin PGA, por ofro lado la menor reactivacién fue alcanzada
por la mutante C14+ con 64.74 y 52.36%, con PGA y en ausencia de éste,
respectivamente. A pesar de que determinamos que el PGA tiene efecto
cinético en la reactivacién, con estos datos no es posible proponer un esquema
de plegamiente que incluya el (los) intermediario(s) al cual se une el PGA ni la
magnitud de dicha interaccién. Sin embargo, la finalidad de estos experimentos
fue exclusivamente determinar la contribucién de este analogo del estado de
transicidn al replegamiento total. Consideramos que la diferencia en ef
rendimiento final de la transicién hacia el estado nativo en presencia y ausencia
de PGA en cada mutante no es significativa.

5.5.- Alcanzando el equilibrio termodinamico en la renaturalizacién

Para sequir la transicion hacia |a renaturalizacién debemos iniciar de un estado
totalmente desnaturalizado que ha alcanzadc el equilibrio. A continuacion se
muestra la grafica de actividad recuperada por enzima {grafica 5} at incubar en
HCI-Gdn 6M por distintos tiempos y renaturalizar durante 24h. A partir de 10
horas el cambio en la actividad recuperada es imperceptible, por lo que para
fines practicos en todes los experimentos de replegamientc partimos de una
solucion de enzimas incubadas en HCI-Gdn 8M por 24 horas.

100 4
—u—TbTIM silvestre
—0—TbTIM C126+
80 —4—TbTIM C14+
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Gréfica 5. TbTIM sitvestre, C14+ y C126+. Las enzimas se incubaron en HCHGdn 6M a una
concentracion de proteina de 1mg/mL y se tomaron alicuctas a los tempos indicados para
iniciar la renaturalizacion por dilicién en amortiguador B. Después de 24 h en el medio de
renaturalizacidn se midi |la actividad de las muestras.

El equilibrio de renaturalizacién es alcanzado en distintos tiempos entre las
enzimas. Las mutantes C14+ y C126+ llegan al equilibrio en 24h y 3 dias
respectivamente, por ofro ladc la enzima silvestre presenta una cinética de
replegamiento mas lenta y legra el equilibrio termodinamico en 4 dias (gréfica8).
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Grafica 6. ToTIM sitvestre, C14+ y C126+ buscando equilibric de replegamiento. Las enzimas
desnaturalizadas en HC-Gdn 6M por 24 h, se renaturalizaron por dilucidn en amortiguador B a

una concentracion final de 20 pg/mL. Se tomaron alicuctas a bos tiempos indicados para medir
actividad catalitica de las muestras.

$.6.- Alcanzando el equilibrio termodinamico en la desnaturalizacién

La ToTIM C126+ mostré una velocidad de desnaturalizacion mayor con
respecto a las otras enzimas, ai cabo de 3 dias determinamos gque las
diferencias en actividad catalltica no eran significativas, es decir alcanzamos el
equilibrio de desnaturalizacion. Las enzimas silvestre y mutante C14+
requirieron de 7 dias cada una. Después de estos tiempos las variaciones en la
actividad catalitica fueron minimas (grafica 7).
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Grafica 7. TbTiM buscandc ef equikbrio de desnaturalizacién. Las enzimas se incubaron z una
concertracién final de 20 ug/mL y concentraciones crecientes de HCHGdn entre 120 mM y
1.5M. A los tiempos indicados se tomaron alicuctas para medir actividad catalltica como se
describe en Materiales y Métodos. Datos ajustados a la ecuacién exponencial de primer crden.
Panel A} TbTIM silvestre, B} TbTIM C126+, C) TbTIM C14+,

A partir de las curvas de la grafica 7, es posible obtener la constante de

velocidad de disociacién. El calculc de éste pardmetro cinético y de la
constante de asociacién, son discutidos en la seccion 5.12.

En la tabla 6 se presentan los periodos necesarios para lograr el equilibria
termedinamico de las tres enzimas en cada transicion.

