<SIURI MsCwell SVINEINT S ariiy

maz ;

~ 2PN
T

1R R

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA H \
DE MEXICO

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR

DISENO DE FARMACOS ANTIPARASITARIOS.
INACTIVACION ALTAMENTE ESPECIFICA DE LA
TRIOSAFOSFATO ISOMERASA DE Trypanosoma CTuzi.

QUE PARA OBTENER €L TITULO DE
DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS
P R E S E N T A H

ALFREDO \TELLEZ VALENCIA

TESIS CON ]
FALLA DE ORIGEN

JUNIO 2003




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo se realiz6 bajo la asesoria del
Dr. Armando G6émez Puyou en el Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM. Durante
sus estudios de doctorado Alifredo Téllez
Valencia recibi6é una beca de CONACyT

con No. de Registro 113401.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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RESUMEN

En este trabajo se buscaron moléculas que inactivaran selectivamente la enzima
homodimérica triosafosfato isomerasa (TIM) de Trypanosoma cruzi (TcTIM), el
pardsito que causa la enfermedad de Chagas. Se encontré que algunos derivados
de benzotiazol inactivan la TcTIM. Las moléculas mas potentes fueron el 3-(2-
benzotiazoliltio)-1-propansulfonato soédico, el acido 2-(p-aminofenil)-6-
metilbenzotiazol-7-sulfénico, y el 2-(2-(4-aminofenil)benzotiazol)-6-
metilbenzotiazol-7-sulfonato s6dico, (compuestos 8, 9 v 10, respectivamente). La
concentracion que inactivé al 50% (Iso) la TcTIM fue de 33 uM, 56 uM y 8 uM
para el 8, 9 y 10, respectivamente. Las respectivas Iso para la enzima del humano
(hTIM) fueron de 422 uM, 3.3 mM y 1.6 mM para el 8, 9 v 10. Ademas, se
encontré que el efecto de estos compuestos sobre la TcTIM fue irreversible. Las
curvas de inactivacién a diferente concentracién de 8 yv 9 mostraron un perfil
sigmoidal con namero de Hill (n) cercano a 2. Esto indica que la inactivacién fue
debida a la accion de al menos 2 moléculas de benzotiazol. La curva de
inactivaciéon con el 10 que tiene dos moléculas de benzotiazol unidas
covalentemente fue hiperboélica, con un valor del Hill cercano a 1. Por lo tanto,
pareceria que los dos grupos benzotiazol del 10 ocupan simultaneamente los dos
sitios de unién en la TcTIM, y se comporta como un agente inactivador de un
solo sitio. La inactivacién de la TcTIM por los benzotiazoles también fue
dependiente del tiempo. Los graficos de las kobs a diferente concentracion de los
compuestos 8, 9 y 10 no fueron lineales. La forma de las curvas refleja un proceso
en el cual la unién inicial del ligando es seguida por la inactivaciéon de la enzima
en el complejo enzima-ligando. El efecto de los compuestos a diferente
concentracion de protefna sugieren que los benzotiazoles actiitan sobre la
interfase perturbando la asociacion de los monémeros. La TcTIM tiene una
cisteina en la interfase (Cys15), mientras que la enzima del humano tiene una
metionina (Metl15). La enzima mutante M15ChTIM fue mas sensible a los
benzotiazoles que la silvestre. La estructura cristalografica del complejo TcTIM-8
mostré la union de una molécula del 8 en la interfase de la TcTIM. El compuesto
se localiza a <4 A de la Arg71 y la Phe75 del monémero A v la Tvr102 del
monoémero B. En la estructura cristalografica el grupo sulfonato del compuesto 8
se orient6 hacia el solvente. Esto sugeria que posiblemente el sulfonato impedia
la penetraciéon del benzotiazol hacia el interior de la interfase. Por lo tanto, se
sintetizaron analogos al 8 con diferente grupo funcional en la posicién del grupo
sulfonato. El efecto de estos compuestos en la TcTIM demostré que el sulfonato
es importante en la inactivacion por los benzotiazoles. Ademas, se sintetizaron
analogos del compuesto 9 con el grupo sulfonato en diferente posicién. Los
resultados indicaron que la posicién del grupo sulfonato también es importante
para la inactivacion de la TcTIM. Por lo tanto, los datos en conjunto sugieren que
el grupo sulfonato orienta al benzotiazol hacia regiones especificas de la

interfase.
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ABSTRACT

In this work we searched for molecules that selectively inactivate homodimeric
triosephosphate isomerase (TIM) from Trypanosoma cruzi (TcTIM), the parasite
that causes Chagas’ disease. We found that some benzothiazoles inactivate the
enzyme. The most potent were 3-(2-benzothiazolylthio)-1-propanesulfonic acid,
sodium salt, 2-(p-aminophenyl)-6-methylbenzothiazole-7-sulfonic acid, and 2-(2-
(p-aminophenyl)benzothiazole)-6-methylbenzothiazole sulfonic acid, sodium
salt, (compounds 8, 9 and 10, respectively). Half maximal inactivation (Iso) of
TcTIM was achieved with 33 nM, 56 uM and 8 uM of 8, 9 and 10, respectively. In
human TIM (hTIM) the respective Iso were 422 uM, 3.3 mM and 1.6 mM. We also
found that the effect of this compounds on TcTIM was irreversible. The curves of
inactivation versus concentration of 8 and 9 were sigmoid with Hill number (n)
in the range of 2. This indicates that inactivation was due to the action of at least
two benzothiazole molecules. The inactivation curve with 10 that has two
covalently linked benzothiazole molecules was hyperbolic, with a Hill value in
the range of 1. Therefore, it seems that the two benzothiazole groups in 10
occupy simultaneously the two sites in TcTIM, and thus behaves as a single-site
inactivating agent. Inactivation of TcTIM by benzothiazoles was time dependent.
The plots of kons at different concentration of compound 8, 9 and 10 were not
linear. This behavior is indicative of a process in which initial ligand binding is
followed by enzyme inactivation in the enzyme-ligand complex. The effect of
benzothiazoles with different protein concentrations suggested that
benzothiazoles perturb monomer association. TcTIM has a cysteine (Cys15) at the
dimer interface, whereas human TIM has a methionine (Met15). M15ChTIM was
more sensitive to benzothiazoles than the wild tyvpe. The crystallographic
structure of TcTIM-8 complex showed one molecule of 8 at the TcTIM interface.
The compound localized at <4 A from Arg71 and Phe74 of monomer A and
Tyr102 of monomer B. In the crystal structure the sulfonate group is solvent
exposed. This suggests that the sulfonate group hindered the penetration of
benzothiazole into a more internal portion of the interface. Therefore, analogues
of 8 with different functional groups at the position of the sulfonate were
synthesized. The effect of these compounds on TcTIM showed that sulfonate is
important for inactivation by benzothiazoles. Analogues of compound 9 with
sulfonate group in different positions were synthesized. The results indicated
that the position of the sulfonate is important for TcTIM inactivation. Therefore,
the overall data suggest that the sulfonate group orients the benzothiazole
groups toward specific regions of the interface.
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TIM
TbTIM
TcTIM
hTIM
yTIM
aGDH
DHAP
DMF
DTNB
EDTA
EM
GAP
HEPES
IR
NADH
PEG
RMN H!
RMN C3
SDS
THF
TNB

ABREVIATURAS

triosafosfato isomerasa
triosafosfato isomerasa de Trypansoma brucei
triosafosfato isomerasa de Trypansoma cruzi
triosafosfato isomerasa de humano
triosafosfato isomerasa de levadura
a-glicerolfosfato deshidrogenasa
dihidroxiacetona fosfato

dimetilformamida

acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzé6ico)

acido etilendiamintetracético

espectrometria de masas
gliceraldehido-3-fosfato

acido N-2-hidroxietil piperazin-N’-2-etano sulfénico
espectroscopia de infrarojo

dinucleotido de nicotinamina adenina reducido
polietilenglicol

resonancia magnética nuclear de proté6n
resonancia magnética nuclear de carbono
dodecilsulfato de sodio

tetrahidrofurano

acido 5-tio-2-nitrobenzéico
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INTRODUCCION

Las infecciones parasitarias se encuentran entre las enfermedades mas
comunes del ser humano. Se calcula que unos 350 millones de personas padecen
infecciones por parasitos protozoarios. Los parasitos también infectan al ganado
v ejercen un fuerte impacto econémico en diferentes partes del mundo. En
muchas de las parasitosis la bateria actual de antiparasitarios no es efectiva.
Ademas, empiezan a aparecer cepas de parasitos que son resistentes a farmacos
previamente exitosos, por ejemplo la resistencia a cloroquina en la malaria. Por lo
tanto, el desarrollo de nuevos farmacos en contra de enfermedades causadas por
parasitos es imperativo.

El desarrollo de nuevos farmacos para tratar una enfermedad puede
dividirse en los siguientes pasos: 1) Identificacion del blanco; en esta tesis,
blanco se refiere a una enzima que es fundamental en la vida del parasito. 2)
Validacion del blanco; dado que el desarrollo de inhibidores especificos de una
enzima es un proceso dificil y costoso, es necesario conocer si la enzima sobre la
que se va a trabajar es realmente necesaria para la vida del parasito que se desea
atacar. 3) Obtencién de inhibidores o agentes inactivantes que sirvan como
molécula guia para el desarrollo de compuestos con potencial farmacolégico.

En esta tesis se describe el trabajo que se realiz6 para obtener moléculas
que inactiven especificamente a la triosafosfato isomerasa (TIM) de Trypanosoma
cruzi (TcTIM), el agente causal de la tripanosomiasis americana o enfermedad de
Chagas. Por lo tanto, se considera apropiado describir brevemente la enfermedad
y el ciclo de vida del parasito. A continuacién se revisaran la estructura v las
caracteristicas funcionales de la TIM. También se describird& por qué
consideramos a esta enzima como un buen blanco para el disefo de inhibidores

con capacidad potencial para convertirse en farmacos.
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TRIPANOSOMIASIS AMERICANA O “ENFERMEDAD DE CHAGAS”
Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas. Esta es
endémica en América Latina. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud,
aproximadamente 18 millones de personas padecen tripanosomiasis americana;
se calcula que cada afo mueren 21,000 personas y aparecen 300,000 nuevos
casos. Ademas, alrededor de 120 millones se encuentran en riesgo de contagio
(WHO 2002). La enfermedad es transmitida por chinches triatbminas, aunque
existen reportes de infeccion como resultado de transfusiones sanguineas,
transmusnén congénita, transplante de 6rganos e inoculacién accidental. Algunos

!males domésticos, roedores y algunas especies silvestres sirven como

:'reservorios. La tripanosomiasis tiene tres fases definidas: aguda, indeterminada y

crénxca La fase aguda se caracteriza por sintomas tales como dolor de cabeza,

‘ ﬁebre, anemia y malestar general. En muchos casos la infeccion tiene una fase

d,etermmada durante la cual no se presentan sintomas; esta puede durar varios
ahoso el resto de la vida del paciente. Alrededor del 30% de los infectados
‘desarrollan una forma crénica progresiva asociada con miocarditis y/o
mégécoldﬁ en el sistema digestivo. En el estado crénico, la enfermedad es

incurable.

Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

En el diseno de farmacos antiparasitarios es necesario conocer el ciclo de
vida del parasito que se desea combatir. Esto es importante ya que los parasitos
en cada uno de sus estadios tienen morfologias caracteristicas y vias metabo6licas
particulares. Por lo tanto, el conocimiento de los requerimientos del parasito y
sus rutas metabdlicas son necesarios para elegir con mayor precisiéon la enzima
blanco.

El ciclo de vida de T. cruzi tiene tres estados morfolégicos muy bien
definidos; epimastigote, amastigote y tripomastigote. Cuando una chinche

infestada se alimenta con la sangre del hospedero, deposita sobre la piel del
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humano tripanosomas metaciclicos que van en las heces del triaté6mino. Después
de atravesar la piel a través de una herida, raspadura o mucosa, el tripomastigote
llega a la sangre del hospedero. Posteriormente invade las células. Una vez
déntro de la célula, los tripomastigotes se transforman en amastigotes; éstos son
la forma reproductiva del parasito. Su reproduccion es por fision binaria y ésta
continta hasta que la célula es destruida y los parasitos se liberan como
tripomastigotes. Estos invaden las células vecinas y - también permanecen en el
torrente sanguineo de donde pueden ser ingeridos por otras chinches
triatéminas. En el intestino del insecto, los tripomastigotes se transforman en
epimastigotes v se dividen por fisién binaria. Los parasitos migran hacia el
intestino posterior y se transforman en la forma tripomastigote metaciclica (Tyler

et al.,, 2001). El ciclo continua cuando la chinche se alimenta con la sangre de un

futuro hospedero (Fig. 1).

Enfermedad de Chagas en México
La encuesta seroepidemiolé6gica llevada a cabo entre 1987 v 1989 con

aproximadamente 70,000 individuos de todos los estados del pais (Velasco-
Castrejon et al., 1992) mostré que la seroprevalencia nacional de anticuerpos anti-
T. cruzi fue de 1.6%. Con estos datos, se calcul6 el nimero de individuos
infectados con T. cruzi en México (Tabla 1). Estos estudios han servido para que
se aprukel‘:{e el andlisis serologico en los donadores de sangre, programas para el
control del vector v estudios sobre la virulencia de las cepas mexicanas de T.

cruzi. Se espera que estas medidas avuden al control de la enfermedad de Chagas

en México (Guzman-Bracho, 2001).
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Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Tomado de la pagina del Centro
Nacional para Enfermedades Infecciosas, Division de Enfermedades Parasitarias
(www. dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ Trypanosomiasis American.htm).
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Tabla 1. Poblaciéon estimada en riesgo de infecciéon por Trypanosoma cruzi en
Meéxico. Tomado de Guzmdn-Bracho, 2001.

