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RESUMEN

En este trabajo se construyé la proteina quimérica mutante de
Triosafosfato Isomerasa (TIM) Q82-R162 del Trypanosoma cruzi,
intercambiando la regidén que va de la Glutamina 82 a la Arginina 162 de
la TIM de T. cruzi por la regién equivalente de su homdloga la TIM del
T. brucei para estudiar si la regidn mutada estd involucrada con la
reversibilidad de plegamiento. El desplegamiento de la TIM Q82-R162 fue
inducido por Gdn-HCl y fue seguido por cambios en la intensidad de
Fluorescencia intrinseca y de la actividad catalitica, tanto para el estado
nativo como para el renaturalizado. Los resultados de Intensidad de
fluorescencia nos indican que la estructura tridimensional de la TIM Q82-
R162 en estado nativo no presenta cambios significativos con respecto a la
TcTIM silvestre; por otra parte, los resultados de actividad catalitica
indican que la mutante presenta una disminucién de un 30 % con
respecto a la TcTIM silvestre. La actividad especifica de la mutante
renaturalizada es mucho menor a la del estado nativo (50%), esto quiere
decir que: 1) la proteina quimérica mutante TIM Q82-R162 presenta un
plegamiento que no es completamente reversible en las condiciones
exploradas, y 2) que los residuos de la regién mutada (Glutamina 82 —
Arginina 162) pueden estar relacionados con el proceso de irreversibilidad
de plegamiento en esta enzima.



CAPITULO |

ANTECEDENTES

A. LAS PROTEINAS

Las proteinas son el producto de expresidén de la informacién que estd
contenida en el genoma de cada especie. Aunque se ha logrado descifrar el
genoma de varios cientos de especies no deja de impresionar la cantidad
de informacién que se encuentra almacenada en la simple secuencia de
bases puricas y pirimidicas. En el genoma estd escrito cual debe ser el
primer aminoacido de cada proteina, cuéles son los que lo siguen y cuél es
el final. Esto es sorprendente ya que en promedio cada proteina esta
formada por aproximadamente 200 aminoécidos, y en cada célula existen
miles de proteinas diferentes .

El origen de las proteinas Gnicamente se puede explicar por medio de
mecanismos evolutivos en los que, a través de miles de afos de ensayo y
error, se formaron y persistieron Unicamente aquellas biomoléculas que
podian efectuar las funciones que se requieren para que un organismo
sobreviva. Las proteinas que surgieron hace mucho tiempo son entonces
las que, con modificaciones relativamente pequeias, llegaron hasta
nuestros dias. A la complejidad del origen de las proteinas se afiade el
hecho de que en las células hay recambio de estas biomoléculas, y sin
embargo existe una cantidad relativamente constante de las mismas en
todo momento. Lo anterior implica que en toda la vida de las células la
sintesis de las proteinas es un proceso constante 2.

En términos muy simples las células son esencialmente una maquina
programada para resintetizar las moléculas que le constituyen. Por otra
parte, se sabe que cada una de esas proteinas tiene la capacidad para llevar
a cabo una funcién especifica. Pero iqué es una proteina? Una proteina es
un tipo de biomolécula, el mas abundante en la célula, capaz de realizar
un gran nuimero de funciones ya sea formando parte del la estructura
bésica de los tejidos (musculo, tendones, piel, ufias, etc.) o desempefiando
funciones metabdlicas y reguladoras tales como las asimilacion de
nutrientes, el transporte de oxigeno y lipidos en la sangre, la inactivacion
de materiales toxicos, entre otras. Estas biomoléculas estdn formadas
principalmente por d&tomos de carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno,
en algunos casos contienen azufre, f&sforo, hierro, magnesio o cobre.



Las proteinas son los elementos que definen la identidad de cada ser vivo
(fenotipo) ya que son la expresion del cédigo genético contenido en el
ADN (genotipo) y del sistema de reconocimiento de particulas propias y
extrafas en el sistema inmunolégico 2.

Una proteina puede formar complejos con otras biomoléculas formando,
por ejemplo, glucoproteinas con los carbohidratos, lipoproteinas con los
lipidos, ribonucleoproteinas con los acidos nucleicos y asociaciones de una
proteina con otra originado homooligdmeros o heterooligdmeros
formados por cadenas de aminoéacidos iguales o diferentes respectivamente
2. De lo anterior se puede deducir que las posibilidades de generar
funciones a través de la conjugacién de proteinas con ellas mismas y con
otras biomoléculas en la naturaleza son inmensas.

B. ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS

1. El Enlace Peptidico.

Las proteinas son polimeros cuyas bases monoméricas son o-aminoécidos
los cuales estdn unidos entre ellos por enlaces peptidicos que son uniones
de caracter covalente que se dan entre el grupo carboxilo de un
aminoécido (COOH) y el grupo amino (NH,) del siguiente, generando asi
el desprendimiento de una molécula de agua (Figura 1). El enlace peptidico
presenta un comportamiento similar al de un enlace C=C ya que presenta
cierta rigidez que inmoviliza en un plano los atomos que lo forman 3.
Principalmente se ha encontrado que sélo 20 tipos diferentes de estos a-
aminoé&cidos son los que forman parte de las proteinas.

T o
H,N — CH —COOH|+|HN[—CH—COOH —> HN—CH—|C—N7T-CH —COOH + H,0

R H| R

Figura 1. Reaccién de condensacién para la formacién de un enlace peptidico. Se
establece entre el grupo carboxilo (COOH) de un aminoécido y el grupo amino
(NH>) del aminoéacido inmediato, con la pérdida de una molécula de agua.



Debido al mecanismo de formacidén del enlace peptidico una cadena
polipeptidica, independientemente de su longitud, siempre tendrd un
extremo amino y uno carboxilo. En todas las proteinas los aminoéacidos se
encuentran unidos por enlaces peptidicos dando lugar a niveles
estructurales que describimos a continuacién.

2. Estructura Primaria. Es la secuencia de residuos de aminoacidos
correspondiente a una proteina. Indica qué aminoéacidos componen la
cadena polipeptidica y el orden en que se encuentran. Si conocemos la
secuencia de un gen es posible obtener la secuencia de residuos de
aminoéacidos de la proteina utilizando el cédigo genético como tabla de
conversion 3.

3. Estructura Secundaria. Se refiere al ordenamiento espacial de la
estructura primaria a través de diversos tipos de interacciones,
generalmente puentes de Hidrégeno, dando lugar a la formacién de
estructuras repetitivas regulares y estructuras no repetitivas. Las estructuras
no repetitivas son conocidas como asas, rizos o bucles y poseen un grado
de regularidad menor que las de tipo repetitivo 4. Las estructuras de tipo
repetitivo encontradas comidnmente en las proteinas son las a-hélice y las
hojas B.

o o - hélice. Es una estructura que se forma cuando la estructura
primaria se enrolla helicoidalmente sobre si misma. En esta estructura
se forman enlaces o puentes de hidrégeno entre el grupo carboxilo
de un residuo de aminoé&cido y el grupo amino del cuarto aminoacido
que le sigue en la secuencia.

o Hebras-B. En esta conformacién los aminoacidos forman una cadena
plana conocida cominmente como conformacién —plegada. En esta
conformacién, a diferencia de lo que sucede en las a-hélices, los
puentes de hidrogeno se forman entre diferentes sectores del
polipéptido.

Existe un tipo especial de modelo molecular para resaltar la estructura
secundaria de las proteinas en el cual se representan los segmentos de
[d&mina B como cintas en flecha y las a hélices como cintas en espiral (ver
figura 2).

4. Estructura Terciaria. Es la disposicion tridimensional de todos los &tomos
que componen la proteina a través de un empaquetamiento de las
estructuras repetitivas e irregulares para formar la conformacién nativa (N)
y es en muchos casos la responsable directa de las propiedades biolégicas
de las proteinas. Esta conformacién se mantiene estable gracias a la



existencia de enlaces no covalentes entre las cadenas laterales de los
aminoécidos tales como puentes de hidrégeno, puentes salinos o
interacciones de Van der Waals. Para las proteinas que constan de una sola
cadena polipeptidica la estructura terciaria es la méaxima informacién
estructural que se puede obtener. La estructura terciaria es una disposicion
precisa y Unica en el espacio y se forma a medida que la proteina se
pliega °.

5. Estructura Cuaternaria. Unicamente estd presente si la proteina en
cuestion estda formada por més de una cadena polipeptidica. Para muchas
proteinas los niveles de estructura que se mencionaron anteriormente son
suficientes para adoptar la conformacién (N), que es la dnica
biolégicamente activa o funcional, en cambio para otras unicamente se
logra una estructura con actividad biolégica cuando se unen dos o maés
cadenas polipeptidicas, iguales o diferentes, para dar origen a la estructura
cuaternaria de la proteina y que denominamos oligdmero, el cual es un
complejo proteico formado por la unién de varias cadenas polipeptidicas
independientes que poseen una estructura terciaria parcial preformada.
Cada una de las cadenas polipeptidicas que forman el oligdmero recibe el
nombre de mondémero 34, La enzima con la que se desarrollo este trabajo,
la Triosafosfato Isomerasa (TIM), es un oligédmero (ver figura 2).

Figura 2. Niveles estructurales de la Triosafosfato Isomerasa. A) Estructura primaria: sélo se
muestra un fragmento. B) Estructura secundaria: Las asas representan estructuras de tipo no
repetitivo; el espiral representa una a-hélice, las flechas representan hojas [ paralelas y son
estructuras de tipo repetitivo. C) Estructura terciaria: se muestra un mondémero de la TIM y D)
Estructura cuaternaria: Dimero de la Tc TIM, tomada del PDB, 1TCD



C. EL PLEGAMIENTO

1. Generalidades.

La cadena polipeptidica tiene como funciones primarias la adquisicion
espontdnea de la estructura tridimensional y en el caso de proteinas
oligoméricas, la asociacién de subunidades. Es decir que la funcién de una
proteina estd determinada por la disposicién espacial definida de su
secuencia de aminoéacidos de modo que es ahi en donde se encuentra la
informacién necesaria para determinar la estructura tridimensional®. A esa
conformacién capaz de realizar una funcién bioldgica se le denomina N vy
es en la que una proteina permanecera la mayor parte de su existencia. El
plegamiento es un proceso en el cual una proteina adquiere una
conformacién tridimensional de minima energia conocida como N. El
plegamiento se considera vital pues s6lo en N las proteinas pueden llevar a
cabo su funcién bioldgica. Este es un proceso espontdaneo y debido a la
constante demanda de proteinas en las células ocurre en el orden de
milisegundos a segundos. El principal interés en el estudio del plegamiento
radica en poder predecir la estructura tridimensional de una proteina a
partir de su secuencia de aminoéacidos 4.

A la fecha el mecanismo de plegamiento es tan complejo que no es
entendido a detalle ya que cualquier molécula proteica podria adoptar un
namero virtualmente astrondmico de conformaciones tridimensionales
diferentes. Si una proteina hiciera una busqueda azarosa entre las
diferentes conformaciones posibles el tiempo que se requeriria para
obtener una proteina nativa seria de millones de afos, sin embargo
sabemos que plegarse a una proteina le lleva de milisegundos a segundos ®.
Esta observacién se conoce como la paradoja de Levinthal y plantea la
existencia de rutas preferenciales de plegamiento, pues de todas las
conformaciones posibles sélo algunas son relevantes. Cada proteina tiene
una estructura N dnica, o bien, un nimero limitado de conformaciones
preferidas que fluctian rapidamente entre ellas hasta adquirir la
termodindmicamente mas estable. Esta informacién es de gran utilidad ya
que ha establecido que las caracteristicas principales con las que debe
cumplir el plegamiento son encontrar la conformacién con el minimo de
fluctuaciones (de menor energia libre)” y hacerlo en un tiempo
biolégicamente relevante.