ToTIM

N->D

(dias)

D—-HN

Sivestre

C125+

Clé+

7

f

1

Tabla 6. Tiempo para lograr el equilibric de desnaturalizacion y renaturaiizacién en la ToTIM. E!
tiempo equilibric para cada ftransicién fue establecido a partir de Ias graficas 6 y 7, al

determinar ef iempo a partir del cual kas variaciones en actividad catalitica fueron minimas.
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5.7.- Experimentos al equilibrio termodinamico

5.7.1.- Renaturalizacion

La actividad catalitica, intensidad de fiuorescencia y CEM fueron determinados
al alcanzarse el equilibric de renaturalizacién para cada enzima (grafica 8). En
las tres enzimas los cambios en fluorescencia intrinseca y CEM mostraron dos
transiciones, por lo tantc el plegamiento de estas enzimas no se ajusta a un
modelo de dos estados. Por otra parte las curvas de renaturalizacién obtenidas
por actividad catalitica son monofésicas.
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Crafica 8. Porcentaje de reactivacion determinado a los tiempos de eguilibric de replegamiento
de las TbTIMs. La renaturalizacién fue seguida por el cambio en m actividad catalitica,
aintensidad de fluorescenca y O CEM como se menciona en Materiales y Métodos. Las
enzimas desnaturalizadas en HCHGdn 6M por 24 h se renaturalizaron por diucién en
amortiguador B y concentraciones decrecientes de HCHGdn entre 6 M y 120 mM a una
cancentracién final de proteina de 20 ug/mL. Las lecturas fueron en ef equilbrio de
replegamiento. Panel A) TbTIM sitvestre, B} TbTIM C126+, C} TbTIM C14+.
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Por el cambio en intensidad de flucrescencia, se observa que a partir de 3M
hasta 6M de HCI-Gdn, hay una sefal de fluorescencia residual en las fres
enzimas (gréafica 8), lo cual coincide con k reportado por Chanez et al (18) en
la TbTIM silvestre en el sentido de desnaturalizacion. La desnaturalizacion de
las tres enzimas produjo un cambio similar en CEM, resultado de la exposicién
de los residuos de triptofano al solvente (tabla 7)

ToTM CEM (nm} CEM {nm} ACEM
0 M HC-Gdn 6 M HC-Gdn {nm}

Sivestre 328.83 343.43 14.6
C126+ 328.87 3423 1453
C14+ 32869 344 62 15.83

Tabla 7. Cambio en el CEM en 'a TbTIM en ausencia de desnaturalizante y en 6 M de Hel-Gdn.
Los valores del CEM se obtuvieron de los datos de la grafica 8.

5.7.2.- Desnaturalizacion

La desnaturalizacién al equilibio fue seguida por el cambio en actividad
catalitica {gréfica 9). En la enzima silvestre, la transicion se aprecia en
concentracicnes mayores a 1.0 M de HCI-Gdn, mientras que en las mutantes la
transicion inicia en 250 mM y termina en 0.9 M de HCI-Gdn, lo que indica que
son mas sensibles al desnaturalizante en relacion con la T TIM silvestre.

—s— ThTI sivasra

—a— TTM G126+
—a— TETMICT4+

% Adtivided
¢
T

u:u 02 K] l‘j as IIU !I2 154 18
{HCHGdn]
Grafica 9. Transiciones al equilibric de desnaturafizacion de las ThTIMs seguidas por e cambio
en actividad catalitica. Las enzimas se incubaron a una concentracién de 20 pug/ml en
concentraciones crecientes de HCHGdn entre 120 mM y 1.5M. Al tiempo de equilibrio
comespondiente se tomaron alicuotas de las muestras para medir actividad catalltica como se
explica en Materiales y Métodos
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5.8.- Datos normmalizados

Los resuitados de los experimentos de desnaturalizacion y renaturalizacién al
equilibrio fueron normalizados a fin de compararios entre mutantes y técnicas,
para ello ajustamos los datos al valor a (fraccién nativa), ecuacion [10]

_[vo-vo]
c = —[m Ec. [1 0]

Donde Y(x) es el valor de intensidad de fluorescencia, CEM o actividad
catalitica a la concentracién x de HCI-Gdn y Yy ¥ Yp son los valores para fos
estados nativo y desnaturalizado, respectivamente. Los resuitados del cambio
en actividad catalitica no se modificaron al ser normalizados, ya que ésta no
presentd actividad residual, sin embarge en la intensidad de fluorescencia la
sefal residual fue ajustada a 0.

