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RESUMEN

Resumen

Dentro del 4rea de los materiales blandos, los biocatalizadores han resultado de gran interés
debido a sus aplicaciones en los campos de la terapéutica y de la industria alimentaria. El
objeto de estudio de este proyecto es el biocatalizador denominado triosafosfato isomerasa
(TIM), que es una de las enzimas de la ruta metabolica denominada glucdlisis, catalizando la
reaccion de isomerizacion entre el gliceraldehido-3-fosfato y la dihidroxiacetonafosfato.
Varios parasitos humanos dependen completamente de la glucosa sanguinea de su hospedero,
utilizando la glucolisis para obtener toda su energia. Por ello, la TIM representa un blanco
farmacoldgico apropiado para disefiar nuevos inhibidores que sirvan como farmacos para
erradicar estas enfermedades parasitarias. El presente trabajo tiene como propdsito
caracterizar la union del inhibidor 3-D-fosfoglicerato a la TIM de levadura (Saccharomyces
cerevisiae), ScTIM, mediante la técnica de calorimetria de titulacion isotérmica,
determinando los parametros termodinamicos del proceso de union (AG, AH y AS). Dado
que se conoce la estructura cristalografica de la enzima libre y de complejos de la ScTIM con
los inhibidores 2-fosfoglicolato y fosfoglicolohidroxamato, podremos obtener un modelo del
complejo ScTIM-3-fosfoglicerato y tratar de correlacionar los pardmetros termodinamicos
de unién obtenida en la interaccion molecular observada en dicho complejo. El conocimiento
detallado del proceso de inhibicion permitird disefiar nuevos inhibidores con posible
actividad farmacolégica.



ABSTRACT

Abstract

Within the area of soft materials, biocatalysts have been of great interest because of their
applications in the fields of therapeutics and food industry. The subject matter of this project
is the biocatalyst triosephosphate isomerase called (TIM), which is one of the enzymes of the
metabolic pathway called glycolysis, catalyzing the isomerization reaction between
glyceraldehyde-3-phosphate and dihydroxyacetone the. Several human parasites depend
completely on the blood glucose of their host, using glycolysis to obtain all their energy.
Therefore, TIM represents an appropriate pharmacological target to design new inhibitors
that serve as drugs to eradicate these parasitic diseases. This work is intended to characterize
the binding of the inhibitor 3-D-phosphoglycerate to the Saccharomyces cerevisiae TIM,
(ScTIM), by the technique isothermal titration calorimetry, allowing us to determine the
thermodynamic parameters of the binding process (AG, AH y AS). Since the crystallographic
structure of the free enzyme and the complexes of ScTIM with the inhibitors 2-
phosphoglycolate and phosphoglycolohydroxamate are known, we will obtain a model of the
ScTIM-3-phosphoglycerate complex and try to correlate the thermodynamic binding
parameters obtained with the interactions observed in that complex. The detailed knowledge
of the inhibition process will allow the design of new inhibitors with possible
pharmacological activity.
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CAPITULO 1.
Introduccion.
1.1. Ciencia e ingenieria de materiales.

Desde los origenes de las civilizaciones los humanos han tenido que enfrentarse a las
realidades de sus entornos tanto sociales, medioambientales y climatoldgicas. De esto surge
la necesidad de iniciar una busqueda de probar con diversos materiales (madera, piedra, hojas
de arbol, aceites naturales, pieles de animales, etc.) de sus alrededores con el fin de cubrir
necesidades fundamentales como son: comida, vestimenta y armas de caceria. La
manipulacion de diversos materiales ha permitido lograr obras imponentes para la raza
humana desde adaptacion de cuevas con pinturas rupestres (manejo empirico de pigmentos
naturales) hasta obras tan imponentes como una gran cantidad de pirdmides construidas en
la antigiiedad; esta comprension empirica que se tuvo de los materiales en diversas areas de
conocimiento (agricultura, construccion, artistica, medicinal, etc.) fue de gran ayuda para la
supervivencia de las civilizaciones antiguas. Muestra de esto fue la aplicacion de diversas
plantas medicinales, e incluso ya se aplicaban lo que se conoce hoy en dia como cataplasmas
que eran sustancias de consistencia blanda, medicinales antiguas, las cuales se aplican para
el tratamiento de diversas enfermedades como en el caso de las congestiones bronquiales,
pero especialmente eran aplicados como calmantes y antiinflamatorios (musculares), de los
cuales se tiene su registro (de sus aplicaciones curativas) en los escritos de Hipdcrates siglo
V AC, pero que su aplicacion viene desde tiempos mas antiguos [1].

Los materiales han tenido un papel estratégicamente fundamental desde los inicios de la
colonizacion del hombre en la tierra hasta nuestros dias y sin lugar a dudas lo sera en el
futuro; tan solo basta mirar por las diferentes etapas por las que ha tenido que pasar la raza
humana, la Edad de Piedra, Hierro, Bronce, la Revolucion Industrial etc. Para darnos una
idea de la enorme importancia que han tenido los materiales como una herramienta
tecnologica con el proposito de desarrollar diversos aspectos fundamentales como lo son la
subsistencia, bien estar, asi como un desarrollo tecnoldgico y cientifico, con el proposito del
progreso de la raza humanidad.

Desde el nacimiento de la disciplina de ciencia e ingenieria de los materiales, en 1954, por
el investigador metalurgico Morris Eugene Fine, de la Universidad de Northwestern en
Chicago U.S.A. La cual fue la primera Universidad en cambiar el nombre de su carrera de
metalurgia mecénica a ciencia e ingenieria de los materiales [2], esta’ ha demostrado ser una
area de conocimiento multidisciplinaria la cual ha tenido un gran interés inicialmente en
actividades tales como la metalurgia mecanica, quimica de polimeros, cerdmicos y
biomateriales. En el trascurso de las ultimas cuatro décadas y debido principalmente a la
demanda de materiales que cumplan en lo mejor posible su desempefio (en diferentes
aplicaciones tecnologicas, como es el caso de la electronica, medicina, industria alimentaria),
entre otras por lo que la ciencia e ingenieria de materiales ha tenido que verse obligada a
introducirse en estas areas de investigacion, ya que para tener una idea mas clara del
desempefio de algun material se debe tomar en cuenta el medio donde este va a desempefiar
su funcion tal es el caso de los implantes dentales.

4
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Huesos y piel de animales (ropa, utensilios de cocina)

Piedras/arcilla (armamento y refugio)

Metalurgia (armas y utensilios de cocina)

Vidrié soplado (lentes, telescopios, microscopios, termémetros)

Comunicaciones eléctricas (telégrafo, teléfono)

Polimeros/fibras

Automoviles

Computacion/electronica

Materiales nanoestructurados

Aplicaciones en nanomateriales

FIGURA 1.0 CRONOGRAMA DE LA IMPORTANCIA DE LOS MATERIALES EN DIVERSAS EPOCAS [3].

La ciencia e ingenieria de materiales se ha destacado por ser clave en el desarrollo industrial,
econdmico y tecnoldgico de una nacién, por lo que estd siempre trabajando en la
investigacion y desarrollo de esta area de conocimiento multidisciplinaria es de gran
importancia ya que tiene un papel siempre relevante en la vanguardia de una nacién puesto
que, el desarrollo econdmico de un pais estd intimamente relacionada con su riqueza natural
la cual también guarda una estrecha relacion con la distribucion de sus materiales naturales
y artificiales [4]. De esta manera el desarrollo econdomico viene acompafiado tanto del
desarrollo cultural como tecnoldgico, cientifico, y por supuesto trae consigo el mejoramiento
de las condiciones de vida de las sociedades. En la Figura 1.0 se ilustra las diferentes etapas
a través del tiempo por las que han pasado el desarrollo de los materiales hasta este tltimo
siglo.

En las ultimas décadas nos ha tocado ver el desarrollo a gran velocidad de la ciencia en todas
sus areas de investigacion, y en lo que respecta al campo de la ciencia e ingenieria de los
materiales; hemos visto como en los ultimos afios ha penetrado cada vez mas en las
disciplinas médico-biologicas. Tal es el caso de los biomateriales (hidroxiapatita-C,
implantes 6seos de TiO2, liberadores de farmacos, resinas de vidrio activo, proteinas
sintéticas etc.) [5 y 6]. Sin lugar a duda el mejor inspirador para el desarrollo de la ciencia ha
sido los procesos naturales, ya que en estos a partir de su observacion y estudios se han
llevado acabo los mejores inventos (dice un dicho “la naturaleza es mas sabia de lo que
nosotros creemos y todo parece apuntar que asi lo es”), como es el caso de la holografia
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inspirada en el camuflaje de varios insectos [7]. Asimismo, en el caso de los biomateriales,
es necesario profundizar en los mecanismos de los procesos bioldgicos para mejorar su
desempefio y funcién [8].

La ciencia e ingenieria de los materiales es la disciplina encargada de estudiar la relacion que
existe entre la estructura, funcion y las propiedades de los materiales ver (Figura 1.1), por
ello es una parte muy esencial de otras disciplinas como se menciond anteriormente. En la
actualidad la clasificacion de los materiales esta dividida en ceramicos, metales, polimeros,
materiales compuestos o compositos, materiales electronicos y biomateriales; estos tltimos
empiezan su auge hace ya mas de cuarenta afios, siendo tan comunes como piel, cerdmica o
cualquier otro elemento el cual tenga la capacidad de sustituir la funcion de algln tejido o de
los organos vivos presentes principalmente en el ser humano [9]. En otras palabras, un
biomaterial se podria definir como una sustancia farmacologicamente inerte disefiada para
ser implantada o incorporada dentro de un sistema vivo [10]. La ciencia de biomateriales es
relevante en areas como diagnostico y terapia de enfermedades, implantacion de dispositivos,
sistemas de liberacion de farmacos, bionanotecnologia e ingenieria de tejidos. Asi, este
campo de la ciencia de los materiales involucra el conocimiento de otras disciplinas para
tener un desempeno Optimo en las funciones que estos materiales lleven a cabo en
determinadas condiciones del medio, por ejemplo, la hidroxiapatita presenta propiedades
insuficientes para su desempefio como implante 6seo [11]. El funcionamiento 6ptimo que
presenta en los sistemas bioldgicos se debe en gran parte a las propiedades que le confiere la
proteina de colageno [12]. De esta manera se ve que para conseguir nuevos biomateriales que
cumplan con un buen rendimiento y desempefio es necesario contemplar el gran papel
involucrado de la biologia de tejidos, celular, molecular. Esta tltima ha tenido un papel muy
relevante en el area de materia blanda, ya que, constituye un campo interdisciplinario y de
rapida expansion.

Tetraedro de la ciencia de los materiales

PROPIEDADES

APLICACION

COMPOSICION QUIMICA
ESTRUCTURAS

FIGURA 1.1  TETRAEDRO DE LA CIENCIA DE LOS MATERIALES [13].
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Debido a que los materiales blandos se encuentran a menudo en el centro de las tecnologias
modernas, la ciencia que los estudia tiene implicaciones y aplicaciones en muchas areas que
van desde la biologia hasta la ingenieria electronica. Algunos temas importantes incluyen:
polimeros, biomacromoléculas, coloides, membranas, cristales liquidos, fluidos complejos,
tenso activos, geles, autoensamblado molecular, reconocimiento molecular, vidrios suaves y
espumas [14].

1.2. Materiales blandos.

Como se mencion6 anteriormente el gran avance del area de la ciencia de los materiales en
las ultimas décadas ha sido sorprendente, debido a la gran versatilidad que presenta esta
disciplina cientifica que ha logrado un gran impacto en otras disciplinas como: medicina,
ingenieria electronica, ingenieria ambiental, ingeniera aerondutica, ingenieria de tejidos, etc.,
convirtiéndose en la area de investigacion multidisciplinaria por excelencia.

En el afio de 1991 el fisico francés Pierre-Gilles recibi6 el Premio Nobel en Fisica por los
estudios que realizo en diversos campos tales como polimeros, espumas, cristales liquidos,
proteinas, ADN y diversos materiales bioldgicos[15], en sus investigaciones realizadas en
estos campos, ¢l muestra grandes semejanzas y relaciones tanto matemdticas como
fisicas(magnetismo, superconductividad), entre ellos, tales como ocurre en las transiciones
de fase; precisamente Gilles en la ceremonia del 9 de diciembre, en el discurso que dio en
Estocolmo Suecia define a los materiales blandos como materiales que cuentan con
caracteristicas de flexibilidad y complejidad [16]. Sirviendo esto como parte aguas en el
desarrollo de las investigaciones de esta parte de la ciencia de los materiales.

