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Resumen

La enfermedad de Chagas es una infeccion causada por el parasito
tripanosomatido Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Este parasito es transmitido al
humano por medio de la picadura de un insecto hematéfago y, de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud, mas de 6 millones de personas alrededor del
mundo (principalmente en América Latina) son portadoras de este parasito,
causando mas de 10,000 muertes al afio. La enfermedad de Chagas se clasifica
dentro de las enfermedades tropicales desatendidas y aun no existe un
tratamiento eficaz, por lo que es de gran interés la busqueda de blancos
terapéuticos especificos para el desarrollo de nuevos y mejores farmacos.

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima que juega un papel muy
importante en la glucdlisis. Participa en el 5° paso de esta ruta metabdlica en la
interconversion entre el gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y la dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) para la formacion de piruvato y, posteriormente, de ATP. La TIM
de T. cruzi (TcTIM) es una proteina ampliamente estudiada por su gran capacidad
catalitica. En su secuencia de aminoacidos (AA) cuenta con 4 residuos de
cisteinas, donde la cisteina de interfase (Cisl5) es indispensable para su
estructura y actividad catalitica. En nuestro grupo de investigacion, se han
analizado diversos compuestos derivatizantes de cisteinas que reaccionan con la
Cis15, provocando la inactivacion de la enzima. El dimetil fumarato (DMF) es un
farmaco utilizado para el tratamiento de distintas enfermedades relacionadas con
el sistema inmune, como la esclerosis multiple y la psoriasis. Por otro lado, se va
visto que el DMF actla sobre las cisteinas cataliticas de otras enzimas glucoliticas
por medio de una reaccibn de succinaciéon, provocando un efecto
inmunoregulador. Basandonos en esta informacién previa, en este trabajo se
analizo el efecto del DMF sobre la actividad catalitica de la TcTIM. Para esto se
sobreexpresd y purificaré la enzima TcTIM silvestre, asi como sus mutantes
TcTIMC15A, TcTIMC40A, TcTIMC118Ay TcTIMC127A. Posteriormente, se evaluo
la inhibicion que provocaba el DMF sobre éstas y se observd que el DMF inhibe la
actividad catalitica de la TcTIM silvestre, mientras que no hubo efecto en la TIM de

humano. Con la mutante TcTIMC15A no se observo un efecto inhibitorio, mientras
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que en las otras mutantes si. Debido a este comportamiento, se propone un
posible mecanismo de inhibicion que involucra principalmente a la Cisl5,
posiblemente provocando un cambio estructural y permitiendo la interaccién del
compuesto con otra cisteina relevante para actividad catalitica de la enzima
(Cis40). Con esta informacion proponemos que la succinacion de ambas cisteinas
genera el producto 2SC, que inactiva a la enzima y por lo tanto, la pérdida de su
actividad catalitica.

Abstract

Chagas disease is caused by the parasite called Trypanosoma cruzi (T. cruzi).
This parasite is transmitted to a mammalian host through the bite of a
hematophagous insect. According to the World Health Organization, more than 6
million people in the world (mainly in Latin America) are carriers of this parasite.
This Chagas desease causes more than 10,000 deaths per year and is classified
as one of the most neglected tropical diseases and so far there’s no effective
treatment. For this reason, the study of new potential targets is crucial to provide
leads in the design of a new anti-chagasic drug. The metabolism of T. cruzi
depends on the glycolytic pathway as an energy source for its survival. Thus,
enzymes in this pathway are excellent targets for the search of small molecules
that inhibit them, affecting their metabolic function. Triosephosphate isomerase
(TIM) is a dimeric enzyme that catalyzes the isomerization of glyceraldehyde-3-
phosphate (GAP) and dihydroxyacetone phosphate (DHAP) in the fifth step of the
glycolytic pathway. TIM has been a widely studied protein due to its high catalytic
efficiency. Interestingly, it is only active as a dimer; therefore, the use of small
molecules to target its interface may induce structural modifications and alter the
dimer. The TIM of T. cruzi (TcTIM) has four cysteine residues, and it has been
established that the interface cysteine (Cys15) is important for the stability of the
dimer. This residue has been shown to react with sulfhydryl reagents, which
inactivate the enzyme. Dimethyl fumarate (DMF) is an immunomodulatory drug

used in patients with multiple sclerosis (MS) and psoriasis. The reaction of
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fumarate with cysteine residues in proteins is termed succination, creating the
product S-(2-succino)-cysteine (2SC). For these reasons, in this work we studied
the effect that DMF has on the activity of TcTIM. We also tested its effect on four
mutants of the cysteine residues of TcTIM (TcTIMC15A, TcTIMCA40A,
TcTIMC118A and TcTIMC127A) and also with human wild type (WT) TIM. The
activity of WT TcTIM was inhibitited by DMF, no inhibitory effect was observed with
mutant TCTIMC15A or human TIM, but the other three mutants of TcTIM did loose
activty. We speculate that the mechanism of inhibition involves mainly the
succination of Cysl15, which may induce structural modifications and the

inactivation on the whole enzyme.
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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una enfermedad
causada por un parasito protozoario llamado Trypanosoma cruzi. Chagas es una
enfermedad que se presenta principalmente en América Latina, con mayor
incidencia en zonas tropicales y en poblaciones de bajos recursos. Esta
enfermedad se transmite a los seres humanos a través de un insecto triatomino,
también conocido como chinche besucona, que es portador del parasito y al
alimentarse de la sangre de mamiferos se introduce por medio de una picadura
en la piel (OMS, 2019).

El insecto se encuentra en grietas y llanuras de viviendas rurales y suele
alimentarse por la noche, generando una picadura en el humano y defecando
cerca de esta. Los desechos entran en contacto con la picadura o cualquier otra
area del cuerpo expuesta como los o0jos, boca u otras lesiones. De esta forma, el
parasito entra al torrente sanguineo del humano y comienza su reproduccion
(OMS, 2019).

La enfermedad de Chagas consiste en tres etapas. La primera etapa es la fase
aguda que comienza después de haber sido infectado el hospedero, donde el
pardsito se encuentra Unicamente en el torrente sanguineo. Esta etapa dura un
par de meses y puden presentarse sintomas poco especificos como fiebre, dolor
de cabeza, lesiones cutdneas o hinchazon. Por esta razon, solo un 10% de los
casos son detectados (Garcia-Torres et al., 2011).

Durante la segunda etapa o etapa intermedia, los parasitos se concentran en
ciertos tejidos como el musculo liso, musculo cardiaco y tejido neuronal. Esta
etapa puede durar entre 15 y 20 afios sin ser sintomatica ni presentar
manifestaciones parasitarias (Gonzalez-Navejas, 2016), Unicamente puede
detectarse mediante estudios epidemiolégicos, sin embargo, el hospedero

infectado representa un foco de infeccion.
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Cuando esta etapa evoluciona a la tercera fase o etapa cronica, provoca

complicaciones cardiacas, digestivas y/o neurol6gicas severas.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que hay alrededor
de 10 millones de personas en el mundo infectadas por T. cruzi. En
Latinoamérica, el parasito se encuentra endémicamente en 21 paises y se calcula
qgue hay alrededor de 110 millones de personas con riesgo de ser infectadas. Por
desgracia, cada vez se encuentra con mayor frecuencia en Estados Unidos,
Canada y otros paises de Europa y Asia como consecuencia de la globalizaciéon y
gentrificacion (OMS, 2019).

En México, se calcula que existen 1.1 millones de personas infectadas siendo el
principal vector de transmision el insecto hematdfago Triatoma longipennis, sin
embargo, también se puede transmitir por transfusion de sangre infectada,
transmision de madre a hijo durante el embarazo o parto, trasplantes de érganos
infectados, contaminacion de alimentos, entre otros (Garcia-Torres et al., 2011).
Existen 130 especies distintas de triatomas y en México se encuentran 31 de
estas, como se muestra en la figura 1. La enfermedad de Chagas se encuentra
dentro de las enfermedades tropicales desatendidas, de acuerdo con la OMS, y
hasta el momento no se ha desarrollado un tratamiento farmacolégico eficaz para
su tratamiento, por lo que el principal enfoqu radica en la prevencién del control

vectorial y del control de transfusién (Rojo-Medina et al., 2018).
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Figura 1 Distribucion de triatomas en México (2015). Tomado de Rojo-Medina et al. (2018)

1.2. Parasitologia

El Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado, miembro de la familia
Trypanosomatidae (Orden Kinetoplastida). Este microorganismo fue descubierto
por un médico brasilefio llamado Carlos Chagas en 1909. Pero no fue hasta 1928,
qgue se determind el insecto vector y en 1940 se reportaron los primeros casos

humanos en México (Rojo-Medina et al., 2018).

1.2.1. Ciclo de Vida de Trypanosoma cruzi
El parasito T. cruzi presenta un ciclo de vida complejo. Dentro del hospedero se
puede encontrar en dos formas: tripomastigotes metaciclicos y amastigotes

intracelulares, mientras que en el insecto se encuentra como tripomastigotes
metaciclicos y epimastigotes (figura 2); (Garcia-Torres, 2012).

16



Su forma infecciosa es el tripomastigote metaciclico que se localiza en la sangre.
Posteriormente, dichos tripomastigotes se introducen en las células del mamifero y
se convierten en amastigotes intracelulares en donde se reproducen rpidamente

e infectan a otras células (Kessler et al., 2017).

(1) En triatdominos En humanos
La chinche ingiere sangre y defeca " . "
tripomastigotes metaciclicos, que 0 Lo tripomastigotes metaciclicos
penetran por sitio de mordida penetran diferentes npos‘celulam y
(ej. conjuntiva) se transforman en amastigotes
an@ﬁ%ﬁ&s
6eshno erior

Los amastigotes se
multiplican por
division binaria fen células

Los tripomastigotes pueden

infectar otras células y
ransformarse en amastigote:
El cuadro clinico de
de ubicacion

‘ Muluolncaaon en @

teslmo medio

La chinche ingiere sangre
tnpomasugotes (de sujeto
0 © infectado)

Los amasbgotes intracelulares se transforman en
A\~ Infectante tripomastigotes sanguineos que al ser destruida la célula
A\~ Diagnéstico ingresan a la corriente sanguinea

Figura 2 Ciclo de vida del pardsito Trypanosoma cruzi. Tomado de facmed.unam.mx

1.2.2. Metabolismo Energético del T. cruzi

El estudio de las distintas etapas de desarrollo del parasito dentro del humano es
de suma importancia debido a que cada etapa del ciclo presenta caracteristicas
fundamentales en su metabolismo energético. Esto nos ayuda a investigar un
posible blanco terapéutico para el desarrollo de farmacos especificos que puedan
tener una mayor eficacia para erradicar la enfermedad de Chagas. Sobre todo, es
vital entender las diferencias entre el metabolismo del huésped mamifero y del

pardsito para el estudio de un blanco terapéutico especifico.