Renaturalizacion

De las fransiciones de renaturalizacion de las tres enzimas, la primera
transicion se presenta en el mismo range de concentraciones de HCI-Gdn de 3
a 165 M en todas las enzimas {(grafica 10, cambio en intensidad de
flucrescencia y CEM). En fas tres enzimas se detecta una meseta entre ambas
transiciones, lo cual indica la presencia de un intermediario estable. Esta
meseta se presenta en un rango de 1.65M a 1.3M en la TbTIM silvestre, en la
mutante C126+ abarca un intervalo de 1.65M a 0.SM y en la mutante C14+ se
aprecia un intermediario mas estable ya que la meseta va desde 1.65M hasta
0.6M de HCIGdn.

La segunda fransicion involucra la recuperacién de {a actividad catalitica y
ocurre en distintos intervalos de HCI-Gdn para cada enzima, en la TbTIM
silvestre comienza a partir de 1.3M y por debajo de 09 My 0.6 M en las
mutantes €126+ y C14+ respectivamente. Estas concentraciones
corresponden con el final de la meseta cbservada por fluorescencia y CEM, lo
que indica que el intermediario no tiene actividad catalitica.
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Grafica 10. Fracciones nativas de ThTIM al equilibrio de renaturatizacién usando los datos de fa
grafica 8 normalizados aplicande la ecuacidn [10]. Panel A) TbTIM sivestre, 8) TbTIM C126+,
C) ThTIM C14+.

5.9.- Reversibilidad

Las enzimas silvestre y mutante C126+ son desnaturalizadas reversiblemente,
alcanzan «s de recuperacidn de actividad cataliica de 0.89 y 087
respectivamente. Por otro lado la mutante C14+ es poco reversible, sus as
maximas de reactivacién en actividad catalitica e intensidad de fluorescencia
tienen valores de 0.62 y 0.5 respectivamente (tabla 5). Es probable que la
ireversibilidad exhibida por !a mutante C14+ se deba a la formacién de
interacciones no productivas entre los estados intermediarios parcialmente
plegados, lo cual es frecuente en proteinas oligoméricas. .
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N-D BN
TeTIM
o Act Cat a Act Cat. a int. Fluor. a CEM
Silvestre 1.04 0.89 0.84 0.98
C126+ 0.88 0.87 0.86 0.95
Cléd+ 0.92 062 0.5 0.9

Tabla 8. Fracciones nativas en ambas fransiciones en la menor concentracidn de
desnaturalizante {120mM).

En la mutante C126+ se sobreponen las curvas que describen el cambio en la
actividad catalltica en ambas direcciones. Lo anterior indica que en estas
condiciones la desnaturalizacién por HCI-Gdn es reversible y que el estado de
equilibric fue verdaderamente aicanzado {(grafica 11).
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Gréfica 11. Fracciones de TbTIM nativa siguiendo el cambio en actividad catalitica en las
transiciones de desnaturalizacién y replegamiento. Los valores fueron normalizados usando la
ecuacken [10].

En la enzima silvestre, la transicién de desnaturalizacién se encuentra
ligeramente desplazada hacia mayores concentraciones de desnaturalizante
con respecto a la curva de replegamiento, sin embargo ambas curvas siguen
trayectorias parecidas. En la mutante C14+ observamos una clara histéresis,
las curvas no se sobrepenen ni siguen trayectorias similares como en la enzima
sitvestre (grafica 11).
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Las curvas de desnaturalizacién al equilibrio por HC-Gdn para fa TbTIM
silvestre han sido reportadas (718), por elio [as comparamos con nuestros datos
de la enzima silvestre para determinar cual de las dos transiciones esta al
equilibrio (grafica 12).

En la grafica 12 panel B se aprecia que las transiciones de desnaturalizacion
previamente reportadas coinciden con las curvas de replegamiento del
presente trabajo, todas ellas siguen trayectorias muy parecidas a pesar de que
la presencia del intermediario estable es ligeramente mas clara en el sentido de
la renaturalizacién. Es noteria la alta correspondencia enire las curvas del
cambio en CEM
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Grafica 12. TbTIM silvestre. Fraccidn nativa de las transiciones de desnaturalizacién y de
replegamiento. Comparacién entre los datos en el sentido de desnaturalizacion previamente
reportados y los obtenidos en este trabajo. Panel A: actividad, OTbTIM N-D (18), m TbTIM N-D,
A TbTIM D-N. Panel B: & Int. Fluor. N-D (18) © CEM N-D (18), 0 Int. Fluor. D-N y © CEM D-N.