Poblaciéon Numero estimado Prevalencia de
estimada en de individuos anticuerpos anti-
Meéxico en el infectados (x 103) T. cruzit (%)
2000° (x 109)
Poblacién total 97.4 1564.8 1.6
Total de hombres 47.4 758.4 1.6
Total de mujeres 50.2 750.0 1.5
Poblacién Urbana 72.7 1235.9 1.7
Poblacién Rural 24.7 370.5 1.5
Ninos (< 5 anos) 11.1¢ 155.4 1.4
Ninos (5-14 anos) 21.7¢ 238.7 1.1
Mujeres (15-45 anos) 22.6¢ 316.4 1.4
Individuos (15-59 anos) 42.9¢ 986.7 2.3
Individuos (> 60 anos) 5.6¢ 128.8 2.3
Donadores de sangre 1.2 18.0 1.5

a Instituto Nacional de Geografia e Informatica. Censo Nacional de Poblacion y

Vivienda 2000.
b Velasco-Castrejon ¢f al., 1992; Guzman-Bracho, et al., 1998.
¢ Secretaria de Salud (1998) Estadisticas vitales. Direccion General de Estadistica e

Informudtica.

Farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas

Desde 1978 el nifurtimox vy el benznidazol (Fig. 2) se han utilizado para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas. Sin embargo, el nifurtimox va no se
produce. Ambas drogas son activas contra los tripomastigotes v amastigotes, y
s6lo son utiles en la fase aguda, que es la primera etapa de la enfermedad. En
esta etapa la sintomatologia es vaga v general a otras enfermedades, aunque en
muchas ocasiones se presenta el llamado signo de Romana.

El nifurtimox se absorbe después de la administracién oral y se metaboliza
rapidamente. Su mecanismo de accién no es muy claro, pero en cultivos de T.
cruzi induce un incremento en la velocidad de respiraciéon y la liberacién de
peroéxido de hidrégeno (Docampo ef al., 1979, 1981). Esto se ha relacionado con la

falta de catalasa en el parasito; varios investigadores piensan que en ausencia de




catalasa, T. cruzi caera en un estado de estrés oxidativo que puede causar su
muerte. El benznidazol, igual que el nifurtimox después de ser absorbido, se
distribuye a los tejidos. Se han reportado efectos sinergisticos del benznidazol
con otros agentes quimioterapéuticos (Araujo et al.,, 2000). Tanto el benznidazol
como el nifurtimox producen anorexia, efectos té6xicos neurol6gicos, debilidad,
pérdida de peso, vémito, pérdida de la memoria v depresién de la médula 6sea
(Cerecetto ¢t al., 2002). :

Es pertinente ahadir que el violeta de genciana se utiliza en los bancos de
sangre para eliminar los tripomastigostes (Cerecetto et al., 2002).

Dado lo limitado de la farmacologia para la enfermedad de Chagas es

claro que ademas de las medidas de control existe una necesidad urgente de

nuevos farmacos.
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Nifurtimox Benznidazol

Figura 2. Estructura de los dos farmacos utilizados en el tratamiento de la
enfermedad de Chagas.

LA TRIOSAFOSFATO ISOMERASA COMO BLANCO PARA EL DISENO
DE FARMACOS ANTIPARASITARIOS

En términos generales varios grupos de investigadores consideran a las
enzimas de la glicélisis anaer6bica como buenos blancos para el diseno de
farmacos en contra de parasitos tripanosomatidos. Esto es particularmente cierto
para Trypanosoma brucei, ya que en su etapa infectiva, estos organismos carecen

de mitocondrias funcionales. Respecto a la glicélisis anaer6bica, es importante
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recordar que en los tripanosomas las 7 primeras enzimas de la ruta se encuentran
localizadas en un organelo, aparentemente tinico en los tripanosomatidos, que se
ha llamado glicosoma. La Figura 3 muestra la localizacion de las enzimas de la
glicolisis anaerébica en T. brucei. En T. cruzi la distribucién de las enzimas es
similar. Ademas, varios de los mecanismos de regulacion no son operantes en las
enzimas de los tripanosomas debido a que las enzimas de este organismo tienen
caracteristicas estructurales v /o cinéticas distintas a las de los mamiferos.

Varios investigadores han propuesto a la TIM como blanco para el diseno
de farmacos contra los tripanosomatidos (Noble et al., 1991; G6mez-Puyou et al.,
1995; Velanker ¢t al., 1997). En relacién a la TIM, los estudios de flujo metabélico
de la glucdlisis en el tripanosma y en glicosomas muestran que la TIM no es un
punto de control en el flujo de la ruta (Bakker et al., 1999), y por tanto no seria un
buen blanco. En contraste con la conclusién de estos autores, se observé que la
TIM es esencial para la supervivencia de la forma sanguinea del tripanosoma
(Helfert et al., 2001). También Helfert v colaboradores (2001) encontraron que con
menos del 15% de la actividad de los controles, los tripanosomas no sobreviven.
Los autores ofrecen dos posibles explicaciones de por qué la TIM es esencial para
el parasito. Mediante un modelo computacional del flujo metabélico se predice
que en ausencia de la TIM, los tripanosomas en su fase infectiva no producen
suficiente ATP. Esto podria ser mortal para el tripanosoma. Por otra parte, a
concentraciones bajas de TIM se acumula dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en el
glicosoma, que inhibe la aldolasa (Fig. 3). Ademas, la DHAP se puede convertir
espontineamente a metilglioxal, que es téoxico para el parasito.

En este contexto es apropiado recordar que se han descrito casos de
enfermos que se deben a alteraciones en la funcién de la TIM. Los estudios de
éstos muestran que su deficiencia aumenta los niveles de DHAP, causando
anemia hemolitica cronica, crecimiento retardado, incremento en la
susceptibilidad a infecciones bacterianas y trastornos neuromusculares (Maquat

et al., 1985). Solo pocos de ellos llegan a la edad adulta. Los estudios sobre la TIM

'~
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de estos enfermos muestran que la causa es la mutaciéon del acido glutamico 104
a aspdartico. También es de interés para nuestro trabajo (ver abajo) que esta

mutacion disminuye la estabilidad de la enzima (Daar ¢t al., 1986; Repiso ¢t al.,

2002).
Estructura general de 1a TIM
La TIM es una enzima homodimérica de la via glucolitica (Fig. 3). Cada

monémero esta formado por unos 250 residuos de aminoacidos. La TIM cataliza
la interconversion entre el gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y la dihidroxiacetona
fosfato. Se conoce la secuencia de aminoacidos de la TIM de aproximadamente
180 especies y la estructura tridimensional de la TIM de pollo (Banner et al.,

1975), levadura (Lolis et al., 1990), Trypanosoma brucei (Wierenga ¢t al.,, 1991),

Escherichia coli (Noble et al.,, 1993), humano (Mande et al.,, 1994), Bacillus
stearothermophilus (Delboni et al., 1995), Plasmodium falciparuum (Velanker et al.,
1997), Vlbrlo martnus (Alvarez et al., 1998), Trypanosoma cruzi (Maldonado et al.,
1998), Letshmnnm mextcmm (Williams et al., 1999), Thermotoga maritima (N‘laes etal.,

‘oeset '»(Walden et al., 2001), Entamoeba histolytica (Rodrlguez—

)y aéitarlmbdtt:s elegans (Symersky et al., 2003).

‘r ‘la TIM de Methanothermus fervidus (Kohlhoff et al., 1996), v
L setj’i(Walden et al.,, 2001) que son tetrameros v de Thermothoga
maritima que ‘esr un dimero fusionado con la fosfoglicerato cinasa (Maes et al.,
1999), todas las demas TIMs son homodimeros. Cada subunidad se compone de
8 hebras B plegadas v 8 a-hélices intercaladas: las hebras y las hélices estan
unidas por giros o asas (Fig. 4). A esta enzima se le considera el prototipo de la
familia de protefnas con estructura de barril (a-3)s.

La interfase entre los dos monomeros es relativamente grande,
aproximadamente 1400 A2, Esta formada principalmente por el asa 3. Para este
trabajo es importante senalar que en la TIM de humano, el asa 3 tiene un residuo
mas que la de TcTIM. En ambos casos, sin embargo, el asa de una subunidad se

internaliza en la otra y rodea la cadena lateral del residuo en la posicién 15 de la
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otra subunidad. Ademais, en la TcTIM el residuo 15 es una cisteina (Cys15),

mientras que en la TIM del humano este residuo es una metionina (Met15).
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Figura 3. Organizacion de las enzimas glicoliticas en el tripanosoma. 1.
Hexocinasa, 2. Hexosa fosfato isomerasa, 3. Fosfofructocinasa, 4. Fructosa-1,6,-
bifosfato aldolasa 5. Triosafosfato isomerasa, 6. Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, 7. Fosfoglicerato cinasa, 8. Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, 9.
Glicerol cinasa, 10. Adenilato cinasa, 11. Gliceroil-3-fosfato cinasa, 12.
Fosfoglicerato mutasa, 13. Enolasa, 14. Piruvato cinasa, SHAM acido
salicilhidroxamico. Tomado de Opperdoces et al., 2001. Es necesario recordar que en
su etapa infectiva T. brucei carece de mitocondrias funcionales. Es importante
mencionar que es muy probable que la TIM en T. cruzi se distribuya tanto en el
citosol como en el glicosoma (datos no publicados).
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Figura 4. Estructura de la triosafoefato isomerasa. Los monémeros A y B se
muestran en color azul marino y azul claro respectivamente. La Cysl5 del
monémero A se muestra en naranja y el asa 3 del mon6mero B en amarillo. Se
muestran los residuos catalfticos del monomero A.

Catéalisis y cambios conformacionales

El mecanismo por el cual 1a TIM cataliza 1a interconversion entre
gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y la DHAP (Fig. 5) se ha establecido mediante
técnicas bioquimicas (Albery et al.,, 1976; Knowles 1991), cristalograffa de
proteinas (Lolis et al., 1990; Davenport et al., 1991; Parthasarathy et al., 2002; Jogl
et al., 2003; Kursula et al., 2003), resonancia magnética nuclear (Harris et al., 1998)
y mecdnica cuantica (Marfn-Sanguino et al., 2002; Zhang et al., 2002; Alagona et
al., 2003) .
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Figura 5. Mecanismo de reacciéon de la triosafosfato isomerasa.

En la reaccién de isomerizacién no enzimitica con bases organicas como
catalizadores, se demostr6 que la eliminacion de un protén del sustrato forma un
intermediario enodiolato. La formacion de este intermediario conduce a una
reaccion de w-eliminacién en la cual se forma metilglioxal y fosfato inorganico.
En el caso de la reaccién enzimatica, la TIM cataliza la isomerizacién de un
intermediario enodiol, en un proceso en que la produccién de metilglioxal es
muy limigadén. El metilglioxal que se logra producir estd a una concentracién
inferior "a' sus ni\zeles toxicos (Lol’is et nl.,"]99'0). Los valores de la eficiencia
catalitica para las reacciones de isomerizacion y eliminacién son de 10% a 10° M-!
sy 2 al4 M- 51, respectivamente (Sun et al., 1999). Como la reaccién enzimatica
es de 10° a '10!° veces mas rapida que la reaccién no catalizada (Richard, 1984) y
su veloci‘dad catalitica esta limitada por difusién, a la TIM se le considera un
catalizador perfecto (Albery et al., 1976; Knowles, 1991).

Tres son los residuos que participan directamente en la reaccién de
isomerizacién. Siguiendo la numeracion de la TIM de T. cruzi (TcTIM) éstos son
el Glu168, His96 y Lys14. En el sentido de DHAP a GAP, el carboxilato del
Glu168 actia como base, sustravendo un protén del sustrato. El anillo imidazol
de la His96, actiia como electré6filo polarizando el grupo carbonilo del sustrato,
dando lugar a la reaccién de enolizacién. La Lys14 es el residuo que confiere la

especificidad por el sustrato (Schliebs et al., 1996; Wierenga et al., 1992).
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El asa 6, conocida como asa catalftica (residuos 171-178), sufre un
desplazamiento de 7A y cubre el ligando unido al sitio catalitico (Mande et al.,
1994). Este movimiento se produce por cambios en el angulo de torsién de la
cadena primaria de algunos residuos que funcionan como “bisagra” (Sun et al.,
1998). Se sabe que dicho desplazamiento aisla el sitio activo del disolvente, y
ayuda a establecer un puente de hidrégeno entre la Gly172 y el grupo fosfato del
enodiol. Esto favorece la transformacion eficiente del sustrato provocando una
disminucion de la reacciéon de eliminacion del grupo fosfato del intermediario,
previniendo asi la formacién de metilglioxal (Pompliano et al., 1990; Joseph et al.,

1990; Richard 1984, 1991; Knowles 1991).

