De acuerdo a los lineamientos particulares para la presentacién y analisis de los
proyectos de investigacion ante el consejo divisional de ciencias naturales e
ingenieria (CNI) de la unidad Cuajimalpa, aprobados por el consejo divisional en
su sesion no. cua-dcni-109-15 del 12 de marzo de 2015, se presenta:

1.- Titulo del proyecto. “Estudio sobre el caracter oligomérico y polimérico de las
proteinas”.

2.- Linea de investigacion. Plegamiento de proteinas.

3.- Responsable del proyecto, participantes y adscripcion de cada uno de
ellos.

UAM-Cuajimalpa

Dr. Edgar Vazquez Contreras (responsable), Dr. Hugo Najera, Dra. Mariana
Peimbert, Dr. Gerardo Pérez.

Alumn@s mencionados en la seccion de recursos humanos.

UNAM
Dr. Miguel Costas Fac. de Quimica, Dra. Gloria Saab IBT, Dr. Alejandro Sosa Fac.
Medicina, Dr. Alfredo Torres IFC.

UMSNH
Dra. Bertha Fenton Navarro, Fac. de Ciencias Medicas y Biologicas.

4.- Orientacién: Investigacion basica.

5.- Fecha de inicio y duraciéon. abril 2021 - abril 2025 (4 afos).
6.- Propuesta.

Resumen.

Dada la relevancia de la estructura tridimensional de las proteinas en el
metabolismo, en este proyecto se pretende aportar informacién sobre las
propiedades de las proteinas para formar agregados oligoméricos o poliméricos,
entendiéndose que los primeros se refieren a la agregacion de algunas
subunidades (como en el caso de los dimeros) y los segundos a muchas (como en
las fibras amiloides o los agregados desordenados). El arreglo en forma de
agregados esta relacionado directamente con el plegamiento, que puede ser
convencional por medio de la transicion a una estructura con actividad biolégica,
un evento metabdlico y vital o bien, no conencional en donde se llega a polimeros
como las fibras amiloides que pueden estar relacionadas con enfermedades
humanas de relevancia muy actual. Para aportar informacion en relacion a esta
situaciones, se propone estudiar el plegamiento de entre otras, enzimas
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homologas triosafosfato isomerasas (TIM) de origen silvestre y mutante, a través
de diversas técnicas fisicoquimicas e in silico.

Antecedentes.

A la fecha se ha estudiado la desnaturalizacién por medio de una variedad de
enfoques experimentales de 10 especies de TIM; el responsable de este proyecto
Dr. Edgar Vazquez Contreras, ha participado en la caracterizacion de tres de
ellas, contribuyendo hasta la fecha con ocho articulos originales. Primero, como
parte de los estudios de Doctorado del responsable del proyecto, se reporto la
caracterizacion de la desnaturalizacion de la TIM de levadura (Vazquez-
Contreras y col., 2000), trabajo original en donde se reporté por primera vez la
presencia de un intermediario monomeérico al equilibrio en la reaccion de
desplegamiento de esta enzima. Mas adelante se publico la desnaturalizacion de
la enzima de Trypanosoma brucei (TbTIM) utilizando mutantes de residuos de
triptofano (Chanez-Cardenas y col., 2002) y también se realizé6 la comparacion
de los patrones de desnaturalizacién al equilibrio de esta enzima y su homologa
de T. cruzi (TcTIM) (Chanez-Cardenas y Vazquez-Contreras 2002). Después se
efectud la caracterizaciéon fenomenoldgica de la reaccién de desnaturalizacién de
TcTIM (Vazquez-Contreras y col., 2004) y se publicé su caracterizacion
termodinamica (Chanez-Cardenas y col., 2005), asi como las semejanzas que
existen entre las reacciones de desplegamiento y replegamiento (Vazquez-
Contreras y col., 2005). Como parte de los estudios del disefio de proteinas, se
generaron resultados sobre los estudios de monomerizacion de TcTIM (Zarate y
Vazquez Contreras 2008) y sobre los estudios para la construccion, la
sobreexpresiéon y la purificacion de una variante monomérica de TcTIM
denominada monoTcTIM y que se ha caracterizado de forma parcial tanto
funcional y como estructuralmente, en solucion y en el cristal (Zarate y col., 2009);
actualmente hemos incorporando a estas investigaciones, el uso de herramientas
informaticas para el analisis de estos procesos. En cuanto al plegamiento no
convencional de la TIM, en el afio de 2016 el gripo de la Dra. Saab en el IBT de la
UNAM reporté la identificacion de regiones fibrilogénicas en la enzima de
humanos (Carcamo-Noriega y Gloria Saab-Rincon 2016). Nosotros iniciamos los
estudios de la fibrilogénesos en la enzima de Trypanosoma cruzy, posteriormente
la de T.brucei y luego una variante monomérica de la primera. Desde hace
aproximadamente 4 afios se han incorporado a esta parte del trabajo alumn@s de
proyecto terminal, servicio social, especialiacion, maestria y doctorado.