Respecto al estudio de la materia blanda hay que mencionar que esta es un subcampo de la
materia condensada (materia blanda condensada) [17], el estudio de la materia blanda
precisamente emerge de la complejidad, sofisticacion, asi como el autoensamblado molecular
que presentan estos materiales [18]. Cabe mencionar el gran impacto que han tenido los
estudios de estos materiales en el area de ciencia de los materiales alrededor del mundo que,
en estas Ultimas décadas diversas universidades han incorporado el estudio de la materia
blanda dentro de sus espacios de investigacion, universidades tales como Purdue University
U.S.A., Harvard University U.S.A., el International Institute for Complex Adaptive Matter,
U.S.A, International Research Staff Exchange Scheme, de la Union Europea, la Escuela
Politécnica Federal de Zuarich en Suiza, etc. Algo que también refleja como la materia blanda
va ganando terreno en el campo de la ciencia e ingenieria de materiales, es la aparicion de
revistas como Journal of Soft Materials, la cual inicia su actividad en el afio del 2002 y cuyo
principal objetivo es reportar los avances de investigacion de materia blanda [19].
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FIGURA 1.2 PIRAMIDE DE LOS MATERIALES BLANDOS [20]

En el afio del 2016 los investigadores D. Schluter y J. Vermant, de la universidad de Zirich
realizaron una clasificacion de los materiales blandos, llamando a esta clasificacién como
triangulo de los materiales blandos ver figura 1.2. Las investigaciones en el Laboratorio de
Materia Blanda se centran en un enfoque multidisciplinario incorporando elementos de la
quimica organica, la ciencia de la biologia molecular, la biofisica, la ciencia de materiales y
la fisicoquimica. Las principales areas de investigacion del laboratorio son: ensamblado
supramolecular, nanotecnologia con materia blanda, reconocimiento molecular, disefio de
materiales macromoleculares “activos”, ensamblado dirigido por reconocimiento molecular
y arquitecturas macromoleculares interfaciales [21].

Cabe destacar que el tema de estudio de nuestro interés es el reconocimiento molecular de
inhibidores, o lo que se conoce como interaccion proteina-inhibidor.

1.3. Reconocimiento molecular.

El reconocimiento molecular se podria definir como la unién de moléculas especificas hacia
un receptor molecular identificado. Asimismo, las investigaciones que abrieron camino al
reconocimiento molecular inician desde el descubrimiento de las ciclodextrinas en 1891 por
Villers y Hebd, asi mismo el concepto llave-cerradura introducido por Emil Fisher en 1894
se podria decir que son los eventos que marcaron los inicios del nacimiento de la quimica
supramolecular; la cual también es conocida como la quimica del ensamblaje molecular [22]

8
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y estd basada principalmente en los mecanismos de la quimica orgdnica e inorganica
sintética. Su estudio estéd inspirado por la biologia ya que los sistemas bioldgicos involucran
un gran numero de moléculas que se unen para formar estructuras complejas tales como
micelas, bicapas lipidicas, asi como complejos enzimaticos. Las definiciones siguientes
fueron expuestas en la década de los afios 60 por Jean Marie Lehn: "La quimica
supramolecular es la quimica de los enlaces intermoleculares, cubriendo las estructuras y las
funciones de las entidades formadas por asociaciones de dos o més especies", y Fritz Vogtle:
"La quimica supramolecular se define como la quimica de interacciones intermoleculares
disenadas" [23,24].

Los mecanismos del reconocimiento molecular son fundamentales ya que través de ellos las
enzimas actuan sobre sus respectivos sustratos, o el sistema inmune identifica a los
microorganismos invasores [25].

Investigaciones multidisciplinarias en relacion al reconocimiento molecular y la ciencia de
los materiales han sido vanguardistas e innovadoras en diferentes disciplinas. Por ejemplo,
en medicina con el descubrimiento del cisplatino; o cis-diaminodicloroplatino Figura (1.3),
el cual es un medicamento basado en el platino usado en el tratamiento de varios tipos de
cancer, como en el cancer de ovario y en el cancer de pulmoén de células pequefias (carcinoma
microcitico de pulmén). Otros complejos basados en el platino para el tratamiento de cancer
son el oxaliplatino y carboplatino, la formacién de estos complejos viene dada por un ion, o
atomo central, y ligandos que se unen por medio de enlaces covalentes coordinados [26].

FIGURA 1.3 MOLECULAS TERAPEUTICAS CONTRA EL CANCER [27].

Como se menciono anteriormente en diversos campos los investigadores buscan cada vez
mas imitar a la naturaleza con el fin de entender lo que ocurre en estos, parte del
reconocimiento molecular y de la quimica es imitar los procesos bioldgicos. En el mecanismo
de union por el cual se llevan a cabo los procesos enzimadticos, se aceptan dos propuestas:
una por bioquimico Daniel E. Koshland conocido como ajuste inducido, en el que la enzima
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va modificando su forma con el propdsito de unirse al sustrato [28], el otro mecanismo es
conocido como preorganizacion y en este la enzima no sufre grandes cambios
conformacionales por lo que en términos energéticos es mucho mas favorecido.

1.4. Interacciones proteina inhibidor.

La manera en como se asocian una molécula anfitrién y su huésped (términos usados en
quimica supramolecular) esta determinada por la especificidad; la cual estd estrechamente
relacionada con dos factores importantes: primeramente los sitios de union tanto del anfitrion
como del huésped deberan tener una correspondencia en sus interacciones no covalentes y lo
segundo a considerar es el ajuste geométrico que debe existir entre el anfitrién y el huésped.
En este sentido, en los procesos biomoleculares las interacciones electrostaticas
generalmente tienen un papel muy importante en el reconocimiento molecular y muy
particularmente el caso de la union de inhibidores, o sustratos, dirigidos a macromoléculas
(proteina-inhibidor o proteina-proteina).

éz,\sitio catalitico

o
sustrato 6 sustrato .
. - -

FIGURA 1.4 SE MUESTRA LA INTERACCION PROTEINA (ADENILATO QUINASA DE £.COLI)-INHIBIDOR AP5A(DI ADENOSIN PENTAFOSFATO) A)
REPRESENTACION CON TODOS LOS ATOMOS, B) REPRESENTACION MOSTRANDO LAS ESTRUCTURAS SECUNDARIAS DE LA PROTEINA [29].

Las fuerzas que se presentan en la union de proteina-inhibidor, son las que ocasionan que un

sustrato se una al sitio catalitico tal como se muestra en la (figura 1.4), y éstas son
interacciones no covalentes tales como puentes de hidrogeno, interacciones electrostaticas,
interacciones hidrofobicas e interacciones de Van der Waals (Figura 1.5).

10
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Ilonicas (puents= salinos)
Hidrofobicas

Enlaces de hidrogeno
Fuerzas de Van der Waals

Intergcciones
hidrofobicas

Pusntes
dizulfuro Intergcciones
- .
covglentss solo
en algunos casos

Enlaces de
hidrogeno

FIGURA 1.5 SE MUESTRAN LAS DIFERENTES INTERACCIONES PRESENTES EN LAS BIOMACROMOLECULAS[29 ].

A continuacion, se describen brevemente cada una de ellas:

a) Puentes de hidrégeno: Diversos autores han considerado a este tipo de interacciones
como electrostaticas ya que por medio de ellas se explica la relacion que hay entre la
fuerza de enlace y su geometria, las fuerzas de interaccion entre este tipo de enlaces
van desde los 4 hasta los 21 kJ/mol. Estas interacciones se caracterizan por ocurrir
entre especies donadoras, las cuales son parcialmente negativas y especies aceptores
de un proton, ademas del hidrégeno que se localiza entre ellas como se aprecia en la
(figura 1.6).

¥ &

5 .— H ~...-.O

b)

FIGURA 1.6 A) REPRESENTACION CLASICA DEL PUENTE DE HIDROGENO. B) PUENTE DE HIDROGENO ESTABLECIDO ENTRE UN GRUPO
CARBONILO (ACEPTOR) Y UN GRUPO AMINO (DONADOR) [30].

La fuerza de enlace guarda una relacion con la acidez del donador y la basicidad del aceptor.
En los inicios del estudio de este tipo de interacciones se consideraron que solo ocurrian entre
sistemas (O-H-O, N-O y F-H-F) pero a finales del siglo pasado, en la década de los afios
noventa la definicion se extendié a (C-H-O y C-H-m) los cuales son considerados como
enlaces no convencionales y que cuya caracteristica s6lo difiere en la especie aceptor la cual

11
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puede tener ya se un par de electrones en el enlace 6, o un par de electrones de un metal de
transicion. El estudio de este tipo de enlaces en quimica supramolecular los hace importantes
ya que son considerados como los formadores de ensambles altamente organizados, asi como
por su estabilidad atribuida a su selectividad y direccionalidad [31].

b) Interacciones de Van der Waals: Este tipo de interacciones tiene un rol especial en

los sistemas anfitrion-huésped, ya que ellas estan implicadas en las asociaciones que
ocurren entre los dipolos originados por dos especies cercanas en funcion de las
variaciones en la distribucion de sus electrones. Este tipo de interacciones fueron
detectadas en 1873 por vez primera por Johannes Diderik van der Waals, en la figura
1.7 se muestra un esquema de este tipo de interaccione. Una caracteristica de este tipo
de enlaces es la polarizacion que ocurre en las moléculas que participan en esta
interaccion, ya que estas aumentan fuertemente en relacion a su polarizacion.
En este tipo de interacciones se presenta lo que se conoce como interaccion de Debye,
la cual se presenta cuando una molécula que tiene un dipolo permanente puede inferir
en otro dipolo de una molécula cercana. Otro tipo de interacciones presentes son las
conocidas como interacciones de Keesom las cuales forman dipolos atractivos, este
fenémeno se presentan cuando moléculas que interaccionan a determinada distancia
contienen dipolos constates, asi como orientados. El tercer tipo de interacciones que
se presenta en este tipo de enlaces son las conocidas como interacciones de London
las cuales se hacen presentes entre dos moléculas, no polares pero que son
mutuamente polarizables [32].

Atraccion entre dipolos.,
(F.de Van der Waals)

O-

<) I

Enlace covalente
polar

FIGURA 1.7. REPRESENTACION DE LA INTERACCION VAN DER WAALS. EN UNA MUESTRA DE UN COMPUESTO HAY UN GRAN NUERO DE
MOLECULAS LAS CUALES GIRAN HASTA SITUARSE DE FORMA QUE LAS FUERZAS ATRACTIVAS PREDOMINEN SOBRE LAS REPULSIVAS [33.]
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c)

d)

Interacciones electrostaticas: El fundamento tedrico de estas interacciones es la ley
de Coulomb. Estas interacciones estan en relacion del inverso de la distancia entre
ellas, incluyen las interacciones dipolo-dipolo, dipolo-ion e ion-ion. La interaccion
entre dos especies es calculada por la suma de sus cargas puntuales empleando la
ecuacion de Coulomb [34], como se aprecia en la figura 1.8.

Las interacciones electrostaticas tienen gran importancia en los sistemas bioldgicos
ya que son detectadas en el reconocimiento de las enzimas por sus respectivos
sustratos.

Fi=F2=Kc (qixq2)/r’

FIGURA 1.8 INTERACCION ELECTROSTATICAS, DE LA ECUACION DE COULOMB SE APRECIA QUE LA FUERZA ES DIRECTAMENTE
PROPORCIONAL AL CUADRADO DE LA DISTANCIA ENTRE CARGAS [35].

