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RESUMEN

Los agregados proteicos son agentes capaces de afectar la viabilidad celular, ya que su
acumulaciéon genera un efecto citotoxico. La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por
presentar agregados en depdsitos extracelulares de fibras del péptido [-amiloide (pBA) y
agregados de triosafosfato isomerasa (TIM) nitrada en residuos de tirosina. La TIM es una
enzima glucolitica que cataliza la interconversion entre gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y
dihidroxiacetona fosfato (DHAP), tiene un peso molecular de 27kDa y sdélo el dimero es
cataliticamente activo. Recientemente se report6 que mediante el andlisis por electroforesis en
geles azules (Coomassie) de acrilamida bajo condiciones nativas (BN PAGE) la TIM de humano
(HsTIM) es capaz de formar complejos oligoméricos de 1000 a 1400 kDa, mientras que un
analisis por densitometria y tincién con rojo Congo, demostré que la TIM de E. coli (EcTIM)
tiene una region de 39 aminoacidos (region ATIM) capaz de formar agregados amiloides debido
a su similitud con el pBA, lo cual sugiere que el tipo de agregacion de estas TIMs podria estar
definido por una regién o un nimero minimo de aminoacidos. Las principales preguntas por
abordar fueron ;Las TIMs de distintas especies forman agregados de alto peso molecular? de
ser asi ;Cuales son las caracteristicas de estos agregados? Nuestro estudio corroboro6 los
resultados obtenidos por Swamy et al (2009) en cuanto a la capacidad de HsTIM para generar
agregados de alto peso molecular. Ademas se realizaron las purificaciones de una mutante de
HsTIM y las TIMs de 8 organismos eucariontes para determinar sus perfiles de agregaciéon por
BN-PAGE. Las 10 TIMs se clasificaron en dos grupos: 1) Las que presentan agregados de un
tamafio definido 2) Las que forman grupos de agregados de tamafo heterogéneo. Los agregados
de cada TIM fueron disociados con una cantidad particular de dodecil sulfato de litio (LDS) y
algunos eran mas susceptibles que otros. No se observd disociacion de los agregados en
presencia de detergentes no ionicos. En el analisis bioinformatico de las TIMs aun no se ha
encontrado una correlacion entre las caracteristicas de los agregados (tamafio, nimero de
agregados y susceptibilidad a detergentes) y los valores de similitud determinados por
alineamientos entre cada TIM. La similitud entre las regiones ATIM y el pBA va de 15 a 25%; sin
embargo, estos resultados aun no brindan informacién clara que nos ayude a entender las
caracteristicas de los diferentes agregados determinados. Al comparar los perfiles de
agregacion de cada TIM y sus valores de punto isoeléctrico se sugiere que la carga parcial, de las
proteinas con puntos isoeléctricos mayores a 7.0 (pH del andlisis), modifica la migracion

generando agregados de distintos tamafios.



ABSTRACT

Protein aggregates have an impact on cellular viability, since their accumulation has a
cytotoxic effect. In Alzheimer disease, beta-amyloid peptide (pBA) and triosephosphate
isomerase (TIM) aggregates have been observed along with the nitrotyrosination of the
latter. TIM is a glycolytic enzyme that catalyzes the isomerization of glyceraldehyde 3-
phosphate (G3P) and dihydroxyacetone phosphate (DHAP), has a molecular weight of
27kDa and is only catalytically active as a dimer. A recent study using blue native
polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE) showed that human TIM (HsTIM) forms
aggregates ranging from 1000 to 1400kDa, whereas adsorption analysis of 39 amino acid-
peptide aggregates from E. coli TIM (ATIM) to Congo red suggested an amyloid-like
aggregation. The main questions of our work were: Could TIMs from different biological
species be able to aggregate? If that was the case, what were the particular features of these
aggregates? Our study verified the ability of HSTIM to form high molecular weight
aggregates. In addition, we purified 9 TIMs: a mutant HsTIM (E104D) that is suspected to
aggregate because of its poor dimerization capability and 8 wild-type TIMs from different
eukaryotic organisms. We studied their aggregation states using BN-PAGE. TIM aggregates
were classified in two groups: 1) Those showing aggregation with complexes of fixed sizes
2) Those showing aggregates of different sizes. Aggregates from each TIM were dissociated
at particular concentrations of lithium dodecil-sulfate, some of them being more sensitive to
this reagent than others. Bioinformatic analysis of different TIMs has not found a
correlation between certain aggregation features (size, stoichiometry or sensitivity to
detergents) and the percentage similarity they have. The similarity between the ATIM
regions of the TIMs we studied and pBA ranges from 15 to 25%; however, these results
show no clear information that could help us understand the features of the different
aggregates observed in our studies. By comparing the aggregation state for each TIM with
their respective isoelectric points (PI), it was noted that the partial charge of proteins with
a PI greater than 7.0 (pH analysis) modifies the pattern of migration and aggregation and

favors the generation of aggregates of different sizes.
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INTRODUCCION

PROTEINAS

Son incontables los eventos bioquimicos que las proteinas llevan a cabo en un organismo;
éstas se encargan de conferir una estructura o soporte celular, asegurar la asimilacién de
nutrientes e incluso contribuir con el correcto funcionamiento de un tejido especifico entre
muchas otras funciones. En principio resulta impresionante que estas biomoléculas tengan
capacidades tan extensas a partir de 20 aminoacidos disponibles, la clave esta en el niimero
infinito de secuencias posibles para un polipétido de tamafio definido, donde la
composicion y el orden de estos elementos es la informacién necesaria para que las
proteinas maduren hasta una estructura definida y funcional. Una proteina globular inicia
su plegamiento desde el primer momento en que el polipéptido comienza a ser sintetizado,
al inicio del plegamiento son los puentes de hidrégeno los que estabilizan su estructura
secundaria incipiente y un colapso hidrofébico el que dirige el proceso hasta que se obtiene
una proteina nativa soportada energéticamente por interacciones débiles y en ocasiones
puentes disulfuro. Una vez alcanzada la estructura nativa o terciaria, algunas proteinas
actian como mondmeros o unidades solitarias, sin embargo, un considerable porcentaje
son activas gracias a asociaciones intermoleculares con otra molécula compafiera (dimeros)
o incluso pueden formar parte de enormes maquinarias moleculares ensambladas
(oligbmeros) para cumplir una funcién comin que solo puede lograr una estructura
cuaternaria funcional. Es importante sefialar que existen otras interacciones transitorias,
asociaciones que tienen como objetivo la comunicacién intermolecular, este es un campo de
estudio conocido como interactoma, el cual ha ganado relevancia recientemente pues ha
demostrado que estas asociaciones rigen muchos procesos biologicos. El panorama sugiere
que la capacidad de interaccién de una proteina es un factor inherente a sus residuos de
cadena lateral, pues son ellos quienes interpretan y expresan de forma directa la
informacién del ambiente intra e intercelular. Por otra parte, cuando las condiciones
durante el plegamiento de una proteina no son adecuadas, surgen interacciones proteina-

proteina que pueden generar la formacion de agregados amorfos u ordenados, donde la



presencia de interacciones intermoleculares define el tipo de agregaciéon. La agregacion
proteica es un fendmeno cominmente asociado a un pobre plegamiento y como se ha
observado en ciertas proteinas, existe un mecanismo de agregacion con bases estructurales
particulares al igual que en el proceso de plegamiento. Sumado a la capacidad de
interaccion proteina-proteina, la agregacion de un oligdbmero es un fen6meno importante

para la comprension de estas moléculas tan versatiles, las proteinas.

AGLOMERACION MACROMOLECULAR

Las principales funciones biolégicas que cumplen las proteinas se llevan a cabo en el
espacio intracelular, un ambiente que contiene una gran concentracion (80-400 mg/mL) de
macromoléculas (Rivas et al, 2003), las cuales pueden estar presentes en soluciéon o en
grandes arreglos moleculares (citoesqueleto y fibras de actina), generando un volumen
ocupado de mas del 40 % (Figura 1). Debido a que ninguna de las macromoléculas puede
estar presente a altas concentraciones, sino que en conjunto ocupan una fracciéon
significativa del volumen del medio intracelular, este fen6meno se conoce como
aglomeracién macromolecular y es guiado principalmente por interacciones no especificas

(Minton et al.,, 1981).

Figura 1. A) Esquema del citoplasma eucarionte, microtubulos y fibras de actina en azul, proteinas solubles en
verde, ribosomas en rosa y especies de dcido ribonucleico (ARN) en amarillo (Tomado de Minton, 2001). B)
Simulacion por dindmica browniana de un ambiente intracelular en el citoplasma de E. coli, en la simulacion se

encuentran 15 macromoléculas diferentes a concentraciones fisiolégicas (Tomado de Ando et al.,, 2010)



Efecto de volumen excluido

La aglomeracién macromolecular ocasiona una reduccién del volumen del solvente
disponible para otras macromoléculas. Este efecto de volumen excluido incrementa la
concentracion efectiva de las macromoléculas lo que altera las constantes de equilibrio y las
constantes de disociacién favoreciendo la asociacion de proteinas y la formacién de grandes
complejos (Minton 2001; Zhou et al., 2008). Estos efectos de aglomeracién o hacinamiento
macromolecular dependen de la masa, de la forma y de la concentracién de la
macromolécula involucrada, sin embargo, este efecto parece ser mas fuerte cuando se trata
de moléculas mas grandes (Minton, 2001). El estudio de los efectos del volumen excluido
indica, a lo que hidratacion se refiere, que existe una pérdida o expulsion benéfica de
moléculas de agua para formar interacciones transitorias y no especificas entre proteina-
proteina, las cuales puede ser clave en procesos de oligomerizacion (Thirumalai et al., 2003;

Tarus et al., 2005).

Consecuencias de la aglomeracion macromolecular

La aglomeracion macromolecular involucra un amplio campo de estudio en Bioquimica y
Biologia Celular. Por mencionar un ejemplo, el incremento en la fuerza de las interacciones
entre proteina y el acido desoxirribonucleico (ADN) producido por aglomeracién, puede ser
la llave a un mejor entendimiento en procesos como la transcripcion y la replicacion de
ADN (Zimmerman et al, 1987). La importancia del efecto de aglomeraciéon en el
plegamiento de proteinas es de particular interés en el campo de la biofisica, ya que dicho
efecto de aglomeraciéon puede acelerar el plegamiento, debido a que una proteina plegada
es mas compacta que una cadena polipeptidica desplegada, por lo tanto, ocupara un menor
volumen (Van den Berg et al, 2000). Por otro lado, la aglomeraciéon puede reducir el
rendimiento de proteinas plegadas correctamente al aumentar la agregacion de otras (Ellis

etal, 2006).



AGREGACION DE PROTEINAS

Para ser funcionalmente activas la mayoria de las proteinas debe adoptar una estructura
tridimensional definida, conocida como estructura nativa. El plegamiento inicia cuando las
proteinas son sintetizadas en los ribosomas y pasan a través de intermediarios
estructurales antes de alcanzar el estado nativo (Figura 2). Algunos intermediarios
estructurales pueden ser no productivos, como es el caso de conférmeros parcialmente
plegados que son atrapados en un nivel de menor energia libre. Como las barreras de
energia que separan el estado nativo del desplegado son usualmente pequeiias, incluso las
proteinas nativas corren un riesgo permanente de desplegarse, especialmente bajo
condiciones de estrés (Dobson, 2003). Cuando estos intermediarios exponen sus residuos
hidrofébicos al ambiente, la interaccién con otra proteina desplegada es el primer paso en
el fendmeno de coagregacidon con otras proteinas en condiciones semejantes generando

agregados que la célula es capaz de degradar (Gidalevitz et al., 2006).

SINTESIS Y PLEGAMIENTO DE PROTEINAS
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Figura 2. Esquema general de la agregacion de proteinas (Modificado de Tyedmers et al, 2010)



Por otro lado, la agregaciéon también puede generar depdsitos amiloides conformados por
proteinas agregadas con un alto grado de orden conformacional. Estas estructuras
identificadas como fibras presentan morfologias muy similares (longitud y didmetro) y un
patron de difraccidn caracteristico conocido como “cross -B”, por lo tanto la estructura
molecular presenta un nucleo compuesto por hebras B cuyas hojas se extienden

perpendicularmente desde la fibra amiloide (Sunde et al., 1997).

Factores intracelulares en la agregacion de proteinas

La célula cuenta con un “sistema de control de calidad”, el cual vigila el correcto
plegamiento de las proteinas; este sistema puede adaptarse segun la gravedad de los dafios
presentes en las proteinas que se pliegan incorrectamente debido a condiciones de estrés,
gracias al ajuste de los niveles celulares de las chaperonas (replegamiento) y las proteasas
(degradacion) (Goldberg, 2003). Sin embargo, cuando la cantidad de proteinas plegadas
incorrectamente excede la capacidad de replegamiento o degradacién de la célula, los

agregados proteicos se acumulan (Figura 2).

Existe un determinado nimero de condiciones internas y externas que actian sobre la
capacidad de acumulaciéon de estos agregados, las cuales han sido identificadas y

categorizadas en cuatro clases principales.

1. Defectos en la sintesis de proteinas: Errores de traducciéon que conducen a la incorrecta
incorporacién de aminodacidos y un deficiente montaje de complejos proteicos, que llevan a
la acumulacién de especies protéicas no asociadas correctamente y que promueven la

agregacion (Drummond et al., 2008).