Por otro lado, el metabolismo de T. cruzi es mucho méas complejo que el de otros

pardsitos tripanosomatidos, debido a que su metabolismo energético no depende
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tnicamente de la glucosa, sino que también es capaz de utilizar AA, como prolina

y glutamina, para producir ATP (Tielens y Van Hellemond, 2009).

Una de las principales diferencias entre el metabolismo de T. cruzi y del humano
se encuentra en el compartimiento de las enzimas de la ruta glucolitica. En los
tripanosomatidos la glucdlisis se lleva a cabo en los glicosomas, donde 8 de las 10
enzimas involucradas se encuentran dentro de este organelo (Garcia-Torres et al.,

2011), mientras que en el humano, la glucdlisis ocurre en el citosol.

Existen otras rutas metabdlicas caracteristicas del T. cruzi, que se estudian como
blancos terapéuticos, sin embargo, dentro de nuestro grupo de investigacion existe
un gran interés cientifico en estudiar la triosafosfato isomerasa (TIM), una enzima
involucrada en la glucdlisis. Aunque en este trabajo también me referiré a la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Ambas enzimas estan
presentes tanto en humano como el parasito, no obstante, estructuralmente
presentan diferencias importantes que pueden servir para el desarrollo de

farmacos especificos.

La TIM patrticipa en el quinto paso de la glucdlisis, en la interconversion de la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a gliceraldehido-3-fosfato (GAP), mientras que la
GAPDH se encarga del paso subsecuente, catalizando la fosforilacion oxidativa

del gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-difosfoglicerato (Garcia-Torres et al., 2011).

De acuerdo con los andlisis de las estructuras de rayos X de las proteinas de T.
cruzi y de humano, se han encontrado diferencias significativas en sus
estructuras, lo que puede ser util en la bisqueda de un farmaco especifico
(Olivares-lllana et al. 2017).
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1.3. Tratamiento Farmacolégico Actual

Los farmacos actualmente disponibles para el tratamiento de la enfermedad de
Chagas son el Benznidazol (Bz) y Nifurtimox (Nfx), los cuales son empleados

desde los afios setentas y se les conoce como profarmacos (Ong et al., 2019).

Estos compuestos son moléculas organicas N-heterociclicas (ver figura 3) que se
consumen de manera oral, metabolizdndose en el higado donde son activados por

las enzimas nitroreductasas.

N : 0
L 3 o0 L N ﬁ‘@ No
' 0 _
NW) 0=s.

Benznidazol Nifurtimox

Figura 3. Estructuras quimicas de los compuestos Benznidazol y Nifurtimox.
Tratamiento farmacoldgico actual para el tratamiento de Chagas en la fase
aguda. Tomado de Maya et al. (2007)

Ambos compuestos solo funcionan durante la etapa aguda de la enfermedad, sin
embargo, generan diversos efectos adversos para el paciente. Algunos de los
sintomas que pueden presentarse son; nauseas y vomito, migrafa, depresion,

vértigo, entre otros, asi como posible mutagénesis (Maya et al., 2007).

Por otro lado, ademas de tener grandes efectos secundarios en el paciente y ser
Gtiles Unicamente en la primera etapa de la enfermedad, también se ha observado

que su efectividad puede depender de la cepa del parésito.

En general, el mecanismo de accion de ambos compuestos involucra la formacién
de radicales libres y/o metabolitos electrofilicos (figura 4). El grupo nitro de ambos
compuestos es reducido a un grupo amino por accién de las nitroreductasas,
generando diversos metabolitos y radicales libres como intermediarios vy

provocando una toxicidad sistémica (Wilkinson et al., 2009).
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El Nfx produce el radical nitro, seguido de un ciclo redox que forma otros radicales

libres como el anién superdxido y radical hidroxilo, entre otros.

A diferencia del Nfx, el mecanismo de accion de Bz no depende Unicamente de los
radicales libres. Se han estudiado otros mecanismos como la induccién de
fagocitosis, la inhibicion de reductasas, sintesis de proteinas y de la cadena

respiratoria (Garcia-Torres et al., 2011; Maya et al., 2007).

BENZNIDAZOLE NIFURTIMOX
RNO, RNO,
PROTEINS
) NUCLEIC ACIDS + - -
Nitroreductases LIPIDS 2H \/*O;\\ Nitroreductases
Redox
.f; Haber-Weiss F!eaction SOEﬁ{_\Cycling Y, Reduction of
/ OH]+OH«F& 03+H,0,+/ ‘“h-gj/ nitrocompounds
X | - - - Primary
- H.O Nitro anionradical :
Electrophilic GsH |\ i GSSG ———— Electrophilic __ 2mine
n p
RNH+— Metabolites T(SH) T(S), BNOC3 — M 4o~ RNH,
/ > etabolites
R-NO R-NHOH f( Reductase GSH _/
Reduction of nﬂrocompounds\ — T(SH)
L.
DRUG-THIOL DRUG-THIOL
CONJUGATES CONJUGATES

Figura 4 El papel que desempeiia el glutation y tripanotion en el metabolismo de los fdrmacos antichagdsicos,
Nifurtimox y Benznidazol, en el pardsito T. cruzi. Tomado de Maya et al. (2007)

La presencia intracelular de estas moléculas provoca su reaccién con lipidos,
proteinas y DNA, ocasionando dafios celulares irreversibles. Dado que el paréasito
presenta menos mecanismos de defensa frente a estas moléculas, facilita su
eliminacion; sin embargo, también provocan dafios en células sanas del

hospedero.

El desarrollo de nuevos farmacos contra Chagas es de gran importancia ya que
los tratamientos necesarios para ambos compuestos son por periodos largos de
tiempo (2-6 meses), varias dosis al dia y constante supervisién médica (Wilkinson
et al., 2009).

Por lo tanto, es relevante el desarrollo de un tratamiento mas eficiente y con baja
(o nula) toxicidad para el paciente y que pueda usarse en cualquier etapa de la

enfermedad.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Triosafosfato Isomerasa

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima sumamente eficiente en los
organismos eucariontes debido a que realiza una funcién primordial en la ruta
glucolitica para la formacion de piruvato (figura 5) y, por lo tanto, en la capacidad
del organismo para generar energia. Esto la hace una de las proteinas mas
estudiadas hoy en dia, con 199 estructuras cristalinas reportadas de 42 especies
diferentes (Olivares-lllana et al. 2017) y con muchos estudios realizados para

conocer la importancia de cada uno de sus AA.
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Figura 5 Metabolismo energético de todas las fases de T. cruzi. Abreviaturas: G6P, glucosa 6-fosfato; F6P, fructosa 6-
fosfato; FBP, fructosa 1,6-bifosfato; GAP, gliceraldehido 3-fosfato; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; 1,3BPGA, 1,3
bifosfoglicerato, 3PGA, 3-fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato;, G3P, glicerol 3-fosfato; MAL, malato; OXAC,
oxalacetato; FUM, fumarato; AcCoA, acetil-CoA; Citr, citrato; aCG, acetoglutarato; Glu, glutamato. Enzimas: 1)
hexocinasa (HK); 2) glucosa-6-fosfato isomerasa (G6PI); 3) fosfofructocinasa (PFK); 4) aldolasa (ALD); 5) triosafosfato
isomerasa (TIM); 6) gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH); 7) fosfoglicerato cinasa (PGK); 8) glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa (G3PDH); 9) piruvato-fosfato dicinasa (PPDK); 10) fosfoglicerato mutasa (PGM); 11) enolasa
(ENO); 12) piruvato cinasa (PK); 13) fosfoenol piruvato carboxicinasa (PEPCK); 14) L-malato deshidrogenasa (L-MDH); 15)
fumarasa (FUM); 16) fumarato reductasa (FR); 17) alanina aminotransferasa (AAT) 18) enzima desconocida; 19) glicerol-
3-fosfato deshidrogenasa dependiente de FAD. Tomado de Garcia-Torres et al. (2012)
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La TIM se encuentra dentro del glicosoma de los tripanosomaéatidos, a diferencia de
los mamiferos, que se encuentra en el citosol, siendo esto una de las principales
diferencias para el estudiode la TIM como blanco terapéutico. La funcion de la
TIM es catalizar la interconversion de DHAP y GAP en el quinto paso de la
glucdlisis (ver figuras 5 y 6), posibilitando la creacion de 2 ATPs totales por cada
molécula de glucosa que se procesa y generando dos moléculas de piruvato. Sin
la TIM, el redimiento energético de la célula y del organismo en cuestién
disminuiria en un 50 por ciento ya que solo habria una molécula de piruvato por
molécula de glucosa y no habria creacion de ATP durante esta misma ruta

metabdlica. (Garcia-Torres et al., 2011).
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Figura 6 Estructuras quimicas de los sustratos de la TIM. El de la izquierda es el D-gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y el de la
derecha es dihidroxiacetona fosfato (DHAP)

La TIM es una enzima homodimérica con aproximadamente 250 AA en cada
monomero, con una masa molecular de 54kDa (Juana Santiago, 2017). La TIM
pertenece a la familia de las proteinas de barril (B/a) debido a que cada mondémero
esta conformado por 8 laminas B, rodeadas por 8 hélices a, unidas entre si por

asas, como se muestra en la figura 7.
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Figura 7 Estructura cristalina de la Triosafosfato Isomerasa de Trypanosoma cruzi. (PDB 1TCD)

Es una enzima altamente eficiente y no necesita de ningun cofactor o ion metélico
para llevar a cabo su funcion. A pesar de que cada mondmero cuenta con su sitio

catalitico, la TIM solo es cataliticamente activa es su forma dimérica.

