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Resumen

La enfermedad de Chagas es una enfermedad tropical desatendida, endémica de
Sudamérica que ocasiona miles de muertes por afio y para la cual ain no existe
una cura en su fase crénica. Esta enfermedad es causada por el parasito
Trypanosoma cruzi, el cual es transmitido a los humanos mediante insectos
vectores llamados “chinches besuconas”. Este microorganismo cuenta con un
amplio repertorio de mecanismos de infeccion e invasion que permiten la entrada
del paréasito a las células humanas haciéndolo altamente evasivo y peligroso. La
enolasa es una proteina de alta importancia para este patdégeno, debido a que juega
un rol de vital importancia dentro del metabolismo de este parasito y ademas
presenta diversas funciones dentro de su mecanismo de infeccion. Se ha propuesto
gue al igual que en otros microorganismos patégenos, una de las funciones de esta
enzima es la union a colageno; es por ello, que es de suma importancia conocer el
sitio de union de la enolasa de Trypanosoma cruzi al colageno humano y los
aminoacidos que desempefian un papel primordial en esta interaccion. Para ello en
este trabajo se realizaron mutaciones puntuales y mudltiples en la secuencia
aminoacidica de la enolasa de T. cruzi, donde se cambiaron residuos aminoacidicos
en el sitio de interaccion de la enolasa con colageno por alaninas, y de esta forma
se crearon 10 mutantes diferentes con las cuales se llevaron a cabo mdltiples
Docking proteina-proteina con la cadena C de coldgeno humano, con la finalidad de
medir el impacto que tuvo la mutacion de dichos residuos en la afinidad de la
enolasa por el colageno. Al llevar a cabo el andlisis de estos Docking, se concluy6
que los residuos aminoacidicos que tuvieron un mayor impacto en la afinidad de la
enolasa de T. cruzi por la cadena C de colageno humano fueron: Dsi, Ls3, Doa y K12a4.
Siendo la triple mutante 10 (Ds1A-DosA-K124A) la que mayor vio afectada su afinidad
por el colageno humano, llegando inclusive a presentar colisiones estéricas con

esta.
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1. Introduccién

1.1.Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, también conocida como Tripanosomiasis Americana es
una enfermedad zoondtica potencialmente mortal, la cual afecta en su fase crénica
mayormente a la poblacion de entre 30-50 afios, es causada por el parasito
protozoario Trypanosoma cruzi, el cual es transmitido a humanos mediante insectos
vectores hematofagos conocidos como Triatominos o “chinches besuconas”, los
cuales habitan tipicamente en las paredes o en grietas en el techo de las casas, asi
como en gallineros, corrales e invernaderos en zonas rurales o suburbanas. [1, 2,
3, 4]

llustracion 1: Fotografia de un insecto Triatomino o “chinche
besucona”. Principal vector de la enfermedad de Chagas.

Las chinches besuconas portadoras del tripanosomatido, transmiten el parasito a
través de sus heces fecales, las cuales pueden tener contacto con el hospedero a
través de las membranas mucosas o lesiones en la piel, provocadas por la
probdscide del triatomino, en el momento en que las personas se rascan o frotan de
forma accidental las heces conteniendo los parasitos contra sus 0jos, nariz, o bien
la herida de la picadura del insecto en la piel. De igual forma han reemergido
diferentes rutas de transmision del parasito entre la poblacién, la cual puede llegar
a infectarse mediante transmision vertical o congénita entre el feto y la madre,
transfusiones sanguineas con sangre contaminada, trasplantes de O6rganos,

consumo de comida sin cocinar que esté contaminada con las heces fecales u orina
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de las chinches infectadas (causando brotes de transmision alimentaria, llegando a
infectar grupos de personas simultaneamente, y donde se presenta una morbilidad
mas severa y una mortalidad mas alta, causando un mayor nimero de muertes) y

de forma menos comdn mediante la exposicion en un laboratorio. [1, 2, 3,4].

World Health
Organization

HOW IS CHAGAS
DISEASE TRANSMITTED?