2. Estrés ambiental: Condiciones de estrés por alta temperatura y oxidacion. Una
temperatura superior al rango de crecimiento de una célula ocasiona la desnaturalizacién
de las proteinas celulares. La desnaturalizacién de proteinas puede ser reversible, a
diferencia del estrés oxidativo, el cual puede ocasionar cambios irreversibles en las

proteinas por la accién de especies reactivas de oxigeno (ERO), incluyendo fragmentacion



inducida del esqueleto polipeptidico y el reemplazo de las cadenas laterales de residuos
especificos de aminoacidos por grupos carbonilos. Estos derivados pueden generarse por
modificacion oxidante directa en residuos de prolina, arginina, lisina y treonina o en
reacciones de cisteina e histidina con compuestos carbonilos reactivos, que generan

productos finales de glicosilacion avanzada (PGA) (Nystrom, 2005).

3. Envejecimiento celular: El estado de agregacion ocurre a un ritmo lento, a medida que las
células son mas viejas. Se sugiere que hay una reduccién en la capacidad de células adultas
para eliminar proteinas parcialmente plegadas. También se ha sugerido una reduccién
general en la capacidad del control de calidad de las proteinas durante el envejecimiento
celular como una razén de la aparicion de la agregacion a una edad tardia. Sin embargo,
factores adicionales incluyen la formacién de variaciones polimorficas en diferentes
proteinas, que pueden afectar la capacidad de control de calidad de sintesis de proteinas en

la células (Gidalevitz et al., 2006).

4. Mutaciones: Las mutaciones tienden a incrementar la tendencia de las proteinas a
permanecer en estados parcialmente desplegados, estas estructuras son susceptibles a
interaccionar con otras y formar agregados, dando como resultado la deficiencia catalitica
de una enzima o a su acumulacién a concentraciones nocivas para la célula e incluso para
un tejido. Por ejemplo, las variantes S y Z de ai-anti-tripsina presentan un aminoacido
distinto capaz de ocasionar la ruptura de un puente salino y asi liderar la interaccién entre
una de las hojas de esta proteina y el asa del centro reactivo de otra. Esta agregacion resulta
en la acumulacion de esta enzima en el reticulo endoplasmico y en determinado momento
apoptosis. (Lomas et al, 2004). Otras enfermedades conformacionales son la diabetes
mellitus tipo II y los padecimientos neurodegenerativos, ambos caracterizados por la
acumulaciéon de alguna o varias proteinas parcialmente desplegadas ocasionando un
incremento de estrés oxidativo. Tal es el caso de la proteina amilina, la cual se agrega en
células B de pacientes con diabetes (Hayden et al., 2005), por otro lado, las proteinas tau y
el péptido B-amiloide (pBA) son capaces de formar depositos intra y extracelulares en la

enfermedad de Alzheimer, (Reynaud, 2010; Gotz et al., 2001)



Agregacion de proteinas y enfermedades neurodegenerativas

La agregacion de proteinas plegadas de forma incorrecta puede causar padecimientos
graves, conocidos como enfermedades amiloideas. Este tipo de padecimientos puede
presentarse de forma esporadica o por herencia. Independientemente del tipo de

enfermedad el riesgo de adquirirla incrementa dramaticamente con la edad.

La enfermedad de Alzheimer esta caracterizada por ocasionar muerte neuronal, formacién
de depdsitos de fibras del péptido f—amiloide (pBA) y de nudos neurofibrilares (NNF). Al
estudiar el mecanismo de la formacién de fibras amiloides y NNFs, se ha encontrado que la
agregacion del ppBA es principalmente extracelular, a diferencia de la formacion de NNFs, la
cual es intracelular. Ademas, la acumulacién de pBA ocurre primero (Gotz et al., 2001), lo
cual sugiere una relacién jerarquica entre ppA y NNFs, cuyo mecanismo no es claro. Una
vision ampliamente aceptada para explicar el por qué de estos procesos, es la existencia de
un origen genético, por ejemplo, por mutaciones en las propias proteinas o en la regulacion
de sus metabolismos. En el caso de la proteina tau, las mutaciones en el gen no generan
Alzheimer, pero son responsables de otros desérdenes neurodegenerativos conocidos como
demencia frontotemporal y Parkinson. Al incrementar la expresiéon de la proteina tau,
acompafada de cambios en el ambiente celular como la presencia de agentes que actuan

como promotores de la agregacidn, se puede inducir la formacién de nudos (figura 3).

Normal Alzheimer

Figura 3. Esquema de comparacion entre el tejido cerebral de pacientes con Alzheimer e individuos sanos, se
describen los depdsitos ricos en péptido f-amiloide y NNFs (Tomado de http://www.ahaf.org - American Health

Assistance Foundation)


http://www.ahaf.org/

Péptido p-Amiloide

El péptido B-amiloide se forma por la escision secuencial del precursor proteico amiloide,
una glicoproteina transmembranal con una funcién indeterminada, dando como resultado
un péptido de 39 a 43 aminoacidos. El pBA es intrinsecamente no estructurado, lo que
significa que en solucién no adquiere una conformacidn terciaria definida, sino un conjunto
de estructuras que dificultan su cristalizacién. S6lo la determinacién estructural mediante
resonancia magnética nuclear (RMN) ha conseguido dilucidar una estructura
tridimensional tipo hélice a para el segmento de los primeros 28 aminoacidos (Talafous et
al,, 1994). A pesar de los esfuerzos por determinar la estructura tridimensional del extremo
carboxilo, este estudio no ha sido posible mediante las técnicas de cristalizaciéon o de RMN,
mientras que el modelado por similitud in silico se presenté como una alternativa para un
grupo de investigadores. Ellos realizaron inicialmente una busqueda de similitud con el
péptido amiloide de 40 aminoacidos, y de esta busqueda identificaron una similitud del
22% con la triosafosfato isomerasa (TIM) de Culex tarsalis (un género de mosquito
hemato6fago). Posteriormente realizaron un alineamiento multiple del péptido amiloide con
cinco secuencias de TIM de distintas especies (humano, pollo, tripanosomatido, levadura y
E. coli) cuyos modelos atémicos ya eran conocidos. Con este andlisis se encontraron 3
regiones dentro de la secuencia de la TIM que presentan una similitud del 8 hasta el 28%.
La regiéon de mayor similitud fue la del aminoacido (aa) 172 al 211 de C. tarsalis, pero, como
esta TIM no ha sido cristalizada, se eligi6 la region del aminoacido 175 al 213 (regién ATIM)
de la TIM de E. coli (EcTIM), con una similitud del 20%, para realizar un alineamiento
tridimensional con la estructura ya definida del péptido amiloide (figura 4). De esta manera,
se determiné una estructura probable tipo hélice a- asa- hoja 3 para el péptido  amiloide.
El estudio de modelado in silico y la considerable similitud que presenta el pA con respecto
a las distintas TIMs, despert6 un gran interés por estudiar la capacidad de agregacion del
péptido ATIM (pATIM) de EcTIM. Al realizar un analisis turbidimétrico del proceso de
agregacion de este péptido, se demostro claramente su capacidad de agregacion aunque en
menor extension que el pBA (figura 5A), para confirmar que se habian formado estructuras

amiloides, se uso6 el colorante rojo congo, un marcador conocido por unirse a estructuras
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tipo amiloides (figura 5B), revelando que los agregados del péptido ATIM de EcTIM estaban

conformados por fibras tipo amiloide (Contreras et al,, 1999).

Figura 4. Comparacién de la regién ATIM de la EcTIM con el pfA (aa 1- 28) modelado por RMN. En rojo, azul y
amarillo: hélice a, loop y hoja [§ de EcTIM respectivamente; en verde: el resto de la EcTIM; en rosa: el ppA (aa 1-

28) (Tomado de Contreras et al, 1999)
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Figura 5. (A) Estudio de turbidez en funcion del tiempo a 405nm del pBA (97uM) y el pATIM de EcTIM (97uM) a
pH 7.0 en PBS. (B) Ensayo de tincién con rojo Congo del pfAy el pATIM de EcTIM (Modificado de Contreras et al,
1999)



Agregacion de TIM dependiente del pBA en pacientes con Alzheimer

Las fibras del ppA ocasionan un estrés nitro-oxidativo caracteristico en las neuronas de
pacientes con Alzheimer, ya que el péptido amiloide es capaz de fijar iones metalicos como
el Cu (I) y Fe (I) y reducirlos a Cu(II) y Fe (III), produciendo radicales hidroxilo y H202 (una
molécula citotoxica) (Huang et al.,, 1999; Cuajungco et al.,, 2000; Mufoz et al., 2002). Por
otro lado, las fibras amiloides ocasionan un dano severo de canales i6nicos como el de CaZ2+
(Mattson et al., 1992), lo cual promueve la sintesis de 6xido nitrico (ON) por la enzima ON
sintasa, una enzima dependiente de calcio (Guix et al, 2005). El1 ON puede reaccionar con
otras moléculas como el anion superéxido (027), para formar el anién peroxinitrito (ONOO-),
una molécula altamente reactiva capaz de nitrificar residuos de tirosina de varias proteinas.
La TIM es una de las proteinas mas nitrificadas (en residuos de tirosina) y una de las que se
han encontrado formando agregados en pacientes con Alzheimer (Coma et al., 2005; Guix et

al, 2009).

TRIOSAFOSFATO ISOMERASA

La TIM es una enzima clave para conseguir energia a través de la via glucolitica. En la
glucolisis la reaccién entre la fructosa bifosfato aldolasa y su sustrato la fructosa 1,6-
bifosfato genera gliceraldehido 3-fosfato (G3P) y dihidroxiacetona-fosfato (DHAP), de estas
dos triosasfosfato unicamente el G3P es degradado a piruvato para obtener dos moléculas
de ATP. Por otro lado el DHAP es isomerizado a G3P por la TIM (figura 6) para conseguir
que otra molécula de G3P ingrese a la via y asi obtener 4 moléculas de ATP. Ya que la doble
fosforilacion de una molécula de glucosa requiere la inversién de dos moléculas de ATP en
las primeras reacciones de la glucolisis, la ganancia neta es de dos de estas moléculas.

(Nelsony Cox, 2005).
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GLICERALDEHIDO 3 - FOSFATO DIHIDROXIACETONA FOSFATO

Figura 6. Reaccidn de isomerizacion de la TIM

Funcion metabolica

Ademas de la participacion de la TIM en la glucolisis, esta enzima interviene en las

siguientes vias metabdlicas:

e Metabolismo de los acidos grasos.

Aproximadamente el 95% de la energia bioldgicamente disponible de los triacilgliceroles
almacenados en el tejido adiposo reside en sus tres acidos grasos de cadena larga; la parte
glicerol sdlo contribuye en un 5%. El glicerol liberado por accién de la fosfolipasa es
fosforilado por accién de la glicerolcinasa y el G3P resultante es oxidado a DHAP. La TIM
convierte este compuesto en G3P en la reacciéon que da entrada al esqueleto carbonado a la

glucolisis (Nelson y Cox, 2005).

e Via de las pentosas fosfato

La razoén por la que la via de las pentosas fosfato y la glucélisis estan estrechamente ligadas
es por la glucosa 6-fosfato; ya que, si esta es oxidada a ribulosa 5-fosfato, puede entrar a la
via de las pentosas fosfato. Al inhibir la glucélisis a través de alteraciones en la actividad de
TIM o de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, el flujo metabdlico es redirigido a la via

de las pentosas fosfato (Grant, 2008).
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e Lanzadera de glicerol 3-fosfato

En la membrana mitocondrial de mamiferos y levaduras existe una lanzadera de glicerol 3-
fosfato, la cual transfiere equivalentes reductores que no pueden atravesar la membrana
mitocondrial (Larsson et al, 1998). La glicerol 3-fosfato deshidrogenasa-NAD*
(dinucleétido de nicotinamida y adenina oxidado) cambia una molécula de DHAP a una de
G3P empleando NAD* como equivalente reductor (Ansell et al, 1997). En conjunto otra
enzima, la glicerol fosfato deshidrogenasa FAD* (dinucle6tido de flavina y adenina), que
esta ubicada en la membrana interna en la mitocondria, convierte la molécula de G3P a
DHAP. La accion coordinada de ambas enzimas, resulta en la transferencia de dos
equivalentes reductores del G3P a la ubiquinona del complejo de fosforilacién oxidativa. Al
ser G3P y DHAP los sustratos de la TIM, la enzima regula el equilibrio de estos esqueletos

carbonados para su aprovechamiento conveniente en ambos sistemas metabdlicos.

Caracteristicas estructurales

La TIM estd conformada generalmente por dos subunidades, cada una compuesta, en
general, de 250 residuos de aminoacidos por monémero (con una masa molecular de 27
000 Daltones aproximadamente). Estas dos subunidades son idénticas e interactian
cercanamente formando un homodimero en todas las especies excepto en organismos
termofilos, en los cuales la enzima forma tetrameros (Hernandez-Alcantara et al.,, 2002). La
TIM se puede clasificar de forma estructural en la familia de proteinas que presentan un
dominio denominado barril (B/a)s, en el que cada mondmero consta de ocho hélices a que

rodean a las ocho hebras [3 ensambladas gracias a sus respectivas asas de union (figura 7).
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Figura 7. Diagrama del motivo barril (§/a)s del monémero de la TIM. Diagrama esquemdtico TIM (izquierda) y
modelo atémico (derecha), en este tiltimo se observa en el centro 8 hebras f§ (naranja) unidas a 8 hélices a

(amarillo) por sus respectivas asas de union (verdes (hebra—hélice) y naranja claro (hélice—hebra).