LA INTERFASE DE ENZIMAS OLIGOMERICAS COMO BLANCO PARA EL
DISENO DE FARMACOS

Si se acepta que la TIM puede ser un buen blanco para el desarrolio de
moléculas que interfieran con su funcién, es necesario entonces determinar el
sitio sobre el cual se va a diseinar una molécula inhibitoria o desestabilizante de
su estructura. Muchos de los intentos por inhibir la funci6én biol6gica de las
proteinas por agentes quimicos se han enfocado al desarrollo de moléculas que
actiien a nivel del sitio catalitico de las enzimas, o en los sitios de unién para los
agonistas o antagonistas en los receptores. Ambos criterios se han utizado
cuando el interés es encontrar agentes con potencial uso terapéutico contra
pardsitos. Sin embargo, se sabe que los sitios cataliticos son ampliamente
conservados. Por lo tanto, puede ser que las diferencias entre los sitos activos de
enzimas homoélogas sean pequenas o irrelevantes. Estas observaciones indican
que no todas las enzimas de los parasitos pueden ser buenos candidatos para
disenar moléculas dirigidas al sitio catalitico (Pérez-Montfort et al., 2002).

Es entonces necesario buscar si otros sitios de las enzimas se pueden
utilizar en la busqueda de moléculas que perturben su funcién. En este punto se

recuerda que la TIM sélo es activa en su forma dimérica (Waley, 1973; Zabori et
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al., 1980). Por lo tanto, la perturbacion de la asociacién entre sus mon6meros por
una molécula pequena debe acabar con su funcién catalftica. A continuacién se
hace una breve descripciéon de las interfases en general, y de 10s agentes que se
ha visto perturban la asociacion entre proteinas. Después se verda con mas detalle
la interfase de la TcTIM.
Caracteristicas de las interfases y su perturbacién

La mayoria de las proteinas que existen en los organismos vivos son
oligoméricas y sus interfases han sido objeto de multiples estudios (Grishin et al.,
1994; Valdar et al., 2001; Nooren ct al.,, 2003). En vista de esta preferencia y dado
que las interacciones proteina-proteina son necesarias para la funcion y
regulacion de muchas de ellas, se han hecho estudios para saber si existe una
regla general para su asociacion. Hace varios anos se propuso que las .
interacciones proteina-proteina estaban relacionadas con el drea hidrof6bica
oculta. (Chotla et al., 1975). Mas tarde se observé que los porcentajes de resnduos\

o" polares en las interfases de muchas proteinas son mas o menos

constan 'S’ amn et al., 1988). En afnos mas recientes se encontré que las mterfases

son' ricas en" resnduos cargados v polares (Tsai et al., 1997). De estos y otros

traba;os La enuel al., 1998) se puede concluir que no existe una regla general

ucnén de residuos particulares en la interfase.

En algunos estudios sobre la contribucion de distintos residuos a ‘laA
establhdad entre dos proteinas, se encontr6 que a pesar del gran nimero- de -
contactos entre los residuos de una proteina y otra, s6lo unos cuantos
contribuyen de manera predominante a la energia libre de unién entre las dos
(Claxon et al., 1995). A estos residuos se les ha llamado “puntos calientes” (Bogan
et al., 1998). No obstante, existen datos que indican que en algunos oligébmeros no
hay residuos que sean particularmente importantes para la asociacién de los
monémeros. En estas proteinas la energia de interaccion se debe a la suma de

todas las interacciones que se establecen entre los residuos de la interfase (Myers

et al., 2001).
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En vista de las numerosas interacciones proteina-proteina que existen en
los organismos vivos (Uetz et al., 2000; Schwikowski et al., 2000), varios grupos
han contemplado la opcién de utilizar como blanco las interfases protefna-
‘protefna para la inhibici6on de las enzimas y por consiguiente de las funciones
celulares. Bajo este enfoque se ha tratado de encontrar agentes que prevengan o
induzcan la asociacién de proteinas que inicien o estén involucradas en las vias
de transduccion de senales. De igual forma se han tratado de encontrar
moléculas que perturben la asociacion de monémeros en enzimas que sélo son
activas en estado oligomérico.

En algunos estudios se buscaron moléculas pequenas (péptidos imitadores
o miméticos) que reproduzcan las interacciones de una proteina con otra. Se ha
tenido éxito con la proteasa del VIH (Zutshi et al., 1997), la ribonucleé6tido
reductasa del virus Herpes simplex (Liuzzi et al., 1994) y la DNA polimerasa HSV
(Digard et al., 1995). También se ha interferido exitosamente con los contactos
protefna-proteina por medio de moléculas no peptidicas. Dos de estos ejemplos
son Ja sintetasa del 6xido nitrico (McMillan ef al., 2000) y la transtirretina
(Peterson et al., 1998). Todos estos datos apoyan la idea de que es posible

interferir en la asociacion entre los monémeros de proteinas oligoméricas.

Interfase de la TcTIM

La importancia de la interfase en la estabilidad y catadlisis de la TIM, se ha
estudiado en la enzimas de T. brucei, humano y en la TcTIM. Los resultados
mostraron que la substitucién del residuo en la posicién 15 por otros residuos,
causa cambios estructurales muy drasticos v pérdida total de la actividad
catalitica (Gémez-Puyou ct al., 1995; Hernandez-Alcantara ¢t al., 2002). Ademas,
se ha descrito que la modificacion de los residuos del asa 3 genera enzimas con
constantes de asociacion bajas (Schliebs ¢t al., 1997; Mainfroid ct al.,, 1996). Este
mismo fenémeno se observa cuando la Cvs15 se modifica quimicamente

(GOmez-Puyou et al., 1995; Garza-Ramos ¢t al., 1996; Rodriguez-Romero et al.,
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2002; Maithal et al., 2002). También es de interés que un péptido con la secuencia
de aminoacidos del asa 3 en la TIM de Plasmodium falciparum causa la
inactivacion de la enzima (Singh et al., 2001). Por otro lado, existen datos que
indican que esta porcion de la interfase juega un papel dinamico en la catalisis
enzimatica (Pérez-Montfort et al., 1999).

Los datos anteriores sugieren que esta region en la TcTIM es fundamental
para mantener la integridad del dimero, y que ésta puede ser un blanco para
perturbar su funcién. En este sentido, una observacién alentadora v util la hizo
Gao vy colaboradores (1999). Los autores determinaron la estructura
cristalografica de un cristal de TcTIM “remojado” en hexano y observaron que
una de las moléculas de hexano se uni6 en la superficie de la proteina, y otras
dos en la interfase. Estas dos ultimas moléculas estan en contacto con residuos
del asa 3 y cerca de la Cys15 (Fig. 6). Esto indica que la TcTIM tiene en la
interfase, sitios de uni6én para moléculas hidrofébicas. De acuerdo con Ringe v
Mattos (Ringe, 1995; Mattos et al.,, 1996) un sitio con la capacidad de unir
n1oléculas hk,idrobfébi’cas es un sitio potencial para el diseho de farmacos.

Cbo_m‘o.:' §‘:’er"'¢11iscutiré en la secciéon de resultados, logramos encontrar
moléculaé qi.le se unen a ese sitio, y afectan la estabilidad de la TcTIM. Estas
moléculas contienen el nucleo benzotiazol. Por lo tanto, se hace una pequena

revision sobre los benzotiazoles.




Figura 6. Estructura cristalogréfica de la TcTIM en hexano. Las moléculas de
hexano se muestran en rojo y la Cysl5 de cada monémero se muestra en naranja.

BENZOTIAZOLES

Los benzotiazoles se encuentran naturalmente en algunos organismos.
Forman parte de la estructura de la luciferina de la luciérnaga. Ademas, el
benzotiazol y el 2-metilbenzotiazol son conocidos como constituyentes del aroma
de las hojas del t¢ (Vitzthum et al., 1975) y el 2-mercaptobenzotiazol en
arandanos (Anjou et al., 1967). El benzotiazol también se encuentra en lcs hongos
Polyporus frondosus y Aspergillus clavatus (Seifert et al., 1982; Gallois et al., 1990). E1
2-hidroxi-, 2-mercapto-, y 2- metilbenzotiazol, asf como la 6-hidroxi-3-metil-2-
benzotiazolona son productos de fermentacion en extractos de un simbionte del
género Micrococcus de la esponja Tedania ignis (Stierle et al., 1991).
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El benzotiazol y sus derivados se fabrican en todo el mundo debido a sus
miultiples aplicaciones. Pueden actuar como fungicidas y herbicidas (De Wever et
al., 1997). También se aplican como inhibidores de la corrosién por el agua en la
refrigeracion y en los anticongelantes para automoévil (Brownlee ¢t al., 1992). Uno
de sus usos principales es acelerar la vulcanizacién en la produccion de caucho,
catalizando la formacion de puentes disulfuro entre los polimeros elastoméricos
con la finalidad de obtener un material entrecruzado flexible y elastico (De
Wever ¢t al., 1997).

Con fines terapéuticos, los derivados de benzotiazol se han propuesto
como posibles agentes para el tratamiento de la diabetes, via la inhibicién de la
aldolasa reductasa (Aotsuka et al.,, 1997). También se han descrito algunos
derivados del benzotiazol que actian como antagonistas del receptor B2 de
bradiquinina (Heitsch ¢t al., 1999). Asi mismo, se ha propuesto que algunos
derivados del benzotiazol pueden actuar como inhibidores de la agregacion de la
poliglutamina en la enfermedad de Huntington (Heiser et al., 2002). En la
buisqueda de agentes antitumorales se encontr6 un derivado de benzotiazol que

esta en la primera fase de evaluacién clinica (Hutchinson ef al., 2002).
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OBJETIVOS

1. Encontrar, por seleccion al azar o sintesis, moléculas que desestabilicen
a la TcTIM. Estas moléculas deben unirse a la interfase y perturbar las
interacciones entre los monémeros de la enzima; su unién debe desestabilizar la
estructura de la TIM de T. cruzi, y provocar su inactivacion. Finalmente y en
relacion a la enzima de los humanos, las moléculas deben ser altamente

selectivas para la TcTIM.

2. Determinar la estructura cristalografica del complejo TcTIM-molécula

desestabilizante.
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MATERIAL Y METODOS

Enzimas. Todas las TIMs utilizadas en este estudio fueron recombinantes. Se
purificaron a homogeneidad mediante las técnicas reportadas. Para la
purificaciéon de la TcTIM, la TIM de humano (hTIM), la TIM de T. brucei (TbTIM)
y la TIM de levadura (yTIM) se utilizaron las metodologias descritas por los
autores en las referencias respectivas (Ostoa-Saloma et al, 1997; Mande et al, 1994;
Borchert ¢t al, 1993; Vazquez-Contreras ¢t al., 2000). La mutante M15C de la hTIM
(Avila-Rios, 2001) se preparé por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando el “Expand High Fidelity PCR System” (Boehringer). Los
oligonucleo6tidos mutagénicos fueron, el directo 5-
ACTGGAAGTGCAACGGGCGGAAGC-3 0% el reverso b=
GCTTCCGCCCGTTGCACTTCCAGT-3". El producto de PCR se llgé al vector
pCR2.1 ;y(‘Il_i\J'ir_h"ogen) y se secuenci6. Una vez que se obtuvo el gen con la
mutéiciéh “d‘eseéllnda, se subclon6é en el plasmido pET3a y se intrbdujo por
transfornlaaén en las células BL21(DE3)pLysS (Novagen). La purificaciéon de la

enzima se reallzo de igual forma que para la silvestre (Mande ¢t al, 1994).

Actividad. E, La actividad de la TcTIM se midi6é con un sistema acoplado
utilizandér éi—gliéerol fosfato deshidrogenasa («GDH), en la direccién de GAP a
DHAP a 25 °C en 1 ml de medio a pH 7.4, que contenia 100 mM de
trletanolamlna, 10 mM de acido etilendiamintetracético (EDTA), 0.2 mM de
NADH, 0.9 unidades de aGDH, v 1 mM de GAP. La reaccién se inicié con la
TcTIM, generalmente 5 ng. La aGDH reduce la DHAP producida por la TcTIM a
glicerol-3-fosfato uitilizando NADH que se oxida a NAD*. El NADH absorbe a
340 nm, el decremento en absorbencia a 340 nm respecto al tiempo se utiliz6 para

calcular la actividad.
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Ensayos de inactivacién. Las enzimas se incubaron a una concentracion de 5
ug/ml en trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM, pH 7.4 y la concentracion
indicada de los compuestos. La incubacién se llevé a cabo a 36 °C por 2 horas. Al
término, se tomo6 una alicuota de 1 nl. para medir su actividad. Antes de realizar
el experimento se confirmo6 que los compuestos no afectaran la actividad de la
enzima acoplante aGDH; estas medidas mostraron que a las concentraciones
ensayadas, los compuestos no afectan la actividad de la aGDH.

La concentraciéon que inactiva al 50% la TcTIM se calcul6 mediante el

ajuste de las curvas de inactivaciéon de cada compuesto a la siguiente ecuacion

(Tovar-Méndez et al, 2000):
Vi=(Vo x Iso")/ (Iso" + I7)

donde Vi indica la actividad a la concentracién dada del compuesto, Vo es la
actividad inicial, Iso la concentracién del cémpuesto que induce el 50% de
inactivacion, T la concentracion del compuesto ensayado, y n es el nimero de
Hill.

Determninacion del miimero de cisteinas. La TcTIM a 67 pg/mL se mezclé con
dodecil sulfato de sodio (SDS, 1% concentracion final) y se transfirié a una celda
de espectrofotoémetro. Después de registrar la absorbencia basal a 412 nm por 1
min, se le adicion6 acido 5,5-diio-bis-(2-nitrobenzo6ico) (DTNB) a una
concentracion final de T mM y se registré el aumento el absorbencia hasta que se
alcanz6 un nivel constante. La absorbencia del DTNB (en ausencia de enzima) se
rest6 de la absorbencia en presencia de ésta. De la diferencia, se calculé el

numero total de cisteinas por dimero utilizando el coeficiente de absorbencia del

acido 5-tio-2-nitrobenzoéico (TNB), 13600 M-! cm-! (Ellman, 1958).
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Obtencion del complejo cristalografico de 1a TcTIM y el compuesto 8.

