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RESUMEN

La Triosafosfato isomerasa (TIM), es un modelo de estudio muy ampliamente utilizado
debido a su ubicuidad, elevada catdlisis y su estado oligomérico. La TIM es la
isomerasa que cataliza la quinta reaccion de la glucdlisis, su estructura es conocida
como barril (B/a)s o barril TIM. En el presente estudio se analiz6 la hiperactividad de la
TIM de Trypanosoma cruzi (TcTIM), la cual se observa durante el proceso de
plegamiento/desplegamiento cuando se desnaturaliza con clorhidrato de guandina (Gnd-
HCI) dicho proceso esta descrito por cuatro pasos que se ilustran a continuacion:
N, SN, *52M 52U
Donde

N, Es el dimero nativo.

e N,* Esun dimero no nativo.

e M Esun mondmero inactivo parcialmente plegado.
e U Es el estado desnaturalizado.

El estudio se centra en las propiedades de N»*, intermediario que aparece al incubar a
TcTIM en bajas concentraciones de desnaturalizante y del cual se conocen algunas de
sus propiedades en Gnd-HCI. Una de ellas es que presenta un aumento en la actividad
catalitica con respecto a la enzima nativa.

Una posibilidad del origen de la hiperactividad mostrada podria estar relacionada con la
variacion de la fuerza ionica que produce el Gnd-HCI, el cual es un desnaturalizante
quimico con carga. Para determinar tal efecto fueron evaluadas diferentes condiciones
donde se buscd modificar este parametro y para lo cual se incubaron muestras en NaCl
en presencia o ausencia de 0.6 M de Gnd-HCI; se utiliz6 esta concentracidon porque es
donde se presenta la mayor hiperactividad en la desnaturalizacién. También fueron
cuantificados los cambios en la fluorescencia intrinseca y extrinseca pero no se encontrd
ninguna variaciéon. La determinacion de estos pardmetros no permitido relacionar
directamente a la fuerza idnica con la hiperactividad ya que la actividad bioldgica no
aumenta sino que la disminuye al ser incubada en NaCl, mientras que al ser incubada en
Gnd-HCI (0.6 M) con NaCl, la hiperactividad no es modificada.

Al no encontrarse alguna relacion directa de la fuerza i6nica con la hiperactividad y para
verificar si el efecto de hiperactividad es exclusivo del Gnd-HCI, en los experimentos
posteriores se cambi6 el agente quimico desnaturalizante por uno sin carga, la urea; aqui
se buscd combinar el poder desnaturalizante de la urea con la fuerza i6nica (NaCl). Los
experimentos se realizaron manteniendo constante la concentracion de urea y variando
el NaCl o bien manteniendo constante la fuerza idnica (NaCl) y variando al
desnaturalizante (Urea); se selecciond la concentracion de NaCl (1.4 M) para el altimo
experimento por que es donde se observa la mayor uniéon de ANS en Gnd-HCI.

En algunas de las condiciones exploradas se encontrd hiperactividad cuando las
condiciones de fuerza idnica fueron constantes y las concentraciones de urea fueron
bajas (0.4 M a 1.2 M), dicha hiperactividad se pierde cuando la concentracion de urea
aumenta (1.8 M). Por otra parte a concentraciones elevadas de urea constante (2 M) con
NacCl variable no hay hiperactividad mientras que cuando la concentracion de urea es
menor (0.5 My 1 M) y se varia el NaCl, se produce hiperactividad. Conforme a lo
anterior se observa que la naturaleza quimica del desnaturalizante no es determinante en
la aparicion de la hiperactividad.



I. INTRODUCCION
1.1 LAS PROTEINAS

En cuanto a su funcion, las proteinas son las biomoléculas mas abundantes en la
naturaleza y son de vital importancia para la vida. Las proteinas se encuentran formadas
por aminoacidos, que son moléculas compuestas por carbono, hidrégeno, nitrogeno,
oxigeno y en algunos casos azufre. Los aminoécidos (Figura 1) son la unidad minima de
una proteina y en la naturaleza se encuentran 20 tipos distintos, que se diferencian en la

naturaleza quimica de su grupo R.

Atomo de
Hidrégeno

|
Grupo . —c—cooH _Grupo
amino o carboxilo
R

Cadena
lateral

Figura 1. Estructura de un aminoacido.
Los aminoacidos se clasifican segun su carga en no polares y polares y estos ultimos a

su vez en cargados y no cargados (Tabla 1).

Aminoacido Polaridad | Carga Grupo R

Alanina No polar Sin carga -CH;

Isoleucina No polar Sin carga -CH(CH;)CH,-CH;
Leucina No polar Sin carga -CH,-CH(CHj3;)CH;
Metionina No polar Sin carga -CH,-CH,-S-CH;
Fenilalanina No polar Sin carga -CH,-Fenilo

Prolina No polar Sin carga -CH,-CH,-CH,-NH,-
Triptéfano No polar Sin carga -CH;-Indol

Valina No polar Sin carga -CH(CH3)CHj
Asparagina Polar Sin carga -CHy(NH,)C=0
Cisteina Polar Sin carga -CH,-SH

Glutamina Polar Sin carga -CH,-CH,(NH,)C=0
Glicina Polar Sin carga -H

Serina Polar Sin carga -CH,OH

Treonina Polar Sin carga -CH(OH)CH;
Tirosina Polar Sin carga -CH;,-Fenil-OH
Arginina Polar Positiva -CHz-CHz-CHz-NH-C(NH2+)-NH2
Histidina Polar Positiva -CH,-Imidazol
Lisina Polar Positiva -CH,-CH,-CH,-NH;"
Acido aspartico | Polar Negativa -CH,-COO

Acido glutamico | Polar Negativa -CH,-CH,-COO"

Tabla 1. Los 20 tipos de aminoacidos proteicos con sus propiedades polares y de carga.




La unién entre aminoacidos forma cadenas polipeptidicas, dicha unién recibe el nombre

de enlace peptidico (Figura 2).

H o H H
NH3+—(I:—C- —-N—cl:—coo.
R1 R2
WEIL
NH;—}:-—C—I}J——C\—COOH
R1 H R2

Figura 2. Formacion del enlace peptidico.

Las proteinas tienen 4 diferentes niveles de organizacidon, segin las fuerzas que
intervienen en cada caso (Voet D et al., 1995). La estructura primaria se encuentra
definida solo por la secuencia de aminoacidos, los cuales estan unidos por el enlace
peptidico, dicha secuencia de aminoacidos es Unica para cada proteina lo que le otorga
un sello molecular propio; generalmente la secuencia polipeptidica se representa con
letras que aluden a los aminodcidos presentes, aunque existe también el codigo de tres

letras para identificarlos (Figura 3).

Cdbdigo de tres letras:

Asn-Cys-Tyr-Asn-Glu-Leu-Gln-Tyr-Leu-Cys-Val-Ser-Ala-Cys-Cys-Gly-Glu-Val-Ile

Codigo de una letra:
N-C-Y-N-E-L-Q-Y-L-C-V-S-A-C-C-G-E-V-I

Figura 3. Estructura primaria de una proteina hipotética.

En la estructura secundaria se encuentran tres principales arreglos tridimensionales:
e Laalfa-hélice } Repetitivas
e Labeta-plegada

e Los giros o asas. } No repetitivas

En todos los casos la estructura se encuentra estabilizada por los puentes de hidrégeno
que se forman entre el oxigeno del grupo carboxilo y el hidrogeno del grupo amino de

los aminoacidos participantes (Figura 4).



Figura 4. Estructuras secundarias repetitivas en las proteinas a-hélice (izquierda) y
B-plegada (derecha).

Para la mayoria de las proteinas la estructura terciaria es el nivel de organizacion en el
cual la cadena polipeptidica se encuentra bioldégicamente funcional. En este nivel de
estructuracion participan ademds del enlace peptidico y los puentes de hidrogeno, las
fuerzas hidrofobicas, las fuerzas de van der Waals, los enlaces covalentes (puentes
disulfuro), las interacciones idnicas (interacciones entre los grupos R de los
aminoacidos cargados) y las interacciones con atomos provenientes de moléculas del

medio exterior. En este nivel la proteina ya se encuentra plegada. (Figura 5).

Figura 5. Estructura terciaria de una proteina (PrPc).

En la estructura cuaternaria, intervienen las mismas fuerzas que en la estructura
terciaria, s6lo que en ésta participan dos o mas cadenas polipeptidicas, formando un

oligébmero (Figura 6).

A B

Figura 6. Estructura cuaternaria de una proteina (TcTIM). En A se muestra la estructura
oligomérica de TcTIM formada por dos mondmeros idénticos con su respectivo sitio
catalitico cada uno (marcado en rojo). En B se indican los triptofanos (verde),
fenilalaninas (azul), tirosinas (morado), prolinas (amarillo) y el sitio activo (rojo) de un
monoémero de TcTIM.



1.2 EL PLEGAMIENTO

El proceso por el cual una cadena polipeptidica adquiere su estructura tridimensional asi
como su actividad funcional es el plegamiento (Figura 7). Dicho proceso se encuentra
determinado en la secuencia de aminoacidos que conforman a la proteina (Anfinsen CB,

1973).

::.e'-; ~, hoja 2- plegada _—
e fIO7E - PRCE Estructura Terciaria

Estructura Secundaria

Met — Ser — Lys — Pro—Iso—Ala
Estructura Primaria

Estructura Cuaternaria

Figura 7. Representacion del proceso del plegamiento de un oligomero.

Al estado en el cual la proteina se encuentra plegada y funcional, se le conoce como
estado nativo, mientras que cuando la proteina pierde toda su estructura nativa se le
conoce como estado desnaturalizado o desplegado. En condiciones fisioldgicas el estado
nativo es el estado termodinamicamente mas estable en relacion al estado

desnaturalizado (Dobson MC, 2003).

El plegamiento es una reaccion en la cual existen pasos intermediarios que son dificiles
de observar debido a la velocidad con la que ocurren. La existencia de estos
intermediarios transitorios que dirigen la ruta de plegamiento han generado estudios
enfocados a determinar la estructura de estos estados y de estd manera determinar los

factores que gobiernan el plegamiento de las proteinas.



El plegamiento es un proceso que ocurre en el orden de milisegundos a minutos, al
observar este hecho el cientifico Cyrus Levinthal, sugiri6 que existen rutas
preferenciales que llevan a la cadena polipeptidica a su conformacion nativa, a este
argumento se le conoce como paradoja de Levinthal, pues fue €l quien calculd que, si
cada aminodcido puede asumir solo 3 conformaciones diferentes, para una proteina
pequefia de 100 aminoacidos, el nimero total de estructuras seria 3'%= 5x10""; y si la
conversiéon de una estructura en otra tarda 10", el tiempo total de busqueda para hallar
la estructura nativa al azar seria (5x10*)(10"%s)= 4x10** s, es decir 1.6x10?’ afios, el
cual es un nimero extremadamente grande (Levinthal C, 1968). Actualmente se tiene
evidencia de que el plegamiento no es una reaccion aleatoria y que los intermediarios
reducen en varios 6rdenes de magnitud la biisqueda de la conformacion nativa (Dobson

MC, 2003).