El plegamiento de las proteinas puede compararse con una reacciéon
quimica en la cual el reactante, la proteina desplegada (U, de “unfolded”)
se convierte en el producto, la proteina plegada (N); en el proceso puede
0o no haber intermediarios y a detecciébn y caracterizacién de los
intermediarios estables que aparecen en las rutas desde el estado N



(desnaturalizacién) o hacia él (renaturalizacién), son preguntas centrales en
los estudios de plegamiento 7.

La existencia de estados intermediarios transitorios encargados de dirigir de
algiin modo la ruta de plegamiento de las proteinas han generado estudios
enfocados a identificar y establecer la estructura de estos estados y asi
poder determinar los factores que guian el plegamiento de las proteinas®.
Estos estudios han permitido establecer modelos que tratan de explicar las
rutas a través de las cuales las proteinas adquieren su estructura nativa y
funcional. Se sabe en la actualidad que en el plegamiento in vivo existen
factores como las chaperonas que facilitan el proceso pero no lo dirigen,
sin embargo algunas proteinas pueden plegarse in vitro sin necesidad de
energia o informacién adicional. Lo anterior se ha concluido a partir de
experimentos de desnaturalizacién que consisten en ocasionar que la
proteina en cuestiéon pierda su estructura tridimensional.

2. Modelos que explican el plegamiento de las proteinas

Entre los modelos propuestos que describen la transicion de la proteina de
un estado desplegado hacia la formacién de su estado Nativo los mas
importantes son los siguientes:

o Modelo del colapso hidrofébico: Supone que el primer suceso
relevante es el colapso al azar del polipéptido para ocultar los residuos
hidréfobos. A partir del estado colapsado se va organizando el
polipéptido y aparece un re-arreglo de la estructura secundaria hacia la
de los intermediarios y finalmente a la del estado nativo °.

o Modelo de nucleacién: Implica la formacién de un ntcleo de
la cadena formado por residuos vecinos hidrofébicos tanto en la
estructura secundaria local como en las interacciones terciarias de largo
alcance, seguida de un rapido avance de la cadena polipeptidica hacia
el estado plegado. En este modelo la formacién del nucleo es la
limitante de este paso .

® Modelo difusién-colisién: Sugiere que la nucleacién ocurre en
pequefas partes de la molécula formando microdominios lo
suficientemente cortos para que todas las posibles conformaciones
puedan ser buscadas rdpidamente pero no todas son estabilizadas.
Varios de estos microdominios tienden a colisionar, siendo el paso final
del proceso de plegamiento la formacién de la estructura terciaria
exacta, incluyendo el empaquetamiento cercano de las cadenas
laterales. El plegamiento es realizado por una serie de pasos de
difusién-colisiéon 2.



® Modelo de plegamiento en etapas: Implica varios niveles de
estructuraciéon donde los diversos elementos estructurales son formados
y ensamblados. Se requiere de una secuencia de eventos bien definidos
asignando elementos estructurados con una relativa estabilidad a cada
etapa del proceso 3.

® Modelo jerdrquico: Propone que el plegamiento comienza
con elementos plegados transitoriamente que no son necesariamente
estables pero que tienen mayores tiempos de poblacién que las otras
conformaciones alternativas. Estas estructuras interactdan, asociandose
y estabilizdndose mutuamente, para producir intermediarios cada vez
més complejos que crecen hasta finalmente formar la estructura nativa.
Este modelo plantea que durante los primeros milisegundos del
plegamiento la molécula se compacta y aparecen elementos de
estructura secundaria (o-hélices y hojas ). La siguiente etapa involucra
la formacién de puentes de Hidrégeno estables y la nucleacién de los
aminoéacidos hidrofébicos al solvente, en esta etapa inicia la formacién
de la estructura terciaria y por lo tanto pueden presentarse
intermediarios con estructura muy semejante a la nativa la cual es la
etapa mas lenta del plegamiento 4.

o Modelo “Framework™ El plegamiento es secuencial y estad
dirigido a lo largo de una o unas pocas vias con intermediarios
estructurales Unicos. Comienza con la formacién de elementos con una
estructura secundaria estable basada en puentes de hidrégeno, la cual es
presumiblemente estabilizada por un pequefio nimero de interacciones
terciarias especificas. El desarrollo subsiguiente de interacciones
adicionales lleva a la formacién de la estructura terciaria nativa de la
proteina '°.

® Modelo del Embudo de Plegamiento: Examina los detalles del
mecanismo de plegamiento basado en simulaciones. Reemplaza el
concepto de via de plegamiento de eventos secuénciales por el
concepto de embudo de plegamiento de eventos paralelos. Un
embudo de plegamiento representa las multiples vias de plegamiento
que puede tomar una proteina determinada bajo una condicién en
particular. El paisaje de energia corresponde a la energia libre de cada
conformacién en funcién de sus grados de libertad y puede tener una
amplia cantidad de formas diferentes, con colinas, valles, canales,
planos, fosos, etc., que representan barreras de energia, trampas
cinéticas o caminos mas directos al estado nativo. El eje vertical del
embudo representa la suma de las energias libres de los puentes de
hidrégeno, pares idnicos, interacciones hidrofdbicas, solvatacion, etc.,
para una cadena en una conformacién particular. El &rea lateral de un



paisaje de energia, a una profundidad dada, representa el nimero de
conformaciones que tiene la cadena polipeptidica con esa energia libre.
Cada conformacién estd representada por un punto en esta superficie
de energia multidimensional. La forma del embudo de plegamiento
depende tanto de la secuencia de aminoéacidos de la proteina, como de
las condiciones externas, determinando el mecanismo de plegamiento'e.

3. Desnaturalizacién y Renaturalizacién.

Las proteinas son aisladas de la célula que las produce en su estado nativo
de modo que el plegamiento de las mismas /in vitro es un proceso que
debe estudiarse por medio de experimentos de desnaturalizacién y
renaturalizacién.

Se le conoce como desnaturalizacién al cambio en la conformacién de una
proteina debida a efectos en las interacciones no covalentes pero sin
cambio alguno en las interacciones covalentes (en la estructura primaria).
Los cambios moderados en las condiciones ambientales (pH, temperatura,
presion, etc.) pueden tener o no efecto sobre la estructura nativa de las
proteinas, sin embargo, si el cambio de alguna de estas variables excede un
valor critico la proteina se desnaturaliza 7. Una proteina se desnaturaliza
cuando pierde sus diversos niveles de organizacidn estructural.

Generalmente la desnaturalizacién de una proteina es causada por un
colapso en la estructura original, aunado a la ruptura de los enlaces
idnicos, las interacciones hidrofébicas y los puentes de hidrégeno, sin
cambio en la estructura primaria aunque perdiendo total o parcialmente la
estructura nativa. Este efecto va acompafnado de la disminucién de la
solubilidad, cambios en las propiedades espectroscédpicas y la perdida de la
funcién bioldgica °.

La finalidad de estudiar el proceso de desnaturalizacién de las proteinas se
encuentra en determinar: 1) la estabilidad conformacional de estds bajo
diferentes condiciones de desnaturalizante, y 2) seguir la ruta de
plegamiento/desplegamiento.

Actualmente se conocen diferentes agentes desnaturalizantes de los cuales
a continuacién se mencionan los mas utilizados en el estudio del
plegamiento de las proteinas globulares.

o Detergentes. El Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) es un agente que se
asocia con los residuos no polares de la proteina e interfiere en las
interacciones hidrofébicas, responsables de la estructura nativa.



e Agentes quimicos. Son moléculas cargadas idnicas (guanidina) o
neutras orgénicas (urea), que incrementan la solubilidad de las
sustancias no polares en agua. Son efectivos debido a su capacidad para
romper las interacciones hidrofébicas de la estructura Nativa aunque su
mecanismo de accién no se ha descifrado. El clorhidrato de guanidina y
la urea son los agentes mas usados en la desnaturalizacion de las
proteinas.

e Variaciones de pH. Si varia el pH de una solucién que contiene
proteina se originan cambios en los estados de ionizacién de las
cadenas de los aminoécidos cargados.

e Temperatura. Aumentar o disminuir la temperatura del medio en el
cual se encuentran las proteinas ocasiona que se hagan sensibles en sus
propiedades conformacionales debido al aumento en la energia
cinética.

Los experimentos de desnaturalizacion se basan en que la estructura de la
proteina cambia conforme se incrementa la condicién desnaturalizante, de
manera que se modifica la proporcidén entre el nimero de moléculas de
proteina en estado nativo y desnaturalizado obteniendo asi un perfil de
desnaturalizacién.

Se le conoce como renaturalizacién al fenémeno en el cual la proteina
recupera su conformacién nativa original al eliminar los agentes que
causan la desnaturalizacién encontrando que las caracteristicas de la
proteina antes y después de la desnaturalizacién son indistinguibles,
siempre y cuando el proceso sea 100 % reversible. Cuando hablamos de
un proceso 100 % reversible nos referimos a que en un proceso de
plegamiento-desplegamiento las condiciones deben ser tales que la
transformacién de N a U sea tal que, al regresar a las condiciones que
favorecen la presencia de N, la estructura obtenida sea indistinguible de la
que se partid originalmente. En general las proteinas pequefas se
desnaturalizan reversiblemente mientras que las proteinas de mayor
tamafno lo hacen irreversiblemente o son parcialmente reversibles ademaés
de que se agregan o se precipitan antes de que la condicién
desnaturalizante sea modificada a su estado original 8.

El objetivo de estudiar una reaccién reversible tiene como fin el conocer
los cambios energéticos asociados al proceso de plegamiento asi como la
identificaciéon de los intermediarios involucrados en el mismo, por lo
tanto, el primer resultado a presentar en todos los estudios de plegamiento
de proteinas es demostrar la completa reversibilidad del proceso.



De manera anéloga a la desnaturalizacién, cuando en la renaturalizacién se
disminuye la condicién desnaturalizante, en general, se modifica la
proporcién entre el nimero de moléculas que se encuentran en el estado
N y U, y se puede obtener asi un perfil de desnaturalizacién o
renaturalizacién segun sea el caso.

4. Técnicas que ayudan a seguir las transiciones del plegamiento.

Al desnaturalizar una proteina es necesario seguir una sefial que sea
sensible a los cambios en la conformacién de la proteina nativa. Dentro de
los recursos experimentales mdas importantes se encuentran los siguientes:

© Actividad Biolégica. Es un método sensible, réapido vy
especifico que ayuda a determinar las transiciones durante el proceso
de desnaturalizacién y replegamiento de proteinas y esta basado en el
principio de que la proteina sélo lleva a cabo su funcién cuando se
encuentra en estado nativo.

© Espectroscopia UV-VIS. Se utiliza principalmente para el
estudio de moléculas con grupos cromd&foros donde la sensibilidad del
método depende del coeficiente de extincidén de cada proteina. Para
un coeficiente de extincién de 104 el limite de deteccién es de 0.5
nmol utilizado un espectrofotémetro convencional y esperando 0.01
de absorbancia. Las proteinas absorben luz UV-VIS a 280nm.