La obtenciéon y resolucion de la estructura cristalografica del complejo
entre la TcTIM y el compuesto 8 se llevé a cabo en el Departamento de
Bioquimica del Instituto de Quimica de la UNAM, bajo la asesoria de la Dra.
Adela Rodriguez Romero y la Dra. Alejandra Hernandez Santoyo.

Condiciones de cristalizacion. Se obtuvieron cristales del complejo TcTIM-
8 por cocristalizacion mediante la técnica de la gota colgante. Se crecieron a 18 °C
mezclando 4 pL de TcTIM (9.8 mg/mL en trietanolamina 25 mM pH 8), 1 uL del
compuesto 8 (2 mM en trietanolamina 25 mM pH 8) y 5 uL de la solucién
cristalizante (2% PEG 400, 0.1 M HEPES pH 7.5, 2.0 M (NH.)2SO.). Los cristales
aparecieron a los 15 dfas después de preparar las pruebas de cristalizacion.

Coleccion y procesamiento de datos. Los datos se colectaron de un
monocristal a —165 °C utilizando glicerol al 30% como agente crioprotector, en un
generador de rayos-x de danodo rotatorio RIGAKU con un detector de placa R-
AXIS IIC. La reduccién de los datos se llevé a cabo con DENZO (Otwinowski et
al., 1997) y el escalamiento con los programas de CCP4 (Colaborative
Computacional Proyect, Number 4, 1994).

Resolucion de la estructura y afinamiento. El reemplazo molecular se
realiz6 con CNS 1.0 (Briinger et al., 1998) teniendo como modelo inicial la
estructura de la TcTIM nativa (PDB ID 1tcd, Maldonado et al., 1998); 10% de las
reflexiones se seleccionaron al azar v se utilizaron para la validacion del modelo
durante el afinamiento (Briinger, 1992). La construccién del modelo, las
correcciones, asi como la de los mapas de diferencia 2Fo-Fc y Fo-Fc se llevaron a
cabo en QUANTA 98 (Accelerys). En la parte final del afinamiento se
adicionaron moléculas de agua mediante un procedimiento de busqueda con
base en la intensidad de los picos en los mapas de diferencia v con el criterio de
longitud de enlace. La estereoquimica del modelo fue analizada con PROCHECK
(Laskowski et al., 1993).
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Compuestos quimicos ensayados en la inactivacién de 1a TcTIM

Compuestos comerciales. Los diferentes benzotiazoles que se ensayaron en la
Tabla 2 se compraron en Aldrich, excepto el compuesto 10 que se obtuvo de ICN.
Los compuestos 9 y 10 se purificaron antes de usarse. Para el compuesto 9, 500
mg del producto se agitaron con 40 ml de cloroformo. La parte del producto que
no se disolvi6 se colecté y se eliminé el exceso de disolvente. En el caso del
compuesto 10, 250 mg se mezclaron con 20 ml de acetonitrilo en agitacién por 1
hora. Lo que no se disolvi6 se resuspendié en metanol y se aplic6 a una placa
preparativa de silica. La placa se corrié en una mezcla de cloroformo:metanol
(2:1). El compuesto deseado permanece en el origen, se extrajé de la placa con

metanol v se evapora el disolvente.

Compuestos sintetizados. La sintesis de los andlogos de los compuestos 8 y 9 se
hizo en el Departamento de Quimica Organica de la Universidad de Barcelona,
Espana bajo la asesoria del Dr. Francisco Lépez Calahorra. Todos los reactivos
que se utilizaron en la sintesis se compraron en la compania Aldrich. Las
reacciones v separaciones cromatograficas en columna se siguieron por
cromatografia en capa fina usando gel de silice sobre placas de aluminio. La
estructura de los compuestos se confirmé mediante analisis de IR, EM, RMN H!
v C13, Las preparaciones que se describen no fueron optimizadas, sino que se

llevaron a cabo con el objetivo de obtener el maximo nimero de productos en el

menor tiempo posible.

1a. 3-(benzotiazol-2-ilsulfaniD-propan-1-ol.- En un matraz de 100 mL
provisto de refrigerante de reflujo y agitacion magnética se introdujeron 2-
mercapto-benzotiazol (1 g), 3-cloro-propanol (500 nul) v trietilamina (4.2 mL) y
DMF (50 mL). La disolucién se hirvié por 5 h. Se eliminé el disolvente a presion
reducida, el residuo se suspendi6 en agua (20 mL), se extrajo con diclorometano.

La fase organica se sec6 con MgSO, anhidro, se filtr6, se eliminé el disolvente a

TESIS CON 25
FALLA DE ORIGEN




y el residuo se purificé por cromatografia en columna sobre
800 mg de 1a puro

presion reducida
gel de silice, con acetato de etilo como eluyente. Se aislaron

(rendimiento: 59%).

2a. 2a 3-(benzotiazol-2-ilsulfaniD-propil]-formamida.- En un matraz de
100 mL , provisto de refrigerante de reflujo y agitacién magnética se mezclaron
2-mercaptobenzotiazol (1 g), hidrobromuro de 3-bromo-propilamina (1.31 g) y
DMF (50 mL.). La mezcla de reaccion se refluy6é por 2 h, pasadas las cuales se
eliminé el disolvente a presién reducida, se disolvi6 el residuo en agua, se extrajo
con diclorometano; la capa organica se sec6 con MgSO,; anhidro, se filtr6 y el
disolvente se eliminé a presion reducida. El residuo se purific6 por
cromatografia en columna sobre gel de silice con acetato de etilo como eluyvente.
Se obtuvo 2a como resultado de la reaccion de transamidacion del grupo amina

con la DMF en el medio dcido en que tuvo lugar el proceso. Se aislaron 500 mg

de 2a puro (rendimiento: 33%).

3n.",34(bettzOtinzol-z-ilsullj'altil)-propilanu’na.- En un matraz de 50 mL
provisto debréfrigerante de reflujo y agitacion magnética, se disolvieron 400 mg
de 2a en una disolucion al 10 % de hidroxido potasico en etanol/agua. La
reaccion se puso a ebullicién por 2 h, se eliminé el etanol a presion reducida, y la
suspension acuosa resultante se extrajo con diclorometano. La disoluci6én
organica se secé con MgSO,s anhidro, se filtr6 y se elimin6é el disolvente,

obteniéndose 300 mg de 3a puro (rendimiento: 84%).

da. 4-(Benzotiazol-2-ilsulfanibutanoato de metilo.- En un matraz de 100
mL con refrigerante de reflujo v agitacién magnética se disolvieron en DMF ( 50
mL) 2-mercapto-benzotiazol (1 g), metil-4-clorobutirato (730 uL) v trietilamina
(4.2 mL). La disolucién se calent6 a ebullicién por 2 h tras las cuales se eliminé el

disolvente a presi6én reducida, se disolvio el residuo en agua, se extrajo con

TESIS CON 26
FALLA DE ORIGEN




diclorometano; la capa organica se sec6 con MgSOs; anhidro, se filtr6 y el
disolvente se elimin6é a presiéon reducida. El residuo se purific6o por
cromatografia en columna sobre gel de silice con una mezcla de

diclorometano:acetato de etilo (95:5) como eluyente . Se aislaron 600 mg de 4a

puro (rendimiento: 38%).

5a. Acido 4-(benzotiazol-2-ilsulfanilbutanoico.-En un matraz de 50 mL
provisto de refrigerante de reflujo y agitacién magnética, se disolvieron 500 mg
de 4a en una disolucion al 10 % de hidréxido potasico en etanol/agua. La
reaccién se puso a ebulliciéon por 2 h, se eliminé6 el etanol a presi6on reducida, y la
suspension acuosa resultante se extrajo con diclorometano previa adicién de HCI
al 5 % hasta pH acido. La disolucion organica se sec6 con MgSQO,; anhidro, se

filtré v se eliminoé el disolvente, obteniéndose 350 mg de 5a puro (rendimiento:

74%).

6a. Bromuro de 3-(benzotiazol-2-ilsulfaniD-porpiltrimetilamonio.- En un
matraz de 20 mL, provisto de refrigerante de reflujo y agitaciébn magnética se
mezclaron 2-mercaptobenzotiazol (300 mg), bromuro de 3-bromo-
propiltrimetilamonio (156 mg) y DMF (6 mL.). La mezcla de reaccion se refluyé
por 3 h, pasadas las cuales se eliminé el disolvente a presion reducida, se disolvio
el residuo en agua, se extrajo con diclorometano; la capa orgdnica se sec6é con
MgSO, anhidro, se filtr6 y el disolvente se elimin6é a presiéon reducida. Se

obtuvieron 200 mg de 6a puro (rendimiento: 32%).

8a. Acido [4-(6-mietil-Denzotiazol-2-iD)-fenilaminolacético.- En un matraz
de 20 mL , provisto de refrigerante de reflujo y agitacion magnética se
disolvieron 4-(6-metil-benzotiazol-2-il)-fenilamina (500 mg) v bromoacetato de
metilo (222.5 ul)) en DMF (12 mL). La reaccién se puso a ebullicién por 2 h, tras

las cuales se eliminé el disolvente a presion reducida, se suspendié el residuo en
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agua, se extrajo con diclorometano; la capa organica se sec6 con MgSQO, anhidro,
se filtr6 v el disolvente se eliminé a presion reducida. El residuo se purificé por
cromatografia en columna sobre gel de sflice con acetato de etilo como eluyente.
El residuo se introdujo en un matraz de 50 ml junto con TmL de una mezcla a
partes iguales de etanol: NaOH 2M. La suspension de hirvié durante 2h, se
enfrio, se acidific6 con HCl 5%, v se extrajo con diclorometano; la capa organica
se sec6 con MgSO. anhidro, se filtr6 y el disolvente se eliminé a presion

reducida. Se aislaron 300 mg de 8a puro (rendimiento: 48%).

9a. [4-(6-Metil-benzotiazol-2-il)-fenilamino]-metanosulfonato sédico.-
En un matraz de 50 mL provisto de refrigerante de reflujo y agitacion magnética,
se disolvieron 4-(6-metil-benzotiazol-2-il)-fenilamina (500 mg), v formaldehido
bisulfito de sodio (320 mg) en DMF (20 mL). La mezcla de reaccién se mantuvo a
100 °C durante 14 h tras las cuales se eliminé el disolvente a presion reducida, se
suspendié el residuo en agua vy se extrajo con diclorometano; la capa organica se
sec6é con MgSQO. anhidro, se filtr6 vy el disolvente se eliminé a presién reducida.
El residuo se purific6 por cromatografia en columna sobre gel de silice con

metanol como eluyente, obteniéndose 60 mg de 9a de pureza suficiente

(rendimiento: 8%).

10a. [4-(6-Metil-benzotiazol-2-il)-fenilaminolsulfamato sédico.- En un
matraz de 50 mL provisto de agitacion magnética se mezclaron 4-(6-metil-
benzotiazol-2-il)-fenilamina (500 mg) v clorosulfonato de trimetilsilicio (362 ul)
en DMF (20 mL). La mezcla de reacciéon se dejé en agitacion a temperatura
ambiente toda la noche, tras las cuales se elimin6 el disolvente a presion
reducida, se disolvié el residuo en agua y se extrajo con diclorometano. Se
eliminé el agua de la capa acuosa a presion reducida y se aislaron 400 mg de 10a

de pureza suficiente (rendimiento: 56%).
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11a. Acido benzotiazol-2-sulfénico.- En un matraz de 50 mL provisto de
agitacion magnética, atmosfera inerte de N2 v un bano exterior de acetona/nieve
carbo6nica se disolvié 2-mercapto benzotiazol (1 g) en THF anhidro (10 mL), se
baj6é la temperatura a -78 °C y se adicion6 terbutil-litio en hexano (4.35 mL) a
través de un septum . La mezcla se agité6 por 30 min tras lo que se le dej6
calentar hasta temperatura ambiente. Nuevamente la mezcla se enfrié a -78 °C,
se le anadié clorosulfonato de trimetilsilicio (1.14 mL), se calenté la mezcla de
reaccién hasta temperatura ambiente y se mantuvo en agitacién por 1 h. Se
eliminé el disolvente a presion reducida, el residuo se disolvié en agua y la
disolucion acuosa se lavo con éter etilico. Se eliminé el agua a presion reducida y

se aislaron 400 mg de 11a de pureza suficiente (rendimiento: 28%).
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RESULTADOS
Compuestos que inactivan a la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi.
En la busqueda de compuestos que inactiven a la TcTIM, se ensayaron
unos 150 compuestos a concentracion de 100 uM y 250 uM siguiendo el protocolo
descrito en Material y Métodos. Se encontré que a la concentraciéon de 250 uM el
benzotiazol y algunos de sus derivados inactivan a la TcTIM (Tabla 2). Los
resultados mostraron que el grado de inactivacion depende de la estructura del
compuesto. Por ejemplo, el compuesto 2 no afect6 a la enzima y el 1 caus6 una
moderada inactivacién. Los compuestos 8, 9 v 10, sin embargo, ocasionaron una
fuerte inactivaciéon de la enzima. A partir de estas observaciones, se decidi6
estudiar con mas detalle el mecanismo por el que las moléculas mas potentes (8,
9 y 10) inactivan la TcTIM. También se hicieron algunos experimentos con el
compuesto 1.
Inactivacién de la TcTIM por los benzotiazoles.
El efecto de los compuestos 8, 9 v 10 sobre la TcTIM fue dependiente de su
concentracién (Fig. 7). Las curvas de concentracién para los compuestos 1, 8 y 9
mostraron un perfil sigmoidal debido a que a bajas concenbﬁciones los

compuestos no afectaron, o afectaron poco a la enzima (Fig. 7 A,"v‘B v Q). El patrén
,f_dje'hi'perbolica

de inactivacién para el 10 fue diferente, la curva de concentr.
(Fig. 7 D) De estas graficas se calcul6 la Iso, es decir, la coh"clentr.va'ck’iérn necesaria
para inactivar un 50% la TcTIM. Para el compuesto 1 la Tso fue3dé 433 uM, la de
los compuestos 8, 9 y 10 fue mucho menor. Los valores se m'u:eAs,tra_»n en la Tabla 3.

