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Capítulo 1

Introducción

1.1. La enfermedad de Chagas y la enfermedad del

sueño.

La enfermedad de Chagas y la enfermedad del sueño son enfermedades causadas

por parásitos de la familia de los tripanosomátidos. La enfermedad de Chagas es

causada por el parásito Trypanosoma cruzi y la enfermedad del sueño es causada

por el parásito Trypanosoma brucei. Ambas enfermedades afectan mayormente a

regiones tropicales y son transmitidas por vectores; la primera por los triatominos y

la segunda por la mosca tsetsé (Figura 1.1). Cerca de 60 millones de personas están

en riesgo de contraer la enfermedad del sueño en 36 países de África, donde 22 de

esos países son de los menos desarrollados. Por otro lado, se sabe que 18 millones

de personas están infectadas con la enfermedad de Chagas en Latinoamerica, de las

cuales 5 millones tienen complicaciones intratables, según la Organización Mundial

de la Salud [1, 2]. La mayoría de las personas afectadas por estas enfermedades se

encuentran en comunidades rurales y en una situación económicamente desfavorable.

1
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Figura 1.1: Mapa de la distribución actual de los parásitos. En rojo T. cruzi y en

verde T. brucei.

Estás dos enfermedades parasitarias son incurables y causan alteraciones irreversi-

bles, que en muchos casos terminan en muerte. La enfermedad de Chagas provoca

alteraciones cardiacas (miocardiopatía, paros cardiacos, arritmias), digestivas (aca-

lasia, megacolon) y/o neurológicas (encefalitis, neuropsicopatías). La enfermedad

del sueño afecta principalmente al sistema nervioso central, derivando en coma y

posteriormente la muerte.

Los tratamientos empleados para controlar estas enfermedades son altamente tóxi-

cos. Por ejemplo, para la enfermedad de Chagas se emplean el benzonidazol y el

nifurtimox y para la enfermedad del sueño se utilizan el melarsoprol y la penta-

midina. Todos estos medicamentos provocan alteraciones desde insuficiencia renal

hasta encefalopatía. Por lo anterior, se buscan fármacos específicos y altamente efec-

tivos en contra de los parásitos con el fin de tratar y eventualmente erradicar dichas

enfermedades. Lograr el desarrollo de tales fármacos, requiere identificar elementos

vitales para la superveniencia de los parasitos en pasos claves de sus ciclos de vida.

El ciclo de vida de ambos parásitos es muy similar (Figura 1.2), teniendo algunas

etapas en el hospedero y otras en el vector. Para T. cruzi se identifican los tripomas-

tigostes y amastigostes, donde el primero no es replicativo y el segundo sí. Para T.

brucei, dentro del hospedero se encuentra en su forma de tripomastigote, el cual es
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el estado replicativo para este parásito. La mayor parte de su estadía, los parásitos

se encuentran en el torrente sanguíneo, en su etapa de tripomastigoste, en dicho

estado es posible la detección.

Figura 1.2: Ciclo de vida de ambos parásitos. A la izquierda se muestra el ci-

clo de vida de Trypanosoma brucei. A la derecha se muestra el ciclo de vida de

Trypanosoma cruzi.
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Para T. brucei, cuando se lleva a cabo la reproducción de los parásitos, se da el mayor

gasto energético. La energía es obtenida del metabolismo de los parásitos, donde la

mayoría de los sustratos necesarios para realizar su metabolismo son obtenidos del

hospedero. Las diferencias entre los metabolismo que realizan los tripanosomátidos

son mínimas, donde se destaca que T. brucei obtiene todo el ATP de la glucólisis, T.

cruzi puede llegar a obtener parte de su ATP por vías alternas, como el catabolismo

de aminoácidos [3]. En este contexto, una estrategia factible para la supresión o

eliminación de los parásitos es la inhibición de su glucólisis, que a continuación se

describe brevemente.
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1.2. La Glucólisis en los tripanosomátidos.

La mayor parte de la glucólisis de los tripanosomátidos se lleva a cabo en un orgá-

nulo denominado glicosoma, el cual consta de una membrana lipídica compuesta de

varios fosfolípidos, esteroles, proteínas y azúcares, entre otras cosas. En el glicosoma

es donde se llevan a cabo las primeras siete reacciones de la glucólisis, las cuales son

catalizadas por las enzimas: hexoquinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, fosfofructo-

quinasa, aldolasa, triosa fosfato isomerasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,

fosfoglicerato quinasa. (Figura 1.3).