BLOOD TRANSFUSION MOTHER TO CHILD
ORGAN TRANSPLANT

llustracion 2: Infografia de la WHO sobre los
medios de transmision de la enfermedad de
Chagas

La enfermedad de Chagas fue nombrada asi en honor a Carlos Ribeiro Justino das
Chagas, un fisidlogo brasilefio e investigador que descubri6 la enfermedad en 1909,
tiempo después la 72 asamblea mundial de la salud, en mayo de 2019, tomo la
decision de celebrar el Dia de la enfermedad de Chagas el 14 de abril de cada afio
(la fecha del afio en que Carlos Chagas diagnosticé el primer caso humano de la

enfermedad en una nifia de 2 afios llamada Berenice. (4)

s N
llustracion 3: Fotografia de Carlos Ribeiro Justino
Chagas, descubridor de la enfermedad de Chagas Pagina | 3



1.2 Sintomatologia

La severidad y el curso de una infeccion individual puede variar basado en un amplio
namero de factores, como: la edad en la que la persona se vio infectada la forma en

que la persona adquirio la infeccidn y la cepa especifica del parasito T. cruzi. (2)
La enfermedad de Chagas puede presentarse en 2 fases diferentes:

e Fase aguda

e Fase Cronica

Donde ambas fases pueden ser tanto innocuas como muy graves, dependiendo de

los factores que ya se mencionaron anteriormente. (2)

Fase aguda: Puede durar de 8 a 12 semanas debido a la circulacion de los
tripomastigotes (1). En esta fase, los parasitos se encuentran circulando en el
torrente sanguineo, sin embargo, los pacientes pueden no presentar ningan sintoma
o tener sintomas inocuos mayormente, como: fiebre, fatiga, dolores de cuerpo, dolor
de cabeza, salpullido, pérdida del apetito, diarrea, vomito, glandulas linfaticas
inflamadas, palidez, hinchazén, e incluso afectacion del higado. [1, 2, 4]. En menos
del 50% de la poblacibn pueden observarse signos patognomonicos de la
enfermedad, las cuales se van a presentar como una lesion ulcerativa en la piel
conocida como chagoma de inoculacién o un edema palpebral en el parpado de uno

de los ojos conocido como signo de Romaifia. (2)

llustracion 4: Fotografia de un paciente que presenta

signo de Romaiia, un marcador de la enfermedad de
Chagas en su fase aguda
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La infeccion aguda en un huésped inmunocompetente ocasiona una reaccion de
hipersensibilidad de tipo retardada en el sitio de entrada de los tripomastigotes de
T. cruzi en la piel, pero en pacientes inmunosuprimidos es normalmente
imperceptible ya que el paciente podria nunca quejarse de los sintomas ya que no
los llega a sentir, ocasionando que el parasito pase desapercibido y no pueda ser
tratado de forma oportuna, cuando aun se encuentra en la fase aguda que es la

mas inocua (5).

Fase cronica: Usualmente inicia como una forma indeterminada que puede durar de
10 a 30 afos, en la que los pacientes presentaran serologia positiva, pero seran
asintomaticos, no presentaran anormalidades electrocardiogréficas, tendran un
corazon de tamafio normal y un eséfago y colon sin alteraciones. Después de este
periodo solo del 20 al 30% de los pacientes desarrollardn sintomas cardiacos y un
10% sufrira desérdenes digestivos como engrosamiento del eséfago o colon (1, 2,
4). Durante esta etapa los parasitos se encuentran albergados principalmente en
musculos cardiacos y digestivos, donde después de afios de infeccién los puede
llevar a muerte subita, debido a la generacién de arritmias o dafio cardiaco
progresivo, causado por la destruccion del tejido cardiaco y el sistema nervioso (4).
Dentro de este grupo de pacientes el 38.5% sufrira una muerte subita, 56%
sucumbirdn ante una falla cardiaca y 5.5% desarrollaran sindromes digestivos
como: megaesofago o megacolon (5). Otras manifestaciones clinicas que pueden
originarse a partir de la fase cronica de la enfermedad de Chagas son alteraciones
en el sistema nervioso periférico y central y malfuncionamiento del sistema

enddcrino (5).

llustracién 5: Manifestaciones Pagina | 5
clinicas producidas por enfermedad
de Chagas cronica en el corazén



1.3 Epidemiologia

La enfermedad de Chagas es una enfermedad endémica de América latina, desde
el sur de los Estados Unidos, hasta el norte de Argentina y Chile, pero es menos
comun fuera de zonas rurales, que es donde las chinches vector son encontradas
en las casas rusticas (7).