Interacciones hidrofébicas: El origen de este tipo de interacciones tiene su
explicacion desde la teoria clasica propuesta por Frank-Evans en la cual nos hablan
de una disminucion o pérdida en el movimiento de las moléculas de agua cuando se
lleva a cabo una solvatacion de solutos no polares. La orientacion de moléculas de
agua: por medio de la superficie de un soluto el cual tiene un determinado
ordenamiento de red de moléculas las cuales retienen o atrapan a otro tipo de
moléculas en estructuras tipo clatrato (figura 1.9) [36],

13
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FIGURA 1.9. ESTRUCTURAS LAS CUALES TIENEN LA CAPACIDAD DE RETENER MOLECULAS LLAMADAS ESTRUCTURAS TIPO CLATRATO [36].

esto es con el propdsito de mantener un gran nimero de puentes de hidrégeno entre
las moléculas de agua, lo cual tendrd como consecuencia que gran parte de las
moléculas de agua tengan una ganancia de entalpia y una disminucion en su entropia,
ocasionada por la ordenada formacion de estas estructuras en el disolvente. En las
ultimas décadas se ha tratado de dar una explicacion de este tipo de interacciones,
recurriendo siempre a aspectos termodindmicos para su entendimiento.

@ = Aminoécido

N = Interacciones no polares
(hidrofGbicas)

\

] -
‘., = Puentes disulfuro
\

----- = Pucentes de hidrégeno

PP = Grupos polares
(hidrofilicos)

FIGURA 1.10 INTERACCION HIDROFOBICAS [37].

El agua tiene un papel importante en aspectos bioldgicos como solvente ya que esta
se encarga de disolver una importante cantidad de moléculas desde azlcares, sales,
micelas, hasta moléculas de gran peso molecular tales como 4cidos nucleicos,
proteinas. Tanto los iones como los aminoécidos polares tienen alta solubilidad en
agua por lo que se les conoce como hidrofilicos y a las moléculas de baja solubilidad
se les denomina hidrofobicos, como algunos aminoacidos no polares (alifaticos y

14
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aromaticos). En las proteinas los grupos no polares por lo regular se encuentran
inmersos en el interior de la macromolécula (ver figura 1.10), estos grupos tienden a
segregarse de las moléculas de agua [38].

1.5. Termodinamica del reconocimiento molecular proteina-inhibidor.

Los procesos celulares en su mayoria son controlados por proteinas, como la catalisis
enzimatica que permite que la vida ocurra en la escala de tiempo adecuada, o como en la
expresion o represion de genes que estd modulada por interacciones de proteinas que se unen
a regiones especificas del ADN y cuyo conocimiento es crucial para el desarrollo de
aplicaciones biotecnologicas o farmacologicas. El avance en el desarrollo de estos procesos
depende de la comprension de las interacciones moleculares entre las proteinas y sus
respectivos ligandos [39].

Las fuerzas que estabilizan a las proteinas en su conformacion nativa, esto es en su estado
bioldégicamente activo, son interacciones de tipo no covalente: puentes de hidrogeno,
interacciones electrostaticas, fuerzas de Van der Waals e interacciones hidrofobicas; que son
las mismas que se presentan en la interaccion proteina ligando (P-L). La forma de cuantificar
la afinidad debido a dichas interacciones es mediante la determinacién de la constante de
unioén (Ky) o bien su constante reciproca conocida como constante de disociacion (K;= 1/Ky)
[40], para esto es necesario que existan condiciones de equilibrio termodindmico:

P+L S PL Ec. 1.0

De esta manera la constante de union (Ky) quedara definida por la relacién que existe entre
la concentracion de la proteina (P) y ligando (L) libres, y el complejo formado (PL) como
se muestra en la siguiente ecuacion:

Ky =[PL]/[P][L] Ec. 1.1
La Ky esta relacionada con la energia de interaccion, de la ecuacion anterior se ve que, si el
valor de Ky es grande la afinidad serd mas alta. Por otro lado, la energia libre de Gibbs se
relaciona con la Ky, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

AGU =-RTIn KU Ec. 1.2

donde T es la temperatura absoluta y R la constante universal de los gases.
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AH refleja Ia fuerza de interaccion con el blanco
en relacion con el disolvente

AS.... refleja  la pérdida de grados
conformacionales de libertad tras la union

AS..,, refleja la liberacion
del agua a la unién

FIGURA 1.11. LA AFINIDAD DE UNION DE UNA MOLECULA PEQUENA A SU BLANCO PROTEICO (ROJO) ES DETERMINADO POR EL BALANCE DE LA
MAGNITUD DE SUS INTERACCIONES CON EL BLANCO Y ESTOS CON EL SOLVENTE ACUOSO. LA CALORIMETRIA DE TITULACION ISOTERMICA ES LA
UNICA TECNICA QUE MIDE DIRECTAMENTE LA MAGNITUD DE LAS FUERZAS DE ENLACE. LOS PARAMETROS MAS IMPORTANTES DE ENLACE QUE
PUEDEN SER CONTROLADOS, PARA EL DESARROLLO DE FARMACOS SON LA ENTALPIA, LA ENTROPIA DE SOLVATACION AS¢y,, Y LA ENTROPIA
DE CONFORMACION DE LOS CAMBIOS (AScone). [41].

La energia libre de interaccion se puede dividir en sus dos componentes, el entalpico y el
entrépico como se ve en la ecuacion:

AGU = AHU -T ASU Ec. 1.3

Las contribuciones entrdpicas (ver figura 1.11) corresponden a cambios que ocurren en los
grados de libertad no sélo del ligando y la proteina, sino también de las moléculas de agua
que hidratan estas especies.

1.6. Triosafosfato isomerasa de Saccharomyces cerevisiae.

La triosafosfato isomerasa en una enzima homodimérica (figura 1.12) con 247 residuos de
aminoacido en cada una de sus subunidades [42], en la tabla 1.0 se presentan algunas de sus
propiedades mas importantes. En el presente trabajo se utilizo la triosafosfato isomerasa de
la levadura Saccharomyces cerevisiae (ScTIM). Esta es una enzima que junto con otras nueve
enzimas son las encargadas de realizar la glucolisis (figura 1.13), asi como participar en la

gluconeogénesis y en la sintesis de los triglicéridos.
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La glucolisis es la via metabdlica encargada de oxidar la glucosa y asi obtener energia para
la célula [43]. La glucdlisis se lleva a cabo en todas las células del organismo,
especificamente se produce en el citosol celular y esta comprende la conversion de glucosa

en piruvato, esta se puede ver en la siguiente reaccion global:
Glucosa + 2Pi + 2ADP + 2NAD" — 2piruvato + 2ATP + 2 NADH + 2H" + 2H,0

Este proceso involucra 10 diferentes enzimas (figura 1.13), las cuales catalizan a su vez diez

reacciones consecutivas, estas se pueden dividir basicamente en tres etapas:

1) Formacioén de fructuosa 1,6-bisfosfato a partir de glucosa.

2) Formacion de triosas fosfato (gliceraldehido 3—fosfato y dihdrixiacetona fosfato) a partir

de fructuosa 1,6-bisfosfato.

3) Formacion de piruvato a partir de gliceraldheido 3—fosfato.

Esta enzima cataliza la isomerizacion entre el gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP), a través de un intermediario cis-enodiol (figura 1.14). Esta
reaccion se lleva acabo con una alta eficiencia ya que la velocidad de isomerizacion esta
controlada sdlo por la difusion de los sustratos [44]; es por ello que se dice que la TIM es una
enzima casi perfecta [45]. La importancia bioldgica de esta enzima es evitar la acumulacion

de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) que se descompone en metilglioxal que es toxico [46].

Punto isoeléctrico plI=5.6

Masa molecular PW==26.65 KDa

Numero de residuos 247

Coeficiente de extincion €=2.67x 10* M cm™

Rutas metabolicas en las que |Ruta de la glucdlisis,

participa gluconeogénesis, ciclo de Krebs
Velocidad de isomerizacion V=10°-10"Ms’

Estructura cristalografica PDB | 1YPI tipo barril (o/B)

TABLA 1.0 PROPIEDADES DE LA TIM.
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Debido a la importancia en la ruta glucolitica de la TIM y a que en la actualidad hay varias
patologias parasitarias sin un tratamiento efectivo, esta enzima es considerada como un
blanco farmacolédgico en los parésitos que tienen la capacidad de hospedarse en la sangre de
los mamiferos, alimentdndose de la glucosa contenida en ella. Puesto que el bloqueo de una
enzima puede matar a un organismo patdgeno o corregir un desequilibrio metabolico, muchos
medicamentos en la actualidad actiian como inhibidores enzimaticos. De ahi la importancia
de detener la actividad catalitica de esta enzima TIM en los parasitos que afectan la salud del
humano. Ejemplos de enfermedades que causan este tipo de parasitos son la malaria y las
tripanosomiasis (enfermedad del suefio y el mal de Chagas) [47] esta ultima se presenta en
el sureste de nuestro pais y hasta el dia de hoy no se ha encontrado cura para este
padecimiento que llegar a causar la muerte.

En tultimos reportes de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), 3.2 mil millones de
personas en 97 paises, estan en riesgo de sufrir una infeccion. El continente que tiene la
mayor morbilidad y mortalidad es Africa, en donde se presentan alrededor del 90% (306 000
muertes/afio) de todas las muertes debidas por estos parasitos [48]. En la region de América,
se tienen reportes de reducciones en la incidencia de >75% en 13 de los 21 paises en los que
persiste la transmision [49]. En México los cuatro focos de transmision persistentes de mayor
importancia se encuentran en Chiapas (frontera con Guatemala) y en el sur de Oaxaca, en el
noreste del pais en el limite de Durango y Nayarit, en el afio 2013, México report6 499 casos
[50].
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FIGURA 1.12. ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LA SCTIM EN AUSENCIA DE INHIBIDOR. SE MUESTRAN LAS HEBRAS o PARALELAS (R0JO),
LAS HELICES (BLANCO) QUE RODEAN AL BARRIL DE HEBRAS f3.SE UTILIZO EL PROGRAMA YASARA PARA VISUALIZAR LA ESTRUCTURA
TRIDIMENSIONAL.

Uno de los aspectos mas estudiados de la ScTIM ha sido su comportamiento catalitico, pues
como se menciond, es considerada una casi “enzima perfecta”; la variacion de la actividad
catalitica de esta enzima con la concentracion de sustrato muestra un comportamiento tipo

Michaelis—-Menten. Se sabe que la ScTIM presenta actividad inicamente como dimero [51].
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FIGURA 1.13. LA ViA DE LA GLUCOLISIS. ESQUEMA DE LAS 10 ENZIMAS PARTICIPANTES EN LA GLUCOLISIS: 1) HEXOQUINASA, 2)
FOSFOGLUCOSA ISOMERASA, 3) FOSFOFRUCTOQUINASA, 4) ALDOSA, 5) TRIOSAFOSFATO ISOMERASA, 6) GLICERALDEHIDO 3-FOSFATO
DESHIDROGENASA, 7) FOSFOGLICERATO CINASA, 8) FOSFOGLICERATO MUTASA, 9) ENOLASA Y 10) PIRUVATO CINASA.
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Glpl6s

FIGURA 1.14. REACCION CATALIZADA POR LA SCTIM. LA DHAP SUSTRAE UN PROTON AL GLU165 DE LA ENZIMA PERMITIENDO LA FORMACION
DE UN INTERMEDIARIO ENODIOL/ENODIOLATO. LA HIS 95 DE LA ENZIMA ACTUA COMO UN DONADOR DE PROTONES [52].

Actualmente se han reportado las estructuras cristalograficas de la TIM de varias especies
tales como: Trypanosoma brucei [53], Escherichia coli [54], Saccharomyces cerevisiae [55],
Gallus gallus [56], Homo sapiens [57], Trypanosoma cruzi [58], Vibrio marinus [59],
Pyroccus woesei [60], Caenorhabditis elegans [61], Leishmania mexicana [62], Thermotoga
maritima [63], Plasmodium falciparum [64], s6lo por mencionar algunas. A través de
estudios de difraccion de rayos X, asi como otros de resonancia nuclear magnética, se ha
demostrado que el sitio catalitico se localiza en el centro del barril de hojas B que existe en
cada monoémero. Dicho sitio estd conformado por tres residuos de aminoacidos que estan
involucrados directamente en la reaccion catalitica: Glul65, His95 y Lys12 (figura 1.15).