Para realizar estas investigaciones se ha recibido ademas del apoyo Institucional
de la UNAM donde se iniciaron estas investigaciones, de la UAM, del CONACYT
con los proyectos 40524M, 47310106 y 168177, los dos ultimos con el
responsable ya integrado como profesor-investigador en la UAM-Cuajimalpa.

“Estudio sobre el caracter oligomérico y polimérico de las proteinas”



Objetivos.
General.

Aportar informacion sobre las implicaciones del plegamiento in vitro para formar
oligobmeros o polimeros, que puedan relacionarse con situaciones metabdlicas
convencionales y no convencionales en forma de fibras amiloides.

Particulares.

Generar informacién sobre la naturaleza oligomérica de las proteinas en particular
la TIM. Estudiar si es posible producir heterodimeros TIM con sélo una asa tres.
Caracterizar la estructura en solucion y en el cristal de estos heterodimeros, asi
como su funcién y su estabilidad. Discutir sobre las implicaciones de estos
resultados en torno a la naturaleza obligada del oligdbmero TIM.

Contribuir con informacion sobre el papel oligomérico de las proteinas en el
plegamiento convencional, la agregacién inespecifica y el plegamiento no
convencional en la formacion de fibras amilides.

Hipotesis.

Si se utilizan diversas técnicas fisicoquimicas y computacionales, entonces se
podria generar informacion relevante sobre la oligomerizacién y polimerizacion
proteinica, trantando de aportar informacion para el plegamiento convencional, la
agregacion inespecifica y el plegamiento no convencional en la formacion de fibras
amiloides utilizando enzimas TIM silvestres y mutantes.

Metodologia.

0. Purificaciones. De TbTIM de acuerdo a lo reportado en Chanez-Cardenas y
col 2002 y de TcTIM y MonoTcTIM de acuerdo a lo reportado en Ostoa y col.,
1997. En resumen estas purificaciones consisten en la ruptura de forma mecanica
de las células de Escherichia coli que contienen a los respectivos plasmidos de
sobreexpresion de las diferentes TIMs. La posterior centrifugacion vy
ultracentrifugacion a 40,000 rpm (el responsable ha sido beneficiado con el apoyo
del CONACyT para adquirir este equipo, que es el unico con el que cuenta la
UAM) y la posterior cromatografia ionica y de exclusién molecular de las muestras.
Todos los pasos, se pueden realizar en el laboratorio de Biofisicoquimica. En esta
parte se aprovechara la experiencia del Dr. Najera como purificélogo.

1. Produccién de los heterodimeros. Se realizara el protocolo reportado por
Zomoza y col., 2003, que consiste en la desnaturalizacion de las enzimas por
separado en 6.0 M de Gdn-HCI y la posterior renaturalizacién por dialisis de las
mismas pero juntas. La separacion es por cromatografia de intercambio i6nico y la
verificacion por medio de geles nativos.
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2. Caracterizacion de los heterodimeros.

Determinacion de parametros cinético/funcionales (Km, Vmax).

Inhibicion por agentes derivatizantes de cisteina (MMTS y DTNB)

Se obtendra el contenido de estructura secundaria y terciaria a partir de los
espectros de fluorescencia intrinseca y de dicroismo circular.