La mayoria de los residuos que juegan un papel importante para el correcto plegamiento y
funcionamiento del dimero (Figura 8) se encuentran distribuidos en las 8 asas. En el asa 1
se encuentran: la lisina 13, la cual es fundamental para el reconocimiento del sustrato y la
cisteina 14 que une a la o hélice 1 con la hoja B 1, formando parte de la interfase de la
proteina (ademads de encontrarse rodeada por la serina 71, glicina 72, glutamato 77, valina
78 y la serina 79 del asa 3 del otro mon6mero) estabilizando asi el dimero. Dos residuos de
la interfase: la valina 46 y la treonina 75 que se encuentran en las asas 2 y 3
respectivamente, mientras tanto que el asa 4 posee a la histidina 95, que forma parte del
sitio catalitico, y, en el asa 6 se encuentra al glutamato 165, responsable de la transferencia
de protones al sustrato (Wierenga et al., 1991). El asa que mas participa en la estabilizacion

del dimero es la 3, 1a cual se extiende desde una subunidad hasta la otra.
Con excepcién de los residuos del asa 3, s6lo existe una secuencia conservada entre los

residuos de la interfase. Un alineamiento de TIMs de dos especies distintas: Trypanosoma

cruziy T. brucei, revelé que sélo 30 de los 250 aminoacidos que componen al monémero se
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encuentran estrictamente conservados, sin embargo, estas diferencias no parecen afectar

sus propiedades cataliticas (Maldonado et al., 1998).

Figura 8. Homodimero de TIM, la interfase es el resultado de la interaccién de 40 residuos de cada monémero.

Sitio activo y catalisis

Cada mondémero posee un sitio activo con todos los residuos de aminoacidos relacionados
con la catalisis, sin embargo, la enzima solo es cataliticamente activa cuando ésta se
encuentra en forma de dimero, no hay datos que indiquen cooperatividad catalitica ambos
sitios activos (Hernandez-Alcantara et al, 2002; Rodriguez-Almazan et al, 2008). En
humano, los residuos responsables de la actividad catalitica son: lisina en la posicion 13,
histidina en la posiciéon 95 y acido glutamico en la posicién 165. Dada la variacién en las
secuencias de la enzima en distintas especies, el nimero exacto de estos residuos puede
variar ligeramente. Para realizar la catdlisis no se requiere de cofactor o ion metdlico y
tampoco se ha descrito algiin mecanismo regulador de su actividad (Hernandez-Alcantara
et al.,, 2002; Wierenga et al., 1991), por lo tanto, la TIM es un catalizador muy eficiente. La
reaccion catalitica de la TIM inicia con la extraccion del proton del carbono 1 de la DHA por
el acido glutamico 165, mientras el grupo fosfato es resguardado por la lisina 13 y el grupo
carbonilo es polarizado por la histidina 95, una vez extraido el protoén, la carga negativa del
carbonilo es estabilizada mediante un puente de hidrogeno con la misma histidina. La

extraccidon del atomo de hidrogeno genera la formacion del intermediario enediol a través
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de 3 posibles rutas de transferencia hasta alcanzar la isomerizacion a G3P (Komives et al.,
1991; Pompliano et al., 1990). El asa 6 también contribuye a la estructuracién adecuada del
sitio activo. La asociaciéon del sustrato genera un gran cambio conformacional donde el asa
6 se mueve de 7 a 9 A de un estado abierto a uno cerrado con respecto al sitio activo, de tal
modo que el acido glutdmico 165 y la lisina 13 se encuentran mas cerca del sustrato; una
vez que el fosfato cercano a la lisina 13 es modificado, ocurre un nuevo cambio estructural,
el asa 6 se retira y el sitio activo se abre para liberar el producto. La conformacién cerrada
impide que el intermediario fosfo-glicol hidroximato (enediolato) sea disociado y forme
metilglioxal y fosfato inorganico (Lolis et al., 1990; Pompliano et al, 1990; Zhang et al.,
1994).

DEFICIENCIA DE TIM

Las enzimopatias glucoliticas son raras y poco frecuentes, las mas estudiadas se han
presentado en los eritrocitos de humanos, donde la deficiencia catalitica de alguna de las
enzimas que participan en esta via ocasiona la muerte masiva de células, produciendo una
anemia hemolitica. Si la anemia es severa, ésta se presenta a una temprana edad; si la
anemia es menos severa, puede presentarse a una edad mdas avanzada o ser un
padecimiento asintomatico. Cuando ocurre otra manifestacion sistémica, es probable que
ésta involucre el sistema neuromuscular (miopatias) o el sistema nervioso central (que en
ocasiones puede implicar severo retraso mental) o ambos (Jameson, 1998). La TIM es la
Unica enzima glucolitica cuya deficiencia estd asociada a padecimientos neurodegenerativos
(Eber et al,, 1991; Schneider, 2000; Ovadi et al., 2004). Es frecuente encontrar sefales de
una glucolisis ineficiente (Hoyer et al.,, 1988) y un agotamiento energético de ATP (Keil et
al.,, 2004) como dos caracteristicas particulares en la enfermedad de Alzheimer. Por otro
lado, estudios clinicos han descrito a la deficiencia de TIM como un padecimiento
conformacional neurodegenerativo (Orosz, et al, 2009) que se genera por una pobre
dimerizacion del homodimero de TIM, como el efecto de ciertas mutaciones encontradas en

un grupo de pacientes con deficiencia de TIM.
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Mutaciones de la TIM y la deficiencia catalitica

Al estudiar las deficiencias de TIM, se observo que las mutaciones no estan restringidas a un
dominio 6 regién especifica de la enzima. Los residuos mutados que estan acoplados con el
sitio de unién al sustrato manifestaron un decremento en la actividad, mientras que
aquellos que interactiian con la interfase del dimero mostraron una inestabilidad molecular

de la TIM ante el efecto de temperatura (Orosz, et al, 2009).

Las mutantes: Cys41Tyr, Gly72Ala, Ile170Val, Val231Met y Phe240Leu fueron sugeridas
como aquellas que podian interactuar con el sitio activo (Schneider, 2000). Por otro lado,
las mutantes Cys41Tyr, Ala62Asp, Gly72Ala, Glu104Asp y Val231Met se propusieron como
aquellas que podrian tener influencia sobre la interfase del dimero. Las mutantes
Glu104Asp y Gly72Ala presentaron una gran inestabilidad y un decremento de la actividad.
En cambio, las mutaciones de Cys41Tyr y Val231Met presentaron una influencia notable
sobre el sitio activo y la interfase. No hay estudios reportados para el caso de Ala62Asp. Los
estudios de termolabilidad en las mutantes Phe240Leu e ILE170Val (Orosz et al., 2001) y
Gly122Arg (Perry, et al., 1992) no sugirieron que hubiera efecto sobre la interfase del
dimero, pero si una moderada reduccién en la actividad de TIM. Estas ultimas mutantes no
generan sintomas neuroldgicos, pero si aumentan la termolabilidad del dimero (Orosz et al.
2009). A partir de estas observaciones se sugirié que las mutaciones estructurales de los
residuos de interfase juegan un papel mdas importante que las del sitio catalitico en las
manifestaciones clinicas en la deficiencia de TIM (Orosz et al. 2009). La influencia negativa
observada en la actividad catalitica de la enzima, en pacientes con deficiencia de TIM, no
parece ser la consecuencia fatal de este padecimiento, si la estructura cuaternaria de la
proteina es estable, ya que, a pesar de la baja actividad de TIM detectada en los pacientes, la
catalisis enzimatica es suficiente para asegurar un flujo glucolitico normal (Olah et al., 2005
y Schuster et al., 1995). Sin embargo, cabe sefialar que el equilibrio entre G3P y DHAP no se
alcanza en los eritrocitos con TIM mutantes, lo cual genera una elevada concentracion de
DHAP en todos los casos (Olah et al, 2005) y, muy probablemente, la formacién de

agregados proteicos toxicos en el tejido cerebral (Orosz et al., 2009).
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Mutacion E104D

La mutacion mas frecuente de TIM, y la que presenta los sintomas mas severos, esta en la
posicién 104 (Figura 9), la cual involucra un cambio conservativo de acido glutamico por
acido aspartico. La enzima con esta mutacion exhibe una actividad catalitica normal, pero
presenta una dimerizacion deficiente, baja termoestabilidad y monomeriza bajo
condiciones en las cuales la proteina nativa mantiene su forma dimérica (Rodriguez et al.,
2008). Al analizar la estructura de los dimeros de TIM, se observa que el residuo en la
posicion 104 es parte de una cavidad interna, que posee una red conservada de moléculas
de agua, que conecta ambas subunidades. Al estudiar la estructura cristalografica de la
mutante E104D, se observa una interrupcién de los contactos que hay entre los
aminodacidos de la cadena lateral en la cavidad, lo cual ocasiona una perturbacién de la red

de aguas, debilitando la unién de los dos monomeros (Rodriguez-Almazan et al., 2008).

Figura 9. TIM de humano, en esferas (verde y lila) se observa el amino dcido en la posicion 104.

AGREGACION DE LA TIM

Como se ha revisado en secciones anteriores, resulta muy interesante que en pacientes con
Alzheimer se han encontrado depdsitos de agregados de TIMs nitrificadas (Guix et al,

2009). Ademas, estd el hecho de que existe una similitud considerable entre el péptido
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amiloide y una region especifica en varias secuencias de TIM, resaltando el fragmento 175 -
213 de la TIM de E. coli y su capacidad por formar fibras tipo amiloides. Por otra parte, en
pacientes con deficiencia de TIM la enzima ejerce una actividad catalitica defectuosa debido
a un plegamiento incorrecto de las enzimas mutantes, siendo la “capacidad para agregarse”
la principal razén de estos efectos negativos. Estos antecedentes permiten plantear un
panorama general en el que 1)las variantes puntuales de TIM son proclives a monomerizar
y a su vez el péptido parcialmente desplegado es capaz de interaccionar con otras proteinas
mediante un mecanismo estructural que actualmente no ha sido dilucidado, 2)la
acumulacion de productos finales de glicosilacién avanzada (AGEs) y las especies reactivas
de oxigeno (ERO) se acumulan y afectan la integridad del tejido y 3)la agregacién de TIM
esta correlacionada con una mayor expresion de la oxido nitrico sintasa, el aumento de
poderosas especies como el peroxinitrito y la presencia del péptido B-amiloide (figura 10)

(Orosz et al, 2009; Guix et al., 2009).
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Figura 10. Esquema de la agregacion de proteinas por deficiencia de TIM (Modificado de Orosz et al, 2009) AGEs

(productos de glicosilacién avanzada).
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Por otra parte, al estudiar por inmunoreactividad la presencia del pBA en paredes
vasculares del hipocampo de cerdos recién nacidos, se han identificado, con los mismos
anticuerpos anti-pBA, a agregados de la TIM de Sus crofa, la cual, en una regién de su
secuencia en el extremo amino terminal, comparte una similitud del 23% con el pBA. Esto

sugiere su acumulacion por agregacion tipo amiloide (Kusaka et al, 2007).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La TIM es una proteina que estd presente en todos los organismos y una de las mas
estudiadas. Actualmente se cuenta con informacion sobre su filogenia, mecanismo
catalitico, estructura tridimensional, biofisica de su estabilidad y su mecanismo de
plegamiento, sin embargo, no hay un conocimiento claro sobre su capacidad para formar
agregados oligoméricos. Recientemente se han detectado agregados de TIM en pacientes
con Alzheimer, en tejido de hipocampo de S. scrofa domesticus y en ratones transgénicos
capaces de expresar la proteina precursora amiloide. Estos estudios han demostrado que
los agregados de TIM son dependientes de la presencia del pBA. Por otro lado, se sugiere
que estas TIMs se agregan en estructuras tipo amiloide debido a su similitud con el pf3A, lo
cual fue demostrado para un péptido de 40aa de EcTIM. Por lo tanto, el estudio de los
agregados de distintas especies de TIM y sus caracteristicas, ampliaria el conocimiento
sobre la agregacion de esta proteina y su influencia en enfermedades conformacionales

como Alzheimer y la Deficiencia de TIM.

ANTECEDENTES

Recientemente se reporté que la TIM de humano (HsTIM) es capaz de formar complejos
oligoméricos con un peso molecular aparente de 1 a 1.4 Mega Daltones. Esto significaria
que la HsTIM es capaz de formar complejos oligoméricos de alto peso molecular. Estos

complejos son estables, ya que resisten la accion de ciertos detergentes como Tritén X-100,
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Brij y saponina; sin embargo, en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0.1% los
agregados se disocian (figura 11). Los analisis reportados fueron realizados utilizando la
técnica de electroforesis nativa en geles azules de poliacrilamida (BN-PAGE) (Swamy et al,

2009).
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Figura 11. Andlisis de TIM recombinante por BN-PAGE. En 1, HsTIM + SDS 0.1%; 2, control de peso molecular
ferritina; 3, HSTIM + Tritén X 100 0.1%; 4, HsTIM + Tritén X 100 1%; 5, HsTIM + Brij 96 0.5%, 6, HsTIM +
Saponina 1%. El andlisis se realizé en un gel de acrilamida con un gradiente de 4-9% (Modificado de Swamy et
al, 2009).