Figura 1.3: Esquema general de la glucólisis de los tripanosomas. a) Transporte de

la glucosa al glicosoma. b) Hexoquinasa. c) Glucosa-6-fosfato isomerasa. d) Fosfo-

fructoquinasa. e) Aldolasa. f) Triosa fosfato isomerasa. g) Gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa. h) Fosfoglicerato quinasa. i) Transporte de PEP al citosol, fosfogli-

cerato mutasa y enolasa. j) Piruvato quinasa. k) Transporte del piruvato al exterior

del parásito. l) Glutamato deshidrogenasa. m) Transporte de DHAP y Gli-3-F al

citosol. n) Glicerol-3-fosfato oxidasa. o) Glicerol quinasa. p) Transporte del glicerol

al exterior del parásito [3].
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Estudios bioquímicos han demostrado que la hexoquinasa y la fosfofructoquinasa

no son reguladas alostéricamente como sucede en la glucólisis de otros organismos,

por lo que inhibidores de estás proteínas no serviría para detener la glucólisis de los

parásitos [4] . Otros estudios mostraron que la compartamentalización de las enzimas

glucolíticas, cumple la función de regulación enzimática [5] y evita la acumulación

de intermediarios de la glucólisis que pueden llegar a ser potencialmente tóxicos para

los propios parásitos [6]. En otro conjunto de estudios, se logró la supresión de los

genes que codifican para la biogénesis peroximal (PEX) en Trypanosoma brucei, lo

que provoco la muerte del parásito [7–9].

Todas las enzimas que participan en la glucólisis son transcritas en el citosol. Por

ello, necesitan de una ruta de transporte que las lleve del citosol al glicosoma. Este

tipo de transporte debe de estar mediado por señales de enrutamiento. Existen

dos principales señales de direccionamiento al peroxisoma (PTS) que promueven el

transporte de las enzimas al peroxisoma o glicosoma. Estos peptido señales constan

de tres animo ácidos que se encuentra en posiciones terminales de la secuencia de las

proteínas, los cuales son reconocidos por los receptores de tetraricopeptidos (TPR)

de algún receptor peroximal de importación citosólico. Este es el caso de varias de las

enzimas antes mencionadas, la Triosa Fosfato Isomerasa siendo la más importante de

sus excepciones. La Triosa Fosfato Isomerasa debe de tener otro tipo de señalización

para poder ser importada del citosol al glicosoma. Hasta el momento, no se ha

encontrado algún mecanismo de importación externo para esta enzima, por lo que

se asume que debe poseer algún elemento intrínseco que le permita su transporte

a través de la membrana [10]. Al respecto, se ha identificado un fragmento de 22

aminoacidos (del 140 al 161) en TbTIM, con la capacidad de guiar la misma hasta el

glicosoma, es decir actuar como peptido señal. Esta identificación se logró mediante

experimentos de fraccionamiento celular y estudios inmunofluorescentes [10].
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1.3. La Triosa Fosfato Isomerasa.

La triosa fosfato isomerasa (E.C. 5.3.1.1-TIM) es una enzima glucolítica, la cual

cataliza la interconversión del D-gliceraldehído-3-fosfato (GAP) al dihidroxiacetona

fosfato (DHAP). La TIM se ha encontrado en todo tipo de organismos. Es una enzi-

ma cuya catalisis es controlada por la difusión por lo cual es considerada una enzima

perfecta [11]. La TIM consta de 8 motivos o regiones, los cuales están constituidos

por una hélice α, un loop y una hoja β [12] (Figura 1.4). TbTIM y TcTIM deben

encontrarse en su forma dimérica, para ser activas. El alineamiento topológico de

aminoácidos de ambas proteínas revela una similitud topológica del 92.4% con un

RMSD de 0.96 (Figura 1.4) y el alineamiento de la secuencia revela una identidad de

secuencia del 74% (Figura 1.5). En ambas secuencias hay un total de 65 diferencias.

[13].

(a)

(b)

Figura 1.4: (a) Motivos estructurales de un barril TIM. En color rojo se encuentran

las hélices α, en amarillo las hojas β y en verde la asas. (b) Superposición de las

estructuras cristalinas de TbTIM en verde (código PDB: 2J27) y TcTIM en rojo

(código PDB: 1TCD).



1.3. La Triosa Fosfato Isomerasa. 8

TbTIM       1     -  M S K P Q P I A A A N W K C N G S Q Q S L S E L I D L F N S T S I N H D V Q C V V A S T F V H L A M T K E R L S H P K F V I     62  
TcTIM       1   M A S K P Q P I A A A N W K C N G S E S  L L V P L I E T L N A A T F D H D V Q C V V A P T F L H I P M T K A R L T N P K F Q I     63

r1 r2 r3

TbTIM      63   A A Q N A I A K S G A F T G E V S L P I L K D F G V N W I V L G H S E R R A Y Y G E T N E I V A D K V A A A V A S G F M V I A    125  
TcTIM      64   A A Q N A I T R S G A F T G E V S L Q I L K D Y G I S W V V L G H S E R R L Y Y G E T N E I V A E K V A Q A C A A G F H V I V     126

r4 r5

TbTIM    126   C I G E T L Q E R E S G R T A V V V L T Q I A A I A K K L K K A D W A K V V I A Y E P V W A I G T G K V A T P Q Q A Q E A H     187
TcTIM    127   C V G E T N E E R E A G R T A A V V L T Q L A A V A Q K L S K E A W S R V V I A Y E P V W A I G T G K V A T P Q Q A Q E V H     188  

r6

TbTIM    188   A L I R S W V S S K I G A DV A G E L R I L Y G G S V N G K N A R T L Y Q Q R D V N G F L V G G A S L K P E F V D I I K A T Q     250
TcTIM    189   E L L R R W V R S K L G T D I A A Q L R I L Y G G S V T A K N A R T L Y Q M R D I N G F L V G G A S L K P E F V E I I E A T K     2 5 1

r7 r8

r1 r1r2 r2

r3

r3

r4
r4

r5
r5

r6
r6

r7 r7

r8
r8

Figura 1.5: Representación de las 8 regiones y el alineamiento de las TIMs de T.

