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Abstract

Triose phosphate isomerase (TIM) is a glycolytic enzyme which rapidly
interconverts dihydroxiacetone phosphate to D-glyceraldehyde phosphate. Its
structure has been well characterized and it is formed by two identical subunits
with a TIM barrel fold. Understanding the folding pathway of human triose
phosphate isomerase will provide an important key to explain the presence of this
protein in amyloid aggregates. TIM structure destabilizing modifications have been
proposed as a possible cause of its aggregation. Albeit, TIM has not been directly
implied in any amyloid-related disease, deep characterization of its folding
mechanism is the first step to try to elucidate if this protein could have a potential to

form amiloydogenic fibrils.

Previous studies of triose phosphate isomerase folding in different species
—Saccharomyces cerevisae, rabbit muscle, Trypanosoma brucei — show that the
protein folding pathway is divergent. However, until now, the folding of human TIM
has not been completely characterized. In the present study we carried out the
thermodynamic study of the unfolding reaction using urea as denaturant agent, and
found the presence of an expanded intermediate that preserves all the secondary
structure. The presence of intermediates that expose hydrophobic residues could

be the starting point of the aggregation phenomena.



Resumen

La triosa fosfato isomerasa (TIM) es la enzima que rapidamente
interconvierte dihidroxiacetona fosfato en D-gliceraldehido-3-fosfato en la
glucdlisis, esta formada por dos subunidades idénticas con un dominio de barril
(B/a)s o “barril TIM”. Es importante comprender como es el mecanismo de
plegamiento de la TIM humana (HsTIM), ya que se han reportado patologias
asociadas a una posible agregacion de esta enzima. Aunque aun no existen
evidencias de que la TIM esté involucrada directamente en procesos de
agregacion fibrilar, una caracterizacion detallada de su mecanismo de agregacion
es el primer paso para elucidar si esta proteina tiene la capacidad de formar fibras

amiloidogénicas.

El estudio experimental del plegamiento de una proteina implica determinar
la estabilidad conformacional (AG) de la misma, de este modo es posible
determinar el mecanismo por el cual adquiere su conformacion nativa. En el
presente trabajo se estudid el mecanismo de plegamiento de la HsTIM utilizando
técnicas sensibles a los cambios en la estructura secundaria (dicroismo circular,
CD) y terciaria (Fluorescencia intrinseca). Esto permitié determinar una AGgenat de
16.9 (+ 1.45) Kcal mol”, y encontrar un intermediario en la desnaturalizacién

quimica al equilibrio de la HSTIM.



Plegamiento de proteinas

Las proteinas son macromoléculas cuyos roles biolégicos son muy diversos,
cada una de las funciones que pueden realizar casi siempre estan asociadas,
tanto a sus superficies moleculares, como a su dinamica intrinseca, ambas

caracteristicas se forman mediante la reaccién de plegamiento’.

El plegamiento de las proteinas se define como la adquisicion espontanea de
la estructura nativa de la cadena polipeptidica, ya sea dentro de la célula durante
la traduccioén, in vivo, o en disoluciones cuyas condiciones favorezcan el estado
nativo, in vitro’. La estructura tridimensional denominada estado nativo, es la
conformacién seleccionada entre un gran numero de topologias posibles debe ser
metaestable para permitir la actividad biolégica3 que requiere de cambios

conformacionales al menos alrededor del sitio activo.

Estudiar el plegamiento de proteinas es importante para comprender los
principios que dictan la estabilizacion de la conformacién tridimensional activa de
una proteina. Ademas provee informacion sobre las variables estructurales que
fueron seleccionadas en una proteina especifica mantener su funcion, ya que los
estudios termodinamicos y cinéticos de la reaccidon de plegamiento permiten
determinar la presencia de intermediarios en el proceso, los cuales podrian ayudar
a entender las fluctuaciones en la conformacion del estado nativo asi como el
mecanismo de plegamiento?. Estos intermediarios pueden ser importantes en la
regulacion bioldgica de la funcién®, pero también se ha visto que pueden conducir
a la agregacion de la proteina, la cual estda asociada a enfermedades
conformacionales®, o enfermedades “del plegamiento” (llamadas asi porque son
causadas cuando las proteinas adquieren modificaciones en su estructura y

adoptan conformaciones no nativas’).



El estado nativo de una proteina se estabiliza principalmente por
interacciones débiles, no covalentes, a lo largo de toda la cadena polipeptidica, la
mayoria de ellas independientes entre si, pero aditivas. Debido a la presencia de
esas interacciones se observa una alta cooperatividad en la desnaturalizacién de
proteinas pequefias®, es decir, cuando se desestabiliza una seccién de la
estructura, la red de interacciones comienza a romperse y promueve que toda la
cadena polipeptidica se despliegue completamente. Cada una de las interacciones
no covalentes depende de la naturaleza de los residuos de aminoacidos en la
vecindad de la regidon donde existen, por eso la secuencia contiene la informacion
que dicta el arreglo preferencial que adquiere la cadena polipeptidica de una

proteina perfectamente plegada °.

Desde 1973, después de que Anfinsen publicara sus resultados del
replegamiento in vitro de la RNasa A desde condiciones desnaturalizantes (figura
1)9, el plegamiento de proteinas se ha visto como el proceso que favorece la
adquisicién de la conformacion tridimensional correspondiente a un minimo de
energia libre bajo ciertas condiciones fisicas de su entorno y que esta dictado por

la secuencia primaria de la proteina.
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Figura 1. Experimento de la desnaturalizacién y re-naturalizacion de la ribonucleasa A
(proteina de 124aa con 4 puentes disulfuro). Primero se desnaturalizé la proteina (usando
urea y pB-mercaptoetanol: 2ME), se observé la pérdida de la funcién, entonces se removieron
los agentes desnaturalizantes, la ribonucleasa A se plegé espontaneamente y se volvié
activa. Cuando sélo se remueve el 2 ME, los puentes disulfuro se forman al azar y la
ribonucleasa es inactiva, si la proteina mal plegada se coloca en un ambiente donde no hay
urea, rapidamente recupera su estructura y actividad original. Imagen modificada de la nota
Protein folding-I, en el sitio del departamento de Quimica de la universidad de Maine,

Orono.

El problema del plegamiento consiste en explicar cdmo es que la ruta de
plegamiento esta codificada en una secuencia dada, y comenzd a ser relevante al
considerar que, la gama de posibles topologias que una proteina puede adquirir es
muy vasta, incluso en proteinas de bajo peso molecular, entonces si las células,
evaluaran cada una de esas conformaciones probables al seleccionar una
estructura funcional, el tiempo de vida del universo no seria suficiente para llevar a

cabo la sintesis de una Unica proteina (Paradoja de Levinthal).'®"!



Al parecer, la energia asociada a una conformacion dada, no es la principal
variable que determina el plegamiento, sélo es un filtro director del proceso. En un
ambiente biologico, el plegamiento nativo no necesariamente corresponde al
estado de minima energia, en muchos casos, es sélo un minimo local'. Aunado a
esto, en algunos casos hay conformaciones metaestables que favorecen la
adquisiciéon de la estructura activa donde el proceso esta controlado por factores

cinéticos, mas que por los termodinamicos°.

En contraste con lo que se observa in vitro (en donde la proteina se
encuentra en condiciones de alta dilucién que promueven el plegamiento de un
solo tipo de molécula), dentro de la célula, el plegamiento ocurre simultaneamente
a la biosintesis de la proteina (evento cotraduccional), es un proceso ordenado
espacialmente, favoreciendo ciertas interacciones respecto a otras, debido al
ambiente intracelular, y hay un efecto significativo del amontonamiento de
moléculas asi como interacciones proteina-proteina (pueden alcanzar
concentraciones desde 200 hasta 400 mg mL™")'®. Ademas en la célula, se han
seleccionado mecanismos de proteccién contra el mal plegamiento que involucran
la participaciéon de chaperonas moleculares™, controlan el arreglo tridimensional
de la cadena polipeptidica naciente (chaperonas Hsp70, BiP y Hsc73 en
eucariontes, DnaK en procariontes), y también tratan con proteinas de
conformacién aberrante para poder mantener su homeostasis (chaperonas
GroEL/GroES, procariontes, chaperoninas Hsp60 y maquinaria de respuesta
UPR)."™

Estabilidad conformacional de una proteina

Es importante sefalar que, a partir de este punto, se hablara unicamente
acerca del plegamiento in vitro, ya que el modelo de estudio se disefid para
monitorear cambios de conformacién de la proteina blanco aislada del ambiente
celular. En este tipo de muestras el equilibrio dinamico involucrado durante el
plegamiento esta gobernado principalmente por los factores termodinamicos del
estado nativo, N, y del estado desplegado, U, (cuando la proteina esta

completamente desnaturalizada).
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El proceso de plegamiento se puede concebir como el resultado del balance
de varios fendbmenos que conducen a la formacion de redes complejas de
interacciones no covalentes, las cuales influyen en el arreglo estructural y que
contribuyen al cambio del perfil energético de la cadena polipeptidica’®. En la tabla
I, se explica de manera general como contribuyen las interacciones débiles a la

estabilidad termodinamica del estado nativo.

Tabla I. Variables de mayor influencia en el plegamiento de una proteina

Contribucion Descripcion Efecto en la
cadena
Disminucién de los grados de libertad en la cadena AS
Entropia polipeptidica: a medida que aumenta la poblacién de disminuye
conformacional gﬁzt:;aé:su;is plegadas, disminuyen los movimientos (Desfavorable)

Asociacion entre grupos hidrofébicos en las cadenas
laterales de los residuos alifaticos y aromaticos.

Esto causa la liberacion de moléculas de agua que AS
anteriormente estaban  asociadas a los residuos (Favorable)
expuestos, de modo que el factor entrépico del entorno

(disolvente) aumenta conforme disminuye en el sistema

Efecto hidrofébico

(proteina).
Puentes de hidrégeno Se forman cuando se neutralizan dipolos de las cadenas
(intramoleculares) laterales, entre aminoacidos polares.

Puentes Salinos, cuando las cadenas laterales de

Interacciones e ; ;
aminoacidos cargados interactuan entre ellos

electrostaticas

neutralizandose parcialmente. AH

Se oxidan los grupos sulfhidrilo de dos Cys proximales.  disminuye
Puentes disulfuro Es uno de los factores que mas influencia tiene en el ~ (Favorable)

plegamiento.

Promueven el empaquetamiento de la cadena poli peptidica,
favorecen una union débil entre grupos no cargados, pero que
contribuye significativamente a la estabilidad conformacional.

Fuerzas de van der
Waals

Comprender el plegamiento de proteinas involucra determinar la relaciéon
entre la energia de las interacciones débiles, la conformacion y la dinamica
colectiva de la(s) cadena(s) polipeptidica(s) que gobierna la topologia de la

proteina’.

Es importante no confundir el concepto de estabilidad conformacional con la

estabilidad quimica, el cual se refiere a la resistencia a experimentar cambios en la
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estructura covalente’, los cuales usualmente ocurren bajo condiciones extremas.
Por otro lado, la estabilidad conformacional, se refiere a la facilidad (o dificultad) a
sufrir cambios en la estructura tridimensional de la proteina; ésta se considera
como un indicador de qué tan estable es un patron de plegamiento con respecto a

la cadena en un estado totalmente azaroso”.

La estabilidad conformacional de una proteina es la energia que se requiere
para adquirir la estructura nativa, también puede entenderse como la suma de la
energia necesaria para romper todas las interacciones intramoleculares en la
cadena polipeptidica (AH) y de la disminucion de sus microestados posibles (AS,
eso ocurre cuando los enrollamientos al azar de la cadena polipeptidica se
convierten en zonas con un arreglo espacial ordenado). Para definirla
matematicamente hay que considerar una muestra con la proteina de interés. En
esa muestra cada poblacion de moléculas idénticas tiene una constante de
equilibrio (Kf) que gobierna la fraccion de moléculas que estan plegadas (x) con
respecto a las que estan desplegadas (x.),

X

Ky = é (1

La energia libre (AGy) asociada a la variacion de las poblaciones desplegada
y plegada, es denominada: estabilidad conformacional de la proteina y se

relaciona con la constante de equilibrio a través de la siguiente ecuacion.