El Glul65 se ha identificado como la base catalitica y es el responsable de sustraer un proton
del C1 de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) para producir gliceraldehido 3-fosfato (G3P),
6 del proton del C2 del G3P para producir DHAP, iniciando de esta forma la catalisis. La
His95 participa en la transferencia de un protén y la Lys12 tiene la funcion de producir un
ambiente cargado positivamente con el fin de atraer al sustrato que tiene una carga negativa
en direccidn al sitio activo.
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FIGURA 1.15. ESTRUCTURA TRIDIMENCIONAL DE UNA DE LAS SUBUNIDADES DE LA SCTIM CON cODIGO PDB- 2YPI. SE DESTACAN LOS
TRES RESIDUOS CATALITICOS (GLU165, HIS 95 v LYS 12). LOS CUALES INTERACTUAN CON EL SUSTRATO 2-FOSFOGLICOLATO, SE UTILIZO
EL PROGRAMA YASARA PARA CREAR LA VISUALIZACION DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL [65].
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1.7. Inhibidores de la ScTIM.

Los inhibidores enzimaticos son moléculas que se adhieren a las enzimas ocasionando una
disminucién en su actividad, por lo que uno de los intereses por estudiar la inhibicién de
enzimatica, es su aplicacion en farmacologia ya que como se mencioné muchos
medicamentos en la actualidad acttian como inhibidores enzimaticos [66]. Por otro lado, los
inhibidores nos dan informacidn sobre el comportamiento de los mecanismos de reaccion de
la enzima a estudiar. Por lo que resulta de gran interés su estudio. Con respecto a la inhibicién
de la ScTIM, se han realizado diversos trabajos los cuales muestran el mecanismo de reaccion
de la ScTIM por lo que no hay evidencia de que exista algin tipo de cooperatividad catalitica
entre las dos subunidades de la TIM, més sin embargo se sabe que esta solo es activa cuando
esta presente como dimero [67].

En nuestro grupo de trabajo, se han cuantificado las propiedades termodindmicas (Ku, 4AHy,
ASu 'y ACp) de dos de sus inhibidores fosforilados més afines de esta enzima el (PGH) y
(2PQG) los cuales se aprecian en la siguiente figura (1.16).

FIGURA 1.16. ESTRUCTURAS DE LOS INHIBIDORES FOSFORILADOS PGH v 2PG.
La importancia de la caracterizacion termodinamica de union de diversas moléculas posibles
candidatas como blancos farmacolégicos es de gran importancia por lo que resulta de sumo
interés el tener caracterizado termodindmicamente diversas moléculas posibles inhibidoras,
por todo lo anterior mencionado en este trabajo, resulta de interés la caracterizacion
termodindmica de la molécula inhibidora 3—D-fosfoglicolato (3PG) figura (1.17).

FIGURA 1.17. ESTRUCTURA MOLECULAR DEL INHIBIDOR 3PG.
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CAPITULO Il. OBJETIVOS.

OBJETIVOS GENERAL:

Caracterizar termodindmicamente la union del inhibidor 3-(D)-fosfoglicerato al
biocatalizador de triosafosfato isomerasa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1: Expresar en la bacteria de E.coli y purificar el biocatalizador ScTIM.

2: Caracterizar la enzima purificada por Dicroismo Circular y Espectrometria de Masas.

3: Determinacion de parametros cataliticos de la ScTIM.

4: Determinar los parametros termodindmicos del proceso de unidén del inhibidor 3-D-

fosfoglicerato a la enzima Sc7IM (Ku, AHu, ASu) mediante calorimetria de titulacion
isotérmica.
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CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS.

3.1. Expresion de la ScTIM

3.1.1 Clonacion de la ScTIM. Insercion del gen que codifica para la
expresion de la ScTIM en E. coli.

La trasformacion es un proceso donde las células incorporan DNA libre presente en el medio,
en nuestro caso particular se trata de la insercion del gen que codifica para la expresion de
la ScTIM en E. coli. Para que la transformacioén ocurra, es necesario producir células
competentes, es decir propiciar las condiciones fisioldgicas apropiadas para generar
alteraciones en la pared y su membrana celular, lo cual permite la libre entrada de acidos
nucleicos en la célula, ver Figura 3.1. Se utiliz6 la cepa BL21 (DE3), E. coli (hospedero) y
el vector pET24 (Figura 3.2) resistente a la kanamicina. La construccion del gen que codifica
para la expresion de ScTIM fue realizada con GenScript [68].

E.Coli
Célula hospedera

Plasmido
recombinante

Célula transformada

FIGURA 3.1. ELEMENTOS PARA REALIZAR LA TRANSFORMACION CELULAR.
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Pvu 1{4293)
Sgf 1{4293)

Sma 1(4167)
ET-24(+
N (5236bpg )

Eco57 1(3629)

BspLU11 1(2091)
Sap 1(2975)
Bst1107 1(2862)

Tth111 1(2836) BspG 1(2617)

FIGURA 3.2. VECTOR DE EXPRESION USADO ES EL PET24.

A continuacidn, se muestra la secuencia de aminodacidos de la ScTIM, en cédigo de tres
letras, Figura 3.3. La respectiva secuencia de nucledtidos de la ScTIM se presenta en la
Figura 3.4.

MET ARG THR PHE PHE WAL GLY GLY ASN PHE LYS LEU ASN GLY SER 15
LyYs G SBR (ILE LYS @G ILE VAL 6l ARG LEU ASM THR AL& SER 30
ILE PRO @GLU ASHN WAL GLU VAL Wal [E €S PRO PRO AL& THR TYR 45
LEV ASP TYR SER WAL SER LEU WAL LYS L¥YS PRO GLM WAL THR WAL 60
GLY ALS GUM ASM ALS TYR LEU LYS ALS SER &LY AL& PHE THR G&LY 75
GUU ASM SER WAL ASN @GLM ILE LYS ASP WAL GLY ALA L¥S TRP WAL 90
ILE LEU &Y HIS SER GLU ARG ARG SER TR PHE HI GLU ASP ASP 105
Lys PHE IILE Al& ASP L¥YS THR L¥YS PHE AL& LEY LY &GN &LY Vel 120
GLY WAl LE LEU GfS IILE @GLY G @ THR #LEY GLY GLW LWS LS ALK 135
GlY L¥YS THR LEU ASP WAl WAL GLU ARG GLW LEU ASHN Al& WAL [LEU 150
GLU @GLIU WAL LYS ASP TYR THR ASHM VAL WAL WAl AR TYR GLU PRO 165
VAL TRP ALA IE &Y THR GLY LEU AR ALA THR PRO GLU ASP ALR 180
GUM ASP ILE HIS AR SER ILE ARG L¥YS PHE LWEVY AR SER LYS LEU 195
BLY ASP LYS ALA ALA SER GLU LEU ARG ILE LU TYR @GLY @&LY SER 210
Als ASM GLY SER ASM AlA WAL THR PHE LYS ASP LYS AL& ASP WAL 225
&SP GLY PHE LEU WAL GLY 6LY AlA SER LEU LYS PRO GV PHE WAL 240
&SP ILE ILE ASN SER ARG ASM 247

FIGURA 3.3 SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA SCTIM.
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CRORGEGEORTHHONCAGCROR JORCRCRCRGCETRORCTRORORCRORTROR RO

QOO OHLVOLCHHEHOERE<COOUO<CHORHODODODUOOOLDO

OO0V CVLCHULCHOLCHELCHFOCHOOLLO L

FL<<OUOOOHFHUVDUOLCOFHUOKRE<COFOOUOURFHLOOURFHOXHO

CRONGCROROR R JOCR JTHOR JSTHCROR JONCRONGAGE JONUR HONGCRGNG)

GEGRCRONGCETROROROR AN RTHONORCE JCRE HORGCRGCHETIE A IR S OCNGN I
OO <C<OOFOOUOCOHOOLVOUKHLCH<LCO<CORHO
FOOFRRFRFROURCOUOUCELCC<OOO0UOUCO<C=OLOOO K H
OQOFHCHFLOUCOVOHLCHOOHURHCHUOUCODOLDUO OO
ODOFHUCCLC<C<OVOUOHFHOHFHHOUCHOODOLCLHC<COR
FEHE<OROCCO A0 LCCOHOLC<C<OOORFROFHUOULCEHDO
F<OpRO < <00 <COUOLCHLUOOUO<COVOOEFH<C<OR O <
OO0 ROV U0UACOCOULCH<LCHODOLOOLVDORFHO<C<OLVLO
SACACRORCROR JGAGETHOCRGE JONCRORCROR JGCRE I J T HCRGRORONTRONO)
FEFOOROUOCODOUDLUOURHCLCILC<CORORHOLULCOOLOLO
VOV CVVVLVVDVACLCHICLCLCOVDOLCCHOC<CEHOO
OLC<C<OLCHRFOUOCOUUCC<OO<C<VOHOUOUCOORHO<LCHO
<OV OV VOOV OHOFHEHOOUOULVOUOKK<O
SRS ECECCEGECHORORE JOR JCRONCAGCE SGCETRGIE JE b SRR I b
QULCLCEHELCEFOUOCHUCHOODOUCH<CLODUOLC<COROO
ORTHOR - GTHORONTHOGR SN HOR JOCNCROR JOATHOCEORONORCRGAORGN RS
AN CRCACRORORCRE SCRCRCRORCE N HCRE JCRCECRORCRGRGI RGN RGN
VDUCHLOOVULCLCHOFOUR<CO <OV LLUCVDLLCCO
FL<<O<COCOVDO0OLCOHOURHLCCHFORHO <O <C<O=OOH
<< <LCEFEFLCORFCFOOHFHOOUCHOOOOLVLOLOUOKHO L H

FIGURA 3.4 SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS (OPTIMIZADA PARA E.COLI).
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3.1.2. Protocolo de transformacién para BL21 (DE3) empleando células competentes
(C2527).

A continuacion, se describen los pasos realizados en la transformacion de acuerdo al
protocolo del proveedor:

1. (Para C2527H) descongelar un tubo de BL21 (DE3) células de E. coli competentes
en hielo por 10min. (Para C2527I) descongelar un tubo de BL21 (DE3) células
competentes E. coli, hasta que el ultimo cristal de hielo desaparezca. Mezclar suave
y cuidadosamente, pipetear SOuL de células en un tubo de trasformacion. Manejar
siempre las muestras sobre hielo.

2. Anadir 1-5ul conteniendo 1pg-100ng de pldsmido de DNA y mezclar las células.
Golpee suavemente el tubo de 4-5 veces para mezclar las células competentes de
DNA. No agitar en vortex.

3. Colocar la mezcla sobre hielo durante 30 min. No mezclar.
4. Realizar un choque térmico a 42 °C por exactamente 10 segundos. No mezclar.
5. Colocar en hielo durante 5 minutos. No mezclar.

6. Pipetear 950uL de SOC (medio de caldo siper-optimo con represion por catabolito)
a temperatura controlada en la mezcla.

7. Colocar a una temperatura de 37 °C durante 60min. Agitar con vortex (250rpm).
8. Calentar las placas de seleccion a 37 °C.

9. Mezclar bien las células agitando e invirtiendo el tubo, realizar diluciones varias
veces (una serie de 10 veces) en SOC.

3.2. Etapas de expresién y purificacion de Triosafosfato Isomerasa de levadura
ScTIM.

Tanto la expresion como la purificacion de ScTIM se realizaron en el Area de
Biofisicoquimica, Departamento de Quimica (UAM-I). Los procedimientos y metodologia
empleados son una modificacion a los previamente descritos en [69].

Para la expresion de la ScTIM, se empled medio de cultivo Luria-Bertani, kanamicina a 25
mg/mL, agitacion a 220 rpm y 37 °C. En la induccién de la sobreexpresion de la ScTIM se
utilizé isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) a una concentracion de 0.4 mM, el cual
fue afiadido al matraz de cultivo cuando este alcanzé una densidad 6ptica de 0.6-0.8 a 600
nm. Se continu6 con el crecimiento celular por alrededor de 4.5-5.0 h. El crecimiento celular
se realiz6 en una incubadora con agitador orbital, de la marca (INO-650M), a 220 rpm y 37
°C. Se utilizaron 4 matraces de 2 L, con 500 mL de medio cada uno (como se muestra en
Figura 3.5).
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La separacion de las células del medio de cultivo se realizo, por centrifugacion ( 6000 rpm,
por 15min y 4 °C). La lisis celular se realizo por sonicacion usando una potencia de 30 Watt
y una frecuencia de 2.0 kHz, se llevo acabo en presencia de solucion reguladora de Tris 10
mM, y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.20 mM, pH 8.0 (Figura 3.6). Posteriormente
la solucion resultante se centrifugd a 11,000 rpm, 4 °C, durante 20 min. El sobrenadante qué
contiene a la ScTIM se separ6 en dos pasos de precipitacion diferencial con sulfato de amonio
((NH4)2S0s4), la primera se realizdo de 0-64% de saturacion y finalmente de 64-90% de
saturacion a una temperatura de 4 °C.

