UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FAcuLTAD DE QQUIMICA

ESTUDIO CALORIMETRICO DE LAS
INTERACCIONES ENTRE LAS PROTEINAS TRIOSA
FOSFATO ISOMERASA DE TRYPANOSOMA CRUZI,

TRYPANOSOMA BRUCEI Y DOS DE SUS
QUIMERAS CON LIPOSOMAS DE
DIPALMITOILFOSFATIDILCOLINA.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO
PRESENTA:
AUGUSTO JOSE GONZALEZ NAVEJAS

Ciudad Universitaria, CdMx, 2016



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.



Jurado Asignado

Presidente: Dr. Miguel Antonio Costas Basin

Vocal: Dr. Rogelio Rodriguez Sotres

Secretario: Dr. Ernesto Carrillo Nava

ler. Suplente: Dr. David Turcio Ortega

2do. Suplente: Dr. Salvador Guadalupe Hernandez Vargas

FEste trabajo se realizo bajo

la direccion del Dr. Miguel Antonio Costas Basin
en el Laboratorio de Biofisicoquimica, Departamento de Fisicoquimica

Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de Mézico.

Dr. Miguel Antonio Costas Basin Augusto José Gonzalez Navejas

Asesor Sustentante



Agradecimientos

Primero quisiera agradecer a la Universidad Nacional Auténoma de México por la

formacion académica y personal.

Al igual, agradezco profundamente a la Facultad de Quimica por todo el conoci-

miento transmitido y oportunidades brindadas.

Un particular agradecimiento a uno de mis mayores mentores en mi vida académica,
el Dr. Miguel Antonio Costas Basin, el cual me abri6 las puertas a su laboratorio y
me brindo su confianza, paciencia, conocimiento y apoyo durante mi estancia en el

laboratorio y la realizacion de este trabajo.

Al igual, un agradecimiento a todo el grupo de trabajo que compone el laboratorio
(Jessica, Jorge, Cesar, Lorelei, Miguel Angel, Andrea) por los consejos, sugerencias,

ensenanzas y amistad que me brindaron.

Al Dr. Ruy Perez Monfort y al Dr. Georges Dreyfus por abrirme las puertas de
sus laboratorios para la realizacion de una parte de este trabajo en el Instituto de
Fisiologia Celular. Al Dr. Javier de la Mora por la ayuda brindada, pero sobre todo
a Nallely Cabrera por el apoyo y amistad que me brindo en todo momento, al igual
que al grupo de trabajo del laboratorio 201 Oriente, Selma y Moénica, por la amistad

y ayuda brindada.

Este proyecto se realizé gracias al apoyo econémico brindado por DGAPA-PAPIIT-
UNAM mediante los proyectos IN112813 e IN204616 y al subprograma 127 de la

Facultad de Quimica para la formacién basica en investigacion.

II1



v

A los doctores Carlos Amador y Laura Dominguez por la confianza y ensenanzas.
Al igual, gracias a los chicos del cubiculo, Rodrigo, Cecilia, Dulce, Javier, Alejandro,

por su ayuda, consejos y amistad.

A mis amigos, por la confianza, las anécdotas, la diversion, los consejos, el carino.
Gracias principalmente a Juan Lara, Victor, Monserrath, Arturo, Rodrigo Salas,
Coquet, Alberto, Ivan Cruz, Valeria Cruz, Maria Cano, Beatriz, Israel, Valeria Ran-

gel, Humberto, José Luis, Daniela Rebollar, Maximiliano.

En especial a Raymundo Esquer, Ivan Hernandez, Alejandra Frias y Carolina Brin-

dis que se han convertido en personas indispensables en vida, gracias por todo.

Al igual, quisiera agradecer a dos personas que ya no se encuentran entre noso-

tros, Marfa Arancibia y Jennifer Buenfil, ya que ellas son fuente de mi inspiracion.

A mi familia, a mis padres Augusto José Gonzéilez Canto y Marfa de los Dolo-
res Navejas Barbosa por todo su apoyo, ensenianzas, consejos, reganos, paciencia y
amor que siempre me han demostrado a lo largo de mi vida. Al igual, gracias a mis
hermanas, Martha y Sacnicte, que me han soportado y querido a lo largo de toda

mi vida.

En fin, gracias a todas las personas que han pasado por mi vida, sin ustedes no

hubiera sido posible llegar hasta aqui.

(Gracias... Totales.

Gustavo Ceratti



Abreviaturas y Simbolos

TIM Triosafosfato Isomerasa
T DrUcCet ..o Trypanosoma brucei
T. CTUZL oo Trypanosoma cruzi
TOTIM ... e Triosafosfato Isomerasa de T. bruce:
TcTIM ... Triosafosfato Isomerasa de T. cruzi
QSTHTIM .. .... Triosafosfato Isomerasa de T. cruzi con la region 5 de T. brucei
Q5TcTIM ...... Triosafosfato Isomerasa de T. brucei con la region 5 de T. cruzi
DSC Calorimetria Diferencial de Barrido
DPPC ... 1-2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
T A Trietanolamina
AH Cambio de Entalpia
O o Capacidad Calorifica
Do Temperatura en la que ocurre el mdzimo del C,
Tijg oo Ancho de pico de la transicion calorimétrica
) Fase gel de los liposomas
Pg oo Fase ondulada de los liposomas
P Fase liquida de los liposomas
DLS Dispersion Dinamica de Luz
PE X Biogénesis perorimal
PTS Senales de direccionamiento al peroxisoma
TPR Tetraricopeptidos receptores
GAP D-gliceraldehido-3-fosfato
DHAP .. Dihidroxiacetona fosfato



Indice general

Agradecimientos
Abreviaturas y Simbolos

1. Introduccidén

1.1. La enfermedad de Chagas y la enfermedad del sueno.

1.2. La Glucdlisis en los tripanosomatidos. . . . . . . . .. ... ..
1.3. La Triosa Fosfato Isomerasa. . . . . . .. ... ... ... ...