El plegamiento de proteinas es un proceso complejo que no solo es
controlado por factores termodinamicos, sino también por factores cinéticos, los
cuales estan relacionados, dado que la proporcion de las moléculas que estan
plegadas con respecto a las que estan desplegadas en un momento dado (t = x)
depende de la velocidad a la cual se interconvierte una poblacion en la otra,
después de cierto tiempo llegara el momento en que dicha proporcion se
mantenga constante, es entonces cuando la muestra ha alcanzado el equilibrio,

esto es:

12



K; =%="—Z (I

Donde ky y k; son las constantes cinéticas para la reaccién de plegamiento

y para la reaccion de desplegamiento ( U< N ), respectivamente, cuyas

velocidades estan dadas por:

A = ky NI - kylU] (V)

dt
%= kn[U] — ky[N] V)

Una proteina cuya cadena polipeptidica fluctua rapidamente entre N y U,
tiene mayor probabilidad de quedarse atrapada en conformaciones que la lleven a
una ruta ineficiente de plegamiento. Cuando este proceso es irreversible ocasiona
la pérdida de la funcidon. En otras palabras, para cierto periodo de tiempo se
inactivara una fraccibn mas grande de dicha proteina que la fraccién de otra
proteina con la misma estabilidad conformacional pero cuya cinética de

desplegamiento sea mas lenta’.

Es comun que en el equilibrio, el estado nativo y el estado desplegado de
proteinas pequenas, solo se puedan detectar, tanto la conformacion plegada como
la conformacion desplegada (N~ U), es decir, la reaccidon es altamente cooperativa
y en el punto medio de la transicion sélo existe una mezcla con la misma
proporcion de cada especie. Pero en otros casos, se observan conformaciones
intermedias que se acumulan conforme las condiciones de la disolucién se

vuelven mas desestabilizantes.

El numero de especies que se detectaran depende del paisaje de
plegamiento, éste es la suma todas las contribuciones energéticas que aportan las
interacciones inter e intramoleculares para cierta conformacién12, las
contribuciones de contactos no nativos pueden ocasionar “estados de colapso”,
minimos energéticos locales, es por ello que las condiciones de dilucion, como el
pH o la fuerza idnica, y los perturbadores, presion o un agente caotrépico, inducen

cambios especificos en una molécula de proteina, entonces es comun observar

13



que un desnaturalizante quimico (urea, por ejemplo) no revela los mismos

intermediarios que algun otro agente (como la temperatura temperatura).’?

En el caso de proteinas que muestran intermediarios, el equilibrio global
entre N y U, se puede dividir en los equilibrios parciales entre las diferentes
especies. Cada transicion es gobernada por una constante de equilibrio, y a su
vez por una diferencia de energia libre®. En la figura 2, se muestra el escenario
mas simple para un equilibrio de mas de dos estados, en el cual sélo se observa la
acumulacion de un intermediario, la transicion puede verse como la reaccion

sucesiva: U—Il<N.

X ™ _Xn -,
K!_Xu / KN_XL' /‘//
RN Z
u I N
AGy; + AGiy = AGgoe

Figura 2. Esquema del mecanismo de plegamiento de tres estados para una proteina
monomeérica. Se observan dos transiciones, la primera del estado desplegado, U, al
intermediario (l), y la segunda del intermediario al estado nativo (N).

La identificaciéon de estos intermediarios es util en la elucidacién del
mecanismo que una proteina sigue para llegar al estado nativo, en el supuesto de
que ese intermediario sea necesario en la via de plegamiento y no una especie
que se acumula cuando algunas moléculas se desvian de la ruta productiva de

plegamiento.
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Plegamiento de proteinas diméricas

Cuando una proteina esta constituida por mas de una cadena polipeptidica el
mecanismo de plegamiento implica, no solo la adquisicion de la estructura

terciaria, sino también la asociacion de las cadenas en la estructura cuaternaria’®.

Los efectos de la agrupacion de varias subunidades entre si, se manifiestan
de maneras muy complejas®, que en conjunto proveen pistas sobre la presién de
seleccion que promovid la oligomerizacion como ventaja evolutiva: asi se generan
nuevas combinaciones estructurales de aminoacidos y novedosas funciones a
partir de genes mas pequefios. Un ejemplo de esto es la presencia de sitios
activos en la interface de asociacion, ya que se ha visto que las interfaces

evolucionan mas rapido que la aparicion de nuevos plegamient0321.

El plegamiento de proteinas con estructura cuaternaria comunmente
presenta una marcada dependencia de interacciones proteina—proteina, asi que,
el equilibrio de la asociacion resulta de muchos eventos estocasticos de
asociacion y disociacion. Por lo anterior, el equilibrio es dependiente de la
concentracion de la proteina®. Mas adelante se muestra como es que la
estequiometria del equilibrio quimico para la formaciéon de los dimeros no es 1:1,
sino 1:2; esta dependencia en el equilibrio del cambio de molecularidad, ocasiona
que los parametros termodinamicos presenten una dependencia sobre la

concentracion de proteina.?’

Sin embargo, existen casos reportados, desde homodimeros hasta particulas
virales, que presentan desviaciones a la ley de accion de masas. Esto se debe a
que la energia de activacion para el intercambio de subunidades es alta, entonces,
el ensamble muestra poblaciones heterogéneas de larga duraciéon (escalas de

tiempo bioldgicamente relevantes)®.

De nuevo, el escenario mas sencillo que puede presentar el mecanismo de

plegamiento de una proteina dimérica es la transicion reversible de dos estados,

15



donde la desnaturalizaciéon y la disociacion, del dimero nativo (N2) en los

monomeros desplegados (U), son eventos concertados:

K
N, & 2U (V)
K es la constante de equilibrio para la desnaturalizacion, evidentemente la
molecularidad de la transicién se ve afectada por el numero de subunidades que

constituyen la proteina en el estado desnaturalizado, entonces K se define como:

V1% _ 2x%Prot
K=—="2%2 (V]|
Np (1=xw) ( )

Donde xu es la fraccidon de proteina que esta desnaturalizada, y Pt es la
concentracion total de monémeros (P,,; = 2[N,] + [U]); por lo tanto, las fracciones

de N,y de U dependen no sdlo de la constante de equilibrio, sino también de Pio:.

Transiciones mas complejas, involucran la formacion de intermediarios. En el
modelo de tres estados para proteinas diméricas, ademas de presentarse dos
transiciones, también hay dos posibilidades: que el unico intermediario detectado

sea una especie dimérica o que sea una especie de naturaleza monomérica.?"?2

Cuando el dimero se desnaturaliza y presenta un intermediario dimérico, la
primera transicion que va de N, al intermediario dimérico (/2) es independiente de
la concentracion de proteina, mientras que la segunda, que va de [/, al estado

desplegado, va a depender de la concentracion de proteina.’
Ki K
N, o, 20 (V)
— 1] _ Wl
Donde K, ==, K, = (IX),
[N2]

Pior = 2[N,] + 2[1,] + [U]  (X).

En el segundo caso, cuando el intermediario es de naturaleza monomérica,
la primera transicién, entre N, y el intermediario (/), es dependiente de la
concentracion de proteina, y la segunda transicion, de / a U, es independiente de

la concentracién de proteina.’
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K K>

N, o220  (XI)

Donde k, =&k, =Y (xq
onde Ky =1, Ko = (XID.y

Proe = 2[N,] + [I1+ [U] (XI).

En ambos mecanismos (figura 3), los parametros termodinamicos, AG, se

asocian a cada transicion, el valor total es la suma de los valores correspondientes
en cada estadio.

. &
K
k!l

N, 20 @)

Figura 3. Mecanismos de plegamiento en proteinas diméricas. (A) Transicion de dos
estados, (B) transicion de tres estados con intermediarios monomeéricos, (C) transicion de
tres estados con un intermediario dimérico. Tomado de Rumfeldt et al. 2008
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Triosa fosfato isomerasa: estructura y actividad

La triosa fosfato isomerasa (EC
5.3.1.1, TIM o TPI) es una proteina
homodimérica no alostérica que
participa en la glucdlisis (figura 4).
Sus sustratos y productos estan
vinculados con el metabolismo de

lipidos, con la via de las pentosas, y

con la gluconeogénesis.

Figura 4. Estructura cristalografica de la triosa
fosfato isomerasa de humano (1HTI en el PDB),
en el sitio activo de la subunidad 2 esta

especificamente la reaccion de inmovilizado el analogo del sustrato 2-
fosfoglicolato (2-PG).
interconversion de a-dihidroxiacetona °
fosfato, DHAP, en D-gliceraldehido-3- Figura 5. Isomerizacion que cataliza la
’ ’ triosa fosfato isomerasa.
fosfato, D-GAP? (figura 5). Cada una

de sus subunidades contiene alrededor de 250 aa, cuyo arreglo tridimensional

Esta enzima, cataliza estéreo-

consiste en 8 unidades consecutivas de hebra f—asa—hélice a, que se pliegan,
de tal modo que, las hojas beta (numeradas B1, B2, ..., B8 a partir del extremo
amino) forman un barril B de ocho hebras, en el centro de la estructura, rodeado
por las ocho hélices subsecuentes (denominadas a1, a2, ..., a8 iniciando desde el
extremo amino) al exterior; las asas que los conectan son denominadas como
asas Pa (conectan las hebras 3 con las hélices a) y asas af8 (conectan las hélices

alfa con las hebras beta)*?°.

El motivo de plegamiento de la TIM, es conocido como “barril (B/a)s o barril
TIM”, es el que se presenta mas frecuentemente en las proteinas con estructura
conocida hasta ahora.?*?” La mayoria son enzimas, hay pocas excepciones, una
de las cuales es la concanavalina B. Proteinas con el plegamiento de barril (B/a)s
estan presentes dentro de 5 de los 6 tipos generales de actividades cataliticas de
acuerdo con el esquema de clasificacion de la Enzymatic Comission (IUPAC-
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IUBMB). Esto correlaciona con el hecho de que una gran proporcion de las
reacciones enzimaticas presentes en rutas metabodlicas importantes, como la

glucdlisis o la biosintesis de triptéfano, sean catalizadas por barriles (B/a)s.

En todos los barriles (B/a)s, el sitio activo se encuentra topolégicamente en la
misma region: hacia el extremo carboxilo de las hebras 3 y al extremo amino de
las hélices a, asi, el sitio estd conformado por las ocho asas Ba (1-8). En los
ortélogos de TIM los residuos del sitio activo estan altamente conservados y son:

Asn11y Lys13 en el asa 1, la His95 del asa 4, y el GIu67 en el asa 6 (figura 6).2%%’

A B

cscis en o
regién del
sitio activo

ciscis
estructurcles

Figura 6. Plegamiento del barril (B/a)s, o barril TIM (PDB 1HTI). (A) Vista sitio activo (lado
carboxilo), se indican los residuos cataliticos. (B) Vista lateral del barril.

El mecanismo de reaccion involucra la formacion de intermediarios
enediolato®®, que facilmente pueden sufrir la eliminacién del grupo fosfato (figura
7). Esta reaccion se promueve por el sobrelape de los orbitales 1 de los carbonos
C1, C2 y C3 del sustrato, esto hace evidente que el papel de la enzima es crucial
en la reaccion: la eliminacion prematura del grupo fosfato se previene mediante la
formacion de puentes de hidrogeno con las asas de la proteina. Por ende, los
residuos clave en el sitio activo de la TIM son, en primer lugar, la base que extrae
el i6n hidrégeno (Glu67), en segundo lugar, la especie que estabiliza el oxianion
generado (His95), y el ultimo factor clave es la exclusién del solvente, promovido

por el movimiento del asa B-a 6%.
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Figura 7. Mecanismo de la reaccidon catalizada por la TIM. Se muestra el movimiento
estéreo-especifico del i6n hidrogeno catalizado por la TIM en la DHAP, también se muestra
como ocurre la eliminacién del grupo fosfato en la reaccidon no catalizada. Modificado del
trabajo de Wierenga et al. 2010.

