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RESUMEN

A nivel mundial las pérdidas de produccién de cereales como el trigo, son una problemética que
representan un grave impacto econémico. Las principales causas de éstas pérdidas se deben
principalmente a deficientes practicas de cosechado y almacenamiento, las cuales promueven

la proliferacion de plagas como lo es Tribolium castaneum.

El estudio estructural de enzimas que participan en la glucdlisis, como la Triosafosfato
isomerasa (TIM), puede ayudar a implementar nuevas estrategias para disefiar inhibidores de
control de plagas. De tal manera que el objetivo general del presente trabajo consistié en la
sobreexpresion y purificacion de la triosafosfato isomerasa recombinante de Tribolium

castaneum, lo que permitira realizar una futura caracterizacion enziméatica.

La metodologia consistié en sobreexpresar la proteina recombinante mediante un sistema
de expresion bacteriano, para lo cual previamente se realiz6 la introduccion del plasmido pJ414
de DNA 2.0 ®, con la secuencia génica que codifica a la enzima, en la cepa bacteriana de E.
coli BL21 Gold. Los factores que se tuvieron en cuenta fueron: el medio de crecimiento, el
numero de bacterias antes de inducir la sobreexpresion, la concentracion del inductor y tiempo

de induccion.

La enzima se logré purificar mediante una cromatografia de afinidad de metales quelantes
inmovilizados segun lo revel6 el analisis por electroforésis SDS-PAGE y su actividad enzimatica
especifica fue determinada mediante un mecanismo de accion acoplado utilizando como

enzima acoplada la a-glicerofosfato deshidrogenasa.

Por otra parte se realizaron pruebas preliminares de calorimetria de titulacién isotérmica
para determinar los pardmetros cinéticos de la enzima en donde se observé un alto calor de

dilucion por lo que es necesario redisefiar el experimento para su optimizacion.



Finalmente se realiz6 un modelado tridimensional in silico en base a la estructura
experimental de la triosafosfato isomerasa de Tenebrio molitor obteniendo una estructura
confiable debido al alto grado de identidad que presenta con respecto a T. castaneum.

Los resultados obtenidos pueden ser una herramienta Util para posteriormente llevar a
cabo una caracterizacion enzimatica completa que ayude a conocer los detalles del mecanismo
catalitico de la triosafosfato isomerasa de Tribolium castaneum. Esto puede proporcionar
informacién referente a la capacidad de adaptacion que poseen las plagas con la que en un
futuro se podrian desarrollar nuevos métodos especificos de control de plagas que no generen
resistencia y promuevan el desarrollo sustentable en la produccion de cereales.



OBJETIVOS

Objetivo General

Sobreexpresar y purificar la triosafosfato isomerasa recombinante de Tribolium castaneum.

Objetivos Particulares

= Sobreexpresar heterélogamente en E. coli la TIMtc.

= Purificar la TIMtc mediante cromatografia de afinidad de metales quelantes

inmovilizados.

= Determinar la actividad enzimatica especifica de la TIMtc mediante un ensayo
enzimatico acoplado utilizando a-glicerosfato deshidrogenasa como enzima acoplada.

= Realizar un modelado tridimensional de la TIMtc e identificar las regiones y aminoacidos

importantes para su actividad.

Xl



INTRODUCCION

Los cereales son parte fundamental de la alimentacion de miles de personas en el mundo, ya
que éstos son ricos en nutrientes esenciales y son la base de muchos alimentos que
consumimos a diario. Uno de los cereales mas cultivados es el trigo, el cual es transformado en
harina y a partir de ahi se elaboran una gran variedad de productos. Sin embargo, anualmente
se pierden miles de toneladas de produccion debido principalmente a deficientes préacticas de
cosechado y almacenamiento. Las deficiencias de almacenamiento del trigo promueven la
proliferaciébn de plagas las cuales representan un grave impacto econémico (Franco y col.,
2002).

Una de las principales plagas del trigo almacenado en el mundo es Tribolium
castaneum, la cual confiere un olor desagradable y un mal aspecto a las harinas y deprecia su
valor debido a la presencia de excrementos, exuvios y restos de cadaveres. Para contrarrestar
los efectos y disminuir las poblaciones de plagas se emplean métodos de control en donde el

uso de pesticidas es de los mas implementados (Garcia y col., 2007).

Pese a que los tratamientos con insecticidas y fumigantes se han llevado a cabo de
manera indiscriminada a lo largo de los afios, se han generado graves problemas como
contaminacién ambiental, aparicion de nuevas plagas y un aumento creciente en la resistencia
de los insectos a plaguicidas dado a que éstos poseen una gran capacidad enzimatica y se

adaptan rapidamente a condiciones adversas.

Pese a la repercusién econ6mica que representan las plagas de insectos en la
agricultura y como sucede con otros insectos, existe muy poca informacion genética y
protedmica relacionada con estos organismos, sin embargo, T. castaneum ha sido el primer
coledptero del cual se ha obtenido su genoma, debido a su gran importancia en la agricultura
ademas de ser considerado como un modelo genético avanzado de insectos (Morris y col.,
2009; Richards y col., 2008).



El estudio estructural de enzimas que estan relacionadas con la glucodlisis en los
insectos, como la Triosafosfato isomerasa (TIM) puede ayudar a implementar nuevas
estrategias para disefiar inhibidores de control de plagas. Esta enzima realiza la interconversion
de Dihidroxiacetona fosfato a Gliceraldehido-3-fosfato, que son el producto de la enzima
aldolasa de la glucdlisis.

La TIM juega un papel importante en la glucdlisis y es esencial para la produccion
eficiente de energia. Se ha determinado que un mal funcionamiento de esta enzima incide
directamente en el desarrollo de organismos tales como insectos, mamiferos, asi como en

hongos, plantas y bacterias (Knowles, 1991; Roland y col., 2013).

Los avances tecnoldgicos y cientificos de los ultimos afios han permitido el desarrollo de
técnicas biomoleculares de manipulacién de ADN que hacen posible la sobreexpresion de
proteinas recombinantes, lo cual ofrece la ventaja de producir de manera relativamente facil y
rapida grandes cantidades de una proteina de interés que es dificil obtener de su fuente natural.
Todo esto funge como una herramienta disponible para numerosas aplicaciones, como la

caracterizacion de enzimas.

La caracterizacion bioquimica de la TIM de T. castaneum (TIMtc) aportard conocimiento
especifico de una enzima importante para el catabolismo de carbohidratos de uno de los mas
importantes insectos que infestan a los cereales, asi como el potencial de desarrollar
inhibidores especificos para el control de plagas, y a su vez contribuir con el desarrollo

sustentable ayudando a disminuir la contaminacion ambiental generada por pesticidas.



ANTECEDENTES

Importancia de los Cereales

Los cereales se han constituido como la base de la alimentacién en muchos pueblos y culturas
del mundo, gracias a su facilidad de cultivo, preparacién y sus principales propiedades
nutricionales que aportan nutrientes esenciales para nuestra dieta diaria. El trigo, el arroz y el
maiz son los cereales de mayor importancia econémica, pero hay otros, como el centeno, la
cebada y el mijo, que sirven de alimento a millones de personas, especialmente en Europa.
Asia y Africa.

La importancia de los cereales radica en que contienen nutrientes en forma concentrada,
son faciles de almacenar y transportar, se conservan por mucho tiempo, y tienen numerosas

aplicaciones como materia prima o como producto elaborado (CANIMOLT, 2007).

En la alimentacion humana se emplean los cereales de diversas maneras para la
elaboracion una gran variedad de productos. Algunos son destinados en grandes cantidades a
la alimentacién del ganado, por lo cual, contribuyen indirectamente a la provisiébn de carne y

grasas.

Trigo

El trigo es una planta graminea con espigas de cuyos granos molidos se saca la harina. La
forma del grano de trigo es ovalada con extremos redondeados, en uno de ellos sobresale el
germen y en el otro hay un mechoén de pelos finos. La altura de la planta varia entre treinta y
150 centimetros y cada planta tiene de cuatro a seis hojas. El trigo se cultiva de manera
satisfactoria en climas sub-tropicales, moderadamente templados y moderadamente frios
(SAGARPA, 2014).