/ #
/# T. sanguisuga
S

T. protracta |_ R. pallescens
R. prolixus
R. robustus

T. barberi ;*;
d \ P. geniculatus
T. dimidiata /‘

T. ecuadoriensis

+

P. herreri

Regional control programme
Amazon Initiative (2005)

m Central America Initiative (1997)
W Southern Cone Initiative (1992)
®m Amazon Initiative (2005)

and Andean Initiative (1997)
B Amazon Initiative (2005)

and Southern Cone Initiative (1992)

I 1% T. cruzi infection prevalence
§ 0.01 T. cruziincidence per 100 habitants

@ 10 vector populations

llustracion 6: Mapa de las zonas endémicas donde habitan los insectos

triatominos, vectores de la enfermedad de Chagas.
Es importante mencionar que, aunque en algin momento esta enfermedad estuvo
confinada dentro de estas areas, actualmente se encuentra presente en todo el
mundo, y la mayoria de la gente infectada se encuentra en asentamientos urbanos,
por lo que han empezado a aumentar las contabilizaciones de esta enfermedad en
Estados Unidos, Canada, algunos paises europeos y africanos, paises del este del
mediterraneo y paises del oeste del pacifico. Hay que recalcar que la transmision
por medio de los insectos vector se da exclusivamente en América que es donde
habita el insecto. (1, 2, 4)
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® Endemic
@ Not endemic but present

llustracion 7: Mapa de la distribucion mundial de la enfermedad de
Chagas

La razon por la cual el Chagas ha logrado diseminarse a lo largo del mundo, es
como en muchos otros casos debido a la globalizacidn. Viajeros e inmigrantes han
sido considerados potenciales fuentes de diseminacién de la enfermedad de
Chagas desde hace muchos afios (7).

Muchos inmigrantes que buscan dejar su pais atras debido a la pobreza y represion
politica migran desde estas comunidades rurales endémicas de la enfermedad, en
busca de nuevas oportunidades a paises desarrollados (Australia, Canada y
algunos paises europeos como ltalia, Francia y Espafia entre otros) llevando
consigo la enfermedad y contagiando a otras personas a través de transfusion
sanguinea, trasplantes de érganos y otros medios de transmisién directa persona-

persona. (7)

1.4 Trypanosoma cruzi

T. cruzi es un protozoo flagelado hemo tisular perteneciente a la familia de los
trypanosomatidae, es un parasito intracelular obligado que presenta dos fases
diferenciadas dentro de su ciclo biologico, una de ellas en los vertebrados y otra en

los insectos vector (5, 8).
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llustracion 8: Micrografia de Trypanosoma cruzi,
patdégeno causante de la enfermedad de Chagas

1.5 Patogénesis

La forma parasitaria de T. cruzi, el tripomastigote entra al nuevo hospedero a través
de las heridas ocasionadas por la chinche besucona o a través de membranas
mucosas. Una vez dentro, los tripomastigotes invaden las células aledafias donde
se diferenciaran a su forma replicativa de amastigotes, los cuales llevaran a cabo
su ciclo replicativo dentro del citosol de las células del hospedero mediante fision
binaria. Una vez terminado su ciclo replicativo, estos son liberados al torrente
sanguineo del hospedero en forma de tripomastigotes, donde seran encapsulados
en vacuolas de origen lisosomal como parte de la respuesta inmune del hospedero.
En las cuales viajaran a otras partes del cuerpo para infectar nuevas células
nerviosas y musculares, principalmente del miocardio, células reticuloendoteliales
del bazo, higado, ganglios linfaticos y células del plexo mesentérico del tracto
gastrointestinal. El bajo pH de las vacuolas desencadena una cascada de
sefalizacion que ocasiona que de nueva forma se conviertan en amastigotes y

continden con su ciclo replicativo dentro de dichas células (1,2,8).

Cuando una chinche besucona se alimenta de la sangre de un hospedero, los
tripomastigotes viajan a través de su intestino medio y se transforman en
epimastigotes que se replicaran y seguiran viajando hasta el intestino grueso donde
se transformaran en tripomastigotes metaciclicos, para asi completar el ciclo

biolégico de T. cruzi (1).
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llustracion 9: Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi.