Considerando que los experimentos reportados (18) fueron efectuados en
condiciones ligeramente distintas (concentracién de proteina y 3°C de
diferencia en las incubaciones), proponemaos que las curvas de renaturalizacién
presentadas en grafica 12 describen experimentos al equilibrio termodinadmico.
Aparentemente en la enzima silvestre no se akanzé el equilibrio de
desnaturalizacién, esta es una dificultad frecuente en los expertnentos de
estabilidad en oligomeros donde las cinéticas de desnaturalizacidn yfo
replegamiento son lentas y dificuitan la identificacién de tos estados al equilibrio.

5.10.- Ajuste de datos
El modelo de plegamiento mas sencillo, gue describe estos resultados coincide
con ei reportado para la TIM de levadura (19), que involucra a un intermediario

monomérico. Los monémeros desnaturalizados se pliegan en monémeros
inactivos que se asocian para conformar un dimero nativo, ecuacion [11]
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K K asoc
2D == oM Ec. {11]

donde D = monémerc desnaturalizado, M = mondmero plegado y N = dimero
native, los cambios en energia libre de cada proceso dependen linealmente de
la concentracion de desnaturalizante ( ecuacién 3), por tanto:

AGpieg = A G®ueg — M[D] Ec. [12]
AGasoc = A GPsoc — M{D] Ec. [13]

La suma de fas fracciones molares de los estados desnaturalizado, monémero
y dimero nativo es igual a uno y resultan de los siguientes cocientes:

D M 2N
o2 g M g 2N
°Tp T TR

Donde la concentracién total de proteina P, es expresada en funcién de
monémeros {P=0+M+2N) y las constantes de equilibrio son descritas por:

N]
k. -M k- IN
=] 7 ="M

Mediante sustituciones algebraicas de las fracciones mclares fuy fy por las
constantes de equilibrio y concentracién molar de proteina, se obtienen las

ecuaciones [14], [15] y [16}:

1 | :
—[ +1J+AI,'[’—1 +‘1J + 8K P,
K pieg i\ Koiog

fu = Ec. [14]

fu=2(fu) * Kasee® Pi Ec. {15]
fo=1-fu—fy Ec. [16]

En la deduccidn de las ecuaciones [14], [15] ¥ [16], la variable experimental (Y}
se asume aditiva estoes, Y=Yp fo + Y fu + Yu fi.

5.11.- Calculos de estabilidad

Para ajustar los datos utilizamos el pregama Origin 7.0 y se emplearon los
distinics grupos de resultados obtenidos (en ambas transiciones y por cada
pardmetro}, en caso de haber alcanzado realmente el equilibric termodinamico,
cada experimento arrojaria los mismos valores de AG®.

En el ajuste de datos, el valor maxime {Yy) de actividad catalitica, CEM e IF fue
ajustado a 1, en la transicién seguida por actividad el minimo corresponde a la
monamerizacién, por lo tanto Yny=0. En la sefial seguida por IF y CEM, el
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minimo se relaciona con la desnaturalizacién total del monémero, por ello se
ajustd a Yp=0.

A continuacidén se muestran las curvas de fraccion nativa contra concentracién
de desnaturalizante ajustadas al modelo descrito por la ecuacién 11 (grafica
13). Con los datos de la mutante C126+ se realizd el mejor ajuste, en todas las
transiciones el valor de R? fue al menos de 0.9911, los ajustes de las
transiciones de la enzima silvestre presentaron una R? > 0.984, excepto en el
cambio en actividad catalitica en el replegamiento donde R%= 0.966. En ias
transiciones de la mutante C14+ la R? > 0.9818 en el ajuste del cambio en
actividad catalitica en ambas transiciones y CEM, sin embargo el ajuste en el
cambio en intensidad de fluorescencia tuvo mayor error al presentar una
R?=0.93, este error puede deberse a que no fue posible obtener una curva con
mas puntos a concentraciones de desnaturalizante menores a 0.120 M,
concentracién a la cual se obtiene un 40% y 50% de los cambios en las
senales de actividad e intensidad de flucrescencia.

