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El interés por encontrar moléculas que inhiban selectivamente a la
triosafosfato isomerasa (TIM) de Trypanosoma cruzi (TcTIM) sin inhibir la de
humano (HTIM) ha sido uno de los objetivos de nuestro grupo de trabajo. En
2002 Téllez-Valencia et al (1), encontraron benzotiazoles que inactivaron a la
TcTIM de manera selectiva. Estos compuestos fueron el acido 3-(2-
benzotiazoliltio)-propanosulfénico (compuesto 8), el acido 2-(p-aminofenil)-6-
metilbenzotiazol-7-sulfénico, y el &cido 2-(2-4(4-aminofenil)benzotiazol-6-
metilbenzotiazol-7-sulfénico. El 50% de la inhibicion maxima para TcTIM por
estos compuestos fue de 33, 56 y 8 uM, respectivamente, y para la HTIM la
concentracion fue de 422 yM, 3.3 mM y 1.6 mM, respectivamente. En este
trabajo se sugiere que los benzotiazoles perturban las interacciones entre los
mondmeros a través de un proceso en el cual la cisteina de interfase juega un
papel central en esta inactivacion. Posteriormente en 2004, Téllez-Valencia et
al (2), cristalizaron la TcTIM en presencia del compuesto 8 y encontraron que
esta molécula esta situada a menos de 4A de distancia de varios residuos que
forman parte de la interfase de la TcTIM; asi mismo observaron que la region
equivalente en la HTIM difiere en un aminoacido que pertenece a una zona de
alta hidrofobicidad.

La construccion de proteinas quiméricas resulta de gran ayuda para explorar
regiones de una enzima que pueden estar relacionadas con la estabilidad,
actividad enzimatica y/o sensibilidad a diferentes inhibidores. Es por ello que el
presente trabajo tiene como finalidad construir dos proteinas quiméricas, de las
dos especies mencionadas, que nos sefialen las regiones de la TIM que estén
implicadas en la sensibilidad a los compuestos benzotiazoles mencionados
previamente.

Debido a que la TIM es un dimero cuya conformacion tridimensional es un
barril beta — alfa, que consta de ocho cadenas beta plegadas unidas por asas
a ocho alfa hélices y sabiendo que los residuos de la interfase se encuentran
principalmente en las asas 1 a 4, se decidié construir la primer quimera con las
regiones 1 a 4 (amino4cidos 1 a 119) de la HTIM y las regiones 5 a 8
(aminoacidos 120 a 251) de la TcTIM: “Quimera H-Tc”. La segunda quimera
se construy6 con las regiones 1 a 4 (aminoacidos 1 a 119) de la TcTIMy5a 8
(aminoacidos 120 a 249) de la HTIM: “Quimera Tc-H". Es importante recalcar
que la Quimera H-Tc tiene la gran mayoria de los aminoacidos que forman la
interfase igual que la HTIM y la Quimera Tc-H la gran mayoria de los
aminodcidos que forman la interfase igual que la TcTIM.

Los genes quiméricos se mandaron a hacer por sintesis comercial en
Genescript, se clonaron en plasmido de sobrexpresion pET 3a con una
bandera de histidinas en el extremo amino y con sitio de corte para la enzima
enterocinasa.

Ambas quimeras se sobrexpresan eficientemente, sin embargo, la Quimera
H-Tc s6lo es soluble en condiciones de alta fuerza idnica y carece de



actividad.La Quimera Tc-H se localiza en cuerpos de inclusion, sin embargo,
usando novedosos sistemas de coexpresion con chaperonas se logra obtener
una proteina soluble.
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