1.3.1. Proteinas Quimericas . . . . . . . . ... ... ... ..
1.4. Calorimetria Diferencial de Barrido . . . . . . . ... .. ...

1.5. Interacciones Membrana-Proteina . . . . . . . . . . ... ...

2. Hipotesis y Objetivos

2.1. Hipotesis . . . . . . . . .
2.2. Objetivos . . . . .
2.2.1. Objetivos Generales. . . . . . .. ... ... ... ...
2.2.2. Objetivos Particulares . . . . . . . ... ... .. ...

3. Materiales y Métodos

3.1. Materiales . . . . . . ..
3.2. Métodos . . . . . .

3.2.1. Diseno de los genes de las proteinas quiméricas.

3.2.2. Sobrexpresion y Purificacion de las proteinas . . . . . .
3.2.3. Preparacion de Liposomas . . . . . .. ... ... ...

3.2.4. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) . . . . . ..

VI

I1I

11
14

17
17
17
17
17



Indice general VII

3.2.5. Dispersion Dinamica de Luz (DLS) . . ... ... ... .. .. 20

3.2.6. Actividad de las TIMs . . . . . .. ... ... ... ...... 20

4. Resultados 21

4.1. Interacciones entre liposomas de DPPCy TIMs. . . . . . .. ... .. 21
4.2. Efecto de la concentracion y tiempo en la interacciéon entre liposomas

y proteinas silvestres. . . . . . . . . ... 24

4.2.1. Efecto de la concentracion. . . . . .. .. ... L 24

4.2.2. Efecto del tiempo de incubacion. . . . . ... ... ... .. 25

4.3. Interacciones de las proteinas con liposomas con ergosterol. . . . . . . 28

5. Conclusiones y Perspectivas 32



Capitulo 1

Introducciéon

1.1. La enfermedad de Chagas y la enfermedad del
sueno.

La enfermedad de Chagas y la enfermedad del suefio son enfermedades causadas
por parasitos de la familia de los tripanosomatidos. La enfermedad de Chagas es
causada por el parasito Trypanosoma cruzi y la enfermedad del sueno es causada
por el parésito 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 estan
en riesgo de contraer la enfermedad del suefio en 36 paises de Africa, donde 22 de
esos paises son de los menos desarrollados. Por otro lado, se sabe que 18 millones
de personas estan infectadas con la enfermedad de Chagas en Latinoamerica, de las
cuales 5 millones tienen complicaciones intratables, segtin la Organizacion Mundial
de la Salud [1, 2]. La mayoria de las personas afectadas por estas enfermedades se

encuentran en comunidades rurales y en una situacion econémicamente desfavorable.
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Craated with mapchart.net @

Figura 1.1: Mapa de la distribuciéon actual de los parasitos. En rojo T'. cruzt y en

verde T'. bruces.

Estas dos enfermedades parasitarias son incurables y causan alteraciones irreversi-
bles, que en muchos casos terminan en muerte. La enfermedad de Chagas provoca
alteraciones cardiacas (miocardiopatia, paros cardiacos, arritmias), digestivas (aca-
lasia, megacolon) y/o neuroldgicas (encefalitis, neuropsicopatias). La enfermedad
del sueno afecta principalmente al sistema nervioso central, derivando en coma y

posteriormente la muerte.

Los tratamientos empleados para controlar estas enfermedades son altamente toxi-
cos. Por ejemplo, para la enfermedad de Chagas se emplean el benzonidazol y el
nifurtimox y para la enfermedad del sueno se utilizan el melarsoprol y la penta-
midina. Todos estos medicamentos provocan alteraciones desde insuficiencia renal
hasta encefalopatia. Por lo anterior, se buscan farmacos especificos y altamente efec-
tivos en contra de los parasitos con el fin de tratar y eventualmente erradicar dichas
enfermedades. Lograr el desarrollo de tales farmacos, requiere identificar elementos
vitales para la superveniencia de los parasitos en pasos claves de sus ciclos de vida.
El ciclo de vida de ambos parésitos 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 si. Para 7.

brucet, dentro del hospedero se encuentra en su forma de tripomastigote, el cual es
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el estado replicativo para este parasito. La mayor parte de su estadia, los parésitos
se encuentran en el torrente sanguineo, en su etapa de tripomastigoste, en dicho

estado es posible la deteccion.