La electroforesis nativa en geles azules de poliacrilamida es una técnica que puede brindar
informacion valiosa acerca de la capacidad de agregacion de la TIM de humano y otras
especies, ademds de poder ayudar a analizar su estabilidad frente la acciéon de detergentes

ionicos (SDS) y no idnicos (Triton X-100, dodecil-B D-maltosido y digitonina).
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HIPOTESIS

La TIM de humano mutante E104D y las TIMs nativas de otras especies presentan

conformaciones oligoméricas de alto peso molecular con distintas caracteristicas mediante

el analisis por BN-PAGE.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar los perfiles de agregacion de HsTIM, su mutante E104D y las de otras especies:
Entamoeba histolytica (Eh), Giardia lamblia (Gl), Leishmania mexicana (Lm), Plasmodium
falciparum (Pf), Saccharomyces cerevisiae (Sc), Taenia solium (Ts), Trypanosoma brucei (Tb)

y Trypanosoma cruzi (Tc), por BN-PAGE.

Objetivos particulares:

e Expresar y purificar las enzimas recombinantes de HsTIM, HsTIM E104D, EhTIM,
GITIM, LmTIM, PfTIM, ScTIM, TsTIM, TbTIM y TcTIM.

e Estandarizar la técnica BN-PAGE para el andlisis de las distintas TIMs.
® (aracterizar cada una de las TIMs purificadas con base en su perfil electroforético.

e Evaluar la estabilidad de los agregados formados por cada una de las enzimas ante el

efecto de detergentes no idnicos y cambios de temperatura
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A continuacién se presenta la estrategia con las técnicas necesarias para obtener, preparar
y analizar las proteinas recombinantes.

Cultivo de células

Sobrexpresi6n con IPTG Cosecha de células Lisis celular

Precipitacion fraccionada Dialisis

Sepracion(es) cromatografica(s) SDS-PAGE Precipitacion
L_ . =1 .

&

Dialisis Concentracién Actividad especifica Preparacion de muestra
—_—

+ Detergente l I < L‘I k

+ Azul de Coomassie

Preparacion del gel con gradiente

Carga de muestras

BN-PAGE Tincién Densitometria del gel
Citodo == 4 i “ *b
U rt;? —d <= x W =
ce i | = Anado \$

-
——— e ——

na

Figura 12. Esquema de la estrategia experimental para la sobreexpresion, purificacién, andlisis de actividad,
determinacion del perfil de agregacion y el andlisis por densitometria de los geles para cada TIM. IPTG: isopropil-

B-D-1-tiogalactopiranésido; SDS-PAGE: Electroforesis en gel de acrilamida con SDS.
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MATERIALES Y METODOS

SOBREEXPRESION DE LA TIM

Para el presente trabajo se realiz6 la sobreexpresion de nueve TIMs silvestres de distintas

especies y una mutante de humano. Todas las proteinas fueron clonadas en células

competentes de E. coli DH5a y sobreexpresadas en células de E. coli BL21 DE3 pLys S

mediante distintos plasmidos (p. ej. pET-3, pRSET y pKK). El inductor usado para la

sobreexpresién de todas las TIMs fue isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), un

analogo de lactosa. A continuacidon se describe un protocolo general para la sobreexpresion

de las TIMs recombinantes (figura 13) a partir de las células transformadas y almacenadas

en glicerol al 8% a -7

0°C.

1. Aislar una unidad formadora de colonia (UFC) de
las células clonadas mediante estria cruzada en caja
petri con LB-agar y ampicilina (100 pg/mL)
incubando a 37 °C por 12 horas.

J

v

-

2. Picar una UFC para inocular un precultivo de 20
mL de medio LB con ampicilinaa 100 ug/mL e
incubar a 37 °C por 12 horas.

¥

3. Con 3 mL del precultivo inocular de 1 a 3 litros de

medio de cultivo LB o TB con ampicilina (100 ug/mL)

e incubar a 37 °C hasta alcanzar una densidad 6ptica
de 0.6 para LBy 0.8 para TB a 600 nm.

v

s

4. Adicionar IPTG necesario para una concentracion
final de 1 mM e incubar a 30 6 37 °C.

~N

v

5. Centrifugar las células a 6000 rpm (JA10 Beckman
Coulter) durante 15 minutos, desechar el
sobrenadante y almacenar a -70 °C.

Figura 13. Método de sobreexpresién
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ENSAYO DE SOBREXPRESION

Estos experimentos (figura 14) fueron realizados con el fin de determinar el tiempo y la

temperatura 6ptima para la sobreexpresion de algunas TIMs.

~
1. En un matraz de 1 L inocular 250 mL de medio LB
con las células clonadas y agregar ampicilina a 100
pg/mL.
- J
v
s N
2.Incubar a 37 °C hasta alcanzar una densidad 6ptica
de 0.6 a 600 nm.
\ J
v
s N
3. Dispensar 20 mL del cultivo de células en 8
matraces, separandolos en dos grupos de 4.

v

4. Al primer grupo adicionar el IPTG necesario para
una concentracion final de 0.5 mM y del mismo modo
para el segundo grupo la cantidad necesaria para 1
mM.

\

5.Incubar (12 horas) los matraces 1, 2,3y 4 de
ambos grupos a 15, 20, 30 y 37 °C respectivamente.

v

6. Tomar 5mL de cada cultivo y centrifugar a 12000
rpm (JA25 Beckman Coulter) durante 15 min.

v

7. Retirar el sobrenadante y adicionar 0.5 mL de la
solucién de lisis (segin corresponda) para la TIM
sobreexpresada.

v

8. Lisar las células mediante el sonicador (Sonifier
450 Branson) y centrifugar a 14000 rpm (JA 25
Beckman Coulter) durante 15 minutos.

\ J
v
9. Analizar el sobrenadante mediante SDS-PAGE.

Figura 14. Método para el estudio del perfil de sobreexpresion de la TIM
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PURIFICACION DE LA TIM

Para la purificacién de todas las TIMs se emplearon diferentes técnicas cromatograficas
debido a las diferentes caracteristicas de las construcciones de las TIMs recombinantes.
Todas las purificaciones se realizaron con un equipo AKTA purifier (GE Life Sciences) y con
6 tipos de resinas cromatograficas. A partir de la secuencia de aminoacidos de las TIMs, se
obtuvieron algunos parametros fisicoquimicos con ayuda del programa “Protparam”

disponible en el servidor Expasy proteomic server (http://www.expasy.ch/tools/).

Método de purificacion para HsTIM, HsTIM E104D, GITIM y TsTIM

Estas TIMs fueron previamente clonadas en el vector pET y pRSET el cual cuenta con un
sitio de fusion en el extremo carboxilo de la TIM con un péptido de 6 histidinas. Esta
etiqueta de hexahistidinas presenta una gran afinidad por el ion niquel debido a la
capacidad de este aminoacido por coordinar iones metdlicos divalentes, por lo que fueron
purificadas con una resina de cromatografia de afinidad por ion metalico (IMAC) de
sefarosa-niquel y aplicando un gradiente de 50 a 500 mM de imidazol. La columna fue una

HisTrap FF 5 mL con tamafio de particula de 90 um.

Una vez purificada, la TIM se digiere para eliminar el péptido de poli-histidina fusionado.
Esto se logra gracias a que contiene el sitio de corte AspAspAspLys, que reconoce la
proteasa enterocinasa del virus del mosaico del tabaco (rTEV). Para el presente trabajo la
proteasa rTEV también fue purificada mediante cromatografia de afinidad (figura 15). La
TsTIM fue la tnica TIM que no pudo ser digerida, ya que no presenta el sitio de corte para

Ir'TEV.
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4 ] )
1. Las células almacenadas a -70 °C son
resuspendidas en la solucion de lisis-IMAC (anexo A)
en una proporcion de 20 mL de solucién por 1 L de
L cultivo. )
v
2. Se lisan con sonicador mediante 10 ciclos de 35
segundos cada uno y con intervalos de 1 minuto.
Mantener la muestra a baja temperatura.

\- J
v
e N
3. Se centrifuga la muestra a 45000 rpm (Type 60Ti
Beckman Coulter) por 1 hora.

\ J

]

\_

4. Se equilibra la columna con 10 volimenes de
columna (VC) de la solucién de eluciéon A-IMAC
(anexo A) y se carga el sobrenadante de la muestra
centrifugada a un flujo de 4mL/min. Se lava con A-
IMAC hasta que la conductividad sea estable.

J

¥

5. Se realiza un gradiente de 10 VC de 0% de la
solucién de elucién A-His a 100% de la solucién B-
IMAC (anexo A), se colectan fracciones de 4 mL y se

analizan por SDS-PAGE.

- /

)’

e A
6. Se toman las fracciones enriquecidas con TIM y se
dializan contra una solucién de digestién (anexo A).

N\ J

v

4 N

7.Se mezclan la TIM y la rTEV en una relacién de 25
mg de TIM por 1 mg de rTEV y se incuban a 30 °C
durante 12 horas.

- J

v
8. Se equilibra la columna con la solucién de elucién
A-IMAC Yy se pasa la muestra digerida con rTEV a un
flujo de 4 mL/min. Se colecta a la TIM libre de poli-
histidina.
- J
v

s N
9. Se precipita la TIM con sulfato de amonio al 70% y

se almacena a 4 °C.

N J

Figura 15. Purificacion por cromatografia de afinidad. (Modificado de Rodriguez-Almazdn et al, 2008; Jiménez

etal, 2000)
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Método de purificacion para EhTIM, PfTIM y ScTIM

Para la purificacién de estas proteinas se realizaron precipitaciones fraccionadas con

sulfato de amonio (figura 16) con el fin de reducir el nimero de proteinas no deseadas.

~N

1. Las células almacenadas a -70 °C se resuspenden
en la solucion lisis-IEX (anexo B) en una proporcién
de 20 mL de solucidén por 1 L de cultivo.

- J
v
2. Se repiten los pasos 2 y 3 de la figura 15.
v
e N

3. Se precipita el sobrenadante con sulfato al 60% y
se agita durante 4 horas.

v

4. Se centrifuga la muestra a 14000 rpm (JA25
Beckman coulter) durante 30 min a 4 °C.

\

5. Se desecha el precipitado y se adiciona la cantidad
necesaria de sulfato de amonio para llevar la
concentracion al 90% y se agita por 12 horas.

- J

v

e N

6. Se repite 4 y se almacena el precipitado a 4 °C.

Figura 16. Preparacion de muestra mediante precipitaciones fraccionadas con sulfato de amonio (Landa et al,

1997; Velanker et al,, 1997; Vdzquez-Contreras et al, 2000)

Una vez realizada la precipitacion fraccionada se realizaron dos separaciones
cromatograficas: la primera fue cromatografia de intercambio inoico (IEX) (figura 17) con
una columna Source 15Q con una matriz de poliestireno que contiene un ligando de amonio
cuaternario y la segunda una cromatografia de exclusion molecular (SEC) (figura 18) con
una columna Sephacryl S-300 HR, columna: XK 16/70 (GE lifesciences) matriz de dextran y

N-metil bisacrilamida con un tamafio de particula promedio de 25 a 75 um
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-

1. La muestra fraccionada con sulfato de amonio se
resuspende en la solucién de elucién A-IEX (anexo B)
y se dializa contra la misma solucidn.

~N

J

v

.

2. Se equilibra la columna con la solucién de elucién
A-IEX y se carga la muestra a 4 mL/min hasta que la
sefial de la conductividad no cambie.

v

3. Serealiza un gradiente de 15 VC, partiendo de 0%
de la solucién de elucién A-IEX a 100% de la solucion
B-IEX (anexo B) a un flujo de 4 mL/min.

J

v

4. Se colectan fracciones de 4 mL y se analizan por
SDS-PAGE.

~N

¥

-

5. Se mezclan las fracciones enriquecidas con la TIM y
se dializan contra una solucién de elucién A-SEC.
(Anexo B).

J

Figura 17. Purificacién por cromatografia de intercambio anidnico fuerte (modificado de: Landa et al.,, 1997;

Velanker et al, 1997; Vdzquez-Contreras et al,, 2000)

1. Se lava la columna con la solucién de elucién A-SEC
(anexo B) y se carga la muestra dializada a un flujo de
1 mL/min.
- J
v
2. Se realiza la separacion cromatografica aplicando
un flujo continuo de 2 mL/min con la solucién de
elucién A-SEC (anexo B).
- J
v
4 N\
3. Se colectan fracciones de 1 mL y se analizan por
L SDS-PAGE. )

v
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4. Se mezclan las fracciones enriquecidas y se
precipitan con sulfato de amonio al 70%. Se
centrifuga a 14000 rpm (JA25 Beckman Coulter) y se
guarda el precipitado a 4 °C.

Figura 18. Purificacién por cromatografia en gel. (Modificado de: Landa et al, 1997; Velanker et al,, 1997;
Vdzquez-Contreras et al, 2000)

Método de purificacion para LmTIM

Antes de realizar la separaciéon cromatografica de esta proteina la muestra fue fraccionada
adicionando sulfato de amonio y centrifugando (figura 19) para eliminar otras proteinas.
Posteriormente se realizé una separacion cromatografica IEX con una resina DEAE Sephacel

compuesta por perlas de celulosa (figura 20).

N

1. Las células almacenadas a -70 °C se resuspenden
en la solucion lisis-DEAE (anexo C) en una
proporcién de 20 mL de solucién por 1 L de cultivo.

- J
v
2. Se repiten los pasos 2 y 3 de la figura 15.
v
s N

3. Se precipita el sobrenadante con sulfato de
amonio al 70% y se agita durante 4 horas.

]

4. Se centrifuga la muestra precipitada a 14000 rpm
(JA25 Beckman Coulter) durante 30 min a 4 °C. Se
desecha el precipitado.

- J
v
4 )
5. Se adiciona la cantidad necesaria de sulfato de
amonio para llevar la concentracién al 90% y se
agita por 12 horas.