FIGURA 3.5 CRECIMIENTO CELULAR DE LA SCTIM, SE LLEVO ACABO EN CONDICIONES DE TEMPERATURA DE 37 °Y UNA AGITACION
ORBITAL DE 220rpm.
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FIGURA 3.6 A) RUPTURA CELULAR. SE REALIZO POR SONICACION UTILIZANDO UN EQUIPO BRANSON SONIFIER 450, B) REPRESENTACION
GRAFICA DE LA RUPTURA CELULAR, UNA VEZ REALIZADA LA LISIS CELULAR SE DESPRENDE EL MATERIAL SOLUBLE, DE DONDE SE ENCUENTRA

LA ENZIMA DE INTERES ENTRE OTRAS.

El precipitado a 90% de saturacion de (NH4),SO4 que contiene a la ScTIM se resuspendid y
dializ6 en el amortiguador trietanolamina (TEA) 10 mM, EDTA ImM, pH 8.6. La muestra
fue cargada en una columna de exclusion molecular (Superdex 200 16/60), montada en un
equipo FPLC (Fast Protein Liquid Cromatography); la columna fue previamente equilibrada
con el amortiguador TEA 10 mM, EDTA 1mM, pH 8.6. Las fracciones de interés se
colectaron y se cargaron en una columna de intercambio anidnico (matriz DEAE),
previamente equilibrada con TEA 10 mM, EDTA 1mM, pH 8.6, colectando la fraccion no
adherida a la columna (es decir la fraccion que no se une). Se procedid a verificar la pureza
de la ScTIM mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato
de sodio (SDS).

3.3. Determinacién de la concentracion de la ScTIM.

Para determinar la concentracion de la enzima ScTIM, se utilizd su respectivo

coeficiente de absortividad molar €*** = 2.67 x 10* M cm™ [70]. Las muestras de ScTIM
purificada se mantuvieron a una concentracioén entre 7.5 y 8.0 mg/mL, en un regulador de
TEA 10 mM, EDTA 1mM, pH 7.4.
En la figura 3.7 se muestra el diagrama de bloques de las etapas que van desde la expresion
hasta la concentracion de la ScTIM.
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Medio de cultivo LB: 10 g de peptona, 5 g de
levadura, 10 g¢ NaCl (autoclave 121 °C, 15 min).

Matraz de fermentacion.

-Medio de Cultivo + Kanamicina (30
pg/mL).  Agitacion: 220 rpm, 37 °C.

Cepa de E.Coli: Durante una noche.
-Medio de Cultivo + Kan (30 pg/mL). —_—
Agitacion: 220 rpm, 37 °C.

, b

Induccion (IPTG 0.4 mM). Incubacion (4-5 hr):
— Densidad optica a A=600 nm: (0.6 — 0.8). Agitacion: 220 rpm, 37 °C

: l

9 Centrifugacion.
Sobrenadante A. T (KRPM.4°C. 15 min, Caldo de cultivo.

| ,

Adicion de inhibidor de serinproteasas:

Células (pellet). —Resuspension en regulador PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo).

—

TEA 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8.0. Concentracion final del mM.
o l
—Sonicacion a .
(4 *C, 15 mL, de cultivo): Centrifugacion. — Precipitado de sélidos.

2 min, (3 veces) Duty cycle ——»

20, Output control 2. -11,000 RPM, 20 min, 4 °C.

l

Precipitaciones con sulfato de

9 l Cromatografia de

Crometograﬁa de —_— Intercambio Anidnico.
Exclusidon Molecular l
o

Concentracion de la

ScTIM

FIGURA 3.7 DIAGRAMA DE BLOQUES DE LA EXPRESION Y PURIFICACION DE LA SCTIM.
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3.4. Espectroscopia de Dicroismo Circular.

La técnica de Dicroismo Circular (DC) es una técnica espectroscopica que se basa en la
interaccion de una molécula quiral con la luz polarizada. Esta técnica es ampliamente
utilizada debido a su importancia para la caracterizacion estructural tanto de moléculas
pequeiias como de macromoléculas [71]; particularmente se utiliza en estudios con proteinas,
ya que los enlaces peptidicos presentan actividad dptica en el UV lejano (180- 250) al formar
estructuras secundarias; también los aminodcidos aromaticos producen sefales
caracteristicas a longitudes de onda entre (250-300 nm) debido al entorno electronico
asimétrico en el que se encuentran.

Fuente no Polarizador Polarizador Celda de Espectro de
polarizada plano circular muestreo DC
. P | @
Elipticidad
—’ -
gt
863, |/ tongiua
) () de onda

FIGURA 3.8 ESQUEMA DE UN EQUIPO DE DC EN EL QUE SE MIDE LA DIFERENCIA EN ABSORCION [72].

Un material presenta dicroismo circular cuando absorbe luz circularmente polarizada en una
direccion (izquierda) con mayor intensidad que la luz circularmente polarizada en la
direccion opuesta (derecha) ver figura 3.8 [73]. La presencia de una sefial de dicroismo
circular indica que la muestra contiene alguna estructura que es quiral lo que significa que
se encuentra en dos formas las cuales no son superponibles y son imagenes especulares una
de la otra. La quiralidad es una propiedad con la que cuentan muchas moléculas bioldgicas,
por lo que las medidas de DC nos proporcionan informacion estructural de proteinas, acidos
nucleicos y carbohidratos [74].

En el caso particular del estudio de proteinas la técnica de DC resulta de gran importancia ya
que nos permite realizar estudios estructurales en condiciones muy semejantes al medio
donde llevan a cabo sus funciones normalmente, que es en solucioén acuosa; un claro ejemplo
de ello es el estudio de la patologia del Alzheimer, ya que por medio de DC se puede seguir
la transformacion de un péptido en las fibrillas destructivas [75].
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Las muestras de ScTIM fueron dializadas contra un amortiguador de fosfato de sodio
10 mM, 1.0 mM de EDTA, pH 7.4. Se obtuvo el espectro de la ScTIM en la region del UV
lejano (190 - 250 nm) utilizando un espectropolarimetro JASCO J-175 (Jasco Inc. Easton,
MD) el cual cuenta con una porta celdas tipo peltier que controla la temperatura y la agitacion
magnética. La concentracion de la ScTIM fue de 0.10 mg/mL, la cual fue colocada en una
celda de 1.0cm de recorrido Optico y mantenida a 25.0 °C. Cabe mencionar que el espectro
reportado es el resultado del promedio de tres barridos subsecuentes y esta corregido por la
linea base del amortiguador. La elipticidad molar [8] por residuo se calcul6 utilizando una
masa de 108 gramos por mol de residuo de aminoécido.

3.5. Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas es una técnica analitica muy recurrida por su alto grado de
confiabilidad debido a su precision y sensibilidad en la determinacion tanto de masas
moleculares, como de estructuras moleculares complejas; también es 1til en la determinacion
de las relaciones isotopicas de los atomos en una muestra determinada. Por ello, los espectros
de masas son muy utilizados en el analisis de proteinas y péptidos. Los espectros de masas
requieren de la conversion de una muestra de interés en iones en estado gaseoso, estos iones
se desplazan a gran velocidad en presencia de un campo magnético y se separan en funcioén
de su relacion masa/carga (m/z) [76]. Las etapas en la determinacién de masas son las
siguientes:

a) Generacion de moléculas en fase gaseosa.

b) Ionizacion de las moléculas

c) Separacion respecto a la relacion m/z

d) Deteccion de los iones

La determinacion del espectro de masas de la ScTIM se realizo en el Laboratorio Divisional
de Espectrometria de Masas de la UAM-I, para lo cual se requirieron 2.0 mL de solucion de
la ScTIM. El equipo utilizado fue un Bruker Daltonics flexAnalysis.

3.6. Actividad enzimatica de la ScTIM.

Como se menciond anteriormente las enzimas actuan como catalizadores de reacciones
quimicas. Uno de los puntos a resaltar de las enzimas es que son mucho mas eficientes que
cualquier catalizador artificial, mediante experimentaciones se ha podido comprobar que los
aumentos de velocidad que las enzimas producen son de hasta méas de 10*° veces la velocidad
de la reaccion no catalizada [77]. La cinética enzimdtica muestra un comportamiento
caracteristico que es la saturacion de la enzima por el sustrato (figura 3.9). Al medir la
velocidad inicial de una reaccion catalizada por una enzima, se observa que para bajas
concentraciones de sustrato la velocidad de la reaccion es proporcional a dicha concentracion
como sucede con las reacciones no-enzimaticas, pero a concentraciones de sustrato mayores
el aumento en la velocidad de reaccion deja de ser proporcional a esta y se aproxima
asintoticamente a un valor maximo, el cual es caracteristico de cada enzima y se conoce como
velocidad méaxima (Vuay), que es cuando la enzima se encuentra saturada de sustrato. Por otro
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lado, la concentracion de sustrato a la cual la reaccion alcanza la mitad de su velocidad
maxima, se conoce como la constate de Michaelis-Menten (K),), que es una medida de la
afinidad de la enzima por el sustrato.
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FIGURA 3.9 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE LA VELOCIDAD DE REACCION SEGUN EL MECANISMO DE MICHAELIS-MENTEN
[78].

Se determino la actividad catalitica de la ScTIM midiendo la velocidad de conversion del
gliceraldehido-3-fosfato (G3P) en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) (figura 3.10), a través
de una reaccion acoplada en la que la enzima a-glicerofosfato deshidrogenasa (a-GDH)
reduce la DHAP en a-glicerofosfato. Esta reaccion consume una mol de NADH por mol de
DHAP que reacciona. Con un exceso de a-GDH, la velocidad de produccion de DHAP, es
equivalente a la velocidad de oxidacion de NADH (enapu (340nm) = 6,220 M cm™). Los
experimentos se realizaron en buffer de TEA 100 mM, EDTA ImM, pH 7.4 y se colocé a-
GDH (17 pg/mL), NADH (0.2 mM) y DGAP.

H 1 _H B
S o l
f ) H —1<I:—o—H
H—C :
H—z? —O—H _—— % -O-H - 2?:0
CH,OPO
groes el CH,OPO, FHO0PO;

FIGURA 3.10. REACCION CATALIZADA POR LA SCTIM LA INTERCONVERSION DE DHAP A DGAP.
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La actividad se midi6 en 1 mL de DGAP 1mM, a- GDH 17ug/mLy
solucion (TEA 100mM, pH 7.4, EDTA —_— NADH 0.2 mM.
ImM)

|

Todas las determinaciones se hicieron
manteniendo la temperatura a 25 0.5 ° C.

FIGURA 3.11 ESQUEMA DEL ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA SCTIM.

3.7. Espectroscopia de fluorescencia.

Este método se basa en la disminucién que sufre la fluorescencia intrinseca de la enzima al
unir un inhibidor fosforilado en el sitio catalitico. El apagamiento de la fluorescencia de la
ScTIM se debe principalmente al Trp168, ubicado en el asa 6 del sitio catalitico, que se
aproxima al inhibidor cargado y unido durante el movimiento de cierre que sufre esta asa
[79]. Debido a la diferencia en rendimiento cuantico que muestra la enzima en su estado
asociado respecto a su forma libre, es posible titular a la ScTIM con inhibidor y cuantificar
la poblacion de moléculas de enzima libre, enzima asociada e inhibidor no unido, y con ello
determinar la constante de equilibrio de union (Ku).