El trigo se puede clasificar de acuerdo a las diferentes caracteristicas que presenta.
Algunas estan relacionadas con su forma de fraccionarse en la molturacion y otras relacionadas
con las propiedades de la harina y su conveniencia para la elaboracion de diferentes productos.
De esta manera, se pueden mencionar distintas variedades de trigo como aestivum (harinero),
araraticum, boeoticum (escafia silvestre), compactum, dicoccoides (escanda), dicoccum (farro),
durum, monococcum (escafa cultivada), polonicum (polaco), spelta (espelta), entre otros (Kent,
1975).

Los trigos mas importantes para el comercio son el Triticum durum (utilizado
principalmente para pastas y sémola), el Triticum aestivum (utilizado para elaborar pan) y el
Triticum compactum (se utiliza para hacer galletas).

Produccion de Trigo

El Trigo es uno de los tres cereales mas ampliamente producidos globalmente, junto al maiz y
el arroz. Generalmente es transformado en harina, y ésta es destinada a la elaboracion de pan,

galletas, pasteles, tortillas y pastas principalmente.

Segun las proyecciones de la FAO, la produccién mundial de trigo aumentara a un ritmo
mas rapido durante los préximos afios; mas acelerado que el presentado en el periodo de la
década de los 90, ésto sostenido por un decidido impulso registrado en los paises en transiciéon
y por un crecimiento mas rapido en los principales paises productores de trigo de América
Latina y el Caribe (FAO, 2004).

La produccion mundial anual de trigo en el 2012 alcanzé mas de las 670 millones de
toneladas, siendo China, India y Estados Unidos los principales productores, produciendo en
conjunto poco mas de 273 millones de toneladas de trigo, lo que representa alrededor del 40 %
de la produccion total mundial (FAOSTAT, 2012).
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Figura 1. Principales productores de trigo a nivel mundial. Fuente: FAOSTAT 2012.



En México la produccion nacional no es suficiente para cubrir las necesidades de todos
los mexicanos por lo que se tiene que importar de otros paises. Por su cercania y por los costos
de transportacion, la gran mayoria del trigo que llega a México es proveniente de Estados

Unidos quien es el mayor exportador a nivel mundial.

En el periodo de 2001 — 2012 la produccion promedio de trigo en México fue de poco
més de 3 millones de toneladas en promedio, mientras que en Estados Unidos se produjeron
63.8 millones de toneladas en promedio. La produccién en el 2012 fue de 3.2 millones de
toneladas, que con respecto al afio inicial comparado se mantuvo estable (SAGARPA, 2012).
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Figura 2. Produccion de trigo en México comparada con Estados Unidos (en millones de
toneladas). Fuente: SAGARPA 2012.



Las variedades de trigo que mas se producen en México son el trigo suave y el trigo
cristalino las cuales aportan aproximadamente el 95% de la produccion total, mientras que el
5% restante pertenecen a las variedades de trigo fuerte y trigo medio fuerte. De las poco mas
de 3 millones de toneladas que se producen a nivel nacional, el estado de Sonora produce
alrededor del 55%, siendo asi el principal productor en México, seguido de Baja California vy
Guanajuato. (SAGARPA, 2012).
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Figura 3. Principales estados productores de trigo. Fuente: SAGARPA 2012.



Pérdidas en la Produccion de Cereales

Los cereales son el alimento basico de millones de personas en los paises en desarrollo, por
ello es importante mantener su calidad y su valor a lo largo de la cadena de suministro, para

garantizar que los consumidores tengan acceso a alimentos inocuos y nutritivos.

Una cantidad considerable de los cultivos alimentarios producidos en los paises en
desarrollo se pierden debido a multiples causas, de las cuales una de las principales son las
practicas deficientes de almacenamiento, que permiten la incursién de plagas como insectos y
roedores, y la contaminacién por micotoxinas. Los cultivos también pierden valor por dafios
producidos por el uso de herramientas inadecuadas, manipulacion incorrecta y derrames

durante la cosecha, la carga, el embalaje y el transporte (FAO, 2015).

Las pérdidas en el manejo y procesamiento de los alimentos contribuyen a elevar los
costos de produccion al retirar del mercado una parte del suministro. También repercuten en la
degradacion del medio ambiente y el cambio climéatico ya que se utilizan la tierra, el agua, la
mano de obra y recursos no renovables, como los fertilizantes y la energia, para producir,

elaborar, manipular y transportar alimentos que al final nadie consume (FAO, 2015).

Estimaciones de la FAO, que se han mantenido como tendencia a través de los afios,
indican que existen pérdidas de entre el 10-15 % de la produccién de cereales en paises
desarrollados, mientras que en regiones como Africa y América Latina se puede alcanzar hasta
el 50% con respecto a lo cosechado. Entre las principales causas de éstas pérdidas se
encuentran los deficientes sistemas de cosechado y almacenamiento que son aprovechados

por las plagas para su proliferacién (FAO, 1999).



Tabla 1. Tendencias en produccion real y pérdidas estimadas en la produccién de cereales

Pérdidas ocasionadas por (En miles de millones de US$)

Produccion Agentes

Regidn Real Pat6genos Insectos Maleza Total
Africa 13,3 4.1 4.4 4.3 12,8
Ameérica
del Norte 50,5 7,1 7,5 8,4 22,9
America 30,7 71 76 7.0 21,7
Latina
Asia 162,9 43,8 57,6 43,8 145,2
Europa 42,6 5,8 6,1 49 16,8
Antigua
Union 31,9. 8,2 7,0 6,7 22,1
Soviética
Oceania 3,3 0,8 0,6 0,5 1,9

Fuente: Oerke, E. C., Dehne, H. W., Schonbeck, F., & Weber, A. (1995). Crop production
and crop protection: estimated losses in major food and cash crops. Elsevier.

Plaga Agricola

Una plaga agricola es una poblacién organismos fitéfagos que disminuye la produccién del
cultivo, reduce el valor de la cosecha o incrementa sus costos de produccion. Se trata de un
criterio esencialmente econémico. El concepto de plaga agricola implica reduccién en el valor o
en el beneficio econémico que se obtiene de la cosecha; puede tratarse de reducciones en
cantidad de la cosecha, en la calidad del producto, o en el incremento de los costos de
produccién. Se entiende por pérdida de calidad el deterioro en la presentacién o aspecto del
producto cosechado, o la disminucién de su valor nutritivo u otra cualidad que influya en el uso

del producto y baje su valor unitario (Cisneros, 1995).

Cuando la reduccion de la cosecha se produce en grandes extensiones, la escasez del
producto suele traer consigo el incremento de su precio en el mercado; en esas condiciones
puede suceder que la disminucién de la cosecha no necesariamente represente una pérdida

econdmica para los productores.



Plagas de Insectos

Las estimaciones de las pérdidas de la produccién de cereales por plagas de insectos varian
mucho segun el producto, la localidad y las practicas de almacenamiento. Para los cereales
almacenados en condiciones estandares puede esperarse una pérdida de entre el 10 y el 30%
de la produccién total durante una temporada de almacenamiento. (FAO, 1985). Estas plagas

se clasifican en dos grupos: primarias y secundarias.

Las plagas primarias son los insectos que mayor dafio causan al grano almacenado, ya
gue son capaces de iniciar el ataque al grano rompiendo la semilla. Estos insectos infestan al
grano porque éste les proporciona el lugar apropiado para que vivan y se multipliquen ya que
contiene el alimento, el aire, la humedad y el calor que necesitan para desarrollarse. Algunos
insectos tales como los gorgojos de arroz (Sitophilus oryzae L.), maiz (Sitophilus zeamais M.) y
trigo (Sitophilus granarius L.), la palomilla dorada (Sitotroga cerealella O.), el barrenador
(Prostephanus truncatus H.) y el barrenillo de los granos (Ryzophertha dominica F.) son

ejemplos de éste tipo de plagas (Garcia y col., 2007).

Dentro de los insectos del grupo de las plagas secundarias se encuentran aquellos que
se presentan en el grano almacenado una vez que los insectos primarios han atacado, o bien
cuando el grano ha tenido practicas deficientes de manejo o almacenamiento. Generalmente se
alimentan de la harina y de los granos rotos y perforados. El gorgojo confuso de la harinas
(Tribolium confusum), el gorgojo castafio de la harina (Tribolium castaneum H.), y el gorgojo
plano de los granos (Cryptolestes pusillus) son ejemplos caracteristicos de este tipo de plagas
(Gonzalez, 1995).