En la mosca tsetsé En el humano

Los epimastigotes se La mosca tsetse se aimenta de I i i

) astigotes:
multiplican en la glindula la sangre (inyecta A tripomastigotes
salival y se transforman en tripomastigostes metaciclicos) metaciclicos se

tripomastigotes metaciclicos.
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Figura 1.2: Ciclo de vida de ambos parésitos. 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 reproduccion de los parasitos, se da el mayor
gasto energético. La energia es obtenida del metabolismo de los parésitos, donde la
mayoria de los sustratos necesarios para realizar su metabolismo son obtenidos del
hospedero. Las diferencias entre los metabolismo que realizan los tripanosoméatidos
son minimas, donde se destaca que T'. brucei obtiene todo el ATP de la glucdlisis, T.
cruzi puede llegar a obtener parte de su ATP por vias alternas, como el catabolismo
de aminoécidos [3]. En este contexto, una estrategia factible para la supresion o
eliminacion de los parésitos es la inhibicion de su glucélisis, que a continuacion se

describe brevemente.
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1.2. La Glucéblisis en los tripanosomatidos.

La mayor parte de la glucélisis de los tripanosomatidos se lleva a cabo en un orga-
nulo denominado glicosoma, el cual consta de una membrana lipidica compuesta de
varios fosfolipidos, esteroles, proteinas y azticares, entre otras cosas. En el glicosoma
es donde se llevan a cabo las primeras siete reacciones de la glucolisis, 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 glucolisis de los tripanosomas. a) Transporte de
la glucosa al glicosoma. b) Hexoquinasa. ¢) 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 parasito. 1) 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 parasito [3].
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Estudios bioquimicos han demostrado que la hexoquinasa y la fosfofructoquinasa
no son reguladas alostéricamente como sucede en la glucolisis de otros organismos,
por lo que inhibidores de estés proteinas no serviria para detener la glucélisis de los
parésitos [4] . Otros estudios mostraron que la compartamentalizacion de las enzimas
glucoliticas, cumple la funciéon de regulacion enzimética [5| y evita la acumulacion
de intermediarios de la glucolisis que pueden llegar a ser potencialmente toxicos para
los propios parasitos [6]. En otro conjunto de estudios, se logré la supresion de los
genes que codifican para la biogénesis peroximal (PEX) en Trypanosoma brucei, lo

que provoco la muerte del parasito [7-9].

Todas las enzimas que participan en la glucoélisis 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 senales de enrutamiento. Existen
dos principales senales de direccionamiento al peroxisoma (PTS) que promueven el
transporte de las enzimas al peroxisoma o glicosoma. Estos peptido senales constan
de tres animo acidos que se encuentra en posiciones terminales de la secuencia de las
proteinas, los cuales son reconocidos por los receptores de tetraricopeptidos (TPR)
de algtin receptor peroximal de importacion citosolico. Este es el caso de varias de las
enzimas antes mencionadas, la Triosa Fosfato Isomerasa siendo la mas importante de
sus excepciones. La Triosa Fosfato Isomerasa debe de tener otro tipo de senalizacion
para poder ser importada del citosol al glicosoma. Hasta el momento, no se ha
encontrado algiin mecanismo de importaciéon externo para esta enzima, por lo que
se asume que debe poseer algin elemento intrinseco 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 ThTIM, con la capacidad de guiar la misma hasta el
glicosoma, es decir actuar como peptido senal. Esta identificacion se logré 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 glucolitica, la cual
cataliza la interconversion del D-gliceraldehido-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 difusion por lo cual es considerada una enzima
perfecta [11]. La TIM consta de 8 motivos o regiones, los cuales estan constituidos
por una hélice a, un loop y una hoja g [12] (Figura 1.4). TbTIM y TcTIM deben
encontrarse en su forma dimérica, para ser activas. El alineamiento topologico de
aminoacidos de ambas proteinas revela una similitud topologica 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].

(b)

Figura 1.4: (a) Motivos estructurales de un barril TIM. En color rojo se encuentran
las hélices «, en amarillo las hojas § y en verde la asas. (b) Superposicion de las
estructuras cristalinas de ThTIM en verde (codigo PDB: 2J27) y TcTIM en rojo
(codigo PDB: 1TCD,).
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cruzi y T. brucei. En la parte superior se encuentra la representacion 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 representacion de su

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

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

secuencia [14].
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Utilizando calorimetria diferencial de barrido, se determiné que la desnaturalizacion
térmica de TcTIM y ThTIM es un proceso irreversible y cinéticamente controlado.
La energia de activacion, para el desplegamiento de TcTIM es de 793 kJ/mol y para
TbTIM de 398 kJ /mol. El hecho de que la T¢TIM se desnaturalicé con una energia de
activacion mucho mayor tiene como consecuencia una velocidad de desnaturalizacion
varios 6rdenes de magnitud menor, es decir TcTIM tiene una mayor estabilidad

cinética que ThTIM [15].

