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AD

AHLT

CIP
DBD
DHAP
DOB
DOBA
FRET
G3P
HLT

HSTIM
kcat
Km

LB
LmTIM
LT
LUCA
TbTIM
TcTIM
TIM

YPD

Abreviaturas

Ensayo de doble hibrido
Dominio de activacion

Medio selectivo carente de los aminoacidos histidina, leucina,
triptéfano y el nucléotido adenina.

Fosfatasa Alcalina

Dominio de uniéon a ADN

Dihidroxiacetona fosfato

Medio liquido para levaduras libre de aminoacidos
Medio semisélido para levaduras libre de aminoacidos.
Transferencia de energia de resonancia
Gliceraldehido 3-fosfato

Medio selectivo carente de los aminoacidos histidina, leucina y
triptéfano.

Triosafosfato isomerasa de Homo sapiens

Constante catalitica

Constante de Michaelis-Menten

Medio Luria-Bertani

Triosafosfato isomerasa de Leishmania mexicana

Medio selectivo carente de los aminoacidos leucina y triptéfano
Ultimo ancestro comdn

Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei

Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi

Triosafosfato isomerasa

Medio liquido rico en nutrientes para levaduras



1 Resumen

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima glucolitica presente en la mayoria
de los organismos. Dicha enzima es comunmente un dimero de dos mondmeros
idénticos entre si, y a la zona donde se llevan a cabo las interacciones entre estos
se le conoce como interfase. Estas interacciones son determinantes para su
actividad enzimética; razén por la cual, dicha interfase puede ser un blanco
atractivo para la generacion de farmacos que interfieran con las interacciones en
variantes de esta proteina presentes en parasitos patdogenos para el hombre.

Para estudiar las interacciones de las interfases formadas por los monémeros de
las TIMs de Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania mexicana y
Homo sapiens, se monté la metodologia de doble hibrido en levadura. Esta
metodologia in vivo consiste en la fusion de un dominio proteico a cada monémero
de las TIMs mencionadas. En caso de que los mondémeros de interés
interaccionen entre si, los dominios proteicos reconstituyen el factor transcripcional
encargado de activar al gen reportero.

Cada variante de TIM antes referida se subclon6é en los vectores pGBK-T7 y
PGADT7. De este proceso se obtuvieron un total de 8 construcciones. Con estas
construcciones se formaron 16 combinaciones las cuales fueron transformadas en
la cepa AH109 de Saccharomyces cerevisiae. Los resultados experimentales
indicaron que: 1) Los mondmeros de cada especie de TIM pueden dimerizar
dentro del nucleo de la levadura y formar homodimeros. 2) Existe
complementacion entre monomeros de especies cercanas y formacion de
heterodimeros. 3) No existe complementacion entre mondmeros de especies
lejanas como tripanosomatidos y el humano. Por lo tanto, este sistema podria ser
empleado para el estudio de interfases y moléculas que afecten las interacciones
entre monomeros de TIM.



2 Introduccion
2.1 Glucdlisis: Origen y evolucion

La glucdlisis es una de las vias metabdlicas mas ancestrales en los
organismos, evidencia de esto es su presencia en los tres dominios de la vida
(Archaea, Procarya y Eucarya)'?. Esta caracteristica posiciona a la glucdlisis en el
ancestro comun a todos los organismos denominado LUCA, (por su siglas en
inglés: Last Universal Common Ancestor) entidad que representa el punto de

partida para la divergencia de todas las formas de vida conocidas en la tierra®.

Conformar una nueva ruta metabdlica requiere de dos pasos basicos: adquisicion
de genes y adaptacién para funcionalizacién de la informacion adquirida (en forma
de genes)®. En el caso de la glucdlisis, el origen exacto de los genes iniciadores
Nno se conoce con certeza y sigue estando en debate. Las explicaciones existentes
acerca de su origen plantean que el mecanismo fundamental debié ser la
duplicacién génica, y, el medio de adquisicion y diversificacion de la informacion,
la transferencia horizontal génica'®. En lo que se refiere al modelado y
funcionalizacion de la via glucolitica, se cree que su desarrollo debié haber
ocurrido mediante ensamblaje aleatorio, es decir enzimas que evolucionaron de
forma independiente y que se asociaron por azar. Aunque cabe sefalar que, a
pesar de que existen similitudes en las enzimas de la via glucolitica a nivel
estructural, éstas similitudes son producto de convergencia evolutiva, un
mecanismo a través del cual las enzimas evolucionan hacia formas analogas que

favorecen su estabilidad o su interaccién con ligandos™?*.

La glucdlisis es la via metabdlica encargada de la degradacién oxidativa de la
molécula de glucosa en dos moléculas de piruvato®. Este proceso se lleva a cabo
por diez enzimas. De las diez enzimas, sOlo cuatro se encuentran altamente
conservadas y constituyen lo que se conoce como “via troncal de la glucolisis”
porque en cada variante de esta via metabodlica estan presentes. Estas se
encuentran en la porcion inferior de la via catalizando la quinta, sexta, séptima y

novena reacciones que corresponden a las enzimas, triosafosfato isomerasa



(TIM), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPDH), fosfoglicerato cinasa
(PGK) y enolasa, respectivamente®*. La tasa de mutacién de estas enzimas es de
las més bajas que se conocen, razén por la cual han sido empleadas como relojes

moleculares”.

De las enzimas anteriormente mencionadas cabe sefalar que la TIM es una de las
enzimas clave para el funcionamiento adecuado de la célula. Por ejemplo, se
conocen variantes de la TIM con mutaciones puntuales que causan graves

padecimientos en humanos®.

Asimismo, es una de las proteinas mas estudiadas y mejor caracterizadas en
laboratorio. Por ende, el estudio de las interacciones entre mondémeros a nivel de
su interfase puede contribuir al desarrollo de farmacos que tengan como blanco a
la TIM. Por estas razones, fue seleccionada para ser el modelo de estudio del

presente trabajo.
2.2 Caracteristicas generales de la TIM

La TIM (E.C. 5.3.1.1) es la enzima glucolitica que lleva a cabo la interconversion
de dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) a glicerladehido-3-fosfato (G3P) (Figura 1a).
En la TIM la eficiencia catalitica se encuentra limitada por la difusién de sustratos,
por lo que esta enzima se ha definido como un “catalizador perfecto”. La relacion

kcat/km para gliceraldehido-3-fosfato es de 108 Mt s,

La TIM presenta una topologia arquetipica conocida como barril-TIM (a-Bs), la cual
consiste en un patrén de a-hélices y laminas-3 repetido ocho veces (Figura 1b).
Las ocho laminas- se agrupan en el interior de manera paralela, y son recubiertas
en el exterior por las ocho a-hélices correspondientes (Figura 1c). Este arreglo es
uno de los mas frecuentes en las enzimas, y siempre tiene al sitio activo localizado
topolégicamente en la misma posicion: en la porcion carboxilo terminal del barril-3.
Cada una de las laminas-B se conecta con una a-hélice mediante un asa,
resultando asi en un total de ochos asas, las cuales seran referidas de aqui en

adelante como asa-1, asa-2, etc.
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Figura 1: a) Interconversion de dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) a glicerladehido-3-fosfato
(G3P). b) Médulo formado por una a-hélice, un asa y una ldmina-; ocho repeticiones de este
modulo conforman a cada barril a-Bg en la TIM. ¢) En este panel, se observa a uno de los
mondmeros, en este se aprecian las laminas-f3, en rojo, en el interior del barril y a las a-hélices,
en cian, en el exterior del mismo. d) Las flechas sefialan a las asas 1, 4 y 6, estas asas aportan
los residuos, en color amarillo, que integran el sitio catalitico. €) Modelo de la TIM de T. brucei;
en este panel se muestra la estructura de la enzima en su forma activa, compuesta por el
monodmero X en azul y el Y en naranja. Las lineas mas intensas dentro de cada monémero
representan la cadena principal de la misma. Los modelos fueron realizados con las

coordenadas depositadas en el PDB, con cédigo 5TIM, utilizando el programa Pymol.