El sitio de union entre los dos monémeros de esta proteina esta constituido por 32
AA, incluyendo un residuo catalitico; la lisina 14. Sin embargo, durante una
alineacion de secuencias de AA de la interfase, el grupo de investigacion de
Olivares-lllana et al., analiz6 42 TIMs de especies diferentes, en la cual se mostro
que la interfase entre los dos mondémeros es una region de la proteina poco

conservada (Olivares-lllana et al. 2017)

A pesar de que los residuos de AA de la interfase no son muy similares entre
diferentes especies, sus sitios cataliticos si lo son. Ademas, no se han encontrado
diferencias significativas en sus actividades enzimaticas, hasta el momento
(Olivares-lllana et al., 2017; Garcia-Torres, 2012).

Estas diferencias y similitutes entre las TIMs de tantas especies diferentes, ha
llevado al desarrollo y estudio de distintos compuestos de bajo peso molecular,
que logren interactuar con los AA de la interfase y evaluar el efecto que estos
pueden tiener en la estabilidad y la actividad de la enzima. (Olivares-lllana et al.,
2007).
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2.1.1. Actividad Catalitica

El sitio catalitico de cada mondémero de la TIM esta contituido primordialmente por
3 AA que se encuentran en, o cercanos a, la interfase. Estos AA son la lisina 14
(Lys14), la histidina 96 (His96) y el acido glutamico 168 (Glul168).

Durante el estudio del mecanismo de accion de esta enzima, se encontré que el
acido glutamico (Glul68) actia como base catalitica para llevar a cabo la reaccion
de isomerizacion del DHAP (Wierenga et al., 2010), siento esta una catalisis acido-

base general.

La reaccion inicia cuando el Glul68 sustrae el hidrégeno del C1 del DHAP por
parte del carboxilato del mismo AA, generando que el carbonilo del C2 obtenga
una carga negativa. El anillo de imidazol de la His96 funciona como &cido,
permitiendo que se forme el intermediario cis-enediol (ver figura 8);(Garcia-Torres,
2012). Posteriormente, el anillo de imidazol de la His96 toma el proton del alcohol
del C1 y se regenera el Glul68 , formando el G3P. La Lysl14 se encarga de la
afinidad de la enzima por el sustrato por medio de la formacion de puentes de
hidrogeno y ayuda al re-acomodo del proton en el paso intermedio (Samanta et al.,
2011).
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Figura 8 Mecanismo de accion catalitica de la TIM con los residuos involucrados (Lys14, His96 y Glul68 para TcTIM).
Conversion de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a gliceraldehido-3-fosfato (GAP) pasando por el intermediario enol.
Modificado de OregonState.edu
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De acuerdo con diversos andlisis estructurales y funcionales de la TIM, se ha
encontrado que la interfase y su estructura dimérica tienen como funcién evitar la
eliminacion de fosfatos de la molécula DHAP por medio de la formacion de
puentes de hidrogeno con los AA del sitio activo de la proteina (Wierenga et al.,
2010).

En la interfase de la TIM se encuentra la cisteina 15 (C15) que ha sido estudiada
por su proximidad al sitio catalitico. Este AA, llamado AA de interfase, se
encuentra en la hélice 1 en la posicion 15 rodeado por el asa 3, la cual se ha
estudiado extensamente debido a que contiene a la mayoria de los AA de la
interfase e interactan con el sitio activo de la otra subunidad, proporcionandole a
la enzima su forma homodimérica (Pérez-Montfort et al., 1999). Por otro lado, en
estudios cristalograficos de TbTIM se ha encontrado que la C15 (C14 en TbTIM)
interactta con 26 atomos del monémero vecino (Garcia-Torres, 2012).

En la busqueda de farmacos con alta especificidad, se han realizado
alineamientos de las secuencias de AA de TIMs de diversos parésitos, asi como
la TIM de humano (HSTIM), y se ha observado que esta no contiene la C15,
mientras que las TIM de Trypanosoma brucei (TbTIM); Trypanosoma cruzi
(TcTIM); Entamoeba histolytica (EhTIM); Plasmodium falciparum (PfTIM); Giardia
lamblia (GITIM) y Leishmania mexicana (LmTIM), si contienen dicho AA (Olivares-
lllana et al., 2017).

La TcTIM, ademas de tener la C15, cuenta con otras 3 cisteinas en las posiciones
40, 118 y 127. La HsTIM no presenta una citeina en la posicion 15, pero cuenta
con otras cisteinas: C41, C66, C86, C126 y C217 (secuencia de HsTIM), y
presenta una interfase mucho mas compacta que la de TcTIM (Maldonado et al.,
1998). Estas diferencias estructurales pueden ser utiles en la busqueda de
compuestos especificos que interactien Unicamente con las cisteinas de interfase

de la TIM del parasito, pero no con la enzima de humano.

Con base en esto, se han realizado estudios con diferentes compuestos organicos
derivatizantes de cisteinas (como los tiolatos), cuya interaccion provoca un cambio

en la estructura terciaria y cuaternaria de la proteina, produciendo su inactivacion
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o una disminucion significativa en su actividad catalitica (Juana Santiago, 2017;

Olivares-lllana et al., 2007).

2.2. La Importancia de la Cisteina de Interfase

Aprovechando las diferencias estructurales que presentan la TcTIM y HSTIM, se
han realizado diversos estudios demostrando que la C15 de TcTIM (Ostoa-Saloma
et al. 1997) (figura 9) es de gran relevancia para la funcionalidad de la enzima en
el parasito, ya que le proporciona caracteristicas estructurales al dimero para que

realice su actividad biolégica (Reyes-Vivas et al., 2001).

Figura 9 Estructura cristalina de TbTIM (PDB 5TIM) resaltando la cisteina de interfase rodeada por el asa 3 de la otra
subunidad.

Se han encontrado compuestos que reaccionan con este AA y logran perturbar la
estructura dimérica de la proteina y disminuir su actividad o inactivar por completo
a la enzima, lo que provocaria que el parasito no pudiera llevar a cabo
eficientemente sus rutas metabdlicas (Olivares-lllana et al., 2007; Pérez-Montfort
et al.,, 1999). En estos estudios, se han analizado los compuestos tiolados
(derivatizantes de sulfhidrilos) que reaccionan de manera irreversible con las

cisteinas de la enzima, particularmente, la cisteina de interfase.

Algunos de los compuestos probados que reaccionan con las cisteinas de TcTIM
de manera selectiva han sido la 2,2’-ditiodianilina (DTDA); (Olivares-lllana et al.,
2007), el metilmetano tiosulfonato (MMTS); (Pérez-Montfort et al., 1999; Diaz-
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Mazariegos et al., 2018) y el 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoato) (DTNB); (Garcia-Torres,
2012); (tabla 1).

Tabla 1 Compuestos inhibidores de TcTIM y su IC50

Compuesto ICs0 (M) | Referencia
3-(2-benzotiazolil tio)- propanosulfénico 35 Téllez-Valencia et al., 2004
1,9-di(furan-2-il) nona-1,3,6,8-tetraen-5-ona 3 Aguilera et al., 2016
3-(furan-2-il)aliliden ciclohexanona 0.086 Aguilera et al., 2016
7,8-diclorofenazin-2-ol 26 Alvarez et al., 2010
2,2’-ditiodianilina (DTDA) 0.26 Olivares-lllana V., et al., 2007

También, se ha visto que estos compuestos reaccionan de manera distinta con la
TcTIM y la TbTIM, a pesar de ser enzimas con un 73% de identidad en su
secuencia de AA, siendo mucho mas susceptible la TcTIM que la TbTIM a estos

reactivos (Diaz-Mazariegos et al., 2018).

2.3. Dimetil Fumarato

El dimetil fumarato (DMF) es un éster del acido fumérico, un metabolito generado
durante la respiracion celular en el ciclo de Krebs a partir de succinato con la
enzima succinato deshidrogenasa y después conviertiendose en malato por medio
de la enzima fumarasa. El DMF se utiliza actualmente como tratamiento para
algunas enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple y psoriasis (Fox et
al., 2014).

La psoriasis es una enfermedad crénica en la cual las células de la piel se
reproducen a mayor velocidad y el sistema inmune reacciona o “ataca” a las
células sanas de la piel (Clinica Mayo, 2020), generando diversos efectos en el
paciente.

La esclerosis multiple es una enfermedad crénica neurodegenerativa en la que las
células de sistema nervioso central se ven afectadas por la falta de produccion de
mielina debido a que el sistema inmune reacciona con ellas, impidiendo el paso de

los impulsos nerviosos y provocando una deterioracion irreversible de los nervios
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de sistema nervioso central (Clinica Mayo, 2020). Ambas enfermedades se

caracterizan por altos indices de inflamacion crénica y sistémica.

Desde 1990 se comenzé a utilizar una mezcla de dimetil fumarato y otros
fumaratos (conocida como Fumaderm®) como tratamiento para la psoriasis.
Durante las pruebas clinicas notaron que también mejoraba los sintomas de
pacientes que padecian esclerosis multiple (EM). En 2013, la FDA (E.U.A. Food
and Drug Administration) aprob6 el DMF como un farmaco para el tratamiento de
la esclerosis multiple remitente y resistente (EMRR); (Blewett et al., 2016).
Actualmente, el dimetil fumarato, también conocido como BG-12, se vende bajo el
nombre de Tecfidera® y su tratamiento consiste en una dosis oral de 240 mg de
DMF dos veces al dia, para tratar los sintomas de EMRR (Mills et al., 2018).

En varios grupos de investigacion se ha analizado el efecto del DMF sobre
diversas enzimas que contienen cisteinas cataliticas para entender el mecanismo
de accién y los efectos del farmaco. Algunas de las proteinas estudiadas han
sido: la enzima GAPDH, el glutation (GSH), el factor de transcripcion nuclear
(Nrf2), y adiponectinas, entre otras (Angiari y O’Neill, 2018; Blatnik et al., 2008;
Fox et al., 2014; Kornberg et al., 2018; Schmidt et al., 2007).