Las medidas de fluorescencia fueron realizadas a una temperatura de 25 °C en un
espectrofluorémetro PC1 de ISS (Champaign, IL, USA) equipado con un porta celdas que
contiene una camisa de circulacion de agua y un bafio con termostato. Todos los
experimentos se realizaron en un amortiguador de 50 mM de Tris, 5 mM de EDTA, pH 7.4.
Tanto la solucion de proteina como el amortiguador se filtraron a través de membranas de
0.22um de diametro antes de cada experimento para eliminar posibles particulas suspendidas.
La concentracion de ScTIM en la celda fue de 0.050 mg/mL. Se utilizé una solucion del
inhibidor 3-D-fosfoglicerato en concentracion 0.20 M. Se adicionaron 37uL de inhibidor a
2.0 mL de enzima. Las condiciones empleadas para la obtencion de los espectros fueron las
siguientes: longitud de onda excitacion de 280nm, con un ancho de banda de 4nm, usando
un intervalo de longitud de onda de la emision entre 300 y 400nm, y un ancho de banda de
16nm.
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3.8. Calorimetria de titulacién isotérmica.

Esta técnica involucra la medicion del calor liberado o absorbido cuando se titula con un
reactivo una solucion que contiene las otras sustancias necesarias para llevar a cabo la
reaccion a temperatura constante. Las reacciones de asociacion proteina-ligando pueden
estudiarse por este método dando buenos resultados con respecto a los parametros de union:
Ku, ASu, AHu'y el nimero de sitios 7 en un solo experimento.

La mayoria de los calorimetros funcionan con el mismo principio y tienen los mismos
elementos basicos en su disefio de operacion como se puede apreciar en la figura 3.12. El
calorimetro consta de dos celdas idénticas, una es conocida como la celda de referencia (R)
la cual esta llena de agua, y la otra se llena con la solucién de muestra (M), generalmente la
proteina receptora; ambas celdas estan inmersas en una chaqueta térmica, con el proposito
de aislarlas lo mas posible del medio exterior y conseguir la menor ganancia o pérdida de
energia con su entorno.

Al realizar la primera inyeccion tanto la proteina como el ligando estan en contacto con la
celda M, donde se suscita una liberacion o absorcion de calor, sufriendo la celda M un
calentamiento o enfriamiento, lo que provoca un cambio en la temperatura original. El equipo
suministra energia a la celda que se encuentra a menor temperatura con el propdsito de
restablecer la temperatura de trabajo y esa potencia suministrada es la que registra el
calorimetro como asociada la inyeccion respectiva.

Jeringa
H CeldaMm

Chaqueta
térmica

Jering:

Celda Celda
AT
Agua

FIGURA 3.12 SE MUESTRAN LOS ELEMENTOS BASICOS DE UN CALORIMETRO, ASI COMO EL CALORIMETRO EMPLEADO EN LA EXPERIMENTACION.
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En el presente trabajo se utilizd un nanocalorimetro de titulacion isotérmica (CTI) iTC200
de MicroCal de la marca LG. La cantidad de proteina ScTIM necesaria para llenar la celda
de muestra es de 200 pL, mientras que en la jeringa de inyeccion se colocaron 40uL del
inhibidor (3PG). Las condiciones utilizadas en los experimentos de titulacion, se muestran
en las siguientes tablas (3.1) y (3.2):

Numero total de inyecciones 26
Temperatura de la celda (°C) 25.0
Potencia de referencia (pcal/s) 12
Retardo inicial (s) 200
Concentracion en la jeringa (mM) 30
Concentracion en la celda (mM) 0.015
Velocidad de agitacion (rpm) 700

TABLA3.1 CONDICIONES INICIALES DE LA EXPERIMENTACION EN C.T.I.
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# Inyeccion Volumen (p) Duracion (s) Espaciamiento (s)
1 0.3 0.6 100
2 1.0 2.0 240
3 1.0 2.0 240
4 1.0 2.0 240
5 1.0 2.0 240
6 1.0 2.0 240
7 1.5 2.0 240
8 1.5 3.0 240
9 1.5 3.0 240
10 1.5 3.0 240
11 1.5 3.0 240
12 1.5 3.0 240
13 1.5 3.0 240
14 1.5 3.0 240
15 1.5 3.0 240
16 1.5 3.0 240
17 1.5 3.0 240
19 1.5 3.0 240
20 1.5 3.0 240
21 1.5 3.0 240
22 2.0 4.0 240
23 2.0 4.0 240
24 2.0 4.0 240
25 2.0 4.0 240
26 2.0 4.0 240

TABLA 3.2. PROGRAMA DE INYECCIONES DE LA TITULACION CALORIMETRICA DE LA SCTIM CON EL INHIBIDOR 3-D-FOSFOGLICERATO.
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CAPITULO IV: RESULTADOS.

4.1. La transformacion de las células competentes de E. coli.

La insercion del gen de la ScTIM en el plasmido de expresion pET24 fué exitosa, como
puede observarse en la Figura 4.1. El tamafio esperado (6000pb) para el gen de la ScTIM
sumado al del vector(2000pb) concuerda con el observado en el carril 2 (6000pb).

1 2 marcador

FIGURA 4.1. GEL DE AGAROSA. EN EL CARRIL 1 SE COLOCO EL PLASMIDO INTACTO Y EN EL CARRIL 2, EL MISMO
PLASMIDO DIGERIDO CON ECORI CUYA LONGITUD DE PARES DE BASES CORRESPONDE CON EL TAMANO DEL PLASMIDO AUMENTADO CON LA

SECUENCIA DEL GEN DE LA SCTIM.
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La trasformacion de E. coli se hizo con dos cepas, una que crece a 30 °C (SHUFLE
T7 Express LysY), y otra a 37 °C Solo en ésta ultima (BL21 (DE3), hubo presencia de
colonias transformantes tal como se muestra en la siguiente imagen (Figura 4.2).

FIGURA 4.2. PRESENCIA DE COLONIAS TRANSFORMANTES (PUNTOS BLANCOS),DESPUES DEL OVERNIGHT, SE UTILIZO MEDIO LB EN
PRESENCIA DE KANAMICINA 0.40mM.

4.1. Expresién y purificacién de la ScTIM.

De acuerdo a la figura (4.3a) se observa que los mejores tiempos de crecimiento fueron de
180-210min ya que en este tiempo se obtiene una absorbancia entre 0.4-0.6 a 600 nm, siendo
las condiciones ideales en las cuales se expresa la ScTIM de acuerdo al protocolo de
referencia [69]. La Figura (4.3b) muestra los resultados del analisis de proteina por
SDS-PAGE de extractos celulares una vez finalizado el periodo de crecimiento, se
analizaron cinco muestras todas provenientes del mismo lote. Claramente se ve la presencia
de la ScTIM, la cual corresponde a las bandas pronunciadas cercanas a los 30KDa.
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Después de 4 horas de afiadir el inductor IPTG se tomaron muestras de los diferentes
matraces, se sometieron a ruptura celular y se analizaron por SDS-PAGE (Figura 4.4 a,
muestras 1, 2, 3,4y 5). En la Fig. 4b, se presenta un gel de poliacrilamida con las fracciones
de la primera purificacion, producto de los dos pasos de precipitacion diferencial con sulfato
de amonio: carriles 1, 2 y 3, fraccion de (NH4),SO4 90%; y los carriles 4, 5 y 6 corresponden
a las fraccion de (NH4),SO4 64%. Se puede observar la presencia de ScTIM, entre en el carril
correspondiente cercano a los 30KDa.

L Ll Ll L4 Ll Ll L LS
104 *

BL21 (DE3) C2527 ScTIM

os} g kg;
ak
. 66

o8} : 45
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FIGURA 4.3.A) CURVA DE ABSORBANCIA DE CRECIMIENTO BACTERIANO DE E. COLI. B) GEL DE AGAROSA CARGADO CON LOTES DE PROTEINA
(30 uL)SCTIM, SE PUEDE VER QUE ALREDEDOR DE MENOS DE 30KDA, SE ENCUENTRA LA ENZIMA SCTIM.

ScTIM

12

3 4

FIGURA 4.4. GELES DE ACRILAMIDA DE LA SCTIM A) POSTERIOR A LA LISIS Y B) POSTERIOR A LA PRECIPITACION CON ((NH4),S04)
64%(CARRILES 4,5 Y 6) Y 90% (CARRILES 1,2 Y 3) EN CADA POSILLO FUERON DEPOSITADOS 3L DE SCTIM.
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En la figura (4.5a) se presenta el cromatograma tipico obtenido de la cromatografia de
exclusion molecular de la fraccion previamente purificada por precipitacion con (NH4),S04.
En la figura (4.5b) se presenta el gel de electroforesis en presencia de SDS de la fraccion
marcada en el cromatograma (pico cercano a los 100 mL) dividida en cuatro partes. En este
pico mayor, se tiene la certeza de una presencia con mas contenido de ScTIM.

60 1 L] L 1 L]
5 | |
40 b o KDa
97 W=
66 -
e 2} : -
O
c
8 scTim 20 - A
2 20} J -e e
201
< —
10;— -
144
1 2 3 4
0k 1 b)
A L L ' A L A " A
0 2 40 60 80 100 120
a) Elcion  (mL)

FIGURA 4.5. a) CROMATOGRAMA DE EXCLUSION MOLECULAR Y GEL DE ACRILAMIDA EL PICO MARCADO ENTRE 95mL Y 100mL ES LA
PARTE COLECTADA Y DE DONDE TOMARON CUATRO MUESTRAS b) PARA LA REALIZACION DEL GEL DE ACRILAMIDA SDS—PAGE.

El paso final de purificacion consistio en una cromatografia de intercambio i6nico. La figura
4.6 muestra el cromatograma obtenido en esta etapa final. La homogeneidad de la
preparacion obtenida en el Pico 1, colectado en varios tubos, se analizdo a través de
SDS-PAGE y el resultado se muestra en la figura 4.7. En el pico 2 se aprecia muestra que se
pega en la columna. A partir de 2.0 litros de cultivo celular inicial se obtuvieron en promedio
25 mL de solucion concentrada de ScTIM a 7.0 mg/mL. Es decir, el rendimiento en la
produccion de proteina fue de alrededor de 85mg de enzima por litro de cultivo.
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(

ncia

Absorba

FIGURA 4.6.- CROMATOGRAMA DE LA COLUMNA DE INTERCAMBIO IONIcO (DEAE BIORAD), PH 8.5, EL GRADIENTE DE
ELUCION DE NaC/, SUBE REPENTINAMENTE HASTA ALCANZAR EL 100% Y SE MANTIENE CONSTANTE HASTA LLEGAR APROXIMADAMENTE A
16 mL, BAJANDO DE MANERA DRASTICA HASTA UN 0% NaCl.
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FIGURA 4.7. SE MUESTRA EL GEL DE ACRILAMIDA DE 9 FRACCIONES CONSECUTIVAS PERTENECIENTES AL PICO 1 DEL
CROMATOGRAMA DE INTERCAMBIO IONICO DE LA FIGURA ANTERIOR. SE TOMARON 3L DE MUESTRA DE SCTIM, POR CADA MUESTRA. CON
ESTO SE VE CLARAMENTE LA PUREZA DE LA SCTIM.
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4.2. Espectro de dicroismo circular de la ScTIM silvestre.

La Figura 4.8 muestra el espectro de dicroismo circular en el UV lejano de la
ScTIM, a pH de 7.4 y 25 °C, donde se observan dos minimos de elipticidad en la region de
210-220 nm, tipico del espectro de la ScTIM.
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FIGURA 4.8ESPECTRO DE DC DE LA SCTIM EN REGULADOR DE FOSFATOS, UN PH DE 7.4 Y UNA TEMPERATURA DE 37 °C. CON
ESTE ESPECTRO DE DC, PODEMOS DECIR QUE LA SCTIM, ESTA PLEGADA DE MANERA CORRECTA.
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4.3. Espectro de masas de la ScTIM.

En la figura 4.9 se muestra el espectro de masas de la ScTIM donde pueden observarse las
sefiales debidas a [M+1H]", [M+2H]™ y [M+4H]™ cuya relacion m/z son: 53,298.96,
26,657.05 y 13,329.01, correspondientes al tetramero, dimero y mondémero respectivamente
de la ScTIM.
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FIGURA 4.9. ESPECTRO DE MASAS DE LA SCTIM, OCUPANDO PARA ELLO 2uL, DE MUESTRA , REALIZADO EN EL LABORATORIO DE LA
UAM-I,
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4.4. Ensayo de actividad enzimatica de la ScTIM.