Tres de las ocho asas de la TIM, proveen los residuos que conforman el sitio
catalitico. Estas son: el asa-1 (Asparginall y Lisina 13), el asa-4 (Histidina95) y el
asa-6 (Acido glutamico167) (Figura 1d). La geometria del sitio activo se favorece
conformacionalmente por una pequefa hélice en el asa-4 y un asa flexible de once
residuos de longitud, que forma parte de las asas 6, y 8. Todos estos aminoacidos,
junto con el asa-6, proveen interacciones tipo puente de hidrégeno con el grupo
fosfato del sustrato®®. El asa-6 se conoce como el asa del sitio activo y favorece la
unién y liberacién del ligando en su conformacion abierta, mientras que, en su

conformacion cerrada, protege y controla los intermediarios de la reaccién®.

La TIM soélo es activa en su forma dimérica, por lo que requiere forzosamente de la
asociacion entre dos mondmeros idénticos; sin embargo, cada uno de estos
mondmeros posee todos los aminoacidos que forman su propio sitio activo
(Figurale). Al parecer, es la dimerizacion la que consolida a cada uno de los sitios
activos para proveer el poder catalitico completo. En la asociacion entre ambos
mondmeros de la TIM intervienen las asas 1, 2, 3, 4 y 8; en estas asas se

encuentran los aminoacidos que forman la interfase de la enzima®’ (Figura 2).
2.3 Importancia y generalidades de las interacciones proteina-proteina

Las interfases de las proteinas son zonas de estas moléculas donde se llevan a
cabo interacciones proteina-proteina, las cuales regulan, a nivel celular y
molecular, funciones como actividad, andamiaje y comunicacion, entre otras. Las
interacciones proteina-proteina son muy complejas y pueden estar determinadas
por muchos factores, entre los cuales destacan: tamafo, forma vy
complementariedad de las moléculas, asi como su hidrofobicidad, interacciones
electrostaticas y flexibilidad de los aminoAcidos que las integran’. Las secuencias
de aminoacidos que componen estas zonas de interaccidn proteina-proteina se
encuentran relativamente conservadas a nivel evolutivo. Es decir, estas
secuencias se conservan en menor grado, en comparacion con las que componen
el sitio activo, pero en mayor grado que las que se encuentran en la superficie de
la proteina. Esto implica que las interfases, al ser regiones menos conservadas

gue el sitio activo, presentan diferencias significativas en su secuencia de
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aminoécidos, lo que puede ser de gran importancia si se busca interferir o alterar
dichas interacciones. Teniendo en cuenta lo anterior, perturbar las interacciones
de la interfase de proteinas oligoméricas, que tienen una funcion clave en el
metabolismo celular, puede ser una estrategia viable para combatir enfermedades

provocadas por organismos patdgenos®.
2.4 Lainterfase de la TIM como blanco de agentes terapéuticos

La familia trypanosomatidae es un grupo de parasitos protozoarios al que
pertenecen las especies Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi y algunas
especies del género Leishmania, como L. mexicana. Estos parasitos son los
agentes causales de tres enfermedades en humanos: la tripanosomiasis africana o
enfermedad del suefio, la tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas y
la leishmaniasis, respectivamente. Estos parasitos se caracterizan por tener ciclos
de vida complejos que, a su vez, involucran varios estadios de vida en distintos
hospederos. Como es el caso en muchas otras parasitosis, los medicamentos son
poco especificos y efectivos, ademas de que estos presentan efectos adversos
debido a su toxicidad'*. Por esto surge el planteamiento de encontrar agentes
especificos dirigidos contra componentes esenciales de estos parasitos, como

proteinas involucradas en vias de sefializacion o en el metabolismo energético.

En relacion a lo anterior, se ha observado que T. brucei depende exclusivamente
de la glucdlisis para obtener energia durante su fase sanguinea, etapa en la que
recorre el sistema circulatorio del humano'®. También se ha reportado que la
delecién del gen que codifica para la TIM de T. brucei, afecta de manera
considerable su crecimiento y supervivencia®®, lo que sustenta la utilizacién de
esta enzima como blanco. Por lo tanto, interferir, de forma selectiva, con las
interacciones que se llevan a cabo en la interfase de las TIMs de estos parasitos,
mediante moléculas pequefias, podria llevar a la inhibicion de la actividad
catalitica de ésta enzima y, en consecuencia, erradicar a los parasitos dentro del

huésped.



2.5 Interfases de las TIMs de tripanosomatidos

Las TIMs de los tripanosométidos que utilizamos en este estudio son las de T.
brucei, T. cruzi y L. mexicana, subsecuentemente estas seran referidas como
TbTIM, TcTIM y LmTIM. Las interfases de estas TIMs estan formadas por
aproximadamente 32 aminoacidos'®. El alineamiento de las tres secuencias de la
interfase revela que TbTIM y TcTIM tienen un 76% identidad, lo que quiere decir
que solamente existen ocho aminoé&cidos diferentes entre si. De estos cambios,
cuatro son sustituciones conservativas, una semiconservativa y tres sin homologia
(Figura 3). Por su parte, LmTIM tiene un 79% de identidad con TbTIM y TcTIM; es
decir, siete residuos de diferencia con cada una de ellas. Al comparar LmTIM con
TbTIM se observan cuatro sustituciones conservativas, una semiconservativa y
dos sustituciones no homologas; mientras que, al comparar LmTIM con TcTIM se
observan cuatro sustituciones conservativas y tres no homologas. Lo anterior
sugiere que las interfases menos similares entre si, son las TbTIM y TcTIM,;

mientras que, la interfase mas parecida a TbTIM y TcTIM es la de LmTIM.

Figura 2: Interfases de las TIMs de los tripanosométidos. Las interfases
se distribuyen del asa 1 a la 4 y en el asa 8 de cada monémero; en la
imagen los residuos de la interfase se representan como esferas

amarillas. Imagen generada con el programa Pymol con el archivo 5TIM.



TcTIM NKCNGSETFLHIPMQISGAFTGEVSQIDYHERY
LmTIM NKCNGTTTFVHIPLEISGAFTGEVSPIDIHERY
TbTIM NEKCNGSQTFVHLAQNISGAFTGEVSPIDFHERY

*****: 'Jr'k:*:. :**********’ ok Rk kR

Figura 3: Alineamiento de las interfases de las TIM de los tres tripanosomatidos obtenido
del servidor en linea CustalW2. En él se observan las sustituciones que existen entre las
tres secuencias, nueve en total, de las cuales dos son no homologas, dos
semiconservativas y siete conservativas. Los simbolos (*), (:), () y () denotan identidad,
sustitucién conservativa, sustituciébn semiconservativa y sustitucion no homologa,

respectivamente, en base a las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos.

2.6 Técnicas para el estudio de las interacciones proteina-proteina

Las interacciones proteina-proteina como, se menciond anteriormente, estan
involucradas en todos los procesos celulares, por lo que dilucidar su papel en
sistemas bioldgicos es de especial importancia.

En la actualidad se han desarrollado una gran variedad de técnicas para encontrar
y caracterizar estas interacciones que van, desde los enfoques bioquimicos

clasicos, hasta las mas recientes tecnologias basadas en aplicaciones biofisicas.

De manera general, a todas estas técnicas se les puede dividir en dos grandes
grupos: las técnicas in vitro, que son aquellas que involucran extraccion,
purificacion o separacion de las proteinas de interés para caracterizar la
interaccién fuera de los organismos y las técnicas in vivo, con las que la

interaccién puede ser rastreada dentro del organismo.