La reaccion que ocurre entre el fumarato generado durante el ciclo de Krebs y
ciertas proteinas con residuos cataliticos de cisteina se denomina succinacion.
Durante la reaccién se genera el producto S-(2-succinil)cisteina (2SC), el puede
formarse enddégenamente. Esto se ha visto en pacientes con diabtes, donde el
2SC se encuentra presente en sangre debido a una desregularizacién en la
glucolisis por medio de la succinacion de la enzima GAPDH con el metabolito
fumarato (Lin et al., 2012; Manuel y Frizzell, 2013).

Dada su estructura quimica, el DMF actiia como un electréfilo sobre los residuos
de cisteinas. El grupo tiol de las cisteinas de las proteinas se adiciona
nucleofilicamente al carbono nimero 2 del derivado de fumarato, por medio de

una adicion de Michael, formando un enlace tioéter covalente entre el DMF vy el
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azufre de la cisteina. Como producto final, se genera el producto 2SC (ver figura
10). De esta forma, ocurre una succinacion de la cisteina en cuestidon que

finalmente modifica la estructura de la proteina y sus capacidades.

O

Figura 10 Mecanismo de succinacion (o adicion de Michael) que ocurre endégenamente en el metabolismo energético
humano con el fumarato producido durante el Ciclo de Krebs y los residuos de cisteina de ciertas proteinas. El mecanismo
es una adicion nucleofilica de la cisteina al fumarato, generando el producto S-(2-succinil)cisteina o 25C. Tomado de Lin
et al. (2012).

A pesar de los ensayos clinicos, el metabolismo del farmaco no es totalmente
conocido, sin embargo, se ha visto que genera efectos antiinflamatorios y
antioxidantes, mediante la regulacion negativa de la produccion de citocinas

proinflamatorias en distintos tipos de células del sistema inmune.

Por otro lado, también parece activar la via de transcripcion del factor nuclear
derivado de eritroide 2-similar-2 acoplado a la proteina Kelch-similar-ECH
asociada 1 (Nrf2-Keap1l), un complejo proteico regulador de la induccion de genes
citoprotectores que ayudan al manejo de agentes oxidantes y reactivos

electrofilicos presentes en el medio (Mills et al., 2018; Xidativo y Fainstein, 2007).

0 0 Figura 11 Derivados estructurales del fumarato. 1) dimetil
Jk?\n,oma MeO J‘kf/’\n,OH fumarato, 2) monometil fumarato. Tomado de Blewett et al.
o 0 (2016).

Una de las enzimas con mayor interés de estudio es la GAPDH dado que presenta
un mayor numero de cisteinas en su estructura. También se ha visto que la
incubacion de esta enzima con DMF y monometil fumarato (MMF) (figura 11) en
células mieloides vy linfocitos, produce su inactivacion in vivo e in vitro, tanto en
humanos, como en ratones (Kornberg et al., 2018). La inhibicion de GAPDH a

travésde la succinacion de su cisteina catalitica (Cis152 en humano) en las células
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del sistema inmune evita la produccion de citocinas proinflamatorias, asi como

otras vias de regulacién, como se muestra en la figura 12.

Con base en la relevancia que presentan las cisteinas, en especial la cisteina de
interfase, para la estructura de la TcTIM y su actividad catalitica, se propuso
analizar el efecto que podria tener el dimetil fumarato sobre las cisteinas de esta
proteina. Debido al comportamiento que presenta el DMF sobre las cisteinas de
otras proteinas a través de la formacion del producto 2SC, se pensO que podria
actuar de igual manera sobre las cisteinas de TcTIM y generar un efecto
inhibitorio, principalmente por modificacion de la C15. Ademas, el DMF tiene la
ventaja de ser un farmaco ya establecido para el tratamiento de la esclerosis
multiple y psoriasis, lo cual podria facilitar su uso como farmaco contra la

enfermedad de Chagas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Generales

Analizar el efecto del compuesto organico dimetil fumarato (DMF) sobre la
actividad catalitica de la enzima glucolitica triosafosfato isomerasa de
Trypanosoma cruzi in vitro, asi como determinar la posible cisteina involucrada en

el proceso de inhibicion de la actividad catalitica.

3.2. Objetivos Particulares

» Sobreexpresar la TcTIM silvestre en un sistema bacteriano de Escherichia coli
(E.coli)

» Purificar la proteina TcTIM WT y sus respectivas mutantes; TcTIMC15A,
TcTIMC40A, TcTIMC118A y TcTIMC127A por medio de cromatografia de

afinidad
+ Determinar la ICso del DMF con TcTIM silvestre y mutantes.
» Evaluar el efecto de inhibicion del DMF sobre las enzimas mutantes
« Evaluar el efecto de inhibicién del DMF sobre HsSTIM

* Proponer un posible mecanismo de inhibicibn con la(s) cisteina(s)

involucrada(s)
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3. METODOS Y MATERIALES

Con el fin de encontrar la(s) posible(s) cisteina(s) involucrada(s) en el proceso de
inactivacion de la enzima con el DMF, se sobreexpresaron y purificaron las
enzimas de TcTIM silvestre y sus respectivas mutantes de cisteinas; TcTIMC15A,
TcTIMC40A, TcTIMC118A y TcTIMC127A para llevar a cabo los ensayos de
cinética enzimatica. La posicion de los AA en estas proteinas esta basada en la

numeracion de la secuencia de la TcTIM.

La construccion de las mutantes de TcTIM ya se habia realizado previamente,
todas las enzimas se encontraban en el plasmido de sobreexpresion pET3a con
una bandera de histidinas y sitio de reconocimiento para enterocinasa (rTEV). La
Unica excepcion fue la mutante TcTIMC15A, que no contenia las etiquetas de
histidina ni sitios de reconocimiento para rTEV, pero si contaba con sitio de

restriccion Ndel-BamH.

Como parte de este trabajo experimental, Unicamente se purificaron los plasmidos,
se transformaron las células de E. coli BL21DE3 con el plasmido y se
sobreexpresaron y purificaron las proteinas con las columnas correspondientes

para cada una, como se describe a continuacion.

4.1. Extraccion del DNA Plasmidico

El protocolo que se siguid para la extraccion del DNA plasmidico fue el de

Wizzard® Plus SV Minipreps DNA Purification System.

Se comenzd inoculando un cultivo de E.coli en medio Luria-Bertani (LB) con
Ampicilina (100 uL/mL). Las bacterias contenian el plasmido pET3a con el gen de
interés (TcTIM WT o el gen correspondiente de las mutantes de cisteina).
Posteriormente, se incubaron las células a 37 °C por 16 h. Una vez crecidas las
células, se centrifug6 el cultivo liquido a 4346 x g por 15 min a 4°C.

Al terminar la centrifugacion se decant6 el medio de cultivo LB y se resuspendio el

boton celular con 250 uyL del amortiguador de resuspension (50 mM Tris-HCI pH
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7.5 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNasa A) contenido en el Kit Wizzard®. Al tener una
mezcla homogénea del boton con el amortiguador, se pasé la solucién a un
microtubo, en donde se agregaron 250 uL del amortiguador de lisis (0.2 M NaOH,
1% SDS), mezclando suavemente. Se dejé en reposo 5 min mientras ocurria la
ruptura celular y se obtenia una solucién viscosa. Posteriormente, para detener la
ruptura celular, se agregaron 350 uL del amortiguador neutralizador (4.09 M
clorohidrato de guanidina, 0.759 M acetato de potasio, 2.12 M &cido acético
glacial, pH 4.2 final) y se centrifugd la muestra por 10 min a 23897 x g a 25 °C

Al terminar la centrifugacion, se tomo el sobrenadante con el plasmido y se colocé
en una microcolumna (Wizzard®). Se realizaron 2 lavados, por separado, con 400
ML cada uno, con el amortiguador PE (60% etanol, 60 mM acetato de potasio, 8.3
mM Tris-HCI, 0.04 mM EDTA) y cada lavado se centrifugd por 1min a 23897 x g a
25 °C.

Para la recuperacién del plasmido que contenia los genes, se eluyé con H,O
destilada, desionizada (dH,O) y previamente calentada a 37 °C. Se utilizaron 45
ML de dH,O y se dejaron adsorbiéndose a la columna por 5-10 min.
Posteriormente, se centrifugd por 2 min a 23897 x g a 25 °C, para la recuperacion
de DNA. Por ultimo, se cuantific6 el DNA extraido a 280 nm en un

espectrofotometro NanoDrop® para su posterior transformacion en E.coli.

4.2. Transformacion en E.coli BL21 DE3 con DNA
Plasmidico

Se tomaron alrededor de 100 ng de DNA plasmidico y se colocaron en microtubo
con 65 pL de células E.coli BL21 (DE3) pLysS competentes en un medio estéril, y
se dej6 reposando en hielo por 15 min. Posteriormente, se realiz6 un choque
térmico en el ThermoMixer C (previamente equilibrado a 42 °C) por 40 s vy, al
terminar, se traspas6 inmediatamente a hielo para la introduccién del plasmido a
las células. Se agregaron 200 pL de medio de cultivo rico en nutrientes (SOB)
previamente atemperado a 37 °C. Una vez mezcladas las células con el medio de
nutrientes, se incubd el cultivo a 37 °C en incubadora NEW BRUNSWICK SC G-25
con agitacion de 230 rpm durante 1 h.
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Al terminar la incubacion se plaquearon las células en una caja Petri con LB, agar
y antibidtico (100 pg/mL de Ampicilina) y también se prepar6 un pre-cultivo liquido
con LB y Ampicilina. Ambos fueron incubados a 37 °C, por 16 h.

4.3. Protocolo de Sobreexpresion de TcTIMs

Para la sobreexpresion de las proteinas, se prepar6 un medio de cultivo LB Broth
Miller® a una concentracién de 25 g/L con dH.O en un matraz Erlenmeyer de 2 L
de capacidad. Se esterilizaron en la autoclave HIRAYAMA a 121°C, 20 miny se
dejaron enfriar a 25°C. Posteriormente, se agregaron 100 uL/L de Ampicilina en
medio estéril. A continuacion, se agregaron 5 mL del pre-cultivo liquido y se midié
su absorbancia a 600 nm hasta llegar a 0.1 de absorbancia.