La inactivacion de la TcTIM por los benzotiazbles también fue
dependiente del iempo. En todos los casos la inactivacién fue fna_vor conforme
aumentaba el tiempo de incubacién. De las curvas de pérdida de actividad con
respecto al tiempo a diferentes concentraciones de los compuestos 8, 9 v 10, se
calcularon las constantes de velocidad de pseudo-primer orden (Kons). Los

gréaficos de las kobs contra las diferentes concentraciones de los compuestos 8, 9 y
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10 no fueron lineales. Los puntos cayeron en una curva que se desviaba hacia
abajo hasta que finalmente lleg6 a una velocidad que fue independiente de la

concentracion de los compuestos (recuadros, Fig. 7 B, C y D, respectivamente).

Tabla 2. Efecto del benzotiazol y algunos de sus derivados en la TcTIM.

No. de Compuesto Estructura
T N
i >
1 \"/J\S 25
i DK
2 = o0
£
R N
3 (e o
CH,
4 = 14
F. =
] S—cH,
5 = 4

H,C N
A
6 \(:CQ e ' a7
s 8
L SO,Ne

8 " 95
%S@NH’ 91

o~ NN
Y L S,
10 B 95

SONa

Los compuestos se incubaron a 250 uM. Las condiciones se describen en Material
y Métodos. 1. Benzotiazol, 2. 2-metilbenzotiazol, 3. 3-metil-2(3H)-benzotiazolona, 4. 3-
metilbenzotiazol-2-tiona, 5. 5-fluoro-2-metilbenzotiazol, 6. 2,5-dimetilbenzotiazol, 7. 2-
(metiltio) benzotiazol, 8. ¢
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Figura 7. Efecto de diferentes concentraciones de los compuestos 1 (A), 8 (B), 9
(C) y 10 (D) en la TcTIM. Las condiciones experimentales se describen en
Material y Métodos. Los recuadros muestran las graficas de las constantes de
velocidad de pseudo-primer orden a diferentes concentraciones de los

compuestos 8, 9 v 10.

La forma de las curvas refleja un proceso en el cual la union inicial del
ligando es seguida por la inactivacion de la enzima en el complejo enzima-
ligando (Pettigrew, 1986). De las graficas de las kobs a diferentes concentraciones
del agente inactivante, se obtuvieron las constantes aparentes de velocidad de

segundo orden (ka.pp). Para los calculos, las curvas se ajustaron a la ecuacion de
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Hill, donde la k2app = kobs max/ Ku. La constante de inactivacién mas alta la mostré
el compuesto 10 (ver los valores en la figura 7).

El perfil sigmoidal de las curvas de inactivacién de la TcTIM con
diferentes concentraciones de los compuestos 8 y 9 tuvieron valores del nimero
de Hill (n) cercanos a 2 (Fig. 7). Esto indica que la inactivacién para el 8 y 9 se
acompanoé de la union de al menos 2 moléculas de benzotiazol. Estos resultados
sugieren que la presencia de un benzotiazol debe afectar la inactivacién de la
TcTIM por otro benzotiazol. De hecho, cuando se determiné el efecto de
diferentes concentraciones de los compuestos 8 y 9 en presencia de una
concentracién fija de benzotiazol (compuesto 1), se encontré que las curvas de
concentracion de los compuestos fueron hiperbélicas con un namero de Hill
cercano a 1 (Fig. 8, A ¥y B). Por lo tanto, los datos sugieren que la inactivacion de
la TcTIM por los compuestos 8 yv 9 es el resultado de la unién secuencial de dos
moléculas. De acuerdo con este razonamiento, las caracteristicas del compuesto
10 son particularmente relevantes. Este es un compuesto en el que dos moléculas
de benzotiazol estin covalentemente unidas. La curva de inactivaciéon de la
TcTIM por diferentes concentraciones del compuesto 10 fue hiperbélica con un
numero de Hill de | (Fig. 7 D). Por lo tanto, en el 10 pareceria que los dos grupos
benzotiazol ocupan simultdaneamente los dos sitios de unién en la TcTIM, y se

comporta como un agente inactivador de un solo sitio.

Efecto de los benzotiazoles en las TIMs de humano, levadura y T. brucei.

Como la TIM es una enzima que se encuentra tanto en el parasito como en
el humano; uno de los objetivos de este trabajo fue encontrar moléculas que
selectivamente inactivaran la TIM del parasito v no la del humano, se estudié el
efecto de los compuestos 8, 9 y 10 en la TIM de humano (hTIM), v en la de otros
organismos (Tabla 3). Los resultados, comparados con la TcTIM, mostraron que
los compuestos inactivan a la hTIM, pero a concentraciones mucho mayores que

a la TcTIM. La relacién entre la Iso de la enzima del humano y la del parasito se
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utiliz6 como un fndice de selectividad de los compuestos por la enzima del

parasito. Este valor fue desde 13 para el compuesto 8, 59 para el 9 y 200 para el

10.
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Figura 8. Efecto de los compuestos 8 (A) y 9 (B) en presencia de una
concentracién fija de benzotiazol. Las condiciones experimentales se describen
en Material y Métodos, excepto que la mezcla de incubacién contenia benzotiazol
a 300 uM. Se muestra el valor del nimero de Hill para cada compuesto en la

presencia de benzotiazol.

El efecto de estas moléculas en la TIM de T. brucei (TbTIM) v levadura
(yTIM) se muestra en la Tabla 3. Los benzotiazoles inactivaron la TbTIM, pero su
Iso fue mucho mayor que en la TcTIM. Se encontr6 ademas que la enzima de
levadura fue muy insensible a todos los benzotiazoles; ain a concentraciones
milimolares los compuestos no producen efectos apreciables en la vTIM. En su
conjunto los datos de la Tabla 3 indican que el efecto de los benzotiazoles
depende de las diferencias estructurales de cada enzima y que por lo tanto es

posible afectar selectivamente las enzimas de distintos organismos.
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Tabla 3. Iso para los compuestos 8, 9 y 10 en la TcTIM, hTIM, M15ChTIM,
vTIM y TbTIM.

Compucsto  TolIMs HhTIM® MiSChTIM  TbTIM — yTiM b/a
8 33 M 422 uM 120 uM 4 'mM =4 'mM 137
9 56 uM 3.3 mM 321 uM 4 mM >4 mM 59
10 8uM 1.6 mM 74 pM 100 uM  >900 M 200

Las condiciones experimentales se describen en Material y Métodos, excepto que
se utilizaron las enzimas indicadas. La ultima columna muestra la relacion entre

la Iso del humano y la TcTIM.

Efecto de los benzotiazoles a diferentes concentraciones de TcTIM.

En la determinacion del mecanismo de accién de los benzotiazoles, se
considero6 de importancia explorar si éstos actuaban en la interfase del dimero de
TcTIM. La relacion entre el estado monomérico y dimérico de la TcTIM depende
de la constante de asociacion entre los monémeros, v de la concentracién de
proteina. Como se puede ver en la figura 9, el efecto de los compuestos fue
mayor entre mas baja fue la concentracién de proteina. Estos datos sugieren que

los benzotiazoles actian sobre la interfase perturbando la asociacién de los

monémeros.

La cisteina de interfase de la TcTIM en la inactivacion por los benzotiazoles.
Los datos de la figura 9 sugieren que los benzotiazoles interfieren con-los
contactos entre los dos mon6émeros de la TcTIM y la Tabla 3 muestra que dentro
de las enzimas que se estudiaron, la TcTIM es la mds sensible a la inactivacion
por los benzotiazoles. Todo esto indica que el efecto de tales compuestos
depende de las diferencias estructurales de cada enzima, y que algunas de estas
diferencias pueden localizarse en la interfase del dimero. A este respecto, una
diferencia notable es que la TcTIM y la TbTIM tienen una cisteina (Cys15) en la
interfase, mientras que la enzima de humano posee una metionina v la de

levadura tiene una leucina. Ademas se recuerda que entre las TIMs que tienen
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cisteina de interfase, la TcTIM es la mas sensible a los agentes derivatizantes de
grupo sulfhidrilo (Garza-Ramos et al., 1998, Rodriguez-Romero et al.,, 2002;
Maithal et al., 2002). Por lo tanto, se estudioé si la inactivaciéon por benzotiazoles
estaba relacionada con la existencia de la cisteina de interfase. Para esto, se
construyé una mutante de la enzima de humano a la cual se le cambi6 la
metionina en la posicién 15 por cisteina (M15ChTIM). Las propiedades cinéticas
de la mutante M15C de la TIM de humano fueron similares a las de la enzima
silvestre. La Km v la Vmax de la enzima silvestre fueron 0.55 mM y 7550
pmol/min/mg, mientras que la Km y Vmax de la mutante fueron 0.62 mM y
9670 nmol/min/mg. Los resultados mostraron que ta enzima mutante se volvié
de 3, 10 y 21 veces mas sensible al efecto de los compuestos 8, 9 v 10,
respectivamente (Tabla 3). Esto sugiere que la existencia de una cisteina en la

posicién 15 es fundamental para la selectividad y la accién de los benzotiazoles.
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Figura 9. Efecto de los compuestos 8, 9 y 10 a diferentes concentraciones de
TcTIM.
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Efecto de los benzotiazoles en la estructura cuaternaria de la TcTIM y en su
contenido de cisteinas.

Existen varios trabajos (Garza-Ramos ct al., 1998; Rodriguez-Romero ¢t al.,
2002; Maithal et al., 2002) que indican que la disociacién de los monémeros de la
TIM producida por agentes quimicos que modifican especificamente a la cisteina
de la interfase, induce agregacion de la proteina o formacién de monémeros
estables. También se ha visto que estos cambios causan la formacion de uniones
disulfuro entre los monémeros de la TIM. En el mecanismo por el que los
benzotiazoles inactivan a la TcTIM consideramos de interés explorar si estos
agentes inducen cambios drasticos en la estructura de la enzima. En la
interpretacion de los resultados que se obtuvieron es importante recordar que los
benzotiazoles no son agentes oxidantes. Para estos experimentos, la TcTIM se
incub6 con los compuestos 8 , 9y 10, vy a diferentes tiempos se tomaron alicuotas
para medir la actividad y el namero de cisteinas por dimero de enzima. La
TcTIM tiene 8 cistefnas por dimero (Ostoa-Saloma et al., 1997). Se encontré que el
compuesto 8 induce pérdida de cisteinas, sin embargo es importante notar que la
pérdida de cisteinas ocurrié después de que la enzima se habia inactivado en un
80% (Fig. 10 A). Es decir, la pérdida de cisteinas fue posterior a la inactivaciéon de
la enzima. Con los compuestos 9 y 10 el comportamiento fue diferente, hubo
pérdida de cisteinas durante el curso de la inactivacién (Fig. 10 B v C). Una
observacion interesante es que durante el curso de la inactivacién por estos
compuestos fue visible la formacién de agregados. Lo cual es una evidencia
fuerte de que la enzima experimento6 alteraciones estructurales importantes.

La inactivacion por los compuestos 9 y 10 pero no por el 8, se acompana
de pérdida de cisteinas. Esto podria indicar que hay diferencias en el mecanismo
de inactivacién para distintos benzotiazoles. Sin embargo, también es posible que
los tres inactiven la TIM bajo el mismo mecanismo, pero que después de que ha
ocurrido la inactivacién, los compuestos 9 v 10 induzcan cambios estructurales

diferentes a los que induce el 8.
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En este sentido es importante mencionar que el namero de cisteinas
continia disminuyendo aun después de que la enzima se ha inactivado
completamente. Por ejemplo, después de 24 h de incubacién con el compuesto 10
el nimero de cisteinas por dimero fue de 1. De manera similar para el 8 el
namero de cisteinas por dimero fue de 4. Ademas, en un gel de SDS corrido bajo
condiciones no reductoras, la TcTIM incubada con el compuesto 9 exhibe bandas
de pesos moleculares que son multiplos del peso del monémero; si la misma
muestra se corre en condiciones reductoras las bandas no se observan. Esto
sugiere que la pérdida de cisteinas esta relacionada, cuando menos en parte, con
la formacién de puentes disulfuro intermoleculares. Estos experimentos indican
que los benzotiazoles producen cambios muy drasticos en la estructura de la
enzima. En este sentido se hace énfasis en que los cambios que inducen los
benzotiazoles no son reversibles. Por lo tanto, los benzotiazoles son agentes que

causan alteraciones estructurales irreversibles.
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Figura 10. Efecto de los compuestos 8 (A), 9 (B) y 10 (C), en el contenido de
cisteinas durante la inactivaciéon de la TcTIM. Las condiciones experimentales
estan descritas en Material y Métodos, excepto que la TcTIM se incubé a una
concentracion de 67 nug/ml con las concentraciones indicadas de cada
compuesto. A cada tiempo, se tomaron alicuotas de la mezcla para determinar
actividad (cuadros) y contenido de cisteinas (circulos).
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Estructura cristalogrdfica del complejo formado por la TcTIM y el compuesto 8.
Los resultados que se han narrado muestran que los benzotiazoles tienen
un alto grado de selectividad por la TcTIM y que, posiblemente, actian
perturbando las interacciones entre los dos mon6meros. Sin embargo, para poder
disefnar moléculas mas afines es necesario conocer el sitio de uniéon de los
benzotiazoles en la TcTIM. Para ello, se resolvi6 la estructura cristalografica del
complejo de la TcTIM y el compuesto 8. También se realizaron intentos por
obtener el cristal del complejo de la TcTIM con el 9 6 10. Desafortunadamente
estos compuestos no fueron solubles en las soluciones de cristalizacion y por lo

tanto no fue posible obtener la estructura del complejo TcTIM con el 9 v el 10.