La Figura 4.10 muestra una medicién tipica de la actividad enzimatica de la ScTIM, que
representa la disminucion de la absorbancia de la solucion a 340 nm debido a la oxidacion
del NADH por parte de la DHAP. Una vez convertida la pendiente de dicha grafica de (UA
min') a (uM s™), utilizando el coeficiente de absortividad del NADH, obtenemos la
velocidad de catalisis (V).

Cinetica de la actividad de la ScTIM
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© o o o o o
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©
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©
N

o

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50
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FIGURA 4.10.- SE OBSERVA CINETICA DE ACTIVIDAD DE TIM.
El ensayo de actividad enzimatica se realizo a diferentes concentraciones de enzima, tal como

se muestra en la Tabla 4.1, los calculos de Vmax se realizaron aplicando la ecuacion de
Michaelis- Menten:

Ecuacion de Michaelis-Menten
Vmax [S]

Vo = T—F[S] (Ecuacwn 41)
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[G3P] TIM UA min™' Vo Vmax Keat (s )
mM (ng / mL) (uM / min) (nM/s)
a) 0.8 2.540
0.411 1.18 1.18 3683
2.640
b) 038 0.250 0.69 0.69 2031
c) 08 1.770
0.183 0.491 0.491 2164
d) 03 0.890
0.082 0.22 0.22 1931

TABLA 4.1. SE ILUSTRA LAS CANTIDADES DE ENZIMA Y SUSTRATO UTILIZADOS PARA LA REALIZACION DEL ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA.

DONDE Kca7 ES LA CONSTANTE CATALITICA, Vg ES LA VELOCIDAD INICIAL DE LA REACCION, Vmax, ES LA VELOCIDAD MAXIMA Y UAmin™
SON UNIDADES DE ABSORBANCIA.
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4.5. Espectro de fluorescencia: TIM libre y complejo TIM-3PG.