La TIM es ampliamente reconocida como un catalizador biolégico altamente
eficiente: hace que la reaccion se lleve a cabo entre 10° y 10° veces mas rapido de
lo que ocurriria en una disolucidon sin enzima®’. Se dice que la velocidad de
conversion del D-GAP a DHAP esta limitada principalmente por la difusion del
sustrato al sitio activo®®, ya que su nimero de recambio (kea/Km) en esa direccion,
10° M's™ (tabla 11*") es cercano a los valores calculados (10% = 10" M™ s") para
reacciones bimoleculares en disolucion contraladas Unicamente por difusion.
Quiza el plegamiento TIM, contribuya para lograr esta alta eficiencia, y por lo tanto,
que este plegamiento sea tan comun en la naturaleza: el dominio de barril (B/a)s

esta representado en aproximadamente el 10% de las estructuras conocidas®'.
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Tabla Il. Parametros Cinéticos de la TIM

Variante Direccion de la Reaccion Km (mM) Kcat (s'1)
a DHAP—D-GAP 1.2 500
Gg D-GAP—DHAP 0.25 5000
S DHAP—D-GAP 2.3 750
D-GAP—DHAP 1.5 8700

a TIM de musculo de pollo, Gallus gallus domesticus.?’
b TIM de levadura Saccharomyces cerevisiae.*

El proceso de dimerizacién de la TIM se ve favorecido, debido a la baja

estabilidad que presentan los mondmeros®-*'

optimizar la geometria del sitio activo.*

y a que la asociacion contribuye a

21



Estudios del modelo de plegamiento de la TIM

Por ser una enzima que participa en la glucdlisis, la TIM es una enzima
universal que esta codificada en la mayoria de los seres vivos.?” Su sitio activo se
encuentra cerca de la interface de dimerizacién®, entonces contrastar los
mecanismos de plegamiento en diferentes variantes puede ayudar a saber cuales

son los factores que favorecieron la seleccion de la dimerizacion en esta proteina.

La triosa fosfato isomerasa es un blanco importante para el desarrollo de
drogas antiparasitarias, que se han basado en la diferencia de estabilidad
conformacional del dimero de la TIM humana con respecto a la del parasito. Se
han reportado algunos compuestos derivados de plantas que actuan

especificamente sobre la TIM del parasito.*

Simulaciones del plegamiento de la TIM muestran que éste es iniciado por la
formacion de pequefios nucleos que se conjuntan para formar una estructura
estable, formada por hebras B y hélices a que se combinan para generar una
conformacién cerrada donde las hélices se exponen al solvente y el interior
hidrofébico donde se agrupan las hebras B. El ensamble final de la molécula se da
por la apertura de un intermediario de 6 miembros al que se incorporan las ultimas

dos hebras B.**

El modelo de desnaturalizacion comunmente aceptado para la TIM involucra
la disociacidn no covalente de los monémeros como primer paso®. Hasta ahora se
han reportado analisis experimentales de la estabilidad conformacional de la TIM
proveniente de varias especies, tales como Trypanosoma brucei®’, Sacaromyces

)37

cerevisae®®, Oryctulagus cuniculus (conejo)®’, Plasmodium falciparum®, por

394041 asi como de mutantes monoméricas de éstas®. En la

mencionar algunas
tabla Ill se muestran los valores de estabilidad conformacional calculados a partir

de la desnaturalizacién quimica de la TIM de algunas especies.
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Tabla lll. Estabilidades conformacionales reportadas para distintas TIM

Variante  Modelo  AG (Kcal mol")  Identidad* c Agente
aotropico

OcTIM 2 estados 33.6 (£1.1) 98% GdnClI
TbTIM 4 estados 14.7 (£3.1) 54% GdnClI
TcTIM 4 estados 25.2 (x0.5) 52% GdnCl
BsTIM 3 estados 24.2 42% Urea
LmTIM 2 estados 19.7 51% GdnCl
GgTIM 2 estados 9.8 90% GdnCl
ScTIM 3 estados 16.6 (£0.7) 53% GdnClI

*% de Identidad de secuencias respecto a la HsTIM

Las transiciones conformacionales de la TIM de Plasmodium falciparum
(PfTIM), inducidas por cloruro de guanidino (GdnCl), revelaron la presencia de un
intermediario monomérico completamente desnaturalizado, sugiriendo que el
ensamble de las subunidades en la TIM es critico para mantener la estabilidad de
la proteina®. En 2004, el grupo de Smith, realizé estudios de espectrometria de
masas para evaluar la desnaturalizacidon quimica de la triosa fosfato isomerasa de
musculo de conejo (OcTIM, por Oryctulagus cuniculus)®’, utilizando cloruro de
GdnCl. A partir de un ensayo preliminar al equilibrio calcularon una estabilidad
conformacional de 33.6 (+1.1) Kcal mol™” para un ajuste a un modelo de dos
estados, en este trabajo Pan y Smith sélo pudieron detectar intermediarios
transitorios cuando realizaron cinéticas de plegamiento. Ambos resultados son
muy diferentes entre si, parece ser que pese a que el dominio de dimerizacién se
conserva entre diferentes especies, tanto los mecanismos de plegamiento como

valores de estabilidad conformacional varian mucho (de 15 a 34 Kcal mol'1, tabla

11}

Estudios de plegamiento HsTIM

Los estudios previos del plegamiento de la triosa fosfato isomerasa de
diferentes especies parecen indicar que el mecanismo de plegamiento de esta
enzima es divergente. Pero, hasta ahora, el plegamiento de la triosa fosfato

isomerasa humana (HsTIM) no ha sido caracterizado completamente.

En 1996 Mainfroid y colaboradores modificaron por mutagénesis sitio dirigida
la interface de dimerizacion de la triosa fosfato isomerasa humana; con el objeto
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de identificar los contactos que son cruciales en la dimerizacion y estabilidad de la
dicha enzima. Produjeron mutantes sustituyendo la metionina 14 y la arginina 98
por glutamina, M14Q y R98Q respectivamente, ambos residuos estan altamente
conservados ya que forman interacciones con en el asa 3 en la interface de la
TIM; analizaron la influencia de esos cambios en la formacion de la estructura
cuaternaria, de la actividad enzimatica y de la estabilidad de cada una con
respecto a la enzima silvestre. Bajo las condiciones experimentales que
propusieron (TRIS-acetato 50mM, pH 8 a 25 °C), la desnaturalizacién quimica de
la triosa fosfato isomerasa humana ocurre mediante un proceso concertado,
dependiente de la concentracion de proteina, con una estabilidad conformacional
de 19.3 (+0.4) Kcal mol™.** Este mecanismo de plegamiento al equilibrio es
idéntico al reportado por Smith y colaboradores, pero aunque la HsTIM se
despliega mediante un mecanismo de dos estados, como la OcTIM, el valor

calculado de estabilidad conformacional es mucho mas bajo (tabla Ill).

Para determinar si en la desnaturalizacién de cierta proteina blanco estan
involucrados intermediarios, o si se trata de un evento concertado es necesario
contrastar los resultados obtenidos por técnicas complementarias utilizando el
mismo método para desplegarla®. Es importante sefialar que Manfroid vy
colaboradores en su trabajo, para calcular el valor de estabilidad conformacional
monitorearon la desnaturalizacion térmica de la HsTIM unicamente mediante
fluorescencia intrinseca, y los cambios de estructura en desnaturalizacion quimica
(urea) se evaluaron por dicroismo circular (CD).*® En este trabajo se llevara a cabo
la desnaturalizacion al equilibrio de la HsTIM y los cambios en la conformacion se
seguiran tanto por CD como por fluorescencia intrinseca, para poder evaluar la

presencia de intermediarios al equilibrio.

En el grupo de investigacion se tiene interés en estudiar el mal plegamiento
de la triosa fosfato isomerasa humana, con el objeto de determinar si esta enzima
es un agente amiloidogénico, o si unicamente esta involucrada en procesos de
coagregacion; las regiones con estructura de hojas B en la HsTIM tienen un

n44

predominio de residuos hidrofébicos (posibles nucleos “cross beta”"). Por lo tanto,
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conocer el mecanismo de plegamiento de la TIM es el primer punto clave que
aportara valiosa informacion para comprender las patologias con las cuales se ha
asociado la posible agregacion de la TIM: una de ellas es la deficiencia de la TIM®
(causada por modificaciones*® y mutaciones puntuales*®, que desestabilizan la
estructura promoviendo su agregacion); también hay evidencias sobre la
presencia de la TIM (nitrada en las tirosinas 164 y 208) en placas amiloides de

pacientes que murieron con Alzheimer.*’

Las proteinas no son entidades estaticas, su estructura se encuentra
fluctuando continuamente entre diferentes conformaciones y mientras menos
estable sea, la frecuencia con la que transite a estados total o parcialmente
desplegados, serd mayor, aumentando con esto la probabilidad de acumular
intermediarios que puedan dar lugar a agregacion®. Asi el proceso de agregacion
esta intimamente relacionado con la estabilidad de proteinas: cuando las proteinas
quedan atrapadas irreversiblemente en conformaciones mal plegadas ocasionan
la formacion de agregados muy estables, los cuales pueden ser amorfos o
fibrilares. Los agregados fibrilares (tienen una estructura altamente ordenada
donde el enlace peptidico adquiere una conformaciéon donde hojas B estan
entrecruzadas de manera perpendicular al eje de la fibra), estan asociados a
enfermedades degenerativas como la diabetes mellitus tipo II, el mal de Parkinson

o el Alzheimer.**
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Hipotesis

La dimerizacion de la HsTIM esta acoplada al plegamiento de la proteina, por

lo que debe seguir un modelo de 2 estados, sin la acumulacion de intermediarios.

Objetivos

General

Determinar el mecanismo de plegamiento de la Triosa fosfato isomerasa de

humano.
Particulares
Expresar vy purificar la HsTIM.

Realizar el analisis conformacional de la proteina, mediante dicroismo

circular y fluorescencia intrinseca.

Detectar la presencia de intermediarios estables y/o transitorios que se

formen durante la reaccion de desplegamiento de la HsTIM.
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Desarrollo experimental

Para cubrir los objetivos del proyecto de investigacion se propuso una
estrategia experimental que involucra tres etapas principales; primero, la sobre
expresion y purificacion de la triosa fosfato isomerasa humana recombinante. El
siguiente paso corresponde a los ensayos de plegamiento, donde se pudo evaluar
la pérdida de la estructura secundaria y terciaria en la desnaturalizacién asi como
determinar la energia libre asociada a la transicion en cada caso. La ultima etapa
corresponde al analisis de los datos, en la cual se compararon los resultados
obtenidos en las series de diluciones a diferentes concentraciones de proteina

como en las series monitoreadas tanto por Fluorescencia intrinseca como por CD.

Metodologia
)] Purificacion del plasmido

El plasmido con el gen de la HsTIM, proporcionado por el Dr. Armando
Gbémez-Puyou: en el inicio de la secuencia (extremo amino) de la triosa
fosfato isomerasa humana se adicionaron una bandera de seis histidinas y el
sitio de reconocimiento de la proteasa del virus Tobacco etch (TEV-
proteasa), esta construccion estaba subclonada en un vector pET-28a

(Novagen).