Algunas de las técnicas in vitro para la deteccion de interacciones proteina-
proteina son: la copurificacion, la purificacion por afinidad y la
coinmunoprecipitacion. Normalmente estas técnicas se usan acopladas a la
espectroscopia de masas para identificar las contrapartes con las que interacciona
la proteina de interés. Por su parte, del grupo de las técnicas in vivo destacan
técnicas como la transferencia de energia de resonancia FRET (por sus siglas en
inglés Fluorescence Resonance Energy Transfer) y el doble hibrido. En la
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actualidad esta ultima es una de las mas utilizadas, puesto que permite detectar
interacciones de baja afinidad o menor estabilidad; ademas, ésta técnica permite
accesar a casi todo el proteoma celular en busca de interacciones, incluyendo
proteinas de membrana, proteinas transcripcionalmente activas, proteinas
compartamentalizadas en organelos o andlisis masivos de bibliotecas génicas™.
En el presente trabajo se empled la técnica del doble hibrido, cuyo fundamento se

abordara en detalle a continuacion.
2.7 Ensayo de Doble Hibrido

El ensayo de doble hibrido (Y2H por sus siglas en inglés Yeast Two-Hybrid) es un
ensayo in vivo semicuantitativo que permite el estudio de interacciones entre
proteinas. Esta técnica se desarrollé a partir los descubrimientos hechos por Mark
Ptashne, sobre las caracteristicas modulares estructurales del factor de
transcripcion conocido como GAL4 de Saccharomyces cerevisiae, el cual se activa
en presencia de galactosa. En dicho trabajo se observé que la proteina GAL4
posee dos dominios, uno de union especifica al DNA o “DBD” (del inglés, DNA
Binding Domain), ubicado en la porcién amino-terminal, y otro de activaciéon o “AD”
(del inglés, Activation Domain), localizado en la porcién carboxilo-terminal,
encargado de la activacion de la maquinaria de transcripcion. Al separar esta
proteina en dos fragmentos, se descubrié que el fragmento amino-terminal seguia
uniéndose al DNA sin activar la transcripcion en presencia de galactosa, puesto
que esa funcién estaba mediada por el fragmento carboxilo-terminal al que
corresponde el dominio de activacion. Sin embargo, cuando ambos fragmentos
estaban presentes, estos no podian reconstituir funcionalmente el factor
transcripcional GAL4, a menos que estos fueran fusionados a proteinas que

interaccionan; demostrando asf que ambos dominios mantienen su funcion®>.

Las caracteristicas modulares del factor transcripcional GAL4 incentivaron a que,
en el afio 1989, Fields y Song desarrollaran el ensayo de doble hibrido para
monitorear interacciones proteina-proteina®. El fundamento de este ensayo
consiste en la adicion de cada uno de los dominios antes mencionados, el DBD
del amino-terminal y el AD del fragmento carboxilo-terminal, a proteinas cuya
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interaccion se desea analizar, generando asi un par de proteinas hibridas. Si las
proteinas forman un complejo entre si, los dos dominios del factor transcripcional
(DBA y AD) se encontrardn y entonces habra una reconstitucion de GAL4 la cual
se medird mediante la expresion de genes reporteros que indicaran el tipo y la
intensidad de la interaccion. En caso de no haber actividad de los genes
reporteros, entonces se podra asumir con cautela que no hay interaccion entre las
proteinas analizadas. Cabe sefialar que, ademas de las proteinas hibridas, son
necesarios sitios de reconocimiento para el anclaje del dominio DBD,
especificamente de la secuencia regulatoria conocida como "UAS" (del Inglés,
Upstream Activating Sequence), la cual esta localizada antes del promotor, previo
al sitio de inicio de la transcripcion de cada gen reportero. Una vez que ambas
proteinas se expresen en el citosol de la levadura, deben atravesar e interaccionar

dentro del nicleo para activar la transcripcion® (Figura 4).

m PROMOTER | REPORTER GENE

Figura 4: Esquema representativo del funcionamiento del sistema de doble hibrido. Esta

imagen explica el ensamble requerido para la activacion del gen reportero en el sistema. El
rectangulo inferior simboliza la molécula de DNA con su secuencia de reconocimiento “UAS”.
En color rojo se muestra el dominio de unidon a DNA fusionado a una proteina “Y”, en color
amarillo, que interacciona con una proteina “X”, en color negro, unida al dominio de activacion.
Cuando existe interaccion, y se forma este gran complejo, este interactia con la RNA

polimerasa, para entonces comenzar la transcripcion del gen reportero.
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2.8 Genes reporteros empleados en el ensayo de doble hibrido

Para el ensayo de doble hibrido se emplean una gran variedad de genes
reporteros. Estos pueden dividirse en dos grandes grupos: los auxotroficos, que
son marcadores nutricionales controlados a través del medio de cultivo; donde las
interacciones son monitoreadas por presencia o ausencia de crecimiento de las
colonias de levaduras, y, los colorimétricos, donde las interacciones pueden ser
monitoreadas semicuantitativamente, mediante intensidades de color. El color
resulta de la actividad de enzimas codificadas por los genes reporteros en
presencia de su sustrato, como es el caso de la B-galactosidasa codificada por el

gen LacZ.

Estos marcadores también pueden ser intracelulares o extracelulares; en el caso
de los estos ultimos, la deteccion de pares de interaccion se puede llevar a cabo a
través del fenotipo observado a simple vista directamente en las colonias de

levaduras™®.
2.9 Aplicaciones del ensayo de Doble Hibrido

El ensayo de doble hibrido se emplea, principalmente, en el tamizaje de
bibliotecas génicas donde se pretende encontrar, dentro de una coleccion de
genes que codifican para proteinas, pares de interaccion entre una o varias
proteinas de interés. Actualmente se cuenta con bibliotecas de o6rganos y
organismos completos, mismas que permiten llevar a cabo monitoreos a gran
escala, y, gracias a las cuales, se ha agilizado la integracion de la informacion
proveniente de la secuenciacion de genomas. Asimismo este ensayo puede ser
utilizado con el propésito de probar farmacos que inhiben interacciones, y en la
validacion y caracterizacion de interacciones que sSe encuentren por otras

metodologias, como es el caso del presente trabajo.
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3 Antecedentes
3.1 Doble hibrido empleando la TIM

En 2006, Ralser y colaboradores probaron cinco variantes patogénicas de la TIM
en el sistema de doble hibrido con el propésito de definir si las mutaciones
puntuales en la interfase de la TIM eran las responsables de la deficiencia de TIM
en humanos. Entre estas variantes habia dos, E104D y C41Y, cuyas mutaciones
estaban localizadas cerca o dentro de la interfase. Al probar estas variantes en el
ensayo de la B-galactosidasa, se observd que ambas mostraban una dimerizacion
alterada. En la E104D, la interaccion se veia disminuida en comparacion con la
interaccion observada en la TIM control o silvestre, una enzima sin mutaciones.
Por su parte, la variante C41Y presentaba una interaccibn aumentada en
comparacion con la TIM control*®.

Estos hallazgos, junto con resultados provenientes de estudios metabdlicos in
vivo, demuestran que la dimerizacion aberrante es la causa principal del
padecimiento conocido como deficiencia de TIM. Otro factor determinante en la
manifestacion de dicho padecimiento es la manera como se presenta este alelo,
puesto que sélo los individuos homocigéticos manifiestan el padecimiento, es
decir, aquellos individuos que portan ambos alelos con mutaciones involucradas

en la dimerizacion de la TIM?.