cruzi y T. brucei. En la parte superior se encuentra la representación de la TIM

mostrando las diferentes regiones que la constituyen en diferentes colores. En la

parte inferior se encuentra el alineamiento de secuencia y la representación de su

estructura secundaria. En negro se encuentra los aminoácidos que son iguales en las

dos secuencias y en color se encuentran los aminoácidos que son diferentes en la

secuencia [14].
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Utilizando calorimetría diferencial de barrido, se determinó que la desnaturalización

térmica de TcTIM y TbTIM es un proceso irreversible y cinéticamente controlado.

La energía de activación, para el desplegamiento de TcTIM es de 793 kJ/mol y para

TbTIM de 398 kJ/mol. El hecho de que la TcTIM se desnaturalicé con una energía de

activación mucho mayor tiene como consecuencia una velocidad de desnaturalización

varios órdenes de magnitud menor, es decir TcTIM tiene una mayor estabilidad

cinética que TbTIM [15].

1.3.1. Proteínas Químericas

En la mitología clásica una quimera es un monstruo imaginario que vomitaba llamas

y tenía cabeza de león, vientre de cabra y cola de dragón. Así, actualmente una

quimera es aquello que se propone a la imaginación como posible o verdadero, no

siéndolo. Las proteínas quiméricas son generadas a partir de plásmidos generados

sintéticamente que permiten la modificación y/o sustitución de regiones o dominios

completos de una proteína (Fig. 1.6). Las proteínas quiméricas permiten determinar

la función e importancia de las diferentes regiones o dominios de su estructura.[16]

Figura 1.6: Representación de las proteínas químericas.[16]
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Como se mencionó en la sección 1.2, algunas enzimas glucolíticas de los tripa-

nosomátidos son trasladadas y necesitan una ruta para llegar al glicosoma. Existen

dos señales principales topogénicas (PTS) que dirigen las proteínas al peroxisoma o

glicosoma. Estas señales se encuentran en los extremos de la secuencia de la proteína

y son relativamente conservadas entre especies. En el caso de la TIM en los tripano-

somátidos, no se encuentran dichas señales, por lo que se considera la posibilidad de

que se tenga un péptido señal interno. Se identificó una secuencia de aminoácidos,

la cual está relacionada con el importe de la TbTIM al glicosoma, mediante pruebas

de inmunofluorescencia donde se fue siguiendo diferentes fragmentos pertenecientes

a la TbTIM. Dicha secuencia consiste de la región del aminoácido 140 al 161, dichos

aminoácidos pertenecen a la región 5 (ver 1.5) [10].

Por ello, en el presente trabajo se utilizaron dos quimeras de la TIM para que

la diferencia entre TcTIM y TbTIM pueda ser estudiada con detalle. Las quime-

ras empleadas fueron la Q5TbTIM, que es la proteína TcTIM con la región 5 (del

aminoácido 120 al 161) de TbTIM y la Q5TcTIM que es la proteína TbTIM con la

región 5 de TcTIM. Con esto se podría observar el papel que tiene dicha región en

la interacción de membrana-proteína.
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1.4. Calorimetría Diferencial de Barrido

La figura 1.7 muestra esquemáticamnete los elementos principales de un calorímetro

diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés). Consiste de dos celdas, una

para la muestra a analizar y la otra para la disolución de referencia, la cual es

generalmente la disolución amortiguadora en la cual se preparó la muestra. Ambas

celdas se mantienen a una pequeña diferencia de temperatura constante (∆T). La

diferencia de temperatura (∆T) entre la celda de muestra y celda de la referencia

se mantiene constante cuando se hace el barrido de temperatura. La diferencia de

potencial que se aplica a alguna de las celdas para mantener el ∆T constante es la

cantidad que se mide. La diferencia de potencial es directamente proporcional a la

capacidad calorífica entre las muestras en las celdas.

Figura 1.7: Ilustración esquemática de un DSC.
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Cada experimento realizado en el DSC, consiste en tres mediciones; una de la re-

ferencia contra la referencia, la cual es nombrada línea base, otra de la referencia

contra la muestra y la tercera es un nuevo barrido de esta última, para observar

si la transición del estado nativo al desnaturalizado es reversible. Substrayendo la

línea base a la traza obtenida con la muestra nos da la traza calorimétrica debida

únicamente a la muestra. Dicha traza calorimétrica es reproducible para todos los

sistemas si se encuentra la muestra en las mismas condiciones y el equipo bien ca-

librado. Con esta técnica se obtienen dos parámetros calorimétricos: (a) la entalpía

(∆H) asociada a la transición a estudiar y (b) la temperatura en la que ocurre el

máximo de capacidad calorífica (Tm). Además, la cooperatividad de la transición

está asociada al ancho de la señal debida a dicha transición.