Métodos de Control de Plagas Agricolas de Insectos

Los métodos de control de plagas pueden definirse como el conjunto de practicas y/o técnicas
que tienen como objetivo fundamental disminuir la densidad de poblacién de una plaga debajo
del nivel en el cual comienza a causar perjuicio econémico. Actualmente, se tiende a utilizar el
control integral de plagas, que consiste en la combinaciébn de métodos mecanicos, fisicos,
biol6égicos y quimicos principalmente, alcanzando una mayor eficacia con un menor impacto

ambiental y coste econémico (Cisneros, 1995).
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El método de control quimico es el mas implementado en los cultivos agricolas para el
control de las plagas de insectos, el cual consiste en la represion de sus poblaciones o la
prevenciéon de su desarrollo mediante el uso de substancias quimicas. Los compuestos
quimicos que se utilizan en la proteccién de los cultivos reciben el nombre genérico de

pesticidas o plaguicidas y en el caso para insectos, insecticidas (Cisneros, 1995).

Debido a su gran eficacia los tratamientos con insecticidas para el control de plagas se
han utilizado de manera indiscriminada a lo largo de los afios. Esto ha generado diversas
problematicas como contaminacion ambiental, aparicion de nuevas plagas que se consideraban
secundarias y un aumento creciente en la resistencia de los insectos a los diversos insecticidas
y fumigantes dado a que éstos cuentan con diversas enzimas digestivas, como proteasas y
amilasas, que les permite adaptarse a diferentes fuentes alimenticias y proliferar facilmente
debido a la tolerancia que presentan a inhibidores que se encuentran de manera natural en los

cereales (Cinco y col., 2006; Cinco y col., 2008; Zufiga, 1985).

Tribolium castaneum

Perteneciente a la familia Tenebrionidae, Tribolium castaneum es una de las principales plagas
de harinas de cereales y alimentos almacenados en el mundo. El insecto adulto es delgado y
mide de 3 a 4 mm de largo; es de color que va de rojizo castafio a marrén negruzco. Se le
identifica por los ultimos tres segmentos antenales, que son proporcionalmente mas anchos y
mejor definidos que los anteriores. Las larvas son alargadas, de color blanco cremoso hasta

tornarse amarillo marrén, y generalmente miden de 5 a 6 mm de longitud. (Garcia, 2007)

Es dificil detectar los huevos de este insecto ya que son depositados de manera aislada
en los granos. La hembra pone un promedio de 350 a 400 huevos durante mas de un afio. El
desarrollo total tarda de siete semanas a tres meses. La larva se transforma en pupa dentro del

producto infestado. El adulto puede volar y vivir mas de tres afios.

Suele considerarse una plaga secundaria y se asocia con la presencia de plagas
primarias. Confiere un olor desagradable a las harinas y un aspecto grisaceo y deprecian el

producto por la presencia de excrementos, exuvios y restos de cadaveres.
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Figura 4. Tribolium castaneum. Fuente: Coleoptera pictures by heath blackmon.
http://coleoguy.blogspot.mx/p/coleoptera-pictures.htmi

Pese a la repercusién econdmica que representan las plagas de insectos en la
agricultura y como sucede con otros insectos, existe muy poca informacién genética y
protedmica relacionada con estos organismos. Sin embargo, T. castaneum ha sido el primer
cole6ptero del cual se ha obtenido su genoma, debido a su gran importancia en la agricultura
ademas de ser considerado como un modelo genético avanzado de insectos. Morris y col.,
2009; Richards y col., 2008).

Almidén

Los carbohidratos son el principal componente de los cereales, en el estan presentes almidén
(en mayor proporcion), celulosa, hemicelulosa, pentosanos y dextrinas. En el trigo, el almidén
es el carbohidrato mas importante constituyendo aproximadamente el 64% de la materia seca
del grano completo y 70% de su endospermo. Este se compone de dos polisacaridos: la
amilosa y la amilopectina. La amilosa que conforma el 25-27% del almid6n, es un polimero
lineal formado por cadenas largas sin ramificar de residuos de D-glucosa que estan unidos por

enlaces glucosidicos a 1-4.

12


http://coleoguy.blogspot.mx/p/coleoptera-pictures.html

La amilopectina es el componente mayoritario del almidon, este se encuentra en una
proporcion del 73-75% y es un polimero ramificado que contiene enlaces glucosidicos al-a y
al-6. Los puntos de ramificacion al-6 pueden producirse cada 20-25 residuos de glucosa e
impiden la formacion de una hélice. El numero de unidades de glucosa en la amilopectina
puede variar desde unos pocos miles a un millon de unidades (McKee y McKee, 2003).

Para metabolizar el almiddn, los organismos poseen enzimas que catalizan la hidrélisis
de los enlaces glucosidicos (1-4) entre los residuos alfa-D-glucopiranosa. Las enzimas capaces
de hidrolizar el almidén son llamadas en conjunto amilasas. El resultado final de la accién
secuencial de las amilasas es la degradacion completa del almidon a maltosa o glucosa, la cual
posteriormente es metabolizada en la glucélisis (Mathews y col., 2002).
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Figura 5. Almidon. Fuente: By Alejandro Porto [CC BY-SA 3.0
(http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0)], via Wikimedia Commons
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Glucolisis

La glucdlisis, un conjunto de reacciones que tienen lugar en todas las células, se cree que es de
las primeras rutas bioquimicas en formarse en los seres vivos. Tanto las enzimas como el
namero y mecanismos de los pasos de la ruta son muy conservados en procariotas y eucariotas
(McKee y McKee, 2003).

En esta ruta metabdlica cada molécula de glucosa se divide y se convierte en dos
unidades de tres carbonos (piruvato). Durante este proceso se oxidan varios atomos de
carbono. La pequefia cantidad de energia que se captura durante las reacciones glucoliticas
(alrededor del 5 % de la total disponible) se almacena temporalmente en dos moléculas de ATP
y dos de NADH. El destino del piruvato depende del organismo que se considere y de sus

circunstancias metaboélicas.

La glucdlisis consta de 10 reacciones y tiene lugar en dos fases en donde se utiliza
oxigeno como el aceptor terminal de electrones, en los organismaos aerobios, como los animales
y los vegetales; éstos oxidan totalmente el piruvato para formar CO; y H,O en un mecanismo

complejo por pasos, conocido como respiracion aerobia.

La glucdlisis es la via metabdlica por la cual las células obtienen energia mas
rapidamente. La actividad de las enzimas que participan en este conjunto de reacciones es
esencial para la formacién y aprovechamiento de energia, por lo que un mal funcionamiento de

éstas incide directamente en el desarrollo de los organismos (Knowles 1991; Roland, 2013).
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Figura 6. Esquema general de la glucdlisis. Fuente: By YassineMrabet [CC BY 3.0
(http://creativecommons.org/licenses/by/3.0)], via Wikimedia Commons

Triosafosfato Isomerasa

La TIM es una enzima implicada en la glucdlisis que cataliza la interconversion entre
gliceraldehido-3-fosfato (GADP) y dihidroxiacetona fosfato (DHAP), reaccion que tiene lugar a
través de un intermediario enediol. Esta reaccion es la quinta de la glucdlisis y la dltima en la

primera etapa de este proceso.

Estructuralmente la TIM es un homodimero donde cada subunidad en general tiene un
peso molecular de 27 kDa con 247 residuos, asociadas por interacciones no covalentes. Cada
monomero adopta un patron de plegamiento de barril (3/a)s, en la que ocho laminas B paralelas
constituyen la parte interna de un barril rodeado por ocho hélices a, conectados entre si por

medio de lazos (Lolis y col., 1990; Moraes, 2011).
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Aunque esta proteina tiene una longitud de 247 aminoacidos, s6lo 3 de éstos, Glul65,
His95 y Lys12 los cuales se encuentran estrictamente conservados, son importantes para la
funcion catalitica. El sitio activo se forma cuando la proteina adquiere su forma completa
tridimensional y los tres amino&cidos se ubican en posiciones proximas entre si (Nickbarg y col.,
1988; Komives y col., 1991). No se ha reportado evidencia de que exista cooperatividad
catalitica entre las dos subunidades de la TIM, sin embargo, la enzima es solamente activa
como dimero (Waley y col., 1973; Casal y col., 1987; Zhang y col., 1994).