En el plegamiento se han identificado las interacciones que ocurren entre los diversos
grupos quimicos de los aminodcidos como los puentes disulfuro e interacciones idnicas,
aunque se ha considerado que las interacciones que mas influyen en el
empaquetamiento de la proteina son las interacciones hidrofobicas de las cadenas
laterales, las fuerzas de van der Waals y los puentes de hidrégeno en medio acuoso,
todas estas interacciones son las que mantienen la estabilidad conformacional de la

proteina (Pace NC et al., 1996).

Con la finalidad de entender el proceso del plegamiento se han realizado diversas
simulaciones utilizando modelos computacionales. Un ejemplo ampliamente utilizado
es el modelo del embudo, propuesto por Leopold, Montal y Onuchic (Leopold PE et al.,
1992). El embudo de plegamiento (Figura 8), representa las diversas rutas que puede
tomar una proteina para plegarse (ejes x, z) y el nivel de energia que cada ruta posee
(eje y). La forma del embudo depende tanto de la secuencia de aminoacidos de la
proteina como de las condiciones externas; finalmente, el estado nativo se encuentra en

el minimo de energia.



v

v

Z Y N

Figura 8. Modelo del embudo para el plegamiento de una proteina, se muestran los

diferentes minimos de energia.

El plegamiento de proteinas es un proceso de vital importancia. En el humano por
ejemplo se han descrito diversas enfermedades relacionadas con el plegamiento
andmalo de las proteinas y que se conocen como plegopatias entre estas se incluyen por
ejemplo a la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob e inclusive
alguna etiologia de la diabetes tipo II (revisado en Chéanez-Cérdenas et al, 2002).
Debido a su influencia directa o indirecta en la salud humana se le ha dado gran

relevancia al estudio del proceso de plegamiento.

En algunos casos la reaccion de plegamiento es reversible, por lo que puede estudiarse
termodindmicamente determinando la energia libre (AG) involucrada en cada uno de los
pasos intermediarios-si es que los hay-, asi como las constantes de equilibrio (Keq) y el
AG total.

La estabilidad de una proteina est4 relacionada con la energia necesaria para mantener
su estructura y la energia libre de Gibbs esta relacionada con la constante de equilibrio
de la reaccion del plegamiento (Konermann, 2004).

La ecuacion de la reaccion del plegamiento/desplegamiento para un modelo de dos
estados, se ilustra a continuacion:

Estado Nativo (N) <> Estado Desnaturalizado (U)



Keqg=[U]
[N]

La estabilidad estd dada por la diferencia entre la energia libre del estado
desnaturalizado (G°y) y del nativo (G°y).
AG°=G°%; - G\

La relacion entre el AG® y la constante de equilibrio (Keq) se puede escribir como:
AG°= -RT In Keq

Donde

R: Es la constante universal de los gases.

T: Es la temperatura en grados Kelvin.

El estudio del plegamiento es muy complejo y para lograr elucidar como ocurre se
hacen estudios in vivo, in vitro y actualmente también in silico. En la observacion in
vivo existen factores auxiliares como chaperonas, catalizadores que aceleran el proceso,
sin embargo el plegamiento puede llevarse acabo sin la necesidad de estos factores
como lo han demostrado los estudios realizados in vitro, los cuales han arrojado una
amplia fuente de datos que han sido utilizados por los modelos computacionales para
simular el plegamiento in silico. En base a estas metodologias la meta es poder predecir
en un futuro la estructura tridimensional de una proteina a partir de su secuencia de

aminoacidos.

Los estudios de plegamiento in vitro implican la desnaturalizacién de la proteina y su
posterior renaturalizacion. Entre los agentes mas utilizados en la desnaturalizacion se
encuentra el uso de variaciones fisicas como de la temperatura o bien, agentes quimicos
como la variacion de pH, desnaturalizantes como el clorhidrato de guandinio o la urea y
detergentes como el SDS.

Al aumentar o disminuir la temperatura, las interacciones de la proteina con el medio en
el cual se encuentra se tornan sensibles debido al aumento o disminucion de la energia
cinética lo cual produce o reduce el desplegamiento.

Al variar el pH dentro de la solucion que contiene a la proteina se permite el cambio en
los estados de ionizacion de las cadenas laterales de aminodcidos produciendo el

desplegamiento.



Los agentes desnaturalizantes como el clorhidrato de guandinio (molécula iénica
cargada) y la urea (molécula organica neutra), permiten que la solubilidad de las
cadenas laterales no polares de la proteina se incremente en agua. El mecanismo de
accion de estos desnaturalizantes atin no se ha descifrado totalmente, aunque se utilizan
cotidianamente.

Los detergentes como el dodecil sulfato de sodio (SDS), interactian con los residuos no
polares de la proteina e interfiere con su centro hidrofobico, que es altamente importante

en el mantenimiento de su estructura nativa.

1.3 LAESTRUCTURADE LATIM

En esta investigacion se utilizd a la proteina Triosafosfato Isomerasa (TIM) cuya
funcion enzimatica es catalizar la quinta reaccion de la glucolisis y en la cual convierte
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a gliceraldehido-3-fosfato (GAP) (Figura 9), al ser
una reaccion de isomerizacion, la TIM puede actuar en ambas direcciones de la misma,
segun los requerimiento energéticos de la célula, recordando que la glucolisis provee de
energia a la célula al degradar la glucosa hasta la obtencién de ATP, para esto se
necesita GAP. Sin embargo cuando en la célula existe un exceso de energia, esta se
almacena en forma de triacilglicéridos en células especializadas en almacenar este
compuesto, entonces se produce mas DHAP.

Cabe mencionar que la TIM es una enzima que cataliza la transformacién de GAP a
DHAP con una velocidad de entre 10® y 10° veces mas rapido que si no estuviera

presente (Kwonles et al., 1991).

H
H /O _H

~ |

10/ r H—(|3—O—H

H s
H¢—O-H = P i

| 2

CH,OPO, CH,OPO, _CH,0PO,

GAP B . DHAP

Figura 9. Reaccion de isomerizacion catalizada por la Triosafosfato isomerasa en la
glucolisis. Se muestra el intermediario enediol.



La TIM tiene una estructura ampliamente distribuida en las proteinas, alrededor del
10% de las estructuras proteicas reportadas hasta hoy, presentan este tipo de estructura
conocida como barril (B/a)s. Y como su nombre lo indica esta compuesta por 8 hélices
alfa y 8 hebras betas, las cuales al plegarse le dan a la proteina la apariencia de un barril

(Figura 6).

1.4 LA TCTIM

En el presente estudio se utiliz6 a la TIM del protozoario Trypanosoma cruzi (TcTIM),
el cual es el causante de la enfermedad de Chagas, que es una enfermedad parasitaria
endémica de América Latina y que es comun en zonas marginadas. La enfermedad se
adquiere por medio de un insecto llamado Triatoma infestans (chinche besucona), que
es el vehiculo del Trypanosoma cruzi, y cuando este insecto pica al humano para
alimentarse de su sangre, el protozoario alojado en el excremento del insecto pasa
directamente a la circulacion sanguinea del humano al rascarse por la picadura,
causando la enfermedad (Zaman V, 1999).

La enfermedad de Chagas se caracteriza por ser asintomatica en fases tempranas, pero
al transcurrir el tiempo afecta al sistema nervioso, al sistema digestivo y al corazén

hasta causar la muerte, generalmente debida al dafio que provoca la miocardiopatia.

La TcTIM es una proteina homodimérica, es decir cuenta con dos subunidades
polipeptidicas idénticas, cada unidad polipeptidica 0 mondmero tiene un peso de 27 KD
con una estructura (B/a)s (Branden et al., 1991) (ver Figura 6-A). Los monomeros se
asocian entre si 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 funcion, la enzima cuenta con un asa movil 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 conformacion abierta (Wierenga RK et al.,
1992). El asa 3, también conocida como asa de interfase, encaja en una cavidad que se
encuentra cerca del sitio activo de la otra subunidad lo que incrementa la estabilidad del

dimero (Figura 6-A).



La TIM so6lo es activa como dimero, aunque sus monomeros presentan los residuos
necesarios para llevar a cabo la catalisis; no presentan cooperatividad entre ellos
(Schnackerz KD et al, 1991), pues funcionan independientemente y 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 aminoacidos cataliticos en una posicion
adecuada, o para mantener la estabilidad de la estructura de barril, de hecho un
determinado niimero de aminoécidos de la interfase se encuentra conservado en esta
proteina. 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 TcTIM son lisina (K) 12, histidina
(H) 94 y el 4cido glutamico (E) 166, residuos que estan conservados en proteinas
homologas. En el caso de la TIM, los aminoacidos conservados son aquellos que
participan directamente en la quimica de la reaccion, o se localizan en la vecindad del
sitio activo. A pesar de las diferencias en los aminoacidos de la interfase, la topologia
del barril y la geometria de la asociacion de los mondmeros en el dimero, es semejante
en diferentes especies (Wierenga RK et al., 1991).

La TcTIM tiene 5 triptofanos, 7 fenilalaninas y 6 tirosinas en cada monomero los cuales
son aminoacidos fluorescentes por lo cual esta enzima es capaz de emitir fluorescencia.
Cabe mencionar que el codigo PDB de TcTIM es 1TCD, asi como también que en su
estructura contiene 9 prolinas en cada mondmero, lo cual le da la posibilidad de tener
isomeria cis/trans bajo ciertas condiciones, segiin en la posicion en que se encuentren

(Aumiiller et al., 2008).
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I1. ANTECEDENTES

La TcTIM presenta un proceso de plegamiento de cuatro estados en clorhidrato de
guanidina (Gnd-HCl) (Chanez-Cardenas et al., 2005) que se ilustra a continuacion.

N> SNy* S 2M 52U
Donde

e N, Es el dimero nativo.

e N,* Es un dimero no nativo, con hiperactividad.

e M Esun mondémero inactivo parcialmente plegado.
e U Eselestado desnaturalizado.

En nuestro equipo de investigacion se encontrd que existe un aumento en la actividad
catalitica de la TcTIM al ser incubada bajo ciertas condiciones en Gnd-HCI tanto en la
desnaturalizacion como en la renaturalizacion, esta hiperactividad es propia del dimero
no nativo (N,*). La naturaleza dimérica de este intermediario se verificd por medio de
experimentos de cromatografia de exclusion molecular, asi mismo se determin6 su
estabilidad (AG N»-N,*)= 4.45 kJ/mol. La especie Nz* presenta un mayor radio de
Stokes, es decir se encuentra expandida y también presenta mayor fluorescencia
intrinseca con respecto a la TcTIM nativa (Op. Cit., 2005).

En la desnaturalizacion se presenta hiperactividad entre 0.2 M y 0.8 M, presentado un
maximo en 0.6 M de Gnd-HCl (aproximadamente 40% mas actividad catalitica,

respecto a la proteina nativa) (Figura 10).
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o

Gdn-HCI (M)
Figura 10. Grafica extraida del articulo de Chanez-Cardenas, et al., 2005; la cual
muestra el proceso de desnaturalizacion de TcTIM en Gnd-HCI a una concentracion de
5 pg/mL (0) y 50 ug/mL(m) de proteina al ser incubada por 48 h.
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En el proceso inverso a la desnaturalizacion, la renaturalizacion, se puede observar el
efecto de hiperactividad en TcTIM (Figura 11), cuando este proceso es realizado en
forma directa (A), es decir sin ajustar la concentracion residual de Gnd-HCI, al igual
que cuando es realizado con cantidades residuales de clorhidrato de guanidina fijas
(0.IM m, 0.3M ¢, 0.6M V). La hiperactividad es mayor cuando la concentracion
residual de Gnd-HCl es 0.6 M como ocurre en la desnaturalizacion.