El plasmido se purificd siguiendo el protocolo de ROCHE® segun las
indicaciones del manual “High Pure Plasmid Insolation Kit". Y se mandoé
secuenciar utilizando los oligos T7 para asegurar que no contuviera

mutaciones.
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()  Sobre expresion de la HSTIM recombinante

El plasmido purificado, se introdujo por electroporacion en células
competentes E. coli ER2566, se seleccionaron las colonias viables en LB
solido con ampicilina (200 pg mL™"). Para sobreexpresar la proteina
recombinante, se crecieron pre-cultivos (medio LB) de células transformadas,
que se escalaron a medio minimo con ampicilina a 1L, en la mayoria de los
casos, 0 en un reactor 10L, incubando a 37 °C (Excella E25). Las
composiciones de los medios estan indicadas en el Anexo | (a 'y b). Se utiliz6
un espectrofotdmetro Beckman Coulter DU®730 para monitorear la densidad
optica de los cultivos (D.O.) a 600 nm. Una vez alcanzada una D.O. 0.4-0.6,
se indujo la sobre expresion con IPTG (1 mM) y se continud la incubacion

toda la noche a 20 °C.
(M) Purificacion de la HsTIM

Se obtuvieron los botones de células por centrifugacion (Beckman J2-21) 30
min a 5000 rpm, 4 °C. Una vez verificado el perfil de sobre expresion
mediante electroforesis en gel (SDS-PAGE 15%), las células se lisaron por
sonicacion (6 ciclos 3 x 1 min, 0.5 s on/off 90% amplitud) utilizando el
amortiguador A (ver Anexo I-c). El extracto proteico se clarifico por
centrifugacion (equipo Sorvall ST 46R de Thermo Scientific) durante 20 min a
13000 rpm, 4 °C. Debido a que intracelularmente el polifosfato y el fosforo
inorganico son especies amortiguadoras del pH*, y para mantener las
mismas condiciones bajo las cuales se esta evaluando el proceso de
agregacion de la HsTIM, se utilizd PBS para purificar la proteina y para

realizar los ensayos de plegamiento.

La HsTIM se purificod del extracto celular mediante cromatografia de afinidad,
utilizando matriz de sefarosa NTA-Ni (ll). Se realiz6 un gradiente con
amortiguador B, eluyendo en la fraccién con 300 mM de imidazol. En algunos
casos se utilizo un FPLC Akta de Amersham, en otros casos la purificaciéon

se llevé a cabo mediante una columna en un soporte, controlando el flujo
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usando una bomba peristaltica. El imidazol se removié por dialisis contra
amortiguador A (4 °C) utilizando membranas de nitrocelulosa con tamafo de
corte de 10 kDa.

(IV) Digestion de la fusidon de histidinas

Para cortar la fusion de histidinas en el extremo amino terminal, se utilizd
TEV-proteasa recombinante la cual también contenia fusionada una etiqueta
de 6 histidinas. Esta enzima se sobre expresé y purificd previamente
(concentracion final de aproximadamente 0.1807 mg mL™ en 50 % glicerol,
para cuantificarla se utilizoé un coeficiente de extincion molar, €, de 32290 M
cm™). La mezcla de digestion contenia 60 pg de proteasa por cada mg de
HsTIM estimado por absorbancia a 280 nm (se usé el coeficiente de extincién
molar, €, de 33640 M cm™, las muestras se leyeron en un espectrofotdmetro

Olis Cary-14). La reaccién de corte se llevo a cabo a 4 °C (toda la noche).

Una vez digerida la HsTIM recombinante, se purificé de la mezcla de
reaccion, mediante una segunda cromatografia de afinidad. En este caso, la
fraccion no afin a la matriz de NTA-Ni es la proteina sin la fusion de
histidinas, permaneciendo en la columna tanto la proteasa como la HsTIM

que no haya sido digerida.
(V)  Precipitacion con sulfato de amonio

Después de purificar cada lote de HsTIM producido, ésta se concentré por
“salting out”, se utilizd (NH4).SO4 anhidro finamente triturado, el cual se
anadié hasta alcanzar 80 % de saturacion a 4 °C (los calculos se realizaron
utilizando el algoritmo disponible en el servidor de ©EncorBiotechnology Inc.,
2012).

La suspension de proteina en sulfato de amonio se centrifugé a 11000 rpm
durante 20 min a 4 °C y el pellet se resuspendié en un volumen adecuado
para garantizar una concentraciéon de al menos 10 mg mL". Una vez

precipitada la proteina, se almacend a 4 °C.
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(VI)  Pruebas de actividad enzimatica

La actividad especifica de cada lote de HsTIM sobre expresada se determind
segin el método de Plaut y Knowles*, el cual se basa en la reaccién
acoplada de la o-Glicerofosfato deshidrogenasa, a-GDH®, (para observar

cantidades de cada reactivo ver el anexo I-d).

Primero se determind la actividad enzimatica de la enzima, para ello, se
siguid la reaccion a partir de la disminucién de la absorbancia a 340 nm del
NADH con respecto al tiempo (espectrofotdmetro Olis Cary-14). Se calculo el

consumo de sustrato mediante la siguiente relacion:

Aszs
enapa(M™1)

[NADH] (uM) = | -

1X106HM‘
Donde ¢, es el coeficiente de extincion molar del NADH, 6220 M cm™: se

usaron celdas de cuarzo cuya longitud de paso 6ptico fue de 1 cm.

Se determind la velocidad inicial a partir de la disminucién de la pendiente en

la absorbancia del cofactor (340 nm) con respecto al tiempo.

Después de cuantificar la proteina utilizada, se determind la actividad

especifica, de la siguiente manera:

Actividad enzimatica (U mL™1)
[HSTIM] (mgmL~1)

Actividad especifica (Umg™1) =

Donde 1U = pMsusratomin™', se considerd el volumen total de la mezcla de
reaccion antes de usarlo como valor de actividad enzimatica.

(VIl) Pruebas de desnaturalizacién quimica

Después de eliminar gradualmente el sulfato de amonio y antes de realizar
los ensayos de plegamiento, la proteina se volvio a dializar contra 4 cambios
de 1 L de PBS filtrado y desgasificado, el cual tenia una menor concentracion
de fosfatos (las composiciones se indican en el Anexo I-c). El primer cambio
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contenia ditiotreitol (DTT, 1 mM) como agente reductor, en los cambios
subsecuentes se adicion6 1 mM de 2-ME (B-mercapto etanol), en lugar del
DTT.

Las muestras de cada curva de plegamiento se prepararon utilizando PBS y
un stock 10 M de urea. Las muestras a leer, ya sea por fluorescencia
(espectrofluorémetro LS50B, Perkin Elmer) o por CD (espectro polarimetro J-
710, marca Jasco), se prepararon del mismo modo: primero se media el
volumen correspondiente de urea, después el amortiguador, a cada dilucion
se anadio una cantidad constante de HsTIM, utilizando una jeringa Hamilton.

Posteriormente, las muestras se incubaron a 25 °C durante 24 h.

Primero se tomaron muestras de HsTIM (concentracién final 0.01 mg mL™,
0.3 uM), que rapidamente se mezclaron con las diluciones de urea,
correspondientes para tener una concentracion final de 3, 4.5y 5 M en un
volumen final (V1) de 1 mL, y se leyé el decaimiento de la emision de
fluorescencia a 335 nm, obtenida al excitar a 295 nm, utilizando celdas de
cuarzo de 1 cm de paso oOptico. Previo al analisis de los datos obtenidos en
cada serie de diluciones medida por fluorescencia, se determiné el centro de
masa espectral (COM) a partir de la intensidad de la emision (/,) obtenida a
diferentes longitudes de onda: COM = Y A,/ > I;

Para realizar el analisis de cada serie de diluciones, monitoreadas por CD y
por fluorescencia intrinseca, se ajustaron los datos obtenidos a un modelo de
decaimiento tanto monoexponencial como biexponencial, utilizando el
software SAVUKA 6.2.25. Esto con el objeto de estimar el tiempo de

incubacion de las muestras para determinar las condiciones al equilibrio.

Las pruebas de replegamiento se realizaron partiendo de una dilucion
incubada por 2 h que contenia 700 pL de urea [10 M] y 300 uL de proteina,
que se diluyéd en amortiguador con el volumen de urea adecuado para
garantizar determinado valor de la concentracion final tanto de urea como de
HsTIM.
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El ajuste de los datos espectroscopicos colectados se llevo a cabo utilizando
el software especializado SAVUKA 6.2.25, para calcular los valores de la

energia libre de la desnaturalizacion a diferentes concentraciones de urea.

Para presentar los datos y poder comparar ensayos independientes, los
valores de elipticidad, en el caso de los ensayos de CD, y los valores de los
centros de masa espectrales, de los ensayos de fluorescencia, se
normalizaron calculando la fraccion de proteina desnaturalizada con respecto
a la proteina en estado nativo (se considera como 100 % las sefiales a 9 M

de urea), de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Yobs — (my * [urea] + by)

fumy = (my * [urea] + by) — (my * [urea] + by)

Donde, Yqus €s la sefial considerada (centro de masa, o elipticidad), my es la
pendiente de la linea base del estado nativo y by es el intercepto, my es la

pendiente de lalinea base del estado desplegado y by es su intercepto.

Debido a la ley de accion de masas, para una proteina dimérica la transicion
de desplegamiento se mueve a concentraciones mas altas de agente
desnaturalizante al aumentar la concentracion del mondmero. Para proteinas
diméricas la dependencia de la concentracion puede ser evaluada mediante
el punto medio de la transicion (Cm), donde Fg, = 0.5. Cu se calculo

mediante la siguiente relacion:

_AG + RTIn[Pogy]

M m

Donde AG, es la energia asociada a la transicion (Kcal mol™), y m, es la
pendiente de la zona de transicion (Kcal mol”" M), Cy tiene unidades de
concentracion del agente desnaturalizante. De acuerdo a lo indicado por
Gloss (2009).°"
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(VIII) Calculos del area de la superficie accesible al disolvente (ASA) de los

residuos aromaticos de la HsTIM.

Se realizo el calculo del area accesible al solvente (ASA), después de ubicar
la posiciéon de los triptéfanos en la secuencia y en los elementos de
estructura secundaria, mediante el programa en linea desarrollado por Mark
Gerstein y colaboradores®, para el calculo de superficies. El porcentaje
indicado en la tabla VIII se obtuvo usando la suma de los valores
correspondientes para cada residuo de triptéfano y la superficie expuesta

para toda la proteina (Anexo VI).
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Resultados y discusién

Sobre expresién y purificaciéon de la triosa fosfato isomerasa humana

El plasmido utilizado para sobre expresar la HsTIM se disefié y produjo por el
grupo del Dr. Gémez-Puyou del Instituto de Fisiologia Celular (UNAM). Este
contiene la secuencia (codones optimizados para E. coli) del gen de la HsTIM, con
una fusion de 6 histidinas y el sitio de corte de la TEV-proteasa en el extremo
amino terminal; el gen esta flanqueado por los sitios Ndel y BamHI en un vector de

clonacion pET-3a.

La secuencia que se muestra en el Anexo V, se obtuvo al secuenciar el
plasmido purificado, utilizando los oligos T7. Esta corresponde a la secuencia del
gen de la triosa fosfato isomerasa (TPI1, gene ID 7167, segun la base de datos
genbank), después de inicio se encuentra la adicion de la fusiéon de histidinas,
también estan presentes los sitios de reconocimiento y de corte de la TEV
proteasa, lo cual genera dos cambios al inicio de la secuencia de proteina
después de realizar el corte con la proteasa: la adicién de un residuo de glicina y

el cambio de la metionina inicial por una histidina (figura 8).

ATG CAT CAC CAT CAT CAC CAC AGC AGC GGC CGT%MCCTGTAC'ITC CAG GGT CAT GCG CCC TCC AGG
MHHHHHHSSGRENLYFDfGHAPSR

Figura 8. Cambios en la secuencia de la HsTIM. La secuencia de la enzima silvestre inicia con
los aminoacidos: MAPSR.