1.3.1. Proteinas Quimericas

En la mitologia clasica una quimera es un monstruo imaginario que vomitaba llamas
y tenia cabeza de leén, vientre de cabra y cola de dragén. Asi, actualmente una
quimera es aquello que se propone a la imaginacién como posible o verdadero, no
siéndolo. Las proteinas quiméricas son generadas a partir de pldsmidos generados
sintéticamente que permiten la modificacion y/o sustitucion de regiones o dominios
completos de una proteina (Fig. 1.6). Las proteinas quiméricas permiten determinar

la funciéon e importancia de las diferentes regiones o dominios de su estructura.|16]

Figura 1.6: Representacion de las proteinas quimericas.|16]
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Como se mencion6 en la secciéon 1.2, algunas enzimas glucoliticas de los tripa-
nosométidos son trasladadas y necesitan una ruta para llegar al glicosoma. Existen
dos senales principales topogénicas (PTS) que dirigen las proteinas al peroxisoma o
glicosoma. Estas senales se encuentran en los extremos de la secuencia de la proteina
y son relativamente conservadas entre especies. En el caso de la TIM en los tripano-
somatidos, no se encuentran dichas senales, por lo que se considera la posibilidad de
que se tenga un péptido senal interno. Se identific6 una secuencia de aminoacidos,
la cual esté relacionada con el importe de la ThTIM al glicosoma, mediante pruebas
de inmunofluorescencia donde se fue siguiendo diferentes fragmentos pertenecientes
a la TbTIM. Dicha secuencia consiste de la region del aminoécido 140 al 161, dichos
aminoacidos pertenecen a la region 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 ThTIM pueda ser estudiada con detalle. Las quime-
ras empleadas fueron la Q5TbTIM, que es la proteina TcTIM con la region 5 (del
aminoacido 120 al 161) de TbTIM y la Q5TcTIM que es la proteina ThTIM con la
region 5 de TcTIM. Con esto se podria observar el papel que tiene dicha regién en

la interaccion de membrana-proteina.
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1.4. Calorimetria Diferencial de Barrido

La figura 1.7 muestra esquematicamnete los elementos principales de un calorimetro
diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés). Consiste de dos celdas, una
para la muestra a analizar y la otra para la disoluciéon de referencia, la cual es
generalmente la disolucion amortiguadora en la cual se prepar6 la muestra. Ambas
celdas se mantienen a una pequena diferencia de temperatura constante (AT). La
diferencia de temperatura (AT) 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 AT constante es la
cantidad que se mide. La diferencia de potencial es directamente proporcional a la

capacidad calorifica entre las muestras en las celdas.

Chaqueta
térmica Celda Celda
1 de de
muestra referencia

I

AP PP PP PP PP PP
Y I I III

1 1

Calentador Dispositivo  Calentador
Peltier

Figura 1.7: Ilustracion esquematica 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 linea base, otra de la referencia
contra la muestra y la tercera es un nuevo barrido de esta tultima, para observar
si la transicion del estado nativo al desnaturalizado es reversible. Substrayendo la
linea base a la traza obtenida con la muestra nos da la traza calorimétrica debida
Unicamente 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 parametros calorimétricos: (a) la entalpia
(AH) asociada a la transicion a estudiar y (b) la temperatura en la que ocurre el
méximo de capacidad calorifica (T,,). Ademaés, la cooperatividad de la transicion
esta asociada al ancho de la senal debida a dicha transicion.

Para el estudio de las interacciones entre membranas y proteinas se utilizan los
liposomas, los cuales son modelos de membrana de composiciéon conocida. En este
trabajo se utilizaron liposomas unilamilares del fosfolipido DPPC. En el caso de
muestras con liposomas y proteinas se observan tres transiciones (Figura 1.8), dos

de ellas debidas al liposoma y otra a la proteina.

Cp(cal/mol °C)

@*’Vﬁi

NPy ’

Temperatura (°C)

Figura 1.8: Termograma obtenido del DSC de un sistema tipico en este trabajo.
En rojo se encuentra la pre-transicion y en azul la transicién principal del liposoma.

En verde la transiciéon de la desnaturalizacion de la proteina.

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

La pre-transicién es donde coexisten la fase gel (Lg) y la fase ondulada (Ps). La
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transicion principal es donde coexisten la fase gel y la fase liquida (L,).

Dichos cambios de fases reflejan cambios del arreglo geométrico y empaquetamiento

de los fosfolipidos. Estas transiciones entre fases son reversibles y caracteristicas, es

decir, especificas para cada fosfolipido. En los fosfolipidos de la familia fosfatidilcolina

existen 4 fases estables [17]:

Fase laminar ortorrémbica cristalina (fase sub-gel)
Fase laminar ortorrémbica (fase gel)
Fase periodica hexagonal (fase ondulada)

Fase desordenada liquida-cristalina (fase fluida)

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

Sub-transicion (Ty): Es la transicion entre la fase sub-gel y la gel. Para poder
observar dicha transicion es necesario incubar a bajas temperaturas por varios
dias, por lo que no se va considerar en este trabajo. Esta transicion esta rela-
cionada con el incremento de desorden en la cadena alifatica de los fosfolipidos

18].