Para el estudio de las interacciones entre membranas y proteínas se utilizan los

liposomas, los cuales son modelos de membrana de composición conocida. En este

trabajo se utilizaron liposomas unilamilares del fosfolipido DPPC. En el caso de

muestras con liposomas y proteínas se observan tres transiciones (Figura 1.8), dos

de ellas debidas al liposoma y otra a la proteína.

Figura 1.8: Termograma obtenido del DSC de un sistema típico en este trabajo.

En rojo se encuentra la pre-transición y en azul la transición principal del liposoma.

En verde la transición de la desnaturalización de la proteína.

Las dos transiciones del liposoma son la pre-transición y la transición principal.

La pre-transición es donde coexisten la fase gel (Lβ) y la fase ondulada (Pβ). La
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transición principal es donde coexisten la fase gel y la fase líquida (Lα).

Dichos cambios de fases reflejan cambios del arreglo geométrico y empaquetamiento

de los fosfolípidos. Estas transiciones entre fases son reversibles y características, es

decir, específicas para cada fosfolípido. En los fosfolípidos de la familia fosfatidilcolina

existen 4 fases estables [17]:

Fase laminar ortorrómbica cristalina (fase sub-gel)

Fase laminar ortorrómbica (fase gel)

Fase periódica hexagonal (fase ondulada)

Fase desordenada líquida-cristalina (fase fluida)

Las transiciones de fase del liposoma dependientes de la temperatura son:

Sub-transición (Ts): Es la transición entre la fase sub-gel y la gel. Para poder

observar dicha transición es necesario incubar a bajas temperaturas por varios

días, por lo que no se va considerar en este trabajo. Esta transición está rela-

cionada con el incremento de desorden en la cadena alifática de los fosfolípidos

[18].

Pre-transición (Tp): Es la transición entre la fase gel y la ondulada. Está

relacionada con el cambio en el empaquetamiento de los fosfolípidos, aunque

modelos recientes sugieren que se debe principalmente a un incremento de la

hidratación de la bicapa [19]. La pre-transición depende principalmente de la

naturaleza química de la cabeza polar del fosfolípido. La pre-transición está

presente para la familia de fosfatidilcolinas y fosfatidilgliceroles, pero no está

presente en la familia de fosfatidiletanolaminas y glucolípidos [19].

Transición principal (Tm): Es la transición entre la fase ondulada a la flui-

da. Es causada por el cambio en el orden presente de la membrana a uno

más desordenado (de una fase más ordenada a una menos) y la pérdida de

empaquetamiento de los fosfolípidos.
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La transición de la proteína está asociada al desplegamiento térmico o desnaturali-

zación térmica de la proteína. En caso de la TcTIM y TbTIM, está desnaturalización

térmica, es irreversible. La temperatura máxima de desplegamiento de TbTIM es de

54 ◦C y la de TcTIM es de 58 ◦C, para una velocidad de barrido de 60 ◦C/h [15].

1.5. Interacciones Membrana-Proteína

Las membranas biológicas son cruciales para los seres vivos. Las membranas están

constituidas por lípidos, esteroles, proteínas periféricas e integrales, carbohidratos,

etc. Los lípidos constituyen una barrera hidrofóbica la cual previene el intercambio

arbitrario de elementos que se encuentran de un lado u otro. Realizar estos inter-

cambios es función de las proteínas transmembranales. Regulan el intercambio de

elementos o dirigen el transporte de dichos elementos entre ambos lados de la mem-

brana. La especificidad de las interacciones membrana-proteínas son de importancia

para la integración, actividad y plegamiento de las proteínas integrales, periféricas y

aquellas que en algún momento tengan algún tipo de interacción con la membrana.

Las interacciones membrana-proteína juegan un papel en una gran variedad de pro-

cesos celulares, entre ellos la transducción de señales, transporte intracelular, ca-

tálisis de las enzimas, conversión de energía en la célula, defensa antimicrobiana y

control de fusión de membranas [20–22]. Muchos padecimientos están relacionados

con las interacciones de una membrana con una proteína, tales como la enfermedad

de Parkinson [23], la enfermedad de Alzheimer [24, 25], diabetes tipo II [26], car-

cinoma de tiroides [27], encefalopatías espongiformes [28], poli-neuropatías familiar

[29], amiloidosis sistemática [29], entre otras.

Papahadjopoulos propuso la siguiente clasificación de interacción membrana-proteína

[30] (Figura 1.9):

Tipo 1: Proteínas solubles en agua, las cuales sólo tienen interacciones elec-

trostáticas con la superficie de las membranas,es decir, con las cabezas polares

de los fosfolípidos. Esto involucra una adsorción simple en la superficie de la

membrana.
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Tipo 2: Proteínas solubles en agua, las cuales tienen interacción con las mem-

branas con una combinación de fuerzas electrostáticas e hidrofóbicas, teniendo

interacción primero con las cabezas polares de los fosfolípidos y después con

las cadenas hidrófobas de los mismos. Este tipo de proteínas pueden incorpo-

rase parcialmente en la membrana provocando una disminución del grosor de

la bicapa.

Tipo 3: Proteínas insolubles en agua e intrínsecas a la membrana, que expanden

la capa fosfolipídica e incrementan la permeabilidad de las membranas.