Se incubaron a 37 °C con 250 rpm por 4 h aproximadamente hasta obtener una
absorbancia de 0.8-1.2. Al terminar, se atemperaron los cultivos a 30 °C para
llevar a cabo la induccion con isopropil-B-tiogalactopirandsido (IPTG) a una
concentracion final de 0.4 mM. Se dejaron induciendo por aproximadamente 16 h,
a 30 °C, con agitacion constante de 250 rpm en la incubadora.

Pasado el tiempo de induccion, las células se centrifugaron a 1,062 x g por 20
minutos, a 4 °C. El sobrenadante se decant0, se recolect6 el botén y se congel6 a

-72 °C, para la posterior extraccion de la proteina.

4.4, Purificacion de Proteinas

En la purificaciéon de las enzimas TcTIM silvestre y mutantes se utilizé el equipo de
cromatografia liquida rapida de proteinas AKTA Purifier GE, utilizando el software
UNICORN®. Se usaron dos columnas distintas para la purificacion de las
proteinas recombinantes, dependiendo de la etiqueta con la que contaban los
plasmidos. Una columna fue de SP-Sefarosa de flujo rapido y la otra de
HisTrap™. La primera columna utilizada fue de intercambio catidnico que contenia
un grupo sulfopropil (-CH2CH2CH2S0O3 —Na+) para realizar el intercambio i6nico y

purificar la proteina de interés.
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La segunda columna utilizada fue de afinidad quimica, donde la proteina de
interés contiene etiquetas de histidinas y sitio de reconocimiento para rTEV, los
cuales permitieron la purificaciéon por medio de la alta afinidad que presenta los
residuos de histidina por el Niquel, que forma parte de la resina de
empaquetamiento. Esto utiliza la alta especificidad y se obtuvo un buen

rendimiento durante la purificacion.

4.4.1. Columna SP-Sefarosa
Para la purificacion de la enzima mutante TcTIM C15A, se utilizé la columna de
intercambio i6nico. Las soluciones amortiguadoras utilizadas para este protocolo
de purificacion fueron; la solucion “A” (MES 100 mM, EDTA 0.5 mM y DTT 1 mM)
y la solucién “B” (MES 100 mM, EDTA 0.5 mM, DTT 1 mM y NaCl 500 mM).
Ambas a pH 6.3.

El precipitado celular obtenido anteriormente se resuspendié en el amortiguador
“A” y se realizé la ruptura celular sonicando durante 8 ciclos de 40 seg con 1 min
de descanso entre ciclos y en hielo para evitar el calentamiento de la muestra y la
posible desnaturalizacion de la proteina.

El extracto total de células lisadas por sonicacion, se centrifugd a 164,756 x g por
20 min, a 4 °C, en ultracentrifuga BECKMAN XL-90. Se separ0 el sobrenadante,
sabiendo que la proteina de interés se encuentra en esta fase y se aplicé al
equipo de cromatografia. Una vez introducida la muestra completa con soluciéon
“A”, se comenzo a eluir la proteina de interés con un gradiente de cloruro de sodio
de 0 a 500 mM durante 100 min. La proteina se detecté a partir del 20 % del
amortiguador “B” hasta el 50 %, aproximadamente. Se recuperaron fracciones de
4 mL y se realiz6 un gel desnaturalizante de poliacrilamida PAGE-SDS al 16%

para observar la pureza de las fracciones que contenian a la proteina (figura 13).
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La TcTIM C15A se almacend en solucién amortiguadora de 100 mM de TEA y 10
mM EDTA, a pH 7.4, hasta su utilizacion
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Figura 13. Electroforesis PAGEEDEI 6% para el monitoreo de la purificacion de TcTIM C15A con la columna de SP-
Sefarosa . 1) Estandares de masa molecular BioRad, 2) células sin inducir, 3) células inducidas, 4) extracto total de
células, 5) sobrenadante, 6) lo que no se pegé en columna, 7) fracciones 13-15 8) TcTIM silvestre 9) fracciones 4-6.

4.4.2. Columna HisTrap®
Para el tratamiento de las demas enzimas; TcTIM silvestre, TcTIMC40A,
TCTIMC118A y TcTIMC127A, se utilizé la columna de HisTrap®. Las soluciones
amortiguadoras fueron de fosfato de sodio e imidazol. La solucién “A” contenia 50
mM de Na,HPO,, 300 mM NaCl y 10 mM de Imidazol a un pH de 8. La segunda
solucion amortiguadora, “B”, contenia 50 mM Na,HPO, 300 mM NaCl y 500 mM
de Imidazol, también a pH 8.

Una vez introducida la muestra completa con solucion “A”, se comenzé a despegar
la proteina de interés con un gradiente de concentracion de la solucién
amortiguadora “B” con mayor contenido de imidazol, durante 100 minutos. Se
recuperaron fraccione de 4mL al redor del 37% del lavado con la solucién “B” y se
realizé un gel desnaturalizante de poliacrilamida PAGE-SDS 16% para confirmar

la pureza de las fracciones que contenian a la proteina (figura 14).

Las TcTIM silvestre, TcTIMC40A, TcTIMC118A y TcTIMC127A fueron
almacenadas en solucion amortiguadora de 100 mM de TEA, y 10 mM EDTA a pH
7.4 y cuantificadas con un espectrofotémetro NanoDrop®
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Para remover las etiqguetas de histidinas, se dializaron las proteinas con una
solucion amortiguadora de rTEV (Tris 50 mM, EDTA 0.5 mM y DTT 1 mM pH 8)

por 16 h.

Al terminar, se agrego 1 uL de enterocinasa por cada 20 ug de enzima purificada y
se digirieron por 18 h a 30 °C. Después, se centrifugaron a 7,179 x g, por 20 min,

a 4°C.
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Figura 14 Electroforesis PAGE-SDS 16% para el monitoreo de la purificacion de TcTIM silvestre con la

columna de Niquel HisTrap®. 1) Estdndares de masa molecular BioRad, 2) TcTIM silvestre con colas
de histidina, 3) extracto total, 4) sobrenadante, 5)fracciones 12-16, 6) fracciones 4-8, 7)TcTIM

silvestre sin colas de histidina

Nuevamente se introdujeron las muestras en el equipo de cromatografia liquida
utilizando la solucion amortiguadora de rTEV para aplicar la muestra y se recuperé
la proteina sin las etiquetas de histidinas con un gradiente de concentracion con la

solucion amortiguadora de “B” con fosfatos de 0-100%.

Las concentraciones de todas las enzimas fueron nuevamente determinadas a
280 nm con el equipo de espectrofotometria NanoDrop® con el coeficiente de
extincion molar igual a 36,440 M cm™ Se almacenaron a 4 °C en solucién

amortiguadora de TE pH 7.4 durante el curso de los experimentos.
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4.5. Determinacién de la Actividad Enzimatica de HsTIM,

TcTIM Silvestre y sus Mutantes

4.5.1. Preparacion y Calibracion de GAP
Se pes6 1.5 g de la resina de intercambio cationico DOWEX 50WXZ-100 en un
matraz Erlenmeyer. Por otro lado, en un vaso de precipitados se colocaron 400 mL
de agua destilada y se llevaron a ebullicion.

Se agregaron 10 mL del agua hervida (por cada 1.5 g de resina) al matraz
Erlenmeyer, se agité en un vortex por un minuto y se dej6é reposando por dos
minutos hasta que se asentara la resina. Se decant6 el liquido con una coloracién
naranja que desprendié la resina. Este procedimiento se repiti6 5 veces mas,

hasta que la resina dejé de soltar coloracion y se dejo secar.

Por otro lado, se pesaron 170 mg del gliceraldehido-3-fosfato (GAP) de Sigma
Aldrich® que se agregaron al matraz con la resina lavada y seca. Para mezclar y
disolver el GAP, se sumergié el matraz en el vaso de precipitados con el agua
caliente y se agregaron 4 mL de la misma agua para disolverlo junto con la resina.
La solucion homogénea se filtr6 al vacio con una membrana de 0.22 ym y se
ajusté el pH a 4.5 con Na;HCOs3. Se cuantificO por medio de una calibracién

espectrofotométrica y se almacenaron a -70 °C en alicuotas de 800 pL.

Para determinar la concentracion del GAP se preparé una dilucién 1:10 de las
alicuotas anteriores, con su respectiva concentracion. Se prepararon dos mezclas
de reaccion con el GAP diluido: una a la mitad de la concentracion que la otra. La
mezcla de reaccion final contenia TE, a-GDH, NADH y el GAP a las dos
concentraciones distintas. Se midio su absorbancia a 340 nm y posteriormente, se
agregaron 2 uL de la enzima TcTIM a 15 mg/mL. Por medio de la técnica de
espectrofotometria, se observé un cambio en la absorbancia de la mezcla y
usando las diferentes concentraciones se determiné su concentracion final para

los futuros ensayos.
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4.5.2. Determinacién de la Actividad Especifica de TIMs
La actividad enzimética de la TIM se midi6 a través de la técnica de
espectrofotometria, por medio de una reaccion acoplada. Esta reaccion consiste
en la conversion de GAP a DHAP por la TIM, seguido de la conversion de DHAP a
glicerol-3-fosfato donde se utiliza la enzima acoplante a-glicerolfosfato
deshidrogenasa (a-GDH) y NADH (ver figura 15). Durante la reaccion, el NADH se
va oxidando a NAD+ y su absorbancia disminuye. La concentracion de NADH fue
monitoreada por la técnica espectroscépica a una longitud de onda de 340 nm,

utilizando el software Kinetics Application®.

OH o o wm 0
11}
Oy, .0 O e B =, -R-OH
:P \/‘\/ et HD\/UVO P-OH eon HO/Y\O OH
HO OH ™ OH OH
GAP DHAP Glicerol 3-

fosfato

Figura 15 Reaccion acoplada para determinar la actividad enzimdtica de las TIMs in vitro. Tomado de Garcia (2012).