Para el caso de la interfase que conforma el sitio activo de la enzima, se han observado
diferencias entre especies: En algunos casos la dimerizacion esta relacionada al plegamiento
de la proteina, mientras que en otras se ha observado la formacion de una intermediario

monomérico expandido durante su desplegamiento (Najera y col., 2003).

Figura 7. Imagenes de la estructura de la triosafosfato isomerasa de Tenebrio molitor. Fuente:
Knobeloch y col., 2010.
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Produccion de Proteinas Recombinantes

Los avances tecnolégicos y cientificos de los dltimos afios han permitido el desarrollo de
técnicas biomoleculares de manipulacién de ADN que hacen posible la sobreexpresion de
proteinas recombinantes, lo cual ofrece la ventaja de producir de manera relativamente facil y
rapida grandes cantidades de una proteina de interés que es dificil obtener de su fuente natural.
Todo esto funge como una herramienta disponible para numerosas aplicaciones, como la

caracterizacién de enzimas (Guevara-Hernandez y col., 2013).

Para la produccion de proteinas recombinantes se hace uso de uno de los mdltiples
sistemas de expresion disponibles o de aquellos desarrollados con fines de investigacion, o bien
pueden disefiarse y construirse sistemas de expresion segun necesidades especificas. Un
sistema de sobreexpresion lo conforma un organismo hospedero y un vector de expresién o
fragmentos de ADN que poseen los elementos génicos necesarios para realizar los procesos de
transcripciéon y traduccion en dicho organismo hospedero, ademas de recibir las moléculas de

ADN recombinante.

Para la seleccion de un sistema de expresion adecuado para la sintesis de una proteina
recombinante se tienen que tener en consideracion el origen bioldgico y las propiedades
fisicoguimicas de la proteina de interés, su aplicacion posterior y el proceso que se empleara

para su produccion.

Actualmente se emplean una gran variedad de hospederos que van desde organismos
unicelulares tales como bacterias, hongos, levaduras y lineas celulares de mamiferos, insectos

o plantas, hasta organismos completos como animales y plantas transgénicas.

Las cepas de Escherichia coli son de los sistemas de sobreexpresion mas utilizados
para la produccion de proteinas recombinantes. Algunas ventajas que ofrece son su rapida
reproduccion, utiliza medios de cultivo relativamente baratos, buen manejo en fermentaciones
de alta densidad y facil escalamiento. Ademas, ha sido uno de los organismos mas utilizados
como modelo de estudio, debido a esto se ha sido caracterizado ampliamente y se han
desarrollado numerosas herramientas que han facilitado su clonacion y expresion genética

(Baneyx y Mujacic, 2004).
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Para insertar el material genético en la bacteria se utiliza un el vector de sobreexpresion
con la secuencia que codifica a la proteina de interés dentro de la célula hospedera la cual se
convierte en una fébrica celular de dicha proteina, éste proceso se conoce como
“transformacion” el cual consiste en modificar la permeabilidad de las membranas celulares del
organismo hospedero por diversos métodos fisicos o eléctricos para permitir la entrada del
constructo génico al interior de la célula (Palomares y col., 2004).

Cromatografia de Afinidad de Metales Quelantes Inmovilizados

Un método eficaz para la purificacion de proteinas es la cromatografia de afinidad, la cual
aprovecha la capacidad de union reversible y especifica que tienen las proteinas para unirse a

determinadas moléculas.

En la produccion de proteinas recombinantes, las proteinas son proporcionadas con
residuos de grupos funcionales por medio de técnicas de biologia molecular que facilitan su
posterior purificacién, permitiendo la purificacion de proteinas en un Unico paso por medio de la

cromatografia de afinidad de metales quelantes inmovilizados (IMAC, siglas en inglés).

Los complejos de metales quelantes constan de un ion metdlico central al cual se unen de
manera no covalente determinados ligandos (como el aminoacido histidina), Con la técnica
IMAC los ligandos quelantes se inmovilizan en la matriz y se cargan con iones metalicos de
transicién, como Cu*? o Ni*2. Sin embargo, los iones metalicos mantienen centros de unién
libres a los que se pueden enlazar otros ligandos, como los restos de histidina de un

polipéptido.

El complejo originado es relativamente inestable si se une un Unico o unos pocos restos
de histidinas que estan “dispersos” por una cadena polipeptidica. No obstante, si una proteina
contiene varios restos de histidina proximos (etiquetas de histidina o His-tag, por su nombre
técnico en inglés) en su extremo amino o carbonilo, la union del metal es de mayor magnitud.
La proteina unida puede ser eluida de la columna con imidazol, que es una molécula que
contiene el grupo funcional de la histidina. Al hacerlo, el imidazol compite por los puntos de

union metalicos de la matriz y desplaza a la proteina unida (Muller-Esterl, 2008).
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Figura 8. Union de la cadena lateral de histidina a los iones metalicos de transicion. Fuente:
Muller-Esterl, 2008.

Para asegurarse que la proteina de interés ha sido purificada con éxito se pueden utilizar
métodos analiticos como la electroforesis, las cuales consisten en hacer pasar las proteinas por
un campo eléctrico en una matriz formada por una mezcla de polimeros de acrilamida, que
dependiendo de su concentracion, formara poros de tamafios determinados donde éstas se
desplazaran en base a su cociente carga/masa y mediante friccion que depende de su tamafio.
Una de las méas implementadas es la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
de sodio (SDS-PAGE).
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Calorimetria de Titulacion Isotérmica

La calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) es una técnica termodinamica que permite estudiar
el calor de interaccion entre dos moléculas durante una reaccién quimica. Cuando dos
moléculas se unen o se disocian, el calor puede ser generado o absorbido. La medicion de este
calor permite una muy precisa determinacion de las constantes de union, la estequiometria de
reaccion y un perfil termodindmico de la reaccidén en el cual se incluyen la variacién en la

entalpia (AH) y en la entropia (AS).

Esta técnica también ha demostrado ser capaz de medir directamente la cinética y los
parametros termodinamicos (kecar, Km, AH) de reacciones enzimaticas, no obstante esta

aplicacion es todavia poco explotada (Mazzei y col. ,2014).

Un instrumento de ITC consiste en dos celdas idénticas compuestas de un material
conductor térmico de alta eficiencia rodeadas por una camisa adiabatica. Los termopares que
rodean a las celdas detectan diferencias de temperatura entre las dos celdas y entre las celdas
y la camisa. Los calentadores localizados en ambas celdas y en la camisa son activados

cuando es necesario mantener temperaturas idénticas entre todos los componentes.

La medicion directa observable en un experimento de ITC es la entrada de potencia
dependiente del tiempo que se requiere para mantener temperaturas iguales en las celdas de
referencia y de muestra. La celda de referencia contiene agua o amortiguador careciendo de la
macromolécula a estudiar. Durante la inyeccién de titulante hacia la celda de muestra, el calor
es disminuido o incrementado dependiendo de que la reaccion de asociacion macromolecular

sea endotérmica o exotérmica (Pulido y col., 2008).
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Figura 9. Representacion esquematica de un calorimetro de titulacién isotérmica para estudiar
reacciones enzimaticas. Una reaccion enzimatica se produce al hacer la titulacién del sustrato
(en la jeringa de inyeccion) en la solucién de enzima (en la celda de muestra), resulta en un
cambio de la potencia térmica liberada por el calorimetro, necesario para mantener constante la
diferencia de temperatura entre la celda de muestra y la celda de referencia. (Mazzei y col.,
2014)

Se debe tener extremo cuidado en la preparacién de muestras, la conduccion de
experimentos, el andlisis de informacion y la discusion de resultados, ya que cualquier proceso
de generacion de calor adicional (calor de dilucion, calor de protonacién - desprotonacién, entre

otros) contribuird a los datos experimentales de salida.
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Modelado Tridimensional de Proteinas In Silico

Las estructuras tridimensionales de proteinas proporcionan informacién valiosa sobre las bases
moleculares de la funcion de proteinas, lo que permite un disefio eficaz de experimentos, tales
como mutagénesis de sitio dirigido, estudios de mutaciones relacionadas con enfermedades o

el disefio inhibidores especificos basados en la estructura.