\

[ 6. Se repite el paso 4 y se almacena a 4 °C. ]

Figura 19. Preparacion de muestra mediante precipitaciones fraccionadas con sulfato de amonio (Kohl et al,

1993)
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N

1. Se equilibra la columna con 10 VC de la solucion
de elucion DEAE (anexo C) y se carga la muestra
dializada a un flujo de 1 mL/min hasta que la sefial
de la conductividad sea estable

¥

2. Se realiza la separacion cromatografica aplicando
un flujo continuo de 1 mL/mL con la solucién de
elucién LmTIM (anexo C).

- J
v
e N
3. Se colectan fracciones de 1 mL y se analizan por
SDS-PAGE.
. J
v

4. Se mezclan las fracciones enriquecidas y se
precipitan con sulfato de amonio al 70%. Se
centrifugan a 14000 rpm (JA25 Beckman Coulter) y
se almacena el precipitado a 4 °C.

Figura 20. Purificacion por cromatografia de intercambio aniénico débil (Kohl et al., 1993)

Método de purificacion de TbTIM y TcTIM

Las proteinas se purificaron mediante dos separaciones cromatograficas (figuras 21y 22).

La primera fue una cromatografia [IEX mediante una resina SP-Sepharose con una base de

perlas de agarosa entrecruzadas con un diametro promedio de 45 a 165 pm y la segunda

una cromatografia de interacciéon hidrofébica en una columna empacada con Butyl

Toyopearl 650M.
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1. TbTIM Las células almacenadas a -70 °C se
resuspenden en la soluciéon de lisis-TbTIM (anexo D)
en una proporcion de 20 mL de soluciéon por 1 L de
cultivo.

v

1. TcTIM Las células almacenadas a -70 °C se
resuspenden en la solucidn de lisis-TcTIM (anexo D)
en una proporcion de 20 mL de solucién por 1 L de
cultivo.

v

v

[ 2. Se repiten los pasos 2 y 3 de la figura 14. ]

¥

elucion A-CIEX (anexo D).

[ 3. Se equilibra columna con 10 VC de la solucién de }

\

v

’

4. TbTIM Se diluye el sobrenadante en una
proporcion 1:10 con la solucién de eluciéon A-CIEX y
se carga la muestra a un flujo de 3 mL/min hasta que

4. TcTIM Se carga el sobrenadante a un flujo de 3
mL/min hasta que la sefial de la conductividad sea

estable.
la sefial de la conductividad sea estable
v ¥
v
5. Se realiza un gradiente de 10 volimenes de
columna, partiendo de 0% de la soluciéon de elucion
A-CIEX a 100% de la solucion de elucién B-CIEX
(anexo D) a un flujo de 4 mL/min.
/
v
e ™
6. Se colectan fracciones de 4 mL y se analizan por
electroforesis en gel desnaturalizante.
. J
v
7. Se precipita la TIM con sulfato de amonio al 70%,
se centrifuga a 14000 rpm (JA25 Beckman Coulter) y
se almacena el precipitado a 4 °C.
- J

Figura 21. Purificacién por cromatografia de intercambio catiénico (Borchert et al, 1993; Ostoa-Saloma et al.,

1997)
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1. Se resuspende el precipitado con la solucion de
elucién A-HIC y se adiciona la cantidad necesaria de
sulfato de amonio para una concentracién de 2.2 M.

- J
v

2. Se equilibra la columna con 10 VC de la solucién de
elucion B-HIC (anexo D)
S J

\

4 N
3. Se carga la muestra en la columna a un flujo de 3
mL/min y se lava con la solucién de eluciéon B-HIC

hasta que la sefial de la conductividad sea estable.

]

~

4. Se realiza un gradiente de 10 volimenes de h
columna, partiendo de 0% de la solucién de elucién
B-HIC a 100% de la solucidon de elucidon A-HIC a un
_ fluio de 4 mL/min (anexo D). )
\

e N
5. Se colectan fracciones de 4 mL y se analizan por
electroforesis en gel desnaturalizante.

\ J

v

6. Se precipita la TIM con sulfato de amonio al 70%,
se centrifuga a 14000 rpm (JA25 Beckman Coulter) y

se almacena el precipitado a 4 °C.
\_ J

Figura 22. Purificacién por cromatografia de interaccién hidrofébica (Borchert et al, 1993; Ostoa-Saloma et al,

1997)

ANALISIS POR SDS-PAGE
Preparacion del gel de acrilamida
Las diferentes etapas de purificacién de las TIMs se monitorearon mediante SDS-PAGE. La
metodologia para este analisis es la descrita por Von Jagow y Schagger (1994) “A practical

guide to membrane protein purification”. La preparacién de los geles (figura 23) se realizé

con los instrumentos del kit MINIPROTEAN (BIORAD).
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1. Se monta el sistema para obtener un gel de 1.5 cm
de espesor y se verifica que el sistema no presente
fugas.

\

2. Se preparan por separado dos soluciones de
acrilamida al 4% y al 12% (anexo E).

v

3. Se coloca la solucion de acrilamida al 12% entre
los vidrios de soporte y se adicionan 500 pL de agua.
Se deja polimerizar por 1 hora a temperatura
ambiente.

- J
v

4. Se retira el exceso de agua y adicionar la solucidon
de acrilamida al 4% (gel concentrador)y se coloca el
molde tipo peine para obtener los pozos de muestra.
Se deja polimerizar por 1 hora a temperatura
ambiente.

- )

Figura 23. Preparacion de los geles de SDS-PAGE.

Preparacion de las muestras

Para realizar el andlisis por SDS-PAGE, las muestras preparadas (figura 24) tenian una
concentracion de, al menos, 1 mg/mL. Por tal motivo, para cada analisis se colocaron en

cada pozo 10 o 30 pg de proteina total en un volumen de 10 o 30 uL.

1. Se coloca la muestra en un tubo de 500pL.
v
s N

2. Se adicionan 5uL de la soluciéon de bromofenol para
muestra (anexo E).

3

3. Se mezclan con micropipeta la muestra y el colorante.

|\ J
v
4 N\
4. Se calientan las muestras a 95 °C durante 5
L minutos. )

Figura 24. Preparacion de las muestras
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Separacion electroforética (SDS-PAGE)

La separacion electroforética (figura 25) se realizé a temperatura ambiente y monitoreando

la migracion del frente electroforético.

Tincion del gel

s N
1. Se monta el gel de poliacrilamida al 12% en la
camara de electroforesis.

\ J
v
4 I
2. Se coloca en la cAmara interior la soluciéon
amortiguadora de pH para catodo (anexo E) y se
retira el molde tipo peine.

- J
v
s N
3. Se coloca por la parte exterior la solucidon
amortiguadora para anodo (anexo E).

\ J
v
4. Se tapa la camara y se conecta a la fuente de poder.

v
( )
5. Se aplica un potencial eléctrico de 50 volts durante
20 minutos.

\ J
v

N
6. Se aplican 150 volts hasta finalizar la separacién
(no permitir que el frente de bromofenol salga del
gel).
- J

Figura 25. Separacion electroforética SDS-PAGE.

Al terminar la separacion de las muestras, las bandas resueltas en el gel fueron reveladas

(figura 26) mediante la tincién con azul de Coomassie G-250. Los geles se analizaron por

densitometria.

s N
1. Se retiran cuidadosamente los vidrios que protegen
al gel.

N J
v
e N
2. Se coloca el gel en un recipiente con solucion
fijadora (anexo E) y se agita por 15 minutos.

\ J
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\/

3. Se retira la solucién fijadora y se adiciona la
solucién de tincién (anexo E); se agita por 1 hora.

v

4. Se retira la solucidén de tincion y se deja desteiiir el
gel en una solucidn de acido acético al 10%. Se agitay

se cambia la solucién constantemente.
- J
Figura 26. Tincién del gel de acrilamida

ANALISIS POR BN-PAGE
El método de analisis se establecio en base a lo descrito por Von Jagow y Schagger (1994).

Preparacion de las muestras

Las muestras fueron preparadas en condiciones de baja temperatura (figura 27).

1. La TIM precipitada en sulfato de amonio se )
resuspende y se dializa con la solucién de TEA 100
mM pH 7.45y EDTA 10 mM.

- J
v
s N
2. En un tubo de 500 pL se agrega 1 pL de solucion
para muestra de Coomassie Serva (anexo F).
\ J
v
e N
3. Se adiciona el volumen de muestra necesario para
analizar 10 pg de proteina total (1 mg/mL)
\ J
v
4 )
4. Si se va a analizar a la TIM en presencia de algin
detergente, se adiciona el detergente necesario para
obtener la concentracién deseada (p. €j. 0.5 6 1%).
v
e N
5. Se aforan las muestras a un volumen definido con
la solucion de TEA y se mantienen en hielo.

Figura 27. Preparacion de las muestras
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Preparacion del gel de acrilamida con gradiente

Los geles empleados para la separacion electroforética bajo condiciones nativas, se
prepararon con un gradiente de bis-acrilamida del 4 a 12% y del 4 al 15% (figura 28). Los
vidrios empleados para los geles nativos fueron los disefiados para la camara

MINIPROTEAN (BIORAD)

-
1. Se monta el sistema para obtener un gel de 15 cm
de espesor y se verifica que el sistema no presente
fugas.
- J
v
2. Se preparan tres soluciones de acrilamida al 4%
sin glicerol, al 4% con glicerol y al 12% 6 15% (anexo
F).
- J

\/

3. Se coloca un formador de gradientes a una altura
de 20 cm. Se fija la manguera de salida entre los
vidrios de soporte.

v

[ 4. Se vierte en el formador de gradientes las }
4 )

soluciones de acrilamida al 12 y 4% (con glicerol) en
los pozos de alta y baja concentracién
respectivamente.

\

5. Se abre la llave que comunica los pozos del
formador de gradientes y la llave de salida para
permitir la formacion del gradiente entre los vidrios
de soporte.

v

. J

6. Se agrega la solucion de acrilamida al 4% (gel
concentrador) para obtener el gel concentrador en la

parte superior del gel.
N J

\/

[ 7. Se coloca el molde tipo peine y se deja polimerizar }

por una hora a 4 °C.

Figura 28. Preparacion del gel de poliacrilamida con gradiente
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Separacion electroforética (BN-PAGE)

La separacion electroforética (figura 29) se realizé en cuarto frio (6 °C) y monitoreando la

migracion del frente electroforético.

N
1. Se monta el gel de poliacrilamida en la camara de

electroforesis.

\

N
[ 2.Se coloca en la camara interior la solucion

amortiguadora de pH para catodo (anexo F) y se
retira el molde tipo peine.

v

3. Se coloca por la parte exterior la solucién
amortiguadora para anédo (anexo F).

J
v
4. Se tapa la cAmara y se conecta a la fuente de poder.
v
( )
5. Se aplica un potencial eléctrico de 75 volts durante
60 minutos.
(. J
v
e N
6. Se aplican 250 volts hasta finalizar la separacién
con un limite de corriente de 15 mA.

Figura 29. Separacién electroforética BN-PAGE.

Tincion

La técnica de tincién fue la misma que en el caso de los geles obtenidos por SDS-PAGE

(figura 26).
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Determinacion de la actividad especifica de TIM

La integridad de las TIMs se confirm6 determinando la actividad especifica de cada TIM
purificada al medir a 25 °C la conversiéon de G3P a DHAP mediante la enzima acoplada o-
glicerol fosfato deshidrogenasa (a«GDH). La oxidacion de NADH fue monitoreada a 340nm.
La mezcla de reaccion fue trietanolamina (TEA) 100 mM pH 7.4, Aacido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 10 mM, gliceraldehido 3-fosfato (G3P), NADH 0.2 mM y
20 mg/mL de a-GDH (Garcia-Torres et al., 2011). La reaccidn se inicié con la adiciéon de 5

ng/mL de la TIM en la mezcla de reaccion con un volumen final de 1 mL.

0

0
N

1 0 ( -
‘ s v P
’ O \;\ —— ]..‘ " .'/‘ O/
vV o— ) , 9
OH ™ G.GDH

G3¥P DHAP Ghoerol- 3 fodato

Figura 30. Reaccién acoplada para medir la actividad de TIM.
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RESULTADOS

PURIFICACION DE LAS TIMs

Analisis por SDS-PAGE

Cada una de las TIMs se sobreexpresé y se purificé de acuerdo a la metodologia descrita,
obteniendo un rendimiento de 5 a 30 mg de proteina por litro de cultivo. Los ensayos de
sobreexpresiéon realizados (no presentados en esta tesis) demostraron que la
sobreexpresion de las TIMs recombinantes se logra cuando las células en presencia de IPTG
se incuban a una temperatura de 30 6 37 °C durante 12 horas. Las 10 TIMs purificadas se
analizaron por SDS-PAGE y en todas se observd la presencia del mondomero. El peso
estimado fue de 27 kDa para todas excepto para TsTIM cuyo peso molecular estimado fue

de 28 kDa debido a la etiqueta de hexahistidinas no cortada (figura 31).

kDa -
116 u—w 1 HsTIM
66 .- 2 HsTIM E104D

8 9 10 3 LmTIM

"”iiululul
31 - 5 PfTIM
.*‘ — 6 ScTIM

21.5
7 ThTIM
144 8 TcTIM
9 TsTIM
10 EhTIM

Figura 31. SDS PAGE de las TIMs purificadas mediante diferentes técnicas cromatogrdficas. Carril con EhnTIM
(10) determinado en otro gel.
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CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y ACTIVIDAD CATALITICA DE LAS TIMs

La actividad catalitica de las TIMs se determind indirectamente por la reaccién acoplada
con la enzima a-glicerol 3 fosfato deshidrogenasa y la oxidacion de NADH. También se
infirieron algunos parametros fisicoquimicos de las TIMs purificadas empleando el
software disponible en la direcciéon de internet: http://web.expasy.org/protparam; los

datos obtenidos se enlistan en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas y actividades especificas (5 mM de sustrato) de las TIMs purificadas.