La reaccion se llevo a cabo a 25 °C, en el equipo Agilent Technologies Cary 60
UV-Vis con celdas desechables de 12.5 x 12.5 x 45 mm, utilizando una mezcla de
reaccion con TEA 100 mM pH 7.4, EDTA 10 mM, GAP 1 mM, NADH 0.2 mM y o-
GDH 20 yg/mL y DMSO al 10%. La reaccion comenzé con la adicion de la enzima

TIM a la mezcla de reaccién a una concentracion final de 5 ng/mL.

Por medio de ajustes por regresion lineal de las pendientes de absorbancia, que
refleja el consumo de NADH conforme avanza la reaccion, se obtiene la actividad

de la enzima con la ecuacion 1.

V= ’:’E;’]S Ecuacion 1

V= velocidad de consumo del sustrato (umol/min/mg)
mAbs= pendiente del consumo de NADH
€ =coeficiente de extincion molar del NADH (6220/M*cm)

[E]= concentracién de la enzima (mg/mL)
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4.6. Protocolo de Ensayos de Inhibicién del DMF sobre la

Actividad Enzimatica de TcTIM y Mutantes

Para determinar el porcentaje de inhibicion que provoca el DMF sobre la enzima
TcTIM silvestre se prepararon 8 diluciones con diferentes concentraciones de DMF
en amortiguador de TEA pH 7.4. Se agregd 1 uL de TcTIM, a 5 mg/mL en cada
microtubo con la mezcla correspondiente (ver tabla 2). Se prepararon duplicados
de cada concentracion y se incubaron todos los tubos a 37 °C, por dos horas.

Estos experimentos se realizaron por triplicado.

Tabla 2 Protocolo para medir la actividad residual de TIMs con DMF a partir de una solucion stock de DMF de
50 mM.

Tubo  [DMF] (uM) Vol. DMF DMSO TEA TIM
(uL) (uL) (bL) (mg/mL)
Control = ------eeee- | e 100 899 5
1 250 5 95 899 5
2 500 10 90 899 5
3 750 15 85 899 5
4 1000 20 80 899 5
5 1500 30 70 899 5
6 2000 40 60 899 5
7 2500 50 50 899 5

Al terminar las dos horas de incubacién, se adicion6 1 pL de cada microtubo con
la solucién de la enzima incubada a las diferentes concentraciones de DMF en
cada celda con la mezcla de reaccion (TEA 100 mM pH 7.4, EDTA 10 mM, GAP 1
mM, NADH 0.2 mM y a-GDH 20 ug/mL), midiendo la absorbancia. De esta forma,
se obtuvo la actividad residual de la enzima a 5 ng/mL. El 100% de la actividad
enzimatica correspondi6 a la actividad de TcTIM después de las 2 h de incubacién

del control sin DMF.
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Con el programa Kinetics Application® se determiné el porcentaje de actividad
residual a partir de la pendiente de la pérdida de actividad enzimética y con las
diferentes concentraciones de DMF se realizaron las graficas del porcentaje de
actividad residual TIM vs. concentracion de DMF (uM).

De igual manera, este protocolo se utilizé para la determinacion de la actividad de
las proteinas mutantes de TcTIM; TcTIMC15A, TcTIMC40A, TcTIMC118A,
TcTIMC127A, asi como la actividad de HSTIM.

4.7. Determinacion de la ICso de TcTIM Silvestre y Mutantes
con DMF

Para la determinacion de la concentracion de DMF que inhibia el 50% de actividad
de la TcTIM silvestre, se realizd una curva con las diferentes concentraciones del

compuesto (tabla 2) y la inhibicion generada a cada concentracion (ecuacion 2).
Ecuacion 2: Inhibicion = 100 - % Actividad residual

Para obtener la curva logaritmica y poder determinar la ICsp, se utilizd el programa
Prism® seleccionando la opcién de dosis-respuesta y graficando log([DMF])
contra el porcentaje de inhibicion de la enzima, con la opcién de pendiente

variable con 4 parametros.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Actividad Especifica de las TIMs

Tabla 3 Actividad especifica de las enzimas antes y después de las 2 h de incubacion a 37 °C. Se muestra el porcentaje de
pérdida de actividad con ese tiempo de incubacion.

Actividad Actividad Pérdida de
Enzima Especifica t=0 Especifica t=2 h Actividad (%)
(nmol/min/mg) (nmol/min/mg)
TcTIM silvestre 3694.94 2550.72 36.4
HsTIM 4980.65 4826.48 3.1
TcTIM C15A 3668.39 1685.76 54.0
TcTIM C40A 2264.62 1369.95 39.5
TcTIM C118A 2772.27 1752.44 36.8
TcTIM C127A 2261.70 1057.12 53.3

En la tabla 3 se muestran las actividades especificas de las enzimas, antes y
después de la incubacion, las cuales sufrieron una pérdida de actividad incial al
terminar las 2 h de incubacién. La HsTIM fue la que sufri6 una menor pérdida de
actividad durante la incubacion, siendo la mas estable de todas. La TcTIM silvestre
perdi6 un 36% de su actividad, al igual que la mutante TcTIM C118A. Estos

resultados, concuerdan con los reportados en la literatura (Garcia-Torres, 2012).

5.2. Efecto del DMF sobre la Actividad Catalitica de TcTIM
Silvestre y HSTIM.

El efecto que provoca el dimetil fumarato sobre el decaimiento en la actividad
enzimatica de TcTIM silvestre se determiné de acuerdo con el protocolo antes
descrito (tabla 2).

En la figura 16, se muestra la grafica en la que se puede observar el efecto del
DMF sobre la actividad catalitica de la TcTIM silvestre. La grafica describe el

porcentaje

42



de la actividad residual en funcion de la concentracion del DMF. Ahi podemos ver
como la actividad catalitica de la TcTIM silvestre disminuyé de manera
dependiente de la concentracién del compuesto, aunque la curva no es una

cuerva de inhibicién clasica.
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Figura 16 Grdfica del efecto que genera el DMF sobre la actividad enzimdtica de la
HsTIM a diferentes concentraciones del compuesto y su comparacion con la actividad
residual de la TcTIM silvestre

La inhibicién es la diferencia entre el 100% de actividad y la actividad residual (%)
medida, por lo que podemos decir que el compuesto comenzo a inhibir la actividad
enzimatica a partir de 500 uM y no mostré6 mayor inhibicion con concentraciones
mayores a 1000 uM. Nunca se logré un 100% de inhibicién (6 0% de actividad) en
ese rango de concentraciones y fueron necesarias las dos horas de incubacion
para poder observar este efecto inhibitorio. Por otro lado, en la tabla 3 podemos
ver como la actividad de la enzima silvestre disminuyé un 36% con 2 h de

incubacion a 37 °C.

Con la gréfica anterior se obtuvieron los datos para la determinacion de la
concentracion media de inhibicibn de la enzima silvestre con el compuesto,
mostrada en la figura 17. La ICsy obtenida fue de 630.2 yM, lo que nos puede

indicar que la sensibilidad de esta enzima ante este compuesto es relativamente
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baja, comparada con otros compuestos derivatizantes de cisteinas que inhiben a
concentraciones aun mas bajas (ver tabla 1); (Olivares-lllana et al., 2007; Pérez-
Montfort et al., 1999; Reyes-Vivas et al., 2001). Por otro lado, una de las grandes
ventajas del DMF es que ya es un farmaco aprobado por la FDA como tratamiento
para la EMRR (Fox et al. 2014; Mills et al. 2018) y que ha demostrado resultados
favorables para esta misma enfermedad, sin mayores efectos -citotoxicos

reportados hasta el momento.
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Figura 17. Grdfica de la determinacion de la ICsy del DMF con la enzima silvestre TcTIM. La ICs, es de
630.2 uM. Para su determinacion se utilizé el programa GraphPad Prism con la opcidn de dosis-respuesta
con pendiente variable de 4 pardmetros.

Una vez establecida la efectividad del DMF sobre la enzima nativa, se realizo el
estudio sobre la HSTIM para determinar si el compuesto era especifico para la
enzima de T. cruzi. Nuevamente, se realizaron los ensayos de incubacion y la
medicién de la actividad residual de la HsTIM con el DMF. La figura 16 muestra el
comportamiento de la HsTIM en comparacién con la TcTIM silvestre. En esta
grafica podemos ver como la HSTIM no present6 un efecto inhibitorio ante el DMF,

es decir, no se vio afectada su actividad en el rango de concentracion probado.

Esta informacién resulté relevante debido a que una de las caracteristicas mas
importantes en la busqueda de farmacos para la enfermedad de Chagas es que
sea un compuesto selectivo. En esta grafica (figura 16) podemos ver que el DMF

si muestra dicha selectividad por la enzima del parasito T. cruzi, lo que nos llevé a
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continunar con los siguientes analisis para entender como es que actua el DMF

sobre la enzima nativa.

Para explicar el distinto comportamiento de estas dos proteinas frente al DMF, se
realiz6 un alineamiento de las secuencias de los AA de TcTIM silvestre y HSTIM.
Estas dos proteinas cuentan con un 52% de similitud en su secuencia de AA que
se muestra en la figura 18. Ahi podemos observar que la enzima HsTIM cuenta
con 5 cisteinas, a diferencia de la TcTIM silvestre, que cuenta con 4 cisteinas. La
HsTIM contiene una metionina en la posicion 15, mientras que la TcTIM tiene una

cisteina en esa misma posicion.

El grupo de investigacion de Maldonado et al. ha estudiado como el residuo C15
juega un papel importante en la estabilidad de la enzima de diversos parasitos
(Maldonado et al., 1998), incluida la TcTIM. Se ha visto que la cisteina 15 forma
parte de la interfase de la proteina y la union entre los monémeros, ademas de su
gran cercania al sitio catalitico. En las figuras 9 y 23 se puede observar este efecto

con mayor claridad.