Para determinar a detalle la influencia de los alelos mutantes en la dimerizacién,
los investigadores formaron heterodimeros usando la técnica de doble hibrido.
Crearon hibridos integrados por un mondmero silvestre, en combinacién con
alguno de los monémeros patégenos, o los formados entre el monémero mutante

E104D en combinacion con otro que tenia otra mutacion.

Hasta el momento, el doble hibrido es una de las pocas técnicas que permite
probar heterodimeros y estudiar sus interacciones in vivo. Sin embargo, las
interacciones entre las TIMs de tripanosomatidos también se han estudiado por
otras metodologias in vitro, como la utilizada en el trabajo de Zomosa-Signoret y

colaboradores en 2003''. En este caso utilizaron una técnica conocida como
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reactivacion la cual consiste en desnaturalizar por separado los dimeros de TcTIM
y TbTIM con cloruro de guanidina, para después mezclarlos y renaturalizarlos en
conjunto. De esta manera se forman tanto heterodimeros, como homodimeros de
TcTIM y TbTIM. Interesantemente, se encontré6 que existe una preferencia por
parte de los monémeros de TbTIM en asociarse con los de TcTIM, en vez de
asociarse con los propios; y que los monémeros de TcTIM son més rapidos para

renaturalizarse, asociarse y activarse®’.

Con base en las observaciones hechas por Zomosa-Signoret y colaboradores
decidimos estudiar las interacciones in vivo entre las TIMs de tres
tripanosomatidos, asi como con la TIM de humano, empleando el sistema de

doble hibrido en combinacion con genes reporteros auxotroficos.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo General

Investigar y comprobar si existe interaccion entre los mondémeros de las variantes

de la triosafosfato isomerasa de las especies: Trypanosoma brucei, Trypanosoma

cruzi, Leishmania mexicana y Homo sapiens en el sistema de doble hibrido.

4.2 Objetivos particulares

Caracterizar cualitativamente la fuerza de las interacciones entre monémeros de la

misma especie (homodimeros).
Determinar si las interfases de las TIM de los tripanosomatidos utilizados en este
trabajo, son suficientemente conservadas para formar heterodimeros entre

monomeros de distintas especies.

Determinar cualitativamente la fuerza de la interaccion (si es que existe) entre los

dimeros formados por mondmeros de distintas especies (heterodimeros).
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5 Materiales y métodos

5.1 Clonacién de las TIMs en los vectores pGBK-T7 y pGAD-T7

Como se mencion6 anteriormente, el ensayo de doble hibrido requiere que a cada
una de las proteinas de interés se les fusione por separado el dominio de
activacion (AD), constituido por 113 aminoé&cidos, o el dominio de union a DNA
(DBD), de 141 aminoécidos, del factor transcripcional GAL4. Los plasmidos pGBK-
T7 y pGAD-T7, pertenecientes al Kit comercial de doble hibrido Matchmaker Ill de

Clontech™

, contienen, respectivamente, los dominios DBD y AD (Figura 5). Por lo
tanto, los genes que codifican para las proteinas: TbTIM, TcTIM, LmTIM y HSTIM,

se subclonaron en estos vectores como se describe a continuacion.

a b
) Hindlll )
(738)

Ndel

Ncol Hind Il

BamHI SVAONLS 11480

Hindlll Amp'

(15061 " pGADT7 rsmn

8.0kb P

Ndel
Ncol
BamHi

Hind Il

(2280)

Figura 5: Mapas de los vectores pGADT7 y pGBKT7. En el inciso a) se observa al vector
pGBKT7, portador del dominio de interaccion con DNA (BD), fragmento que tiene una longitud
de 423 pares de bases. Por su parte pGBKT7 posee el marcador auxotréfico TRP1 para
levadura y un marcador de resistencia al antibiético kanamicina para su manipulacion en
bacterias'®.En el inciso b) se observa al vector pGADT?7; este vector es el portador del dominio
de activacion (AD) que tiene una longitud de 339 pares de bases. pGADT7 cuenta con el
marcador auxotréfico LEU2 empleado para la selecciéon en levaduras, asimismo contiene un
marcador de resistencia a ampicilina utilizado durante el proceso de subclonacion y

manipulacion de los vectores en bacterias'®.
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Cada uno de los genes de las TIMs se encontraba clonado en el vector de
expresion pET3a, por lo que estos genes se extrajeron uno a uno empleando
enzimas de restriccion conforme los sitios de restriccion presentes en el vector

parental.

Para obtener el gen de TbTIM, el plasmido parental pET3a-TbTIM, se digirio
solamente con la enzima Ndel, mediante 4 ciclos de 19 segundos en un horno de
microondas (Samsung, 2250 Mhz) con intervalos de 3 minutos. Los insertos de
TcTIM y LmTIM se extrajeron con las endonucleasas Ndel y BamHI, de los
correspondientes plasmidos parentales pET3a-TcTIM y pET3a-LmTIM, mediante
digestion simultdnea en el horno de microondas con tres ciclos de 18 y un ciclo de
15 segundos con intervalos de 3 minutos. El vector pET3a-HsSTIM fue digerido
simultdneamente con las enzimas Ncol y BamHI, con el mismo intervalo temporal
empleado para TcTIM y LmTIM en el horno de microondas, para obtener el gen de
HSTIM.

Los productos digeridos se analizaron por corrimiento en geles de agarosa al 1%.
Las bandas correspondientes a los insertos de TbTIM, TcTIM, LmTIM y HSTIM se
cortaron y purificaron utilizando el Kit de extraccion en el gel (Qiaquick).

Los vectores pGBK-T7 y pGAD-T7 se digirieron utilizando la misma combinacion
de enzimas de restriccion empleada en la extraccion de cada uno de los insertos.
Generando en cada uno de los plasmidos los sitios de restriccion Ndel-Ndel, Ndel-
BamHI y Ncol-BamHI. El plasmido pGBK-T7 se digirié utilizando un horno de
microondas y aplicando 2 ciclos de 18 y un ciclo de 15 segundos con intervalos de
3 minutos; pGAD-T7 se digirié con 3 ciclos de 19 y uno de 16 segundos. Los
productos de estas digestiones se analizaron por corrimiento en gel de agarosa y
se purificaron con el kit de extraccion en el gel. Finalmente, los plasmidos
digeridos se trataron con fosfatasa alcalina intestinal de ternero (CIP de NEB),
para desfosforilar los extremos generados y evitar su religacion, con la finalidad de
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aumentar la eficiencia de ligacion.

Las reacciones de ligacion se realizaron con los plasmidos digeridos y
desfosforilados, junto con el DNA digerido de cada una de las TIMs. Para cada
reaccion de ligacion, vector e inserto fueron incubados en una proporcién 1:3
(vector: inserto) en presencia de la ligasa T4 de NEB durante toda la noche a
16°C. Los productos de las reacciones se transformaron en E.coli cepa XL-Gold,
competentes, posteriormente estas células fueron plaqueadas en cajas de Petri
con medio LB; adicionado con el antibidtico correspondiente para cada vector,
ampicilina para las construcciones resultantes del vector pGAD-T7 y kanamicina
para las resultantes de pGBKT-7.

De las colonias transformantes obtenidas, se hicieron cultivos en medio LB liquido
con ampicilina y kanamicina para purificar el DNA de cada clona, utilizando el Kit
Miniprep de Qiagen. Para monitorear las clonas, y saber cual de ellas contenia el
inserto, se digirio el DNA de cada clona con las enzimas de restriccion empleadas
en la digestién inicial de cada uno de los insertos. EI DNA de las clonas positivas
para TbTIM se digiri6 nuevamente con la enzima Pstl para determinar si este
fragmento se encontraba clonado en direccion 5’-3'dentro de cada vector. El gen
de TbTIM, y los vectores pGBKT7 y pGADT7, cuentan con un sitio de corte para
Pstl.