Figura 1.9: Representación de las interacciones proteína/membrana según el tipo

de proteína. Las regiones hidrofóbicas de las proteínas se muestran en colores claros

y las hidrofílicas en colores oscuros [30].

Las transiciones de los liposomas en presencia de proteínas normalmente no sufren un

cambio. Es decir, se conserva la fase en la que se encuentra el liposoma. Únicamente

se da un incremento de interacciones intra e intermoleculares. La cadena hidrofóbica

sufre una expansión lateral y una disminución en el grosor de la bicapa, al igual, se

da un ligero incremento del volumen del liposoma.

Para las proteínas de tipo I, no hay un incremento significativo en su temperatura

de transición (Tm), y sólo existen ligeros cambios de la cooperatividad y su entalpía.

Esto es debido a que sólo se dan interacciones electrostáticas superficiales y no hay un
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cambio significativo en el liposoma. Para las proteínas de tipo II, hay un decremento

en la temperatura de transición (Tm), un incremento en la cooperatividad y un

decremento en su entalpía. Esto es debido a que se produce un cambio estructural

en la proteína al penetrar parcialmente a la membrana. Para las proteínas de tipo III

se tiene un cambio en su temperatura de transición (Tm) y en su cooperatividad, y

se obtiene un cambio significativo de la entalpía. Esto es debido a que su penetración

es mayor en comparación de las proteínas II.



Capítulo 2

Hipótesis y Objetivos

2.1. Hipótesis
Dado que TbTIM y TcTIM son transcritas en el citosol, pero ejercen su función en

el glicosoma, estas proteínas son capaces de atravesar la membrana de su respectivo

glicosoma. Por ello, la hipótesis es que estas proteínas son de tipo II. Además, dado

que la región 5 de la TIM en TbTIM es indispensable para la interacción con el

glicosoma, la quimera Q5TbTIM tendrá una interacción mayor con los liposomas

que la proteína Q5TcTIM.

2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivos Generales

Describir mediante parámetros fisicoquímicos las interacciones entre las TIMs con

sistemas membranales modelo de DPPC; además, caracterizar el comportamiento

de las proteínas frente a un sistema membranal con ergosterol.

2.2.2. Objetivos Particulares

Mediante Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC), describir:

La interacción de las proteínas silvestres y quiméricas con las membranas de

DPPC.

La interacción de las proteínas silvestres con membranas de DPPC y ergosterol.

17
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Materiales y Métodos

3.1. Materiales

El 1-2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina, colesterol (≥ 98%), ergoesterol (≥ 95%),

cloroformo anhídrido (≥ 99%), clorhidrato de etanolamina (TEA, ≥ 99.5%) y el

ácido etildiaminotetraacético (EDTA,≥ 98.5%) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich.

Todos los reactivos fueron usados sin una purificación subsecuente.

3.2. Métodos

3.2.1. Diseño de los genes de las proteínas quiméricas.

Las quimeras generadas fueron la Q5TbTIM (la TIM de T. cruzi con la región 5 de

T, brucei) y Q5TcTIM (la TIM de T. brucei con la región 5 de T. cruzi). Los genes

fueron sintetizados por la compañía Genscript (Piscataway, NJ). Partiendo de las

secuencias de ADN reportadas en la base del Centro Nacional para la Información

Biotecnológica (NCBI) que codifican para TbTIM y TcTIM (códigos: X03921 y

U53867, respectivamente) se diseñaron los genes de dos quimeras con las regiones

5 intercambiadas (aminoácidos 120 al 161). Los genes de las quimeras se clonaron

en plásmido de expresión pET-3a con los sitios de restricción NdeI y BamHI. Cada

gen fue secuenciado y transformado en células BL21(DE3)pLysS (Novagen, Madison

WI).

18
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3.2.2. Sobrexpresión y Purificación de las proteínas

Se realizó la expresión y la purificación de la TIM de T.brucei (TbTIM), T. cruzi

(TcTIM) y las proteínas quiméricas según lo indicado en la referencia [13], en el la-

boratorio del Dr. Ruy Pérez Monfort bajo la supervisión de la Biol. Nallely Cabrera.

(IFC, UNAM). La expresión se realizó en medios de Luria Bertani suplementados

con 100 µg/mL de ampicilina y se incubaron a 37 ◦C. Posteriormente, se indujeron

con isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 0.4 mM y se incubaron de 16 horas a 37 ◦C.

Siguiendo el protocolo de la referencia [13] se purificaron la TcTIM en el buffer de

Lisis, mientras que TbTIM y las quimeras se purificaron con el buffer de Lisis con

NaCl 300 mM. Para la purificación, se utilizó la columna con resina de intercambio

iónico SP-Sepharose (Fast Flow) y la columna empacada con la resina hidrofóbica

Toyopearl 650 M. Las proteínas se concentraron para tener una concentración final

no mayor de 50 mg/mL.

3.2.3. Preparación de Liposomas

Se preparó una disolución buffer de TEA (100 mM) y EDTA (10 mM) a pH =

7.4. Usando un volumen adecuado de esta disolución a 55 ◦C, se añadió un peso

de fosfolípido tal que la disolución final poseyera una concentración mayor a 2 mM.