HSTIM MAPSRKFFVGGNWKMNGRKQSLGELIGTLNAAKVPADTEMVCAPPTAYIDFARQKL-DPK 59
TcTIM MASKPQPIAAANWKICNGSESLLVPLIETLNAATFDHDV VAPTFLHIPMTKARLTNPK 60
HSTIM IAVAAQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSERRHVFGESDELIGQKVAHALA 119
TcTIM FQIAAQNA ITRSGAFTGEVSLQIL(DYGISHVVLGHSERRLYYGETHEIVAEKVAQ 119
« oK x* KRR ERERKREK ., K K REEREREEEREEREK EX . oK, o REE XK
HSTIM EGLGVI GEKLDEREAGITEXVVFEQTKVIADN--VKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKTA 177
TcTIM AGFHVI GETNEEREAGRTAAVVLTQLAAVAQ(LS\EAVSRVVIAYEPVHAIGTG(VA 179
HSTIM TPQQAQEVHEKLRGWLKSNVSDAVAQSTRITIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASL 237
TCcTIM TPQQAQEVHELLRR[NRSKLGTDIAAQLRILYGGSVTAKNARTLYQMRDINGFLVGGASL 239
EEEEREERERY X >3R0S LR - S, kKEEES ¥ e o HEBEERREER
HSTIM KPEFVDIINAKQ 249
TCcTIM KPErVEIIEAT\ 251

KKK o KK,

Figura 18 Alineamiento de la secuencia de aminodcidos de la Triosafosfato Isomerasa de T. cruzi y humano. Entre ambas
enzimas hay un 52% de similitud, sin embargo, la TcTIM cuenta con las cisteinas en la posicion C15, C40, C118 y C127,
mientras que la HsTIM cuenta con las cisteinas C40 y C127 (numeracidn de TcTIM) y con otras cisteinas en las posiciones
C66, C86 y C217 (numeracién de HsTIM). Alineamiento realizado en CLUSTALOMEGA. El (*) indica los AA conservados,
en (:) se marcan las sustituciones conservativas, en (.) se marcan las sustituciones no conservativas y la ausencia de
signo indica los AA completamente distintos o ausentes. Una sustitucidn conservativa se refiere a cuando dos AA
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pertenecen al mismo grupo de acuerdo con sus caracteristicas fisicoquimicas (misma carga o mismo grado de
hidrofobicidad). Una sustitucién no conservativa se refiere a cuando dos AA no comparten las mismas caracteristicas,
pero pueden pertenecer al mismo grupo. Los colores indican lo siguiente: rojo AA pequefios y/o hidrofébicos; azul AA
acidos; rosa AA basicos y verde AA con grupos hidroxilo, amino, o sulfhidrilo.

5.3. Efecto del DMF sobre la Actividad Catalitica de las
Mutantes de TcTIM
Como vimos anteriormente, si se observé una inhibicion especifica de la actividad
de la TcTIM silvestre por el DMF, sin embargo, el mecanismo de accion de este
compuesto aun no estaba completamente definido, por lo que se realizaron los
experimentos con las mutantes de TcTIM en sus respectivas cisteinas,
TcTIMC127A, TcTIMC118A, TcTIMC40A 'y TcTIMC15A.

De acuerdo con diversos andlisis con 42 especies y 200 estructuras
tridimensionales de TIMs reportadas en Protein Data Bank (Olivares-lllana et al.,
2017) hasta la fecha, se ha encontrado que la cisteina 127 es un residuo muy
conservado en todas estas proteinas analizadas (Samanta et al., 2011).

Como podemos ver en la figura 19, la mutante C127A presentd una menor
actividad residual en presencia del DMF en comparacion con la enzima silvestre.
Su actividad comenzé a decaer hasta el 50% desde la concentracion mas baja de

250 uM, logrando casi un 0% de actividad con 750 uM.
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Figura 19 Grdfica de la actividad residual de la mutante TcTIMC127A después de la incubacion de 2 h con el DMF a
diferentes concentraciones y su comparacion con la enzima nativa.
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Se ha visto que la relevancia de la C127 puede deberse a su cercania a los AA
cataliticos: His96, Lys14 y Glul68 (tabla 5). A pesar de esa cercania, no parece
participar en la reaccion catalitica, sin embargo, si juega un papel significativo en
la estabilidad del dimero por medio de las interacciones que tiene con otros

residuos conservados del otro mondémero (Samanta et al., 2011).

Este experimento nos confirmd la importancia de la C127 para la actividad
enzimatica de la TcTIM y su estabilidad estructural. Cabe mencionar que la
enzima mutante TcTIMC127A perdi6 alrededor del 53% de su actividad durante la
incubacion a 37 °C, como se muestra en la tabla 3, lo que pudo haber contribuido

al decaimiento tan pronunciado que present6 esta mutante en presencia del DMF

Podemos suponer que una de las razones por las cuales decae tanto la actividad
enzimatica de la enzima mutante de C127A, es debida al cambio estructural
generado con la sustitucion de cisteina por alanina en esta posicion es lo que

logra la disminucion tan drastica en la actividad catalitica de esta enzima.

Por otra parte, como ya se menciong, la HsTIM si cuenta con la C127, pero esto
no parece afectar su actividad enzimética al interactuar con el DMF, por lo que
puede ser que esta cisteina no sea succinada en la TcTIM silvestre, y por lo tanto,

no forme parte del mecanismo de inhibicion de la misma.

TcTIM

S 100

© .
== Silvestre

3 801

(7]

& 60 -6- C118A

<

kel 40+

=

S 204

<

) ) ) ) )
0 500 1000 1500 2000 2500
[DMF] MM

Figura 20 Grdfica de la actividad residual de la mutante TcTIMC118A después la incubacion de 2 h con el DMF a
diferentes concentraciones y su comparacion con la enzima nativa
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En la figura 20 podemos ver la actividad residual que mostré la mutante
TcTIMC118A, donde la TcTIM silvestre y esta mutante se comportaron de la
misma forma bajo el efecto del DMF. Esto sugiere que, probablemente, no sea
una cisteina muy relevante para la estructura y estabilidad de la enzima, ya que su
intercambio por alanina no logré que la enzima se comportara de forma distinta a
la enzima nativa. De igual manera, su actividad residual decayo6 en funcién de la
concentracion del DMF de forma muy gradual, logrando casi un maximo de
inhibicién a partir de 1500 uM y al aumentar la concentracion de DMF hasta 2500
MM, no se observaron mayores cambios en su actividad catalitica.

En otros estudios realizados con TcTIM y TbTIM y agentes derivatizantes de
cisteinas (Olivares-lllana et al. 2007; Pérez-Montfort et al. 1999), tampoco se
observaron efectos en la inhibicién de TcTIM silvestre y con una mutacién C118V
ni hubo efecto en la actividad de TbTIM al cambiar la valina 118 por cisteina. Esto

apoya la idea antes mencionada.

El comportamiento de la mutante TcTIMC118A y la enzima silvestre también es
muy similar en su actividad especifica durante la incubacién, en donde ambas
perdieron un 36% de su actividad catalitica. Esto también puede sugierir que este

residuo tiene poca relevancia para la actividad y estructura de la enzima silvestre.
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Figura 21 Grdfica de la actividad residual de la mutante TcTIM C40A después de la incubacion de 2 h con DMF a
diferentes concentraciones y su comparacion con la enzima nativa.

La mutante TcTIMC40A presentd una mayor actividad catalitica residual que la
TcTIM silvestre, donde el compuesto logré6 una menor inhibicion en esta enzima
mutante que en la enzima nativa, como se observa en la figura 21. La C40 es otra
cisteina cercana al sitio catalitico (ver tabla 5 y figura 23), pero no forma parte de
los AA de interfase, a diferencia de la C15. Al intercambiarse esta cisteina, pudo
haberse generado un cambio en la conformacién y/o interacciones del sitio
catalitico. Con estos cambios, pudo haberse afectado la union del sustrato al sitio
activo, ya que la actividad especifica después de la incubacién incial ya habia
disminuido 40%. La sustitucion de esta cisteina logré que el compuesto inhibiera
menos a la mutante que a la TcTIM silvestre, lo que puede sugerir que este
residuo esta involucrado en el mecanismo de inhibicibn por DMF en la TcTIM

silvestre.

Por ultimo, en la figura 22 se muestra el comportamiento que tuvo la TcTIM con la
mutacion de C15A en presencia del DMF. Aqui podemos observar que la enzima
mutante mantuvo su actividad sin importar la presencia del compuesto en ninguna
de sus concentraciones analizadas. Este comportamiento fue muy similar al de la
HsTIM, que también carece de la cisteina 15, a pesar de que esta mutante pierde

un 50% de su actividad especifica al incubarla (ver tabla 3).
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Esto nos indicoé que para que el DMF logre tener un efecto inhibitorio en la enzima
silvestre, la cisteina 15 juega un pepel fundamental. Estos resultados coinciden
con lo que se ha visto en otros estudios publicados usando las enzimas de ThTIM
y TcTIM con compuestos derivatizantes de la cisteina 15 (Maldonado et al., 1998;
Pérez-Montfort et al., 1999; Diaz-Mazariegos et al., 2018).
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Figura 22 Grdfica de la actividad residual de la mutante TcTIM C15A después de la incubacion de 2 h con el DMF a
diferentes concentraciones y su comparacion con la enzima nativa. Aqui vemos que esta mutante no fue inhibida por el
compuesto en ninguna concentracion analizada.

Para recapitular los resultados de todos los experimentos, en la tabla 4 se muestra
la 1Cso de la TcTIM silvestre y las mutantes TcTIMC127A, TcTIMC118A vy
TcTIMC40 con el fin de observar el efecto que el DMF provoco6 en cada una de las

enzimas.

En esta misma tabla, podemos identificar que la enzima que menos concentracion
de DMF necesitd para observar el mismo efecto fue la mutante TcTIMC127A.
Dado que la C127 es importante para la estabilidad de la enzima silvestre, su
intercambio por alanina provocd una disminucién en su actividad especifica y, por

lo tanto, una menor cantidad de compuesto fue requerida para inhibirla.

Posiblemente, las interacciones que mantiene esta cisteina con otros AA y el sitio

catalitico en la enzima nativa, previene la entrada a agentes externos (como el
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DMF) a la interfase, evitando asi su perturbacion y cambios conformacionales.

Pero mas estudios se requieren para confirmar esto.

