Presentacion de proyecto de investigacion ante Consejo Divisional de la DCNI

Fecha de presentacion del proyecto | 16/10/2025
Sesién de Consejo de aprobacion
Clave del proyecto asignada por Consejo Divisional

1.1 Titulo del proyecto.

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

1.2 Linea de investigacion.

Estructura y Reconocimiento Molecular en Proteinas (Plegamiento de
proteinas).

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

UAM-Cuajimalpa

Dr. Edgar Vazquez Contreras (responsable), Dr. Hugo Najera, Dr. Gerardo
Pérez, Dra Roxana Lopez Simedn, Miguel Alejandro Rodriguez Lépez y Frida
Velazquez Argueta (PCNI).

UNAM
Dr. Alejandro Sosa Peinado Fac. Medicina.

IATA (Instituto de Agroquimica y Tecnologia en Alimentos), Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas (CSIC), Espana

Biol. José Maria Coll-Marqués , Dr. David Talens-Perales, Dra. Julia Marin-
Navarro.

The Enzyme Fishing Company
Dr. Julio Polaina

1.4 Orientacién:
Investigacion basica.

1.5 Fecha de inicio y duracion.
Octubre 2025 - octubre 2029 (4 afios).
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2 Propuesta.

2.1 Resumen.

Dada la relevancia de la estructura tridimensional de las proteinas en el
metabolismo, en este proyecto se pretende aportar informacion sobre las
propiedades de estas macromoléculas para formar agregados. En la actualidad, la
agregacion de las proteinas se entiende como un fenébmeno muy complejo, en
donde éstas se pueden organizar de forma ordenada o desordenada, al azar. En el
primer caso, se trata de la oligomerizacién, en donde la estructura resultante esta
relacionada con una funcion bioldgica; y en el segundo, de eventos de agregacion
en los que la estructura resultante no esta directamente asociada con mantener la
funcién de las proteinas que la forman.

El arreglo proteinico 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
convencional, en donde las proteinas se agregan en polimeros como las fibras
amiloides, que pueden estar relacionadas con enfermedades humanas de gran
relevancia actual.

Para aportar informacién en relacion con estas situaciones, se propone estudiar el
plegamiento de, entre otras, enzimas homologas triosafosfato isomerasas (TIM) de
origen silvestre y mutante, asi como de beta-glucosidasas monoméricas y
oligoméricas, a través de diversas técnicas fisicoquimicas e in silico.

2.2 Antecedentes.

A la fecha se ha estudiado la desnaturalizacion, por medio de una variedad de
enfoques experimentales, de 10 especies de TIM. El responsable de este proyecto,
el Dr. Edgar Vazquez Contreras, ha participado en la caracterizacién de tres de
ellas, contribuyendo hasta el momento con ocho articulos originales.

Primero, como parte de los estudios de doctorado del responsable, reportd la
caracterizaciéon de la desnaturalizacion de la TIM de levadura (Vazquez-Contreras
y col., 2000), trabajo original en donde se describié por primera vez la presencia de
un intermediario monomeérico al equilibrio en la reaccién de desplegamiento de esta
enzima. Mas adelante, se public6 la desnaturalizacion de la enzima de
Trypanosoma brucei (TbTIM), utilizando mutantes de residuos de triptéfano
(Chanez-Cardenas y col., 2002), y también se realizé la comparacién de los
patrones de desnaturalizacion al equilibrio de esta enzima y su homéloga de T. cruzi
(TcTIM) (Chanez-Cardenas y Vazquez-Contreras, 2002).
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Posteriormente, se efectu6 la caracterizacion fenomenoldgica de la reaccidon de
desnaturalizacion de TcTIM (Vazquez-Contreras y col., 2004) y se publicé su
caracterizacion termodinamica (Chanez-Cardenas y col., 2005), asi como las
semejanzas entre las reacciones de desplegamiento y replegamiento (Vazquez-
Contreras y col., 2005).