Esta disolución se extruyó (a 55 ◦C) a través de membranas inertes de policarbonato

de 200 nm de diámetro (Millipore), 15 veces, a fin de obtener vesículas grandes

unilaminares (LUV’s) puras, usando un extrusor Lipex Extruder (British Columbia,

Canadá). Las membranas con ergoesterol fueron preparadas mediante la metodología

conocida como evaporación de fase reversa. Se preparó una disolución 1 mg/mL de

fosfolípido-cloroformo. La disolución resultante se lleva a un rotavapor a 55 ◦C y se

somete a 12 horas de alto vacío, para eliminar cualquier traza de solvente orgánico.

La película seca de fosfolípido se resuspendieron y se hidrataron con la disolución

buffer de TEA y se sometieron a los ciclos de extrusión, tal y como se hizo con las

membranas de DPPC puro.
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3.2.4. Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC)

Las mediciones de DSC se realizaron con un calorímetro diferencial de barrido de

MicroCal VP-DSC (MicroCal, Inc.), con un volumen de celda de 515 µL. Cada

barrido se realizó a una presión aproximada de 55.5 psi y constó de un tiempo

de equilibrado de 30 minutos a 25 ◦C y la velocidad de barrido fue de 60 ◦C/h.

Las muestras de liposomas estaban a una concentración de 0.03 mM en todos los

casos, excepto en la medición de cinética y los liposomas dopados con ergosterol. La

concentración de proteína varió entre 0.03 mM y 2 mM.

3.2.5. Dispersión Dínamica de Luz (DLS)

Se realizaron mediciones de dispersión dinámica de luz (DLS) para las disoluciones

de liposomas empleadas en este trabajo antes de ser usadas en el calorímetro, para

conocer la distribución del tamaño de los liposomas. Se empleó el equipo Zetasizer

µV (Malvern Instruments) cuyo rango de detección es de 0.15-1000 nm de radio, con

un ángulo de 90 ◦. La concentración de liposomas para esta medición fue de 0.02

mM, teniendo 5 conjuntos de 20 mediciones cada una.

3.2.6. Actividad de las TIMs

La actividad enzimática fue determinada indirectamente en la dirección de

gliceraldehido-3-fosfato (GAP) a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) con la reacción de

la α-glicerolfosfato deshidrogenasa (α-GDH) como un ensayo enzimático acoplado.

La reacción iniciaba con la adicción de 5 ng/mL de la enzima a la mezcla de la

celda, que contenía 100 mM TEA, 10 mM EDTA, pH 7.4, 1 mM GAP, 0.2 mM

β-Nicotiamida adenina dinucleótido (NADH) y 5 µg/mL α-GDH. La oxidación del

NADH fue seguida mediante espectrometría a 340 nm con un espectrómetro Cary.50

(Varian, Australia Pt, Ltd). La temperatura del bloque de la celda se mantuvo a 25
◦C, con un baño de temperatura constante.
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Resultados

Utilizando la técnica de DLS (sección 3.2.5) se comprobó que todas las muestras

de liposomas empleadas en las mediciónes calorimétricas tuvieron una distribución

de diámetros homegénea y estrecha (centrada cerca de 200 nM). Así mismo, se

comprobó que todas las proteínas eran catalíticamante competentes empleando el

ensayo descrito en la sección 3.2.6. Todas las trazas calorímetricas se obtuvieron

como se menciona en la sección 3.2.4.

4.1. Interacciones entre liposomas de DPPC y TIMs.

Se sabe que la TIM no cuenta con ninguno de las dos señales de direccionamiento

al peroxisoma (PTSs). En un estudio realizado se identificó un fragmento de 22

aminoácidos (del aminoácido 140 al 161) de dicha proteína donde podría encontrarse

el péptido señal y que tendría la capacidad de dirigir a la proteína para lograr entrar

al glicosoma [10]. El fragmento se encuentra en la región 5 de la proteína, por lo que se

logró expresar las proteínas quiméricas, donde se intercambiaron las regiónes 5. Las

quimeras fueron Q5TbTIM (TcTIM con la región 5 de TbTIM) y Q5TcTIM (TbTIM

con la región 5 de TcTIM). Se obtuvieron las trazas calorimétricas de las proteínas

quiméricas y de las proteínas silvestres en presencia y ausencia de liposomas en una

relación 1/1 proteína/lípido (0.03 mM/0.03 mM) (Figuras 4.1 y 4.2).
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 4.1: Termogramas de las proteínas silvestres y quiméricas en presencia y

ausencia de liposomas en una relación (1/1).(a) Trazas de la TbTIM en presencia

(verde) y ausencia de liposomas (negro), (b) Trazas de la TcTIM en presencia (rojo)

y ausencia de liposomas (negro), (c) Trazas de la Q5TbTIM en presencia (azul) y

ausencia de liposomas (negro); y (d) Trazas de la Q5TcTIM en presencia (naranja)

y ausencia de liposomas (negro).