Actualmente, cerca de 110,000 estructuras experimentales de proteinas se depositan en
el Protein Data Bank (PDB). Sin embargo, el numero de proteinas estructuralmente
caracterizadas es bajo comparado con el nUmero de secuencias de proteinas conocidas, lo que
significa una falta de informacién estructural disponible para la gran mayoria de secuencias de
proteinas.

Debido a que es complejo obtener estructuras experimentales de métodos tales como
la cristalografia de rayos Xy resonancia magnética nuclear (RMN), para cada proteina de
interés se han desarrollado métodos computacionales para la prediccion de estructuras de

proteinas que han ganado mucho interés en los ultimos afos.

El modelado por homologia o comparativo puede proporcionar modelos estructurales
Utiles para generar hipo6tesis acerca de la funcion de una proteina y dirigir el trabajo
experimental. Consiste en la construccion de un modelo atdmico-resolucion de una proteina de
interés a partir de su secuencia de aminoacidos y una estructura tridimensional experimental de
una proteina homéloga relacionada (molde). Este tipo de modelado se basa en la identificacion
de las estructuras conocidas probables que pudieran asemejarse a la estructura proteica de la
secuencia en cuestion, y en la produccién de una alineacién que asigne los residuos de la

secuencia objetivo a los residuos en la secuencia molde.

Proteinas relacionadas evolutivamente tienen secuencias similares y naturalmente
ocurre que proteinas homélogas tienen estructura proteica similar. Se ha demostrado que la
estructura de la proteina tridimensional es evolutivamente mas conservada de lo que cabria

esperar sobre la base de la secuencia (Kaczanowski y Zielenkiewicz, 2010).
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Figura 10. Proceso de modelado por homologia. Fuente: Bishop y col., 2008.
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MATERIALES Y METODOS

Sobreexpresién Recombinante

A partir del ADNc de Tribolium castaneum se identifico la secuencia génica que codifica a la
enzima triosafosfato isomerasa con la cual se disefié un vector de sobreexpresion comercial
(pJ414 de DNA 2.0 ®), el cual contenia un marcador de resistencia a ampicilina, una etiqueta
de ocho histidinas en el amino terminal, la region de reconocimiento (Leu-Glu-Val-Leu-Phe-GIn-
Gly-Pro) de la proteasa sitio-especifica PreScision (PPS) y la regién codificante del dominio de
TIMtc optimizado para su expresion en E. coli . El constructo génico fue introducido por medio
de un choque térmico en células competentes de E. coli BL21 Gold.

El crecimiento de las bacterias se realiz6 en medio de cultivo Luria Bertani (LB) utilizando
ampicilina a una concentracion de 100 yg/ml como antibiético de seleccién en el que se incubd
el medio a 37 °C y a una agitacion de 200 rpm, hasta que alcanzo6 un valor de 0.6 de densidad
Optica determinada a 600 nm. Para inducir el medio de cultivo se utiliz6 isopropil-3-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracion final de 0.2 mM. Después de haber inducido el
medio de cultivo, se dej6 sobreexpresando la proteina durante 16 h a 20 °C con una agitacion
de 200 rpm. Las células fueron colectadas por centrifugacion a 5,000 rpm durante 15 min a 4

°C (obtencién de pellet) y fueron almacenadas a -80 °C hasta su uso.

Purificacién por Cromatografia de Afinidad de Metales Quelantes Inmovilizados

Para la purificacion de la TIMtc, se resuspendié el pellet colectado de la sobreexpresiéon en
buffer de lisis (Tris- HCI 25 mM pH 7.6, NaCl 150 mM, imidazol 5 mM, benzamidina 5 mM, DTT
1 mMy lisozima 0.1 mg/ml) y se lisaron las células con 4-5 pulsos ultrasénicos de 10 segundos
cada uno a una amplitud de 30%. Posteriormente se centrifug6 a 17,000 rpm durante 30 min a 4

°C y se colect6 el sobrenadante (extracto crudo).
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El extracto crudo fue cargado en una columna de afinidad a niquel (IMAC, por sus siglas
en inglés) (HisTrap, 1 ml, de General Electric) y la proteina fue purificada mediante un gradiente
lineal de 5 a 500 mM de imidazol utilizando Tris- HCI 25 mM pH 7.4, NaCl 150 mM e imidazol
5mM como buffer de equilibrio y Tris-HCI 25 mM pH 7.6, NaCl 150 mM e imidazol 500 mM
como buffer de elucién. La cromatografia se llevé a cabo en un cromatégrafo AKTA prime con

un flujo de 1 ml/min.

Actividad Enzimatica Especifica

Para la determinacién de la actividad enzimética especifica de la TIMtc, se llevo a cabo un
ensayo de actividad acoplado. Se utilizé buffer de actividad (TEA 100 mM, EDTA 10 mM, NADH
0.2 mMy DTT 1 mM. pH final 7.4), D-gliceraldehido-3-fosfato 1 mM como sustrato, 0.9 U de a-
glicerofosfato deshidrogenasa como enzima acoplada que utiliza el producto de la reaccién que
cataliza la TIM (dihidroacetona-3-fosfato) para la formacién de a-glicerofosfato con la
subsecuente oxidacion de NADH. La reaccion se detectd a 340 nm en un espectrofotometro.

Tabla 2. Volumenes de las soluciones patrén para preparar muestras experimentales y de
control para el ensayo de actividad de la TIMtc.

Volumenes adicionados (ul)

Sin

Soluciones Patréon Experimental Sustrato =1 [Pl
(Control)
(Control)
Buffer (TEA 100 mM, EDTA 10 mM, NADH
0.2 mM, DTT 1 mM) oL A S
D-gliceraldehido- 3-fosfato (1 mM) 33.3 0 33.3
a-glicerofosfato deshidrogenasa (0.9 U) 33.3 33.3 33.3
Agua 0 33.3 33.3
TIMtc 33.3 33.3 0
Volumen Total 1.0 ml 1.0 ml 1.0 ml
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Ensayo de Calorimetria de Titulacion Isotérmica

Se llevaron a cabo 2 ensayos de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC, por sus siglas en
inglés). Las titulaciones se realizaron en un microcalorimetro VP-ITC (MicroCal Inc.) a 25° C y
una agitacion de 199 rpm. Previamente, la TIMtc fue dializada en buffer Tris-HCI 25 mM pH 7.6
y NaCl 150 mM y se ajusté la concentracién a 0.05 mM. Para cada experimento se utilizaron 2

mL de la muestra.

La solucion del sustrato se prepard durante el ultimo recambio del buffer de didlisis y la
proporcion molar de proteina-ligando fue de 1 a 20. Se realizd una sola inyeccién del sustrato

en la solucion de la enzima hasta observar la saturacién de la proteina con el sustrato.

Modelado Estructural

El modelado de la TIMtc se llevé a cabo en el programa MOE version 2012 (Chemical
Computing Group) en base a la identidad de secuencias deducidas de aminoéacidos con la TIM
de Tenebrio molitor (Knobleloch y col., 2010; RSCB PDB: 2I9E).

Previo a la construccion del modelo molecular se realiz6 un alineamiento mdltiple de
secuencias de aminoacidos de TIM de distintos organismos, lo cual ayudé a mejorar la
prediccion debido a la alta conservacién de los residuos en esta proteina (aproximadamente
80% de identidad).

Se construyeron varios modelos independientes en el programa SWISS-MODEL, de los
cuales se eligi6 el mejor en base la evaluacion estructural por defecto de MOE para un

refinamiento posterior de minimizaciones de energia.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Sobreexpresion Recombinante de TIM de Tribolium castaneum

Para comprobar la sobreexpresion de la TIMtc se llevd a cabo una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12% con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) de muestras tomadas del medio
a diferentes tiempos después de la induccion con IPTG. Se incluyé una muestra sin inducir y un

marcador de peso molecular.