; PESO ACTIVIDAD
NUMERO PUNTO .
Organismo MOLECULAR ; ESPECIFICA
DE AA ISOELECTRICO
(kDa) (umol/min/pg)
Entamoeba histolytica 261 27.930 5.89 2721
Giardia lamblia 257 27.850 7.01 4084
Homo sapiens 249 26.670 6.45 3908
Homo sapiens E104D 249 26.650 6.44 2968
Leishmania mexicana 251 27.170 8.28 4125
Plasmodium falciparum 248 27.930 6.01 568
Saccharomyces cerevisiae 248 26.790 5.74 3429
Taenia solium 250 27.160 6.6 3920
Trypanosoma brucei 250 26.820 9.08 1922
Trypanosoma cruzi 251 27.320 8.64 2775

La composicion de las TIMs va de 248 aa para PfTIM y ScTIM, hasta 261 aminoacidos para
EhTIM, mientras que los valores de punto isoeléctrico van de 5.74 para ScTIM a 9.08 para
TbTIM. Todas las TIMs presentaron actividad catalitica una vez purificadas, aunque la
PfTIM presentd la actividad especifica mas baja (568 pmol/min/mg), lo cual se comprobd

en dos lotes distintos.
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ANALISIS BIOINFORMATICO

Alineamientos de las secuencias de las TIMs y las regiones ATIMs

Las secuencias de las 9 TIMs fueron alineadas usando el software Clustal W disponible en la
direccion de internet: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ (HsTIM E104D no se
aline6 ya que sélo es una mutacion puntual); los porcentajes de similitud entre las
secuencias de TIM se muestran en la tabla 2 (seccidn superior izquierda), mientras que en
la misma tabla se observan los alineamientos entre las regiones ATIM de las 9 especies
(seccion inferior derecha). Las TIMs que comparten mayor similitud son las de los
tripanosomatidos (mayores a 68%), mientras que las TIMs de P. falciparum y S. cerevisiae
son las secuencias menos similares (40%). La TIM de E. coli cuenta con una region del aa
175 al 213 (con una estructural tipo hélice a, giro y hoja ) con una similitud del 20% con
respecto a la secuencia del pBA. Ya que esta regidon es capaz de formar fibras amiloides
(Contreras et al,, 1999), realizamos los alineamientos entre las regiones ATIM de cada
especie para determinar si existe una correlacién entre similitud y estado de agregacidn.
Para definir la regién ATIM de cada proteina, se realiz6 un alineamiento multiple (datos no
mostrados) con la region ATIM de E. coli y las secuencias completas de las 9 TIMs. Entre los
alineamientos de las regiones ATIM, las de mayor similitud también son las de los
tripanosomatidos (mayores a 75%), ademas, E. histolytica, H. sapiens y L. mexicana
comparten una considerable similitud (65%), por otro lado, las de menor similitud son las
regiones ATIM de S. cerevisiae y T. solium (40%) y las de S. cerevisiae y E. histolytica (43%)
(Tabla 2).
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Tabla 2. Valores de similitud entre las secuencias de las TIMs de E. histolytica (EhTIM), G. lamblia (GITIM), H.
sapiens (HsTIM), L. mexicana (LmTIM), P. falciparum (PfTIM), S. cerevisiae (ScTIM), T. solium (TsTIM), T. brucei
(TbTIM) y T. cruzi (TcTIM).

‘15 TbTIM LmTIM HsTIM TsTIM GITIM ScTIM EhTIM PfTIM
TcTIM BYRYIRCEY/M 50% 48% 45% 45% 44% 41%

PfTIM 41% 44% 42% 41% 43% 40% 43% LmTIM
EhTIM 42%  51% 48% 47% 43% 42% 58% HsTIM

ScTIM  49%  45% 52% 50% 47% 58% 58% 55% TsTIM
GITIM 45% 46% 44% 48% 50% 55% 58% 50% GITIM
TsTIM 46% 45% = 59% 48% 40% 45% 50% 58%  ScTIM
HsTIM 51% 49% 43%  53% = 55% 58% EhTIM

LmTIM BRI 55% 53% 48% PfTIM
58% 53% 53% 55% TcTIM
PfTIM EhTIM ScTIM GITIM TsTIM HsTIM LmTIM TbTIM F:y 4§00 ES

55% 55%

| 40-449% | 45-499%] 50-54% 65-78%

Alineamientos entre las secuencias de las regiones ATIMs con el p3A

Por otro lado se realizaron alineamientos entre el pA y cada una de las regiones analogas
de las TIMs purificadas (figura 32) con el fin de determinar su porcentaje de similitud. Por
ejemplo, la region ATIM de ScTIM se encuentra entre los aminoacidos 171 al 210, mientras
que para EhTIM se ubica del aminoacido 181 al 220. Las similitudes oscilan entre el 15 y el
25%, siendo las mas bajas las de Saccharomyces cerevisiae y T. brucei y la mas alta la de

Giardia lamblia.
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Especie

Alineamiento

Region

Similitud

GITIM

177-216

25%

LmTIM

GEVATPEQAQEVHLLLERWVSENIGTDVAARFLRILYGGSV
DAEFRHDSGYEVHHQELVFEFAEDVGINEGAIIGLMVGGEVV

174-213

23%

EhTIM

GETATPDOQAOEVHOY

181-220

20%

TcTIM

175-214

20%

HsTIM

H=TIM

7

o B

T T e T R T TR R T T T T S R S T T TR o S T T T e e T
GETATPQQAQEVHEELI FESNVSDAVAQSTEIIYGGEST

DAFEFRHDSGYEVHHQELVFFAEDVGSNEGAT IGLMVGGEVV

173-212

18%

PfTIM

SKTATPEQAQLVHI

172-211

18%

TsTIM

174-213

18%

ScTIM

La

o

W 0

e oH
=
b
o

171-210

15%

TbTIM

ThTIM
pBL

174-213

15%

Figura 32. Alineamientos del p A con cada una de las regiones ATIMs de las 9 especies de TIM estudiadas en el

presente trabajo. La estructura secundaria es representada con rojo para las hélices y beige para las hebras.
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ANALISIS POR BN-PAGE

Controles de peso molecular

Para hacer una estimacion confiable del peso molecular de los agregados oligoméricos
formados por las TIMs purificadas, se determiné el perfil de la ferritina y la albimina, dos
proteinas comunmente empleadas como estandares de referencia para BN-PAGE. La
ferritina (440 kDa) y la albumina bovina (66 kDa) presentaron un perfil electroforético con
un rango util de 66 a 1 320kDa en una mezcla de ambas proteinas (figura 33). En algunos
geles, también se analizaron los complejos mitocondriales de la fosforilacion oxidativa

(OXPHOS) como referencia.

CONTROLES DE PESOMOLECULAR BN-PAGE COMPLEJ0S - OXPHOS

FERRITINA TS ALBOMINABOVINA Polyomell 5.

conplexes

»— .=
23
Pl
|
_— =
’
s
>
S
_

-
e ] ‘

Bue R —

«— 132KDa

Figura 33. (Izquierda) Perfil de ferritina y albumina bovina. (Derecha) Perfil reportado de los complejos
mitocondriales de Polytomella sp (Ariane Atteia et al, 2003) y el mismo perfil obtenido en un gel donde también

se analizd la mezcla de ferritina y albumina bovina.
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Los geles tefiidos se analizaron con el software DigiDocRT para determinar la migracion

relativa de las bandas observadas en los controles de peso molecular (Tabla 3). Al realizar

una regresion lineal entre el logaritmo del peso molecular (PM) y la movilidad relativa (RF)

de las bandas observadas en el gel tuvo una buena correlaciéon: R2=0.9977 (Tabla 3 y figura

34).

Tabla 3. Valores de peso molecular de los controles y su movilidad relativa

PM (KDa) Log(PM) MOVILIDAD MOVILIDAD

(mm) RELATIVA
1320 3.12 84 0.29
880 2.94 113 0.40
440 2.64 153 0.53
132 2.12 217 0.76
66 1.82 266 0.93
Frente del azul de
coomassie: 286

3.50
3.00
2.50
2.00

LOG (PM)

1.50
1.00

y=-2.1006x+ 3.7533
R*=0.9977
0.2 0.4 0.6 0.8

RF

Figura 34. Curva de calibracién de ferritina y albumina bovina

A partir de la curva generada con los controles: ferritina y albumina corridos en cada gel, se

realiz6 la estimacion del peso molecular de los distintos agregados de TIM.
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Perfiles de agregacion y efecto de los detergentes en EhTIM, HsTIM, HsTIM E104D,
GITIM, PfTIM y ScTIM

Los agregados de las TIMs se analizaron en presencia y en ausencia de los detergentes no
ionicos: dodecil maltésido, digitonina y Tritén X 100. En la figura 35 se presentan los

perfiles de agregacion de 6 TIMs.

Al realizar el analisis con 100pg de EhTIM se observd la formacion de un grupo
caracteristico de agregados de hasta 8 dimeros de TIM (434 kDa) y al menos dos grupos

mas de agregados de 6 y 3 dimeros.

Para HsTIM, el perfil electroforético presenta cuatro grupos oligoméricos de 5 a 15 dimeros
de TIM, donde el agregado de 917 kDa (aproximadamente) es el mas abundante (mayor
intensidad de banda). El gel de la HSTIM E104D presenta un perfil de agregacién muy
similar al de la enzima silvestre; al estimar el peso de la banda principal se determina la
presencia de un agregado con 15 dimeros. Ademas, al igual que la TIM silvestre, hay tres

grupos de menor peso molecular, produciéndose el menor por la asociaciéon de 5 dimeros.

La GITIM presenta un patrén barrido con una abundante cantidad de proteina, por lo que

se concluye que forma muchas combinaciones de agregados.

En el caso de ScTIM los agregados van de los 5 a 12 mondmeros y el grupo principal esta
conformado por 4 dimeros, los cuales corresponden a un peso molecular de 220 kDa

aproximadamente.

La PfTIM tiene un perfil muy similar al de S. cerevisiae, y su grupo principal tiene un peso
molecular de 210 kDa que corresponden a un grupo de agregados de 4 dimeros. Como se
observa en la figura 35, el perfil de agregacion de las 6 TIMs no cambia en presencia de

dodecil maltésido, digitonina o Triton X-100 a concentraciones de 0.5y 1%.
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Figura 35.BN-PAGE de los perfiles de agregacién de las 6 TIMs (100ug de proteina), control de ferritina y
albumina (75 ug cada una) y perfiles de agregacion en presencia de detergentes no ionicos. El gradiente de

acrilamida en los geles fue de 4 al 12%.



Estas 6 TIMs también fueron analizadas en presencia de SDS al 0.5 y 1% (figura 36). Los
agregados de HsTIM, HsTIM E104D y GITIM son sensibles al efecto del SDS, y, por otro lado,

los agregados de EhTIM, PfTIM y ScTIM, presentan cierta resistencia a la accién de este

detergente.
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Figura 36.BN-PAGE de los perfiles de agregacién de las 6 TIMs (100ug de proteina) y perfiles de agregacion en

presencia de SDS. El gradiente de acrilamida en los geles fue de 4 al 12%.

Perfiles de agregacion de LmTIM, TbTIM, TcTIM y TsTIM

Las proteinas TbTIM y TcTIM no presentan un perfil de agregaciéon con bandas definidas y,

al realizar la separacion electroforética, forman agregados insolubles que no entran al gel

cuando se analizan 75 pg de proteina total, posteriormente se repitié el analisis con 10 pg
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de proteina para conseguir disminuir la cantidad de agregados que no entra al gel. Los
perfiles que se logran observar en los geles muestran un barrido con una amplia cantidad
de agregados de alto peso molecular. En el caso de LmTIM y TsTIM, estas proteinas si
logran entrar al gel y se estima un peso molecular promedio de 150 y 220 kDA de sus

agregados respectivamente (figura 37).

OXPHOS
| 1 2 3
! 1 HsTIM
FERRITINA
ALBI]:VIINA. : 2 PfTIM
[ 9 3 ScTIM
[T >
g2 4 TsTIM
440KDa ]
- 5 GITIM
6LmTIM
[T
7 TbTIM
[eexma: 1— 8 TcTIM
| ——

Figura 37. BN-PAGE de los perfiles de agregacion de 3 TIMs con agregados de tamario definido y 5 TIMs que

forman agregados de tamario heterogéneo (75ug de proteina). Gradiente de acrilamida en los geles de 4 al 12%

Analisis del efecto de dodecil sulfato de litio (LDS) en los perfiles de agregacion de

HsTIM, HsTIM E104D, GITIM, LmTIM, ScTIM y PfTIM

Para conocer un nivel de susceptibilidad al SDS de cada uno de los principales agregados de
las distintas TIMs, proseguimos a identificar la concentracién de detergente necesaria para
disociar el 50% del agregado (Cm). Sin embargo, no lo pudimos utilizar en nuestras

condiciones de anadlisis, debido a que, a bajas temperaturas el SDS se precipita. Por lo tanto,
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se realizaron los experimentos empleando LDS el cual también es un surfactante aniénico
capaz de disociar agregados oligoméricos y que no se precipita a bajas temperaturas. En
cada uno de los geles se puso la TIM a analizar (reduciéndose a 10ug de proteina por carril)

y se fueron adicionando cantidades crecientes de LDS (figuras 38 y 39).