11-1":'* u

|U1k (o4
1

A R R
BHCi G
Gréfica 13. Cambios en fraccidn nativa seguidos por actividad catalitica, intensidad de
fluorescencia y CEM en la TbTIM. Ajuste a un modeio de tres estados en las transiciones de
desnaturalizacién ¥ replegamiento. m actividad catalitica N-D, O actividad catalitca D-N,
O irdensidad de flucrescencia D-N y A CEM D-N.
Panel A) TbTIM sitvestre, B) ToTIM C126+, C) ThTIM C14+.
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Los valores de AG y m obtenidos segun el modelo de la ecuacion 8, se
reportan en la tabla 9. Para el calculo de los promedios de AG y m se utilizaron
todas las fransiciones en la mutante C126+ ya que se alcanzd el equilibrio y los
ajustes tuvieron un error minime, en la TbTIM silvestre se promediaron los
valores de ias transiciones de replegamientc en actividad catalitica, intensidad
de fluorescencia y CEM en las cuales proponemos gue se alcanzd el equilibrio
como se discutid en la secci6n de Reversibilidad. Para la obtencién de los
pardmetros de estabilidad correspondientes a la mutante C14+, utilizamos los
datos de renaturalizacién en el cambio en actividad catalitica y CEM debido a
que estas transiciones siguen trayectorias similares y presentan valores de R?
> 0.9818. A reserva de que la desnaturalizacién de la C14+ es poco reversible,
el intermediaric es el mas estable entre {as enzimas, por esto consideramos
importante obtener un estimado de la estabilidad de esta mutante.

ThTIM Pam l ACY k| Mo —n | -A6° g~

y T Dag 20 - ~AG o
Transicién (kd moi} (lJ moi” Wy {kJ mor) eJmol MY | mor'y
Sivestre | A N—D | 68.58=2.45 | 25.2412.00
Act! D—H 5863252 22 44+2 56
CEMW/D—N | 58.29+1.80 22 46+1.91 258915 .88 11.5612.45

IFf D—M 51.41£1.96 16.69:2.40 | 301042512 | 12.8411124

Promedio 5544 20.80 28,00 1278 (TRT
D—N 1441 t4.70 t288 +1.81
W CEM y juct

c126+ Act! NH—D 55.35¢1.51 34 75+2.70
Aot O—N §2.15¢1.12 265.5511.96

CEMID—N | 47.44:1.07 | 20.78=1.81 23.35+2.43 10.481.07

IF¥D—H 48.10:1.09 | 24.38+1.38 | 22.241421 10.09=1.88
Promedio 5078 24624725 279 10.28 73.55
{todos) £3.70 t0.78 t0.27

Cld+ A N—D | 57.54:092 | 48.07:2.01
A D—H | 45.76+0.85 44.50+4 41
CEM/D—N | 445850037 | 34.69:0.32 26.43:460 | 13332241
IFfD—~HN 38.24£1.24 | 45711084 | 3I764:30.87 | 19.73:16.78

Promedio 4570 19 6045.04 %43 13.33 7213
D—Maca y cem £1.50

Tabla 9. Cambio en energia libre en el plegamiento, asociacion y estabilidad total en la TbTIM
sivestre y mutantes de cisteina, valores cbtenidos al realizar un ajuste a un modelo de tres
estados representado en {a ecuacién [11].
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En los tres casos de TbTIM mencionados en este trabajo, se observa que la
energia libre de disociacion es mayor que la del desplegamiento del monémero,
lo cual corresponde con lo encontrado en las TIMs de distintas especies hasta
ahora reportadas (19). Por lo tanto, la asociacién de los menémeros en las
TbTIMs contribuye en mayer medida a la estabilidad el dimero nativo.

Los valores de m indican la dependencia det AG en la concentracién de
desnaturalizante, asi como la exposicion al solvente de los residuos
hidrofébicos. Como se observa en la tabla 9, la pendiente en la transicién de
asociacién es mayor en la mutante C14+, 92% y 49% mads que en las enzimas
sitvestre y C126+ respectivamente, por o tanto la dimerizacién es mas sensible
a la concentracién de HCI-Gdn en la mutante C14+. La pendiente calculada en
la fransicién de plegamiento, es también mayor en la mutante C14+, 5% y 29%
superior con relacidn a las enzimas silvestre y C126+.