Como parte de los estudios de disefio de proteinas, se generaron resultados sobre
la monomerizacion de TcTIM (Zarate y Vazquez-Contreras, 2008) y sobre la
construccion, sobreexpresion y purificacidn de una variante monomérica de TcTIM,
denominada monoTcTIM, que se ha caracterizado de forma parcial tanto funcional
como estructuralmente, en solucion y en el cristal (Zarate y col., 2009).
Actualmente, hemos incorporado a estas investigaciones el uso de herramientas
informaticas para el analisis de estos procesos.

En cuanto al plegamiento no convencional de la TIM, en 2016 el grupo de la Dra.
Saab en el IBT de la UNAM reportd la identificacién de regiones fibrilogénicas en la
enzima humana (Carcamo-Noriega y Saab-Rincén, 2016). Nosotros iniciamos los
estudios de la fibrilogénesis en la enzima de Trypanosoma cruzi, posteriormente en
la de T. brucei y luego en una variante monomérica de la primera. Desde hace
aproximadamente cuatro afios se han incorporado a esta linea de investigacion
estudiantes de proyecto terminal, servicio social, especializacién, maestria y
doctorado.

Buscando otras enzimas con plegamiento de barril TIM, recientemente
emprendimos una colaboracion con un grupo espafnol que investiga las beta-
glucosidasas. Estas enzimas son producidas en grandes cantidades debido a sus
aplicaciones biotecnoldgicas; se trata de construcciones recombinantes que
contienen colas de histidina, lo que permite un rendimiento de purificacidon muy
superior al de las TIM con las que habitualmente trabajamos. De hecho, el afo
pasado publicamos el primer articulo utilizando este modelo (Rodriguez-Lépez y
col., 2024).

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

2.3 Objetivos General y Particulares.
Objetivo General
e Aportar informacién sobre las implicaciones del plegamiento proteinico in vitro
en la formacién de oligdbmeros o polimeros, que puedan relacionarse con

situaciones metabdlicas convencionales y no convencionales, principalmente
en forma de fibras amiloides.
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Objetivos Especificos

e Estudiar el patrén de desnaturalizacion y renaturalizacién de las proteinas, con
la finalidad de incrementar la informacion sobre su agregacion, utilizando toda
la infraestructura disponible.

e Contribuir con informacion sobre el papel oligomérico de las proteinas en el
plegamiento convencional, la agregaciéon inespecifica y el plegamiento no
convencional en la formacién de fibras amiloides.

o Utilizar principalmente al barril TIM como modelo de estudio, debido a su amplia
representacion en la naturaleza.

2.4 Descripcioén
Hipotesis.

Si se utilizan diversas técnicas fisicoquimicas, de microscopia y computacionales,
se podria generar informacion relevante sobre la oligomerizacion y polimerizacion
proteinica, con el objetivo de aportar conocimiento sobre el plegamiento
convencional, la agregacion inespecifica y el plegamiento no convencional en la
formacion de fibras amiloides, empleando diversas enzimas, en particular aquellas
con el plegamiento de barril TIM.

Metodologia.

1.- Purificaciones. De TbTIM, de acuerdo con lo reportado en Chanez-Cardenas
y col. (2002), y de TcTIM y MonoTcTIM, de acuerdo con lo reportado en Ostoa y
col. (1997). Para las beta-glucosidasas, segun Rodriguez-Lépez y col. (2024).

En resumen, estas purificaciones consisten en la ruptura mecanica de las células
de Escherichia coli que contienen los respectivos plasmidos de sobreexpresion de
las diferentes proteinas. Posteriormente, se realizan centrifugacion vy
ultracentrifugacion a 40,000 rpm (equipo adquirido gracias al apoyo del CONACyT
al responsable, siendo el unico con el que cuenta actualmente la UAM) vy, a
continuacion, cromatografia idnica, de exclusion molecular o de afinidad, segun
corresponda.