® Fluorescencia. El fendmeno conocido como fluorescencia es
aquel en el cual los compuestos que absorben luz la emiten alargando
su longitud de onda. En las proteinas los fluoréforos naturales son los
residuos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptofano). La
fluorescencia es cerca de 100 veces més sensible que la
espectrofotometria UV-VIS para la deteccién de bajas concentraciones
de proteina. La fluorescencia del triptofano (el residuo al cual se debe
la mayor parte de la sefial de fluorescencia de las proteinas), se utiliza
para seguir la movilidad interna de la proteina y la exposicién o
exclusiéon de los residuos aromaticos del solvente.

® Dicroismo Circular (DC). Es una propiedad de la actividad
Optica de las moléculas. Es un método ampliamente utilizado para
determinar el contenido de estructura secundaria en las proteinas. Esta
propiedad se observa en el esqueleto polipeptidico en la regién del
espectro UV cercano (270-300nm) y UV lejano (170-250nm) en sus
diferentes estructuras secundarias. Las a-hélices se caracterizan por
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presentar sefial negativa a 222 nm vy sefales positivas alrededor de
192 nm. Las sefales para las hojas B son similares pero menos
apreciables.

© Filtracién en Gel. Esta técnica es ampliamente utilizada para la
determinacién del tamafo de las moléculas que participan en una
reacciéon de desnaturalizacion de proteinas. Cominmente se realiza
con geles comerciales como Sephadex, Sephacryl y Biogel. Estos geles
tienen un tamafio de poro tal que la proteina puede ser facilmente
separada de las otras moléculas por diferencia de tamafio de manera
efectiva.

© Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC). Esta técnica es
utilizada para determinar los datos termodindmicos de la naturaleza
del desplegamiento de las proteinas y de las fuerzas involucradas en
estabilizar a las proteinas.

5. El glébulo fundido.

Diversos estudios al equilibrio sobre el plegamiento indican que el proceso
se logra a partir de la generacidn local de estructura secundaria (a-hélices y
hojas f3). Este temprano estado del plegamiento de las proteinas, en el que
se encuentra mucha estructura secundaria, se dice que es extremadamente
rdpido (aparece 1 seg. después de iniciado el plegamiento). Al iniciarse
dicho proceso se adquiere estructura secundaria y se efecta una
compactaciéon de los aminoécidos hidrofébicos, lo que hace que el
plegamiento se conduzca hasta obtener un colapso hidrofébico. Este
colapso es conocido como glébulo fundido, estructura intermediaria que
se presenta en los primeros estadios del plegamiento de muchas proteinas
y es considerado como un tercer estado termodindmico en la ruta de
plegamiento de las proteinas. Es una molécula muy dindmica y flexible ya
que no presenta una conformacién Gnica sino un ndamero de
conformaciones diferentes que se interconvierten rapidamente. Este estado
ha sido observado bajo ciertas condiciones desnaturalizantes y es un
confébrmero con propiedades intermedias entre los estados nativo y
desnaturalizado.

En el estudio del plegamiento de proteinas, para entender los factores que
dirigen el proceso de plegamiento, es de gran importancia conocer la
estructura y los cambios de energia asociados a la formacién de estados
transitorios que se puedan identificar durante el proceso de plegamiento
de proteinas globulares, sin embargo hasta la fecha no ha sido posible
cristalizar ningin polipéptido en ese estado '°.
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Para la formacién del glébulo fundido se requiere un tiempo mucho
menor al que se necesita para la biosintesis de una proteina o para adquirir
su estado nativo, de modo que en una cadena naciente puede encontrarse
la estructura de glébulo fundido durante e inmediatamente después de su
biosintesis. Los estudios dirigidos a conocer las caracteristicas de este
conférmero permitirdn determinar el papel de los intermediarios en la via
de plegamiento y la necesidad del glébulo fundido como intermediario
general para el plegamiento de las proteinas /n vivo. La presencia del
glébulo fundido, como estado intermediario, es comin para una gran
variedad de proteinas globulares, incluida la TIM 1°.

6. Enfermedades relacionadas con el plegamiento anémalo de
las proteinas (EPAPs).

En la actualidad se ha descubierto que existen enfermedades que estédn
relacionadas con conformaciones andémalas o erréneas de algunas
proteinas; en estos casos las proteinas, cuya conformacién N es globular,
adquieren una estructura fibrosa. Estas enfermedades, generalmente
neuroldgicas, se caracterizan por presentar agregados proteicos insolubles
llamados depésitos amiloides, en células especificas de tejidos especificos.
Estas patologias pueden tener un origen genético esporadico infeccioso, sin
embargo se sabe que son el resultado de la precipitacién de algunas
proteinas y que el plegamiento anormal de las mismas es, al menos, un
factor determinante. Dentro del grupo de desordenes infecciosos que
presentan estas caracteristicas encontramos a la encefalopatia
espongiforme bovina (EEB) o enfermedad de la vacas locas y fatales
enfermedades humanas como la enfermedad del Alzheimer, la enfermedad
de Creutzfeldt-Jacob y la diabetes tipo Il. Al conjunto de estas patologias
se le conoce como Enfermedades del Plegamiento Andémalo de las
Proteinas (EPAPs) 20,
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D. MODELO DE ESTUDIO.
LA TRIOSAFOSFATO ISOMERASA (TIM).

1. Importancia y Funcién en la Glucélisis.

La Triosafosfato Isomerasa (TIM) es una enzima que cataliza la reaccién
cinco del ciclo glucolitico. Se encarga de la interconversiéon de las triosas,
de gliceraldehido-3-fosfato (GAP) en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a
través de un intermediario cis-enediol 2. lLa reaccién que esta enzima
cataliza determina en gran parte la eficiencia de la glucdlisis ya que, de las
dos triosas, s6lo el GAP continua en la ruta glucolitica garantizando la
produccién neta de dos moléculas de ATP. En la reaccién ocurren dos
enolizaciones: del DHAP al enediol y del GAP al enediol (Figura 3). Esta
enzima lleva a cabo las protonaciones y las desprotonaciones necesarias
para que se den las dos enolizaciones antes mencionadas, utilizando una
base (histidina) y un acido (glutdmico) cataliticos, asi como un asa proteica
(el asa 6) que une y estabiliza la intermediario de la reaccién.
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c

HC N

—0 o [
0o /C \_,HL‘N/—\‘)\ Glu 168 // C/ H N\)\
Glu 168 // H™ \\OH
C
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Dihidroxicacetona Gliceraldehido
Fosfato -3- fosfato
e T
B /OPO§ C OPO?
H,C H // H,C
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Glu 168 , O c—0O <> H \C/O/ .
C// // His 95 /// \o/ v\// His 95
—
\/\\ H— O\ '/\N{ H— O /=N
OH OJH = o H N___
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- enediol

Figura 3. Mecanismo catalitico de la TIM. A) El &cido catalitico (His 95) y la base catalitica
(Glu 165) llevan a cabo las primeras protonaciones y desprotonaciones sobre la DHAP. B) y
C) Estabilizacién del enediol. D) Isomerizacién a GAP.
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La transformacién de DHAP en GAP que realiza la TIM es entre 108 y 10°
veces mas rapida que en ausencia de la enzima. Diversos estudios han
confirmado que la unién del GAP a la enzima estd limitada por una
frecuencia de encuentros entre las dos especies y no se debe a los ajustes
conformacionales que la proteina desarrolla con el solvente para la catélisis
o a los rearreglos quimicos entre el substrato y la enzima, por ello se le
conoce como catalizador perfecto 22. También se ha establecido que in
vivo los pasos limitantes de la velocidad de reaccién son la unién del
sustrato y la liberacién de producto 23.

2. Caracteristicas Estructurales.

La TIM es un homodimero del cual cada subunidad o monémero tiene un
peso de aproximadamente 27 kDa con una estructura (o/B)8. Los
monodémeros se asocian por medio de interacciones no covalentes y cada
uno contiene su sitio activo completo localizado cerca de la interfase que
comparten las dos subunidades. Para asegurar al méximo su funcién la
enzima cuenta con un asa moévil que oculta el sustrato del solvente, esta
asa se conoce como el asa 6 o asa catalitica y se mueve de una
conformacién conocida como cerrada a una conformacién abierta 24. El
asa 3, también conocida como asa de interfase, encaja en una cavidad que
se encuentra cerca del sitio activo de la otra subunidad.

La TIM sélo es activa como dimero y aunque sus mondémeros presentan
los residuos necesarios para llevar a cabo la catélisis y no presentan
cooperatividad entre ellos 2>, pues funcionan independientemente, a la
fecha no se han reportado TIM’s monoméricas silvestres. Es probable que
las interacciones en la interfase sean necesarias para mantener a los
aminoéacidos cataliticos en una posicién adecuada, o para mantener la
estabilidad de la estructura de barril, de hecho un determinado nimero de
aminoéacidos de la interfase se encuentra conservado. El sitio activo de esta
enzima se encuentra en uno de los extremos del barril, en la cavidad que
se forma por las asas contiguas a las hebras. Los aminoacidos que
componen el sitio activo (para Tc TIM) son Lisina (K) 12, Histidina (H) 95
y el Glutdmico (E) 168, residuos que estdn conservados en proteinas
homologas, asi como las regiones que se encuentran en el sitio activo y los
residuos directamente involucrados en la quimica de la reaccién. En el caso
de la TIM, los aminoacidos conservados son aquellos que participan
directamente en la quimica de la reaccién, o se localizan en la vecindad del
sitio activo. A pesar de las diferencias en los aminoécidos de la interfase, la
topologia del barril y la geometria de la asociacién de los monémeros en
el dimero, es semejante en diferentes especies 2¢.
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E. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La TIM juega un papel central en el metabolismo anaerobio razén por la
cual se ha propuesto como blanco para construir farmacos especificos
contra agentes infecciosos, principalmente humanos, que en alguna parte
de su ciclo de vida dependan bésicamente de la glucdlisis como fuente
de energia. Este es el caso de los tripanosométidos como lo es el
Trypanosoma cruzi y su pariente méas cercano, el Trypanosoma brucei.
Ambos protozoarios son patégenos. El primero es causante de la
Tripanosomiasis americana o “Enfermedad de Chagas” y el segundo de la
enfermedad del suefio en humanos y el nagana en ganado vacuno en
Africa. Una de las principales preocupaciones cientificas en la actualidad es
elaborar drogas o medicamentos efectivos contra las enfermedades
producidas por estos parasitos, desafortunadamente las drogas actuales
contra la tripanosomiasis generan algunos efectos colaterales en los
pacientes. El estudio detallado de toda la informacién estructural
proveniente de la TIM de estos parasitos estd relacionado ademas con la
generacién de informacidn necesaria para tratar de curar las enfermedades
que producen y debido a que existen pequefas diferencias entre la enzima
de este pardsito y la de los humanos, esta informacién se puede
aprovechar para el disefio racional de nuevos medicamentos.

Toda la informacién obtenida hasta la fecha sobre la TIM de T. cruziy de
T. brucei es de gran utilidad pues revela que entre ambas enzimas no sélo
existen caracteristicas estructurales muy interesantes. Experimentos
preeliminares muestran que el patrén de plegamiento de la enzima de T.
cruzi es reversible pero complejo ya que no es un proceso de dos estados.
Esta observacién es interesante porque la TIM de Trypanosoma brucei
posee el mismo patrén de plegamiento pero irreversible y presenta
agregados (ver tabla 1).