En la tincion del gel SDS-PAGE con azul de Coomassie (Figura 11), en el carril
correspondiente a la muestra sin inducir no se observaron bandas intensas, mientras que en los
carriles pertenecientes a las muestras tomadas a los diferentes tiempos (2, 4, 6, 8 y 16 horas.)
después de la induccion en la fraccion soluble, se pudieron observar diferentes bandas de gran
tamafio que destacaban cerca de los 31 kDa, las cuales eran de mayor intensidad conforme al

tiempo transcurrido después de la induccion.

Dado a que la electroforésis se realizé en condiciones disociantes se esperaba observar
en la tincion del gel el peso molecular del monémero de la proteina. El valor reportado en
general del peso molecular de cada subunidad de la enzima triosafosfato isomerasa ronda los
27 kDa (Lolis y col.,, 1990). Sin embargo se debe hacer una consideracion de 2 kDa
correspondientes a los residuos de histidinas y el sitio de corte de PPS afiadidos, por lo que el
valor esperado es de aproximadamente de 29 kDa. De acuerdo a los resultados obtenidos se
puede concluir que se obtuvo una alta produccién de la enzima soluble bajo éstas condiciones

de sobreexpresion.
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45 kDa

31 kDa

21 kDa

14 kDa

Figura 11. Cinética de Sobreexpresion de TIM de Tribolium castaneum. La figura muestra la
tincion con azul de Coomassie del gel SDS-PAGE de la cinética de sobreexpresion de TIMtc. El
carril 1 corresponde al marcador de peso molecular, el carril 2 corresponde al cultivo sin inducir,
los carriles 3-7 corresponden a muestras colectadas de biomasa a las 2, 4, 6, 8, y 16 horas
después de la induccion, respectivamente.
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Purificacion de TIM de Tribolium castaneum

El extracto crudo obtenido de la sobreexpresion fue cargado en una columna de afinidad a
niquel (HisTrap, 1 mL) y la proteina fue purificada mediante un gradiente lineal de imidazol de
5 a 500 mM. EIl ajuste del pH a 7.4 de los buffers de equilibrio y de elucién garantiza que la
matriz y la cola de histidina de la TIMtc estén correctamente cargadas y se produzca la
interaccion entre los grupos imidazol de las histidinas y los iones de niquel en la matriz. El
contenido de imidazol 5 mM (baja concentracion) y cloruro de sodio 150 mM en el bufer de
equilibrio, tiene como finalidad reducir las interacciones inespecificas y prevenir las
interacciones iénicas, respectivamente, lo que disminuye la unién de proteinas contaminantes a

la columna (Falero y col., 2008).

Cuando las sustancias estan muy estrechamente ligadas al medio de afinidad, puede ser
atil detener el flujo durante algun tiempo después de la aplicacién de eluyente. Esto da mas
tiempo para la disociacién de uniones inespecificas relativamente débiles y por lo tanto ayuda a
optimizar la purificacion (Biotech, 2001). Por lo anterior durante la cromatografia se fij6 la
concentracion de imidazol en tres ocasiones a 14, 23, y 31% por alrededor de 7-9 minutos cada
uno para permitir una adecuada purificacion de la TIMtc. Los primeros tres picos de cuatro
obtenidos en la cromatografia (Figura 12), se presentaron a concentraciones bajas de imidazol
los cuales se tratan de uniones inespecificas de proteinas que presentan también afinidad por la

columna.

La mayor cantidad de la TIMtc queda retenida en la matriz debido a una mayor afinidad
gue le proporciona la cola de histidinas, con respecto a las uniones inespecificas, uniéndose
fuertemente a los puntos de union de los iones de niquel. La proteina solo puede ser
desplazada por una alta concentracién (por lo general, arriba de los 200 mM) de imidazol
contenido en el bafer de elucién, el cual compite por los sitios de uniéon del Ni*? de la matriz.
Esto se pudo observar en el Gltimo pico obtenido en la cromatografia en donde se eluy6 la
TIMtc aproximadamente a una concentracion de 270 mM de imidazol y se colectaron las

fracciones correspondientes.
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Figura 12. Cromatografia IMAC de TIMtc. La elucion se realiz6 mediante un gradiente de
Imidazol de 5 a 500 mM. La linea continua pertenece a la absorbancia en mAu y la linea
punteada al porcentaje del buffer de elucion.

Para determinar el grado de pureza de la proteina en las fracciones colectadas
correspondientes al Ultimo pico de la cromatografia se llevé a cabo una electroforesis en gel de
SDS-PAGE al 12% en condiciones desnaturalizantes, empleando una intensidad de corriente
constante de 20 mA. Se incluyé un marcador de peso molecular, el extracto crudo y el extracto

crudo eluido a través de la columna. La tincién del gel se realizé con azul de Coomassie.

En el gel SDS-PAGE (Figura 13), no se destacaron bandas intensas de proteinas en los
carriles correspondientes al extracto crudo, tanto al el eluido y el no eluido, con lo cual se
comprob6 que la TIMtc se unio satisfactoriamente a la columna. En los carriles centrales 4-7 se
pudieron observar una gran cantidad de bandas, las cuales se pueden interpretar como uniones
inespecificas de proteinas a la columna coeluyendo junto con la TIMtc de aproximadamente 29
kDa (Lolis y col., 1990), con la consideracion pertinente de los residuos extra de histidinas
agregadas a la secuencia nativa. Esto evidencia una baja pureza en las fracciones
correspondientes. Sin embargo en los ultimos dos carriles se obtuvo una Unica banda de gran
intensidad de igual manera cercana a los 31 kDa, lo cual, en base a lo mencionado
anteriormente, indica una alta pureza en las fracciones respectivas necesaria para realizar
experimentos como actividad enzimatica, calorimetria de titulacién isotérmica e incluso pruebas

de cristalizacion de proteinas.
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45 kDa

31 kDa
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Figura 13. Determinacion del grado de pureza de TIMtc. Electroforésis en gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de fracciones colectadas en IMAC. El carril 1
corresponde al marcador de peso molecular, el carril 2 corresponde al extracto crudo, en el
carril 3 se encuentra el extracto crudo que fue eluido a través de la columna, en el carril 4-7 se
muestran uniones inespecificas, en los carriles 8-9 se encuentra la TIMtc purificada.
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Actividad Enziméatica Especifica de TIM de Tribolium castaneum

Los ensayos enziméticos realizados para diversos fines se han llevado a cabo mediante
ensayos acoplados de gran complejidad en los que la formacién de productos o degradacion de
sustratos no puede ser medida con facilidad, por ejemplo ensayos radioactivos, cuantificacion
por HPLC etc. Para poder determinar la actividad de este tipo de enzimas, se utilizan ensayos
de actividad con enzimas acopladas cuya actividad puede detectarse espectrofotométricamente

(Figura 14), lo cual implica menores costos y tiempo de realizacién.

D-gliceraldehido-3-fosfato

l TIMtc

Dihidroxiacetona fosfato

NADH

a-glicerofosfato

deshidrogenasa
NAD+

o-glicerofosfato

Deteccion espectrofotométrica a 340 nm

Figura 14. Mecanismo del ensayo de actividad acoplado.

En los resultados obtenidos del ensayo de actividad (Figura 15), se pudo observar una
disminucién en la absorbancia a través del el tiempo lo cual indica la subsecuente oxidacién del
NADH dependiente de la actividad enziméatica de la TIMtc dentro del mecanismo de
acoplamiento planteado. Esto se puede sustentar con el ensayo de control realizado
previamente donde se corrieron blancos de muestras control (sin TIMtc) para garantizar la
estabilidad del gliceraldehido-3-fostato, la a-glicerofosfato deshidrogenasa y el NADH contenido
en el buffer de actividad. Los resultados obtenidos demuestran la estabilidad de los
componentes de la mezcla de la reaccion sin la TIMtc ya que no hubo variacién en la

absorbancia a través del tiempo.
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Figura 15. Ensayo de actividad. Absorbancia a través del tiempo siguiendo la oxidacion de
NADH. La linea punteada pertenece a una muestra control, la cual contiene todos los
componentes de la mezcla de la reaccién a excepcion de la TIMtc. La linea continua pertenece
a la reaccion.
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Ensayo de Calorimetria de Titulacion Isotérmica

Se realizaron pruebas para la determinacién de parametros cinéticos de la actividad de la TIMtc
por medio de ITC (Figura 14), utilizando una sola inyeccion del sustrato dentro de la celda de
reacciébn que contiene la TIMtc. Se observé un alto calor de dilucion que pudo haberse
generado por diferencias en las composiciones de los buffers y no puede atribuirse a la reaccion
de la TIMtc con la dihidroxiacetona fosfato.