GAdn-HCLMY  pacidual
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Gdn-HC | Y incubacion

Figura 11. Hiperactividad mostrada por TcTIM a bajas concentraciones de Gnd-HCl
residual en la renaturalizacion a una concentracion de 50 ug/mL de proteina. La
renaturalizacion se llevo a cabo primero con la desnaturalizacion de TcTIM por 48 h de
incubacion, para su posterior renaturalizacion medida a las 24 h de incubacion.

La hiperactividad mostrada por la TcTIM en ambas condiciones puede deberse a varios
factores por ejemplo a la naturaleza quimica del desnaturalizante o bien a la fuerza

ionica ejercida por el clorhidrato de guanidina (Figura 12), ya que es una sal cargada.

NH; +

HszNHZ
- CI

Figura 12. Estructura quimica del clorhidrato de guanidina (Gnd-HCI).
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El mecanismo por el cual el Gnd-HCI desnaturaliza, ain no es claro, pero se tiene
evidencia de que realiza este proceso afectando la hidrofobicidad de la proteina por la
interaccion con los aminoacidos hidrofobicos del nucleo proteico y la modificacion de
la fuerza i6nica que ejerce en los grupos cargados de las cadenas laterales de los

aminoacidos (Moglich et al., 2005; Mason et al., 2007; Camilloni et al., 2008).

La determinacion del efecto de la fuerza idnica en la hiperactividad mostrada por
TcTIM se realizd cuantificando y relacionando diversos parametros como la intensidad
de fluorescencia intrinseca, la intensidad de fluorescencia extrinseca y la actividad

biologica en funcion de una condicion desnaturalizante que modifique la fuerza idnica.

Para evaluar la naturaleza quimica del desnaturalizante y otras interacciones se utilizd
urea (Figura 13), que es una molécula neutra (Caballero-Herrera et al., 2005; Mdoglich et

al., 2005; Camilloni et al., 2008; Muthuselvi et al., 2008), con la modificacion de fuerza

T

HzN/C\NHz

Figura 13. Estructura quimica de la urea (Molécula sin carga).

i6nica.

Plegamiento de otras TIM’s

Las rutas de plegamiento de la TIM son tan diversas a pesar de tratarse de la misma
enzima con la misma funcion dentro de las diferentes especies. Se han descrito rutas de
plegamiento de la TIM en algunas especies (Tabla 2) (Chanez-Cardenas et al., 2005).
Dentro de dichas rutas cabe resaltar que TmTIM presenta un intermediario hiperactivo
como ocurre con TcTIM.

La TbTIM presenta 4 intermediarios como TcTIM con la diferencia que los
intermediarios de TbTIM forman agregados de manera irreversible, también ésta
enzima posee el mismo numero de triptofanos que TcTIM, casi en la misma posicion.
TbTIM tiene sus triptéfanos en las posiciones 12, 90, 159, 170 y 193; mientras que
TcTIM en las posiciones 11, 89, 158, 169 y 192.
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En la tabla 2 se pueden observar algunas diferencias que tienen las TIM en sus rutas de

plegamiento, por mencionar algunas, es que existen procesos de plegamiento de 2

estados (LmTIM) mientras que otras TIM tienen procesos de 4 estados (TbTIM). En

algunas especies de TIM el proceso de plegamiento es reversible (rTIM) en otras el

proceso de plegamiento solo ocurre en una sola direccion (PfTIM). Existen algunas

TIM’s que unen ANS como yTIM mientras que hay otras como BsTIM que no unen

ANS.
Enzima | Cddigo | Rever | Hiper- Ruta de plegamiento Union | Referencia

PDB sible | actividad a ANS | bibliografica
BsTIM 1BTM Si No N,52U No Mainfroid V, 1996
TmTIM 1B9B No Si N,— Ny*(A)—2U No Beaucamp N, 1997
rTIM IR2R Si No N,52U0 No Pan H, 2004
PfTIM 1YDV No No N,—Ny*(A)—2U No Gokhale RS, 1999
yTIM 1YPI Si No N,52M$52U Si Néjera H, 2003
LmTIM IAMK | Si No N,52U No Lambeir AM, 2000
TbTIM | 1TPF No No N>5SN*(A)S2M(A)52U | Si Chanez ME, 2002
TcTIM ITCD Si Si N,SN,*52MS2U Si Chanez ME, 2005

Tabla 2. Rutas de plegamiento de TIM en diferentes especies (B. stearothermophilus,
Thermotoga maritima, Conejo, P. falciparum, Levadura, L. mexicana, T. brucei y T.

cruzi).
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I11. HIPOTESIS

La fuerza idnica y/o la naturaleza quimica del agente desnaturalizante pueden ser las
responsables del aumento en la actividad catalitica observada en la desnaturalizacion

quimica de la Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi.
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IV. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Determinar el origen de la hiperactividad observada en la desnaturalizacion quimica de

la Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi.

4.2 ESPECIFICOS

e Evaluar si la fuerza idnica es la responsable de la hiperactividad observada en la

desnaturalizacion quimica de la Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi.

e Evaluar el efecto de la naturaleza quimica del agente desnaturalizante en la
hiperactividad observada en la desnaturalizacion quimica de la Triosafosfato
isomerasa de Trypanosoma cruzi.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 OBTENCION DE LA TcTIM

5.1.1.- Sobreexpresion de la TcTIM

La TcTM es una proteina que no se encuentra disponible en el mercado, por lo que fue
necesaria su sobreexpresion en la bacteria recombinante Escherichia coli (BL21(DE3)).
Dicha bacteria tiene insertado un plasmido que contiene el gen silvestre de la TIM del
Trypanosoma cruzi.

A partir de la cepa recombinante se realizé un precultivo en el medio Luria Bertani (LB)
con ampicilina (100 pg/mL). El medio LB para el precultivo como para el cultivo es
previamente esterilizado en un autoclave por 20 min/103 kPa/121°C (Ostoa-Saloma P et
al., 1997). El medio LB utilizado tanto para el precultivo (50 mL) como para el cultivo (1L)
contiene peptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 10 g/L.

Bajo condiciones estériles se tom6 una asada de una colonia y se inoculd al medio LB
adicionado con ampicilina (100 pg/mL). Con una asada es suficiente para inocular 50 mL
de medio para el precultivo; a su vez estos 50 mL de precultivo sirven para inocular 1L de
cultivo. Se dejoé incubar el precultivo por 12 h/37 °C/250 rpm. Cabe mencionar que la
ampilicina se agreg6 justo en el momento de la inoculacion. Una vez que transcurrid el
tiempo de incubacion se procedioé a inocular al cultivo con el precultivo. El cultivo se dejo

incubar por 4 h a 37°C con agitacion constante.

Una vez transcurrido el tiempo se agregd IPTG (Isopropil-f-D-1-tiogalactopiranosido), el
cual funciona como inductor de la expresion de la TcTIM en la bacteria, a una
concentracion de 0.0004 M (95 mg/L de medio de cultivo). Una vez agregado el IPTG se
dej6 incubar por 12 h adicionales a 37°C a 250 rpm.
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5.1.2 Purificacion de la TcTIM

El cultivo bacteriano fue centrifugado a 12000 rpm/15 min en una centrifuga Beckman J2-
21 para la obtencion de un precipitado que es el paquete celular. El precipitado se disolvio

con 40 mL de buffer de lisis por cada litro de medio de cultivo. El buffer de lisis se elabor6

segun la tabla 3.

Reactivo [Concentracion]
Tris-HC1 pH=8 20 mM

PMSF 0.2 mM *

EDTA 1 mM

Tabla 3. Reactivos y cantidades para elaborar el buffer de lisis. (* Esta cantidad se disuelve
en 1 mL de DMSO).

Una vez disuelto el precipitado en el buffer de lisis se llevo a cabo el rompimiento celular
por medio de un sonicador Branson sonifier 250, con 3 ciclos (1 min de sonicar x 1 min de
descanso) y 4 ciclos (30 s x 30 s). Las muestras una vez sonicadas se llevaron a
ultracentrifugacion a 40000 rpm /1 h/ 4°C y con vacio (200 vaccum) en una
ultracentrifugadora Beckman L7-55. Posteriormente se recuperd el sobrenadante y se

elimind el precipitado (El cual contiene los desechos celulares).

El sobrenadante se precipitdé con sales de sulfato de amonio al 45% (277 g de sulfato de
amonio para 1 L) durante 4 h. Transcurrido el tiempo, la muestra se centrifugd a 12 000
rpm por 15 min y se recuperd el sobrenadante. Dicho sobrenadante se llevdo a una
concentracion al 75% de sulfato de amonio (105 g de sulfato de amonio para 1 L) durante 4
horas.

Transcurrido el tiempo se centrifugd a 12 000 rpm por 15 min, se desecho el sobrenadante
y se utilizé el precipitado, el cual fue disuelto en 2 mL de buffer A. El Buffer A se prepar6
segun la tabla 4.
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Reactivo Concentracion
Trietanolamina (TEA) (Amortiguador) 25 mM

Azida de sodio (Bactericida) 1 mM
Ditiotreitol (DTT) (Agente reductor) 0.5 mM

EDTA (Quelante) 2 mM

Agua destilada Aforar *

Tabla 4. Reactivos y cantidades para elaborar el Buffer A. (*El pH del buffer se ajusta a 8§,
utilizando perlas de NaOH).

Con la finalidad de separar a la TcTIM de otras proteinas por medio del tamafio molecular,
se realiz6 una cromatografia de exclusion molecular, utilizando una columna de Sephadex
G-100 que separa proteinas globulares de 4000 a 150000 Daltons, el tamafio de las esferas
de sephadex G-100 es de 40 a 120 pm.

La columna de exclusion molecular, la cual debe estar equilibrada previamente con buffer
A (Volumen 120 mL, flujo 0.2 mL/min, durante 10 horas) fue cargada con la muestra y se
llevd a cabo el muestreo por un tiempo aproximado de 24 horas para 100 tubos, a una

temperatura de 4 °C y con un flujo de 0.2 mL/min, recolectando 3 mL para cada fraccion.

Las muestras una vez colectadas fueron sometidas a la cuantificacion de la absorbancia y
aquellas cuya absorbancia fue superior a 1 se reunieron, obteniéndose de esta manera dos
picos y por lo tanto dos fracciones (Ver apéndice 1). Posteriormente solo la fraccion 1 fue

concentrada en el amicon con nitrogeno a 60 psi.

Una vez concentrada dicha fracciéon que es donde se encuentra la proteina de interés se
procedio a realizar una separacion por medio de las propiedades de carga de la TcTIM, para
lo cual se utilizé una columna de intercambio catiénico, una carboximetil sefarosa, la cual

intercambia aniones.
La fraccion 1 (SmL) procedente de la exclusion molecular, se carga y se deja adsober en la

columna de intercambio cationico (20 cm x 1.5 cm de diametro) que fue previamente

calibrada con el buffer A con una velocidad de flujo de 0.2 mL/min y 3 mL por fraccion.
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Se colectaron como minino 6 tubos con solo buffer A; pasando estos 6 tubos se adicion6 el
buffer B, que es buffer A méas NaCl 110 mM. Se dejé muestreando por alrededor de dos
horas, obteniéndose 20 a 25 tubos.