Para representar los cambios en los parámetros termodinámicos de la proteína en

presencia de liposomas y de los liposomas en presencia de liposomas, se definen las

diferencias en las ecuaciones 4.1, 4.2 y 4.3.
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Donde la diferencia de Tm se define como ∆ Tm (ecuación 4.1), la diferencia de T1/2

se define como ∆ T1/2 (ecuación 4.2) y la diferencia entre ∆ H se compara con el

porcentaje que se define como% ∆ H (ecuación 4.3).

∆Tm = Tmmezcla
− Tmproteina o glicosoma

(4.1)

∆T1/2 = T1/2mezcla
− T1/2proteina o glicosoma

(4.2)

%∆H =
∆Hmezcla − ∆Hproteina o glicosoma

∆Hproteina o glicosoma

∗ 100 % (4.3)

Figura 4.2: La diferencia de los parámetros termodinámicos determinados mediante

el efecto que tienen los liposomas sobre las proteínas y el papel que juega la región

5 a una relación 1/1 (proteína/liposoma). En rojo TcTIM, en verde TbTIM, en azul

Q5TbTIM y en naranja Q5TcTIM.
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En la Figura 4.2, se aprecia que ninguna proteína tiene un cambio significativo

en sus trazas calorimétricas en presencia de liposomas comparando con las trazas

calorimétricas en ausencia de liposomas en la Figura 4.2. Es decir, no hay un cambio

apreciable y significativo en su ∆H, Tm y T1/2. Estos resultados indican que las

proteínas se encuentran en la disolución comportándose como una proteína tipo I,

en la presencia de liposomas de DPPC a una relación 1/1 (proteína/liposoma). Es

decir, la hipótesis de que la TbTIM y la Q5TbTIM podrían ser proteínas tipo II en

su interacción con la membrana modelo es falsa.

4.2. Efecto de la concentración y tiempo en la inter-

acción entre liposomas y proteínas silvestres.

4.2.1. Efecto de la concentración.

Al observar los resultados en la sección 4.1 puede suponerse que la falta de interacción

de los liposomas con las proteínas sea debida a la baja concentración de liposomas.

Por ello, se aumentó la relación proteína/lípido a 1/10, 1/20 y 1/30 con las proteínas

silvestres. En estos experimentos, se aumentó la concentración de los liposomas

a 2 mM y se optó por conservar la concentración de liposomas fija y variar la

concentración de las proteínas para alcanzar las relaciónes mencionadas.

La figura 4.3 muestra que las proteínas silvestres, los termogramas son similares a

las distintas relaciones evaluadas. Esto confirma que la proteína se encuentra en la

disolución comportándose como una proteína tipo I, en la presencia de liposomas de

DPPC a las distintas relaciones de concentración evaluadas.
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Figura 4.3: Efecto de la concentración de liposomas sobre las proteínas silvestres

TcTIM (rojo) y TbTIM (verde) a diferentes relación de proteína / lípido (mol/mol).

4.2.2. Efecto del tiempo de incubación.

Un factor que podría ser importante en los resultados de las figuras 4.2 y 4.3 es

el tiempo de incubación, es decir, el tiempo transcurrido antes de la medición ca-

lorimétrica y durante el cual las proteínas y liposomas ya están en contacto. Por

lo anterior, se planteó estudiar la evolución cinética del sistema proteína-liposoma.

Para este experimento, se eligió como relación proteína/liposoma la relación de 1/30

y 8 diás como tiempo máximo de incubación. Se obtuvieron los termogramas incu-

bando a una temperatura de 25 ◦C a los tiempos de 0 horas, 24 horas (un día), 72

horas (tres días) y 192 horas (8 días). Con los termogramas se obtuvieron los datos

calorimétricos de la transición principal del liposoma y de la transición de la des-

naturalización de las proteínas y se compararon con los parámetros calorimétricos

de los liposomas y proteínas puras de cada sistema para obtener la cinética de la

interacción membrana-proteína.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 4.4: Termogramas a distintos tiempos para el sistema de liposomas de

DPPC con las TIMs (1/30). (a) Transición principal de los liposomas con TcTIM.

(b) Transición de TcTIM en presencia de liposomas. (c) Transición principal de los

liposomas con TbTIM. (d) Transición de TbTIM en presencia de liposomas.
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(a) (b)

Figura 4.5: Cinética de los parámetros calorimétricos del sistema TIM/liposomas

(a) Cinética de los parámetros calorimétricos de TbTIM (verde) y TcTIM (rojo)

sobre los liposomas de DPPC. (b) Cinética de los parámetros calorimétricos de los

liposomas de DPPC sobre TbTIM (verde) y TcTIM (rojo).

Respecto a la Tm y T1/2 no hay un cambio apreciable en ninguno de los sistemas ya

que los cambios observados son menores a 1 grado. Sin embargo, se tiene a la semana

un cambio significativo en la entalpía de la transición de los liposomas en presencia

de TbTIM. Dicho cambio no es apreciable con el sistema de TcTIM con liposomas.

Este cambio puede ser debido a un envejecimiento (floculación) de los liposomas. En

resumen, las proteínas se comportan como tipo I frente a los liposomas de DPPC y

no tienen dependencia con el tiempo de incubación.