Para detectar una sefial correspondiente a la reaccién enzimética se pueden realizar
ajustes en la formulacién de los buffers, la concentracion de la enzima y del sustrato. Hasta la
fecha no se han reportado experimentos cinéticos determinados por ITC de enzimas
isomerasas. Una limitante de este tipo de reacciones es que el producto de la misma puede ser
utilizado como sustrato por la misma enzima lo que podria afectar a la deteccion de los
diferenciales de temperatura por el equipo. Sin embargo estos resultados pueden ser utilizados
como base para un disefio experimental mas adecuado, que permita realizar mediciones mas

precisas.
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Figura 16. Ensayo de calorimetria de titulacién isotérmica.
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Modelado por Homologia de la TIM de Tribolium castaneum

El modelo estructural realizado con base a las secuencias de aminoacidos de la TIMtc y la TIM
de Tenebrio molitor realizado en el programa SWISS-MODEL vy la estructura generada en MOE
donde se realizé un refinamiento de minimizaciones de energia, tuvieron un alto grado de
identidad y en ambas estructuras se mantuvo el plegamiento (B/a)s caracteristico. La precision
de las estructuras generadas por modelado por homologia es altamente dependiente de la
identidad de secuencia entre el objetivo y el molde. La secuencia de la TIMtc tiene un 80% de
identidad con respecto a la secuencia de la TIM de Tenebrio molitor, ademas la triosafosfato
isomerasa es una de las enzimas mas conservadas evolutivamente, por lo que el modelado
realizado puede considerarse altamente confiable, con posibles errores en el compactamiento
de las cadenas laterales y pequefios cambios o distorsiones en la parte central de la cadena
principal (Baker y Sali, 2001).

En la estructura generada se identificaron las regiones y aminoacidos caracteristicos de
esta enzima como la triada catalitica (Figura 18), el sitio de unién del sustrato (Figura 20) y la
interfase del dimero (Figura 22), importantes para la actividad de la triosafosfato isomerasa de
Tribolium castaneum. En la triada catalitica participan los aminoacidos Lys12, His94 y Glul64
gue son esenciales para la catalisis. A pH fisiologico, el glutamato esta desprotonado y por tanto
cargado negativamente, con lo cual contribuye a atraer el proton del carbono 2 del D-
gliceraldehido-3-fosfato; la histidina actiia como un grupo donador de protones para transferirlos
entre el grupo carbonilo del sustrato y el hidroxilo del carbono 2. El sitio de unién al sustrato se
conforma por los aminoacidos Asnl10, Lys12, His94, Glul164, Gly170, Ser210, Leu229 y Gly232,
los cuales dan lugar a una interaccion con el sustrato de tal forma que permiten el plegamiento

eficiente de la TIM.

Para el caso de la interfase que conforma el sitio activo de la enzima, se han observado
diferencias entre especies. En algunos casos, la dimerizacion esta relacionada al plegamiento
de la proteina, mientras que en otras se ha observado la formacién de una intermediario
monomérico expandido durante su desplegamiento. En el caso de la TIMtc se observa que en
esta region los aminoacidos que predominan son de caracter no polar lo que permite una fuerte

interaccion hidrofébica entre los mondémeros permitiendo la estabilizacion del dimero.
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Homo sapiens

MAPSREFFVGGNWEMNGREQSLGELIGTLNAAKVPAD-TEVVCAPPTAYIDFARQKLD-P

58

Gallus gallus MAP-REFFVGGNWRMNGDKESLGELIHTLNGAKLSAD-TEVVCGAPSIYLDFARQKLD-A 357
T. castaneum MG--REFVVGGNWRMNGDEKQISEI INTLKTGPLSPN-TEVIVGVPAIYLEHVRTNLEP-Q 56
T. molitor MA--REFVVGGNWKMNGDEKEQINEI IGFLESGPLNQD-TEVVVGVPAIYLELVRTCVP-A 56
L. vannamei MASPREFFVGGNWRMNGDEAAIDGI ISFMKTGPLSPN-TEVVVGCPQCYLMYTREHMP-A 58
E. coli ——-MRHPLVMGNWKLNGSRHMVHELVSNLRKELAGVAGCAVAIAPPEMYIDMAKRERAEGS 57
*: F KEEX KL * k% %
Homo sapiens KIAVARQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSERRHVFGESDELIGQKVAHAL 118
Gallus gallus KIGVAAQNCYKVPKGAFTGEISPAMIKDIGAAWVILGHSERRHVFGESDELIGQKVAHAL 117
T. castaneum SIEVARQNCYKVPKGAFTGEISPAMIKDIGVNWVILGHSERRQIFGETDELIAEKVAHAL 116
T. molitor SIGVAAQNCYKVPEGAFTGEISPAMIKDVGADWVILGHSERRQIFGESDELIAEKVCHAL 116
L. vannamei NIGIAAQNCYKVAKGAFTGEISPAMVEDCGCEWVILGHSERRNVFGEPDQLISEKVGHAL 118
E. coli HIMLGAQNVDLNLSGAFTGETSAAMLEKDIGAQYIIIGHSERRTYHKESDELIAKKFAVLE 117
N EEEEREFE K KaEkx X P EEEXAK X KakE ok,
Homo sapiens AEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTEVIADN-—-VEDWSKVVLAYEPVWAIGTGKT 176
Gallus gallus AEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKAIADN --VEDWSKVVLAYEPVWAIGTGKT 175
T. castaneum EAGLEVIACIGETLEEREGGKTEEVVFRQTEAIAGK——-IKDWSNVVIAYEPVWAIGTGKT 174
T. molitor ESGLEVIACIGETLEEREAGKTEEVVFRQTKATIAAK--VNDWSNVVIAYEPVWAIGTGKT 174
L. vannamei EAGLEVIPCIGEKLEDREGNRTQEVVFAQMEALLPN--ISDWSRVVLAYEPVWAIGTGKT 17¢
E. coli EQGLTPVLCIGETEAENEAGKTEEVCARQIDAVLKTQGARAAFEGAVIAYEPVWAIGTGES 177

* &  kEEE s F . Fraex * JFrEkEEIEXEXXLAAKTAK .

Figura 17 Secuencias de diferentes TIM donde se resaltan los aminoacidos Lys12, His94 y
Glul64 pertenecientes a la triada catalitica. El simbolo (*) hace referencia a aminoacidos que se
conservan en todas las secuencias. El simbolo (:) hace referencia a sustituciones conservativas
de aminoacidos. EL simbolo (.) sefialan sustituciones no conservativas de aminoacidos en la
secuencias. Los amino&cidos no simbolizados no tienen relacion alguna.
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Figura 18. Triada catalitica de TIMtc. Modelo por homologia de TIMtc donde se observa la
region perteneciente a la triada catalitica. La estructura generada en MOE se muestra en azul y
la estructura generada en SWISS-MODEL se muestra en amarillo.
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Homo sapiens