Posteriormente se leyeron los tubos a una longitud de onda de 280 nm, con buffer A como
blanco, los tubos cuya absorbancia fue superior a 0.4, fueron reunidos obteniéndose dos
picos, la fraccion 2 o pico 2 (Ver apéndice 1) corresponde a la proteina pura que fue
corroborado por medio de una electroforesis en gel (Ver apéndicel).

Finalmente la fraccion 2 fue concentrada en el amicon a un volumen de 10 mL.

5.1.3 Electroforesis

Con la finalidad de monitorear e identificar la pureza de la proteina, en el proceso de
purificacion se corrid un gel de electroforesis de tamafio de poro de 0.75 mm; en el equipo
de Mini-PROTEAN 3Cell (BIO RAD).

En la elaboracion de los geles se utilizaron 2.5 mL de solucién concentradora y 5 mL de

solucion separadora por cada placa de gel (Tabla 5).

Reactivo Solucion  Concentradora | Solucion Separadora
(2.5mL) (5mL)

Acrilamida 40% 250 uL 1.5 mL

Buffer  para el gel [225mL No

concentrador pH =6.8

Buffer para el gel separador | No 3.5mL

pH=8.8

Persulfato de amonio 10% 25 uL 25 uL

TEMED 3 uL 5 uL

Tabla 5. Reactivos y cantidades usadas en la preparacion de las soluciones para la
elaboracion de un gel de electroforesis. Cada solucion debe ser preparada casi al instante
del uso para evitar que polimerice en el recipiente.
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Las muestras colectadas a través de toda la purificacion, fueron desnaturalizadas
previamente, utilizando 10 uL. de muestra con una solucion desnaturalizante (4 uL); la cual
contenia glicerol, SDS, azul de bromofenol y B-mercaptoetanol.

Este procedimiento se repitié de igual manera para un control de TcTIM pura.

Los pozos se llenaron con 10 pL. de las mezclas anteriores y colocando un marcador de
peso en los extremos del gel; se procedid a correr las muestras por 2 horas

aproximadamente a un voltaje de 80 volts (Resultados en el apéndice 1).

5.1.4 Cuantificacion de la TcTIM

Una vez identificada la proteina como pura, se cuantifico la cantidad presente por medio de

dos métodos para obtener una mayor certeza.

El primer método utilizado fue por medio de un kit comercial de la marca Pierce, usando el
reactivo llamado BCA (Acido Bicinconinico), el cual se basa en una reaccion de Biuret
(Reduccion de una sal de Cu®"a Cu'™), dicha reaccién se detecta colorimétricamente a 562
nm. En este tipo de ensayos es necesario realizar curvas estandar y de esta manera poder
interpolar el valor de la muestra (Resultados en el apéndicel).
El segundo método utilizado fue totalmente espectrofotométrico por ser mas practico fue
utilizado en todas la determinaciones posteriores. Este método se basa en la ley de
Lambert-Beer

A=Cel
En donde:
A: La absorbancia obtenida experimentalmente.
C: La concentracion con unidades determinadas por el €.
e: El coeficiente de extincion molar, que es un valor tedrico ya reportado.

I: Es la longitud de paso de luz de la celda, en este caso es 1 cm.

& (TcTIM)= 36440 M"'cm™ (Ostoa-Saloma P et al, 1997; Pace CN et al, 1995)
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5.2 CARACTERIZACION DE LA TcTIM

Los resultados de esta parte experimental se encuentran en el apéndice 2.

5.2.1 Fluorescencia

La intensidad de fluorescencia fue cuantificada en un espectrofluorometro Olis (DM45),

celdas de cuarzo de 0.5 cm, y una temperatura de 25 °C.

5.2.1.1 Fluorescencia intrinseca.

Al excitar a 280 nm se observa la fluorescencia de todos los aminoécidos aromaticos
presentes en la proteina, el espectro de emision fue tomado de 300 a 400 nm. Los
resultados obtenidos fueron normalizados para la intensidad de fluorescencia a la longitud
de onda maxima de la emisién de la proteina nativa, sin desnaturalizante: 327 nm. Para
normalizar los datos se utilizo la siguiente formula:

Y= (Yu-Yx) / (Yu-Yn)
Donde:
Y= La fraccion normalizada. En la proteina nativa el valor es igual a 1.
Yu= La IF de la proteina desnaturalizada
Yn= La IF de la proteina nativa

Yx= La IF de la proteina en la fraccion problema.

Al excitar a 295 nm se observa la fluorescencia sélo de los triptéfanos presentes en la
proteina, el espectro de emision fue recogido de 310 a 410 nm. Los datos resultantes fueron
tratados de igual forma que en la determinacion anterior con la diferencia en la longitud de

onda maxima de la emision de la proteina nativa, sin desnaturalizante, fue 328 nm.

El desplazamiento de la longitud de onda maxima emisioén en funcién de la concentracion

desnaturalizante fue graficado para ambas determinaciones: 280 y 295 nm.
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5.2.1.2 Fluorescencia extrinseca con ANS (A 360 nm)

El ANS (1-Anilino-8-naftalensulfonato) es un fluoréforo extrinseco que se puede unir a los
grupos hidrofobicos de la proteina. La concentracion utilizada fue 100 uM de ANS en los
ensayos de fluorescencia extrinseca.

La longitud de onda de excitacion utilizada fue 360 nm y el espectro de emision fue tomado
de 400 a 560 nm. Los resultados obtenidos de esta determinacion fueron cuantificados en
relacion al porcentaje de union del ANS a la proteina a la longitud de onda méxima de la

emision de la proteina nativa, sin desnaturalizante (480 nm).

5.2.2 Actividad Catalitica

Una vez purificada la enzima se verifico y se cuantificé su actividad catalitica por medio de

una reaccion acoplada descrita por Rozacky EE et al., 1971.

GAP v , DHAP nap < nap: G3P
aGDH

GAP: Gliceraldehido 3 -fosfato

TIM: Triosafosfato isomerasa

DHAP: Dihidroxiacetona fosfafo

NADH: Nicotinamida adenina dinucleotido reducido
NAD+: Nicotinamida adenina dinucletoido oxidado
G3P: Glicerol 3 fosfato

aGDH: Alfa Glicerolfosfato deshidrogenasa

La actividad fue cuantificada utilizando la siguiente formula:

Actividad Enzimatica Especifica= Aabsorbancia/min
6.22 * [Proteina mg/mL]
pmol/mL
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5.2.3 Dicroismo Circular

El dicroismo circular se utiliza para el estudio de la estructura secundaria de las proteinas
ya que cuantifica por medio de un espectropolarimetro la cantidad de estructuras a-hélices
y B-plegadas existentes.

Una muestra de proteina (200 pg/mL) fue introducida en el espectropolarimetro Jasco
(J720) para obtener un espectro de la distribucion de estructura secundaria en la proteina

nativa.

5.3 EXPERIMENTO CONTROL CLORHIDRATO DE GUANIDINA

Con la finalidad de tener un control interno y reproducir lo reportado por Chanez-Cardenas
ME et al., 2005, se realizo6 el experimento de desnaturalizacion en clorhidrato de guanidina.
Las muestras fueron incubadas a diferentes concentraciones de Gnd-HCI (0-6 M),
utilizando una concentracion de proteina de 50 pg/mL, por 48 h a 25 °C en medio TED

20:1:1 (Trietanolamina 20 mM, EDTA 1 mM, Ditiotreitol 1 mM), pH=7.4.

Las muestras fueron monitoreadas por fluorescencia y por actividad catalitica, de esta
manera se siguieron los cambios en la estructura terciaria y cuaternaria, respectivamente.
Para obtener el patron por fluorescencia las muestras fueron leidas en el
espectrofluorometro y se obtuvieron tres espectros por cada muestra; el primero
correspondiente a la fluorescencia intrinseca de los fluor6éforos (280 nm), el siguiente solo a
la fluorescencia emitida por los triptéfanos (295 nm) y el ultimo correspondiente a la union
de ANS. Los datos fueron tratados para obtener el patron de desnaturalizacién monitoreado
por fluorescencia segun se indica en el punto 5.2.1.

En la desnaturalizacion de TcTIM seguida por la actividad catalitica, fue necesario después
de incubar, hacer una dilucion utilizando TED 100:10:1 mM, para llegar a una disolucion
cuya concentracion de TcTIM fuera 5 pg/mL. La dilucién fue necesaria ya que para el
ensayo de actividad catalitica se utilizd6 una concentraciéon de 5 ng/mL de TcTIM y los

compuestos sefialados en el punto 5.2.2.
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En ambos casos los datos fueron normalizados con los valores obtenidos de la proteina sin
desnaturalizante y de esta manera se obtuvieron los patrones por fluorescencia y actividad

catalitica.

5.4. CLORHIDRATO DE GUANIDINA (0.6 M) Y CLORURO DE SODIO (0-2 M).

En esta parte se busco evaluar el efecto de la fuerza idnica en el punto maximo de
hiperactividad encontrado en Gnd-HCI (0.6 M), para lo cual se agreg6 a una concentracion
fija de TcTIM, NaCl a diferentes concentraciones, manteniendo constante la concentracion
de Gnd-HCI a 0.6 M. Las muestras fueron incubadas por 48 h/25 °C, a las diferentes
condiciones desnaturalizantes, utilizando 50 pg/mL de proteina en TED 20:1:1 (pH= 7.4).

Los datos experimentales fueron tratados de la misma forma que el control (Gnd-HCl) y de

esta manera se determind el patron seguido por fluorescencia y actividad catalitica.

5.5 EXPERIMENTOS CON CLORURO DE SODIO

Para determinar el efecto que la fuerza idnica ejerce directamente en la hiperactividad de
TcTIM se realizo este experimento, en el cual se agregaron diferentes concentraciones de
NaCl a la TcTIM. Las muestras fueron incubadas por 48 h/25 °C, utilizando 50 pg/mL de
proteina en medio TED 20:1:1 (pH=7.4).

Los datos experimentales fueron tratados de la misma forma que el control (Gnd-HCl) y de

esta manera se determind el patron seguido por fluorescencia y actividad catalitica.

5.6 RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD EN CLORURO DE SODIO

En esta parte se determino si el efecto producido por el cloruro de sodio sobre la actividad
catalitica era reversible. Las muestras fueron incubadas por 48 h/25 °C, a las diferentes

condiciones desnaturalizantes, utilizando 150 ug/mL de proteina en medio TED 20:1:1
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(pH= 7.4). Posteriormente para observar la recuperacion de la actividad catalitica de
TcTIM se realizaron dos tipos de diluciones la primera fue una directa, es decir se tom6 una
alicuota de las muestras desnaturalizadas y se agregé medio TED (100:10:1); la segunda se
realizé ajustando a una concentracion de NaCl (0.1 M), en ambos casos con una posterior

incubacion de 24 h/ 25 °C y luego se determin6 la actividad catalitica (Figura 14).
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Figura 14. Representacion del experimento de recuperacion de la actividad catalitica de
TcTIM (150pg/mL), dilucion directa y ajustada a 0.1 M de NaCl.