Si el fragmento hubiera estado clonado en direcciéon 5’-3’ dentro del vector pGBK-
T7, se obtendria un fragmento de 612 y otro de 7441 pares de bases (pb) al ser
digerido con Pstl. En cambio si el fragmento se estuviera en direccion 3’-5’ se

obtendrian dos fragmentos diferentes, uno de 429 y otro de 7624 pb.

Por su parte, si en el vector pGAD-T7 si el fragmento se encontrara clonado en
direccion 5'-3’, al ser digerido se obtienen dos fragmentos, uno de 632 y otro de
8334 pb, pero si este estuviera clonado en direccién opuesta se obtendrian dos

fragmentos diferentes, uno de 456 y otro de 8510 pb.
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El DNA purificado de las clonas de TbTIM con el inserto en direccion 5’-3’ y el de
las clonas positivas para TcTIM, LmTIM y HSTIM se secuencié para corroborar la

identidad de cada fragmento y verificar que no existieran mutaciones.

Las construcciones obtenidas del proceso de subclonacién se enumeran a

continuacion:

1) TbTIM+pGADT7
2) TcTIM+pGADT7
3) LmTIM+pGADT?
4) HsTIM+pGADT7
5) TbTIM+pGBKT7
6) TcTIM+pGBKT7
7) LmTIM+pGBKT7
8) HsTIM+pGBKT7
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5.2 Transformacién de las construcciones en levaduras

La cepa AH109 de Saccharomyces cerevisiae es una cepa modificada que tiene
deleciones en los genes trp1-901 y leu2-3; estos genes estan involucrados en la
sintesis de novo de los aminoécidos triptéfano y leucina, respectivamente. Por lo
tanto, en un medio carente de estos aminoécidos la cepa no crecerq a menos que
previamente sea transformada con los pldsmidos pGBKT7 y pGADT7(que
contienen los genes trp1-901 y leu2-3, respectivamente). (Figura 5).

Para llevar a cabo la transformacion de las construcciones obtenidas del proceso
(YPD). Posteriormente, el cultivo celular se alicuote6 para ser transformado
conforme el método de transformacién en un solo paso®®. Una vez transformadas,
las células se recuperaron en medio “-LT” DOBA, un medio semisdlido carente de
los aminoacidos leucina y triptéfano, para seleccionar aquellas clonas que

contuvieran ambos plasmidos.

La transformacion se llevd a cabo de manera que cada colonia de levaduras
contuviera una pareja de vectores del tipo “xTIM’+pGADT7 y “XTIM"+pGBKT7
(siendo “xTIM”alguna de las variantes de TIM). Con las combinaciones resultantes,

se formaron cuatro homodimeros y doce heterodimeros.

El kit Matchmaker Ill de Clontech incluye los plasmidos p53+pGBKT7 vy
pTD1+pGADT7. Estos plasmidos codifican en forma correspondiente a las
proteinas p53 y antigeno T grande SV40. Ambas proteinas interaccionan
especificamente entre si, y activan todos los genes reporteros del sistema de

doble hibrido; por lo tanto constituyen un control positivo de interaccién.
Para evitar falsos positivos (interacciones inespecificas entre p53 o el antigeno T

con alguna de las TIMs), los plasmidos control se transformaron en combinacion

con los plasmidos con las TIMs incorporadas.
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En la tabla 1 se presenta la lista completa de parejas de plasmidos
cotransformadas (en cada colonia). Las 25 transformaciones enunciadas en la lista

fueron repetidas en tres ocasiones de manera independiente.

Posicion pGADT7 pGBKT7 Combinacioén resultante esperada
1 pTD1 p53 Control positivo
2 pTD1 ThTIM Control negativo
3 pTD1 TcTIM Control negativo
4 pTD1 LmTIM Control negativo
5 pTD1 HsTIM Control negativo
6 TbTIM p53 Control negativo
7 TbTIM TbTIM Homodimero
8 TbTIM TcTIM Heterodimero
9 TbTIM LmTIM Heterodimero
10 TbTIM HsTIM Heterodimero
11 TcTIM p53 Control negativo
12 TcTIM TbTIM Heterodimero
13 TcTIM TcTIM Homodimero
14 TcTIM LmTIM Heterodimero
15 TcTIM HsTIM Heterodimero
16 LmTIM p53 Control negativo
17 LmTIM TbTIM Heterodimero
18 LmTIM TcTIM Heterodimero
19 LmTIM LmTIM Homodimero
20 LmTIM HsTIM Heterodimero
21 HsTIM p53 Control negativo
22 HsTIM TbTIM Heterodimero
23 HsTIM TcTIM Heterodimero
24 HsTIM LmTIM Heterodimero
25 HsTIM HsTIM Homodimero

Tabla 1: Transformacion de parejas de plasmidos en cada colonia de levaduras. La primer
columna corresponde a la posicién asignada dentro de la caja de Petri donde se sembré
cada colonia para ser analizada posteriormente. La segunda y tercera columnas
corresponden a las proteinas clonadas en los vectores pGADT7 y pGBKT7,
respectivamente. La cuarta columna corresponde a los resultados esperados de la

expresion de las proteinas contenidas en cada construccion.
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5.3 Siembra en medios selectivos

La cepa AH109 posee tres construcciones génicas que son las responsables de la
deteccion de interacciones entre las proteinas hibridas. Estas construcciones
regulan, de forma independiente, la expresion de cuatro genes reporteros a través

de su secuencia de nucleotidos, UAS y promotor o caja TATA (Figura 6).

De los cuatro genes reporteros de este sistema, tres de ellos pueden monitorearse
a simple vista, analizando el fenotipo de la colonia. Estos reporteros son: HIS3, la
expresion de este gen permite el crecimiento de la colonia en un medio carente de
histidina; ADE2 la expresion de este gen permite el crecimiento de la colonia en
medio carente de adenina y LacZ que codifica para la enzima 3-Galactosidasa, la
cual, en presencia de su sustrato (B-Galactosidos), realiza una reaccion de

hidrolisis que cambia el color crema de las colonias a color azul.

| UAS | PROMOTOR GEN REPORTERO

GAL2 UAS GAL2 TATA ADE2

MEL1 UAS MEL1 TATA

Figura 6: Construcciones presentes en AH109. Las construcciones responsables de la actividad
de los genes reporteros en el genoma de AH109 tienen la estructura representada en la linea
superior color negro, donde el primer rectangulo corresponde a la secuencia UAS que ensambla
al dominio de unién al DNA (DB). El segundo rectangulo corresponde a la secuencia
PROMOTOR encargada de reclutar la maquinaria de transcripcién en asociacién con el dominio
de activacion (AD).EI tercer rectangulo es el GEN REPORTERO que codifica a la proteina que
sera empleada como sefial. Los genes reporteros HIS3 y ADE2 son marcadores auxotréficos y
el gen reportero LacZ es un marcador colorimétrico. En el presente estudio solo se utilizaron los

marcadores auxotroficos.
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Los genes reporteros HIS3 y ADE2 son marcadores cualitativos, cuya sefial es del
tipo “todo o nada”, debido a que la interaccion solo es detectable mediante la

presencia o ausencia de crecimiento de la colonia en un medio selectivo.

Si se desea encontrar interacciones de tipo débil, basta con resembrar la colonia
transformante en un medio carente del aminoacido histidina (-HLT). De esta
manera, la colonia sélo sera expuesta a una sola condicion limitante. En cambio, si
se desea encontrar interacciones del tipo fuerte, entonces se pueden utilizar
ambos reporteros, HIS3 y ADE2, en combinacién y someter a la colonia a dos
condiciones limitantes en el medio: carencia de adenina e histidina (-AHLT). En
consecuencia, se veran soOlo aquellas interacciones que puedan activar la
expresion de ambos marcadores simultineamente y garantizar la supervivencia

de la colonia en el medio doblemente restrictivo.