Pre-transicién (T,): Es la transicion entre la fase gel y la ondulada. Esta
relacionada con el cambio en el empaquetamiento de los fosfolipidos, aunque
modelos recientes sugieren que se debe principalmente a un incremento de la
hidratacion de la bicapa [19]. La pre-transicion depende principalmente de la
naturaleza quimica de la cabeza polar del fosfolipido. La pre-transicion esté
presente para la familia de fosfatidilcolinas y fosfatidilgliceroles, pero no estéa

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

Transicion principal (T,,): Es la transicion entre la fase ondulada a la flui-
da. Es causada por el cambio en el orden presente de la membrana a uno
mas desordenado (de una fase mas ordenada a una menos) y la pérdida de

empaquetamiento de los fosfolipidos.
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La transicion de la proteina esta asociada al desplegamiento térmico o desnaturali-
zacion térmica de la proteina. En caso de la TcTIM y ThbTIM, esta desnaturalizacion
térmica, es irreversible. La temperatura méaxima de desplegamiento de ThTIM 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-Proteina

Las membranas bioldgicas son cruciales para los seres vivos. Las membranas estdn
constituidas por lipidos, esteroles, proteinas periféricas e integrales, carbohidratos,
etc. Los lipidos constituyen una barrera hidrofébica la cual previene el intercambio
arbitrario de elementos que se encuentran de un lado u otro. Realizar estos inter-
cambios es funcién de las proteinas 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-proteinas son de importancia
para la integracion, actividad y plegamiento de las proteinas integrales, periféricas y

aquellas que en algin momento tengan algin tipo de interacciéon con la membrana.

Las interacciones membrana-proteina juegan un papel en una gran variedad de pro-
cesos celulares, entre ellos la transduccion de senales, transporte intracelular, ca-
talisis de las enzimas, conversion de energia en la célula, defensa antimicrobiana y
control de fusion de membranas [20-22|. Muchos padecimientos estan relacionados
con las interacciones de una membrana con una proteina, tales como la enfermedad
de Parkinson [23], la enfermedad de Alzheimer |24, 25|, diabetes tipo II [26], car-
cinoma de tiroides [27], encefalopatias espongiformes [28], poli-neuropatias familiar

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

Papahadjopoulos propuso la siguiente clasificacion de interaccion membrana-proteina

[30] (Figura 1.9):

= Tipo 1: Proteinas solubles en agua, las cuales s6lo tienen interacciones elec-
trostaticas con la superficie de las membranas,es decir, con las cabezas polares
de los fosfolipidos. Esto involucra una adsorciéon simple en la superficie de la

membrana.
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= Tipo 2: Proteinas solubles en agua, las cuales tienen interacciéon con las mem-
branas con una combinaciéon de fuerzas electrostaticas e hidrofébicas, teniendo
interaccion primero con las cabezas polares de los fosfolipidos y después con
las cadenas hidréfobas de los mismos. Este tipo de proteinas pueden incorpo-
rase parcialmente en la membrana provocando una disminucion del grosor de

la bicapa.

» Tipo 3: Proteinas insolubles en agua e intrinsecas a la membrana, que expanden

la capa fosfolipidica e incrementan la permeabilidad de las membranas.

A
el

Figura 1.9: Representacion de las interacciones proteina/membrana segun el tipo

Tipo I

it
Qﬁgg

Tipo III

de proteina. Las regiones hidrofébicas de las proteinas se muestran en colores claros

y las hidrofilicas en colores oscuros [30].

Las transiciones de los liposomas en presencia de proteinas normalmente no sufren un
cambio. Es decir, se conserva la fase en la que se encuentra el liposoma. Unicamente
se da un incremento de interacciones intra e intermoleculares. La cadena hidrofobica
sufre una expansion lateral y una disminucion en el grosor de la bicapa, al igual, se

da un ligero incremento del volumen del liposoma.

Para las proteinas de tipo I, no hay un incremento significativo en su temperatura
de transicion (T,,), y solo existen ligeros cambios de la cooperatividad y su entalpia.

Esto es debido a que s6lo se dan interacciones electrostaticas superficiales y no hay un
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cambio significativo en el liposoma. Para las proteinas de tipo II, hay un decremento
en la temperatura de transicion (T,,), un incremento en la cooperatividad y un
decremento en su entalpia. Esto es debido a que se produce un cambio estructural
en la proteina al penetrar parcialmente a la membrana. Para las proteinas de tipo I1I
se tiene un cambio en su temperatura de transicion (T,,) y en su cooperatividad, y
se obtiene un cambio significativo de la entalpia. Esto es debido a que su penetracion

es mayor en comparacion de las proteinas II.



Capitulo 2

Hipoétesis y Objetivos

2.1. Hipotesis

Dado que ThTIM y Tc¢TIM son transcritas en el citosol, pero ejercen su funcién en
el glicosoma, estas proteinas son capaces de atravesar la membrana de su respectivo
glicosoma. Por ello, la hipotesis es que estas proteinas son de tipo II. Ademas, dado
que la region 5 de la TIM en TbTIM es indispensable para la interacciéon con el
glicosoma, la quimera Q5THTIM tendré una interacciéon mayor con los liposomas

que la proteina Q5TcTIM.

2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivos Generales

Describir mediante parametros fisicoquimicos las interacciones entre las TIMs con
sistemas membranales modelo de DPPC; ademas, caracterizar el comportamiento

de las proteinas frente a un sistema membranal con ergosterol.
2.2.2. Objetivos Particulares

Mediante Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), describir:

= La interaccion de las proteinas silvestres y quiméricas con las membranas de

DPPC.

= Lainteraccion de las proteinas silvestres con membranas de DPPC y ergosterol.

17



Capitulo 3

Materiales y Métodos

3.1. Materiales

El 1-2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina, colesterol (> 98 %), ergoesterol (> 95 %),
cloroformo anhidrido (> 99 %), clorhidrato de etanolamina (TEA, > 99.5%) y el
acido etildiaminotetraacético (EDTA, > 98.5 %) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich.