EhTIM HsTIM
LDS 2.6% LDS 0.49%
T 02% || TS 0075
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Figura 38. BN-PAGE de los perfiles de agregaciéon de 4 TIMs (10ug de proteina) y perfiles de agregacién en
presencia de distintas concentraciones de LDS. Incrementos del %LDS: para EhTIM de 0.2%, para HsTIM de
0.07%, para HsTIM E104D de 0.1% y para GITIM de 0.2%. En el gel donde se analizé EhTIM, en los carriles 6, 8,

10, 12 y 14 no se adicioné muestra. El gradiente de acrilamida en los geles fue de 4 al 15%
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Figura 39. BN-PAGE de los perfiles de agregacién de 3 TIMs (10ug de proteina) y perfiles de agregacién en
presencia de distintas concentraciones de LDS. Incrementos de %LDS: en todos los geles se adicioné en
incrementos de 0.45%. El carril 4 del gel donde se analizé LmTIM fue descartado debido a un error de pipeteo. El

gradiente de acrilamida en los geles fue de 4 al 15%

El efecto del LDS en las TIMs de T. brucei y T. cruzi también fue analizado (figura 40), los
agregados de estas TIMs se disocian completamente con apenas 0.2% de LDS presente en la

muestra.
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Figura 40. .Gel de BN-PAGE de los perfiles de agregacion de ThTIM y TcTIM (10ug de proteina) en presencia de
LDS al 0.1y 0.2%. El gradiente de acrilamida en los geles fue de 4 al 15%

ANALISIS POR DENSITOMETRIA

Una vez realizado el analisis por BN-PAGE del perfil de agregaciéon a distintas
concentraciones de LDS en EhTIM, HsTIM, LmTIM, PfTIM y ScTIM, los geles se analizaron
por densitometria para construir graficos de disociacidn de los agregados (de oligdmero a
mondmero) contra la cantidad de LDS presente en la muestra (figura 41). Cabe sefialar que
este analisis no se realizé6 para GITIM por que el LDS no puede disociar el dimero, el
agregado de HsTIM E104D (figura 38) se disocia con 0.1% de LDS, y que TbTIM, TcTIM y
TsTIM no presentan una banda definida (figura 40).
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Figura 41. Curvas de disociacion por accién del LDS (Se grafica el porcentaje del valor de densitometria

integrado (%IDV) de cada banda en el gel contra la concentracién de LDS

A partir de las curvas de la figura anterior se determiné la concentracién de LDS para

disociar la mitad del agregado principal y los valores se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Valores de Cm, peso molecular y niimero de monémeros de cada agregado de TIM

Peso molecular

TIM Cm (kDa) Monomeros
HsTIM 0.05 868 32
EhTIM 0.4 400 15
PfTIM 1.1 210 8
LmTIM 1.3 138 5
ScTIM 1.6 220 8

ANALISIS DE HsTIM POR CN-PAGE

Como control y, para demostrar que los agregados no son un artefacto experimental de
algin paso de las técnicas electroforéticas utilizadas, se analiz6 el perfil de agregacién de la
TIM de humano mediante la técnica de electroforesis en gel claro bajo condiciones nativas
(figura 42). Los resultados muestran que el mismo perfil de agregacion ocurre en ausencia

de azul de Coomassie.

HsTIM
BN-PAGE CN-PAGE

T

FERRITINA

e
ALBUMINA

1320 KDa

FERRITINA
880 KDa

66 KDa

Figura 42. Comparacién del perfil de agregacion de HsTIM (75ug de proteina) por BN-PAGE y CN-PAGE

54



DISCUSION

Pureza e integridad de los dimeros de TIM

En este trabajo hemos identificado la capacidad para formar agregados proteicos in vitro a
partir de diversas TIM puras, solubles y con un plegamiento funcional. La agregacién es un
proceso consecuente a la interaccién proteina-proteina, que podria verse afectado por la
presencia de otras proteinas en solucion, por ello se estandarizaron los métodos de
purificacién para obtener las 10 TIMs con una pureza suficiente (figura 31) para analizarlas
por BN-PAGE. Todas las TIMs presentaron actividad catalitica con valores que oscilan entre
568 y 4125umol/min/pg (Tabla 1), esto indica que el tratamiento de la muestra durante la
purificaciéon no afecté a los dimeros de TIM, los cuales mantuvieron un plegamiento

funcional.

Alineamientos de las regiones ATIM y el p3A

Estudios anteriores de la region ATIM de E. coli han demostrado que este péptido es capaz
de formar agregados tipo amiloides debido a su similitud con el pBA. Para identificar la
similitud entre las regiones ATIMs y el pBA, se realizaron alineamientos del pBA y las
regiones ATIMs. Los porcentajes de similitud van de 15 a 25% (figura 32). A pesar de que la
similitud entre el A y las regiones ATIMs de 4 TIMs es de al menos 20% (GITIM: 25%,
LmTIM: 22%, EhTIM y TcTIM: 20%), éstas no presentan agregados con caracteristicas
similares, al igual que las de menor similitud. Por lo tanto aun no es posible establecer el

papel de la region ATIM en los perfiles de agregacion observados por BN-PAGE.

Herramienta de calculo

No obstante que la proteina purificada tiene actividad, indicando una correcta dimerizacidn,

era posible que ésta se plegara en conformaciones de mayor tamafio que el dimero, por lo
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que se realizaron corridas de BN-PAGE para separar y caracterizar las proteinas de acuerdo
a su peso molecular en un plegamiento nativo. El perfil de ferritina y albumina de suero
bovino, empleadas como estdndares, nos permitié estimar el peso molecular de cualquier
agregado en un intervalo de 66 a 1320 kDa (figura 33) en geles con gradiente de acrilamida
del 4 al 12 y del 4 al 15%. También comprobamos que el uso de azul de Coomassie durante
la separacion en BN-PAGE no es un factor que promueva la agregacion de HsTIM, ya que al
analizar a esta proteina por CN-PAGE, esta migra en el gel en forma de agregado (figura 42)
tal y como se observa en los geles de BN-PAGE, por lo tanto la carga del azul de Coomassie

no promueve su agregacion.

Perfiles de agregacion y su clasificacion

El andlisis por BN-PAGE mostré que, sin excepcion, todas las TIMs generan agregados
oligoméricos mas grandes que el dimero. El estado de agregacion de las TIMs analizadas se
dividié en dos grupos dependiendo del tipo de perfil. Grupo 1: los que se conforman de
agregados con un tamafio definido (HsTIM, HsTIM E104D, EhTIM, PfTIM y ScTIM). Grupo 2:
los que presentan una poblacién de agregados de tamano heterogéneo (GITIM, LmTIM,

TbTIm, TcTIM y TsTIM).

Grupo 1

En los perfiles de agregacion del grupo 1 se observaron agregados con el tamafio
correspondiente a 13, 15, y 8 dimeros en HsTIM E104D, HsTIM y EhTIM respectivamente,
ademas de un agregado de 4 dimeros en PfTIM y ScTIM (figura 35). Sin embargo, estos
agregados no estaban compuestos por el 100% de la proteina analizada (100pg), ya que se
observaron otros agregados que corresponden a 9, 6 y 5 dimeros para HsTIM y su mutante,
6 dimeros para EhTIM, asi como 6 y 3 dimeros para PfTIM y ScTIM (figura 35). Al analizar
10pg de estas TIMs mdas LDS (figura 38 y 39), algunos de los grupos de agregados
minoritarios se detectan en menor proporcion (ScTIM y EhTIM) o incluso desaparecen
dejando que los dimeros formen tnicamente el agregado principal (HsTIM y su mutante),

cabe senalar que sélo PfTIM conservod sus poblaciones de agregados minoritarios. Esto
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sugiere que la estabilidad de ciertos agregados esta limitada por la cantidad de proteina
presente, lo cual nos lleva a preguntarnos: ;la formacion y estabilidad de algunos agregados
es influenciada por la concentracidn de proteina analizada?, si puede ser asi ;En que TIMs y

porqué? Es una pregunta que ain no podemos responder.

El perfil de agregacién para HsTIM E104D fue muy similar al de la proteina nativa, sin
embargo, el agregado principal es ligeramente mas grande, al parecer la mutacién puntual
en el residuo 104, ademdas de afectar la interfase del dimero de TIM y hacerlo menos
termoestable (Rodriguez-Almazan et al., 2008), también aumenté ligeramente la capacidad

de interaccién entre los dimeros de HsTIM.

La gran similitud entre los perfiles de agregacion de PfTIM y ScTIM fue un resultado
inesperado, ya que las secuencias de estas TIMs presentan la menor similitud de 40% entre
ellas (tabla 2). Esto resulta muy interesante pues el alineamiento de las secuencias de
HsTIM y ScTIM muestra una similitud de 52% (tabla 2), sin embargo los agregados de estas
enzimas son de tamafios muy diferentes. Lo anterior parece indicar que el estado de
agregacion de cada TIM esta dirigido por una regiéon o un nimero minimo de aminoacidos

presentes en sus secuencias.

Grupo 2

Con respecto al grupo de agregados heterogéneos, TcTIM y TbTIM presentan un perfil con
poblaciones de agregados de tamafios similares: TbTIM genera agregados que van de 8
hasta 30 dimeros, mientras que TcTIM de 4 a 25 dimeros. La similitud en los perfiles
seguramente es resultado del 72% de similitud entre sus secuencias (Maldonado et al.,
1998), ademas de que estas especies estan estrechamente ligadas filogenéticamente. TbTIM
y TcTIM presentaron agregados insolubles que no migraron en el gel de acrilamida cuando
se analizaron 100pg de proteina, a diferencia del andlisis con 10pug de enzima (figura 40), lo
cual confirma que existe una influencia directa de la concentraciéon de la proteina en el
proceso de agregacion para estas TIMs. Por otro lado, los perfiles de agregacion de estas dos

TIMs probablemente estan influenciados por el valor de sus puntos isoeléctricos: 9.08 y

57



8.64 para TbTIM y TcTIM respectivamente (tabla 1). Ambos valores son superiores al pH de
7.0 de la solucion de separacion electroforética y al pH del gel, por lo tanto, es probable que
bajo estas condiciones la carga eléctrica (parcialmente positiva) de las proteinas modifique

la migracion de los agregados.

L. mexicana comparte un ancestro comun con T. brucei y T. cruzi, ademas su TIM tiene una
similitud de 68% con TcTIM y 69% con TbTIM y también presenta un punto isoeléctrico
alto (8.28) (tabla 1), por lo tanto fue razonable que LmTIM haya presentado un perfil
similar a TbTIM y TcTIM. A diferencia de TbTIM y TcTIM, LmTIM no formé agregados
insolubles al analizar una mayor cantidad de proteina y el intervalo de tamafio es mas

definido con agregados de menor tamaiio (1 a 4 dimeros).

La TIM de T. solium presenté agregados conformados por 2 a 8 dimeros. T. solium es un
organismo distanciado filogenéticamente de los tripanosomatidos, sin embargo su estado
de agregacion es muy similar al de L. mexicana con quien comparte un 45% de similitud en
su secuencia. El punto isoeléctrico de TsTIM es de 6.6 y con la presencia de la etiqueta de

hexahistidinas sube a 7.0 aproximadamente.

En el analisis de GITIM se observo en el gel tefiido con azul de Coomassie que la cantidad de
colorante fijado era mayor que en otros geles donde se analizaron otras TIMs con la misma
cantidad de proteina (figura 35). Por lo tanto, la muestra se cuantific6 nuevamente y se
analizé en otros geles, obteniéndose el mismo resultado. Una explicaciéon probable para este
resultado es la agregacion de Langmuir: el azul de Coomassie G-250 se agrega por efecto de
campos micro-electrostaticos presentes en algunas proteinas (Gao et al, Journal of
Analytical Chemistry, 2002), independientemente de este fenémeno, fue posible identificar
el perfil de agregacion. GITIM presenté agregados que van de 6 a 30 6 hasta 40 dimeros
(figura 34). Al analizar 10pg de GITIM los agregados se conformaron con al menos 12

dimeros.
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Efecto del punto isoeléctrico