Al medio que detecta interacciones de tipo débil o “interacciones temporalmente
menos estables” se le conoce como medio de baja astringencia. Al medio que
detecta interacciones fuertes o “temporalmente méas estables” se le denomina

medio de alta astringencia.

Se obtuvieron las colonias de las 25 cotransformaciones posibles. Cada una de
ellas se suspendi6é en agua estéril para eventualmente ser llevadas a una DOgoonm
de 0.9 mediante dilucion y tener un nimero equivalente de células para gotear en
cada uno de los medios selectivos. El goteo se realiz6 por duplicado de forma
consecutiva en cada caja con medio -LT, -HLT y -AHLT. Se aplic6 una alicuota de
10 pl de cada colonia resuspendida en agua (con una DOgyponm de 0.9) en la
posicion sefalada en la Figura 7. Finalmente las cajas goteadas con las 25
colonias se incubaron de 3 a 7 dias a 30°C para después ser analizadas y

fotografiadas.
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Figura 7: Diagrama de goteo en medios selectivos. Esta imagen representa la manera en la
gue cada colonia cotransformada fue goteada para ser analizada y fotografiada. En color rosa
se representa al medio -LT o medio control de transformacion. En color azul se representa al
medio -HLT que detecta las interacciones débiles y en color amarillo se representa al medio -
AHLT que detecta las interacciones fuertes. El tubo simboliza la colonia resuspendida y los
puntos azules las alicuotas goteadas de estas colonias. Cada placa se dividié en veinticinco
posiciones que corresponden a las 25 cotransformaciones del experimento, como se indica en
la figura localizada en la esquina inferior derecha de esta imagen. Los incisos 1-3) ejemplifican
la secuencia en la que fueron goteadas las alicuotas de las tres primeras colonias. 1) En el
primer paso se tomo una alicuota de 10 pL de la colonia 1 en resuspension, esta alicuota se
goted en la placa con medio -LT en la posicion uno. Después se tomo otra alicuota del mismo
volumen y se sembré en la misma posicién pero en la placa con medio -HLT. Posteriormente
se tomé otra alicuota del mismo volumen y se sembré en la posicion uno de la placa con medio
-AHLT. En el segundo y tercer paso, incisos 2) y 3), se realizé el mismo proceso con la colonia
2 y 3 en las correspondientes posiciones dos y tres de las placas. Esta dinamica fue repetida
hasta completar las 25 colonias. 4) Una vez que se gotearon las 25 alicuotas en los tres
diferentes medios se incubaron las placas por un periodo de 3 a 7 dias a 37°C. Concluido este
periodo las placas se fotografiaron y se analizaron determinando la presencia o ausencia de
crecimiento de cada colonia, mediante fotografia digital.
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6 Resultados
6.1 Grupos Control

Para identificar los tipos de interacciones entre las TIMs de este ensayo, se
utilizaron los reporteros auxotréficos HIS3 y ADE2. La actividad de estos
marcadores se monitored por medio del crecimiento de las levaduras en medios
selectivos. Para detectar interacciones de baja astringencia se emple6 el medio
selectivo carente de histidina (-HLT) mientras que, para las interacciones de alta

astringencia se empleo el medio (-AHLT).

La colonia de levaduras coexpresando las proteinas p53 y pTD1 (ubicada en la
posicion 1 de la placa, Figuras 7 y 8) crecié en el medio -HLT. Esto implica que,
dentro del nacleo de la levadura, p53 y pTD1 formaron el complejo de interaccién
y que este complejo activé el reportero HIS3. Por el contrario, el grupo control
negativo de interaccién, formado por las colonias que expresan las proteinas p53
o pTD1, en combinacion con cada una de las TIMs (localizadas en las posiciones
2,3,4,5, 6,11, 16 y 21 de la placa), no creci6é al ser incubado en medio -HLT
(Figura 8). Este resultado indica que no se llevan a cabo interacciones entre las

TIMs estudiadas y las proteinas control.

En la placa -AHLT se observa un comportamiento idéntico, sin embargo, el
crecimiento de la colonia 1 en este medio indica que la interaccion entre las
proteinas p53 y pTD1 es fuerte. Por su parte, el grupo control negativo no crecio
en este medio (Figura 8); este resultado es consistente con el comportamiento
observado en este grupo de colonias en la en la placa con medio -HLT. En
conjunto, los resultados obtenidos para el grupo control negativo sefialan que las
proteinas pTD1 y p53 no interaccionan con ninguna de las TIMs en este sistema
de doble hibrido.
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Figura 8: Grupos control del ensayo de doble hibrido. A) Control de cotransformacion de
levaduras en medio -LT. B) Esquema de goteo. Los circulos amarillos sefialan las posiciones
de las colonias que conforman al grupo control negativo. El circulo negro, indica la localizacién
del control positivo de interaccion. C) Fotografias de las colonias goteadas en medio -HLT y -
AHLT.

6.2 Formacion de homodimeros de TIM

Las colonias expresando homodimeros se ubican en las posiciones 7, 13, 19y 25
y corresponden a las TIMs de T. brucei, T. cruzi, L. mexicana y H. sapiens,
respectivamente. Estas cuatro colonias crecieron en el medio -HLT como se
observa en la Figura 9. Este comportamiento indica que cada monémero es capaz
de dimerizar en el nucleo de la levadura. No obstante, cuando estas mismas
levaduras se gotearon en medio -AHLT, solamente las colonias 13 y 19 fueron
capaces de sobrevivir a la restriccion. Este resultado implica que las interacciones
presentes en los homodimeros TcTIM-TcTIM (colonia 13) y LmTIM-LmTIM
(colonia 19) son fuertes porque el complejo formado por estos homodimeros activo
los marcadores HIS3 y ADE2 del sistema. En contraste, las interacciones de los
homodimeros TbTIM-TbTIM (colonia 7) y HsSTIM-HSTIM (colonia 25) son débiles,
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puesto que estos dimeros sélo son capaces de activar al reportero HIS3.
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Figura 9: Homodimeros formados por las TIMs empleadas en este ensayo. Los circulos rojos
sefialan a las colonias 7, 13, 19 y 25, que como se indica en el esquema de goteo,
corresponden a los homodimeros de TbTIM, TcTIM, LmTIM y HsTIM respectivamente. Notese

la ausencia de las colonias 7 y 25 en la placa con medio -AHLT.

6.3 Formaciéon de heterodimeros de TIM

Las colonias que expresaron a los heterodimeros corresponden a las posiciones 8,
9, 10, 12, 14, 15, 17,18, 20, 22, 23 y 24 de la placa (Figura 10). El grupo de los
heterodimeros se dividid en dos subgrupos en base a la similitud de secuencia
entre sus monémeros. El subgrupo A, conformado por los heterodimeros con
monomeros cuyas secuencias son mas parecidas entre si (80%), y el subgrupo B,
constituido por heterodimeros con los monémeros menos similares entre si (40
%).

El subgrupo A, que consta de las colonias 8, 9, 12, 14, 17 y 18, crecio en el medio
-HLT. Este resultado sefiala que los heterodimeros del tipo: TbTIM-TcTIM, ThbTIM-
LmTIM y TcTIM-LmTIM son capaces de activar el marcador HIS3. Cuando este
grupo fue probado en medio -AHLT, mostré diferencias significativas en su patrén
de activacion porque los Unicos heterodimeros capaces de impulsar la expresion
simultdnea de los marcadores HIS3 y ADE2 fueron los del tipo TbTIM-TcTIM
(colonias 12y 8) y TbTIM-LmTIM (colonias 17 y 9).
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Lo observado en estos resultados indica que las interacciones entre los
heterodimeros TbTIM-TcTIM y ThbTIM-LmTIM son fuertes en comparacion a las

interacciones del heterodimero TcTIM-LmTIM que son débiles.