Se verificara Radio de Stokes del intermediario a partir de experimentos de
cromatografia de exclusibn molecular en presencia de desnaturalizante
(Chanez-Cardenas y col., 2002 y 2005) y por experimentos de dispersion
dinamica de luz.

Se obtendra el patron de plegamiento del heterodimero por cambios en la
actividad catalitica (estructura cuaternaria), la estructura terciaria
(fluorescencia intrinseca) y la sefal de dicroismo circular (estructura
secundaria) como funcién de la concentracién del desnaturalizante de
acuerdo a las metodologias reportadas por Vazquez-Contreras y col.,
2000 y Chanez-Cardenas y col., 2002 y 2005. También se verificara el
cambio en la exposicion de areas hidrofobicas al solvente por medio de
estudios de fluorescencia extrinseca utilizando al ANS (acido anilino
naphtaleno 1 sulfonato).

In silico la alumna Tania Ramirez emprendié experimentos de
acomplamiento molecular (Docking) con los mondmeros de las enzimas
silvestres y una mutante monomérica, durante su proyecto de
especializacion en el PCNI, que son muy motivadores para continuar
ultilizanndo herramientas computacionales para resolver esta pregunta.

3. Determinacion de la estabilidad de los heterodimeros.

A partir del patrén de plegamiento se puede determinar en caso de que los
procesos sean reversibles, la estabilidad de los conférmeros presentes en
la via de desplegamiento; el patron de plegamiento de los heterodimeros
puede parecerse al de TcTIM (4 estados), al de la enzima de levadura
(YTIM) (3 estados), o bien ser un proceso de dos estados (Pace, 1986); los
procesos matematicos para la determinacién de la estabilidad de los dos
primeros han sido reportados por nuestro grupo para TcTIM, en donde el
modelo fue desarrollado por el Dr Miguel Costas (Chanez-Cardenas y col.,
2005) y por Najera y col., 2003 para la YTIM.

La energia asociada a los eventos de dimerizacién (o0 monomerizacién), se
pueden verificar también por medio de experimentos de dilucién, en los
cuales se estudia la actividad cataitica como funcion de la concentracion de
proteina.

Finalmente, la estabilidad se puede estudiar por medio de métodos
calorimétricos. En esta parte del proyecto utilizaremos la experiencia del Dr.
Pérez, quien domina el desarrollo y analisis de experimentos de
calorimetria de barrido diferencial.
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4. Cristalizacion y obtencion de la estructura tridimensional de la proteina
heterodimérica por medio de difraccion de rayos x. Se utilizara la metodologia
reportada en Zarate y col., 2009.

5. Analisis de las secuencias de aminoacidos. La Dra. Mariana Peimbert es
especialista en los experimentos in silico para analizar las secuencias de
aminoacidos de las proteinas involucradas en este proyecto, con las bases de
datos disponibles. A partir del analisis de alineamientos de secuencias y su
correlacion con las estructuras tridimensionales correspondientes podremos
abundar sobre la informacidon concerniente a los aminoacidos involucrados en el
proceso de dimerizacion y polimerizacion de la triosafosfato isomerasa.

Bases de datos Genebank, PDB, swissprot, BRENDA,; Para buscar las secuencias
Blast y Psi-Blast (Altschul y col.,1990); Para alineamientos multiples Mafft, Muscle
(Katoh y col., 2002); Para filtrar secuencias Cd-hit; Para visualizar alineamientos
Jalview, Seaview; Para visualizar y alinear estructuras PyMol (DelLano y col.,
2008).

6. Estudio del plegamiento convencional, la agregaciéon inespecifica y el
plegamiento no convencional. Para tratar de aportar informacién sobre la
participacion de las formas oligoméricas y monoméricas de la TIM, se realizaran
estudios de denaturalizacion y renaturalizacion seguidos por cambios
espectroscopicos, calorimétricos y microscopicos (Carcamo-Noriega y Gloria
Saab-Rincon 2016). Los siguientes trabajos: Proyecto terminal de Miguel
Rodriguez (finalizado), Daniel Cudney (finalizado), Paola Garduio (finalizado),
Frida Argueta (en proceso), Andrea Martinez (en proceso); servicio social de
Miguel Rodriguez (finalizado), Daniel Cudney (finalizado), Paola Gardufio (en
proceso) y Tesis de maestria de Janet Gardufo (finalizada), Miguel Rodriguez
(finalizada), Daniel Cudney (en proceso), asi como tesis de Doctorado de Miguel
Rodriguez estan relacionados con la formacién de fibras amiloides por las enzimas
TIM de interés en este proyecto.