La proteina recombinante se sobre expresd, en varios lotes mediante un
sistema de induccién por IPTG. En cada lote la proteina purificada se precipitd en
sulfato de amonio y se almacend a 4 °C, hasta reunir una buena cantidad (al
menos 15 mg mL™"). Se puede decir que la sobre expresion de la HsTIM fue
exitosa mediante el sistema elegido debido a que la banda de mayor intensidad
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observada al llevar a cabo la electroforesis en gel de poliacrilamida (15 %) bajo

condiciones desnaturalizantes del lisado total de las células inducidas
correspondiente al peso molecular de los monomeros de la TIM (figura9). Asi
mismo, la electroforesis de las fracciones de proteina clarificada del extracto total
(figura 9A) y de la proteina digerida (figura 9B) muestran que la HSTIM fue

purificada adecuadamente, el porcentaje de pureza obtenido iba del 96 al 99.9%.

2 — ~100
~75

~55

(B)

~120
~ 100

~70

~55
=3 -

¥35

25
~15

Figura 9. Proceso de purificacion de la HsTIM sobre expresada. (A) Purificacién de HsTIM, a
partir del extracto total, 1-fraccion soluble del lisado total, 2-fraccién no afin a la columna NTA-
Ni(ll), 3-eluciéon a 300 mM de imidazol, 4-fraccion obtenida a 500 mM de imidazol. (B) Fracciones
obtenidas al purificar la mezcla de digestidon de la fusion de histidinas, 1-TEV proteasa, 2-HsTIM
antes de digerir, 3-elucion a 300 mM de imidazol, 4- proteina obtenida a 50 mM de imidazol, 5-
fraccién no afinala columna NTA-Ni(ll).

Los mayores rendimientos de HsTIM se obtuvieron al purificar proteina sobre
expresada en un fermentador de 10 L con agitacién y aireacion continua,
obteniéndose hasta 12.5 mg de proteina purificada por cada 5 g de pellet, en dicha
ronda la proteina aislada de la mezcla de protedlisis (V1 de 59.5 mL) tenia una
concentracion de 0.77 mg mL™". Es importante sefialar que no toda la HsTIM
utilizada provenia de la produccion en el fermentador, se recurri6 a dicha
estrategia, para ahorrar el tiempo de sobre expresion antes de cada ronda de

purificacion.
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Caracterizacion de la proteina recombinante.

La cuantificacion de
(D

proteina se llevd a cabo Lo

mediante la absorcion UV de os

proteina, aplicando la ley de

Lambert-Beer; para el calculo

0,4
de la concentracion de cada

0,2
muestra de proteina se utilizd

01 250 270 290 310 330 350

el coeficiente de extincidn Anm)

molar determinado (In

experimentalmente mediante el 5E+06
meétodo de Eldelhoch, por Pace 3E:06
y colaboradores para la OcTIM

(e = 33640 M cm™)**, debido

1,E+06

-1,E+06200 210 220 230 0 250 260

[8]rw (deg cm2dmolt)

a que este valor no varia

-3,E+06

mucho del valor calculado a 56406

partir de la secuencia de la

-7,E+06
A (nm)

HsTIM por medio del servidor

» y Figura 10. Espectros de la HsTIM () Espectro de
de ExPASY (33700 M"" cm™). absorbancia en el UV. Para cuantificar se tomé el valor
a 280 nm corregido utilizando el valor extrapolado de
‘ 2 la linea base del espectro a 280 nm. (II) Espectro de
El espectro de absorcion CD en el ultravioleta lejano, la muestra de HsTIM tenia

en el UV de la HsTIM (figura una concentracion de 1.15 mg mL™).

10) también fue til para

evaluar la integridad estructural de la proteina: cuando la proteina esta agregada
se observa una pendiente pronunciada en la linea base del espectro (320 a 350
nm). Sin embargo, éste por si solo, no es prueba suficiente para concluir que la
HsTIM recombinante obtenida se encontraba en el estado nativo. Por lo que, antes
de realizar los ensayos de plegamiento, en primer lugar se evaluo la integridad de
la estructura secundaria, observando el espectro de CD en el ultravioleta lejano de
una alicuota de HsTIM después de purificar y concentrar, en la figura 10-ll se

muestra un ejemplo representativo de los espectros obtenidos. Se determino el
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porcentaje de estructura secundaria utilizando el software K2D2, desarrollado por
Pérez-lratxeta y Andrade-Navarro (2008)*?, obteniéndose que hay 50.5% de
hélices a, 15.5% de hebras B, 16.0% de asas y 17.9% de arreglos al azar, los
cuales son valores idénticos a los reportados para distintas variantes de la TIM

(Plasmodium falciparum, de levadura y de humano).>%>*%°

Dado que la dimerizacion juega un papel importante en la actividad y
estabilidad de la HsTIM***®, antes de realizar los ensayos de plegamiento, se
determind la actividad especifica de la HsTIM, segun el método de Plaut y
Knowles*, evaluando el consumo del cofactor (NADH) en la reaccion acoplada de
la a-Glicerofosfato deshidrogenasa (a-GDH), que es 1:1 respecto al consumo de
sustrato de la TIM, D-GAP®°. Se obtuvo una actividad especifica de 7998 (+456) U
mg'1, que esta dentro del mismo orden de magnitud que el reportado por Orosz y
colaboradores para la triosa fosfato isomerasa humana recombinante, el valor que

ellos determinaron fue de 8000 U mg™.*°
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Estudios al equilibrio

(a) Determinacion del tiempo de incubacion

Para determinar el tiempo que tardaria nuestra variante en alcanzar el
equilibrio, bajo las condiciones propuestas, los primeros ensayos de
desplegamiento estuvieron enfocados a determinar el tiempo que requeria la
enzima en dar una sefal constante a diferentes concentraciones de urea. Se
eligieron los valores 3.0, 4.5 y 5.0 M debido a que en la zona de transicién la

reaccion de plegamiento es mas lenta.

Cinéticas desnaturalizacién [HsTIM 0.3pM]

650

315nm)

600

550

Emisién de Fluorescencia (A

0 500 1000 1500 2000 2500

Tiempo (s)

Figura 11. Cinéticas de desnaturalizacion. Se muestran las 3 cinéticas de desnaturalizacion
que se realizaron: a 3 M (circunferencias gris claro, linea punteada), a 4.5 M (circulos negros,
linea continua) y a 5 M (circunferencias gris oscuro, linea continua) de urea.

En la figura 11, se muestra la disminucion de la emision de fluorescencia a
335 nm, al parecer se observé una sefal constante después de 40 min de
reaccion, para verificarlo se llevd a cabo el ajuste de los datos a modelos de
decaimiento mono y biexponenciales, de acuerdo al calculo, el tiempo que tarda la
HsTIM en alcanzar la fase lenta va de 78 min a 95 min (Anexo IIl). Multiplicando el
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valor de vida media de la reaccién por 10 para asegurar que se haya alcanzado el
equilibrio, nos da un tiempo de aproximadamente 15 h. Por lo que, se consideré
gue un dia de incubacion a 25 °C seria suficiente para que las muestras alcancen

el equilibrio.

Cuando se desea evaluar la presencia de intermediarios transitorios en la
ruta de plegamiento de una proteina se deben realizar experimentos de cinética de
plegamiento. Los tres ensayos anteriores estuvieron enfocados a determinar el
tiempo que serian incubadas las muestras de cada dilucion de urea, para
garantizar las condiciones de equilibrio. Sin embargo, vale la pena resaltar que en
dos de los tres casos, el cambio observado se tuvo que ajustar a la suma de dos
exponenciales, lo cual sugiere mas de una transicion. Es posible que exista una
mezcla de dos poblaciones con una velocidad de desplegamiento diferente o que
se estén detectando etapas secuenciales en la desnaturalizacion. La evidencia
para discernir entre ambas posibilidades puede ser obtenida mediante un estudio
de cinética mas completo donde se incluyan experimentos de “doublé jump”®’, en
los que se estudia el efecto del tiempo sobre la amplitud de cada una de las fases
cinéticas observadas. Este tipo de estudios estan fuera del alcance de la presente

tesis.
(b) Comprobacion de la reversibilidad de la reaccién de plegamiento

Toda vez que se pretende determinar la estabilidad termodinamica de una
proteina, primero es necesario demostrar que la reaccion que va del estado
desnaturalizado al estado nativo es reversible. Para determinar si la
desnaturalizacion quimica de la HsTIM es un proceso reversible o no, se
compararon las sefales de CD para dos series de diluciones. En la primera, las
muestras con proteina en estado nativo se equilibraron en el amortiguador con el
volumen correspondiente de una disolucion concentrada de urea (7 M), se
tomaron alicuotas que se diluyeron para alcanzar las diferentes concentraciones
del desnaturalizante estudiadas, abarcando las regiones pre transicion y post
transicién; asi la reaccion comienza del estado desplegado. En una segunda

muestra, la proteina 10 veces mas concentrada que en el caso anterior, se lleva a
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la concentracion mas baja de urea que permite garantizar que la proteina se
encuentra desnaturalizada, y en este caso la reaccion comienza en el estado
nativo. Ambas series se dejan equilibrar para que gradualmente recuperen su

estructura secundaria, después se compara la sefal de cada grupo de muestras.

0.E+00

-2.E+05

-4.E+05

——
-6.E+05 Unfold

= =»== Refold

-8.E+05

[0],174m (deg cm? dmol?)

-1.E+06

-1.E+06

[Ureal] M

Figura 12. Grafico del ensayo de replegamiento. Se comparé el cambio en la
elipticidad molar para las muestras desnaturalizadas (unfold) y para las muestras
renaturalizadas (refold), con respecto a la concentracién de urea. Cada muestra
contenia una concentracién constante de HsTIM (5.7 uM = 0.3 mg mL'1).

Al desnaturalizar a la enzima en 7 M de urea, también se perdio la actividad
enzimatica, después de diluir la urea y de incubar las muestras durante 24h,
también se observo la recuperacion de hasta el 90% de la actividad enzimatica. En
el grafico mostrado en la figura 12 se observa el cambio en la elipticidad molar de
cada serie con respecto a la concentracion de urea. El sobrelape entre los puntos
de desnaturalizacién y renaturalizacion, permite concluir que, bajo nuestras
condiciones, el proceso es reversible. Cuando se llevan a cabo ensayos de
plegamiento al equilibrio es importante corroborar que la transicion N<>U, sea
reversible, de otro modo bajo esas condiciones en la disolucion so6lo habra una
poblacion predominante, N o U, en lugar de una combinacion de ambas

poblaciones recambiandose constantemente (equilibrio quimico).
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En 2007, Gonzalez y Najera®, evaluaron el plegamiento de la TIM humana,
en ese trabajo muestran los ensayos de renaturalizacion quimica que llevaron a
cabo usando urea y cloruro de guanidino (GdnCl), monitorearon tanto los cambios
en la fluorescencia intrinseca como en la actividad enzimatica. A diferencia de
nuestros resultados, cuando realizaron el replegamiento a 25 °C siempre
observaron una histéresis, sin importar el agente desnaturalizante usado, ni el
tiempo de incubacion (24, 48 o 72 h), por ello realizaron los experimentos
restantes a 37 °C. Esta diferencia con los resultados que se obtuvieron al evaluar
la reversibilidad del proceso puede deberse a que las condiciones de plegamiento
utilizadas en ambos casos fueron distintas. Las pruebas de plegamiento en el
presente trabajo fueron realizadas en un amortiguador de fosfatos [20 mM] pH 7.5
con 0.5 mM de EDTA y 70 uL de 2-ME, por otro lado, los ensayos de Gonzélez y
Najera, se llevaron a cabo en un amortiguador de Trietanolamina [100 mM] pH 7.4,
con 10 mM de EDTA y 1 mM de DTT, ademas de que la variante que ellos

utilizaron corresponde a la secuencia de la enzima silvestre.

Con el objeto de comparar el cambio tanto de la estructura secundaria como
de la estructura terciaria de la HsTIM, después de comprobar la reversibilidad del
proceso, se prepararon series de diluciones con concentracion variable de urea
para evaluar el cambio de conformacién de la triosa fosfato isomerasa humana
durante la desnaturalizacion quimica al equilibrio, cada serie de experimentos se
realizé por duplicado y contenian una concentracion constante de HsTIM y se
leyeron a 25°C, dado que al desnaturalizar la proteina se observan diferencias

significativas en las sefales de fluorescencia intrinseca y de CD (figura 13).