Dado que las proteínas TcTIM y TbTIM se comportan como proteínas tipo I, las

interacciones con los liposomas de DPPC son de naturaleza electrostaica. Estas

interacciones ocurren entre la superficie cargada negativamente de los liposomas y

las cargas superficiales en las proteínas. Mediante el servidor H++ se obtuvo el

gráfico de como se va variando la carga total de la proteína respecto al pH, dicho

gráfico se obtuvo a partir de los residuos titulables y que se encuentran cerca de la

superficie de la proteína [31].
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Figura 4.6: Gráfico de la carga total de la proteínas TbTIM (verde) y TcTIM (rojo)

contra el pH, obtenida con el servidor H++.

Se observa que la carga total de la proteína a un pH cercano a 7.4 es mayor para

TbTIM que para TcTIM, por lo que TbTIM debe de tener una mayor interacción

electrostatica con las membranas. A pesar de dicha diferencia no se observan cambios

significativos en las trazas calorimétricas.

4.3. Interacciones de las proteínas con liposomas

con ergosterol.

Se sabe que el glicosoma está compuesto por varios fosfolípidos [4] y esteroles, prin-

cipalmente: colesterol, el cual es obtenido fuera del parásito, y ergosterol, el cual

es sintetizado por el parásito. Se sabe que el erogsterol se encuentra en una ma-

yor cantidad en el glicosoma [32], por lo que es de mayor relevancia biológica para

estos parásitos. Para mimetizar mejor el glicosoma se obtuvieron los termogramas

mediante DSC de los sistemas de liposomas de DPPC dopados con ergosterol (10%

mol/mol) en ausencia y presencia de las proteínas TbTIM y TcTIM. Se optó por

10% del esterol para poder comparar con los termogramas de liposomas con coles-

terol obtenidos en otro trabajo [33], del mismo modo se utilizó una relación 1/10

proteína/lípido.
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En la figura 4.7 se muestran los termogramas de la transición principal de los lipo-

somas dopados con ergosterol, en presencia y ausencia de proteína en una relación

1/10.

(a) (b)

(c) (d)

Figura 4.7: (a) y (b) Transición principal de los liposomas de DPPC con ergosterol

(10% mol/mol) en ausencia (negro) y presencia de las proteínas silvestres (TcTIM

en rojo y TbTIM en verde). (c) y (d) Transición asociada al desplegamiento de

las proteínas silvestres en ausencia (negro) y presencia de liposomas dopados con

ergosterol (TcTIM en rojo y TbTIM en verde).

En la transición principal de los liposomas no se presentan cambios, es decir los
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valores de Tm, ∆H y T1/2 no son diferentes en presencia y ausencia de las proteínas

silvestres como se aprecia en la figura 4.7.

En la figura 4.7 se muestran los termogramas de la transición asociada al desplega-

miento de la proteína en ausencia y presencia de liposomas dopados con ergosterol.

(a) (b)

Figura 4.8: Parámetros termodinámicos para la transición principal de los lipo-

somas de DPPC con ergosterol (cuadrados rellenos) y colesterol (círculos vacíos)

10% mol/mol en presencia de las proteínas silvestres (TbTIM en verde, TcTIM en

rojo) (a). Transición de las proteínas silvestres (TbTIM en verde, TcTIM en rojo)

en presencia de liposomas de DPPC con ergosterol (cuadrados rellenos) y colesterol

(círculos vacíos) 10% mol/mol. Los datos de colesterol se obtuvieron en [33].
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En la figura 4.8, para el caso de ergosterol, se aprecia un cambio en la Tm de la

transición de TbTIM de 1 ◦C, una disminución de su ∆H de 20% y un cambio de

T1/2 de 0.6 ◦C. En cambio con TcTIM, no se aprecia un cambio de la Tm significativo

(<1 ◦C), pero se ve una disminución del 50% del ∆H y un cambio de su T1/2 de

2 ◦C. Este es un indicio de que TcTIM se encuentra parcialmente desplegada en

presencia de los liposomas dopados con ergosterol. Claramente, el ergosterol es muy

relevante para la interacción entre la membrana y la proteína. Respecto al colesterol

se aprecía que se comportan de una forma similar las transiciones de liposomas y

proteínas.



Capítulo 5

Conclusiones y Perspectivas

Conclusiones
Las proteínas silvestres y quimeras empleadas en este trabajo son proteínas

tipo I frente a liposomas de DPPC a las relaciones de concentración proteí-

na/lipido de 1/1, 1/10, 1/20 y 1/30.

Los resultados calorimétricos (DSC) no apoyan las hipótesis planteadas a partir

de la literatura bioquímica respecto a la interacción entre las proteínas con la

membrana del glicosoma.

La interacción de TcTIM con las membranas es favorecida por la presencia de

ergosterol.

Perspectivas
Con los resultados obtenidos de este trabajo se suguieren los siguientes puntos:

El uso de 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC) para la fabricación de

liposomas, ya que este es el fosfolípido principal de los parásitos.

Tratar de mimetizar el glicosoma, generando liposomas con diferetes mezclas

de fosfolípido y esteroles.

El uso del calorímetro de titulación isotérmica (ITC) como herramienta para

el estudio de este sistema.
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