Los datos experimentales fueron tratados de la misma forma que el control (Gnd-HCl) y de

esta manera se determind el patron seguido por fluorescencia y actividad catalitica.

5.7 UREA (0.5 M) Y CLORURO DE SODIO (0-2.4 M)

Evaluar si la naturaleza quimica del desnaturalizante es la responsable de la hiperactividad
observada en la desnaturalizaciéon de TcTIM fue parte fundamental de este trabajo, por lo
cual se utilizd a la urea, desnaturalizante sin carga. En el presente experimento y los
consecutivos la urea fue el agente desnaturalizante utilizado.

Las muestras fueron incubadas por 200 horas, a una concentracion de 50 ug/mL de proteina
en medio TED (20:1:1) a pH= 7.4, con urea 0.5 M y NacCl variable.

Los datos experimentales fueron tratados de la misma forma que el control (Gnd-HCl) y de

esta manera se determind el patron seguido por fluorescencia y actividad catalitica.
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5.8 UREA (1 M) Y CLORURO DE SODIO (0-2.4 M)

Las muestras fueron incubadas por 200 horas, a una concentracion de 50 ug/mL de proteina
en medio TED (20:1:1) a pH= 7.4, con urea 1 M y NaCl variable.
Los datos experimentales fueron tratados de la misma forma que el control (Gnd-HCl) y de

esta manera se determind el patron seguido por fluorescencia y actividad catalitica.

5.9 UREA (2 M) Y CLORURO DE SODIO (0-2.2 M)

Las muestras fueron incubadas por 200 horas, a una concentracion de 50 ug/mL de proteina
en medio TED (20:1:1) a pH= 7.4, con urea (2 M) y NaCl variable.
Los datos experimentales fueron tratados de la misma forma que el control (Gnd-HCl) y de

esta manera se determind el patron seguido por fluorescencia y actividad catalitica.

5.10 CLORURO DE SODIO (1.4 M) Y UREA (0-4.5 M)

Este ultimo experimento se realizé manteniendo una concentracion fija de NaCl (1.4 M), y
variando la concentracion de urea, contrario a los tres ultimos experimentos. Se utilizé la
concentracion de 1.4 M de NaCl debido a que en el experimento control, esta es la
concentracion de Gnd-HCl en la cual existe mayor unién a ANS.

Las muestras fueron incubadas por 200 horas, a una concentracion de 50 ug/mL de proteina
en medio TED (20:1:1) a pH= 7.4, con NaCl 1.4 M y urea variable.

Los datos experimentales fueron tratados de la misma forma que el control (Gnd-HCI) y de

esta manera se determind el patron seguido por fluorescencia y actividad catalitica.
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Experimento Control (Clorhidrato de guanidina)

En este experimento utilizado como control podemos apreciar la aparicion de los cuatro
estados y las tres transiciones en el plegamiento de la Tc¢TIM, monitoreado por
fluorescencia intrinseca: el estado nativo (N), el dimero con hiperactividad (N), el
estado monomérico (2M) y el estado desplegado (2U); estados reportados anteriormente

por Chanez-Cardenas ME et al., en el 2005 (Figura 15).
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Figura 15. Fluorescencia intrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 48 h en
Gnd-HCI; IF excitando a 280 nm y medida a 327 nm (Cuadro, azul); IF excitando a 295
nm y medida a 328 nm (Triangulo, rojo); Estado nativo (N=1). Recuadro 15. Longitud
de onda de maxima emisioén de TcTIM en funcién de la concentracion de Gnd-HCI.

En el estado nativo, la proteina se encuentra sin desnaturalizante y por lo tanto no se
encuentra alterada en su estructura ni en sus propiedades naturales motivo por el cual
todos los resultados estan referidos a este estado (N=1).

La aparicion del estado N> se puede apreciar en la figura 15, donde la fluorescencia
intrinseca excitando a 280 nm ¢ 295 nm muestra un incremento entre las
concentraciones de 0.2 M y 0.8 M de Gnd-HCI; asi como también en la figura 17 donde
se puede apreciar la hiperactividad mostrada por la enzima en las mismas condiciones

anteriores de incubacion en Gnd-HCI.
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* . R . . * .« .
Los estados N, y N, son diméricos con la diferencia que N, presenta mayor actividad

catalitica y mayor fluorescencia intrinseca, pero ambas especies presentan la misma

longitud de onda de méxima emisidon como se puede observar en el recuadro 15.
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Figura 16. Fluorescencia extrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 48 h en
Gnd-HCl y en presencia de ANS; IF excitando a 360 nm y medida a 480 nm; Estado
nativo (N=1).
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Figura 17. Actividad catalitica de TcTIM (50 pg/mL) al ser incubada 48 h en Gnd-HCI;
Estado nativo (N=1).
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El estado monomérico (M) puede observarse en la figura y recuadro 15, las cuales
muestran cambios en la intensidad de fluorescencia intrinseca y en la longitud de onda
de maxima emision, respectivamente, en concentraciones de 1 M a 2.8 M de clorhidrato
de guanidina. La figura 16 correspondiente a la union de ANS en las mismas
condiciones de concentracion de Gnd-HCI, la TcTIM presenta mayor unidén a este
compuesto, el cual se une con mayor afinidad a zonas hidrofobicas con estructura y
fluoresce con mayor intensidad, este hecho en la figura indica que el estado dimérico se
va monomerizando, recordando que la interfaz que existe en los dimeros es una zona
hidrofobica, razon por la cual aumenta la fluorescencia del ANS.

El estado monomérico también se manifiesta en la figura 17 en donde la actividad
catalitica desaparece totalmente a la concentracion de 1.4 M de Gnd-HCI, recordando

que la TcTIM solo tiene actividad catalitica en estado dimérico.

Finalmente el estado desplegado (U), aparece desde 3 M de Gnd-HCI en adelante, esto
se puede observar principalmente en las figuras 15, donde se encuentra las minimas
intensidades de fluorescencias intrinsecas tanto cuando son monitoreados todos los
fluoréforos (280 nm) como cuando soélo se monitorean los triptéfanos (295 nm),
considerando que los triptéfanos aportan la mitad de la fluorescencia total en la proteina
(Figura 46 y 47) e igualmente en el recuadro 15 cuando se monitorea a la T¢TIM por
medio de la longitud de onda de maxima emision se observa la transicion al estado
desplegado a la concentracion de 2.8 M de Gnd-HCI cuando a partir de este punto la
longitud de onda de méaxima emision se vuelve constante. En la figura 16 se puede
apreciar que de 2.8 M en adelante disminuye la union al ANS, recordando que éste
fluoréforo extrinseco se une a grupos hidrofobicos con estructura y en el estado
desplegado la proteina ya no cuenta con estructura funcional; concordante con estos
resultados se encuentra la figura 17 donde se presenta la actividad catalitica y se observa

que no presenta ningun tipo de funcionamiento catalitico a dichas concentraciones.
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EVALUACION DEL DESNATURALIZANTE CARGADO Y FUERZA IONICA.

6.2 Experimento 2: Clorhidrato de Guanidina constante (0.6 M) y NaCl variable.

Al encontrarse una mayor actividad catalitica en 0.6 M de clorhidrato de guanidina, en
este segundo experimento se buscd aumentar la fuerza idnica en este punto, para evaluar
la actividad catalitica; para lo cual se agregd cloruro de sodio manteniendo fija la

concentracion de clorhidrato de guanidina.
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Figura 18. Fluorescencia intrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 48 h en
Gnd-HCI (0.6 M) y NaCl variable; IF excitando a 280 nm (Cuadro, azul); IF excitando a
295 nm (Triangulo, rojo); Estado nativo (N=1). Recuadro 18. Longitud de onda de
maxima emision de TcTIM en funcioén de la concentracion de 0.6M de Gnd-HCl y NaCl
variable.

En la figura 18 que corresponde a la fluorescencia intrinseca se puede ver un aumento
en la fluorescencia aproximadamente un 30% mayor si se compara con la nativa y que
va aumentando cuando las concentraciones de NaCl fueron mayores, mientras en el
recuadro 18 no se observa ningun cambio en la longitud de onda de maxima emision.
En base a la figura y recuadro 18, se puede decir que aunque hay aumento de la

fluorescencia intrinseca no significa que este habiendo un cambio en la estructura

terciaria de la proteina ya que la longitud de onda de maxima emisién no cambia.

31



Unién de ANS a TcTIM en 0.6 M de
Gnd-HCI y NaCl variable
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Figura 19. Fluorescencia extrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 48 h en
Gnd-HCI (0.6 M) y NaCl variable al agregar ANS; IF excitando a 360 nm; Estado

nativo (N=1).
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Figura 20. Actividad catalitica de TcTIM (50 pg/mL) al ser incubada 48 h en Gnd-HCl
(0.6 M) y NaCl variable; Estado nativo (N=1).

El ligero aumento de la fluorescencia en la union al ANS (Figura 19), al incrementar la
concentracion de NaCl en 0.6 M de GndHCl, estaria indicando en primera instancia una

mayor exposicion de area hidrofobica, dicha area podria ser la interfase entre los
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monomeros, lo cual indicaria un posible movimiento de los mismos diferente al que se

observa en el dimero nativo.

La hiperactividad se mantiene constante a lo largo de las concentraciones estudiadas en
la figura 20, aun cuando se le agregé NaCl, la hiperactividad es s6lo 20% mayor

respecto a la nativa.

6.3 Experimento 3: NaCl

El experimento 3 consisti6 en la incubacion de la TcTIM en NaCl, en donde no se
encontré ninguna variacion en la intensidad de fluorescencia intrinseca (Figura 21) ya
que permanece casi constante excitando tanto a 280 nm como a 295 nm, lo que indica
que la estructura terciaria no cambia como se puede confirmar en la figura 21-A, en la

cual también se observa que no cambio la longitud de onda de méxima emision.
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Figura 21. Fluorescencia intrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 48 h en
NaCl; IF excitando a 280 nm (Cuadro, azul); IF excitando a 295 nm (Triangulo, rojo);
Estado nativo (N=1). Recuadro 21. Longitud de onda de méxima emisién de TcTIM en
funcién de la concentracion de NaCl.

En la figura 22 se observa un ligero aumento en la uniéon a ANS, el cual podria deberse

a una interaccion hidrofébica entre el medio, la proteina y el ANS.
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Unidn de ANS a TcTIM en NaCl
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Figura 22. Fluorescencia extrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 48 h en
NaCl al agregar ANS; IF excitando a 360 nm; Estado nativo (N=1).
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Figura 23. Actividad catalitica de TcTIM (50 pg/mL) al ser incubada 48 h en NaCl;
Estado nativo (N=1).

La figura 23 refiere la actividad catalitica en NaCl y se puede observar la disminucion
de la actividad biologica, resultado sorprendente, ya que se esperaba un aumento en la
actividad catalitica y el resultado mostré lo contrario, esta disminuciéon se podria

justificar de dos maneras posibles; la primera es que como los sitios cataliticos de
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TcTIM estan compuestos por aminoacidos cargados, la lisina e histidina y éstos tienen
cargas positivas y el acido glutdmico tiene carga negativa, es posible que el NaCl al
disociarse en el medio genera contraiones que pueden unirse a los aminoéacidos del sitio
activo que por su naturaleza se encuentran cargados y de esta forma los iones pueden
ocultar el sitio activo a su sustrato el gliceraldehido-3-fosfato.