Toda vez que se desea evaluar la presencia de intermediarios estables en la
ruta de plegamiento de una proteina, es importante comparar los resultados
obtenidos al monitorear los cambios de conformacién mediante técnicas
complementarias bajo las mismas condiciones, ya que son sensibles a diferentes
propiedades: el CD, detecta cambios en la estructura secundaria y la fluorescencia

intrinseca, en la estructura terciaria.
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Figura 13. Cambio en la sefnal de
los espectros de HsTIM con
respecto al aumento de Ila
concentracioén de urea.
Fluorescencia intrinseca (A) y en el
espectro CD (B).
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Monitoreo de la estructura secundaria

Debido a que TIM es una proteina dimérica, se plante6 evaluar el efecto de
la concentracion de proteina sobre la estabilidad termodinamica de la proteina (25
°C). Para ello se realizaron curvas de desplegamiento, con 0.3 mg mL™" (5.7 uM) y
0.09mgmL™" (1.8 uM) de HsTIM. Las concentraciones utilizadas marcan los limites
(inferior en el caso de CD y superior en el caso de Fl) con que se puede trabajar: a
cantidades mas bajas de proteina, su sefial es mas dificil de detectar, y para
utilizar concentraciones mayores a 0.3 mg mL™" de HsTIM, era necesario poner a
dializar la proteina a una concentracion muy alta y se observd que parte

importante de ella se agregaba durante la didlisis (a 4 °C).
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Figura 14. Curvas de desnaturalizacion por urea de la HsTIM. Se
muestran los ensayos de CD realizados utilizando diferentes
concentraciones de proteina.

Tabla IV. Parametros termodinamicos calculados a partir de la
pérdida de la estructura secundaria en la desnaturalizacion.

[HSTIM] AG m
uM Modelo  \calmol)  (Kcal mol” M) Cw [M]
18  2estados  14.8 (+18) 15 (£0.3) 46 (x2.1)
57  2estados 17.5 (+1.1) 2.1 (0.2) 4.9 (+1.2)

Como se esperaba, dado que se trabajéo con una proteina dimérica, los
datos obtenidos por CD muestran que la desnaturalizacion de la HsTIM es un
evento dependiente de la concentracidén de proteina: al aumentar la concentracion
de proteina en los ensayos de plegamiento también aumenta la concentracion
media de urea (tabla IV) lo cual correlaciona con los valores calculados de energia
libre asociada a la transicién que se incrementa con respecto al aumento de la
concentracion de proteina. Asi mismo se observa que la cooperatividad del evento
se incrementa con la concentracion de proteina (tabla 1V, figura 14). Tanto los
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datos, como el ajuste de los mismos, sugieren que la transicién del estado nativo
al estado desplegado es un evento concertado, lo que indicaria que la

dimerizacion se encuentra acoplada a la reaccion de plegamiento.

La HsTIM es menos estable que la variante de Mainfroid y colaboradores,®**?

la cual tenia una estabilidad conformacional de 19.3 Kcal mol" para una
concentracion de 0.1 mg mL™ (aproximadamente 1.8 uM), en el presente trabajo el
valor calculado correspondiente a dicha concentracion de proteina es de 14.8 Kcal
mol™. Esto puede deberse a que el pH y composicién de las diluciones utilizadas
en ambos casos son distintas: Mainfroid y colaboradores utilizaron un
amortiguador de Tris-acetato [50 mM] pH 8.0, para los ensayos realizados en este
trabajo se utilizé un amortiguador de fosfatos [10 mM] pH 7.5, pero el patrén de
desnaturalizacion acorde a un modelo de dos estados es idéntico en ambos
casos. Para otras especies también se observa que diferentes condiciones de
diluciéon influyen en el valor de energia libre calculado, por ejemplo, en 2001 Pan y
colaboradores, al evaluar la desnaturalizacién quimica de la TIM del musculo
conejo, calcularon una estabilidad conformacional mas alta (33.6 Kcal mol™) del
valor que calcularon Rietveld y Ferreira (17 Kcal mol™) para la misma variante, en
ambos casos utilizaron cloruro de guanidino como agente desnaturalizante, sin
embargo, tanto la fuerza iénica como el pH de sendas series de diluciones fue

distinta®"*8,

Al comparar los valores obtenidos para la HsTIM con respecto a los
reportados para variantes de especies, que tienen un menor grado de identidad,
se puede concluir que esta enzima presenta una baja estabilidad conformacional,
cuya magnitud es similar al reportado para las TIM de levadura y de Trypanosoma

brucei (tabla 111).3"3¢
Monitoreo de la estructura terciaria

Si la desnaturalizacién quimica de nuestra variante, HsTIM, es un proceso
concertado, la pérdida de la estructura, secundaria y terciaria, asi como la

disociacion de los mondmeros deben ocurrir simultaneamente; para obtener esa
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evidencia, se procedio a analizar el cambio de la estructura terciaria con respecto

al aumento de la concentracion de urea.

Entonces, se realizaron series de diluciones a cuatro diferentes
concentraciones (desde 0.3 hasta 5.7 uM) de HsTIM y se evalud el cambio en el

perfil de emision de fluorescencia intrinseca de la proteina.

En la tabla V, se muestran los valores de energia libre y de m calculados en
cada caso, asi como los valores de la concentracion media de agente
desnaturalizante. Debido a los datos de cada serie se ajustaron mejor a un modelo
de dos estados que a los modelos de tres estados, se puede concluir que en la
desnaturalizacion de la HsTIM la pérdida de la estructura terciaria es un evento

concertado.

Tabla V. Parametros termodinamicos calculados para el ajuste de los datos de
fluorescencia

[HsTIM]

uM Modelo  AG (Kcal mol'1) (Kcal :ol'1 M'1) Cn (M)

0.3 2 estados 14.2 (x1.4) 1.7 (£0.3) 3.1 (¢1.5)
0.6 2 estados 13.6 (x0.9) 1.4 (£0.2) 3.6 (x1.1)
1.8 2 estados 12.1 (20.6) 1.0 (£0.1) 4.2 (£0.7)
5.7 2 estados 12.9 (x0.4) 1.5 (£0.09) 3.8 (x0.5)

En la figura 15, se muestran las graficas de cada serie de diluciones de
HsTIM leidas por fluorescencia. Los valores de estabilidad conformacional caen
dentro del mismo intervalo (12-14 Kcal mol™, tabla V) independientemente de la
concentracion de proteina utilizada en cada serie, del mismo modo, los valores de
m parecen ser constantes, con excepcion de la curva que se realizé a 1.8 uM de
proteina (los valores de m se mantienen entre 1.4 y 1.7 Kcal mol” M7, tabla V).
Esto es diferente tanto del comportamiento esperado en proteinas oligoméricas,
segun la ley de accion de masas, como de los resultados obtenidos para la

desnaturalizacion monitoreada por CD.
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Figura 15. Curvas de desnaturalizacion por urea de la HsTIM. Se muestran los ensayos de
fluorescencia realizados utilizando diferentes concentraciones de proteina.

Al evaluar la cinética de plegamiento de la TIM de musculo de conejo
utilizando como agente desnaturalizante cloruro de guanidino, Rietveld y Ferreira
(1998), también observaron desviacién de la ley de accién de masas asociaron
esta situacion al hecho de que la energia de activacion para el intercambio de
subunidades es alta, entonces, el ensamble muestra poblaciones heterogéneas en
rangos de tiempo bioldgicamente relevantes*. La interface de dimerizacion de la
TIM es la region mas larga de la secuencia y esta estabilizada por interacciones
mas fuertes que en el resto de la molécula®’; Mainfroid y colaboradores
determinaron, experimental y tedricamente, que la contribucion de la asociacién de
subunidades (AGasociacion) €N la de desnaturalizacion de la HsTIM representa casi
un 74 % de la energia involucrada en el proceso (14 Kcal mol™ el total era de 19
Kcal mol™)*, esto correlaciona con el hecho de que en este trabajo la pérdida de
la estructura secundaria no esté acoplada a la separacion de los mondémeros. En
nuestro caso, se suma el hecho de que en el medio de la proteina hay fosfatos (la
disolucion amortiguadora fue PBS), y la TIM une a los iones fosfato en el sitio
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activo (residuos), que esta en la interface de ambas subunidades, entonces este

pudo haber sido un factor que favorecié el predominio de la especie dimérica.

Figura 16. Localizacion de los residuos de triptéfano en la triosa fosfato isomerasa humana, se
muestran las cadenas laterales en negro, se observa que ninguno de ellos esta en la interface.

Sin embargo, el hecho de que en los ensayos de fluorescencia intrinseca de
triptéfano (W) no se detecté la disociacion de los mondémeros de la HsTIM, puede
deberse a que dichos residuos no se encuentran en la interfase de dimerizacion,
de modo que al aumentar la concentracion de urea en el medio, el cambio de
sefal corresponde soélo a la exposicion de los fluoréforos. Para corroborar la
premisa anterior, se realizd el calculo del ASA (“accesible Surface area”)
correspondiente a cada residuo de W en el estado nativo; ambas cadenas
polipeptidicas de la triosa fosfato isomerasa humana tienen cinco residuos de W,
los cuales se encuentran en las posiciones 12, 90, 157, 168 y 191 (figura 16). Los
bajos porcentajes de ASA muestran que dichos residuos se encuentran en el
interior de la proteina (tabla VI y figura 17), lo cual es consistente con lo observado
en los espectros de fluorescencia para cada titulacion con urea: a bajas
concentraciones de urea la excitacion a una longitud de onda de 295 nm, genera
un maximo de emision a 331 nm (figura 13-a), lo cual sugiere que los W se
encuentran en un ambiente relativamente hidrofébico®; en altas concentraciones
de urea, el maximo de emisién se desplaza a 358 nm (figura 13-a), como

normalmente se observa para los residuos de W expuestos®.
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Tabla VI. Triptéfanos en la HsTIM
Estructura

Posicion A ASA (A% %
secundaria
12 Ba-1 0.45 0.005
90 B4 22.42 0.251
157 ap-5 32.02 0.333
168 Ba-6 49.06 0.304
191 a6 27.22 0.259

0% 50% 100%

Figura 17. Imagen generada mediante el analisis del ASA realizado para los W en la
estructura de la HsTIM utilizando los paquetes del software especializado UCSF Chimera
(NIGMS P41-GM103311). La cadena lateral de cada W se encuentra sefialada, el color rojizo
fue resultado del calculo: las regiones mas expuestas se indican en tonos que van de violeta a
azul y las regiones que estan menos accesibles al solvente se indican en tonos que van de
naranja a rojo. Esto tiene correlacion con los valores indicados en la tabla VIII.

El hecho de que no haya una dependencia en la concentracion de proteina
en el cambio de estructura terciaria sugiere que durante el plegamiento de la
HsTIM, el empaquetamiento de los residuos aromaticos ocurre después de que las
subunidades se ensamblaron. Entonces en la reaccion de desplegamiento,
primero hay una expansion de la estructura que disminuye los contactos en la
estructura terciaria y permite la entrada de agua, cambiando el ambiente en que
se encuentran los residuos aromaticos. Conforme la expansion continua,
eventualmente se rompen los puentes de hidrogeno que mantienen a la estructura

provocando la disociacion y desplegamiento de las subunidades.
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Cambio en la estructura secundaria vs. Cambio en la estructura terciaria

Para determinar la presencia del intermediario se procedié a evaluar los
datos obtenidos al monitorear el cambio de estructura secundaria y de estructura
terciaria para las series con concentraciones idénticas de proteina (figuras 18 y
19).