En la gréfica 14 se observan los cambios en energia libre total, de asociacion y
plegamiento en las TIMs desnaturalizadas en HCI-Gdn. De la proporcion
AG pegon a/AG%0i,58  calcuta fa contribucidn del plegamientc de los
monémeros a la estabilidad total, para ias ToTIM silvestre, C126+ y C14+ las
proporciones son 0.33, 0.31 y 0.37. Estos valores son cercanos con el de la
TcTIM (0.34) con la que existe un alto porcentaje de identidad. El cambio en
energia libre total, es parecido entre la LmTIM (82.4 kJ mot™) y la TbTIM
silvestre (84.44 kJ mol™), por otro ado las mutantes presentan un AGixs menor
(73.55 kJ mol™ y 72.13 kJ mol' para la C126+ y C14+ respectivamente),
cercano al de la TIM de conejo (70 kJ mol™). De los estudios de estabilidad por
desnaturalizacién con HCI-Gdn, se concluye que el AG® de plegamiento de los
mondmeros de las TIMs de distintas especies es mayor a-17.5 kJ/mol.
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Griafica 14. Estabilidad de las TIMs de diferentes especies en presencia de HC-Gdn. AG®.4{4),
AG® 4eoc 21 — {0), AG®peg 0 — w (®). En todos los casos la energia de asociacion es mayor a la ded
plegamiento monomérica. BsTIM (22), LmTIM(23), rTIM(20), TbTIM y mutantes C126+ y C14+
{presente trabajo), TcTIM (26), yTIM (19).
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5.12.- Determinacion de las constantes de velocidad

Las constantes de velocidad de desnaturalizacién fueron determinadas a
distintas concentraciones de desnaturalizante, midiendc la actividad catalitica
en las tres enzimas (ver materiales y métodos, grafica 7). Los datos de la
grafica 7 fueron ajustados a la ecuacién de velocidad de primer orden, que
consiste en un rearreglo de la ecuacion [9]:

A=hgefest oo

Donde A es la actividad catalitica, que depende del tiempo ¢, Ag es la actividad
en el tiempo cero (100%) v ks €5 la constante de velocidad obtenida del ajuste.
Se asume gue el logaritmo natural de estas constantes es funcién lineal de la
concentracion de desnaturalizante. En el trazo de {as constantes observadas,
es clara la presencia de dos pendientes, las cuales proponemos que se
relacionan con los pasos de disociacion y deplegamiento de los mondmeros.
De la regresion lineal de las pendientes observadas, es posible obtener las

constantes de velocidad kffo Yy k'ff asociadas a la discciacion del dimere y

desplegamiento del monémero en ausencia de desnaturalizante. En la gréfica
15 se muestra la extrapolacién lineal del fogaritmo naturai de las constantes
hasta la concentracién cero de [HC-Gdn}.

{(HCI-Gdn]
00 02 04 06 0.8 10 1.2 14 16

‘Tcﬂ

H o » Kk sifvestre

= 44 -

= ] * k C126+
-+ A K, Cl4+
1 g 5k, sitvestre
54
| P o k,C126+
2 & k,C14+

Grafica 15. Dependencia de la cinética de disociacidn en ia concentracién de desnaturaiizante
en las tres ThTIMs. Las constantes de velocidad fueron obtenidas del ajuste de los datos de la
grafica 7 a una funcién exponencial. La crdenada al origen indica el valor de k; en agua.

m TOTIM silvestre, O TbTIM C126+y & TbhTIM C14+.
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Considerando el AG® correspondiente de las transiciones de plegamiento y
asociacion y las k}ﬁoy k? . es posibie obtener las k:t‘o Y k:’O mediante la
refacién de las Ko con las constantes de velocidad:

2D == oMt N

P K

AG%c0c = - RT INKasoc

&Gopbg =-RT InKpIeg

Kascu: = k_f = kf =Kasoc k—?
k.
k

Koog =3 = Ky = Kog Ko

En ambas enzimas mutantes, la velocidad de disociacién (k.1} aumenta
considerablemente con relacién a la enzima silvestre. En la mutante C14+, el
dimero se disocia casi 40,000 veces mas rapido que el dimero silvestre. Entre
{as constantes de velocidad de asociacion (ki) las diferencias son menos
drasticas, en la mutante C14+ los monomeros se asocian con mayor rapidez,
~400 veces mas rapido que la enzima silvestre (tabla 10). En las tres enzimas
el orden de la k; es cercano a los valores calculados para una reaccién
bimolecular limitada por difusién (10%-10'° M's™). E! dimero de la enzima
silvestre es el mas estable, se asocia a una velocidad cercana a la limitada por
difusién y se disocia muy lentamente. La velocidad de plegamiento det
mondmero es similar en las tres enzimas, en la mutante C14+, éste se pliega
15 veces mas rapido gque el mondmero silvestre. En la velocidad de
desnaturalizacion, el monémerc de fa mutante C126+, se despliega 66 veces
mas rapido que ef mendmero silvestre. En términos generales, la mutante
C14+ exhibe una velocidad de disociacion considerablemente mayor que la
enzima silvestre, mientras gque la mutante C126+ se despliega con una
velocidad 66 veces mayor gue la enzima silvestre.

O 36° e -AG® a0

TOTM | % ey | K oy | Taman K ey KD e | e
Sitvestre | 2.88E+07 | 225605 | 6858 | 2.94E+04 | 0.33 28
C126+ | 7.52E+08 | 127E-01 | 5535 | 2.36E+05 | 2232 2279
cla+ | 126E+10 | 87401 | 754 | 432E+05 | 931 26.43

Tabia 10. Constantes de velocidad de disociacién y desnaturakizacion determdnadas a partir de
la regresién lineal y extrapolacidn hasta la ausencia de desnaturalizante mostradas en [a
grafica 15 y constantes de velocidad de asociacion y plegamiento calculadas a partir del AG®
termodinamico.
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5.13.- AAG®

La obtencién del AAG® de las mutantes con respecto a la enzima silvestre, se
realizé mediante la ecuacién [18] a partir de los datos de AG® proemedio de la
tabla 8, los resultados se muestran en la tabla 11.

AAG® = AG%, — AGy Ec. [18]

Mutarta | AAG® mecam N | AAG® pegzD — 2 | AAG ixm

&J mal ) {kJ mal) {kJ moi’ )
Cl126+ 568 5.20 13.86
Clas 10.74 -0.541 57° 16.37

Tabla 11. AAG por mutante en cada paso de la via de plegamiento. 'Diferencia entre AG® peg
calcutado por ef cambio en CEM. “Resta entre AG® e, promedic.

A excepcion del AAG® ', de la mutante C14+, los signos de los AAG® son
positivos (tabla 10), io que indica que el efecto de las mutacicnes es
desestabilizante con respecto a la enzima silvesire. Las dos mutantes
resultaron ser mas afectadas en términos de la ascciacién, la C14+ presenta el
cambio mas significativo por 10.74 kJ/mol, casi el doble que el AAG® de la
mutante C126+. La estabilidad del mondmero de la mutante C126+ es
disminuida por 5.2 kJ/mol, por otra parte el monoémero de la mutante C14+ es
tan estable como el monémero silvestre ya que presenta un AAG® e = - 0.54
kJ/mol resultado de la diferencia entre los AG® neq obtenidos por e cambio en
CEM o bien menos estable por solo1.56 kJ/mol si se considera la resta de los
AG® peg promedio.

E! estudio de estabilidad en mutantes pemmite la caracterizacién de
intermediarios del plegamiento al estabilizar una estructura {s) particufar. Tal
es el caso en estas mutantes, en particular en la mutante C14+ es mas clara la
presencia del intermediaric monomeérico en comparacién con la sitlvestre. Enla
mutante C14+ {(grafica 10, Panel C cambio en intensidad de flucrescencia) se
observa claramente una gran meseta que indica la presencia del intermediario,
que abarca desce 0.3 hasta 2M de desnaturalizante, por otro lado la enzima
silvestre (grafica 10, Panel A) presenta el intermediario en un rango menor de
desnaturalizante (1.3 hasta 2M).

Concluimos que la consecuencia de la doble mutacién en las cisteinas 126 y 39
{C14+) afecta al estado de asociacion del dimero nativo y favorece la presencia
del intermediario monomérico. Sin embargo ya que el AAG®;q, de la mutante
C126+ es casi de la mitad en comparacién con el de la C14+, sugerimos que la
mayor estabilidad en la asociacién de! dimero de la 126+ con respecto a la
C14+ se debe a la presencia de la cisteina 126, la cual proponemos que
estructura at bamil &/f3, generando un cambic conformacional que afecta a la
interfase y disminuye la k.