Todos los reactivos fueron usados sin una purificaciéon subsecuente.

3.2. Meétodos

3.2.1. Diseno de los genes de las proteinas quiméricas.

Las quimeras generadas fueron la Q5TbTIM (la TIM de 7' cruzi con la region 5 de
T, brucei) y Q5TcTIM (la TIM de 7' brucei con la region 5 de T'. cruzi). Los genes
fueron sintetizados por la compania Genscript (Piscataway, NJ). Partiendo de las
secuencias de ADN reportadas en la base del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnologica (NCBI) que codifican para ThTIM y TcTIM (codigos: X03921 y
U53867, respectivamente) se disenaron los genes de dos quimeras con las regiones
5 intercambiadas (aminoacidos 120 al 161). Los genes de las quimeras se clonaron
en plasmido de expresion pET-3a con los sitios de restriccion Ndel y BamHI. Cada
gen fue secuenciado y transformado en células BL21(DE3)pLysS (Novagen, Madison
WI).

18
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3.2.2. Sobrexpresiéon y Purificacion de las proteinas

Se realizo la expresion y la purificacion de la TIM de T.brucei (TbTIM), T'. cruzi
(TcTIM) y las proteinas quiméricas segun lo indicado en la referencia [13], en el la-
boratorio del Dr. Ruy Pérez Monfort bajo la supervision de la Biol. Nallely Cabrera.
(IFC, UNAM). La expresion se realizé en medios de Luria Bertani suplementados
con 100 pg/mL de ampicilina y se incubaron a 37 °C. Posteriormente, se indujeron
con isopropil-g-D-tiogalactopiranésido 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 ThTIM y las quimeras se purificaron con el buffer de Lisis con
NaCl 300 mM. Para la purificacion, se utilizé la columna con resina de intercambio
ionico SP-Sepharose (Fast Flow) y la columna empacada con la resina hidrofobica
Toyopearl 650 M. Las proteinas se concentraron para tener una concentraciéon final

no mayor de 50 mg/mL.

3.2.3. Preparacion de Liposomas

Se prepar6 una disolucion buffer de TEA (100 mM) y EDTA (10 mM) a pH =
7.4. Usando un volumen adecuado de esta disolucion a 55 °C, se anadidé un peso
de fosfolipido tal que la disolucion final poseyera una concentraciéon mayor a 2 mM.
Esta disolucion se extruyo (a 55 °C) a través de membranas inertes de policarbonato
de 200 nm de diametro (Millipore), 15 veces, a fin de obtener vesiculas grandes
unilaminares (LUV’s) puras, usando un extrusor Lipex Extruder (British Columbia,
Canadé). Las membranas con ergoesterol fueron preparadas mediante la metodologia
conocida como evaporacion de fase reversa. Se prepar6 una disoluciéon 1 mg/mL de
fosfolipido-cloroformo. La disoluciéon resultante se lleva a un rotavapor a 55 °C y se
somete a 12 horas de alto vacio, para eliminar cualquier traza de solvente organico.
La pelicula seca de fosfolipido se resuspendieron y se hidrataron con la disolucion
buffer de TEA y se sometieron a los ciclos de extrusion, tal y como se hizo con las

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

Las mediciones de DSC se realizaron con un calorimetro diferencial de barrido de
MicroCal VP-DSC (MicroCal, Inc.), con un volumen de celda de 515 pl. Cada
barrido se realizd6 a una presiéon aproximada de 55.5 psi y consté6 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 concentraciéon de 0.03 mM en todos los
casos, excepto en la medicion de cinética y los liposomas dopados con ergosterol. La

concentracion de proteina varié entre 0.03 mM y 2 mM.

3.2.5. Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

Se realizaron mediciones de dispersion dindmica de luz (DLS) para las disoluciones
de liposomas empleadas en este trabajo antes de ser usadas en el calorimetro, para
conocer la distribucion del tamano de los liposomas. Se empled el equipo Zetasizer
1V (Malvern Instruments) cuyo rango de deteccion es de 0.15-1000 nm de radio, con
un angulo de 90 °. La concentraciéon de liposomas para esta medicion fue de 0.02

mM, teniendo 5 conjuntos de 20 mediciones cada una.

3.2.6. Actividad de las TIMs

La actividad enzimatica fue determinada indirectamente en la direcciéon de

gliceraldehido-3-fosfato (GAP) a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) con la reaccion de
la, a-glicerolfosfato deshidrogenasa (a-GDH) como un ensayo enzimatico acoplado.
La reaccién iniciaba con la adiccion de 5 ng/mL de la enzima a la mezcla de la
celda, que contenia 100 mM TEA, 10 mM EDTA, pH 7.4, 1 mM GAP, 0.2 mM
p-Nicotiamida adenina dinucleotido (NADH) y 5 pg/mL o-GDH. La oxidacion del
NADH fue seguida mediante espectrometria a 340 nm con un espectrometro Cary.50
(Varian, Australia Pt, Ltd). La temperatura del bloque de la celda se mantuvo a 25

°C, con un bano de temperatura constante.