ESPECIE MODELO REVERSIBLE REFERENCIA
TcTIM | N2 o N2* & 2M o 2U S| 27
A A
Tb TIM ! 1 NO 28
N2 < N2* <> 2M < 2U

Tabla 1. Comparacién del patrén de plegamiento de la TIM de T. cruziy de T.
brucei. Donde N2 es el dimero nativo; N2* el dimero NO nativo; 2M son
mondémeros compactos; 2U son mondmeros desnaturalizados y A son agregados.

Al comparar estructuralmente ambas enzimas se encuentra que son
practicamente idénticas ya que la diferencia en la superposicidon de sus
estructuras tridimensionales es de 0.9 A. Si se compara la estructura
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primaria de las TIM’s de ambos parésitos resulta que 185 de los 250
aminodacidos que las componen son idénticos en ambas proteinas; el 26%
restante se compone de 31 cambios conservativos y 35 cambios no
conservativos, lo que indica que Unicamente hay un 14% de cambios
drésticos entre ambas proteinas (ver figura 4). A partir de esta informacién
el presente trabajo esta dirigido a tratar de averiguar porque estas enzimas,
teniendo caracteristicas estructurales tan similares, presentan un patrén de
plegamiento diferente; sabiendo que de alguna manera los cambios no
conservativos entre ambas secuencias son responsables de tan significativa
diferencia (Cuales pueden ser los residuos de aminoacidos que provocan
un cambio tan significativo?

Tb TIM -MSKPQPTIAAANWKCNGSQQSLSELIDLFNSTSINHDVQCVVASTFVHLAMTKERLSHPK 59

Tc TIM MASKPQPIAAANWKCNGSESLLVPLIETLNAATFDHDVQCVVAPTFLHIPMTKARLTNPK 60
+ [rxkkrkkhkkhkkdkkko [—ko—kk [ /Ko [[Kkkkkkkk_kk /% [[hk¥_k*[_%%

Tb TIM FVIAAQNAIAKSGAFTGEVSLPILKDFGVNWIVLGHSERRAYYGETNEIVADKVAAAVAS 119

Tc TIM FQIAAQNAITRSGAFTGEVSLQILKDYGISWVVLGHSERRLYYGETNEIVAEKVAQACAA 120
Kokkkkkkk— [hhKKKKKKKK_kkkk_k [ [h [*hhhkkkx [khhkkkhhhkk [hhk_k_*_

Tb TIM GFMVIACIGETLQERESGRTAVVVLTQIAAIAKKLKKADWAKVVIAYEPVWAIGTGKVAT 179

Tc TIM GFHVIVCVGETNEEREAGRTAAVVLTQLAAVAQKLSKEAWSRVVIAYEPVWAIGTGKVAT 180
Kk _kk [k [hhko_kkK_Kkkk [hkkkk [hk [h_kh K _k_ [hkkkkhhkhhhhkkhhhhx

Tb TIM PQOAQEAHALIRSWVSSKIGADVAGELRILYGGSVNGKNARTLYQQORDVNGFLVGGASLK 239

Tc TIM PQOAQEVHELLRRWVRSKLGTDIAAQLRILYGGSVTAKNARTLYQMRDINGFLVGGASLK 240
Kkkkkk [h_k [k hhk_kk [k _k [k [_hkkkkkkkk [ [khkkkhkkk_kk [hhkhkkhhhkx

Tb TIM PEFVDIIKATQ 250

Tc TIM PEFVEIIEATK 251
Hkkok [k kk o

Figura 4. Comparacién de las secuencias de aminoéacidos de Tb TIM VS Tc TIM. Con la diagonal
(/) se indican los cambios conservativos entre ambas secuencias; con el guién ( - ) los cambios
no conservativos y con asteriscos ( * ) se indica que aminoéacidos son iguales en ambas secuencias.
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CAPITULO 1l

OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Construir la proteina quimérica mutante TIM Q82-R162
sustituyendo el fragmento que va de la Glutamina 82 a la Arginina
162 de la Triosafosfato lsomerasa de Trypanosoma cruzi por la
region equivalente de la TIM de T. brucei para estudiar la
reversibilidad de plegamiento.

B. OBJETIVOS PARTICULARES

Disefiar los oligonucleotidos para la construccién del gen mutante
por medio de mutagénesis sitio-dirigida.

Construir el gen que codifica para la proteina quimérica mutante de
TIM de T. cruzi por medio de experimentos de biologia molecular
(PCR), ligacién, clonacién y sobreepresiéon del gen la TIM quimérica
mutante.

Aislamiento y purificacién de la proteina quimérica mutante.

Cuantificaciéon de la actividad catalitica de la proteina quimérica
mutante.

Estudiar la reversibilidad de plegamiento de la proteina quimérica
mutante induciendo la desnaturalizacion con clorhidrato de
guanidina.

C. HIPOTESIS

Es posible que al construir una proteina quimérica mutante de
Triosafosfato Isomerasa de Trypanosoma cruzi, intercambiando la
regiéon que va de la Glutamina 82 a la Arginina 162 por la regién
equivalente de la Tb TIM, se observen cambios en la reversibilidad
del plegamiento.
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CAPITULO 1lI

METODOS

A. CONSTRUCCION DE LA PROTEINA QUIMERICA
MUTANTE Q82-R162.

La construccién inicié con el disefio de los oligonucleotidos 7c reverse 76-2 y
Tb forward 75-3, complementarios entre si. Las secuencias de estos
oligonucleotidos son las siguientes:

Tb forward 75-3: 5’ GCT TTC ACG GGG GAA GTC TCC 37
Tcreverse 76-2: 5’ CAG AGA GAC TTC CCC CGT GAA AGC 3’

Posteriormente utilizando la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) se construyd el gen que codifica para la
proteina quimérica mutante en tres etapas que se explican a continuacién:

® PCR 1. Sobre el gen de la TIM silvestre de T. cruzi se aparean los
oligonucleotidos Tc reverse 76-2 'y T7 promoter. Se generd un
fragmento de 323 pares de bases (pb) que corresponde a la regién
amino terminal de Tc TIM, que va del aminoécido 1al 81 (figura 5).

® PCR 2. Sobre el gen de la TIM silvestre de T. brucei se aparearon los
oligonucleotidos Tb forward 75-3y T7 terminator-2 para generar un
fragmento de 639 pb, que corresponde al segmento que va del
aminoécido 74 al 250 de la Tb TIM.

® PCR 3. Con los fragmentos anteriores y los oligonucleotidos
flanqueantes 77 promoter y T7 terminator-2, se amplificé un
producto de 938 pb que corresponde al gen completo del Proteina
Quimérica Mutante.

Las condiciones utilizadas en cada etapa de PCR se encuentran en la tabla 2A.
Los componentes de PCR utilizados en cada reaccién se muestran en la tabla
2B.
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ETAPA PCR 1 PCR 2 PCR 3 REACTIVO MOLUMEN| CONCENTRACION
Desnaturalizacién 94 °C, 94 °C, 94 °C, ¢ (u) HIAE
45 seg 45 seg 45 seg dNTP ‘s 0.75 1.5 mM
Hibridacién 40 °C, 45 °C, 52 °C, DNA Templado 1 -
30 seg 30 seg 45 seg Oligonucledtidos 1 200 ng/ul
iy 72 °C, 72 °C, 72 °C, Buffer 5 10 x
Elongacion 90 seg 90 seg 90 seg Mg Cl 3 15 mM
Ciclos 30 30 40 7Taq Polimerasa 0.2 -
H,O c.b.p. 50 -

Tabla 2. A) Condiciones de reaccién para cada etapa de PCR. B) Protocolo general
de una reaccién de PCR.

En la Segunda etapa de PCR se utilizaron concentraciones de 2 y 2.5 mM de
MgCl, para la amplificacién éptima del fragmento, mientras que en la tercera
etapa se utilizaron concentraciones de 3 y 4 mM.

La estrategia que se siguid para la construccién de la Proteina Quimérica
Mutante de TIM se representa en la figura 5.

PCR 1

P—

ﬂ 323 pb

—_—

PCR 2

@

PCR 3

639 pb ﬂ

—

- —

J

QUIMERA

- m—

Figura 5. Estrategia utilizada para la construccién de la Proteina Quimérica Mutante de
Triosafosfato Isomerasa. PCR1: con el DNA de TcTIM (amarillo) y con los oligonucleotidos
T7 promoter (flecha negra) y el Tc reverse 76-2 (flecha roja), se genera el primer fragmento.
PCR2: con el DNA de TbTIM (rojo) y con los oligos Tb forward 75-3 (flecha amarilla) y el
T7 terminator (flecha negra), se genera el segundo fragmento. Los extremos internos de cada
fragmento corresponden a los oligonucleotidos y se marcan de otro color debido a que sus
secuencias son complementarias. PCR3: los fragmentos obtenidos de las etapas anteriores y
los oligos 77 promotery T7 terminator (flechas negras) generan el gen de la TIM Quimérica.
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B. LIGACION AL PLASMIDO.

Para la ligacion del gen mutante se llevd a cabo previamente una
subclonacién en el plasmido pGEM-Easy Vector® debido a que este plasmido
tiene la ventaja de requerir concentraciones muy bajas del producto a ligar. El
plasmido ligado fue transformado en células competentes DH5a de E. coliy
sembradas en cajas con agar LB suplementadas con 16 ul de X-Gal (50
mg/mL) y 34 ul de IPTG (100m M). El producto ligado se liberé con las
enzimas BamHI y Ndel y fue religado al pldsmido de expresién pET3a,
trasformado a células competentes BL21(DE3)plLysS de £. coliy sembradas en
cajas con agar LB con ampicilina.

C. SECUENCIACION DEL GEN DE LA TIM QUIMERICA
Q82-R162.

Una muestra de DNA de la TIM Quimérica Q82-R162 ligada al plasmido
pET3a, con una concentraciéon de 300 ng/ul, fue secuenciada en la Unidad de
Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Debido a que
el resultado corresponde a la secuencia de bases del gen que codifica para la
proteina quimérica mutante se llevé a cabo una comparacién entre las
secuencias de bases de Tc TIM, Tb TIM y la TIM Quimérica Q82-R162 para
verificar los cambios que presenta el gen mutado. Posteriormente, por medio
del programa Translate tool, se realizé la traduccidn de la secuencia de bases
en aminodcidos y después se compad una vez mas esta secuencia con las
correspondientes a Tc TIM y Tb TIM.

D. SOBREEXPRESION DE LA TIM QUIMERICA
Q82-R162.

En 100 ml de cultivo liquido de agar LB con ampicilina (100 mM) se inoculd
una colonia de E. coli, BL21(DE3)pLysS, que contiene el plasmido pET3a vy el
gen que codifica para la Quimera Q82-R162. Se incubdé durante una noche a
37 °C con agitacién de 2500 RPM. El cultivo anterior se centrifugd 10 min a
5000 RPM y con el botén obtenido se inoculé 1 litro de medio LB
conteniendo la misma concentracién de ampicilina. El cultivo se incubd en las
mismas condiciones mencionadas anteriormente hasta alcanzar una densidad
Optica de A600= 0.8-1.0 para luego agregar el inductor Isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracién final de 0.4 mM. Se incubd
toda la noche a 37 °C con agitacién de 2500 RPM.
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E. PURIFICACION DE LA TIM QUIMERICA Q82-R162.

El volumen total de cultivo inducido se centrifugd 12 min a 6000 RPM. Es
importante que todo el proceso de purificacién se lleve a cabo a 4 °C.

El paquete celular de E. coli se resuspendié en 30 ml de amortiguador de
extraccion pH 6.5 (MES 25 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, PSMF 0.2 mM)
y agitacién constante.