Todos los pasos pueden llevarse a cabo en el laboratorio de Biofisicoquimica UAM-
Cuajimalpa.

2.- Técnicas que se utilizaran en este proyecto.

Se empleara fluorescencia para estudiar los cambios en la estructura terciaria de
las proteinas, excitando las muestras a 280 nm para seguir los residuos de triptéfano
y a 295 nm para todos los residuos aromaticos (fluorescencia intrinseca). También
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se utilizaran sondas fluorescentes para verificar los cambios en esta propiedad
después de la union de los fluoréforos o0 no a las estructuras estudiadas
(fluorescencia extrinseca); entre ellas, el ANS, que permite monitorear cambios en
el area hidrofobica expuesta, y la ThT, que se une especificamente a las estructuras
beta cruzadas caracteristicas de las fibras amiloides. Con esta técnica es posible
seguir cambios a nivel de la estructura terciaria y cuaternaria. Para ello se cuenta
con un espectrofluorémetro de alta resolucién y con un lector de placas, adecuado
para el seguimiento de cambios a nivel cinético.

Durante la transicion hacia fibras amiloides ocurren modificaciones a nivel de
estructura secundaria, que pueden verificarse mediante espectrofotometria de luz
polarizada con un equipo de dicroismo circular.

Los cambios en el plegamiento también se podran seguir mediante microscopia. Se
empleara microscopia optica —de luz polarizada, de fluorescencia y confocal— y
microscopia electrénica de barrido (SEM).

Por supuesto, en todos los casos se verificara la funcion biolégica mediante la
determinacion de la actividad catalitica de las enzimas en estudio.

3. Estudio del plegamiento convencional, la agregaciéon inespecifica y el
plegamiento no convencional.

Con el fin de aportar informacion sobre la participacidon de las formas oligoméricas
y monoméricas de la TIM, se realizaran estudios de desnaturalizacion y
renaturalizacién, seguidos mediante técnicas espectroscopicas, calorimétricas y
microscoépicas (Carcamo-Noriega y Saab-Rincén, 2016).

Los siguientes trabajos estan relacionados con la formacion de fibras amiloides por
las enzimas TIM de interés en este proyecto:

Proyecto terminal: Miguel Rodriguez (finalizado), Daniel Cudney (finalizado), Paola
Gardufio (finalizado), Frida Velazquez Argueta (finalizado), Andrea Martinez (en
proceso).

Servicio social: Miguel Rodriguez (finalizado), Daniel Cudney (finalizado), Paola
Gardufo (finalizado).

Tesis de maestria: Janet Gardufio (finalizada), Miguel Rodriguez (finalizada), Daniel
Cudney (en proceso).

El estudio de estos procesos en beta-glucosidasas incluye la tesis de doctorado de

Miguel Alejandro Rodriguez Lépez (en proceso) y la de especializacién de Frida
Velazquez Argueta (en proceso) (Rodriguez-Lépez y col., 2024).
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2.5 Formacion de recursos humanos.

El proyecto pretende la formacién de recursos humanos en los diferentes niveles
que existen en nuestra Universidad, es decir, de licenciatura —incluyendo servicio
social— y de posgrado en sus tres modalidades: especializacion, maestria y
doctorado.

Para la licenciatura se propone la elaboracion de tres proyectos terminales y un
numero equivalente de servicios sociales. En cuanto al posgrado, se plantea la
realizacion de una especializacion, dos maestrias y dos doctorados.

Por supuesto, se buscara que los estudiantes involucrados en las fases de
licenciatura continuen en el posgrado, como es el caso de Frida Velazquez Argueta
y Miguel Alejandro Rodriguez Lépez, quienes realizaron tanto el proyecto terminal
como el servicio social bajo la asesoria del responsable y que actualmente cursan
la especializacion y el doctorado en el PCNI, respectivamente.