La segunda opcion es que los iones del NaCl al encontrarse en el medio de reaccion
también pueden unirse al sustrato en este caso al gliceraldehido-3-fosfato, teniendo en
consideracion que es una molécula cargada, aunque sea parcialmente, que puede atraer a

los iones sodio y cloro, de manera que interfieran en la unién enzima-sustrato.

6.4 Experimento 4: Recuperacion de la Actividad Catalitica en NaCl

La figura 24 muestra la recuperacion de la TcTIM después de haber sido incubada en
NacCl, ya que al diluir el NaCl, la actividad catalitica de la enzima se recupera. En esta
grafica se muestran dos curvas, una correspondiente a la “renaturalizacion” directa
(Realizada solo diluyendo el NaCl a una minima cantidad de NaCl) y otra cuando se fija

a una concentracion constante de NaCl residual, en este caso 0.1 M de NaCl.
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Figura 24. Recuperacion de la actividad catalitica de TcTIM (150ug/mL) al ser
incubada 48 h en NaCl; Directa (Rombo, Cyan) y 0.1 M residual (Rombo, Naranja);
Estado nativo (N=1).
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A partir de los cuatro experimentos anteriores podemos descartar a la fuerza idnica
como responsable unica de la hiperactividad de la TcTIM, ya que como pudimos
observar en las figuras 20 y 23, no hubo mayor actividad catalitica al agregarle NaCl, al
contrario en la figura 23 hubo una disminucién de casi el 70% en la actividad, pero que
puede ser recuperada si se diluye al NaCl (Figura 24). Ademas se mantuvo constante el
nivel de estructura terciaria ya que no hubo cambios importantes cuando se vari6 solo la
fuerza ionica (Figura y Recuadro 21), mientras que presenta un ligero aumento en la
fluorescencia intrinseca cuando ademas de NaCl esta también presente Gnd-HCl a bajas
concentraciones (Figura 18), sin embargo no hay cambio en la longitud de onda de
maxima emision (Recuadro 18).

En base a los resultados de fluorescencia intrinseca parece que el NaCl no afecta a este
tipo de propiedad.

Las figuras 19 y 22 muestran un pequeiio aumento en la fluorescencia del ANS al
aumentar el NaCl, lo cual como ya se ha dicho, indicaria mayor exposicion de area
hidrofobica, pero resulta poco congruente con las figuras 18 y 21 de fluorescencia
intrinseca, respectivamente; las cuales permanecen practicamente constantes al igual
que los Recuadros 18 y 21 de longitud de méaxima emision.

Por otro lado siempre se ha sefialado que para que exista un cambio en la estructura
terciaria en referencia a la exposicion de areas hidrofobicas debe haber un aumento de
unidon de ANS (Mayor fluorescencia) con una menor intensidad de fluorescencia en los
fluoréforos intrinsecos como se muestra en el experimento control; la mayor uniéon de
ANS (Figura 16) coincide con una disminucién en la fluorescencia intrinseca (Figura
15) y esto sugiere la aparicion del estado monomérico.

Se ha reportado que un aumento en las interacciones hidrofobicas puede ser producido
por sales como NaCl y Gnd-HCI debido a la reduccion de la difusividad del agua y el
aumento de estructura de la misma (Fujita et al., 2007); esto podria explicar el poco
aumento y constante valor en la intensidad de fluorescencia intrinseca y extrinseca que
se presenta en las figuras 18, 19, 21 y 22.

Adicionalmente se puede confirmar mediante los recuadros 18 y 21, en las cuales se
ilustra el comportamiento de la longitud de maxima emision de TcTIM, que en las
condiciones donde esta presente el NaCl con o sin 0.6 M de Gnd-HCI, no existe un
proceso de desnaturalizacion como el que ocurre en la desnaturalizacion directa con
Gnd-HCI (Recuadro 15), en donde si se aprecia un cambio en la longitud de maxima

emision de TcTIM.
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EVALUACION DEL DESNATURALIZANTE NEUTRO Y FUERZA IONICA.

Las condiciones 5, 6 y 7 se realizaron utilizando otro desnaturalizante: la urea, molécula
que no posee carga, a diferentes concentraciones (0.5M, 1M y 2M), las cuales fueron
elegidas en base a los resultados reportados en la tesis de Anaya, Ana (2008). En las
condiciones experimentales 5, 6 y 7, ademas de urea se agregaron cantidades crecientes
de NaCl con la finalidad de variar la fuerza idnica y evaluar su influencia, asi como la
naturaleza quimica de la urea con respecto al Gnd-HCIl, en relacion con la
hiperactividad presentada por la TcTIM. Las figuras 25, 26 y 27 fueron extraidas del
trabajo de tesis de Anaya, Ana (2008).
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Figura 25. Fluorescencia intrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 200 h en
urea; IF excitando a 280 nm (Cuadro, azul); IF excitando a 295nm (Triangulo, rojo);
Estado nativo (N=1). Recuadro 25. Longitud de onda de méxima emisién de TcTIM en
funcién de la concentracion de urea.

En la figura 25 se puede observar el estado nativo, cuando la proteina se encuentra sin
desnaturalizante (N=1). En esta misma figura al igual que como ocurre con Gnd-HCI,
aparece el estado Nz*, donde la fluorescencia intrinseca excitando a 280 nm 6 295 nm
muestra una elevacion en la concentracion de 0.5 M de urea; asi como también en la
figura 27 se puede apreciar la hiperactividad mostrada por la enzima como ocurre en la

desnaturalizacion con Gnd-HCIl.
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El estado N, y N, son estados diméricos que presentan practicamente la misma
longitud de onda de méxima emision como se puede observar en el recuadro 25.

El estado monomérico (M) puede observarse en la figura y recuadro 25, los cuales
muestran cambios en la intensidad de fluorescencia intrinseca y en la longitud de onda
de maxima emision, respectivamente, en concentraciones de 3 a 5 M de urea. La figura
26 corresponde a la union de ANS con Tc¢TIM en condiciones desnaturalizantes con
urea, y en dicha figura la TcTIM presenta mayor unién a este compuesto a la
concentracion de SM. El estado monomérico también se manifiesta en la figura 27 en
donde la actividad catalitica desaparece totalmente a la concentracion de 3 M de urea,
recordando que la TcTIM solo tiene actividad catalitica en estado dimérico.

Finalmente el estado desplegado (U), aparece desde 6 M de urea en adelante, esto se
puede observar principalmente en las figuras 25, donde se encuentra las minimas
intensidades de fluorescencias intrinsecas tanto cuando son monitoreados todos los
fluoroforos (280 nm) como cuando sélo se monitorean los triptéfanos (295 nm) e
igualmente en el recuadro 25 cuando se monitorea a la TcTIM por medio de la longitud
de onda de maxima emisién se observa la transicion al estado desplegado a la
concentracion de 6 M de Gnd-HCI cuando a partir de este punto la longitud de onda de
maxima emision se vuelve constante. En concordancia se encuentra la figura 27 en

donde Tc¢TIM no presenta ningun tipo de actividad catalitica a dichas concentraciones.
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Figura 26. Fluorescencia extrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 200 h en
Urea y en presencia de ANS; IF excitando a 360 nm; Estado nativo (N=1).
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Actividad Catalitica de TcTIM en Urea
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Figura 27. Actividad catalitica de TcTIM (50 pg/mL) al ser incubada 200 h en urea;
Estado nativo (N=1).

6.5 Experimento 5: Urea constante (0.5M) y NaCl variable.

La figura 28 muestra que la fluorescencia intrinseca de TcTIM tiene un aumento el cual
se mantiene casi constante a partir de concentraciones mayores a 0.4 M de NaCl (0.5 M
de urea constante) dicho aumento es respecto a la proteina nativa y podria indicar que
los fluoroforos podrian estar menos expuestos al medio y la proteina se encuentra mas
empaquetada, sin embargo, la longitud de onda de mdxima emision permanece
constante (Recuadro 28). Bajo esta condicion también se observa una mayor actividad
catalitica (30%) con respecto a la proteina nativa, como se aprecia en la Figura 30. En la
figura 29 se muestra una mayor fluorescencia de ANS en todos los puntos en referencia
al estado nativo (N=1), pero el aumento no muestra ningin comportamiento y
probablemente se deba a la interaccion del ANS con la interfase de las subunidades,

como ya se ha comentado anteriormente.
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Fluorescencia Intrinseca de TcTIM en
0.5M de Urea y NaCl variable
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Figura 28. Fluorescencia intrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 200 h en
urea (0.5 M) y NaCl variable; IF excitando a 280 nm (Cuadro, azul); IF excitando a
295nm (Triangulo, rojo); Estado nativo (N=I). Recuadro 28. Longitud de onda de
maxima emision de TcTIM en funcién de la concentracion de 0.5 M de urea y NaCl
variable.
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Figura 29. Fluorescencia extrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 200 h en
Urea (0.5 M) y NaCl variable y en presencia de ANS; IF excitando a 360 nm; Estado
nativo (N=1).
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Actividad Catalitica de TcTIM en 0.5 M de
Urea y NaCl variable
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Figura 30. Actividad catalitica de TcTIM (50 pg/mL) al ser incubada 200 h en urea
(0.5M) y NaCl variable; Estado nativo (N=1).

o

6.6 Experimento 6: Urea constante (1 M) y NaCl variable.

En la figura 31 se observa que hay un aumento de la intensidad de fluorescencia
intrinseca igual que en el experimento anterior, aunque en esta figura se muestra que a
concentraciones altas de NaCl la fluorescencia disminuye y cae a valores muy parecidos
al de la proteina nativa. La longitud de onda de maxima emision se mueve ligeramente a
valores mayores con respecto al estado nativo (Recuadro 31). En esta condicion se
podria decir que se esta afectando ligeramente la estructura terciaria.

La actividad catalitica (Figura 33) muestra el mismo comportamiento del experimento
anterior (Figura 30), es decir, aumenta alrededor de 20 %.

En la figura 32 aumenta la union a ANS de manera proporcional con el aumento de
NaCl y tal efecto se deba a la interaccion de NaCl, el ANS y el medio interfasico del
dimero. Otra posibilidad es que ya se encuentre aumentada la poblacién monomérica de

TcTIM debido a la concentracion de urea (1 M, constante).
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Figura 31. Fluorescencia intrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 200 h en
urea (1 M) y NaCl variable; IF excitando a 280nm (Cuadro, azul); IF excitando a
295nm (Triangulo, rojo); Estado nativo (N=I). Recuadro 31. Longitud de onda de
maxima emisiéon de TcTIM en funcién de la concentracion de 1 M de urea y NaCl
variable.
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Figura 32. Fluorescencia extrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 200 h en
urea (1 M) y NaCl variable en presencia de ANS; IF excitando a 360 nm; Estado nativo
(N=1).
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Figura 33. Actividad catalitica de TcTIM (50 pg/mL) al ser incubada 200 h en urea
(1M) y NaCl variable; Estado nativo (N=1).