Los cambios de conformacion de la HsTIM al desnaturalizarla con urea
indican que la estructura terciaria se pierde de manera menos cooperativa que la
estructura terciaria. Y que, a altas concentraciones de proteina la estructura
secundaria es mas resistente a la concentracion de urea que la estructura

terciaria.

11

frum)

-0,1

[Urea] M

Figura 18. Sobre posicion de las curvas de desnaturalizacion de Fl (rombos morados, linea
continua) y de CD (triangulos azules vacios, linea punteada) a 1.8 uM de HsTIM.
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Figura 19. Sobre posicion de las curvas de desnaturalizacion de Fl (rombos verdes linea continua)
y de CD (rombos vacios linea punteada amarilla) a 5.7 yM de HsTIM.

El hecho de que la estructura terciaria de la cadena polipeptidica en la HsTIM
no se pierda de manera simultanea a la estructura secundaria, indica la presencia
de un intermediario, en el que probablemente las ocho hélices a y las ocho hebras
B se conservan estructuradas aun cuando el plegamiento barril (B/a)s se haya
desestabilizado. También se observa la presencia de un intermediario en la
desnaturalizacion térmica de la TIM humana, realizada por Benitez y Rojo (1997),
quiénes, monitorearon el cambio de estructura de la triosa fosfato isomerasa
humana, por fluorescencia intrinseca y por dicroismo circular: la estructura

terciaria se pierde a menor temperatura que la estructura secundaria .

Entonces para llevar a cabo el calculo de la energia libre asociada a todo el
proceso es necesario ajustar tanto los datos de CD como los de fluorescencia
intrinseca a un modelo de mas de dos estados. Por esta razén, se procedio a
realizar un analisis global para la desnaturalizacion de la HsTIM utilizando los
datos obtenidos para las series de desnaturalizacion a 1.8 yM y a 5.7 uM de

proteina, donde se considerd que la pérdida de la estructura terciaria corresponde
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a una primera etapa (unimolecular, dado que la fluorescencia intrinseca de
triptéfano fue independiente de la concentracién de proteina), y que, tanto la
pérdida de la estructura secundaria como la disociacion de las subunidades
ocurren simultdaneamente en un segundo paso.

Tabla VII. Valores calculados para cada transicion de la desnaturalizacién de la
HsTIM, al realizar el analisis global de los datos obtenidos.

[HsTIM] upM  Serie Parametro Valor Desviacion estandar
AG,; (Kcal mol™) 3.805 0.446
mn (Kcal mol™ M7 0.922 0.126
CD AG,; (Kcalmol™)  13.052 1.621
mn (Kcal mol™ M™)  1.259 0.265
18 z 1 0.266 0.257
' AG,,; (Kcal mol™) 3.805 0.446
mn (Kcal mol™ M™)  0.922 0.126
Fl AG,; (Kcalmol™)  13.052 1.621
mn (Kcal mol™ M7y 1.259 0.265
z 0.242 0.268
AG,; (Kcal mol™) 3.805 0.446
my (Kcal mol™ M) 0.922 0.126
cD AG,; (Kcalmol™)  13.052 1.621
my (Kcal mol™ M) 1.259 0.265
5.7 z 0.112 0.198
' AG,; (Kcal mol™) 3.805 0.446
my (Kcal mol™ M) 0.922 0.126
Fl AG,; (Kcalmol™)  13.052 1.621
mny (Kcal mol™ M™)  1.259 0.265
z 1.000 0.128

Las cuatro series de diluciones (figuras 18 y 19), se ajustaron muy bien al
modelo de tres estados propuesto (tabla VIl), el cual involucra la presencia de un
intermediario dimérico, se obtuvieron los mismos valores para los ensayos a cada
concentracion de HsTIM (1.8 y 5.7uM). De manera que la reaccion de

desplegamiento de la triosa fosfato isomerasa seria la siguiente:
FI CD
Ny, oI, 20U

Tabla VII. Valores calculados para cada transicion de la
desnaturalizacién de la HSTIM, al realizar el andlisis global de
los datos obtenidos.

Etapa Técnica AG (Kcalmol”) m (Kcal mol'M™)
N, & | Fl 3.8 (£0.45) 0.9 (20.12)
I, &2U CD 13.1 (£1.62) 1.3 (20.27)
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Dado que la energia libre asociada a la desnaturalizacién de la proteina
puede ser vista como la suma de las energias libres para cada etapa, la
estabilidad conformacional de la HsTIM bajo nuestras condiciones experimentales
es de 16.9 (+ 1.45) Kcal mol™. Pese a que dicho valor esta entre los 3 valores mas
bajos de estabilidad conformacional respecto a los obtenidos para variantes de

otras especies (tabla lll), esta dentro del intervalo para proteinas diméricas.??

Aunque la HsTIM y la ScTIM presentan una identidad de secuencias del 53%
(tabla IIl) el valor de estabilidad conformacional que se determin6 en el presente
trabajo es muy parecido al reportado para la TIM de levadura por Najera y
colaboradores (2003), quiénes determinaron una estabilidad conformacional de
16.6 (+ 0.7) Kcal mol™, pero aunque en ese caso la ruta de plegamiento también
es de tres estados, bajo sus condiciones observaron un intermediario monomérico

expandido.*®

Es interesante que TIM sea un dimero en todas las especies cuya estructura
es conocida (o incluso tetramero en algunos termdfilos). Los sitios activos
funcionan de manera independiente, aunque algunas mutantes en las que se han
desfavorecido las interacciones que mantienen a la interface han resultado
inactivas®’. Sin embargo, a través de evolucion dirigida ha sido posible rescatar la
actividad en una variante monomérica de la TIM de Trypanosoma brucei®, lo que
sugiere que la actividad no es la caracteristica que ejerce una presion de seleccion

para mantener estas proteinas como dimeros.

En general, la dimerizacién, es un mecanismo a través del cual las proteinas
aumentan su estabilidad. Es interesante resaltar que al inducir cambios
estructurales utilizando agentes desnaturalizantes en TIM de otras especies, la
asociacion de las subunidades juega un papel importante en la reaccion de
plegamiento, en el caso de la TIM de humano observamos que la dimerizacion es
parte importante incluso del inicio del plegamiento, lo que puede compensar la
menor estabilidad que parece tener comparada con las TIM de otras especies,
esto también tiene correlacion el supuesto de que el intermediario estabilizado

bajo las condiciones propuestas sea un dimero, pese a que sea mas comun
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encontrar intermediarios monoméricos en otras especies por ejemplo en TIM de

Trypanosoma brucei®' y en TIM de Oryctulagus cuniculus.®

Los resultados sugieren que la interface de dimerizacién es resistente a altas
concentraciones de urea para después romperse, entonces, el intermediario del
plegamiento al equilibrio deberia ser un dimero con los elementos de estructura
secundaria formados en el cual los contactos que mantienen la estructura
tridimensional son débiles, permitiendo el acceso del solvente (figura 20). Sin
embargo, los resultados obtenidos en el presente trabajo no aportan informacion

suficiente sobre las propiedades estructurales de la poblacion detectada.

Figura 20. Posible ruta de plegamiento de la HsTIM. Se indica la via que podrian seguir los
nucleos de agregacion, si el intermediario poseyera las caracteristicas estructurales inferidas a
partir de los resultados obtenidos.
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Los intermediarios de tipo globulo fundido, mantienen elementos de la
estructura secundaria del estado nativo, asi como posiciones aproximadas en el
espacio, pero su arreglo tridimensional es irregular, debido a que las asas tienen
mayor movilidad y a que el empaquetamiento de las cadenas laterales es mas
pobre que en el estado nativo®. El intermediario que se consiguié observar bajo
nuestras condiciones de desnaturalizacion podria tener una conformacion que
promueva la asociacion entre las hojas B (en el estado nativo se encontraban
protegidas por las hélices a) de diferentes moléculas de proteina originando
nucleos de agregacion. De acuerdo a diversos estudios reportados hasta el
momento, proteinas que estan parcialmente plegadas, con estructura secundaria
significativamente intacta, e intermediarios tipo glébulo fundido, estan involucradas
en los procesos de agregacion fibrilar.**®*%* Para saber si las suposiciones
mencionadas anteriormente son ciertas es necesario realizar la caracterizacién
estructural de la poblacion predominante en disoluciones de HsTIM en el intervalo
de 3.5 a 5 M de urea.
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Conclusiones

La desnaturalizacion quimica al equilibrio de la triosa fosfato isomerasa
humana es un evento reversible para el cual se determiné una estabilidad
conformacional de 16.9 (+ 1.45) Kcal mol™, que es relativamente bajo, respecto a
los valores reportados para otras variantes y para otras especies, esto parece
corroborar el supuesto de que la TIM humana in vitro es mas propensa a
agregarse que la de otras especies.

Evaluar los cambios de conformacién, en la estructura terciaria (mediante
fluorescencia) y en la estructura secundaria (mediante CD), involucrados en la
desnaturalizacién al equilibrio por urea de la HsTIM, permitié concluir que, pese a
que tanto la adquisicion de la estructura secundaria como la terciaria ocurren
mediante transiciones concertadas, no son eventos simultaneos en el plegamiento
de la HsTIM. Entonces el plegamiento in vitro de la triosa fosfato isomerasa
humana bajo las condiciones propuestas involucra la formacion de al menos un
intermediario. Este hallazgo provee indicios sobre el proceso de agregacion fibrilar
que puede sufrir esta proteina, ya que, las moléculas que enriquecen las
poblaciones del intermediario, parecen poseer los elementos de estructura
secundaria, y debido a que las interacciones intramoleculares que estabilizan la
estructura terciaria no son lo suficientemente fuertes, las hebras beta podrian

asociarse.
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Perspectivas

Seria interesante caracterizar el intermediario involucrado, primero
determinando sus dimensiones mediante cromatografia de exclusion molecular, y
mediante estudios estructurales de mayor resolucion (RMN) se puede demostrar si
el intermediario observado en la desnaturalizacion al equilibrio es de tipo glébulo
fundido.

Es necesario realizar estudio cinético completo de la reaccion de
plegamiento-desplegamiento. En el cual: se evalué la reaccién en tiempos muy
cortos (stopped-flow) asi como intervalos de tiempo mayor (mezclado manual), se
realicen cinéticas de replegamiento y también evaluar las cinéticas a diferentes

concentraciones de proteina.

Por ultimo, la baja energia libre calculada para la desnaturalizacion de la
HsTIM, podria deberse a que en el inicio de su secuencia tiene dos residuos
distintos (His y Gly) a la proteina nativa, y que éstos se encuentren afectando la
red de interacciones intramoleculares que dan forma al arreglo tridimensional de
las cadenas poli peptidicas. Para demostrar si lo anterior es cierto, hay que
comparar los resultados de los experimentos al equilibrio de la proteina nativa con
los obtenidos en el presente trabajo. La subclonacion del cDNA de la triosa fosfato
isomerasa humana con los codones optimizados para E. coli en el vector pTYB1,
fue elegida para sobre expresar y purificar la proteina nativa utilizando un sistema
mediado por inteina, eliminando asi los cambios al inicio de la secuencia. Aun no

se ha obtenido el plasmido de HsTIM con la fusion de inteina.
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Anexos

Anexo |. Disoluciones

(a) Ampicilina
Se prepararon varias alicuotas de 1mL, pesando 3g que se aforaron a
15mL, para que estuviesen a una concentracion de 200mg/mL. A cada
medio, LB (tanto sdlido como liquido) y medio minimo, se afiadio el
volumen adecuado de estas disoluciones para que el antibidtico estuviese

a una concentracion final de 200pgmL™".