El subgrupo B formado por las colonias 10, 15, 20, 22, 23 y 24, consta de los
heterodimeros tipo HSTIM-TbTIM, HSTIM-TcTIM y HSTIM-LmTIM. El crecimiento
de este subgrupo estd completamente ausente en los medios -HLT y -AHLT, lo
gue significa que no existen interacciones de ningun tipo entre los monémeros que

componen cada heterodimero.
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Figura 10: Heterodimeros formados por las TIMs del ensayo. Los circulos color café sefialan la
ubicacion de los heterodimeros del subgrupo A. Este grupo esta formado por las colonias 8, 9, 14,
12, 17 y 18. Como se puede apreciar en la placa -AHLT; las colonias expresando heterodimeros
del tipo LmTIM-TcTIM no crecen en este medio. Por su parte las colonias del subgrupo B, en

circulos azules, estan ausentes en ambos medios.
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Tabla 2, resumen de todos los resultados obtenidos en los experimentos de doble
hibrido.

Monémero A  Monomero B Interaccion resultante

Tipo de Dimero

TbTIM TbTIM Homodimero Débil
TcTIM TcTIM Homodimero Fuerte
LmTIM LmTIM Homodimero Fuerte
HsTIM HsTIM Homodimero Débil
TbTIM LmTIM Heterodimero Fuerte
TbTIM HSTIM Heterodimero Sin Interaccion
TbTIM TcTIM Heterodimero Fuerte
TcTIM LmTIM Heterodimero Débil
TcTIM HsTIM Heterodimero Sin Interaccion
LmTIM HSTIM Heterodimero Sin Interaccion

Tabla 2: Resumen de resultados obtenidos del ensayo de doble hibrido con las
cuatro TIMs empleadas en este estudio. La primera y segunda columnas
corresponden a la especie de la que proviene la TIM, que forma el dimero. La tercera
columna corresponde al tipo de dimero formado y la cuarta columna al tipo de
interaccion detectada.
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7 Discusion

El sistema de doble hibrido empleado en este estudio es capaz de detectar las
interacciones de diferente intensidad (débil o fuerte) entre monémeros de las TIMs
de T. brucei, T. cruzi, L. mexicana y H. sapiens. Esto aporta nueva informacion
acerca de la naturaleza de las interacciones entre monémeros de la TIM en un
sistema in vivo, ya que ademas se identificé cualitativamente la fuerza de la

interaccion.

7.1 La posiciéon de los dominios de fusion no altera el comportamiento del

patron de dimerizacion

Es apropiado sefialar que en esta tesis y, por primera vez en la investigacion de
heterodimeros de las TIMs de diferentes especies, la formacion de cada
heterodimero se dio de dos maneras: una, donde el dominio AD quedo unido del
lado amino terminal del monémero X, y la otra, donde el dominio AD quedd unido
del lado amino terminal del monémero Y. Como ejemplo de esos dos tipos de
interacciones para la formacién del heterodimero de TcTIM-LmTIM existen dos
posibilidades: una en la que TcTIM+AD interacciona con LmTIM+BD vy otra en la
qgue TcTIM+BD interacciona con LmTIM+AD (donde TcTIM es el monémero “X” y
LmTIM el mondmero “Y”). Nuestros resultados mostraron que, la posicion en la
que se encuentran fusionados los dominios (AD y BDB) no modifica la expresion
de los genes reporteros evaluados. Esto significa que, los dominios no interfieren
de manera desigual con las interacciones entre los mondmeros y que la funcion de

estos dominios se conserva, sin importar a que monémero estén unidos.

7.2 Las interacciones entre los monémeros de los tripanosomatidos tienen

diferente intensidad

Los homodimeros con mayor similitud global a nivel de secuencia de aminoacidos,
TbTIM y TcTIM (con un valor de 74%), presentan interacciones de diferente
intensidad. Como se observa en la Figura 9, el homodimero de TbTIM presenta
interacciones de tipo débil, a diferencia del de TcTIM. Este resultado concuerda
con lo observado por Zomosa-Signoret en 2003'". Los autores de ese trabajo
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descubrieron mediante la técnica de desnaturalizaciéon con cloruro de guanidina
que, al desplegar por separado dimeros de TbTIM y TcTIM, y posteriormente
mezclarlos (en conjunto) para renaturalizarlos, estos podian formar homodimeros
y heterodimeros. En estos experimentos se observé que existe una marcada
predileccion por parte del mondmero de TcTIM por asociarse con el monémero de
Su misma especie, es decir, con otro monémero de TcTIM. Esto contrasta con el
mondémero de TbTIM, que prefiere asociarse con el de TcTIM y formar un

heterodimero, antes que asociarse con el monémero de su misma especie.

Los resultados de Zomosa-Signoret se resumen en la proporcion 1:0.9:0.2, que
representa las cantidades relativas de: Homodimero de TcTIM: heterodimero
TcTIM-TbTIM: homodimero de TbTIM. Este comportamiento concuerda con lo que
observamos en el ensayo de doble hibrido, ya que los heterodimeros TcTIM-
TbTIM presentan interacciones de tipo fuerte (ver Figura 10 posiciones 8 y 12), lo
que implica que las interacciones entre estos dos mondmeros son de mayor
estabilidad.

A diferencia de la técnica empleada por Zomosa-Signoret (con cloruro de
guanidina), el principal problema metodolégico presente en este sistema in vivo
(doble hibrido) pudiera ser la clonacion de cada variante de la TIM dentro de
alguno de los dos vectores del sistema (pGBKT7 o pGADT7). En cambio, la
limitante principal en la técnica con cloruro de guanidina, es que requiere que cada
variante de TIM estudiada tenga un punto isoeléctrico diferente y suficientemente
distinto, para que al formar heterodimeros, estos puedan separarse mediante
electroforesis nativa; de lo contrario, la poblacion correspondiente a estos

heterodimeros, no podra ser aislada.

Estas dos técnicas ofrecen distintos acercamientos al estudio de la interfase y
también son complementarias. Por ejemplo, la formacion de heterodimeros con
cloruro de guanidina, permite el estudio de parametros bioguimicos como actividad
y termoestabilidad, entre otros, aspectos que no pueden ser evaluados
directamente mediante doble hibrido. Sin embargo, el doble hibrido permite la

deteccidon de interacciones en un entorno in vivo muy cercano al real, es decir,
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dentro de una célula. Si bien es cierto que los sistemas in vivo pueden ocasionar
cierta contaminacion en las sefiales muestreadas, en este ensayo, este problema

no parece afectar de manera significativa.

La TIM con menor similitud global dentro del grupo de los tripanosomatidos es la
de L. mexicana, que tiene un porcentaje de similitud de 68% al ser comparada con
TbTIMy TcTIM.

Un resultado singular de este trabajo es que el homodimero de LmTIM presenta
interacciones de tipo fuerte, tal como el homodimero de TcTIM. Sin embargo,
cuando LmTIM forma el heterodimero LmTIM-TcTIM manifiesta interacciones
débiles, a diferencia del heterodimero del tipo LmTIM-TbTIM, el cual manifiesta
interacciones fuertes. Esta diferencia puede ser atribuible a la composicion

interfacial de estas proteinas.