Capitulo 4

Resultados

Utilizando la técnica de DLS (seccion 3.2.5) se comprob6 que todas las muestras
de liposomas empleadas en las mediciénes calorimétricas tuvieron una distribucion
de didmetros homegénea y estrecha (centrada cerca de 200 nM). Asi mismo, se
comprobd que todas las proteinas eran cataliticamante competentes empleando el
ensayo descrito en la seccion 3.2.6. Todas las trazas calorimetricas se obtuvieron

como se menciona en la seccién 3.2.4.

4.1. Interacciones entre liposomas de DPPC y TIMs.

Se sabe que la TIM no cuenta con ninguno de las dos senales de direccionamiento
al peroxisoma (PTSs). En un estudio realizado se identifico un fragmento de 22
aminoacidos (del aminoacido 140 al 161) de dicha proteina donde podria encontrarse
el péptido senal y que tendria la capacidad de dirigir a la proteina para lograr entrar
al glicosoma [10]. El fragmento se encuentra en la region 5 de la proteina, por lo que se
logré expresar las proteinas quiméricas, donde se intercambiaron las regiones 5. Las
quimeras fueron Q5THTIM (Tc¢TIM con la region 5 de ThTIM) y Q5TcTIM (ThTIM
con la region 5 de TcTIM). Se obtuvieron las trazas calorimétricas de las proteinas
quiméricas y de las proteinas silvestres en presencia y ausencia de liposomas en una

relacion 1/1 proteina/lipido (0.03 mM/0.03 mM) (Figuras 4.1 y 4.2).

21
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Figura 4.1: Termogramas de las proteinas silvestres y quiméricas en presencia y
ausencia de liposomas en una relacion (1/1).(a) Trazas de la ThTIM en presencia
(verde) y ausencia de liposomas (negro), (b) Trazas de la TcTIM en presencia (rojo)
y ausencia de liposomas (negro), (¢) Trazas de la QSTbTIM 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 parametros termodinédmicos de la proteina 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 T, se define como A T,, (ecuacion 4.1), la diferencia de T},
se define como A Ty /5 (ecuacion 4.2) y la diferencia entre A H se compara con el

porcentaje que se define como % A H (ecuacion 4.3).

ATm - Tmmezcla - Mproteina o glicosoma (4 1)
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Figura 4.2: La diferencia de los pardmetros termodindmicos determinados mediante
el efecto que tienen los liposomas sobre las proteinas y el papel que juega la region
5 a una relacion 1/1 (proteina/liposoma). En rojo TcTIM, en verde ThTIM, en azul
Q5THTIM y en naranja Q5TcTIM.



4.2. Efecto de la concentraciéon y tiempo en la interaccion entre
liposomas y proteinas silvestres. 24

En la Figura 4.2, se aprecia que ninguna proteina 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 AH, T,, y Ti/. Estos resultados indican que las
proteinas se encuentran en la disoluciéon comportandose como una proteina tipo I,
en la presencia de liposomas de DPPC a una relacion 1/1 (proteina/liposoma). Es
decir, la hipotesis de que la TbTIM y la Q5TbTIM podrian ser proteinas tipo Il en

su interacciéon con la membrana modelo es falsa.

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

accion entre liposomas y proteinas silvestres.

4.2.1. FEfecto de la concentracion.

Al observar los resultados en la seccion 4.1 puede suponerse que la falta de interacciéon
de los liposomas con las proteinas sea debida a la baja concentracion de liposomas.
Por ello, se aumento la relacion proteina/lipido a 1/10, 1/20 y 1/30 con las proteinas
silvestres. En estos experimentos, se aumentd la concentracion de los liposomas
a 2 mM y se optdé por conservar la concentracion de liposomas fija y variar la
concentracion de las proteinas para alcanzar las relaciéones mencionadas.

La figura 4.3 muestra que las proteinas silvestres, los termogramas son similares a
las distintas relaciones evaluadas. Esto confirma que la proteina se encuentra en la
disolucion comportédndose como una proteina tipo I, en la presencia de liposomas de

DPPC a las distintas relaciones de concentraciéon evaluadas.
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Figura 4.3: Efecto de la concentracion de liposomas sobre las proteinas silvestres

TcTIM (rojo) y ThTIM (verde) a diferentes relacion de proteina / lipido (mol/mol).

4.2.2. Efecto del tiempo de incubacién.

Un factor que podria ser importante en los resultados de las figuras 4.2 y 4.3 es
el tiempo de incubacién, es decir, el tiempo transcurrido antes de la medicién ca-
lorimétrica y durante el cual las proteinas y liposomas ya estdn en contacto. Por
lo anterior, se plante6 estudiar la evolucion cinética del sistema proteina-liposoma.
Para este experimento, se eligié como relacion proteina/liposoma la relacion de 1,/30
y 8 didas como tiempo méximo de incubacién. Se obtuvieron los termogramas incu-
bando a una temperatura de 25 °C a los tiempos de 0 horas, 24 horas (un dia), 72
horas (tres dias) y 192 horas (8 dias). Con los termogramas se obtuvieron los datos
calorimétricos de la transiciéon principal del liposoma y de la transicion de la des-
naturalizacion de las proteinas y se compararon con los parametros calorimétricos
de los liposomas y proteinas puras de cada sistema para obtener la cinética de la

interacciéon membrana-proteina.
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Figura 4.4: Termogramas a distintos tiempos para el sistema de liposomas de
DPPC con las TIMs (1/30). (a) Transicion principal de los liposomas con TcTIM.
(b) Transicion de Tc¢TIM en presencia de liposomas. (c¢) Transicién principal de los

liposomas con ThTIM. (d) Transiciéon de ThTIM en presencia de liposomas.
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Figura 4.5: Cinética de los parametros calorimétricos del sistema TIM /liposomas
(a) Cinética de los pardametros calorimétricos de ThTIM (verde) y Tc¢TIM (rojo)
sobre los liposomas de DPPC. (b) Cinética de los parametros calorimétricos de los