6.7 Experimento 7: Urea constante (2 M) y NaCl variable.

En el experimento 7 fue realizado una condicion constante de urea 2 M y NaCl variable,
pero en esta condicion la concentracion de urea ya es alta para asegurar que se trata del
dimero no-nativo O\Iz*), puede ser el proceso de desplegamiento ya se encuentre muy
avanzado, en este caso ya se podria estar hablando del estado monomérico, esto por que
la fluorescencia intrinseca (Figura 34) ya es menor que en el estado nativo y que la
longitud de onda de maxima emision (Recuadro 34) es mayor que el estado nativo
(N=1).

La actividad bioldgica de la enzima (Figura 36) se encuentra alrededor del 80 %, lo cual
indica que el proceso de desnaturalizacion causado por la concentracion de urea ya esta
afectando el estado dimérico y por lo tanto la actividad catalitica.

La uniéon de ANS (Figura 35) es mucho mayor que en los experimentos 5 y 6 (Figuras
29 y 32), por lo que se podria pensar que la proteina esta exponiendo area hidrofébica
porque fluoresce con mas intensidad y bajo esta condicidon es posible que se trate del

estado monomérico.
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Figura 34. Fluorescencia intrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 200 h en

urea (2 M) y NaCl variable; IF excitando a 280nm (Cuadro, azul); IF excitando a
295nm (Triangulo, rojo); Estado nativo (N=1). Recuadro 34. Longitud de onda de
maxima emisiéon de TcTIM en funcién de la concentracion de 2 M de urea y NaCl

variable.
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Fluorescencia extrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 200 h en

urea (2 M) y NaCl variable en presencia de ANS; IF excitando a 360 nm; Estado nativo

(N=1).
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Figura 36. Actividad catalitica de TcTIM (50 pg/mL) al ser incubada 200 h en urea
(2M) y NaCl variable; Estado nativo (N=1).

A partir de los experimentos 5, 6 y 7 se puede decir que el dimero no nativo (N5'),
posee un estado de hiperactividad y de mayor emision de fluorescencia intrinseca
respecto al dimero nativo (N;) dichas caracteristicas le confieren a este estado
intermediario (N;') de TcTIM propiedades unicas y como se ha observado, la
hiperactividad de la enzima no se debe inicamente a la fuerza idnica ni tampoco a la
naturaleza quimica del desnaturalizante, es decir, que el desnaturalizante se encuentre
cargado como es el caso del Gnd-HCI (Experimentos 1 y 2) o que el desnaturalizante
sea neutro como es el caso de la Urea (Experimentos 5, 6 y 7); ya que en ambos casos

existe hiperactividad.
6.8 Experimento 8: NaCl constante (1.4 M) y Urea variable.

El altimo experimento consistidé en mantener fija una concentracion de 1.4 M de NaCl y
agregar cantidades crecientes de urea (0 a 4.5 M), condiciones limitadas por la dilucion
del NaCl; con el fin de llevar a cabo una mayor desnaturalizacion de TcTIM con urea.

En la figura 37 se observa al inicio una mayor intensidad de fluorescencia pero que va
disminuyendo conforme aumenta la concentracion de urea, esto concuerda con los datos
de la figura 38 donde hay una elevada union de ANS a TcTIM, que corresponde al

estado monomérico, segun lo reportado por Anaya A, (2008).
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Figura 37. Fluorescencia intrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 200 h en
1.4 M de NaCl y urea variable; IF excitando a 280nm (Cuadro, azul); IF excitando a
295nm (Triangulo, rojo); Estado nativo(N=1). Recuadro 37. Longitud de onda de
maxima emision de TcTIM en funcion de la concentracion de 1.4 M de NaCl y urea
variable.
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Figura 38. Fluorescencia extrinseca de TcTIM (50 pg/mL) cuando es incubada 200 h en
NaCl (1.4 M) y urea variable en presencia de ANS; IF excitando a 360 nm; Estado
nativo(N=1).
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Finalmente en la figura 39 se observa una hiperactividad maxima de 40% a bajas
concentraciones de urea (0.2-1.2 M) con 1.4 M de NaCl constante, dicha actividad se
pierde a la concentracion de 3.5 M donde toda la poblacion se supone monomérica

(Anaya A, 2008).

Actividad Cataliticade TcTIM en 1.4 M de
NaCl y Urea variable
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Figura 39. Actividad catalitica de TcTIM (50 pg/mL) al ser incubada 200 h en NaCl
(1.4 M) y urea variable; Estado nativo (N=1).

DISCUSION FINAL

Bajo las condiciones evaluadas se estudid la influencia de la fuerza idnica y/o la
naturaleza del agente quimico desnaturalizante sobre la hiperactividad de TcTIM, no
encontrandose ninguna relacion directa. Ahora entonces la cuestion es como la TcTIM
adquiere mas actividad biologica en ¢sas condiciones. Cabe mencionar que para que
exista tal hiperactividad, en los casos donde existe, es necesario un periodo de
incubacion (Cierto tiempo y temperatura) para que la enzima alcance un estado de
equilibrio, ya que de no existir este periodo de incubacion, no es posible observar el
incremento en la actividad bioldgica.

Hay que considerar que se ha descrito el patrén de plegamiento de otras TIM y solo en
TcTIM y en la TIM de Thermotoga maritima se ha observado hiperactividad en
presencia de concentraciones “bajas” de desnaturalizante en este caso Gnd-HCI

(Beaucamp N et al, 1997).
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Retomando los hechos anteriores y que el estado del dimero no nativo (N;') de TcTIM,
tiene mayor actividad biolégica y mayor intensidad de fluorescencia intrinseca,
propiedades unicas de esta especie, respecto al estado nativo, es importante conocer las

causas que elevan la fluorescencia intrinseca de una proteina.

El aumento de la intensidad de fluorescencia intrinseca indica dos posibilidades: mayor
empaquetamiento de la proteina o fluorescencia adquirida debida a fluor6foros que
pudiesen estar apagados por otros fluor6éforos en ciertas condiciones que se encuentre la

proteina (Chanez-Cardenas et al, 2002).

La primera posibilidad de mayor empaquetamiento de proteina no explica la
hiperactividad debido a que no relaciona directamente con un rearreglo en la estructura
tridimensional de la TcTIM, es decir una contraccion de la proteina. Hay que recordar
que el sitio activo debe estar accesible al sustrato y cuando se agrega el agente quimico
desnaturalizante, este cambia el medio de polar a no polar. Es decir si hay aumento de
la fluorescencia indica en primera instancia que la proteina se estd contrayendo y esto
tal vez la lleve al ocultamiento o rigidez del sitio activo, con lo cual habria una
disminucion de la actividad catalitica; la idea resulta contradictoria, si se considera a la

TcTIM como una enzima que cataliza su reaccion al 100% de eficiencia.

La idea de un rearreglo es posible aunque exista el empaquetamiento, si el rearreglo
favorece al sitio activo, esto podria explicar la hiperactividad, esto solo puede ser si tal
arreglo es a nivel de la estructura cuaternaria. Ademas como se indica en las figuras de
union a ANS existe mayor exposicion de area hidrofobica por lo cual se estaria
hablando de la interfase de los mondémeros y recordando que el sitio activo se encuentra
en cada mondémero en la superficie y es activo mientras la proteina se encuentre en

forma dimérica.

Como ya se menciond anteriormente se reportd que un aumento en las interacciones
hidrofobicas puede ser producido por sales como el NaCl debido a la reduccion de la
difusividad del agua y el aumento de estructura de la misma (Fujita et al., 2007); esto
podria explicar el aumento y/o constante valor en la intensidad de fluorescencia

intrinseca y extrinseca que se presenta en las figuras 28, 29, 31 y 32.
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En las condiciones de las figuras 34, 35, 37 y 38; ademas del efecto anterior se debe
tomar en cuenta que las concentraciones de urea utilizadas son mayores y que por si
misma la urea desnaturaliza a la TcTIM por la modificaciéon de las interacciones
hidrofébicas (Caballero-Herrera et al., 2005; Moglich et al., 2005; Camilloni et al.,
2008; Muthuselvi et al.,, 2008), lo que da como resultado una intensidad de
fluorescencia intrinseca menor y una intensidad de fluorescencia extrinseca mayor o sea

una mayor fluorescencia de ANS, respecto a la TcTIM nativa.

La desnaturalizacién de TcTIM es mayor cuando la concentracion de urea es mayor,
esto se puede confirmar mediante los recuadros 25, 28, 31, 34 y 37; en los cuales se
ilustra el comportamiento de la longitud de onda de maxima emisiéon de TcTIM, en
dichas figuras se puede observar que la longitud de onda se va desplazando a valores
mayores conforme aumenta la concentracion de urea, lo que indica una mayor

desnaturalizacion.

Retomando la explicacion del aumento en la fluorescencia intrinseca, es que la
fluorescencia adquirida sea debida a fluor6foros que pudiesen estar apagados por otros
fluoréforos en ciertas condiciones, también es posible y quiza sea la mas probable, ya
que en la condicion de cero desnaturalizante y cero condicion de incubacidn, existen
fluoréforos que se encuentran apagados por algin o algunos otros fluoréforos que se
encuentren cercanos entre si, como ocurre por ejemplo en TbTIM (Chénez-Cérdenas et
al, 2002). En el caso de TbTIM se encontrd que el triptofano (W) 159 se encontraba
apagado por el W193, debido a su cercania, en condiciones sin desnaturalizante. Y se
observo que al eliminar el W193 mediante un estudio de mutagenésis dirigida, el W159
era el que emitia fluorescencia al sistema. En este mismo estudio se determino que el
W12 era el principal responsable de la fluorescencia en bajas concentraciones de
desnaturalizante (Gnd-HCI), es decir cuando ocurre la transicion de N, a Nz*; también
en este trabajo se menciona que W90 esta expuesto al solvente. Los datos anteriores son
importantes ya que TbTIM tiene alta similitud con TcTIM. La TcTIM tiene un
aminoacido menos que TbTIM y las posiciones de los triptofanos se encuentran en una

posicion menos que TbTIM.

. , . .. *
En base a lo anterior se podria decir que la fluorescencia incrementada que presenta N»

con respecto al estado nativo de TcTIM es debida a la exposicion de W11.
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Adicionalmente se puede justificar que la hiperactividad mostrada por TcTIM sea
debida a una mayor exposicion del sitio catalitico, lo cual se puede comprobar por el

hecho de que la lisina (K) 12 que forma parte del sitio activo esta junto al W11.

Cabe mencionar que la hiperactividad que presenta TcTIM también esta influenciada
por el Gnd-HCl y la Urea, ya que éstos pueden ejercer sobre las prolinas un efecto en la
conformacion cis/trans de estos aminoacidos, como lo describe Aumiiller et al., 2008,
quien dice que ciertas enzimas isomerasas son susceptibles a adoptar ciertas
conformaciones cis/trans y que dependiendo en cual conformacién se encuentren son
mas activas, debido a que el cambio cis/trans puede ocultar o exponer el sitio catalitico
dependiendo si en el sitio activo se encuentra un aminoacido sensible al cambio de
conformacion cis/trans y que dicho cambio se ve influenciado por el medio. En el caso
de TcTIM podria ser la Prolina (P) 167 sensible al cambio por encontrarse relativamente
expuesta al medio y debido a que se encuentra junto al Acido Glutamico (E) 166, el cual
forma parte del sitio activo, podria modificar la conformacion cis/trans haciendo a

TcTIM mas activa.