Complejo TcTIM-8.
La obtencién del cristal asi como los programas que se utilizaron para la

resolucién de la estructura cristalografica se detallan en Material v Métodos. Se
obtuvieron cristales de la enzima expuesta a 200 y 400 uM del compuesto 8. Es
importante senalar que los cristales que se formaron en presencia de 400 uM
fueron muy fragiles y no fue posible colectar datos del complejo. Sin embargo, si
se pudo analizar la TcTIM que se cristaliz6 en presencia de 200 pM del
compuesto 8. La estadistica sobre la coleccién y la reducciéon de los datos, asi
como el afinamiento de la estructura del complejo de la TcTIM y el compuesto 8

a 200 uM se muestran en la tabla 4.

Comparacion de las estructuras cristalogrificas de 1a TcTIM, TcTIM en hexano
y el complejo TcTIM-8.

En la estructura cristalografica del complejo TcTIM-8 se obtuvieron
densidades electrénicas para cada uno de los residuos de proteina. De hecho, se
encontraron densidades que correspondian a conformaciones alternas de las
cadenas laterales de los residuos Glu17, Glu27, Ser97 v Glu245 del mon6émero A,
asi como Glu19, Val42, GIn158 y Arg196 del mon6émero B.
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Tabla 4. Estadistica del procesamiento de datos y afinamiento de la estructura
del complejo TcTIM-8.

Coleccion y Reduccion de datos

Grupo Espacial P212:12,
Celda Unitaria (A ) a,b,c 42.867, 75.578, 146.451
Reflexiones totales 144901
Reflexiones Unicas 32729
Resolucién (A) 2.0
Completeness (%) 88.7
Raym (%) 4.4
Redundancia 2.5
Afinamiento )
Limites de resolucion para el afinamiento A) 23.0-2.0
No. de reflexiones (afinamiento) .. ..29330.
R/ Rfree 18.1/22:4
No. de moléculas de compuesto 8 I R
No. de iones sulfato 6.
No. de moléculas de agua 369 .
Desviaciones rms Lo i
Enlaces (A) ©0.004"
Angulos (deg.) 1.2
21.6

Torsiones (deg.)

Existen dos estructuras cristalograficas de la TcTIM, una de ellas en su
forma nativa (Maldonado et al., 1998) v la otra en presencia de hexano (Gao et al.,
1999). Un resumen de los datos cristalograficos mas importantes de estas dos
estructuras y la del complejo TcTIM-8 se muestra en la tabla 5. Cabe mencionar
que el regﬁlador de cristalizacién y la solucion cristalizante fueron los mismos en
los tres casos. Sin embargo, se recuerda que para la coleccién de datos en la
estructura nativa y la de hexano, los cristales se difractaron a 18 °C, mientras que
en la'del complejo con el compuesto 8 la coleccién se hizo a -165°C. En los tres
casos la red cristalina y el grupo espacial fueron iguales (Tabla 5). No obstante, la
celda unitaria del cristal del complejo TcTIM-8 fue mas pequena y el namero de
moléculas de agua fue mayor. Esto probablemente se debe a las condiciones de

coleccion de datos, y a que la baja temperatura a la cual se difracté el cristal del
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complejo TcTIM-8 pudo ocasionar una contracciéon de la celda unitaria, y la

fijacién de un mayor numero de moléculas de agua.

Tabla 5. Comparacion de los datos cristalograficos de las tres esctructuras de
TcTIM.

TcTIM nativa TcTIM en hexano complejo TcTIM-8

Red cristalina Ortorré6mbica Ortorrémbica Ortorrémbica
Grupo espacial P2:2:2; P2:2:2: P2:1212:
Resolucién 1.83 A 2.0 A 2.0A
T de colecciéon 18 °C 18 °C -165 °C
Celda unitaria a=43.71 A ‘a=43.7 A a=42.867 A
b=77.65A1 < ip=777A . ... b=75578A
c=14954 A~ ©le=1492A 7 le=146.451 A
a=p=y=90° a=B=y=90° = = a=B=y=90°
Moléculas de agua 165 236 369
Heteroatomos 3 hexanos 6 iones sulfato

1 compuesto 8

El alineamiento de las tres estructuras mostré6 que la cadena principal no
sufrié cambios de importancia. La desviacién rms entre los Ca de cadena
principal del complejo TcTIM-8 v los de la TcTIM nativa fue de 0.396 A; al
compararse con la estructura en hexano el rms fue de 0.381 A. Tampoco se
modificaron las orientaciones de las cadenas laterales de los residuos cataliticos
(Lys14, His96 y Glu168) del monémero B. Sin embargo, se observé que la cadena
lateral del Glu 168 del monémero A sufrié un desplazamiento de 3.6 A con

respecto a su posicién en la estructura nativa. El cambio de orientacion de este
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residuo se acompafi6 de la pérdida de un puente de hidréogeno entre el Oe2 del
Glul68 y el N de la Ser97 de la misma subunidad (Fig. 11). Cabe mencionar que
en la estructura con hexano, este residuo también sufrié un desplazamiento, pero

el puente de hidrégeno con la Sexr97 se conservo.

Lyslé_A

Glul6S_A

Figurall. Residuos catalfticos del mon6mero A. En la imagen se muestra el
puente de hidrégeno entre el Oe2 del Glul68 y el N de la Ser97 en la estructura
TcTIM nativa. Los residuos de la estructura del complejo estdn en azul.
Hetero&tomos y sitios de unién del compuesto 8

Como se sefiala en la Tabla 5, en la estructura del complejo se encontraron
6 iones sulfato. Cuatro de ellos se agrupan en la superficie del monémero A,
interactuando con una red de moléculas de agua. Estos sulfatos estan en la
cercanfa de las argininas 193, 196 y 227; estos residuos tienen sus cadenas
laterales orientadas hacia el solvente (Fig. 13). También se encontr6 una molécula
de sulfato en el centro del barril de cada uno de los monomeros. Estos
interactGan con los residuos catalfticos a través de moléculas de agua (Fig. 12).
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Figura 12. Posici6n de los sulfatos en la estructura del complejo. En la imagen
se pude apreciar la posicion del sulfato que se encuentra en el centro del barril
del monémero A (azulmarino).

Desde nuestro punto de vista, el hallazgo m#as importante fue que en la
‘estructura del complejo TcTIM-8 hay una molécula del compuesto 8 por dimero
de TcTIM (Fig- 13). Durante la resolucion de la estructura solo se observo
densidad electronica para el compuesto en la region del anillo de benzotiazol y
su grupo sulfonato, no asf en la cadena de carbonos cuando el contorno fue de 1o
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(Fig. 14). El compuesto 8 se localiza claramente en una zona de la interfase. Los
residuos de protefna que se encuentran a menos de 4 A del compuesto son: la
Arg71 y la Phe75 del monémero A y la Tyrl02 del monémero B (Fig. 15). Una
peculiaridad de la estructura cristalografica es que la cadena lateral de la Arg71
del mon6mero A se desplazé 5.1 A con respecto a la posicién de la cadena lateral
de este residuo en la estructura nativa (Fig. 16).

Figura 13. Sitio de union de 1a molécula del compuesto 8 en la estructura del
complejo TcTIM-8.
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compuesto 8 en la estructura cristalogrifica del complejo TcTIM-8.

Figura 15. Residuos que se encuentran a menos de 4 A del compuesto 8
en la estructura del complejo.
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Figura 16. Desplazamiento de la Arg71 del mon6mero A. En la imagen
también se muestra la posicion de los otros dos residuos en la estructura nativa

(verde).

También consideramos de importancia sefialar que la region de la
interfase donde se localiza la molécula del compuesto 8 corresponde a la regién
donde se encontraron las moléculas de hexano. Los residuos que se encuentran a
menos de 4 A de los hexanos son lle69, Phe75, Tyr103, Glu104, Ile109 y Lys 113
del monoméro A, Tyr 102 y Tyr 103 del monémero B. (Fig. 17). Por lo tanto, el
conjunto de datos cristalogrédficos de la TcTIM en hexano y con el compuesto 8
indican que en esta region de la enzima existe un hueco hidrof6bico formado por
residuos de las dos subunidades. Adicionalmente, los resultados indican que esta
zona de la TcTIM tiene la capacidad de unir moléculas organicas. Por lo tanto,
esta region podria ser el sitio para disefiar moléculas, que en comparacién con el
8, se unan con mayor afinidad e inactiven a la TcTIM.
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Figura 17. Comparaci6n del sito de uniéon en la interfase de la TcTIM de las
moléculas de hexano y el compuesto 8.

Un punto de interés de la estructura cristalogrdfica es que el grupo
sulfonato del compuesto 8 se orient6 hacia el solvente, sin hacer contacto con
algan residuo de la protefna. Debido a esto, pensamos que tal vez el sulfonato
impedfa una mayor penetracion del 8 hacia el interior de la interfase. De esta
manera, consideramos que si se cambiaba el grupo sulfonato por un grupo
menos hidrofflico se podria aumentar la capacidad inactivante del 8. Para lo cual
se sintetizaron moléculas en que diferentes sustituyentes se colocaron en el sitio
del sulfonato.
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Efecto de los compuestos andlogos al 8 y al 9 en la estabilidad de la TcTIM.

Se sintetizaron seis compuestos con diferentes grupos funcionales en la
posicion del sulfonato, estos fueron; alcohol, amida, amina, éster, carboxilo, y
amonio. La sintesis de los derivados de benzotiazol se describe en Material y
Métodos. La concentraciéon a la que los compuestos inactivaron a la enzima un
50% (Iso) se muestra en la tabla 6. Los resultados fueron claros; ninguno de los
compuestos sintetizados fue mas activo que el 8. Por lo tanto, los datos indican
de manera muy convincente que el grupo suifonato es necesario para la accién
inactivante de los benzotiazoles.

De hecho esta conclusién se confirm6 con la sintesis y el ensavo de
compuestos derivados del 9. En esta serie, el grupo sulfonato se sustituy6 por un
carboxilo, también se sintetizaron compuestos en los que el sulfonato se coloc6é

en un sitio diferente. Los resultados con estos compuestos se muestran en la

Tabla 77 L

sin sulfonato a

que

molécula

ninguna

relativamente bajas ejerza un efecto inactivante

’inié'drfhhte.

b) cuando se substituye el sulfonato por un carboxilo o algian otro grupo
ﬁxnéi‘onal, la molécula pierde capacidad para inactivar a la enzima. Por
ejeiﬁplo, la Iso del compuesto 5a que es analogo del 8 (que tiene una Iso de
33 nuM) pero contiene un carboxilo en lugar del grupo sulfonato, fue mas
de 2 mM. De la misma manera, la Iso del compuesto 8a que es un derivado
del 9, pero tiene un carboxilo en lugar del sulfonato, fue 8 veces mayor

que la del 9.
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Tabla 6. Iso para los compuestos 1la-6a en la TcTIM.

No. de
Compuesto Estructura Iso

SO,Na
s O 33 um
S

[o]
1a ©:~\>_s/_/_° >2 mM

S

R }
2a e N,
O 7 ND
TS
. s o
S
: o
4a : ) N /;/_qo,‘co-i,
©:\>_s >2 mM
S .
. o

Sa : N —/——/—<OH
@[ > g >2 mM
< .

6 + S8y
a . : N 3
3 . N CH, )
e
: S

ND. No determinado debido a problemas de solubilidad. 8. 3-(2-
benzotiazoliltio)-1-propansulfonato  s6dico, 1la. 3-(benzotiazol-2-ilsulfanil)-
propan-1-ol, 2a. N-[3-(benzotiazol-2-ilsulfanil)-propil}j-formamida, 3a. 3-
(benzotiazol-2-ilsulfanil)-propilamina, 4a. 4-(benzotiazol-2-ilsulfanil)butanoato
de metilo, 5a. acido 4-(benzotiazol-2-ilsulfanil)butanoico, 6a. Bromuro de 3-
(benzotiazol-2-ilsulfanil)-propiltrimetilamonio.
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Adicionalmente, los datos en la Tabla 5 indican que la posicién del
sulfonato también es importante. El mejor ejemplo de esto es el compuesto 10a.
Este difiere del compuesto 9. en la posicion del sulfonato, v su Iso fue

significativamente mayor.

Tabla 7. Isp para los compuestos 8a-11a en la TcTIM.