Las células se rompieron sometiéndolas a ondas de alta frecuencia
(sonicar) en 4 tiempos de 1 min y 3 tiempos de 30 segundos.

La solucién anterior se centrifugd15 min a 15000 RPM.

El precipitado se resuspende en 30 ml de amortiguador de extraccion pH
6.5 (al cual se le afadié previamente NaCl 200 mM) y se agitd en hielo
durante 30 min.

La solucién anterior se centrifugd 15 min a 15000 RPM.

El sobrenadante fue precipitado, con agitacién, en sulfato de amonio
[(NH4)2504] al 45 % y se dejo reposar en refrigeracidn minimo por 3
horas.

La solucién anterior se centrifugd 15 min a 15000 RPM, se recuperé el
sobrenadante que se precipitd, con agitaciéon, en (NH4)2504 al 65 % vy se
dejo reposar toda una noche.

La solucién anterior se centrifugd 15 min a 15000 RPM.

El precipitado se disolvié en 2 ml de amortiguador A, pH 8 (TEA 100 mM,
NaCl 25 mM, DTT 1 mM, EDTA 1T mM y NaN3 TmM).

La solucién anterior se dializ6 en 500ml de amortiguador A, pH 8,
durante 2 horas, transcurrido este tiempo se cambid el amortiguador y se
dejé dializando toda una noche.

La proteina se cargd en una columna de intercambio idnico de
Carboximetil Sefarosa (CM-Sepharose), de flujo répido (previamente
lavada con 500 ml de NaCl 0.5 M vy equilibrada con 500 ml de
amortiguador A, pH 8).

La proteina se eluyé con 25 a 30 ml de amortiguador A, pH 8.

El amortiguador A, pH 8 se suplementé con a 200 mM de NaCl y con
esta solucién se eluyd la proteina resultando en fracciones de 2.5 ml,
cuantificando su absorbancia a 280 nm, analizando las fracciones por SDS-
PAGE al 12.5 % vy tifiendo con azul de Coomasie.

Las fracciones que presentan la proteina pura se juntaron (pool) y se
cuantifica la concentracién de la solucién resultante.
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F. CARACTERIZACION

1. Cuantificacién de la concentracién de proteina de la TIM
Quimérica Q82-R162.

La cuantificacién de la proteina se determind por el método del Acido
Bicinconinico (BCA) por medio de una curva estandar de BSA con el kit BCA
Protein Assay (Pierce)®.

2. Estudios de Reversibilidad
a. Intensidad de Fluorescencia.

Los cambios por intensidad de fluorescencia se realizaron en un espectro-
fluorémetro Olis DM 4, con temperatura controlada a 25 °C. Con los datos
de longitud de onda méxima y la intensidad de fluorescencia de los espectros
obtenidos se determind el centro de masa espectral utilizando la siguiente
ecuacion:
CMS =2 A1(A) 7/ 2 1(A)
donde,
A = longitud de onda
I(A) = Intensidad de Fluorescencia a la longitud de onda

Intensidad de fluorescencia de la TIM Quimérica Q82-R162 en su estado
Nativo. Para evaluar el estado nativo de la TIM quimérica Q82-R162 (150
ug/ml), se incubo a 25 °C durante una hora en amortiguador TED 100/10/1,
pH 7.4 (TEA 100 mM, EDTA 10 mM, y DTT 1mM). En una primera etapa se
excitaron todos los residuos arométicos Fenilalanina (F), Tirosina (Y) y
Triptofano (W), a 280 nm con barridos de 300 a 400 nm. En una segunda
etapa, en la misma muestra, se excitaron solo los Triptofanos (W) a 295 nm
con barridos de 310 a 410 nm. Lo anterior tiene la finalidad de obtener el
méaximo de informacién estructural de la proteina en su estado nativo.

Desnaturalizacién de la TIM Quimérica Q82-R162 con Clorhidrato de
Guanidina. Para la desnaturalizacién se utilizd una concentracién de 150
ug/ml de la TIM Quimérica y 6 M de Clorhidrato de Guanidina (Gdn-HCI),
como desnaturalizante, en amortiguador TED 100/10/1, pH 7.4, incubando a
25 °C durante 24 horas. El cambio en la estructura terciaria fue seguido a 280
y 295 nm verificando el cambio en el maximo de longitud de onda y en la
intensidad de fluorescencia.
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Renaturalizacién de la TIM Quimérica Q82-R162. La renaturalizaciéon de la
TIM Quimérica se llevé a cabo diluyendo el ensayo de desnaturalizacién a
2.5 ug/ml y 0.1 M de proteina y Gdn-HCI respectivamente, en amortiguador
TED 100/10/1 pH 7.4, incubando a 25 °C durante 24 horas. El cambio en la
estructura terciaria fue seguido por intensidad de fluorescencia a 280 y 295
nm.

b. Actividad catalitica de la TIM Quimérica Q82-R162.

La actividad catalitica de la TIM, en el sentido de gliceraldehido-3-fosfato
(GAP) a dihidroxiacetona fosfato (DHAP), se evalio de forma indirecta por
medio de un sistema acoplado con la enzima o-glicerol-fosfato
deshidrogenasa (a-GDH). En este sistema la oxidaciéon del Nicotin Adenin
Dinucleotido (NADH) va acompafiada de un cambio del color amarillo a
incoloro que se detecta a 340 nm (ver Figura 6).

TIM NADH NAD® + H*
\ O &
GAP msp DHAP m G3P

Figura 6. Reaccién general del sistema acoplado para la determinacién de la actividad catalitica
de la TIM. GAP: Gliceraldehido-3-fosfato; DHAP: Dihidroxiacetona Fosfato; NADH: Nicotin
Adenin Dinucleétido reducido; NAD*: Nicotin Adenin Dinucleétido oxidado; G3P: Glicerol-3-
fosfato y a-GDH: a-glicerol-fosfato deshidrogenasa.

Debido a que las muestras que se utilizan para la prueba de fluorescencia son
las mismas que se utilizan para cuantificar la actividad catalitica fue necesario
evitar el efecto del desnaturalizante sobre la a-GDH diluyendo las muestras
de TIM Quimérica nativa y renaturalizada a concentraciones finales de 5
ng/ml. La dilucidén es necesaria ya que se requiere de esa concentracioén para
calcular la actividad especifica de la TIM Quimérica y ademds garantiza que la
concentracién de guanidina sea lo suficientemente baja para que se pueda
evitar el efecto sobre la a-GDH.
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De la lectura obtenida para cada muestra se analizan los resultados
obteniendo una curva de actividad de la cual se calcula el valor de la
pendiente en unidades de absorbancia (ua), se sustituyen en la siguiente
formula y se cuantifica la actividad especifica (AE) para cada muestra:

A u.a.
min
AE (umol/min » mg) =
6.22 u.a.
[ mol] * { Prot (mg/mL)}
mL

donde 6.22 u. a. es el coeficiente de extinciéon del NADH y la concentracién
de proteina es un valor constante de 5 ng/ml que debe transformarse a las
unidades que la formula requiere(mg/mlL).

La determinacién de la actividad se realizd en el espectrofotémetro Beckman
Coulter DU 7500 en el programa de Cinética Multiceldas, a una longitud de
onda de 340 nm, con tabulaciones de 1.0, tiempo de 30 segundos entre cada
lectura y con un total de tiempo de 420 segundos.

El protocolo utilizado para preparar la mezcla de reaccién en la cual se
cuantificd la actividad catalitica de las muestras es el siguiente:

Gliceraldehido - 3 - fosfato 1.5-3 mM
a - glicerol - fosfato deshidrogenasa 5-10 ug/ml
NADH 0.2 mM
TIM Quimérica 5 ng/mL

Amortiguador TED 100/10/1, pH 7.4 c.b.p. TmL
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CAPITULO IV

RESULTADOS

A. CONSTRUCCION DE LA PROTEINA QUIMERICA
MUTANTE Q82-R162.

Loa fragmentos obtenidos en las etapas de PCR fueron digeridos con las
siguientes enzimas des restriccidn, especificas para cada fragmento, que cortan
s6lo una vez (ver figura 7B):

o PCR 1: El fragmento 1 de 323 pb (carril 2, figura 7A) corresponde a la
regién amino-terminal, del aminoéacido 1 al 81 del la TcTIM. Fue digerido
con las enzimas Ndel (carril 3, figura 7A) y Bcll que tienen sitios especificos
de corte en las bases 80 y 143, respectivamente.

o PCR 2: El fragmento 2 de 639 pb (carril 4, figura 7A) corresponde al
segmento de aminoécidos 74 al 250 de la TbTIM. Fue digerido con las
enzimas Sacl (carril 5, figura 7A) y Kpnl que tienen sus sitios especificos de
corte en las bases 401 y 305, respectivamente.

o PCR 3: El fragmento de 938 pb (carril 6, figura 7A) no fue digerido con
ninguna enzima hasta que fue clonado.

Las etapas de PCR y las digestiones con enzimas de restriccion fueron
monitoreadas por medio de geles de agarosa al 0.1 %. El tamafio de los
fragmentos (en pares de bases) generados por el corte de cada enzima se
puede revisar en la figura 7B.

B

Enzima | Frag A | FragB | Totalpb | PCR
Nde | 80 243 323 1
Bel 1 143 180 323 1
Kpnl 305 334 639 2
sacl 401 238 639 2

Figura 7. Monitoreo de la construccién de la TIM Quimérica Q81-R162. A) Gel de agarosa al 1% con
la digestion de los fragmentos utilizados en la construccién de la TIM Quimérica Q82-R162.
1. Marcador de 100 pb; 2. Fragmento 1 de 323 pb; 3. Digestién del fragmento 1 con Bdl; 4.
Fragmento 2 de 639 pb; 5. Digestién del fragmento 2 con Sac/, 6. Quimera de 938 pb, etapa 3 de
PCR, B) Tabla comparativa del tamaiio de los fragmentos (en pares de bases) generados por el corte
de cada enzima en las dos primeras etapas de PCR.
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B. LIGACION AL PLASMIDO.

La ligaciéon al plasmido pGEM Easy Vector® se comprobd digiriendo el gen
mutado con la enzima EcoRI que corta en los extremos del inserto gnerando
un producto de aproximadamente 938 pb (carriles 2 y 5 figura 8). El inserto
fue ligado al plasmido de expresion pET3a y clonado en células
BL21(DE3)pLysS. Lo anterior fue monitoreado digiriendo el plasmido con las
enzimas de clonacién Ndel y BamHI lo que ocasiona la liberacién del inserto
de aproximadamente 753 pb. (carriles 3 y 6, Figura 8).

Figura 8. Ligacién al plasmido del gen mutado. Gel de agarosa al 1% que presenta el
inserto liberado del plasmido con la digestion de enzimas de restriccidon especificas. 1
Marcador de 100 pb; 2 y 5 Fragmento de 938 pb digerido con EcoRl; 3 y 6 Fragmento
de 756 pb digerido con Nde | y Bam HI; 4 y 7 Plasmido sin digerir.

C. SECUENCIACION DE LA TIM QUIMERICA MUTANTE
Q82-R162.

El gen clonado fue reamplificado y posteriormente secuenciado en la Unidad
de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular. El producto que se
amplificd es un gen que tiene una longitud de 756 pb que codifican para una
proteina de 251 aminoéacidos.