Otros autores basados en la teoria cinética de Kramer la cual dice que la
desnaturalizacion depende de la viscosidad del solvente y la accesibilidad del agua para
interactuar con el centro hidrofébico de la proteina proponen que a bajas
concentraciones de Gnd-HCl y urea, primero existe una expansion de la proteina debida
a la perdida de interacciones entalpicas entre las cadenas, que viene seguido de un
incremento en la movilidad de las cadenas polipeptidicas (Jacob et al., 2002). Esta

movilidad podria dar como consecuencia una sobre activacion de la enzima.
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VII. CONCLUSIONES

El estado intermediario dimérico no nativo (N,'), posee caracteristicas Unicas:

presenta hiperactividad catalitica y aumento en la fluorescencia intrinseca, con

respecto a N, pero solo es posible observar este efecto a bajas concentraciones
desnaturalizantes de Urea o Gnd-HCI (Tabla 6).

Gdn Gnd NaCl Urea Urea Urea Urea NaCl
Var 0.6M Var Var 0.5M 1.0M 2.0M 1.4M
NaCl NaCl NaCl NaCl Urea
Var Var Var Var Var
Actividad N30% N20% V65% N20% N20% N20% V30% NA0%
Catalitica (0.6M) (2.8M) (0.5M) (0.8M)
IF 280 N30% MN0% Constante | N20% N60% N5% ¥20% Variable
(0.4M) (0.5M)
IF 295 N30% MN0% Constante | N20% N80% N5% V25% Variable
(0.4Mm) (0.5M)
A de maxima | Variable Constante | Constante | Variable Constante | Variable Constante | Variable
emision 280
% de maxima | Variable Constante | Constante | Variable Constante | Variable Constante | Variable
emision 295
ANS N150% N100% N100% N80% N110% N550% N900% N1100%
(1.4M) (1.8M) (2.6M) (5.0M) (1.2M) (2.4M) (1.8M) (3.0M)

Tabla 6. Datos relevantes del andlisis de las propiedades estructurales y funcionales de
TcTIM enfocado en el intermediario dimérico no nativo (N,*). La informacion entre
paréntesis indica la concentracion a la cual ocurre el maximo ¢ minino efecto en la
actividad catalitica, intensidad de fluorescencia o union de ANS de TcTIM. Todos los
resultados fueron comparados con respecto al estado nativo (N=100).

La fuerza idnica no es responsable directa de la hiperactividad de la TcTIM

observada en su desnaturalizacion, ya que al aumentar la fuerza ionica en

ausencia o presencia de bajas concentraciones de desnaturalizante, no se produjo

un aumento, al contrario disminuy6 o se mantuvo constante la actividad.

51




La naturaleza quimica del desnaturalizante tampoco es el responsable de la
hiperactividad de la TcTIM ya que fueron evaluados dos desnaturalizantes uno
neutro (Urea) y otro cargado (Clorhidrato de guanidina) y en ambas condiciones
los resultados fueron muy similares.

Es muy probable que exista un rearreglo en la estructura cuaternaria de la
proteina que favorece la mayor disposicion del sitio activo al sustrato, lo cual se
puede explicar por los aumentos en la union a ANS y la fluorescencia intrinseca,
cuando hay hiperactividad.

En base a los resultados presentados en este trabajo con respecto a TcTIM,
algunos datos reportados para TbTIM y recordando que poseen gran similitud
estas enzimas, se podria decir que la fluorescencia incrementada que presenta
N," con respecto al estado nativo de TcTIM es debida a la exposicién de W11.
De esta manera también se puede justificar que la hiperactividad mostrada por
TcTIM sea debida a una mayor exposicién del sitio catalitico, lo cual se puede
comprobar por el hecho de que la lisina (K) 12 que forma parte del sitio activo
esta junto al W11.

Adicionalmente la hiperactividad presentada por TcTIM es también influenciada
por desnaturalizantes como la urea o el Gnd-HCI que ejercen un efecto en la
conformacién cis/trans de las prolinas, en enzimas isomerasas susceptibles y
debido al cambio conformacional cis/trans se puede ocultar o exponer el sitio
catalitico dependiendo de su posicion. En el caso de TcTIM podria ser sensible
al cambio la Prolina (P) 167, por encontrarse relativamente expuesta al medio y
debido a su cercania al Acido Glutamico (E) 166, el cual forma parte del sitio
activo, se podria modificar la conformacion cis/trans haciendo a TcTIM mas
activa.

Finalmente la teoria cinética de Kramer dice que la desnaturalizacion depende
de la viscosidad del solvente y la accesibilidad del agua para interactuar con el
centro hidrofébico de la proteina y proponen que a bajas concentraciones de
Gnd-HCl y urea, primero existe una expansion de la proteina debida a la perdida
de interacciones entalpicas entre las cadenas, que viene seguido de un
incremento en la movilidad de las cadenas polipeptidicas, lo cual podria dar

COmo consecuencia una sobre activacion de la enzima.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Encontrar el modelo que describe la transicion en urea y urea mas sal.

. Determinar la fraccion de N>* en estas condiciones.

. Determinar los parametros cataliticos de N,*.

Calcular las constantes de equilibrio para el proceso total.

. Determinar la energética en cada caso (AG parciales).

Comparar la energética obtenida con los valores ya conocidos para otras

TIMs y esta misma en Gnd-HC1 A(AG).
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APENDICE 1
RESULTADOS DE LA PURIFICACION DE TcTIM

Purificacion

Una vez lograda la sobre-expresion de la proteina en la cepa recombinante E. coli
BL21(DE3), se lisd a las bacterias por sonicacion. Posteriormente se realizd una
precipitacion con sales de amonio para de esta forma eliminar una buena de cantidad de
proteinas que no interesan a este estudio. La fraccion obtenida se pasé por una columna
de exclusion molecular, en donde por peso molecular, se realizd una seleccion de la
proteina de interés. Las fracciones colectadas para este fin, son las que aparecen dentro

del cuadro rojo de la Figura 40.

EXCLUSION MOLECULAR TcTIM
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Figura 40. Exclusion molecular y fracciones colectadas con absorbancia mayor a 1
(Fracciones 29-58).

Las fracciones colectadas en la exclusion molecular fueron reunidas e introducidas en
una columna de intercambio cationico (Carboximetil sefarosa). De esta columna se
colectaron las fracciones 18-24, las cuales tienen una absorbancia mayor a 0.4 y que

corresponden a la TcTIM pura (Figura 41).
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INTERCAMBIO CATIONICO TcTIM
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Figura 41. Intercambio catidnico y fracciones colectadas con absorbancia mayor a 0.4
(fracciones 18-24) correspondientes a TcTIM.

Con el fin de verificar y monitorear la pureza de la enzima (TcTIM), se realiz6 una
electroforesis desnaturalizante en gel, en la cual se puede observar la pureza total de

esta enzima (Figura 42).

=
—_—

Figura 42. Electroforesis desnaturalizante. 1: Marcador de peso; 2: Fracciones obtenidas
en la exclusion molecular; 3: Fracciones del pico 1 obtenidas en la columna de
intercambio catidnico y 4: Fracciones del pico 2 obtenidas en la columna de intercambio
cationico y que corresponden a la TcTIM pura.
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Cuantificacion de la proteina (TcTIM) por medio del Acido Bicinconinico (BCA).

DETERMINACION DE PROTEINAS POR BCA
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Figura 43. Curva estandar de la determinacion de proteina por BCA.

Se obtuvieron dos fracciones de TcTIM pura, cada una con una concentracion de:
La muestra 1 tuvo 740.0 pg/mL
La muestra 2 tuvo 833.5 pg/mL

Cuantificacion de muestras de TcTIM por Coeficiente de extincion molar.

En esta cuantificacion se utiliza la ley de Lambert-Beer
A=Cel
En donde:
A: La absorbancia obtenida experimentalmente. A=0.5
C: La concentracion con unidades determinadas por el e.
&: El coeficiente de extincién molar. & (TcTIM)= 36440 M'cm™ (Ostoa-Saloma P et al,
1997; Pace CN et al, 1995).

I: Es la longitud de paso de luz de la celda, en este caso es 1 cm.

C=0.5/(36440 M'em™ * 1 cm)=1.37 x10° M
1.37 x10™ mol/L * 27244 g/mol= 0.3738 g/L
C= 373.8 pg/mL. (Concentracion de TcTIM de un segundo proceso de purificacion;

verificado con el Kit anteriormente usado).
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APENDICE 2
CARACTERIZACION DE Tc¢TIM

Cuantificacion de la actividad enzimatica.

En la Figura 44 se muestra el trazo cinético obtenido al cuantificar una alicuota de 5 ng

de TcTIM pura con respecto a su actividad catalitica de ambas muestras obtenidas.

Absorbancia

L 4
L
"saspssnnmmnns

Tiempo (min)

Figura 44. Comportamiento catalitico de la enzima TcTIM nativa de la muestra 1
Aabs/min= 0.0761 (linea continua) y la muestra 2 Aabs/min= 0.0644 (linea discontinua).

La actividad catalitica especifica de cada muestra fue de:
La TcTIM 1 tuvo una actividad de 2070 pgmol/min*mg (linea continua)

La TcTIM 2 tuvo una actividad de 2447 pgmol/min*mg (linea discontinua)

Distribucion de la estructura secundaria de la T¢cTIM nativa (Dicroismo circular).

CD Spectrum

Delta Epsilon
.
/

190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelength (nm)

Figura 45. Dicroismo circular de la TcTIM nativa (200 pg/mL).
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Los datos obtenidos en el espectropolarimetro fueron introducidos en la siguiente

formula:

® = (Dato obtenido del Espectropolarimetro)(110)(100)
(Concentracion de proteina mg/mL)(0.1)(1000)

Una vez obtenida la elipticidad molar (®), mediante un programa computacional

(CDNN), se calcula el porcentaje de a hélices y B-plegadas presentes en rangos de

longitud de onda.

La TcTIM nativa presenta un 32% de a hélices y 17 % de B-plegadas en el rango de
205-260 nm.

Flourescencia a 280 nm

IF

Espectro de emisién de TcTIM a 280 nm de excitacion

9000000

8000000 -

7000000 -

6000000 +

5000000 +

4000000 -

*
3000000 ¢

2000000 -+

1000000 -

0

.
o,
o,
.,
®e

e
%0000 vone
LIS
ooooooooo»«.,,

300,00 310,00 320,00 330,00 340,00 350,00 360,00 370,00 380,00 390,00 400,00

Longitud de onda

Figura 46. Espectro de emision (300 -400nm) de TcTIM a una longitud de excitacion de
280 nm (Fluorescen todos los fluor6foros).
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Fluorescencia medida a 295 nm

Espectro de emision de TcTIM a 295 nm de excitacion
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Figura 47. Espectro de emision (310 -410nm) de TcTIM a una longitud de excitacion de
295 nm (Solo fluorescen los triptdéfanos).

Fluoresecencia del ANS

Espectro de emision de TcTIM a 360 nm de excitacion
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Figura 48. Espectro de emision (400-560nm) de TcTIM a una longitud de excitacion de
360 nm (Fluorescencia emitida por el ANS).
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