No. de
Compuesto Estructura Iso

N

X
9 /[;EJ*Q_W 55 uM

SO,H :

8a 414 uM
9a 100 uM
- 10a 344 uM
11a 227 M

9. acido 2-(p-aminofenil)-6-metilbenzotiazol-7- sulfénico, 8a. acido [4-(6-metil-
benzotiazol-2-il)-fenilaminoJacético, - S 9a. [4-(6-metil-benzotiazol-2-il)-
fenilamino]lmetanosulfonato sédico, sal de sodio, 10a. [4-(6-metil-benzotiazol-2-
il)-fenilamino]-acido sulfamico, sal de sodio, 11a. acido benzotiazol-2- sulfénico.
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DISCUSION
Inactivacion de la TcTIM por derivados de benzotiazol.

Los resultados de este trabajo indican que ciertos derivados de benzotiazol
inactivan a la TcTIM a concentraciones nM. Su efecto es dependiente del tiempo
de incubacion y de la concentracion de enzima; esto ultimo sugiere que los
compuestos interfieren en la asociacion de los monémeros. Ademas, los
resultados mostraron que la TcTIM es mucho mas sensible que la del humano.
De hecho, con el compuesto 10 la selectividad es de 200 veces.

La cinética de inactivacion de los compuestos 1, 8 v 9 indica que se
requiere la uni6én de dos moléculas para la inactivacion de la TcTIM. La unién de
las dos moléculas es un proceso secuencial, en el cual la segunda molécula no se
une hasta que el primer sitio ha sido ocupado por una molécula de benzotiazol.
Esta conclusién se confirma por los experimentos que se hicieron con el
compuesto 10. Este es un compuesto formado por dos grupos benzotiazol unidos
covalentemente. Con el 10 la cinética de inactivacion se ajusta a un modelo en el
cual la inactivacién resulta de la unién de una sola molécuia. Estos datos

también sugieren que los dos sitios de benzotiazol se encuentran a una dnstancna

de un enlace carbono-carbono.
Los estudlos sobre el efecto inactivador de los benzotiazoles en l

diferentes :espeCIes sugirieron que la cisteina de interfase de la TchNl esté»

mvolucrada ensu efecto. Lo anterior fue confirmado con una mutante de la- TIM

de humano en'la cual su Met15 fue cambiada por cisteina. La sens:bxhdad de la:-
enzima mutante a los benzotiazoles fue significativamente mavor que: en la
silvestre, lndlcando que la cisteina de interfase de la TcTIM tiene un papel central

en la accién de estos compuestos que no derivatizan cisteinas.
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Estructura cristalogrdfica del complejo TcTIM- 8.
Con la finalidad de conocer el sitio de unién de los benzotiazoles en la

TcTIM, se resolvi6é la estructura cristalografica del complejo TcTIM-8. Los

resultados mostraron la unién de una molécula por dimero de TcTIM. La
molécula se localiz6 en la parte externa de la interfase. No se encontr6 ninguna
interaccion fuerte con algun residuo de la proteina. Inclusive el sulfonato no tuvo
ninguna interaccién con algin residuo o red de moléculas de agua. No obstante,
cabe mencionar que en las moléculas generadas por simetria el grupo sulfonato
esta cerca del dipolo positivo de la hélice 5 de uno de los mon6meros. Esto puede
sugerir que en solucién, la interaccion del 8 con la enzima sea mas favorable.

‘ La cinética de inactivacién por los compuestos 8 y 9 mostr6 que se
requieren dos moléculas del compuesto para inactivar a la enzima. Lo anterior
esfﬁ de', acuerdo con un modelo cinético de dos etapas; en la primera, una
rhéléc’ulﬁse une a la TcTIM de manera reversible. La segunda es irreversible v
lle'vké a la'inactivacion de la enzima. Por lo tanto, es posible que lo observado en

el cristal corresponda al intermediario reversible, en el cual la. enzlma atn no

sufre grandes alteraciones estructurales, ya que la segunda molécula no se. ha

unido. De hecho, consideramos que seria muy dxﬁc:l
del complejo de la TcTIM con dos moléculas de be
unién de ellas ocasionaria alteraciones drasticas en la estructur

se recuerda que los cristales del complejo que se formaron coniuna:concentracion: -

de 400 pM del compuesto 8 fueron muy fragiles y no fue posible olectar datos

cristalograficos.

Efecto de los derivados de benzotiazol sintetizados.

De acuerdo con los datos cristalogrificos, inicialmente pensamos que el
grupo sulfonato impedia una mavor penetracion de la molécula hacia el interior
de la interfase. Debido a esto, estudiamos el efecto de analogos del compuesto 8

que carecen del grupo sulfonato. Los derivados del compuesto 8, con diferentes
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grupos funcionales en la posicién del sulfonato no tuvieron un efecto importante
en la TcTIM. Esto indica que el sulfonato es necesario en la acciéon de los
benzotiazoles. Sin embargo, ain no esta claro el papel que juega el sulfonato.
Una posible explicacion es que el grupo sulfonato favorezca las interacciones
hidrofébicas de la molécula con la enzima (sugerencia del Dr. Miguel Costas).

También es importante notar que la posicion del sulfonato es
fundamental. Los datos obtenidos con los analogos del compuesto 9 indican que
el sulfonato debe estar unido al anillo de benzotiazol. Esta conclusion se observa
claramente con el compuesto 10a. Este difiere del 9 en la posicién del sulfonato.
Sin embargo, el 10a es siete veces menos activo. De cualquier forma, llama la
atencién que en el compuesto 8 el sulfonato no esta unido al benzotiazol.

Por otro lado, el compuesto 11a en comparacién con el 1 y el 8 muestra
que el grupo sulfonato es necesario, pero que se requiere algo mas en la posicion
2 del anillo de benzotiazol para provocar una inactivaciobn importante a
concentraciones bajas. Entonces la pregunta que surge es ;son las caracteristicas
del sustituyente en la posiciéon 2 del anillo de benzotiazol las que determinan la
efectividad de la molécula? En este sentido, el compuesto 10 que tiene un grupo
sulfonato v un sustituyente grande e hidrof6bico en la posicién 2 result6é ser muy
efectivo. Ademas, su indice de selectividad entre la enzima del pardsito v la del
humano fue de 200 veces. En base a lo observado en el cristal del complejo
TcTIM-8, es posible que el grupo sulfonato que se localiza en el solvente oriente
la penetracion de la molécula en la interfase.

Hasta el momento no podemos definir exactamente la importancia de la
posicion del grupo sulfonato, ni las caracteristicas del sustituyente en la posicion
2 del anillo de benzotiazol. Sin embargo, los datos que hemos obtenido nos

permiten definir cuales son las moléculas que se deben probar en la TcTIM.
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PERSPECTIVAS
En este trabajo hemos demostrado que los benzotiazoles inactivan

selectivamente la TcTIM. Por lo tanto, pueden utilizarse como guia para el diseno

de nuevas moléculas con mayor capacidad de inactivaciéon. En este sentido

queda por determinar:

La distancia 6ptima entre las dos unidades de benzotiazol. Con el compuesto
10 se demostré que probablemente los dos sitios se encuentren a una distancia de
un enlace C-C. Sin embargo, no sabemos la efectividad de moléculas que tengan
una mayor separacion entre los benzotiazoles. Seria muy interesante estudiar
este tipo de moléculas va que las unidades de benzotiazol tendrian la posibilidad

de tener varias orientaciones.

Numero de unidades de benzotiazol. Los estudios de inactivacion de la TcTIM
por los benzotiazoles mostraron que se requieren 2 moléculas de benzotiazol. No
obstante, es necesario saber si, por ejemplo, un tercer anillo en el compuestb 10
puede aumentar la potencia de la molécula. A este respecto e'XiS’té»;l:‘:l dos
posibilidades, i) sintetizar un derivado del compuesto 10 al cual se le aditidhé\ un '
tercer be»rrirzbtiézolkov'ii) cambiar la parte del grupo fenilamino por un aniliq de
benzotiazol. Los resultados podrian aclarar si en realidad existe un ﬁompromiso
entre el tamano v las caracteristicas del sustituyente en la posicién 2 del anillo de

benzotiazol.

Numero de grupos sulfonato. En este trabajo se demostré6 que el grupo sulfonato
es importante para la accion de los benzotiazoles. Sin embargo, sé6lo se han
estudiado moléculas con un anico grupo sulfonato. Por lo tanto, también se debe
determinar si un grupo sulfonato adicional aumenta la potencia de los
benzotiazoles. Sin embargo desconocemos cual es el lugar en el que debe

introducirse el sulfonato.
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Efecto de los benzotiazoles in vivo. Para que estos compuestos puedan llegar
hasta la enzima en el tripanosoma necesitan pasar dos barreras. Una de ellas es la
membrana del parasito y la otra es la membrana del glicosoma. Por lo tanto, es
necesario saber si los compuestos pueden llegar a su blanco, o si hay barreras de
permeabilidad que impidan su penetraciéon al interior de la célula. De hecho, es
muy posible que las moléculas con un grupo sulfonato no puedan pasar las
membranas biolégicas. Sin embargo, se sabe que uno de los farmacos mas usados
tratamiento de la tripansomiasis africana, el suramin, tiene 6 grupos

en el
sulfonato v se ha visto que este puede alcanzar concentraciones micromolares en

el interior del tripanosoma.
De cualquier forma pensamos que una vez que tengamos compuestos que

actuen a concentraciones nM, nos tendremos que enfrentar al problema de su

penetraciéon en las membranas biol6gicas del tripanosoma.
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Abstract

‘We searched for molecules that selectively inactivate homodimeric triosephosphate isomerasc [rom Trypanosoma cruzi (TeTIM),
the parasite that causes Chagas’ disease. We found that somec benzothiazoles inactivate the enzyme. The most potent were 3-
(2-benzothiazolylthio)-propanesulfonic acid, 2-(p-aminophenyl)-6-methylbenzothiazole-7-sulfonic acid. and 2-(2-4(4-aminophe-
nyDbenzothiazole-6-methylbenzothiazole-7-sulfonic acid. Half-maximal inactivation by these compounds was attained with 33, 56,
and 8 uM, respectively; in human TIM, half-maximal inactivation required 422uM, 3.3 mM, and 1.6 mM. In TcTIM, the effect of
the benzothiazoles decreased as the concentration of the enzyme was increased. T¢TIM has a cysteine (Cys 15) at the dimer interface,
whereas human TIM has methionine in that position. In M15C human TIM, the benzothiazole concentrations that caused half-
maximal inactivation were much lower than in the wild type. The overall findings suggest that the benzothiazoles perturb the
interactions between the two subunits of T¢TIM through a process in which the interface cysteine is central in their deleterious

action. @ 2002 Elsevier Science (USA). All rights reserved.

KNevwords: Triosephosphate isomcerase: Trypunosoma cruzi; Protein interfaces: Benzothiazoles; Interface cysteine

Chagas® discasc is caused by the protozoan parasite
Trypanosoma cruzi. According to the World Health
Organization, therc are 18 million pcople in the Amer-
icas that are affected by Chagas’ discase and about 90
million arc at risk of contracting infection [1]. The cur-
rent treatments of Chagas®™ disease arc not satisfactory.
Thus, there is an urgent nced to develop new drugs.
Important work along this line is being carried out in
scveral laboratories (for reviews sce [2)).

In view of its importance in glycolysis, some groups,
including ours, have considered triosephosphatc isom-
crase (TIM) from T. cruzi (TcTIM) and other parasites
as target for drug design (3—5). TIM is a homodimer that
catalyzes the interconversion between glyccraldchyde
3-phosphate and dihydroxyacetone phosphate. In all

* Corresponding author. Fax: +52-55-56-22-56-30.
E-mail address: apuyou@ifisiol.unam.mx (A. Gémez-Puyou),

0006-291 X/0/S - sce front matter
Pl S0006-291X(02)00796-9

®© 2002 Elsevier Science (USA). All rights reserved.

TIMs, cach monomer is formed by cight central B
strands that arc surrounded by eight =-hclices; the
strands and helices are connected by loops. The lntcrfdcc
occupics a large portion of the dimer (I476A ). An
important portion of the interface is loop 3. which in
cach of the two subunits docks into the other subunit:
the residues of loop 3 (70-80) also surround recsiduc 15
of thc adjoining subunit. By site-directed mutagenecsis
and chemical modification of residue 15, it has been
shown that this portion of the intertace is central in the
stability of the dimer [4.6-9]. It has also been reported
that a peptide that has the amino acid sequence of loop
3 of TIM from Plasmodium falciparurn causcs inactiva-
tion of the enzyme [10]. In Tc¢TIM and in TIMs from
T. brucei (TOTIM), Leishmania mexicana, P. falciparum,
and Entamocba histolvtica. . residue 15 is cysteine.
whereas in human TIM, it is methionine. In addition,
loop 3 of human TIM is one residue longer than in

TESIS CON
 FALLA DE QRIGEN

A



et al. | Bioch

A. Téllez-Vale

TcTIM and TbTIM. Because TIM is catalytically active
only in its dimeric form [11,12], it has been proposed
that the interactions between loop 3 and residue. 15 of

the enzymes from parasites could be targeted for drug -

design {3,4,10,13].

In this context, it is rclevant to point out that thc
soaking of crystals of TcTIM in hexane revealed the
presence of two hexanc molecules in a part of the in-
terface that is near cysteine 15 and loop 3 [14]. Ac-
cording to Mattos and Ringe {15], these sites represent
potential binding sites for organic molecules in solution.
Therefore, we hypothesized that some organic molecules
could affect the interactions between the two monomers
of TcTIM and cause its inactivation. In the search of
such molecules, we found that micromolar concentra-
tions of somec benzothiazole derivatives inactivate
TcTIM. The benzothiazoles also inactivate human TIM,
but at much higher concentrations.