Posteriormente se realizé un andlisis de la secuencia de aminoacidos de la
TIM Quimérica Q82-R162 vs Tb TIM y Tc TIM para verificar los cambios que
se habian generado. Encontramos que la Quimera presentaba cambios en su
secuencia que no se habian disefiado pues inicialmente se planteo construir
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una TIM Quimérica en la cual la regién amino-terminal (del aminoéacido 1 al
81) correspondiera a la secuencia de la Tc TIM y el resto de la Tb TIM (del
aminoéacido 82 al 250), sin embargo se encontré que la TIM Quimérica Q82-
R162 tiene un 82.8 % de similitud con Tb TIM y un 90 % con respecto a Tc
TIM. Después de este andlisis se encontré que la secuencia de aminoéacidos
corresponde a una TIM Quimérica con los extremos amino y carboxilo
terminal iguales a Tc TIM y la regién central, de Glutamina 82 a la Arginina
162, igual a la Tb TIM (Figura 9).
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TcTIM
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TcTIM
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TcTIM
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TcTIM
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TcTIM
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Quim
TbTIM
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TbTIM
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Figura 9. Comparacién de las secuencias de aminoécidos de la TIM Quimérica VS Tb TIM y
Tc TIM. Con la diagonal (/) se indican los cambios entre ambas secuencias; con asteriscos
( *) se indica que aminoécidos son iguales en ambas secuencias. A) En amarillo se muestra la
secuencia de la Tc TIM y los extremos amino y carboxilo terminal de la Quimera. B) En rojo
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Se realizaron las pruebas necesarias para encontrar la razén por la cual se
tiene este resultado, desde la generacién de nuevos fragmentos y el anélisis de
los mismos con sus respectivas enzimas de restriccion, hasta tratar de construir
la Quimera propuesta originalmente obteniendo productos inespecificos y
con rendimientos tan bajos que no permitian una correcta reamplificacién o
una ligacion al plasmido pGEM Easy Vector®. Se realizd ademés otra prueba
digiriendo la Quimera con las mismas enzimas con que se evaluaron los
fragmentos encontrando que, las enzimas que cortan el primer fragmento,
Ndel y Bcll, si generaron los fragmentos correctos en la Quimera, mientras
que las enzimas que cortan el segundo fragmento, kpnl/y Sacl, no cortaron en
ningun sitio de la secuencia de la Quimera. Esto es muy interesante, ya que,
cuando se digirieron los fragmentos con los que se construyé la Quimera, las
enzimas cortan correctamente (ver figura 2). Sin embargo, después de la
clonacién, cuando se digiere la Quimera, los sitios en los que deberian cortar
las enzimas correspondientes al segundo fragmento, se pierden.

Basado en lo anterior se sefiala que la quimera con la cual se realizd este
trabajo no es con la que inicialmente se queria trabajar, sin embargo en
nuestro objetivo general se plantea construir una proteina quimérica mutante
de TIM y eso fue lo que se obtuvo.

Con este andlisis secuencial se encontré que los 5 triptofanos y los
aminodcidos cataliticos estdn conservados (figura 10).

Figura 10. Modelo de la estructura secundaria del dimero de la Quimera TIM Q82-R162. Se
resaltan los residuos cataliticos Lisina (K) 14 en verde, Histidina (H) 96 en blanco y Ac.
Glutamico (E) 168 en morado. En amarillo tenemos las regiones amino y carboxilo terminal
que son idénticas a la Tc TIM y en rojo la regién central que es idéntica a Tb TIM.
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D. SOBREEXPRESION DE LA TIM QUIMERICA MUTANTE
Q82-R162.

Debido a que la TIM Quimérica se encuentra clonada en el plasmido pET3a y
en la cepa BL21(DE3)pLysS se utilizd IPTG como inductor de la transcripcidn
de la T7 RNA polimerasa que a su vez se une al T7 promotor del plasmido,
permitiendo entonces el inicio de la transcripcién de la secuencia genética
clonada. Las condiciones mencionadas en la seccién de métodos son las
utilizadas en la sobreexpresién de las enzimas Tc TIM y Tb TIM silvestres.
Para verificar si esas condiciones podian ser las adecuadas para inducir la
sobreexpresién de la TIM Quimérica se realizé un ensayo en 100 ml de
medio LB con 100 pg/ml de Ampicilina y 0.4 mM de IPTG. Debido al éxito
del ensayo posteriormente se realizé una sobreexpresién en volumen total de
un litro.

E. PURIFICACION DE LA TIM QUIMERICA MUTANTE Q82-
R162.

El método utilizado es el reportado por Borchert 29 para la purificaciéon de la
Tb TIM silvestre. Cabe mencionar que para elegir este método fue necesario
iniciar el proceso de purificacién siguiendo simultdneamente los métodos que
se utilizan para purificar las enzimas silvestres de Tc TIM y Tb TIM y se utilizdé
el método mencionado debido al mayor rendimiento obtenido. Esto quiere
decir que, con las modificaciones necesarias, el método de purificacién de la
Tc TIM silvestre también puede ser eficiente para la purificacién de la TIM
Quimérica Q82-R162.

El resultado del proceso se analiza en las fracciones recuperadas de la elusidn
de la columna de CM-Sefarosa. A cada una de las fracciones se mide su
absorbancia a 280 nm, longitud de onda a la cual absorbe el enlace peptidico
en las proteinas, y graficando cada uno de esos valores obteniendo se el
siguiente perfil.
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Figura 11. Perfil de elusién de la TIM Quimérica en la columna de CM-Sepharose. El primer
pico corresponde a todas aquellas proteinas que no son afines a la columna y eluyen
inmediatamente, el segundo pico corresponde a las fracciones que presentan la mayor
cantidad de proteina pura y el tercer pico es el remanente de proteina que eluye al
aumentar la concentracién de NaCl.

Posteriormente se seleccionaron las fracciones que presentaron los valores
altos de absorbancia y que puedan presentar la proteina pura (12, 15, 22, 24,
29, 36 y 37) para ser analizados en un gel SDS-PAGE al 12.5 % obteniendo
el siguiente resultado (figura 12).

Figura 12. Gel de poliacrilamida al 12.5 % con muestras de las fracciones que presentan
los valores més altos de absorbancia. 1) Tc TIM silvestre. 2) Fraccién 12, proteinas no
afines a la columna. 3) Fraccién 15, proteinas no afines a la columna. 4) Fraccién 22,
inicio del pico correspondiente a la proteina pura, 5) Fraccién 24, valor maximo del
segundo pico con la mayor cantidad de proteina pura, 6) Fraccién 29, final del segundo
pico con mas proteina pura y 7) Fracciéon 36, tercer pico con una cantidad menor de
proteina pura eluida al aumentar la concentracién de NaCl.
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F. CARACTERIZACION DE LA TIM QUIMERICA
Q82-R162

1. Cuantificacion de la concentracion de la TIM Quimérica Q82-R162.

Para cuantificar la concentracién de la TIM Quimérica se juntaron las
fracciones que corresponden al segundo y tercer pico (23-29 y 36-37,
respectivamente) formando una sola muestra. El método que se utilizd para
calcular la concentracién de proteina TIM Quimérica fue el de curva estandar
de é&cido bicinconinico (BCA) en la cual se interpolaron los valores de
absorbancia de la muestra a 562 nm, cuantificado por duplicado, vy
finalmente por regresién obtener 0.667 mg/ml para la fraccibn mayoritaria
de TIM Quimérica.

2. Estudios de Reversibilidad
a. Intensidad de Fluorescencia.

Intensidad de fluorescencia de la TIM Quimérica Q82-R162 en su estado
Nativo. Después de una hora de incubacién a 25 °C, de una muestra de TIM
Quimérica Q82-R162, a una concentracién de 150 ug/ml en amortiguador
TED 100/10/1 pH 7.4, los espectros de intensidad de fluorescencia obtenidos,
excitando todos los fluoréforos (Y, F y W), y excitando Gnicamente a los
triptofanos (W), presentan un méaximo de longitud de onda a 325 nm (figura
13 A), en los cuales claramente se observa que los 5 triptofanos presentes en
la secuencia contribuyen con aproximadamente 60% de la fluorescencia total
(ver tabla 3 A), debido a la estructura tridimensional de la TIM Quimérica
Q82-R162. Simultdneamente se obtuvieron los espectros de intensidad de
fluorescencia de la Tc TIM silvestre a la misma concentracién de proteina y
sometiendo las muestras a las condiciones de incubacién mencionadas
anteriormente. Los datos obtenidos para cada espectro fueron normalizados
observado que los espectros correspondientes a la TIM Quimérica Q82-R162
presentan un patrén practicamente idéntico al de la Tc TIM (figura 13 B),
donde se puede apreciar que la longitud de onda de méxima emisién es de
325 nm para ambas enzimas, cuando se excitan todos los fluoréforos vy
cuando se excitan sélo los triptofanos. Este resultado es atipico pues ya se han
reportado para Tc TIM valores méximos de longitud de onda que difieren
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ligeramente entre si cuando se excitan los todos los fluoréforos de cuando
s6lo se excitan los triptofanos. Estos datos fueron comparados con los valores
calculados del SCM (con la formula mostrada en la seccién de métodos)
donde se puede apreciar que el valor de SCM del espectro de los fluoréforos
es ligeramente menor al SCM del espectro de los triptofanos (ver tabla 3 B).
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Figura 13. Espectros de fluorescencia de la TIM Quimérica Q82-R162 en su estado nativo
excitando a 280 nm y a 295 nm. A) Quimera Q82-R162 a 280 y 295 nm; B) Espectros de
fluorescencia normalizados de la TIM Quimérica Q82-R162 y la TcTIM silvestre en estado
nativo.

Desnaturalizacién de la TIM Quimérica Q82-R162 con Clorhidrato de
Guanidina. La desnaturalizacién se llevd a cabo como se menciona en la
seccion de métodos. Se observa un aumento en el maximo de longitud de
onda de 325 nm en estado nativo a 345 nm en estado desnaturalizado
(comportamiento que se conserva al cuantificar el SCM para cada muestra),
ademaés de una disminucién de aproximadamente un 60% en la intensidad
de fluorescencia (ver tabla 3B). Se observa ademés que los triptofanos, al
igual que en el estado nativo, contribuyen con casi el 50% de la fluorescencia
(figura 14A y tabla 3A) al igual que en el estado nativo. Los datos
normalizados de la TIM Quimérica Q82-R162 comparados con los de la Tc
TIM silvestre se muestran en la figura 14 B.
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Figura 14. Espectros de fluorescencia de la TIM Quimérica Q82-R162 desnaturalizada con 6 M de
Gdn-HCI excitando a 280 y 295 nm. A) Quimera Q82-R162 a 280 y 295 nm. B) Espectros de

fluorescencia normalizados de la desnaturalizacién de la TIM Quimérica y la TcTIM silvestre.

A
A (nm) NATIVA DESNATURALIZADA
IF MAX % IF IF MAX % IF
280 nm | 213510722 100 91073023 100
295 nm | 108948439 | 51.02 42532030 46.70
A’s 104562283 | 48.98 | 48540993 53.30
B
IF MAX %IF A MAX SCM
RUEE 280 nm 295 nm 280nm [ 295 nm | 280nm | 295 nm | 280 nm | 295 nm
NATIVA 213510722 108948439 100 100 325 325 331.38 335.58
DESNAT. 91073023 42532030 42.65 39.03 345 345 349.92 354.11
A’S 122437699 | 66416409 57.35 60.97 20 20 18.54 18.53

Tabla 3. Valores de intensidad de fluorescencia, longitud de onda méxima, y SCM para los estados
nativo y desnaturalizado de la TIM Quimérica Q82-R162. A) Comparacién de la intensidad de
fluorescencia de maxima emisién de todos los fluoréforos y de los triptofanos. B) Comparacién de
los valores de % de IF, longitud de onda méxima y del SCM.