2.6 Productos esperados

Los productos esperados a partir del presente proyecto se encuentran en diferentes
rubros:

En primer lugar, la generacién de conocimiento: emprender investigaciones en un
tema de actualidad, utilizando la infraestructura disponible y aprovechando la
experiencia de los participantes, resulta altamente atractivo y pertinente.

En segundo lugar, la formacion de recursos humanos en niveles basicos y
avanzados a partir de estas investigaciones constituye un objetivo fundamental, ya
que tiene impacto en distintos ambitos: local, al cumplir con los planes de estudio
universitarios; nacional, al contribuir con la capacitacibn de mas personas como
ciudadanos preparados en metodologias y temas de vanguardia; y global, al sumar
estos esfuerzos al entendimiento de problemas sociales de gran relevancia.

Finalmente, pero en el mismo contexto, la publicacion y divulgaciéon de la
informacion obtenida es indispensable.

2.7 Impacto esperado del proyecto.

El estudio de las fibras amiloides in vitro resulta fundamental para comprender los
mecanismos de agregacion proteinica que, en condiciones fisiologicas o
patolégicas, conducen a la formacién de estas estructuras. Los sistemas in vitro
permiten reproducir, en un entorno controlado, el proceso de nucleacién vy
elongacion de fibrillas, lo que facilita analizar variables criticas como la
concentracion proteinica, el pH, la temperatura o la presencia de cofactores. Gracias
a estas aproximaciones, es posible desentrafiar las etapas intermedias de la
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agregacion, identificar especies oligoméricas transitorias y determinar cuales de
ellas son responsables de la toxicidad celular.

El valor de los estudios in vitro también radica en su aplicacion practica. Estos
ensayos permiten evaluar la eficacia de compuestos con potencial terapéutico para
inhibir o revertir la formacién de amiloides antes de avanzar a modelos celulares o
animales. Asimismo, ofrecen un marco para diferenciar entre fibras amiloides
patoldgicas y amiloides funcionales, lo cual contribuye a entender la dualidad de su
papel en los organismos.

Por otro lado, la investigacion in vitro ha revelado las extraordinarias propiedades
fisicoquimicas de las fibras amiloides, como su estabilidad, resistencia mecanica y
capacidad de autoensamblaje. Dichas caracteristicas han abierto un campo
emergente en la nanotecnologia y la biotecnologia, donde se exploran como
materiales para la fabricacion de nanofibras, biosensores y sistemas de liberacion
controlada.

En sintesis, los estudios in vitro de fibras amiloides son esenciales no solo para
dilucidar sus mecanismos de formacion y su papel en enfermedades
neurodegenerativas, sino también para impulsar el desarrollo de estrategias
terapéuticas y aplicaciones tecnolégicas basadas en sus propiedades unicas.

Ademas, se pretende impactar en la formacién de recursos humanos, como se
menciona en la seccién correspondiente, impartir seminarios, dictar conferencias y
presentar pdsters en eventos especializados nacionales e internacionales, asi como
publicar revisiones y articulos de investigacion. En el futuro, se participara con una
propuesta para adquirir financiamiento externo.

Para dar cumplimiento a lo solicitado en el Art. 2 de la Ley Organica y el Art. 1 de
las Politicas Operativas de Investigacién, el presente proyecto incidira en la
problematica de innovacién e infraestructura descrita en el Plan Nacional de
Desarrollo, dado que, aunque es un proyecto de investigacion basica, sus
resultados estan orientados a la innovacion de procesos y estrategias que puedan
evitar, inhibir o destruir estructuras proteinicas relacionadas con enfermedades
devastadoras de la sociedad actual. Por lo tanto, también se vincula con el Objetivo
de Desarrollo Sostenible (ODS) de la ONU sobre salud y bienestar.

“Estudio sobre el caracter oligomérico y polimérico de las proteinas” 7



2.8 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 adquiridos por parte del DCN. Recientemente
tambien hemos sido beneficiados con una colaboracién con el ITA en Espafia, que
nos ha donado cepas, reactivos y otros materiales necesarios para la investigacion.
Adicionalmene se contara con preupuesto departamenal anual para las partida de
productos quimicos basicos y materiales, accesorios y suministros de laboratorio
que sean necesarios durante el desarrollo del proyecto.