Confrariamente a {0 esperado, la asociacién del dimero depende
energéticamente en mayor medida de la Cys 126, un residuo altamente
conservado localizado en et interior del baril a/B, que de la Cys 14, un
aminodcido que esta muy empacado en la interfase dimérica.

5.14.- Andlisis de secuencias

Encontramos gque bajo ios criterios empleados para asignar carga e
hidrofobicidad promedio a cada secuencia de aminodcidos de TIM, existe una
correlacion negativa entre estos dos parametros (grafica 16).

En la grafica 16 se destacan las TIMs que han sido objeto de estudios de
desnaturalizacion por HCFGdn, sin embargo no identificamos ninguna relacién
entre la presencia de intermediarios estables de plegamiento y la correlacién
negativa mencionada. Por un lado las TIMs de B. stearothermophilus , Conejo y
L. mexicana exhiben una via de plegamiento que se ajusta a un modelo de dos
estados, mientras que las TIMs de S. cerevisiae, T. cruzi y T. brucei presentan
intermediarios. Las TIMs de T. maritima y P. falciparum presentan transiciones
irreversibles debido a agregacién en la desnaturalizacién por HCl- Gdn,.éstas
se localizan en una zona de mayor carga promedio y menor hidrofobicidad en
relacién con las TIMs cuyn proceso de desnaturalizaciéon es reversible. A
reserva de un analisis que incluya a otros agentes desnaturalizantes, al parecer
existe una relacion entre la reversibilidad de la desnaturalizacién y la
correlacién encontrada.

La contribucién de la carga a !a imeversibilidad puede explicarse en términos de
repulsiones electrostaticas. La presencia de muchas cargas aumentaria la
probabilidad de repulsiones entre ellas, esto podria dificuitar la formacidén de
intermediarios cinéticos o termedindmicos in vitro, el cual es un medio de
caracteristicas muy distintas al ambiente celular (rico en fgandos, con
maquinaria que asiste el plegamiento, biomoléculas, etc), en donde estas
proteinas son plegadas. La importancia de la hidrofobicidad en la reversibilidad
resulta menos clara, incluso puede ser que sélo se comelacione negativamente
con la carga promedio ¥ no con procesos de desnaturalizacion imeversibles, lo
cuai resulta légico ya que los aminoécidos con carga a pH fisiokdgico, son los
menos hidrofébicos.
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O imeversibles (TmTIM y PfTIM) &  reversibles (BsTIM, LmTIM, rTIM, ScTIM, TbTiM y TcTIM).
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6.- CONCLUSIONES

Hipdtesis 1. Nula

El PGA tiene un efecto exclusivamente cinético en el replegamiento de las
enzimas TbTIM silvestre y sus mutantes C126+ y C14+, |a reversibilidad total
permanece igual en presencia de este andlogo det estado de transicién.

Hipdtesis 2. Verdadera

La energética del replegamiento fue calculada para {a TbTIM silvestre y las
mutantes. Ninguna de las dos mutaciones dobles produjo enzimas mas
estables en ascciacion o plegamiento en relacién con la silvestre.

En ambas mutantes el paso de asociacién se desestabiliza mas que el paso de
plegamiento.

El reemplazo de la cisteina 126 {en la mutante C14+} afecta en mayor medida
fa asociacidn de los mondmeros gue la sustitucion de la cisteina 14 en la
interfase.

La sustitucion de fa cisteina 14 en fa interfase (en la mutante C126+),
disminuye la estabilidad del monomera.

Hipétesis 3. Nula

En las secuencias de aminodcidos de TIMs reportadas en el banco de datos
del GenBank, existe una correlacidon negativa entre carga e hidrofobicidad
promedio.

Las TIMs cuyas vias de plegamiento se ajustan a un proceso de dos estados
(B. stearothermophitus, L. mexicana y conejo) no presentan mayor carga y
menor hidrofobicidad promedio, que aguellas gque presentan intermediarios
estables.

Las TiMs cuya estructura primaria tengan promedios de carga alta e

hidrofobicidad baja, presentaran transiciones de desnaturalizacién por HCI-Gdn
irreversibles debido a la formacién de agregados.
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