Renaturalizacién de

la TIM Quimérica Q82-R162.

En el

proceso de

renaturalizacién se encontré que la intensidad de fluorescencia de la TIM
Quimérica Q82-R162 excitada a 280 nm presenta un méximo de longitud de
onda de 325 nm mientras que al excitar s6lo los W a 295 nm el méximo de

longitud de onda es aproximadamente de 329 nm (ver tabla 4 A y B).
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Para efectos de comparacién en este experimento se prepararon muestras de

TIM Quimérica Q82-R162 en estado nativo a la misma concentracién de
proteina que presentan las muestras que fueron diluidas (2.5 ug/ml) y fue
cuantificada su fluorescencia, longitud de onda méaxima y SCM, del mismo
modo que a las muestras desnaturalizadas y renaturalizadas. Los resultados de
estos experimentos se muestran en la figura 15 Ay B y en la tabla 4 B.
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Figura 15. Espectros de fluorescencia de la TIM Quimérica Q82-R162 renaturalizada y en
estado nativo diluido. A) TIM Quimérica Q82-R162 renaturalizda y nativa a 280 nm de
excitacion. B) TIM Quimérica Q82-R162 renaturalizda y nativa a 295 nm de excitacién.

A
. (umy |_NATIVADILUIDA | RENATURALIZADA
IF %IF | 2 (nm) IF
280 nm | 2658645 | 100 | 280nm | 2658645
295nm | 2011664 | 75.66 | 295nm | 2011664
A s | 646981 | 2433 | A s | 646981
B
IF %IF % MAX scM
QUIMERA ™86 0m | 295nm | 280 nm | 295 nm | 280 nm | 295 nm | 280 nm | 295 nm
NATIVADIL. | 2658645 | 2011664 | 100 100 3225 | 326.875 | 337.33 | 350.40
RENAT. 2627275 | 1628748 | 98.8 81 325 | 329.75 | 33829 | 35568
AS 31370 382916 0.2 19 25 2875 | 096 5.08

Tabla 4. . Valores de intensidad de fluorescencia, longitud de onda méxima, y SCM para los estados
nativo diluida y renaturalizado de la TIM Quimérica Q82-R162. A) Comparacién de la intensidad de
fluorescencia de méaxima emisién de todos los fluoréforos y de los triptofanos. B) Comparacién de
los valores de % de IF, longitud de onda méxima y del SCM.
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b. Actividad catalitica de la TIM Quimérica Q82-R162.

La actividad catalitica se cuantific6 como se menciona en la seccién de
métodos. Se observa un cambio mayor para la TIM Quimérica Q82-R162 en
estado nativo en comparacién al estado renaturalizado que requiere maés
tiempo para llevar a cabo su actividad. Para la Tc TIM en estado Nativo la
velocidad de cambio es claramente mayor a la Quimera (ver figura 16).
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Figura 16. Actividad catalitica de la TIM Quimérica Q82-R162. En el sistema
acoplado utilizado, la oxidacién del NADH va acomparfiada de un cambio
del color amarillo a incoloro que se detecta a 340 nm.

Posteriormente se realizé la cuantificacion de la actividad especifica como se
menciona en la seccién de métodos. El resultado indica que:

1) La TIM Quimérica Q82-R162 presenta una diferencia del 30% con
respecto al modelo reversible de Tc TIM.

2) En la renaturalizacion la TIM Quimérica Q82-R162 pierde
aproximadamente un 50% de actividad catalitica con respecto a su
estado nativo (ver tabla 6).

Enzima Actlvujlid Espec:ﬁcla . %
(umol * min? ¢ mg proteina)
Tc TIM silvestre 3627 100
Quimera 2546.62 70
Nativa
Quimera
. 1202.57 33
Renaturalizada

Tabla 5. Actividad especifica de la TIM Quimérica Q82-R162. Comparacién de los
resultados calculados con la formula mostrada en la secciéon de métodos.
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CAPITULO V
DISCUSION

A. CONSTRUCCION DE LA PROTEINA QUIMERICA
MUTANTE TIM Q82-R162.

En este trabajo se construyd la proteina quimérica mutante de TIM Q82-
R162 a partir de los genes de Tc TIM y Tb TIM por medio de la Reaccién
en Cadena de Polimerasa (PCR).

Las razones por la cuales no fue exitosa la construccién de la quimera
inicialmente planteada nos se pudieron establecer claramente ya que el
analisis de restriccion nos indica que los fragmentos, antes de unirse y
formar a la quimera, tienen el tamafio correcto asi como los sitios de corte
correspondientes.

Cabe hacer mencién que en la serie de reacciones que presentaron el
fragmento de 938 pb, correspondiente a la Quimera, en una de ellas el
fragmento fue digerido con las enzimas de la regién carboxilo-terminal
(sacl y Kpnl), es decir que tentativamente se tenia un producto de PCR
que contenia el gen de la Quimera para la cual se disefio la estrategia
presentada. A partir de esta informacién se tomo esta reaccién, se limpid
el gen y se ligd al pldsmido pGEM-Easy Vector® para su posterior
clonacién en células DH5a de E. coli. Ya clonada, se extrajo DNA para
liberar el fragmento con las enzimas de clonacién Ndel y BamHI sin
lograrlo, de modo que antes de continuar fue necesario reamplificar el
fragmento y secuenciar. En la secuencia encontramos un producto
repetitivo de 938 pb que incluia los sitios de la enzimas del la regién
carboxilo-terminal. Sabiendo que en un PCR se tienen productos
secundarios inespecificos, y que este era uno de ellos, decidimos continuar
con los estudios de reversibilidad utilizando la Quimera construida.

El gen de la mutante fue ligado al plasmido pET3a con el que se
transformé la cepa de expresiéon BL21(DE3)plysS de E. coli la cual nos
permitié secuenciarla, sobreexpresarla y purificarla como se menciona en
la seccion de Métodos.
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B. PURIFICACION.

Para decidir el método de purificacién 6ptimo a utilizar se tomd en cuenta
la siguiente informacién. A partir del andlisis de la secuencia sabemos que
la quimera tiene un 90% de identidad con la Tc TIM y el 10% restante
s6lo presenta 12 cambios no conservativos (ver figura 9).

Esto podria sugerir que la Quimera tendria un comportamiento en su
proceso de purificacion similar al de la Tc TIM. Adicionalmente se calcul6
el punto isoeléctrico (pl) de la Quimera obteniendo un valor de 9.52 el
cual se considera més cercano al valor de la Tb TIM (9.85) que al de Tc
TIM (8.19) Debido a esto, al inicio del proceso de purificacién y dado que
ambos protocolos son muy parecidos 2% 30, se siguieron simultdneamente
hasta la etapa de precipitacién con (NH4)2504 al 65% en la cual se
analizaron muestras de ambos precipitados por SDS-PAGE al 12.5% vy
donde se pudo apreciar que siguiendo ambos protocolos podemos
purificar la TIM Quimérica pero se decidi6é utilizar el reportado para Tb
TIM debido a que en el gel se observé una cantidad mayoritaria de
quimera al seguir dicho método.

C. ESTUDIO DE REVERSIBILIDAD DE PLEGAMIENTO DE LA
TIM QUIMERICA Q82-R162.

Los resultados de intensidad de fluorescencia indican lo siguiente:

1. Estado Nativo. A partir de los espectros de fluorescencia
sabemos que la TIM Quimérica presenta caracteristicas
fluorescentes practicamente iguales a las de Tc TIM (ver figura 9)
asi como un maximo de longitud de onda de 325 nm, esto nos
indica ademds que la posicion de los fluoréforos, vy
particularmente los triptéfanos, se encuentran conservados tanto a
nivel de estructura primaria como de terciaria.

2. Estado desnaturalizado. Los valores méaximos de longitud de
onda de 345 nm, tanto para la TIM Quimérica como para Tc TIM,
nos indican que los residuos fluorescentes se encuentran
totalmente expuestos al solvente por efecto de la concentracién 6
M de Gdn-HCl y que la Quimera se encuentra en estado
desplegado (U).
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3. Renaturalizacion. Después de diluir el desnaturalizante e inducir
la reactivacién de la TIM Quimérica incubando a 25 °C durante
24 hrs. tenemos un espectro de fluorescencia casi idéntico al de la
enzima nativa, con un maximo de longitud de onda de 325 nm
(igual al de el estado nativo), pero cuando se excita s6lo a los W’s
a 295 nm la TIM Quimérica presenta diferencias considerables ya
que su espectro no es igual al de al enzima nativa y su valor
maximo se desplaza a 329 nm, este comportamiento se confirma
con el valor de SCM ya que presenta un valor casi igual a del
estado desnaturalizado. Esto indica que en el proceso de
renaturalizacién la TIM Quimérica adquiere wuna estructura
tridimensional diferente, donde los triptéfanos, y probablemente
algunos residuos més, no estan adquiriendo la posicién en la cual
se encuentran el estado nativo y que probablemente no se estan
llevando a cabo las interacciones intramoleculares o
intermoleculares necesarias para que la enzima adquiera la
estructura tridimensional que presenta en su estado nativo.

Lo anterior sugiere que la TIM Quimérica no tiene una reversibilidad de
plegamiento del 100 %. Este dato se confirma al evaluar la actividad
catalitica. Los resultados obtenidos para la actividad especifica del estado
nativo y renaturalizado indican que la TIM Quimérica tiene sélo un 50 %
de reversibilidad con respecto a su estado nativo. Esto se puede apreciar
en la gréfica de actividad (figura 16) donde se tiene que la TIM Quimérica
en estado renaturalizado presenta una pendiente menor al valor del
estado nativo lo cual estad directamente relacionado con la velocidad con
la que la TIM lleva a cabo su funcién metabdlica. También se sabe que la
TIM Quimérica tiene un 70 % de actividad con respecto a la Tc TIM, esto
es muy interesante pues a partir del anélisis de las secuencia se conoce que
los residuos cataliticos se encuentran conservados.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

En este trabajo se construyd la TIM Quimérica mutante Q82-R162
que pudo ser clonada, sobreexpresada y purificada.

A nivel de estructura primaria se confirma que los aminoécidos
cataliticos se encuentran conservados en los sitios equivalentes de las
enzimas silvestres Tc TIM y Tb TIM, asi como los residuos de
Triptofano (W).

A partir del anélisis de la secuencia de aminoéacidos se obtiene un
90% de identidad con respecto a Tc TIM y un 83% con respecto a
Tb TIM.

En el proceso de purificacion la TIM Quimérica mutante Q82-R162
presenta un comportamiento similar al de Tc TIMy Tb TIM.

Los espectros de fluorescencia intrinseca del estado nativo y
desnaturalizado de la TIM Quimérica mutante Q82-R162 indican
que a nivel de estructura terciaria presenta una estructura
tridimensional con un comportamiento casi identico al de la Tc
TIM.

Aunque aun no se caracteriza por completo el patrén de
plegamiento, la primera aproximacién revela que la reversibilidad
de plegamiento que presenta es diferente del modelo reversible que
presenta Tc TIM.