Formacion de recursos humanos.

En sus inicios el desarrollo de este proyecto generd una tesis de licenciatura y un
proyecto de especializacion en el PCNI, asi como cinco proyectos terminales. La
alumna que cursé la especializacion Reyna Miriam Bastida Santoyo, recibio la
medalla al mérito Universitario; uno de los alumnos que ha participado en los
proyectos terminales, Misraim Enrique Gurrola Acosta de la LBM, presentd sus
resultados del proyecto terminal en un congreso internacional pero desarrollado en
México y gano una beca para hacer lo mismo en el Congreso de la Protein Society
en San Diego CA, USA. En enero de 2017 termino su servicio social que fue una
continuacion de las investigaciones que venia desarrollando.

La alumna Tania Rojas de la LBM que realiz6 el proyecto terminal dentro de los
objetivos del presente proyecto; en el 2016 desarrollé su servicio social. Los
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avances de las investigaciones en las que ha participado, se presentaron en dos
congresos internacionales (uno en México y el otro en Baltimore, USA), presento
sus datos en el simposio de la LBM en 2016. Junto con el responable publicé un
libro sobre el pH como parte de los trabajos del consejo editorial de la DCNI y
participé en la imparticipacion de un taller para alumnos de la LBM sobre ese
tema. Realizo la especializacion en el PCNI bajo la direccidén del responsable en el
laboratorio de Biofisicoquimica, donde empendié experimentos in silico sobre la
posibilidad del acoplamiento molecular (Docking) de los monémeros silvestres de
Tcy TbTIM con la mutante monomérica MonoTcTIM, mismos que forman parte de
la ICR que finaliz6 en el 2019.

La alumna Angélica Janet Garduio termino la maestria del PCNI, con un proyecto
relacionado con los objetivos del que aqui se presenta.

El alumno Miguel Rodriguez de la LBM realiz6 el proyecto terminal dentro de los
objetivos del presente proyecto, cuyos avances se presentaron en un congreso
internacional en México; posteriormente finalizd el servicio social e ingreso a la
maestria en PCNI misma que terminé en el 2020. Posteriormente ingresé al
Doctorado en PCNI en ese mismo afio. También particip6 en la imparticipacién de
un taller sobre pH para alumnos de la LBM.

El alumno Daniel Cudney Widcab de la LBM realiz6 el proyecto terminal dentro de
los objetivos del presente proyecto, finalizo el servicio social, ingresé a la maestria
del PCNI y esta terminando lo necesario para obtener el grado. En fechas muy
recientes recibimos la carta de aprobacion de un libro sobre soluciones que
trabajamos el responsable de este proyecto y el citado alumno.

La alumna Paola Edith Gardufio Chavez de la LIB, realizé dentro de este proyecto
los proyectos terminales y actualmente esta terminado el servicio social, es posible
que esta alumna se integre a los estudios de maestria en el PCNI.

Actualmente las alumnas Frida Argueta y Andrea Martinez Zayas de la LBM
cursan los proyectos terminales y emprenderan los servicios sociales con miras a
ingresar en cuanto terminen sus créditos a la Maestria en PCNI.

El alumno Pablo Simén Juarez Arellano de la LBM, esta realizando un estudio con
los puentes de hidrogeno que se presentan entre las subunidades de las TIM de
interés en este proyecto y tiene miras a ser el inicio de una parte de divulgacion de
la ciencia que estamos emprendiendo. El tiene la idea de terminar sus créditos e
ingresar al PCNI.

Otros alumnos de las LBM e IB me han comentado su interés por participar en
estos estudios.
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Impacto esperado del proyecto.