Por otro lado, la enzima que mayor cantidad de DMF necesitdo para lograr el
mismo efecto fue la mutante TcTIMC40A, haciendo notar que la C40 puede estar
involucrada en el mecanismo de inhibicibn que genera el DMF en la enzima

silvestre, sin ser el residuo mas relevante.

La ICsp de la mutante TcTIMC15A y de HSTIM no fue determinada debido a que no
mostraron inhibicion frente al compuesto y la pendiente de su actividad residual es

practicamente cero.

Tabla 4 Comparacion de las IC50 de la TcTIM silvestre, TcTIM C127A, TcTIM C118A y TcTIM C40A.

Enzima ICso (MM)
TcTIM silvestre 630.2
TcTIMC127A 266.3
TcTIMC118A 653.5
TcTIMC40A 946.6
TcTIMC15A ND
HsTIM ND

Con base en los resultados presentados se puede pensar que el mecanismo de
inhibicion del DMF no esta determinado Unicamente por una cisteina, sino que,
posiblemente, participan principalmente C15 y la C40 en conjunto, ya que son las
Unicas dos enzimas que presentaron menor inhibicion que la enzima silvestre, y su
comportamiento fue similar a la HsSTIM, mientras que las otras mutantes (C118A 'y

C127A) perdieron actividad actividad sin la presencia de estos residuos.
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Tabla 5 Distancia de las cisteinas de TcTIM silvestre al AA catalitico del mismo monomero, empezando por el mds
cercano hasta el mds lejano. Calculado con PyMOL (PDB 1TCD)

Residuo de cisteina de Distancia (A) al residuo
TcTIM silvestre catalitico lisina 14
15 54
127 13.0
40 16.9
118 231

Figura 23 Estructura cristalina de TcTIM silvestre (PDB 1TCD) con las cisteinas de un monomero resaltadas en rosa
y los AA que participan en la reaccion de catdlisis. Aqui se observa mejor la ubicacion de cada residuo y su cercania
al sitio catalitico. En la Tabla 6 se pueden ver las distancias de las cisteinas (rosas) de un monémero a la lisina 14
(K14) del mismo mondémero.



La C15 se encuentra a lado del AA catalitico Lys14 (ver tabla 5 y figura 23), asi
como en la interfase, generando interacciones con atomos de la otra subunidad,
por lo cual, su presencia es critica para la funcion y su ataque por parte del DMF.
Por otro lado, la C40 también estd cercana al sitio catalitico y su perturbacion
también genera cambios en éste. La C118 es la cisteina mas lejana al sitio
catalitico, pudiendo ser esta la razon por la cual no afecté mucho la actividad de la
mutante TcTIMC118A frente al DMF.

Al observar la tabla 6 podemos ver que ninguna cisteina esta realmente expuesta
al disolvente, por lo que podemos decir que este no es un factor determinante en

el comportamiento del DMF con la enzima.

Por lo mismo, es posible que deba ocurrir un cambio conformaciona en la proteina
para permitir la difusion del compuesto dentro de la estructura de la enzima y de
esta forma el DMFpueda reaccionar con la cisteina de interfase y la C40, como se
ha mostrado en ocaciones anteriores frente a compuestos derivatizantes de la

cisteina de interfase (Pérez-Montfort et al., 1999 ; Reyes-Vivas et al. 2001).

La falta de exposiciéon de las cisteinas al disolvente podria ser una adaptacion
evolutiva para evitar que otros compuestos perturben su la estructura,

preservando su forma dimérica y, por lo tanto, su actividad.

Tabla 6 Relacidn total de drea/energia de superficie de los residuos de cisteinas de TcTIM silvestre (PDB 1TCD) expuestos
al solvente (agua) con un radio de prueba de 1.4 A. Calculado con GETAREA (sin unidades)

Residuo de Cociente Area/energia del
Cisteina residuo expuesto al solvente
15 0.00
40 0.00
118 3.62
127 0.09
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Lo cierto es que, para poder determinar el mecanismo de reaccion del DMF con la
TcTIM silvestre, otros estudios son necesarios. Por ahora, podemos indicar que
dicho mecanismo si parece involucrar a la cisteina de interfase y posiblemente a la
C40 también, mientras que lo otros residuos de cisteina no parecen estar

involucrados directamente.

5.4. Otros Experimentos

5.4.1. Derivados del Fumarato: MMF y Sal Na,F

Durante entre trabajo de investigacion también se realizaron otros ensayos de
inhibicion con el monometil fumarato (MMF) y fumarato de sodio (NayF) con la
enzima de TcTIM silvestre con el fin de determinar las diferentes reactividades de
los derivados del fumarato, sin embargo, con ninguno se observé una inhibicién en

la enzima TcTIM silvestre a las concentraciones analizadas (tabla 7).

Tabla 6 Concentraciones de prueba de MMF y Na2F sobre TcTIM silvestre. Ninguna mostro efectos inhibitorios.

Enzima MMF NaxF
TcTIM silvestre 500 uM 250 y 500 uM

En otros estudios se ha observado que el MMF tiene una cinética mas lenta que el
DMF (Kornberg et al., 2018; Schmidt et al., 2007), tanto in vivo (linfocitos T de
ratbn) como in vitro. Por otro lado, el DMF es mas electréfilo que el MMF y que el
fumarato (DMF>MMF>F?); (Blatnik et al., 2008; Blewett et al., 2016), lo que podria
explicar porque reacciond mejor el DMF con la TcTIM. Ademas, el MMF parece
depender mas del pKa de la cisteinas que el DMF (Lin et al., 2012: Blewett et al.

2016), explicando las distintas reactividades entre los compuestos.
5.4.2. DMF y Otras TIMs de Parasitos

Una vez establecida la accién del DMF sobre la TcTIM silvestre, se probé6 el
compuesto con otras enzimas TIM de diversos parasitos para ver si el compuesto

podia inhibirlas de igual o mejor manera, debido a que también contienen a la
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cisteina de interfase, C15. Las TIMs que se probaron fueron de Entamoeba
hystolitica (Eh), Plasmodium falciparum (Pf), Leishmania mexicana (Lm),
Trypanosoma brucei (Tb) y Giardia lamblia (Gl). Con ninguna de estas enzimas se
observo una inhibicion considerable del DMF a las concentraciones evaluadas
(tabla 8).

Tabla 7 Concentraciones analizadas del DMF con las distintas TIMs. No se observaron efectos inhibitorios con dos horas
de incubacion a 37°C.

Enzima DMF(uM) Inhibicion %
TbTIM 250, 500, 1000, 3000 pM <10%
EhTIM 500 uM No presento
PfTIM 500 uM No presento
LmTIM 500 uM No presento
GITIM 500 uM No presento

Como ya se ha visto en otros estudios (Diaz-Mazariegos et al., 2018; Olivares-
lllana et al., 2007; Reyes-Vivas et al., 2001), la TcTIM y la TbTIM se comportan
distinto con los compuestos derivatizantes de cisteinas. La TcTIM ha mostrado ser
aproximadamente 100 veces mas reactiva frente al MMTS que la TbTIM (Garza-
Ramos et al. 1998). A pesar de que todas estas proteinas cuentan con la C15, se
ha estudiado que la flexibilidad de estas proteinas y el comportamiento de su
interfase es distinto. Por otro lado, también se ha visto que el pKa de las cisteinas
afecta la reactividad frente a los compuestos sulfhidrilos, lo que podria explicar la
falta de efectividad del DMF para inactivar a la TbTIM. El pKa de la C15 de TcTIM
es de 9.27, mientras que para la C14 de TbTIM es de 10.53 (Diaz-Mazariegos et
al., 2018).
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6. CONCLUSIONES

Por medio de los estudios de inhibicién de la TcTIM frente al farmaco DMF se
obtuvo una ICsy de 630.2 yM y se demostré que el compuesto es especie-

selectivo al no alterar significativamente la actividad de la TIM de humano.

Por medio de la enzima TcTIM mutada en sus 4 cisteinas se logro identificar a las
principales cisteinas involucradas en el proceso de inhibicion del DMF, siendo la
C15 la mas relevante, seguido de la C40. Por otro lado, la C118 y C127 no
parecen ser residuos por el cual el DMF logra inhibir la actividad de la TcTIM, ya
que las sustituciones por alanina mostraron mayor inhibicion que la enzima
silvestre, mostrando ser esenciales para la estabilidad de la enzima, pero
aparentemente no para la inhibicién del compuesto, lo cual concuerda con otros

estudios realizados con agentes derivatizantes de cisteinas.

Existe la ventaja de que el DMF ya es un tratamiento establecido para tratar los
sintomas de la EMRR y la psoriasis, por lo que este compuesto puede servir como
un posible tratamiento contra la enfermedad de Chagas. Sin embargo, aun se
necesita investigar con mayor detalle los efectos de este farmaco en la parasitésis

y el mecanismo por el cual actla.
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/. PERSPECTIVAS

Como trabajo a futuro se propone evaluar el efecto de este farmaco en las
enzimas mutantes con dos cisteinas conservadas y dos cisteinas mutadas.
Con esto se podria comprobar la accién de las cisteinas en pares y asi,
observar cuales actian con mayor efectividad juntas. Para eso es necesario
realizar el trabajo de mutagénesis de la proteina silvestre, su sobreexpresion

en el sistema bacteriano de E.coli y la purificacion correspondiente.

Por otro lado, también es importante realizar las pruebas de inhibicion en el
sistema biolégico del parasito T.cruzi (en sus distintas etapas de vida) y
determinar in vivo la concentracién a la cual inhibe a la mitad de la poblacion
(DLsp). Posiblemente, via la inhibicion de la triosafosfato isomerasa o de

alguna otra enzima que contenga cisteinas, como GAPDH o GSH.

Poder dar una conclusion mas asertiva al respecto, se propone, en un futuro,
realizar ensayos con concentraciones mas altas, dado que, como ya se
menciond, este compuesto no tuvo efectos inhibitorios sobre las TIMs de los
otros parasitos, en las concentraciones evaluadas. También se propone
realizar una comparacion de las diferencias estructurales que presentan las
TIMs de los distintos parasitos, asi como de sus caracteristicas fisicoquimicas,
ademas de que seria relevante realizar el estudio de pKa de las cisteinas de

LmTIM y GITIM para explicar sus comportamientos.
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