Entre las secuencias de aminoéacidos de las enzimas silvestres de Tc
TIM y Tb TIM existe aproximadamente un 74 % de identidad y
s6lo un 14% corresponde a cambios no conservativos ente ambas
enzimas. Al construir la TIM quimérica mutante Q82-R162 vy
estudiar su reversibilidad de plegamiento es posible elucubrar que
en la regién mutada se encuentran residuos de aminoacidos que
podrian estar directamente relacionados con la reversibilidad de
plegamiento que presenta TC TIM o bien con la irreversibilidad
observada en Tb TIM.
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CAPITULO VII

PERSPECTIVAS

Establecer un método de purificacién idéneo para la TIM Quimérica
Q82-R162.

Caracterizar la TIM Quimérica Q82- R162 en términos de estabilidad
a la dilucién y grado de reversibilidad del proceso de plegamiento

inducido por Clorhidrato de Guanidina.

Obtener el patrén de plegamiento/desplegamiento por fluorescencia,
actividad catalitica y dicroismo circular.

Identificar si presenta intermediarios en el proceso y determinar su
estado de asociacion.

Determinacién de peso molecular de la TIM Quimérica Q82- R162.

Cristalizacién y difraccién de rayos X de la TIM Quimérica Q82-
R162.

Realizar mutaciones puntuales sobre la regién intercambiada.

Construir la Quimera disefiada inicialmente.
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APENDICE A

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Considera hoy en dia como una herramienta imprescindible en el laboratorio
de Biologia Molecular e Ingenieria Genética, el objetivo de esta técnica es la
amplificacién directa de un gen, un fragmento de ADN o indirecta de ARN (a
través de su ADN complementario) presentes en mezclas de muy diversas
fuentes sin necesidad de una purificacién previa de la muestra integra original.
Se puede partir de homogenados, extractos crudos de tejido, sangre
completa, mezclas de fragmento de ADN obtenidos con enzimas de
restriccién, muestras resultantes de extraccién y aislamiento de ADN. Sin
embargo es un requisito imprescindible que se conozca la secuencia de una
parte de la regién de ADN o ARN que se quiere amplificar.

Debido a su especial capacidad de amplificaciéon la PCR es un método muy
adecuado para preparar acidos nucleicos en una cantidad muy superior a la
de la muestra original, tanto como método de clonacién acelular como para
la deteccién. El objetivo béasico de la PCR es entonces el de amplificar ADN,
donde la amplificacién propiamente dicha nos permite disponer de una
cantidad suficiente para utilizarlo con diversos fines, y la deteccién de ADN
en muestras con pequeinas cantidades de ADN.

PRINCIPIO

La PCR es una metodologia resultante de la aplicacion practica de tres
conceptos: desnaturalizacion de ADN para generar hebras sencillas,
hibridacién especifica de la hebra sencilla con un oligonucleotido vy
replicacién de la hebra sencilla por una DNA polimerasa a partir de
oligonucleotido anterior como cebador. Mediante la aplicacién en forma
ciclica de estos tres procesos se consiguen multiples copias del fragmento de
acido nucleico en un corto espacio de tiempo. A pesar de la aparente
complejidad, en teoria es un método sencillo, sensible y relativamente réapido
para amplificar secuencias. En la préctica se requiere un control preciso de los
valores que condicionan este triple proceso ademés de instrumentos
adecuados para establecer condiciones de tiempo y temperatura y repetirlas
ciclicamente (en este trabajo se utilizé el termociclador Gena Applied
Biosystem 9700). Estableciendo lo anterior se pueden amplificar secuencias de
tamafos diverso comprendidos entre 50 pares de bases (pb) y 2.5 Kb.
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Para la realizacién préctica en la mezcla de reaccién se necesitan de los
siguientes componentes:

o dNTP’s. Son los cuatro Desoxinucleotidos Trifosfatados
(dATP, dGTP, dCTP y dTTP) que se agregan en exceso como
sustratos para la sintesis de innumerables copias de ADN, de cada
uno de ellos queda incorporado a la nueva hebra de ADN la
parte dNMP de la molécula.

o MgCl. Para una actividad &ptima se requiere un ion metélico
divalente como cofactor asociado a los dNTP’s.

o Oligonucleotidos. Comunmente conocidos como “Oligos”,
son fragmentos de ADN cuya secuencia es complementaria a los
extremos 3’ del ADN molde, uno para cada hebra, de modo que
los oligos puedan fungir como cebadores para la replicacién de
las dos hebras. Por esta razén no se puede amplificar una regién
de ADN si no se conoce la secuencia de sus dos extremos. Lo que
define la longitud del fragmento que se amplifica es la posicién
donde hibridan los cebadores.

o DNA molde o templado. El orden correcto de la
incorporacion de los dNTP’s viene determinado con su
complementariedad de bases con la secuencia de cada hebra de
ADN que acttia asi como molde o plantilla.

o DNA polimerasa termoestable. Esta enzima debe ser
enziméaticamente activa a temperaturas relativamente altas (75-
95 °C), esta caracteristica permite su actuacién en sucesivos ciclos
sin inactivarse; ademaés la replicacién a temperaturas elevadas
impide la formacién de hibridos parcialmente desapareados vy
contribuye a la especificidad y rendimiento del proceso. La
enzima mas empleada es la T7ag polimerasa que procede la
bacteria Thermus aquaticus, que vive en manantiales de agua
caliente.
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ETAPAS DEL PROCESO

Cuando se lleva a cabo un proceso de PCR se requiere de una sucesién de
ciclos de entre 20 y 40 con una duracién aproximada de entre 1.5 a 5
minutos por ciclo. Cada ciclo incluye un proceso de desnaturalizacién,
hibridacién y replicacién para conseguir una enorme amplificaciéon del
nimero de moléculas que contiene la secuencia de interés. La duracién total
del proceso es de alrededor de 2 horas, dependiendo de las condiciones
experimentales concretas. Cada ciclo de PCR consta de tres etapas:

Desnaturalizacién. Calentamiento para la separacion de las dos hebras del
ADN mediante un calentamiento breve (de 30 a 120 seg) a una temperatura
de entre 68 y 97 °C, que debe ser superior a la temperatura de fusién de la
region de ADN que se quiere amplificar.

Hibridacién. Es una etapa de enfriamiento répido por debajo de la
temperatura de fusién de forma que se permita la hibridacién de las hebras
sencillas del ADN de interés con los oligos o cebadores. Generalmente se
usan temperaturas de 37 a 65 °C que se mantienen entre 10 y 120 seg.

Elongacién. También conocida como etapa de replicacién, es la etapa de
amplificacién propiamente dicha (a una temperatura de entre 72 a 75 °C con
una duracién de 1 a 3 min) en la que la ADN polimerasa termoestable elonga
los cebadores, empleando como molde ambas hebras originales. La
replicacién transcurre en direccién 5’ a 3’ a partir del extremo 3 OH de cada
cebador empleando como sustrato los cuatro dNTP’s hasta terminar la lectura
del molde o hasta que comience una nueva etapa de desnaturalizacién, un
nuevo ciclo. Generalmente se lleva acabo a una temperatura de entre 72 a 75
°C con una duracién de 1 a 3 min dependiendo del tamario del fragmento de
ADN a amplificar.
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APENDICE B

Fluorescencia.

La fluorescencia es un proceso en el que ocurre una emision de radiacion
cuando una molécula, en un estado electrénico excitado, regresa a su estado
basal. En el fendbmeno de fluorescencia, la luz emitida es de una frecuencia
menor que la luz incidente, pues los procesos no radiativos que compiten con
la fluorescencia para despoblar el estado excitado ocasionan una disminucién
en la energia de éste.

Los grupos moleculares que le dan origen se denominan fluoréforos. Existen
fluoréforos naturales o intrinsecos como el NADH, las flavinas y la clorofila;
las proteinas, por su parte, deben su fluorescencia intrinseca a la presencia de
tres aminodcidos aromaticos: triptofano, tirosina y fenilalanina. En
bioquimica se usan ademas fluoréforos extrinsecos como la pireina o el 1-
anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS).

La fluorescencia refleja las interacciones del fluoréforo con las moléculas
circundantes, especialmente durante el tiempo de vida del estado excitado. La
fluorescencia es muy sensible al ambiente del fluoréforo y, por tanto, los
varios parédmetros cuantificables (espectros de emisién y excitacion, la
intensidad y el tiempo de vida) pueden ser afectados de diferentes formas.
Por ello, dentro del estudio de las proteinas, la fluorescencia ha sido
empleada ampliamente para medir la unién de ligandos y los cambios
conformacionales de las proteinas.

La mayor parte de la sefal de fluorescencia intrinseca de las proteinas se debe
a la presencia de residuos de triptofano (W) ya que su absorcién y la
eficiencia cuéntica de la emisidn son considerablemente mayores que los de F
y Y (ver figura A 1). Generalmente todos los residuos fluorescentes pueden ser
excitados a 280 nm, mientras que los W pueden ser selectivamente excitados
a 295 nm. Las proteinas por lo general tienen pocos residuos de W. Estos
residuos tienen un grupo indol que es muy sensible al ambiente. La emisién
de estos residuos, en un medio hidrofébico como el interior de una proteina,
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se lleva a cabo a longitudes de onda menores (de entre 320 nm), a diferencia
de la que se observa en un medio en el que se encuentran completamente
expuestos al solvente (350 nm aprox.), de tal manera que es posible seguir
los cambios en la intensidad de fluorescencia y el cambio en la longitud de
onda de méxima emisién al aumentar una condicién desnaturalizante en la
que se exponen los residuos de W.

a) b) 3.0x10°

~----- Phe

2.5x10°4

2.0x10°4
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1.5x10° 4
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240 260 280 300 320 340 T T T T T T
250 2300 350 400 450 s00
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Figura A |. a) Espectros de absorcién y b) Espectros de fluorescencia de los aminoéacidos
fenilalanina, triptofano y tirosina. En b) fenilalanina fue excitado a 240 nm, triptofano a
270 nm y tirosina a 260 nm.
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APENDICE C

Preparacién de reactivos.

Medios de cultivo LB (Luria Bertami)

e Bacto tristona 10g
e Extracto de Levadura 5g
e NadCl 10g
e Agua c.b.p. 1 Lts

Amortiguador de Lisis, pH 6.5

e MES 25 mM
e EDTA T mM
e DTT T mM
e PMSF (en 200uL de DMSO) 0.2 mM

Amortiguador A, pH 8

o TEA 100 mM
o NaNj; 1 mM
e DTT 1 mM
e EDTA 1 mM
e Nadl 25 mM

Gel de Azarosa al 1 %

e Agarosa 0.25 gms
e Bromuro de etidio 2 uL
e Amortiguador TAE * 25 mL

* El Amortiguador TAE contiene: TRIS 50x, Acido acético y EDTA.
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Geles de poliacrilamida al 12.5 %

Amortiguador gel separador
e Tris base 1.5M

e SDS 14 mM

Amortiguador gel concentrador
e Tris base 0.5M
e SDS 14 mM

Gel Separador 12 %

Agua

Archilamida/Bis

Amortiguador del gel separador
Persulfato de amonio 10 %
TEMED

Gel Concentrador 5 %

e Agua

e Archilamida 30 %

e Amortiguadore del gel concentrador
e Persulfato de amonio 10 %

e TEMED

* Se ajusto a pH 8 con HCI

* Se ajusto a pH 6.8 con HCI

2.5 mL
3.0mL
1.9 mL
112 L
5.0 uL

1.0 mL
444 uL
300 uL
28 uL

5.0 uL

* El gel concentrador se corrid a 80 V y 50 mA por 20 minutos. El gel
separador se corrié entre 100-120 V y 50 mA.
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