Es claro que la estructura tridimensional de la triosafosfato isomerasa tiene
implicaciones directas en el metabolismo. Se ha reportado que la deficiencia de la
TIM es la una unica enzimopatia glucolitica de herencia autosdmica recesiva que
se caracteriza por anemia hemolitica crénica, miocardiopatia, susceptibilidad a las
infecciones, grave disfuncion neuroldgica y en muchos casos, la muerte en la
infancia temprana. Hasta la fecha se han reportado 13 diferentes mutaciones en el
gen TPl humano; estas mutaciones producen TIMs que estan afectadas tanto en
la union del sustrato, como en la estabilidad del dimero. Incluso se sabe algunas
mutaciones estan relacionadas directamente con la imposibilidad de dimerizar
(Markus y col., 2006). Debido a esta situacion, los estudios aqui propuestos en el
marco puramente basico, tienen un contexto aplicado a futuro. Asi mismo estamos
interesados en investigar si estas proteinas son capaces de formar fibras
amiloides y como las tenemos en formas monoméricas y oligoméricas, estos
experimentos pueden ser utilizados para conocer mas sobre la naturaleza
oligomérica de esta enzima y su eventual polimerizacion.

Ademas pensamos impactar produciendo recursos humanos, como se menciona
en la seccidn correspondiente, impartir seminarios, dictar conferencias y presentar
posters en eventos especializados nacionales e internacionales, publicar
revisiones y articulos de investigacion. En el futuro, participaremos con una
propuesta para adquirir financiamiento externo a través del CONACyT.

7.- Recursos necesarios para el proyecto:
Financiamiento e infraestructura fisica y humana actual en el proyecto.

El proyecto ha contado con apoyo financiero del CONACyT (168177), ademas de
los reactivos y otros materiales que se han adquirido por parte del DCN.

Contamos con las cepas bacterianas que contienen a los plasmidos de
sobreexpresion para monoTcTIM, TcTIM y TbTIM. Ademas estan a la venta TIMs
silvestres de varias especies y el responsable ha construido para otros proyectos
algunas otras TIMs mutantes, por si fuera necesario conseguir alguna
caracteristica en particular, para lograr el objetivo. Se tiene experiencia en la
mutacion del gen TPl que produce a la TIM, la Dra. Peimbert ha generado varias
mutantes. El DCN de la UAM unidad Cuajimalpa que es el lugar donde se llevara a
cabo el presente estudio, cuenta con la infraestructura para la sobreexpresién de
las cepas mencionadas (ultracongelador, esterilizadora, campanas de flujo
laminar, incubadoras), para cosechar las bacterias que han sobreexpresado las
proteinas recombinantes y mutantes (centrifugas, refrigerador), con lo necesario
para lisar a las bacterias (sonicador, potencidmetro), purificarlas (centrifugas,
ultracentrifuga, FPLC, columnas cromatograficas, colectores, pipetas, balanzas), y
caracterizarlas (espectrofluorometro con peltier, espectropolarimetro con peltier y
aditamento de stoped-flow, espectrofotometro, nanocalorimetros de titulacion
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isotérmica, y de barrido diferencial (capilar), dispesor de luz dinamica). Se tiene
conocimiento y practica sobre el uso general de todos estos equipos, en algunos
de ellos el responsable ha participado directamente en la seleccion e instalacion.

Se colabora con el Dr. Miguel Costas de la Fac. de Quimica de la UNAM y
con el Dr. Alfredo Torres del IFC UNAM para los analisis termodinamicos, estudios
in silico y experimentos cristalograficos, respectivamente. Tanto el responsable
técnico de esta propuesta, como el Dr. Ngjera, la Dra. Peimbert y el Dr. Pérez, han
publicado articulos de investigacion relacionados con la sobre-expresion,
purificacion y caracterizacion en multiples aspectos, incluido el plegamiento y la
generacion de mutantes de la triosafosfato isomerasa; se han generado también
tesis a todos los niveles y colaboraciones multiples entre los participantes y con
otros investigadores alrededor de este modelo. Este grupo reune experiencia a
varios niveles de investigacion de esta enzima, aunque también desarrolla otros
multiples proyectos con éste y otros modelos proteinicos. En resumen todos los
reactivos e infraestructura experimental para realizar el presente proyecto se
encuentran en la UAM-C, excepto aquellos necesarios para la determinacion de la
estructura tridimensional por cristalografia. La Dra Saab-Rincon ha tomado la
delantera en los estudios del plegamiento no convencional de la TIM humana, por
lo que su participacion en este proyecto es fundamental para entender los
aspectos relacionados con las enzimas aqui descritas. Finalmente, lo relacionado
con los estudios in silico estan a cargo de los Dres Pérez y Sosa quienes no
solamente tienen el conocimiento para enfrentar estas preguntas, sino que
cuentan con los programas de cdmputo y licencias para desarrollarlos. La Dra
Fenton es experta e cuentificcion y tincion por colorantes especificos, mismos que
se utilizaran para darle seguimiento a los estudios de formacion de fibras
amiloides por las enzimas TIM.