(b) Medios
LB
En caso de ser sdlido al medio LB se le agregdé agar para tener una
concentracion final del 1.5% (p/v). Para un litro:
20g Triptona
5g de extracto de levadura
10g de NaCl

Medio Minimo

En cada caso se afadié glucosa como fuente de carbono al 20%, se
afiadié el volumen adecuado para alcanzar una concentracién final de
0.4g/L. Para un litro:

100mL de stock (10X) de sales M9

1mL de vitamina B1 [3.8mM]

1mL MgSO4 [1M]

0.1mL CaCl; [50mM]

300uL cas-aminoacidos [20%)]

Donde, cada litro de Stock Sales M9 (10X) contiene:

5g de NaCl

30g de KH,PO4
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60g de Nax;HPO,4

10g de NH4CI
SOC
Para un litro:

20g de triptona

5g de extracto de levadura
2mL NaCl [5M]

2.5mL KCI [1M]

10mL MgCl; [1M]

10mL MgSO4 [1M]

20mL Glucosa [1M]

(c) Amortiguadores

La primer disolucién amortiguadora que se utilizé (amortiguador A), era de
fosfatos [20mM] a pH 7.5 y tenia NaCl [150mM] para regular la fuerza
idnica. En este amortiguador se realizé la lisis y clarificacion del extracto
proteico.

El amortiguador B, tenia idéntica composiciéon al amortiguador A, con
500mM de imidazol, ésta disolucion se utilizé para generar los gradientes
a 50 y 300mM de imidazol durante el proceso de purificacion.

Los ensayos de plegamiento se llevaron a cabo en un amortiguador de
fosfatos [10mM], pH 8.0 con 0.5mM de EDTA. El agente desnaturalizante
se encontraba disuelto en un amortiguador de la misma composicion.

Los amortiguadores de dialisis también fueron de fosfatos [10mM] con

EDTA, pH 8.0, pero también se adicionaron 70uL de 2-ME y s6lo el primer

recambio contenia DTT (concentracion final de 1uM).
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(d) Mezcla de reaccion para las pruebas de actividad enzimatica

Cada ensayo contenia: 30uL de NADH, 20uL a-GDH, 19uL NazAsO4, 50uL
GAP, 20uL HsTIM en 780uL de amortiguador A. En algunos casos se
disminuyo el volumen de NADH, para que la lectura inicial (y linea base del
ensayo de actividad estuviese en el rango de 1.1 a 1.5 unidades de

absorbancia).
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Anexo Il. Cinéticas de desnaturalizaciéon de la HsTIM (0.3uM)
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Anexo lll. Curvas de desnaturalizacion de Urea
(a) Ensayos de CD
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F (U/N)
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(b) Ensayos de Fluorescencia Intrinseca
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Monitoreo del cambio en Fl de HsTIM, 1.8uM, respecto a [urea]
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H{U/N)

Desnaturalizacion de 5.7uM HsTIM, monitoreada por Fluorescencia

11

0,9

"

0,7

0,5

0,3

01

"

01 ©

2,0

0,0

-2,0

Gnu (Kcal/mol) = 12.994766+/-0.434457

Anu (Kcal/mol/[D]) = 1.509352+/-0.097436

SLOPE OF NATWE BASELINE =-1.575547+/-0.294248
Y-INT OF NATIVE BASELINE = 345.294072+/-0.251174
SLOPE OF UNFOLDED BASELIN =-0.161782+/-0.121135
Y-INT OF UNFOLDED BASELIN = 364.961315+/-0.911859

TEMPERATURE (K)= 298.150000
CONC (UNFOLDED) = 0.570000E-05
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Anexo IV. Calculo del ASA, archivos de salida.

a) Accesible Surface Area para cada residuo

Chain A
| 1 | 1] | 1] | Il

1 140,32 63 0,34 125 0,00 187 81,93
2 70,52 64 0,18 126 0,13 188 0,09
3 124,73 65 13,93 127 0,75 189 30,66
4 34,48 66 0,92 128 4,49 190 41,01
88,32 67 18,67 129 0,00 191 21,711

6 4,34 68 72,65 130 82,29 192 0,00
7 0,00 69 51,69 131 44,39 193 106,28
8 0,00 70 66,06 132 115,79 194 86,86
9 1,44 71 57,30 133 37,90 195 85,94
10 0,90 72 14,95 134 40,82 196 67,17
1 2,02 73 44,69 135 108,91 197 35,82
12 0,50 74 41,22 136 67,73 198 85,30
13 28,64 75 0,00 137 56,57 199 83,27
14 0,00 76 20,82 138 60,75 200 10,30
15 33,82 77 15,06 139 13,69 201 4,17
16 10,44 78 6,86 140 56,94 202 91,61
17 50,50 79 0,00 141 105,67 203 66,41
18 58,21 80 0,13 142 15,78 204 2,48
19 154,87 81 8,04 143 1,73 205 25,19
20 57,51 82 0,00 144 51,61 206 0,00
21 1,16 83 0,07 145 85,41 207 0,00
22 16,81 84 85,97 146 15,62 208 4,60
23 135,94 85 54,35 147 0,16 209 11,89
24 14,46 86 7,66 148 98,31 210 11,96
25 2,33 87 35,38 149 19,01 211 93,78
26 39,68 88 0,30 150 0,15 212 3,70
27 55,04 89 67,42 151 15,14 213 47,81
28 1,03 20 24,52 152 95,37 214 20,36
29 50,09 91 0,00 153 30,27 215 73,72
30 94,46 92 1,24 154 13,06 216 51,49
31 17,08 93 0,81 155 191,06 217 0,00
32 159,04 94 0,50 156 76,25 218 103,57
33 40,67 95 7,28 157 30,02 219 109,92
34 13,98 96 16,11 158 81,13 220 7,16
35 104,31 97 17,99 159 77,46 221 2,40
36 73,20 98 21,78 160 2,33 222 77,59
37 7,29 99 29,84 161 0,18 223 21,77
38 46,56 100 70,90 162 0,00 224 101,59
39 4,49 101 76,85 163 0,00 225 19,54
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40 2,45 102 41,33 164 0,76 226 1,50
41 0,15 103 62,12 165 10,68 227 10,30
42 2,36 104 22,46 166 1,13 228 0,00
43 0,00 105 62,81 167 21,89 229 0,00
44 0,00 106 46,14 168 7,67 230 9,37
45 6,81 107 118,92 169 16,07 231 1,26
46 0,97 108 31,46 170 104,06 232 22,79
47 0,10 109 0,15 171 88,09 233 41,13
48 0,09 110 0,00 172 55,61 234 9,91
49 9,79 111 69,27 173 71,36 235 0,05
50 16,14 112 3,18 174 101,27 236 55,69
51 0,00 113 0,00 175 112,17 237 97,09
52 43,71 114 35,61 176 27,34 238 83,16
53 129,77 115 35,86 177 61,31 239 41,63
54 116,94 116 0,06 178 31,79 240 0,40
55 9,07 117 21,96 179 119,68 241 27,71
56 54,46 118 84,85 180 44,58 242 76,50
57 114,59 119 39,08 181 0,75 243 0,00
58 77,05 120 46,82 182 15,28 244 2,34
59 0,66 121 0,38 183 87,75 245 4417
60 21,67 122 7,07 184 2,20 246 4,48
61 0,00 123 0,00 185 0,00 247 107,45
62 0,50 124 1,65 186 104,91 248 164,03
Chain B
[l Il Il Il

1 123,80 63 0,00 125 0,00 187 86,59

2 127,15 64 0,00 126 0,64 188 0,07

3 105,80 65 12,70 127 3,58 189 20,87

4 70,97 66 1,21 128 5,95 190 33,40

5 100,76 67 14,02 129 0,12 191 27,22

6 12,60 68 64,60 130 70,36 192 0,00

7 0,00 69 51,99 131 99,04 193 115,95

8 0,00 70 62,29 132 97,42 194 96,76

9 1,95 71 68,07 133 24,24 195 85,18
10 1,09 72 14,05 134 56,74 196 57,68
11 0,04 73 47,31 135 126,75 197 43,16
12 0,45 74 42,29 136 68,80 198 73,77
13 6,54 75 0,00 137 52,46 199 74,54
14 0,00 76 18,40 138 68,82 200 20,77
15 40,85 77 19,25 139 9,64 201 1,93
16 10,22 78 5,26 140 64,84 202 96,47
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17

18
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38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

49,99
49,96
147,51
55,91
0,30
22,21
131,99
16,95
6,42
39,84
60,06
6,65
62,63
86,33
23,92
148,75
46,55
12,54
98,25
44,45
7,45
42,39
2,50
1,07
0,17
3,96
0,35
0,00
6,65
1,21
0,51
0,03
13,05
20,96
0,12
45,70
108,23
108,27
6,78
57,14
105,83
141,73
4,85

79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
)
91
92
93
94
95
96
97
98
99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

0,00
0,00
9,50
0,00
0,03
107,91
54,99
6,07
30,14
0,02
66,50
22,42
0,00
1,18
0,16
0,99
0,30
10,19
11,67
19,98
17,71
87,45
74,69
61,64
58,27
17,97
58,07
55,96
128,34
34,74
0,09
1,47
66,89
0,93
0,00
37,80
29,29
0,00
29,94
83,46
34,58
38,30
0,10

141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183

105,33
14,37
4,57
48,53
100,30
23,21
0,00
111,47
42,36
0,02
11,57
79,18
37,95
14,22
179,05
88,22
32,02
89,23
95,12
4,38
0,35
0,00
0,00
0,27
2,61
0,00
34,13
49,06
0,00
35,43
63,35
74,65
59,90
140,58
22,28
1,43
72,44
24,48
148,48
53,78
0,00
16,53
86,16

203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245

48,35
7,41
29,38
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
9,82
2,30
45,29
27,51
86,63
37,93
2,52
140,15
125,41
1,13
6,06
90,10
38,03
91,24
15,91
8,79
8,36
0,00
0,00
2,44
0,00
0,00
33,63
8,57
0,17
51,78
105,49
94,37
52,04
0,18
34,45
74,45
0,00
1,73
50,91
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60 21,73 122 0,02 184 3,37 246 7,86
61 0,01 123 0,00 185 0,00 247 98,03
62 1,16 124 2,15 186 99,25 248 164,20
*1, residue
** ||, Exposed Surface Area (A?)
b) Graficas
Chain A
200 T T T T T T T T T
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Anexo V. Secuencia de la HsTIM

Los codones de inicio y de paro estan resaltados.

GGATTCGTCTGAATATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCATCACCAT
CATCACCACAGCAGCGGCCGTGAAAACCTGTACTTCCAGGGTCATGCGCCCTCCAGGAA
GTTCTTCGTTGGGGGAAACTGGAAGATGAACGGGCGGAAGCAGAGTCTGGGGGAGCTCA
TCGGCACTCTGAACGCGGCCAAGGTGCCGGCCGACACCGAGGTGGTTTGTGCTCCCCCT
ACTGCCTATATCGACTTCGCCCGGCAGAAGCTAGATCCCAAGATTGCTGTGGCTGCGCAG
AACTGCTACAAAGTGACTAATGGGGCTTTTACTGGGGAGATCAGCCCTGGCATGATCAAA
GACTGCGGAGCCACGTGGGTGGTCCTGGGGCACTCAGAGAGAAGGCATGTCTTTGGGG
AGTCAGATGAGCTGATTGGGCAGAAAGTGGCCCATGCTCTGGCAGAGGGACTCGGAGTA
ATCGCCTGCATTGGGGAGAAGCTAGATGAAAGGGAAGCTGGCATCACTGAGAAGGTTGT
TTTCGAGCAGACAAAGGTCATCGCAGATAACGTGAAGGACTGGAGCAAGGTCGTCCTGG
CCTATGAGCCTGTGTGGGCCATTGGTACTGGCAAGACTGCAACACCCCAACAGGCCCAG
GAAGTACACGAGAAGCTCCGAGGATGGCTGAAGTCCAACGTCTCTGATGCGGTGGCTCA
GAGCACCCGTATCATTTATGGAGGCTCTGTGACTGGGGCAACCTGCAAGGAGCTGGCCA
GCCAGCCTGATGTGGATGGCTTCCTTGTGGGTGGTGCTTCCCTCAAGCCCGAATTCGTG
GACATCATCAATGCCAAACAATGAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGAAGGYTRT
TT
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