Al analizar los perfiles de las TIMs que forman cada grupo, se puede observar que incluso
hay ciertos grados de agregacion, por ejemplo, en el grupo 1 se determinaron agregados de
9, 6 y 5 dimeros de HsTIM y otros de 4 y 3 dimeros de PfTIM, mientras que en el grupo 2
hubo agregados con tamafios de 8 a 30 dimeros de TbTIM y de grupos de 2 a 8 dimeros de
TsTIM. Al comparar los perfiles y los puntos isoeléctricos de todas las TIMs, observamos
que la tendencia a presentar una menor poblacién de agregados esta relacionada con el
valor del punto isoeléctrico de la TIM analizada (figura 43). Probablemente todas las TIMs
son capaces de formar un agregado de forma preferencial, sin embargo el punto isoeléctrico

de las proteina podria afectar la migracion electroforética de este agregado mayoritario,

provocando la formacién de una serie de agregados de distinto tamano.
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Figura 43. Comparacién de los perfiles de migracidn y el punto isoeléctrico (tabla 1) de cada TIM. Para TsTIM se

analizé 100ug de proteina y en todos los demds 10ug. La TsTIM fusionada a la etiqueta de hexahistidinas

presenta un punto isoeléctrico tedrico de 7.0




Analisis del estado de agregacion en presencia de detergentes

Los agregados de 6 TIMs (EhTIM, GITIM, HsTIM, HsTIM E104D, PfTIM y ScTIM) se
analizaron en presencia de los detergentes no i6nicos: Tritéon X-100, digitonina y dodecil
maltésido. Estos detergentes se emplean usualmente para solubilizar proteinas de
membrana debido a la gran cantidad de residuos hidrofébicos que presentan en su
superficie. Los agregados de TIM no se disociaron por ningin detergente no idnico. Lo
anterior apoya la idea de que los agregados estan conformados por dimeros de TIM, ya que,
si fueran mondmeros, probablemente, estarian agregados por efecto hidrofébico y los
detergentes como la digitonina podrian estabilizar al monémero en solucién y disociar el
agregado. Otro detergente empleado para analizar las mismas 6 TIMs fue SDS. Con este
surfactante aniénico se observo que los agregados de EhTIM, PfTIM y ScTIM presentan mas
resistencia al efecto desnaturalizante del SDS, mientras que HsTIM y GITIM se disocian a
mondémero y dimero respectivamente con sélo 0.5% de SDS. Ademas, debido a que la
separacién por BN-PAGE debe realizarse a una temperatura de 6°C y el SDS precipita a
temperaturas menores a 8°C se analiz6 la susceptibilidad de los agregados en presencia de
dodecil sulfato de litio (LDS), otro detergente anidénico que no precipita a bajas
temperaturas (figura 38 y 39). Las curvas de disociacion de los agregados y aparicion del
mondmero fueron determinadas para 7 TIMs (EhTIM, GITIM, HsTIM, HsTIM E104D, LmTIM,
PfTIM y ScTIM), a partir de los graficos se calcul6 el valor de Cm de cada agregado de TIM.
Los valores de Cm demuestran que los agregados que se componian de al menos 8 dimeros.
Como EhTIM y HsTIM tienen valores de Cm menores a 0.6%, esto también se extiende a
GITIM y HsTIM E104D, las cuales se disocian a 0.5% de LDS, y a TbTIM y TcTIM, ya que se
disocian completamente con LDS al 0.2% (figura 37 y 39). Por otro lado las TIMs cuyos
agregados se componen por 4 dimeros o menos (LmTIM, PfTIM y ScTIM) presentan valores
de Cm mayores a 1% (LmTIM: 1.6%; PfTIM: 1.1% y ScTIM: 1.6%), lo cual parece indicar que
entre mas pesado es el agregado, es menos resistente a la desnaturalizacién por
surfactantes anionicos. Los agregados observados en el gel podrian ser dindmicos y/o poco
estructurados, por lo que conservar una estequiometria mas grande debe ser mas

complicado para las biomoléculas.
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HsTIM y su mutante presentaron el mismo perfil de agregacion. Los resultados demuestran
que la TIM mutante fue mas susceptible a la disociacion con LDS, ya que so6lo se requiere
0.2% del detergente para disociar todos los agregados, mientras que para la TIM nativa se
requiere 0.5% del detergente. Resulté muy interesante que una mutacién puntual que
modifica la estabilidad de la interfase de TIM (Rodriguez-Almazan et al., 2007) haya sido
capaz de aumentar la susceptibilidad a la disociacion de los agregados de HsTIM.
Probablemente la estabilidad de algunos agregados en presencia de LDS depende de los
residuos que estabilizan la interfase del dimero. Por lo tanto, una pregunta interesante es:
(Existen mutaciones puntuales en la interfase que puedan modificar la disociacion de los
agregados en presencia de LDS? De ser asi, podriamos entender mejor los agregados de

TIM.

Capacidad de agregacion

Por lo general la agregacidon de una proteina globular ocurre cuando las condiciones de un
sistema favorecen las interacciones intermoleculares hidrofdbicas, en nuestra investigacion
siempre mantuvimos las condiciones adecuadas para el andlisis por BN-PAGE de proteinas
nativas y activas, una variable considerable fue la adicion de azul de coomassie, este
colorante se asocia a las proteinas para brindar una carga negativa y asi permitir su
migracion dentro del gel de acrilamida, ademas de esta caracteristica, no se a reportado que
este colorante genere interacciones proteina-proteina, por lo tanto es probable que los
agregados de las TIMs observados en nuestro trabajo sean por la capacidad de
oligomerizacion de las TIMs favorecida por la considerable concentracién de las proteinas

en el analisis in vitro.
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CONCLUSIONES

v Las 10 TIMs analizadas son capaces de formar diferentes agregados de alto peso

molecular in vitro bajo condiciones nativas.

v' El azul de Coomassie no es un factor que promueva la agregacion de las TIMs.

v' Los agregados no estan formados por interaccién hidrofébica, ya que los detergentes
no iénicos (n-dodecil f-maltosido, digitonina y Tritén X-100) no son capaces de

disolver los observados en EhTIM, GITIM, HsTIM, HsTIM E104D, PfTIM y ScTIM.

v" Los perfiles de agregacion de las TIMs con puntos isoeléctricos iguales o mayores al
pH del andlisis (pH 7.0) parecen ser influenciados por la carga parcial positiva de la

proteina, generando grupos de agregados de tamafio heterogéneo.

v" Los agregados de las TIMs de S. cerevisiae y P. falciparum presentan agregados del

mismo tamafio a pesar de presentar la menor similitud en sus secuencias (40%).

v' La susceptibilidad a la disociacién con LDS aumenta en los agregados de mayor
tamafo. Las TIMs de G. lamblia, H. sapiens, H. sapiens mutante, T. brucei, T. cruzi y E.
histolytica, presentan agregados conformados por, al menos, 8 dimeros. Estos
agregados tienen valores de Cm menores a 0.1% de LDS (excepto EhTIM 0.4%), a
diferencia de los agregados de las TIMs de S. cerevisiae, P. falciparum y L. mexicana,

(conformados por 4 y 2 dimeros) que presentan valores de Cm mayores 1% de LDS.

v'La TIM de humano y su mutante E104D presentan un perfil de agregacion
ligeramente distinto. Los agregados de la mutante son mas grandes y mas
susceptibles a la disociacion por LDS. Al parecer la interfase del dimero juega un

papel importante en la estabilidad de estos agregados.
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PERSPECTIVAS

Determinar si las TIMs de distintas especies pueden formar agregados como los
observados en este trabajo, mediante microscopia, dispersiéon dinamica de luz,

tincién con rojo congo y tioflavina T.

Determinar la actividad catalitica in situ de los agregados observados en los geles de

acrilamida.
Estudiar las caracteristicas de los agregados de las TIMs mencionadas mediante
cromatografia de exclusién molecular (SEC), tincién con tioflavina T y Dispersiéon

Dindamica de Luz (DLS).

Estudiar los posibles residuos o regiones promotoras de la agregacién en TIM

mediante técnicas bioinformaticas.

Estudiar los estados de agregacion de las TIMs mutantes causantes de la deficiencia

de TIM.
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ANEXO A

Soluciones empleadas en los métodos de purificacion de HsTIM, HsTIM E104D, GITIM
y TsTIM

S. lisis IMAC
Fosfato de sodio monobasico 50 mM pH 8.0, Cloruro de sodio 300 mM e Imidazol 10 mM

S. elucion A-IMAC
Fosfato de sodio monobasico 50 mM pH 8.0, Cloruro de sodio 300 mM e Imidazol 50 mM

S. elucién B-IMAC
Fosfato de sodio monobdasico 50 mM pH 8.0, Cloruro de sodio 300 mM e Imidazol 500 mM

S. de digestién
TRIS 50 mM pH 8.0, EDTA 0.5 mM y DL Ditiotreitol 1 mM



ANEXOB
Soluciones empleadas en los métodos de purificacion de EhTIM, PfTIM y SCTIM

» Soluciones para la purificacion de EhTIM y ScTIM

e S.delisis [EX
TRIS 20 mM pH 8.0, Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo 0.2 mM
e S.deelucion A-IEX
Trietanolamina 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM y DL Ditiotreitol 1 mL
e S.de elucion B-IEX
Trietanolamina 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, DL Ditiotreitol 1 mL y Cloruro de sodio 100 mM
e S.deelucion A-SEC
Es la misma que la solucidn de elucion A-IEX: Trietanolamina 10 mM pH 7.4, EDTA1 mMy
DL Ditiotreitol 1 mL

> Soluciones para la purificacion de PfTIM

e S. delisis IEX
TRIS 100 mM pH 8.0 y EDTA 1 mM

e S de elucion A-IEX
TRIS 20 mM pH 8.0

e S.deelucion B-IEX
TRIS 20 mM pH 8.0 y Cloruro de sodio 500 mM



ANEXO C

Soluciones empleadas en los métodos de purificacion de LmTIM

e S.delisis DEAE
Trietanolamina 100 mM pH 8.0, DL Ditiotreitol 1 mM, Azida de sodio 1 mM y Fluoruro de

metil-fenil-sulfonilo 1 mM

e S.deelucion DEAE
Trietanolamina 25 mM pH 8.0, DL Ditiotreitol 1 mM y EDTA 1 mM



ANEXOD

Soluciones empleadas en los métodos de purificacion de TbTIM y TcTIM

® Solucion de Lisis ThTIM
MES 100 mM pH 6.3, DL Ditiotreitol 1 mM, Fluoruro de metil-fenil-sulfonilo 0.2 mM, EDTA
0.5 mM y Cloruro de Sodio 300 mM

® Solucidn de Lisis TcTIM
MES 100 mM pH 6.3, DL Ditiotreitol 1 mM, Fluoruro de metil-fenil-sulfonilo 0.2 mM y EDTA
0.5mM

® Solucidon de elucion A-CIEX

MES 50 mM pH 6.3

® Solucidn de elucion B-CIEX

MES 50 mM pH 6.3 y Cloruro de Sodio 500 mM

® Solucién de elucion A-HIC

Trietanolamina 100 mM pH 7.4 y EDTA 1 mM

® Solucidon de elucion B-HIC

Trietanolamina 100 mM pH 7.4, EDTA 1 mM y Sulfato de amonio 2.2 M



ANEXO E

Soluciones utilizadas en el analisis por SDS-PAGE

® Solucién de acrilamida 4%
0.4 mL de una solucién de acrilamida (30%)-Bis(1% )
0.75 mL de una solucién de TRIS 3 M pH 8.45 y SDS al 3% (HCI)
0.025 mL de una solucién de persulfato de amonio al 10%
1.85 mL de agua desionizada

0.005 mL de TEMED

® Solucién de acrilamida 12%
3 mL de una solucién de acrilamida (30%)-Bis(1% )
3.5 mL de una solucién de TRIS 3 M pH 8.45 y SDS al 3% (HCI)
1 mL de una solucién de glicerol al 80% (v/v)
0.025 mL de una solucién de persulfato de amonio al 10%

0.005 mL de TEMED

® Solucién de bromofenol para muestra
TRIS-HCI 150 mM pH 7.0, SDS al 12%, Mercapto etanol al 6%, Glicerol al 30%, Serva blue G
0.05%

® Solucién amortiguadora de pH para catodo

TRIS 1 M pH 825, TRICINA 1 My SDS 1%

® Solucién amortiguadora de pH para anodo

TRIS1 M pH 8.9

® Solucién de tincion

Serva blue G 250 a 0.025% y acido acético al 10%



ANEXO F

Soluciones utilizadas en el analisis por BN-PAGE

® Solucién para muestra con Coomassie Serva blue
Disolver azul de coomassie Serva G al 5% en 1 mL de una solucién de acido amino-caproico

750 mM y BIS-TRIS 50 mM

® Solucidn de acrilamida 4% (sin glicerol)
0.25 mL de una solucién de acrilamida (48.5%)-Bis(1.5% )
1 mL de una solucién de Acido amino-caproico 1.5 M pH 7.0 y BIS-TRIS 150 mM
0.01 mL de una solucién de persulfato de amonio al 10%
1.72 mL de agua desionizada

0.005 mL de TEMED

® Solucién de acrilamida 4%
0.37 mL de una solucién de acrilamida (48.5%)-Bis(1.5% )
1.5 mL de una solucién de Acido amino-caproico 1.5 M pH 7.0 y BIS-TRIS 150 mM
0.32 mL de una solucién de glicerol al 80% (v/v)
0.025 mL de una solucién de persulfato de amonio al 10%
2.28 mL de agua desionizada

0.005 mL de TEMED

® Solucidn de acrilamida 12%
1.11 mL de una solucién de acrilamida (48.5%)-Bis(1.5% )
1.5 mL de una solucién de Acido amino-caproico 1.5 M pH 7.0 y BIS-TRIS 150 mM
1.28 mL de una solucién de glicerol al 80% (v/v)
0.025 mL de una solucién de persulfato de amonio al 10%
0.586 mL de agua desionizada
0.005 mL de TEMED



® Solucién de acrilamida 15%
1.39 mL de una solucion de acrilamida (45%)-Bis(1.5% )
1.5 mL de una solucién de TRIS 3M pH 8.45 y SDS al 3% (HCI)
1.28 mL de una solucién de glicerol al 80% (v/v)
0.025 mL de una solucién de persulfato de amonio al 10%
0.31 mL de agua desionizada

0.005 mL de TEMED

® Solucion amortiguadora de pH para catodo

Tricina 50 mM, BIS-TRIS 15 mM y azul de Coomassie 0.02%

® Solucién amortiguadora de pH para anodo

BIS-TRIS 50 mM pH 7.0 (HCI)
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