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

Respecto a la T, y T/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 entalpia de la transicion de los liposomas en presencia
de THTIM. Dicho cambio no es apreciable con el sistema de TcTIM con liposomas.
Este cambio puede ser debido a un envejecimiento (floculacion) de los liposomas. En
resumen, las proteinas se comportan como tipo I frente a los liposomas de DPPC y
no tienen dependencia con el tiempo de incubacion.

Dado que las proteinas TcTIM y ThTIM se comportan como proteinas 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 proteinas. Mediante el servidor H++ se obtuvo el
grafico de como se va variando la carga total de la proteina respecto al pH, dicho
grafico se obtuvo a partir de los residuos titulables y que se encuentran cerca de la

superficie de la proteina [31].
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Figura 4.6: Grafico de la carga total de la proteinas TbTIM (verde) y TcTIM (rojo)

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

Se observa que la carga total de la proteina a un pH cercano a 7.4 es mayor para
THTIM que para Tc¢TIM, por lo que ThTIM debe de tener una mayor interaccion
electrostatica con las membranas. A pesar de dicha diferencia no se observan cambios

significativos en las trazas calorimétricas.

4.3. Interacciones de las proteinas con liposomas
con ergosterol.

Se sabe que el glicosoma esta compuesto por varios fosfolipidos [4] y esteroles, prin-
cipalmente: colesterol, el cual es obtenido fuera del parasito, y ergosterol, el cual
es sintetizado por el parasito. Se sabe que el erogsterol se encuentra en una ma-
yor cantidad en el glicosoma [32], por lo que es de mayor relevancia bioldgica para
estos parasitos. 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 proteinas ThTIM y Tc¢TIM. Se opt6 por
10 % del esterol para poder comparar con los termogramas de liposomas con coles-
terol obtenidos en otro trabajo [33], del mismo modo se utilizé una relacion 1,/10

proteina/lipido.
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En la figura 4.7 se muestran los termogramas de la transiciéon principal de los lipo-
somas dopados con ergosterol, en presencia y ausencia de proteina en una relaciéon

1/10.
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Figura 4.7: (a) y (b) Transicion principal de los liposomas de DPPC con ergosterol
(10 % mol/mol) en ausencia (negro) y presencia de las proteinas silvestres (TcTIM
en rojo y ThTIM en verde). (¢) y (d) Transicion asociada al desplegamiento de
las proteinas silvestres en ausencia (negro) y presencia de liposomas dopados con

ergosterol (T¢TIM en rojo y ThTIM en verde).

En la transicion principal de los liposomas no se presentan cambios, es decir los
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valores de T,,, AH y T2 no son diferentes en presencia y ausencia de las proteinas

silvestres como se aprecia en la figura 4.7.

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

miento de la proteina en ausencia y presencia de liposomas dopados con ergosterol.
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Figura 4.8: Parametros termodindmicos para la transicién principal de los lipo-
somas de DPPC con ergosterol (cuadrados rellenos) y colesterol (circulos vacios)
10 % mol/mol en presencia de las proteinas silvestres (TbTIM en verde, TcTIM en
rojo) (a). Transicion de las proteinas silvestres (TbTIM en verde, TcTIM en rojo)
en presencia de liposomas de DPPC con ergosterol (cuadrados rellenos) y colesterol

(circulos vacios) 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 T,, de la
transicion de ThTIM de 1 °C, una disminucién de su AH de 20% y un cambio de
T2 de 0.6 °C. En cambio con TcTIM, no se aprecia un cambio de la T, significativo
(<1 °C), pero se ve una disminucion del 50 % del AH y un cambio de su Ty, de
2 °C. Este es un indicio de que Tc¢TIM se encuentra parcialmente desplegada en
presencia de los liposomas dopados con ergosterol. Claramente, el ergosterol es muy
relevante para la interaccion entre la membrana y la proteina. Respecto al colesterol
se aprecia que se comportan de una forma similar las transiciones de liposomas y

proteinas.



Capitulo 5

Conclusiones y Perspectivas

Conclusiones

= Las proteinas silvestres y quimeras empleadas en este trabajo son proteinas
tipo I frente a liposomas de DPPC a las relaciones de concentracion protei-

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

» Los resultados calorimétricos (DSC) no apoyan las hipotesis planteadas a partir
de la literatura bioquimica respecto a la interaccion entre las proteinas con la

membrana del glicosoma.

= La interaccion 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 fabricacion de

liposomas, ya que este es el fosfolipido principal de los parasitos.

= Tratar de mimetizar el glicosoma, generando liposomas con diferetes mezclas

de fosfolipido y esteroles.

» El uso del calorimetro de titulaciéon isotérmica (ITC) como herramienta para

el estudio de este sistema.
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