MAPSREFEFVGGNWEMNGREQSLGELIGTLNAAKVPAD-TEVVCAPPTAYIDFARQKLD-F

58

Gallus gallus MAP-RKFFVGGNWKMNGDKKSLGELIHTLNGAKLSAD-TEVVCGAPSIYLDFARQKLD-A 57
T. castaneum MG--RKFVVGGNWKMNGDKKQISEI INTLKTGPLSPN-TEVIVGVPAIYLEHVRTNLP-Q 56
T. molitor MA--REKFVVGGNWKMNGDEKQINEI IGFLKSGPLNQD-TEVVVGVPAIYLELVRTCVP-A 56
L. vannamei MASPREFFVGGNWRMNGDKAAIDGI ISFMKTGPLSPN-TEVVVGCPQCYLMYTREHMP-A 58
E. coli ——-MRHPLVMGNWKLNGSRHMVHELVSNLRKELAGVAGCAVATIAPPEMY IDMAKREREGS 57
*1 Lk KEEXELEE . . . .. I S
Homo sapiens KIAVARQNCYKVINGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSERRHVFGESDELIGQKVAHAL 118
Gallus gallus KIGVARQNCYKVPKGAFTGEISPAMIKDIGARAWVILGHSERRHVFGESDELIGQKVAHAL 117
T. castaneum SIEVAAQNCYKVPKGAFTGEISPAMIKDIGVNWVILGHSERRQIFGETDELIAEKVAHAL 116
T. molitor SIGVAAQNCYKVPKGAFTGEISPAMIKDVGADWVILGHSERRQIFGESDELIAEKVCHAL 116
L. vannamei NIGIAAQNCYEVAKGAFTGEISPAMVEDCGCEWVILGHSERRNVFGEPDQLISEKVGHAL 118
E. coli HIMLGRAQNVDLNLSGAFTGETSAAMLKDIGAQYIIIGHSERRTYHKESDELIAKKFAVLK 117
EENE X JEERERE K KakF K sa i kAEAESE EETE TS
Homo sapiens AEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKVIADN --VKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKT 176
Gallus gallus AEGLGVIACIGEEKLDEREAGITEKVVFEQTKAIADN --VEKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKT 175
T. castaneum EAGLKVIACIGETLEEREGGKTEEVVFRQTKAIAGK--IKDWSNVVIAYEPVWAIGTGKT 174
T. molitor ESGLEVIACIGETLEEREAGKTEEVVFRQTEKAIAAK --VNDWSNVVIAYEPVWAIGTGKT 174
L. vannamei EAGLKVIPCIGEKLEDREGNRTQEVVFAQMKALLPN--ISDWSRVVLAYEPVWAIGTGKT 176
E. coli EQGLTPVLCIGETEAENEAGKTEEVCARQIDAVLKT QGAARFEGAVIAYEPVWAIGTGKS 177
k2 KEKK I * L E FAFARARARAKRAE o
Homo sapiens ATPQOAQEVHEKLRGWLKSNVSDAVAQSTRIIYGGSVTGAT CKELASQPDVDGFLVGGBAS 236
Gallus gallus ATPQOAQEVHEKLRGWLKSHVSDAVAQSTRIIYGGSVTIGGNCKELASQHDVDGFLVGBAS 235
T. castaneum ATPQOAQEVHEALROWEFCTHVNADVGNSIRIQYGGSVIGANCKELAAQPDIDGFLVGBAS 234
T. molitor ATPQOAQDVHEATRQWICENIDAKVGNSIRI QYGGSVTAANCKELASQPDIDGFLVGEAS 234
L. vannamei ASPEQAQEVHADLROWLRDNVNAEVAESTRI IYGGSVSAGNCQELAKKGDIDGFLVGGAA 236
E. coli ATPAQAQAVHKFIRDHIAK-VDANIAEQVIIQYGGSVNASNARELFAQPDIDGALVGGAS 236

'k:'k *EE * X :‘k 'k:'k'k 'k'k*‘k‘k:

Figura 19. Secuencias de diferentes TIM donde se resaltan los aminoacidos Asnl10, Lys12,
His94, Glul64, Glyl170, Ser210, Leu229 y Gly 232 pertenecientes al sitio de unién del sustrato.
El simbolo (*) hace referencia a aminoacidos que se conservan en todas las secuencias. El
simbolo (:) hace referencia a sustituciones conservativas de aminoacidos. EL simbolo (.)
sefialan sustituciones no conservativas de aminoacidos en la secuencias. Los aminoacidos no
simbolizados no tienen relacion alguna.
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Figura 20. Sitio de union del sustrato. Modelo por homologia de TIMtc donde se observa la
region perteneciente al sitio de unién del sustrato. La estructura generada en MOE se muestra
en azul y la estructura generada en SWISS-MODEL se muestra en amarillo.
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Homo sapiens
Gallus gallus
T. castaneum
T. molitor
L. vannamei

E. coli

Homo sapiens
Gallus gallus
T. castaneum
T. molitor
L. vannamei

E. coli

Figura 21. Secuencias de diferentes TIM donde se resaltan los aminoacidos Asnl10, Metl3,
lled5, Tyrd6, Glud8, Arg51, GIn63, Asp84, 1le85, GIu96, y Arg97, pertenecientes a la interfase
del dimero. El simbolo (*) hace referencia a aminoacidos que se conservan en todas las
secuencias. El simbolo (:) hace referencia a sustituciones conservativas de aminoacidos. EL
simbolo (.) sefalan sustituciones no conservativas de aminoacidos en la secuencias. Los

MAPSREFFVGGNWEMNGREQSLGELIGTLNAARKVPAD-TEVVCAPPTAYIDFARQKLD-P
MAP-REFFVGGNWEMNGDEKSLGELTHTLNGAKLSAD-TEVVCGAPSIYLDFARQKLD-A
MG-—-REFVVGGNWEMNGDEEQISEI INTLETGPLSPN-TEVIVGVPAIYLEHVRTNLP-Q)
MA--REFVVGGNWEMNGDEEQINEI IGFLESGPLNQD-TEVVVGVPAIYLELVRTCVP-A
MASPREFFVGGNWEMNGDEAATIDGI ISFMEKTGPLSPN-TEVVVGCPQCYLMYTREHMP-A

———MRHPLVMGNWELNGSRHMVHELVSNLRKELAGVAGCAVAIAPPEMYTDMARREAEGS

e F FEEXXLEXE . H e .. * . * * .

KIAVARQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSERRHVFGESDELIGQKVAHAL
KIGVARAQNCYKVPEGAFTGEISPAMIKDIGAAWVILGHSERRHVFGESDELIGQKVAHAL
SIEVARQNCYKVPKGAFTGEISPAMIKDIGVNWVILGHSERRQIFGETDELIAEKVAHAL
SIGVARQNCYKVPKGAFTGEISPAMIKDVGADWVILGHSERRQIFGESDELIAEKVCHAL
NIGIAAQNCYKVAKGAFTGEISPAMVKDCGCEWVILGHSERRNVEFGEPDQLISEKVGHAL

HIMLGAQNVDLNLSGAFTGETSAAMLKDIGAQYIIIGHSERRTYHKESDELTAKKFAVLEK

* s FE% JEKEEXEXEXX Ok KekEx X T rkEEEEE L K KaekEk ek

aminoacidos no simbolizados no tienen relacion alguna.
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Figura 22. Interfase del dimero. Modelo por homologia de TIMtc donde se observa la interfase
del dimero. La estructura generada en MOE se muestra en amarillo y la estructura generada en
SWISS-MODEL se muestra en azul.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de las muestras colectadas de biomasa de
las cepas de E. coli después de su induccién, se puede concluir que se logré la sobreexpresion
heteréloga de la TIMtc, obteniendo una alta produccion de la enzima soluble bajo las

condiciones implementadas.

El andlisis SDS-PAGE de las fracciones colectadas de la cromatografia de afinidad a
metales gquelantes inmovilizados revel6 la purificacion de una proteina de alrededor de 31 kDa,
lo cual sugiere que por efecto de las condiciones disociantes del gel se trata de los monémeros
de la TIMtc, que con base a lo reportado se esperaba un peso molecular de 29 kDa

aproximadamente.

El ensayo enzimatico acoplado planteado, utilizando a-glicerosfato deshidrogenasa como
enzima acoplada, logré determinar la actividad enzimatica especifica de la TIMtc mediante la

subsecuente oxidacion del NADH contenido en el buffer de actividad determinado a 340 nm.

Los ensayos preliminares de ITC revelaron un alto calor de dilucién que pudo haberse
generado por diferencias en las composiciones de los buffers y no puede atribuirse a la reaccién
de la TIMtc con la dihidroxiacetona fosfato. Esto sugiere la necesidad de una optimizacion del
experimento lo cual se podria lograr con un ajuste en la formulacion de los buffers y la

concentracion de la enzima vy el sustrato.

La estructura tridimensional tedrica de la TIMtc realizada con base a la estructura
experimental de la TIM de Tenebrio molitor, puede considerarse altamente confiable dado al
alto grado de identidad de secuencia que presentan. La TIMtc mantiene el plegamiento (B/a)s

caracteristico asi como las regiones y aminoacidos importantes para su actividad catalitica.
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