Los heterodimeros con interacciones fuertes son aquellos que tienen mayor
similitud a nivel de interfase. En la Figura 11 (panel A y B), se aprecia que, al ser
alineada la interfase de TbTIM con la de LmTIM, se presentan dos sustituciones
no homaologas (Q17 y Q65 en ThTIM, y T17 y L65 en LmTIM, respectivamente), tal
como sucede al alinear la interfase de TbTIM con TcTIM (Q65 y P81 en TbTIM, y
M65 y Q81 en TcTIM, respetivamente). En cambio, al alinear la interfase de
LmTIM con la de TcTIM se observan tres sustituciones no homoélogas (T17, P81 e
186 en LmTIM y E17, Q81 e Y86 en TcTIM, respectivamente). Estas interfases
corresponden a las del heterodimero (TcTIM-LmTIM) de interacciones débiles

(Figura 11, panel C).

Cabe sefialar que, al comparar las tres interfases en conjunto, destaca la posicién
86, en la cual se observa que solamente LmTIM no posee un aminoacido de

caracter aromatico, a diferencia de TbTIM y TcTIM (panel D Figura. 11).
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lle86
Tyr86

Figurall: Alineamientos de los aminoacidos que corresponden a las interfases de las TIMs
de los tripanosomatidos. De los cristales disponibles dentro de la base de datos del Protein
Data Bank, se tomaron las secuencias de aminoacidos correspondientes a las interfases de
las TIMs de los tripanosoméatidos empleados en este ensayo (5TIM de TbTIM, 1AMK de
LmTIM y 1TCD de TcTIM). Estas secuencias fueron alineadas en pares utilizando el
programa ClustalW2. Los resultados de estos alineamientos aparecen en los paneles: A-C.
Las flechas rojas sefialan la posicion en la secuencia y el aminoacido sustituido. Los
rectdngulos grises indican el niumero de sustituciones no homodlogas presentes en las
secuencias. Finalmente, se realiz6 un alineamiento global de las tres interfases (panel D), en
este panel se resalta la sustitucion en la posicion 86 que corresponde al aminoacido
isoleucina, que a diferencia de las secuencias de TbTIM y TcTIM, no es un residuo
aromatico.
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Para determinar con mayor certeza si son estas diferencias puntuales las que
rigen este comportamiento, es necesario realizar estudios con TIMs mutadas en
estas posiciones y probar mediante esta metodologia si, en efecto, es este cambio

el que altera las interacciones entre monémeros.

Finalmente, otro factor que puede explicar la formacion de heterodimeros con
interacciones de distinta intensidad, puede ser la flexibilidad intrinseca del
mondmero de TbTIM. En un estudio realizado por Reyes-Vivas y colaboradores en
2002%°, se observd que TcTIM resultd tener una mayor suceptibilidad a la
protedlisis por subtilisina que TbTIM. Estos estudios indican que TbTIM tiene, de
forma general, una estructura mas rigida y, en consecuencia, es menos tolerante a
cambios en su estructura. Por lo tanto, la interaccion entre mondémeros rigidos de
TbTIM, podria  desestabilizar su estructura. Esta desestabilizaciéon podria
ocasionar que el monémero de TbTIM busque mas estabilidad en otro monémero
con mayor tolerancia a cambios de estructura (como el de TcTIM) y que entonces,
estos heterodimeros se estabilicen via “cross-talk”. No obstante, hace falta mas
informacion para respaldar esta suposicién, ya que hasta el momento no se
dispone de datos experimentales acerca de la suceptibilidad de LmTIM a
protedlisis, ni de la formacién de heterodimeros de TcTIM y LmTIM mediante

desnaturalizacién con cloruro de guanidina.
7.3 Compatibilidad entre mondmeros de la TIM

Los monomeros de TIM de las diferentes especies de tripanosomatidos pueden
dimerizar entre si mediante interacciones débiles, bajo las condiciones de este
ensayo. La dimerizacion entre monomeros se debe al nivel de conservacion que
existe entre sus interfases (como fue sefalado por Sung y colaboradores en
1992%Y). Aquellos monémeros con una similitud mayor al 76% pueden
interaccionar, mientras que aquellos con valores inferiores al 20% ya no
interaccionan (Tabla 3). Para investigar lo que ocurre con mondmeros que
presentan valores intermedios de similitud, sera necesario incorporar nuevas TIMs
de diferentes especies a este sistema de analisis, como las TIMs de Entamoeba

hisotlytica, Giardia intestinalis, Taenia solium y Sus cofra entre otras.
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Subunidad A Subunidad B Porcentaje de Similitud

TbTIM LmTIM 79%
TcTIM LmTIM 79%
TcTIM ThbTIM 76%
TcTIM HsTIM 20%
TbTIM HsTIM 20%
HsTIM LmTIM 20%

Tabla 3: Porcentaje de similitud a nivel de interfase de las 4 variantes de la TIM.
La primera y segunda columna corresponden a la interfase de subunidad Ay B
respectivamente. La tercera columna corresponde al porcentaje de similitud

calculado por el alineamiento con CustalW2.

Finalmente, otra observacion que puede contribuir a explicar las interacciones
débiles entre los monémeros de HsSTIM y con la ausencia de interacciones entre
HsTIM y las TIMs de los tripanosomaétidos, es que la interfase de HSTIM cuenta
con 6 aminoacidos adicionales, que pueden alterar las interacciones en el
homodimero o interferir con las interacciones en los heterodimeros

correspondientes (Figura 12).

HsTIM |[NJi MIN G RIEIQ'S VITINIG AJFI - G
TcTiM NJECNG - - - - -1ISGAFTG
LmTIM NBKICNG - - - -[TTT -1SGAFTG
ToTiM NI CNG - - - -sQ@T -1SGAFTG

Figura 12: Alineamiento de las interfases de las cuatro TIMs empleadas en este
trabajo. La interfase de HsTIM cuenta con 6 aminoacidos adicionales, en comparacion
con las TIMs de los tripanosomatidos. Estos aminoacidos son: arginina, lisina,

glutamina, serina, tirosina y valina.
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8 Conclusiones

En este trabajo se demostro que los mondémeros pertenecientes a las TIMs de las
especies T. brucei, T. cruzi, L. mexicana y H. sapiens forman dimeros dentro del
nacleo de la levadura S. cerevisiae de la cepa AH109. Los dimeros formados por

estos monémeros muestran interacciones de distinta intensidad.

Se determin6 que las interacciones de los homodimeros de T. cruzi y L. mexicana
son fuertes a diferencia de las de T. brucei y H. sapiens, que son débiles. Por su
parte, los heterodimeros TbTIM-LmTIM y TbTIM-TcTIM presentan interacciones
fuertes, a diferencia del heterodimero LmTIM-TcTIM, que presenta interacciones

débiles.

La complementacion entre mondémeros de diferentes especies depende del grado
de similitud entre sus secuencias. Los monomeros con interfases muy similares,
(por encima del 76%) son capaces de formar heterodimeros. En cambio, los
mondmeros con interfases de menor similitud (por debajo del 20%) son incapaces
de dimerizar. Por lo tanto, se sugiere que la porcién interfacial de cada uno de

estos mondémeros es la responsable de este comportamiento.
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9 Perspectivas

e Considerando que las TIMs de T. brucei, T. cruzi, y L. mexicana pertenecen
a parasitos sanguineos del ser humano, seria interesante probar la
actividad y selectividad de algunos de los farmacos especificamente

dirigidos contra la interfase de estas TIMs.

e El montaje del ensayo de la B-Galactosidasa podria ser de utilidad para
identificar a detalle las diferencias en la fuerza de interaccion entre los

monomeros y probar el efecto de los farmacos en la interfase.

e Por otro lado, la incorporacion de otras variantes de esta enzima dentro del
sistema podria ayudar a delimitar con mayor exactitud la similitud minima
requerida, a nivel de interfase, para la dimerizacién entre monémeros de

TIMs de diferentes especies.
e Finalmente, la delecion del gen de TIM dentro de la cepa AH109 podria

permitir el estudio del efecto global de mutantes de esta enzima en un

sistema in vivo.
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