Para poder determinar la constante de unién de un ligando a una proteina mediante
fluorescencia, es necesario que la fluorescencia intrinseca de la proteina se modifique al
formarse el complejo proteina-ligando. Por ello, se obtuvieron los espectros de emision de la
ScTIM con y sin el inhibidor 3-fosfoglicerato a fin de detectar posibles cambios en el
espectro. En la figura 4.11, se muestran dichos espectros, uno de la ScTIM solaa 1.87 uM y
otro de la ScTIM a la misma concentracion en presencia de 3-fosfoglicerato 3.6 mM (dando
una relacion molar 3PG/ScTIM de 1940). Puede notarse como ambos espectros son
practicamente iguales, por lo que no se ve factible medir la constante de unioén del 3PG
mediante esta técnica.

~~~~~~

ScTIM

"""" ss ® ScTIM-3PG

Fluorescencia (ua)
“\.

vavava

sen » A e AR - 20N P

A (nm)

FIGURA 4.11. SE MUESTRAN LOS ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DE LA SCTIM 1.9 UM EN AUSENCIA () Y EN PRESENCIA DE INHIBIDOR
3PG 3.6 MM (e). La ScTIM, se prepard en buffer Tris 0.114M, 5mM EDTA. pH 7.4.
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4.6. Calorimetria de titulacién isotérmica.

Debido a la baja afinidad del inhibidor 3PG, comparada con los inhibidores 2-fosfoglicolato
y fosfoglicolohidroxamato, fue necesario trabajar con soluciones mas concentradas. Ello nos
llevo a realizar varios experimentos calorimétricos exploratorios, buscando no tener calores
de dilucion muy altos del ligando, pero si medir calores suficientemente grandes al titular la
ScTIM con el 3PG. La Figura 4.12 muestra el resultado de un experimento exitoso de ITC
en el que se titul6 una solucion de ScTIM 12.7 uM con pequeiias adiciones (entre 1.0 y 2.0
uL, ver Tabla 3.3) de 3PG 30 mM.
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FIGURA 4.12. CALORIMETRIA DE TITULACION ISOTERMICA PARA EL COMPLEJO SCTIM-3PG. EN EL PANEL a) MUESTRA LAS INYECCIONES
REALIZADAS DE LIGANDO LAS CUALES SE REALIZARON DURANTE UN TIEMPO DE 90min. EL PANEL b) MUESTRA LA ISOTERMA DE UNION CON
LOS DATOS EXPERIMENTALES Y LA CURVA CONTINUA RESULTADO DE LA REGRESION NO LINEAL AL MODELO DE UNION A UN SITIO.
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CAPITULO V: DISCUSION.

La construccion del pladsmido de expresion con el gen de la ScTIM fue exitoso, al
igual que la expresion de la enzima en E. coli (ver figuras 4.1 y 4.2). Los andlisis de los geles
de electroforesis en presencia de SDS de las diferentes fracciones obtenidas en cada etapa de
purificacién, muestran la presencia abundante de la enzima (ver figuras 4.3, 4.4, 4.5 y 4.7).
El rendimiento obtenido fue de alrededor de 88 mg de proteina por litro de cultivo.

La homogeneidad de la preparacion final obtenida de la ScTIM se verificod por la
ausencia de otras bandas en el analisis elecroforético SDS PAGE, la simetria y unicidad del
pico cromatografico de FPLC (figura 4.6) y la ausencia de sefiales adicionales significativas
en el espectro de masa que no sean debidas a la ScTIM. La masa de la ScTIM obtenida por
espectrometria de masas concuerda con la esperada de acuerdo con su secuencia de
aminoacidos (26,650 Da por mondémero) figura 4.9.

En cuanto a la estructura de la ScTIM recombinante, el espectro de DC obtenido en
la zona del UV-lejano es bastante similar al reportado previamente (=43, P=17) con la
forma esperada para una proteina con el plegamiento de barril ScTIM, que es una mezcla de
estructuras de hélice alfa y hoja beta (43% a, 17% p). En la Figura 5.1, se compara el espectro
de DC obtenido en este trabajo con el publicado anteriormente para esta enzima [80].
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FIGURA 5.1 COMPARACION DE ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR DE LA SCTIM A) [72], B) ESPECTRO DE DC MOSTRADO EN
LOS RESULTADOS (PH: 7.4, 25 °C). DONDE [0] ES LA ELIPTICIDAD MOLAR Y (A) ES LA LONGITUD DE ONDA .

A pesar de que no se pudieron realizar estudios del efecto del sustrato en la velocidad de
catélisis enzimatica, si fue posible medir la actividad enzimatica a diferentes concentraciones
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de proteina, obteniendo valores semejantes a los ya reportados [67, 81,82]. Esta enzima
recombinante se obtuvo entonces en una conformacion nativa, capaz de reconocer a sus
sustratos y unirlos con buena afinidad.
Se intent6 medir la constante de unidn del inhibidor 3PG a la ScTIM a través de titulaciones
fluorimétricas. Sin embargo, podemos decir que no se observaron cambios significativos en
el espectro de emision de la enzima al unir este ligando, por lo que no es posible distinguir
el estado libre del acomplejado, lo que imposibilita la determinacion de la constante de unién
con esta metodologia. Siendo la técnica de ITC, la més adecuada para la determinacion de la
Ku.
Tras haber realizado varios experimentos de ITC, se lograron encontrar condiciones para
hacer mediciones confiables, con menor interferencia de la dilucion del ligando 3GP. Los
parametros termodindmicos de unidn obtenidos en el experimento mostrado en la Fig. 4.12
indican una baja afinidad de la ScTIM por el G3P (K= 82.9 + 1.5) con una entalpia de unioén
favorable (4Hy = -61.6 £ 0.9 kcal/mol).
Con los parametros obtenidos (Ku 'y 4Hy) pudimos calcular la contribucion entropica (TASy)
a la energia libre de unidon mediante las ecuaciones termodinamicas 1.2 y 1.3:
TASU=AHU+RT In Ku Ec. 5.1
La Tabla 5.1 muestra los valores de los pardmetros termodindmicos de la uniéon enzima-
inhibidor.

AGu AHu -T ASu Ku T
-2.6 kcal/mol -61.6 kcal/mol 59.0 kcal/mol 82.9M* 298.15 K

Tabla (5.1). Pardmetros termodinamicos de la formacién del complejo ScTIM-3PG a pH 7.4y 25 °C

En un trabajo de investigacion donde se obtuvo la constante de inhibicién enzimatica (K;)
para diferentes inhibidores de la ScTIM [83], se reportd una K; de 1.1 mM para el inhibidor
3-DL-fosfoglicerato, es decir para una mezcla racémica de los isomeros L y D del 3GP. Dado
que K equivale a la constante de disociacion (K,) del complejo enzima-inhibidor, la constante
de union respectiva seria Ku = 1/ K; = 909, que es un orden de magnitud mayor a la
determinada en este trabajo. Cabe mencionar que la comparacion no es del todo correcta pues
el valor obtenido por inhibicion enzimatica es producto de la accion de los dos isdmeros.
En la siguiente tabla 5.2 se muestran los parametros termodindmicos de union a la ScTIM
con los inhibidores PGH y 2PG respectivamente [84].

AGu AHu -T ASu Ku T
-29.8 kcal/mol | -60.9 kcal/mol | =31.1 kcal/mol 1.7x10° M™ 298.15 K
-27.38 kcal/mol | -40.5 kcal/mol | =13.07 kcal/mol 6.3.x10" M 298.15 K

Tabla (5.2). Parametros termodinamicos de unién de los inhibidores PGH y 2PG ala ScTIM.

52



CONCLUSIONES

Conclusiones:

* Se logré expresar y purificar la ScTIM con un buen rendimiento y con una pureza
adecuada.

* La enzima obtenida presenta una actividad enzimatica comparable a la reportada en
otros trabajos.

* Latécnica de fluorescencia no parece ser adecuada para medir la constante de union
del inhibidor 3-D-fosfoglicolato a la ScTIM de levadura.

* La afinidad que presenta el inhibidor 3-D-fosfoglicolato es baja, con una constante
de union (K,) = de 82.9 M.

* El proceso de unién estd entalpicamente dirigido con una entropia de union

desfavorable.
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PERSPECTIVAS

Perspectivas:

* Realizar experimentos de titulacion a temperatura menores, donde se esperaria una
mayor afinidad dado que la union del complejo ScTIM-3PG es exotérmica.

* Estudiar la termodindmica de union del complejo ScTIM-3PG a diferentes valores de
pH.

* Intentar la cristalizacion de la ScTIM en presencia del inhibidor 3PG para
posteriormente determinar su estructura por difraccion de Rayos X.

* Realizar simulaciones de dindmica molecular para determinar las energias libres de
union de la ScTIM con 3PG y los otros inhibidores ya caracterizados.
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Glosario de términos:

Aminoacidos: Son moléculas orgdnicas con un grupo amino(-NH2) y un grupo carboxilo (-
COOH). Los aminoacidos mas estudiados son los que forman parte de las proteinas.

Bacillus stearothermophilus: es una bacteria Gram-positiva con forma de bacilo que se
encuadra en el filo Firmicutes. Es una bacteria termofila extensamente distribuida en el suelo,
manantiales calientes y sedimentos oceanicos y es causa de descomposicion de los productos
alimenticios. Es usada cominmente como organismo de validacion en los estudios de
esterilizacion.

Biocatalizador: Son catalizadores que actiian de los seres vivos, reduce o aumenta la energia
de activacion de una reacciéon quimica haciendo que esta sea mds rapida o mas lenta, se
consideran biocatalizadores las enzimas, hormonas y las vitaminas.

Biomacromoléculas: Moléculas de origen bioldgico que tienen una masa molecular elevada,
formadas por un gran nimero de atomos, el término macromolécula se refiere a las
moléculas que pesan mas de 10,000 Da de masa atémica.

Cepa: Término usado en microbiologia, para designar una variante fenotipica de una especie,
o incluso de un taxon inferior, usualmente propagada por clonacion. Es un conjunto de
especies bacterianas que comparten, al menos una caracteristica.

Cristal liquido: Es un tipo especial de estado de agregacion de la materia que tiene
propiedades de las fases liquida y sélida. Se suele atribuir el descubrimiento de los cristales
liquidos al botanico Friedrich Reinitzer que en 1888 encontrd una sustancia que parecia tener
dos puntos de fusion. Un afio mas tarde Otto Lehmann solventd el problema con la
descripcion de un nuevo estado de la materia medio entre un liquido y un cristal. Finalmente,
Friedel, en 1922, fue quien habl6 por primera vez de "mesofase".

Densidad Optica: Es una magnitud fisica que mide la absorcién de un elemento éptico por unidad
de distancia, para una longitud de onda dada. Mientras mas alta es la densidad dptica, mas corta es
la transmitancia.

Escherichia coli: También conocida por la abreviacion de su nombre, E. coli, es quizés el
organismo procariota mas estudiado por el ser humano. Se trata de una enterobacteria que se
encuentra generalmente en los intestinos animales, y por ende en las aguas negras, pero se lo
puede encontrar en multitud de ambientes, dado que es un organismo ubicuo.

E. histolytica: Entamoeba histolytica es un protozoo pardsito anaerobio con forma
ameboideo, como su nombre lo indica, dentro del género Entamoeba. Es patdogeno para el
humano y para los cénidos, causando amebiasis incluyendo colitis amébica y absceso
hepatico.

Electroforesis: Es una técnica para la separacion de moléculas segiin la movilidad de éstas
en un campo eléctrico La separacion puede realizarse sobre la superficie hidratada de un
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soporte solido (p. ej., electroforesis en papel o en acetato de celulosa), a través de una matriz
porosa (electroforesis en gel), o bien en disolucion (electroforesis libre). Dependiendo de la
técnica que se use, la separacion obedece en distinta medida a la carga eléctrica de las
moléculas y a su masa.

Ensamblaje supramolecular: También conocido como supermolécula, es una estructura
determinada por un complejo de moléculas unidas por un enlace que no es covalente. Este
ensamblaje supramolecular puede estar compuesto por dos moléculas, como lo es la doble
hélice del ADN. Se utiliza normalmente para expresar complejos més grandes de forma como
lo son el de esfera, vara o planos en especies. La dimension de este ensamblaje se puede
determinar en un rango de nandémetros a micrémetros. Por ende, acepta objetos de la escala
nanométrica, donde estos pueden entrar en menos pasos que una molecular de dimension
similar.

Enzima: son moléculas de naturaleza proteica y estructural que catalizan reacciones
quimicas, siempre que sean termodindmicamente posibles: una enzima hace que una reaccion
quimica que es energéticamente posible, pero que transcurre a una velocidad muy baja, sea
cinéticamente favorable, es decir, transcurra a mayor velocidad que sin la presencia de la
enzima. En estas reacciones, las enzimas actiian sobre unas moléculas denominadas sustratos,
las cuales se convierten en moléculas diferentes denominadas productos.

Expresion: La expresion génica es el proceso por medio del cual todos los microorganismos
procariotas y células eucariotas transforman la informacion codificada por los &cidos
nucleicos en las proteinas necesarias para su desarrollo, funcionamiento y reproduccion con
otros organismos. La expresion génica es clave para la creacion de un fenotipo.

Fluoruro fenil sulfonio: En bioquimica, el PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo, PMSF del
inglés phenylmethylsulfonyl fluoride) es un inhibidor de proteasas de serina usado
comunmente en la preparacion de lisados celulares, en los que preserva a las proteinas
celulares de su digestion por proteasas. Aunque actua especificamente sobre proteasas de
serina, no inhibe todas las enzimas conocidas de este tipo. Se descompone rapidamente en
agua (vida media de 110 min a pH 7 y 35 min a pH 8) de modo que es preparado en
disoluciones de alcohol anhidro, isopropanol, aceite de maiz o DMSO. La inhibicién de la
protedlisis ocurre cuando se utiliza a una concentracion de entre 0,1 y 1 mM.

Fosfoglicolohidroxamato (PGH): Moléculas formadas por... y que son inhibidores de la
triosa fosfato isomerasa.

Hospedero o huésped: En biologia, se llama huésped, hospedador, hospedante y hospedero
a aquel organismo que alberga a otro en su interior o que lo porta sobre si, ya sea en una
simbiosis de comensal o un mutualista.

Isomerizacion: Es el proceso quimico mediante el cual una molécula es transformada en otra
que posee los mismos atomos pero dispuestos de forma distinta. De este modo, se dice que
la primera molécula es un isomero de la segunda, y viceversa. En algunos casos y para
algunas moléculas, la isomerizacion puede suceder espontaneamente. De hecho, algunos
isomeros poseen aproximadamente la misma energia de enlace, lo que conduce a que se
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presenten en cantidades mas o menos iguales que se interconvierten entre si. La diferencia
de energia existente entre dos isomeros se denomina energia de isomerizacion.

Lisar o lisis celular: es el proceso de ruptura de la membrana celular que produce la salida
del material intracelular. Todas las células tienen una membrana hecha de fosfolipidos que
separan el contenido celular del medio extracelular.

Materia blanda: Subcampo de la materia condensada, esta es también una parte de la ciencia
de los materiales es (multidisciplinaria), se relaciona ampliamente con los estudios de
sistemas que se encuentran en la frontera de los liquidos simples y los so6lidos asi como se
involucra el estudio de los materiales biologicos.

Medio Luria Bertani (LB): Es uno de los medios mas utilizados para el mantenimiento y
cultivo de cepas de laboratorio recombinante de Escherichia coli para estudios fisiologicos.
La formula generalmente difiere en la cantidad de cloruro sodico, para asi proveer de las
condiciones osmoticas adecuadas para una cepa bacteriana concreta y unas condiciones de
cultivo deseadas. Las formulas bajas en sal, Lennox y Luria, son ideales para cultivos que
requieren antibioticos sensibles a la sal.

Paquete celular: es el estudio, del perfil o el estado sanguineo, los cuales son: recuento de
eritrocitos (y valor hematocrito), recuento de leucocitos, determinacion de hemoglobina,
velocidad de sedimentacion globular (VSG) y formula leucocitaria (recuento diferencial de
leucocitos).

Plasmido: Son moléculas de ADN extracromosdmico circular que se replican y transmiten
independientes del ADN cromosomico. Estan presentes normalmente en bacterias, y en
algunas ocasiones en organismos eucariotas como las levaduras. El nimero de plasmidos
puede variar, dependiendo de su tipo, desde una sola copia hasta algunos cientos por célula.

Plasmodium falciparium: es un protozoo parasito, una de las especies del género Plasmodium
que causa malaria en humanos. Es transmitida por mosquitos Anopheles. Se pueden observar
diferentes fases evolutivas, en el mosquito Anopheles (donde se reproduce el parasito), en el
interior de los hepatocitos y en el interior de los globulos rojos del hospedador humano.

P. falciparum transmite la forma mas peligrosa de malaria con los indices mas altos de
complicaciones y mortalidad, productor del 80% de todas las infecciones de malaria y 90%
de las muertes por la enfermedad. Su prevalencia predomina en el Africa subsahariana, mas
que en otras areas del mundo. Es el inico capaz de producir malaria cerebral. Causa la muerte
por coma y anemia. Invade cualquier tipo de eritrocitos y produce el paludismo terciario
maligno. Es frecuente la coinfeccion por VIH.

Proteina reombinante: también llamadas proteinas quiméricas o proteinas heterologas, son
aquellas que se obtienen al expresar un gen clonado en una especie o una linea celular distinta
a la célula original. Un ejemplo de proteina recombinante es la insulina humana generada in
vitro, obtenida a partir de cultivos de la bacteria E. coli. Anteriormente se recogia
directamente a partir del pancreas del cerdo. Para obtener una proteina recombinante, se parte
de ADN recombinante, que no es mas que una molécula de ADN artificial formada de manera
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deliberada in vitro insertando secuencias de ADN provenientes de un organismo en el
genoma de un organismos diferente, por ejemplo ADN humano insertado en el de la bacteria
E. coli. El ADN recombinante da lugar a la proteina recombinante que interesa obtener. Un
tipo de proteinas recombinantes son las proteinas de fusion, originadas al unir artificialmente
dos 0 més genes que dardn lugar a una unica proteina suma de las 2 anteriores.

Receptores artificiales: Un receptor es una estructura de un ser vivo que detecta diferentes
estimulos del medio y los transmite al sistema nervioso para que este genere una respuesta
mediante un efecto.

Reconocimiento molecular: El estudio de las interacciones especificas entre moléculas.
Incluye el campo de estudio de la quimica supramolecular.

Resuspencion: Centrifugacion diferencial de un material celular, posteriormente, se descarta
el liquido sobrenadante y a la pastilla (también llamado pellet) que se forma se le agrega un
volumen de buffer o agua estéril, por lo general mas pequefio que el primero. Se agita y el
pellet queda disuelto nuevamente, a eso se le llama resuspender.

Sacharomyces cerevisiae: Especie de levadura, es un hongo unicelular, un tipo de levadura
utilizado industrialmente en la fabricacion de pan, cerveza y vino. En su ciclo de vida alternan
dos formas, una haploide y otra diploide. Ambas formas se reproducen de forma asexual por
gemacion. En condiciones muy determinadas la forma diploide es capaz de reproducirse
sexualmente. En estos casos se produce la meiosis en la célula formandose un asca que
contiene cuatro ascosporas haploides.

SDS: SDS-PAGE es el acronimo en inglés de sodium dodecyl sulfate polyacrylamide ge/
electrophoresis (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico). Es una
técnica ampliamente utilizada en bioquimica, genética, biologia molecular y ciencia forense
para separar las proteinas de acuerdo a su movilidad electroforética (en funcion de la longitud
de la cadena polipeptidica, masa molecular, modificaciones postraduccionales y otros
factores).

Sobrenadante: Cuando la reaccion se produce en un liquido, el sélido formado se llama el
precipitado, o cuando compactado por una centrifugadora, un pellet. El liquido que queda
por encima de los sdlidos es en cualquier caso llama el sobrenadante.

Sobreexpresion: Inducir su produccion en mayor cantidad, e incrementar su funciéon en el
organismo

Solucion TEA: a trictanolamina, 2,2°,2" -nitrilotrietanol ¢ trihidroxietilamina
(frecuentemente abreviada como TEA o trieta en el mercado de productos quimicos) es un
compuesto quimico organico formado, principalmente, por una amina terciaria y tres grupos
hidroxilos; su formula quimica es CsH;sNO;. Como otras aminas, la trietanolamina actia
como una base quimica débil debido al par solitario de electrones en el &tomo de nitrégeno.

Solucion Tris: Es el nombre abreviado del compuesto orgdnico conocido como
tris(hidroximetil) aminometano, de formula (HOCH,);CNH,. Se utiliza ampliamente en
bioquimica y biologia molecular, en particular para preparar disoluciones tampén (por
ejemplo, tampones Tris-HCI, Tris-Gly, TAE y TBE). Es una amina primaria, con la
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reactividad tipica, por ejemplo la condensacion con aldehidos y el establecimiento de un
equilibrio acido-base (responsable de su capacidad amortiguadora de pH).

Sustrato: En bioquimica, un Sustrato es una molécula sobre la que actiia una enzima.
Tripanosoma brucei: Es un protista parasito que causa la tripanosomiasis africana (o
enfermedad del suefio) en humanos y animales en Africa. La especie parasita dos huéspedes,
un vector insecto (la mosca tse-tse) y un huésped mamifero. Debido a la gran diferencia entre
estos dos huéspedes, la célula experimenta cambios complejos para facilitar su supervivencia
en el intestino de los insectos y en la sangre de los mamiferos.

Tripanosoma cruzi: es un protista de la clase Zoomastigophora, familia Trypanosomatidae,
caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una sola mitocondria, cuyo genoma se
encuentra ordenado en una compleja y compacta region (dentro de la propia mitocondria, y
cerca de la base del flagelo), denominada cinetoplasto. Es un parésito intracelular con un
ciclo de vida que involucra vertebrados e invertebrados. Es el agente que provoca de la
enfermedad de Chagas.

Triosafosfato isomerasa (TIM): es una enzima que cataliza la interconversion entre
gliceraldehido-3-fosfato (GADP) y dihidroxiacetona fosfato (DHAP), reaccion que tiene
lugar a través de un intermediario enodiol. Enzima implicada en la glucolisis,
estructuralmente es un homodimero donde cada subunidad posee un ciclindro beta paralelo
con hélices alfa en los nexos de union.
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