Contamos con las cepas bacterianas que contienen los plasmidos de
sobreexpresion para monoTcTIM, TcTIM y TbTIM. Ademas, estan disponibles TIMs
silvestres de varias especies, y el responsable ha construido, para otros proyectos,
algunas TIMs mutantes, en caso de que sea necesario obtener caracteristicas
especificas para alcanzar los objetivos. Se posee experiencia en la mutacion del
gen TPI que produce TIM, y el Dr. Alejandro Sosa participara en esta fase.

El DCN de la UAM, Unidad Cuajimalpa —lugar donde se llevara a cabo este
estudio— cuenta con la infraestructura para la sobreexpresién de las cepas
mencionadas (ultracongelador, autoclave, campanas de flujo laminar, incubadoras),
para cosechar las bacterias que han sobreexpresado las proteinas recombinantes
y mutantes (centrifugas, refrigerador), con los equipos necesarios para lisar las
bacterias (sonicador, potenciometro), purificarlas (centrifugas, ultracentrifuga,
FPLC, columnas cromatogréficas, colectores, pipetas, balanzas) y caracterizarlas
(espectrofluorébmetro con peltier, espectropolarimetro con peltier y aditamento de
stopped-flow, espectrofotdmetro, nanocalorimetros de titulacién isotérmica y de
barrido diferencial, dispersor de luz dinamica). Se tiene conocimiento y practica
sobre el uso general de todos estos equipos, y en algunos de ellos el responsable
ha participado directamente en la seleccion e instalacion.

Tanto el responsable de esta propuesta como los Dres. Najera y Pérez han
publicado articulos de investigacion relacionados con la sobreexpresion,
purificacion y caracterizacién de TIM en multiples aspectos, incluido el plegamiento
y la generacién de mutantes. También se han generado tesis a todos los niveles y
colaboraciones multiples entre los participantes y con otros investigadores alrededor
de este modelo. Este grupo reune experiencia en distintos niveles de investigacion
de esta enzima, aunque también desarrolla multiples proyectos con este y otros
modelos proteicos. En resumen, todos los reactivos e infraestructura experimental
necesarios para realizar el presente proyecto se encuentran en la UAM-C.

Lo relacionado a los estudios de microcopia los realizaremos en colaboracion con
la Dra. Roxana Lopez Simeon del DCN, aprovechando que es ella la encargada de
los equipos de microscopia con los que contamos en la UAMC y por lo tanto, experta
en el tema.
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Finalmente, los estudios in silico estaran a cargo de los Dres. Pérez y Sosa, quienes
no solo poseen el conocimiento para abordar estas preguntas, sino también los
programas de coémputo y licencias necesarias para desarrollarlos.

El Biol. José Maria Coll-Marqués, el Dr. David Talens-Perales, la Dra. Julia Marin-
Navarro, asi como el Dr. Julio Polaina, son los expertos en beta-glucosidasas; junto
con el responsable del proyecto, son coautores del primer manuscrito relacionado
con este tema dentro del proyecto, por lo que su participacion ocurre a todos los
niveles mencionados anteriormente para la TIM; pero en este caso para las beta-
glucosidasas, aclarando que contamos con dos cepas (Rodriguez-Lépez y col.,
2024), una que tiene una naturaleza monomérica (BgIB) y otra oligomérica,
octameérica (Bgla).

En la seccién de recursos humanos se mencionan los nombres de los alumn@s que
actualmente participan en el proyecto.

Presupuesto calendarizado.