Materials and methods

Chemicals. The benzothiazoles that were studied are given in Fig. 1.
Except for 10 which was obtained from ICN. the rest were obtained
from Aldrich. Compounds 1-8 were more than 95% pure; compound 9
was of unknown purity (Sigma-Aldrich Library of Rarc Chemicals);
and 10 was 75% pure. The two latter compounds were purificd. For 9,
500 mg commercial product was stirred in 40 m) chloroform tor 30 min;
the residue was collected and taken to dryness. For the purification of
10, 250mg product was mixed with 20ml acctonitrile and stirred for
1 h. The residue dissolved in methanol was applicd to a thin-layer
chromatography plate and run in chloroform:methanol (2:1): the de-
sired compound remained at the origin, It was eluted with methanol
and taken to dryness. In thin-layer cromatography with acctonit-
rile:water (4:1), purified 9 and 10 showed a single UV absorbing spot.

Enzymes. All TIMs were recombinant products. FFor the purifica-
tion of TcTIM. human TIM, TIMs from 7. brucei and yeast, the
methodologics described in [16-19] were followed. The M15C mutant
of human TIM was prepared by polymerase chain reaction (PCR)
using the *“Expand High Fidelity PCR System™ (Bochringer). The
mutagenic oligonucleotides were 5~ ACTGGAAGTGCAACGGGCG
GAAGC-3 (forward) and §-GCTTCCGCCCGTTGCACTTCCAG
T-3' (reverse). The PCR product was ligated to the pCR 2.1 wvector
{Invitrogen) and sequenced. Once the gene with the appropriate mu-
tation was identified. it was subcloned into pET3a and introduced by
transtormation into BL2I(IDE3)pLysS cells (Novagen). For expression
and purification of the mutant enzyme, the methodology used tor the
wild type was followed [17]).

Activity and assay of the inactivating action of the benzothiazoles.
Activity was assayed in the direction of glyceraldehyde 3-phosphate to
dihydroxyacetone phosphate as described elsewhere [4) with Sng en-
zymes. For the inactivation studies, TIMs were incubated at a concen-
tration of 5 ug/ml of 100 mM tricthanolamine, 10mM EDTA, pH 7.4 at
36 °C. The mixture also contained the agents to be tested at the indicated
concentrations. At various times. ! ul was withdrawn and added to 1 ml
reaction mixture for assay of activity. None of the agents tested affected
the activity of a-glycerol phosphate dehydrogenase, the enzyme used for
the trapping of the product. The average specific activity of TeTIM with
! mM glyceraldehyde 3-phosphate as substrate was 3400 umol/min/mg.

Prorein. This was calculated according to Pace ¢t al. [20]. The molar
extinction coctficients for TcTIM., human TIM, and TIMs from
7. brucei and yeast were 36,440, 33,460, 36,950, and 26,650 M ™' cm-!,
respectively.
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Fig. 1. Effect of some benzothiazoles on TeTIM. The inactivating effect
of the benzothiazoles at a concentration of 250uM was studied as
described under Materials and methods. Compounds 2 and 7 were
dissolved in dimethyl sulfoxide and assayed in mixtures that had 2.5%
(v/v) dimethyl sulfoxide; this concentration of dimethyl sulfoxide had
no effect on TcTIM. (1) Benzothiazole, (2) 2-mcthylbenzothiazole, (3)
1-mclhyl-’(Jll)-bcnzolhmzolanc. (4) 3-methylbenzothiazole-2-thione,
) s 2-methylt hiazole. (6) 2.5-dimethylb hi Iz))
2-(methylthio)benzothiazole, (RB) 3-(2-benzothiazolylthio)-1-propanc-
sulfonic acid, sodium salt, (9) 2-(p-ami henyl)-6- hylb. hiaz-
ole-7-sulfonic acid, (10) 2-(2-(4 inophenyhb hi; 1e)-6- hy-
Ibenzothiazole-7-sulfonic acid. sodium salt.

Results

The benzothiazoles that were assessed are given in
IFFig. 1. At a concentration of 250uM, only some ben-
zothiazoles inactivated TcTIM. For example, com-
pound 3 had no effect, 1 brought about modecrate
inactivation, whereas 8, 9, and 10 caused strong inacti-
vation. The cffect of the latter three benzothiazoles on
TcTIM was studied in more detail. Some experiments
were also carried out with 1.

The inactivating effect of 1. 8, 9, and 10 was con-
centration dependent (Fig. 2). However, it is noted that
the inactivating curves with 1. 8, and 9 were sigmoid,
whilst that of 10 was hyperbolic. The Zss for the various
compounds in the inactivation of TcT'IM were calcu-
lated by the cquation:
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FFig. 2. Inactivation of TcTIM by Jdifferent concentrations of 1, 8, 9, and 10. The effect of the indicated concentrations of benzothiazoles was de-
termined as described under Materials and micthods. The inscts show plots of the pscudo-first-order rate constants at different concentrations of 8. 9,
and 10; these were determined from measurements of activity at different times of incubation with the indicated benzothiazole concentration.

Vo= (0% x1%)/ U =~ 1")

taken from [21]. where F indicates activity at a given
concentration of the inuactivating agent. ¥, is the initial
activity. lsg thc concentration of the compound that
induces half-maximal inactivation. 7 the concentration
of the tested agent. and n 2 mcasure of coopcrativity.
The »# valucs of 1. 8. and 9 were ncar 2, suggesting that
inactivation involved the action of two or morc mole-
cules. The n valuc of 10, which has two covalently linked
benzothiazole groups., was ncar 1. The /5 for 1 was
433 uM. The s for 8, 9, and 10 arc given in "able 1.

Table 1

Inactivation of I'c’T'TM by all benzothiazoles increased
with the time of incubation. T"he plots of the In of re-
maining activity versus time were lincar, indicating that
inactivation was a pscudo-first-order reaction. The first-
order rate constants of inactivation at several concen-
trations of 8,9, and 10 werc obtained from the exponential
decay of activity; these values were plotted against the
benzothiazole concentration (insets in Fig. 2). The plots
were not linear. instcad they level off at relatively high
concentrations. This pattern is characteristic of a process
in which initial ligand binding is tollowed by ecnzyme in-
activation in the enzyme--ligand complex [22).

The f50s for compounds 8, 9, and 10 on TIMs from 7. cruzi (TeTIM), human (hTIM), Tt brucei (THTIM), yeast (yTIM). and the M15C mutant of
human TIM (M15ChTIM)

Compound e TIM* hTIM® MI1SChTIM TLTIM yTiM b/a
8 33uM $22uM 120uM 4mM >4mM 13
9 S6uM 33mM 321 uM 4mM >4mM 59

10 BuM 1.6 mM TAuM 100pM > 900 M 200

Note. The experimental conditions were as in Fig. 2, except that the indicated TIMs were used. IFrom the data of the concentration of 8, 9, and 10
versus activity. the respective Zypo's were calculated. The last colunin shows the ratio of Jyg of human TIM /7y of TeTIM.
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Effect of benzothiazoles on TIMSs from human, yeast, and
7. brucei

‘The aim of this work was to find agents that sclectively
inactivatc TcTIM. Thercfore, we determined the cffect of
8.9, and 10 on TIM from Hormo sapiens. To this end, we
followed exactly the protocol used for T¢TIM. The ben-
zothiazoles inactivated human TIM, but at concentra-
tions much higher than those that inactivate TcTIM
(Table 1). The ratio of the concentrations that induced
half-maximal incativation in human TIM and TcTIM
was usced as the selectivity index of benzothiazole action.
1t was 13 and 59 for 8 and 9, respectively, and 200 for 10,

The effect of benzothiazoles on TIM from T. brucei
(TbTIM) and yeast (Table 1) was also studied. The threec
agents inactivated TbTIM, but rclative to T¢TIM, the
concentrations that induced half-maximal inactivation
were much higher. In yeast TIM, millimolar concen-
trations of the three agents did not cause appreciable
inactivation (Tablec 1). Therefore, the agents scem to be
quite specific for TcTIM.

Effect of benzothiacoles on TceTIM at different concen-
trations of the enzyme

In rcgard to the action of benzothiazoles, it was con-
sidered important to determine if they act on the Tc¢TIM
dimer, or if they interfere with the association and disso-
ciation of the monomers. As governed by the association
constant between proteins, the ratio between TIM
monomers and dimers depends on the protein concen-
tration. For TIMs other than TcTIM, the dissociation
constant has been calculated to be of the order of 10-1'M
[7.23]). The studies on the cffect of 8,9, and 10on TcTIM at
various conccntrations of the cnzyme showed that their
detrimental effect decreased as the concentration of the

5000 —
__ 40001 g
=D
5
-g 3000 -
= ® Control
g © 8 100 (uM)
£§ 2000{ 4 s =2000m 4
= < 10 50 (uMmy
=
S 10004 1

o] — e
7.2 -6.8 -6.4 -6.0 -5.6
log enzyme (M)
Fig. 3. Effect of compounds 8, 9. and 10 at different concénuadons of
TeTIM. The indicated concentrutions of TeTIM were incubated with

100pM 8, 200uM 9, and 50uM 10. The ordinate shows the specific
activity of TeTIM after an incubation of 2h,
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enzyme increased (FFig. 3). This suggests that the benzo-
thiazoles act during the process of dissociation and as-
sociation of the monomers. The data also show that the
specific activity of TcTIM incubated at a concentration of
Snug/ml was about 20% lowcer than that of the enzyme
incubated at 100 pg/ml. Apparently, at the lower con-
centration, some of the TcTIM monomers were lost
during the association-dissociation reaction.

The interface cysteine of TeTIN and the action of the
benzothiazoles

Table 1 shows that among the TIMs that were studiced,
TcTIM was the most sensitive to benzothiazole action.
This indicatecs that the effect of benzothiazoles on the
various TIMs depends on structural differences between
enzymes. Along this line, the data of Fig. 3 suggest that
some of these differences may be on the dimer interface.
As noted, an important difference between the TcTIM
and TIMs from human and ycast is that the former has a
cysteine (Cys 15) at the dimer interface, whereas human
and ycast TIM have, respectively. a methionine and leu-
cine in that position. It has also been shown thatamongst
TIMs that have the interface cysteine, that of TcTIM is
the most sensitive to thiol reagents [24]. Thus, we studied
if the inactivating action of benzothiazoles was related to
the existence of a cysteine in position 15. A mutant of
human TIM in which its methionine 15 was replaced by
cysteine was purified to homogeneity and characterized.
Thekinetics of M15C human TIM weresimilarto those of
the wild type. The A, and ¥, of the wild type were
0.55mM and 7550 pmol/min/mag. respectively, whereas
in the mutant, these values were 0.62mM  and
9670 pmo¥Y min/mg. With respect to the action of benzo-
thiazoles, the data showed that the sensitivity of the mu-
tant enzyme to 8, 9, and 10 was much higher than in the
wild type, indicating that cysteine 15 of thedimerinterface
is related to the detrimental action of the benzothiazoles.

Discussion

Other groups have scarched for agents that perturb
the interactions between the two monomers of TIM
from parasites. Singh ct al. (10} found that a peptide that
mimics loop 3 of TIM from P. falciparurm inactivated
the enzyme. Likewise. Kunz ct al. [25] tested scveral
peptides that mimicked the B turns of loop 3 on TIM
from 7. brucei: they found that the peptides did not
affect the activity of that TIM. albeit they found that
other peptides exerted inhibitory activity at low con-
centrations. Here, we describe that three benzothiazole
derivatives inactivate Tcl'IM in the low micromolar
range with high sclectivity; #0 is 200 times more sclective
for the trypanosomal than for the human enzyme. These
results indicate that benzothiazoles. in particular 8, 9,
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and 10 can bec used as leads for the design of molccules
withh a higher potency and selectivity for the enzyme
from 7. cruzi.

At this moment, the precisc mechanism through
which the benzothiazoles inactivate Tc¢TIM cannot be
defined. However, their action depends on the enzyme
concentration, which suggests that they interfere with
the association between the two monomers of TcTIM.
This suggestion is substantiated by the findings that the
sensitivity of human TIM to benzothiazoles was dra-
matically increased when its interface methionine 15 was
substituted by cysteine, the residue that exists in TcTIM.
Taken together, these findings suggest strongly that
benzothiazoles perturb the intersubunit contacts of
‘F'eT'IM and that its interface cysteine 15 is related to the
deterimental action of the benzothiazoles.

Among thc benzothiazoles that were assessed, the
most potent were those that have a bulky hydrophobic
substituent at C2 (8, 9, and 10 in Fig. 1). Fig. 1 also
shows that the most potent benzothiazoles have a sulf-
onatc group. In gencral, benzothiazoles are relatively
insoluble in water; however, if thcy have a sulfonate
group, millimolar concentrations can be easily solubi-
lized in buffer at pH 7.4. The insolubility of some ben-
zothiazoles precluded studies with compounds that lack
a sulfonate group. For cxample, 2-[4-(dimecthyla-
mino)phenyl])-6-mecthylbenzothiazole and 2-phenyl ben-
zothiazole, which arc similar to 9, but lack the sulfonate
group, were insoluble in buffer and in media with 10%
dimethyl sulfoxide. In this regard. it is noted that
2.5mM benzencsulfonic acid and sulfanilic acid did not
affect TcTIM. Thus, the role of the sulfonate group
could be to increcase the solubility of benzothiazoles.
However, it is also possible that they favor their inter-
action with the cnzyme, since TcI'IM has a pl of 8.5 and
a positively charged residue in loop 3.
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