En la seccidn de recursos humanos se mencionan los nombres de los alumnos
que actualmente participan en el proyecto.

Presupuesto calendarizado.

Con los recursos que se obtuvieron gracias al patrocinio del CONACyT, se
adquirieron los equipos, los materiales y los consumibles para la purificacion, la
desnaturalizacion y otros estudios por lo que se considera que son suficientes
para continuar las actividades propuestas en esta investigacién por al menos dos
afnos. Finalmente también hay apoyo de recursos con los que cuenta el area de
biofisicoquimica (presupuesto, otros proyectos financiados PRODEP).

Fuentes de financiamiento externas.

No hay en este momento.
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8.- Calendario de actividades en periodos trimestrales.

A continuacién enlisto las actividades que deseablemente se propone emprender,
pero que dadas las circunstancias de la pandemia por la COVID-19 no se puede
asegurar que se sigan al pie de la letra.

2021

Otofo

invierno

primavera

Expresion y purificaciéon de
proteinas recombinantes
silvestres.

Localizacion de proteinas

Expresion y purificaciéon de
proteinas recombinantes
mutantes.

Analisis de las secuencias

Generacion del
heterodimero,analisis in
silico.

Analisis de las regiones

en el pdb. de las proteinas. fibrilogénicas.
2022
Otoio invierno primavera

Caracterizacion del
heterodimero: estudios
cinéticos y calorimétricos

Incubacion de las
proteinas en diferentes
perturbantes

Caracterizacion del
heterodimero: estudios
espectrométricos y de

funcion

Localizaciond de las fibras
amiloides por tincion con
tioflavina t

Caracterizacion de la
interfase de las mutantes
monomeéricas disponibles

Caracterizacion de las fibras
amiloides

Es muy probable que en este momento se someta una propuesta para la obtencién de
recursos finacnieros por parte de alguna instancia patrocinadora. Lo que es un hecho es
que esta propuesta se realizara con base en los resultados obtenidos en la primera parte

del proyecto.

2023

Otofo

invierno

primavera

Expresion y purificaciéon de
proteinas recombinantes

Expresion y purificaciéon de
proteinas recombinantes

Estudio del efecto de la
urea en el plegamiento no

mutantes. Analisis in silico mutantes. convencional de la TIM
2024
Otoio invierno primavera

Estudio del efecto del
clorhidrato de guanidina
en el plegamiento no
convencional de la TIM

Seguimiento del proceso de
plegamiento no
convencional con zondas
fluorescentes. Analisis in
silico

Seguimiento del proceso de
plegamiento no
convencional con
microscopia
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9.- Informacion para el seguimiento del proyecto:
Calendarizacién de productos esperados a lo largo del proyecto.

2021
Recursos humanos, asistencia a congresos y publicaciones
2 Servicios sociales
un Proyecto terminal
graduar maestria
Congreso Protein Society
publicacion revision

2022
Recursos humanos, asistencia a congresos y publicaciones
Servicio social
Ingreso al PCNI (maestria)
Dos Proyectos terminales
Congreso Protein Society
publicacion revision
Publicar articulo

2023
Recursos humanos, asistencia a congresos y publicaciones
1 Servicios sociales
un Proyecto terminal
Ingreso al PCNI (maestria)
graduar maestria
Congreso Protein Society
Publicacion revision

2024
Recursos humanos, asistencia a congresos y publicaciones
Servicio social
Proyectos terminales
graduar maestria
Congreso Protein Society
Publicar articulo
Seguimiento alumna de doctorado.
Seguimiento alumno de maestria
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