Gracias a los recursos obtenidos mediante el patrocinio del CONACyT, se
adquirieron los equipos, materiales y consumibles necesarios para la purificacion,
la desnaturalizacion y otros estudios. Por ello, se considera que estos recursos son
suficientes para continuar con las actividades propuestas en esta investigacion.
Finalmente, también se cuenta con el apoyo de recursos adicionales del area de
Biofisicoquimica, incluyendo presupuesto y otros proyectos financiados por
PRODEP.

Fuentes de financiamiento externas.

No hay en este momento.
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3 Calendario de actividades en periodos trimestrales.

2025-2026
Otono Invierno Primavera
Expresion y purificacion de Ensayo del efecto del pH Verificacion del patron de
Bglb. en la renaturalizacion de renaturalizacion por
Bglb. Fluorescencia Intinseca de
Bglb (280 nm y 295 nm)
2026-2027
Otono Invierno Primavera
Verificacion del patron de Verificacion del patron de Verificacion del patron de
renaturalizacién por renaturalizacién por la renaturalizacién por
Fluorescencia Extrinseca actividad catalitica de Bglb Microscopia, tincién con
de Bglb (ANS y ThT)* Tht y Rojo congo

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.

* Dependiendo de los resultados obtenidos se procedera al analisis utilizando la
técnica de dicroismo circular

2027-2028
Otono Invierno Primavera
Expresion y purificacion de Ensayo del efecto del pH Verificacion del patron de
Bgla. en la renaturalizacion de renaturalizacion por
Bgla. Fluorescencia Intinseca de
Bgla (280nm y 295 nm)
2028-2029
Otono Invierno Primavera
Verificaciéon del patron de Verificacion del patron de Verificacion del patron de
renaturalizacion por renaturalizacién por la renaturalizacién por
Fluorescencia Extrinseca actividad catalitica de Bgla | Microscopia tincion con Tht
de Bgla (ANS y ThT)* y Rojo congo

* Dependiendo de los resultados obtenidos se procedera al analisis utilizando la
técnica de dicroismo circular

Es importante destacar que existe la posibilidad de incluir en estos estudios a

alguna(s) otras proteinas, en particular con plegamiento de barril TIM, pero eso
dependera de la velocidad con la que se desarrolle la agenda aqui propuesta.
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4 Informacion para el seguimiento del proyecto:

4.1 Calendarizacién de productos esperados a lo largo del proyecto.

Producto 2025-26 | 2026-27 | 2027-28 | 2027-28
Formacion de recursos humanos
nivel licenciatura

Servicio social 1 1 1

Proyecto terminal 1 1 1

Tesis de licenciatura

Formacion de recursos humanos

posgrado
Especializacion 1
Maestria 1 1
Doctorado 1 1
Publicaciones
Articulos 1 1 1 1
Capitulos de Libro 1
Memorias o Proceedings 1 1 1

Difusion o Divulgacion

Congresos 1 1
Conferencias 1 1 1

Otros

4.2 Resultados esperados.

En la ejecucién del presente proyecto se pretende obtener resultados que
contribuyan al conocimiento de los mecanismos y las caracteristicas que presentan
las proteinas —particularmente aquellas con plegamiento de barril TIM— durante
sus transiciones oligoméricas y poliméricas, en especial las relacionadas con las
fibras amiloides, que, como se ha mencionado, estan asociadas a enfermedades de
gran relevancia social en la actualidad. Estos resultados se difundiran en
publicaciones como articulos de investigacion y capitulos en libros especializados,
asi como en conferencias y presentaciones en reuniones especializadas.

Los resultados también incluyen la formacion de recursos humanos a todos los
niveles: licenciatura y posgrado.

Dado que los sistemas que se utilizaran en la investigacion propuesta tienen una
importancia significativa en el metabolismo, se espera que el impacto de este trabajo
sea tal que, en el futuro, sea posible desarrollar estrategias para la inhibicion o
destruccion de la formacién de fibras amiloides, lo cual eventualmente podria reducir
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la cantidad de personas afectadas por estas patologias, contribuyendo asi a
combatir un problema social de gran relevancia.
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