Para poder llevar a cabo el proceso de infeccion en el hospedero, los parasitos
deben sobrevivir en el medio extracelular dentro del mismo, obtener acceso a la
superficie de la célula y finalmente formar anclajes estables a las células del
hospedero que les permitan activar los mecanismos de invasion necesarios para

ingresar a la célula.

La membrana plasmatica de T. cruzi desempefia un papel crucial dentro de este
proceso, ya que esta es la encargada de interactuar con el medio extracelular,

incluyendo: la sangre, el espacio intercelular y el lumen de los intestinos del parasito.

La membrana plasmatica contiene un conjunto de glicoproteinas ancladas a
Glicosilfosfatidilinositol (GPI) que le confiere propiedades esenciales al parasito
para su supervivencia, estas proteinas son sintetizadas y ancladas a GPI en el
reticulo endoplasmatico, posteriormente en el aparato de Golgi sufren una serie de
modificaciones en los carbohidratos de las cadenas laterales, para finalmente
asociarse a la membrana plasmética y terminar como proteinas extracelulares que
daran cara al lumen (9). Este tipo de proteinas ancladas a GPI normalmente se
encuentran asociadas con micro dominios (balsas) ricas en esfingolipidos vy
colesterol, las cuales regulan los eventos de sefializacion a través de la
reorganizacion espacial de las proteinas, mediante la recoleccion de colesterol que

afecta la fluidez de la membrana ocasionando la reorganizacién de las proteinas

(9).
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Este conjunto de glicoproteinas de superficie resistentes a proteasas, pueden
desempeiiar una gran variedad de funciones, entre ellos: la adhesion y entrada a
las células del hospedero, ya que estas moléculas de superficie le permiten anclarse
a componentes de la matriz celular, unirse a receptores de superficie celular e
incluso pueden poseer actividad proteolitica contra los componentes de la matriz
celular permitiéndole al parasito degradar las uniones intercelulares y de esta forma
otorgar acceso al interior de la célula. Entre las principales glicoproteinas que se
encuentran en la membrana de T. cruzi, podemos encontrar las mucinas, trans-

sialidasas, moléculas afines a TS y proteinas integrales de la membrana (9).

Lo primero que debe hacer el parasito para iniciar su proceso de infeccion es unirse
a las células de su hospedero, lo cual realiza mediante las glicoproteinas de
membrana gp83 y gp85, las cuales pueden unirse a las glicoproteinas de matriz
como laminina y fibronectina. Una vez que el parasito ha llevado a cabo este
proceso, este utiliza sus proteasas de superficie como Cruzipaina para empezar a
degradar la ECM que esta compuesta de fibras de proteinas como: colageno, fibras
elasticas y sustancia fundamental (complejo viscoso altamente hidrofilico
compuesto de glicoaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinas multi

adherentes) que le entregan fuerza y rigidez a la matriz [9, 10].

Estos componentes forman las laminas basales que se encuentran entre el epitelio
y los tejidos conectivos. El parasito debe cruzar estas laminas basales e
inmovilizarse en los tejidos para poder iniciar su proceso de internalizacion a la
célula, es aqui donde el parésito utiliza sus proteasas de superficie como la
penetrina y cruzipaina para degradar componentes de la ECM como colageno tipo

1y 5y fibronectina, para poder dejar epitopos antes escondidos al descubierto (9).

T. cruzi cuenta con 3 mecanismos principales para poder entrar a las células del
hospedero e infectarlas. El primero de ellos es un mecanismo dependiente de actina
y lo llevan a cabo los amastigotes de T. cruzi, que puede inducir la fagocitosis en
células fagociticas profesionales como los macréfagos, pero de igual forma tienen
una increible capacidad de inducir la fagocitosis en células fagociticas no

profesionales lo cual logra mediante el secuestro de las vias de sefalizacion TLR2
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y TLR9. Una vez dentro de las células los amastigotes muestran la misma capacidad
que los tripomastigotes de romper la membrana parasitéfora, gracias a sus
proteinas porinas que se activan en pH acido, como el que se genera dentro de la
membrana parasitofora, lo que les permite escapar al citoplasma y continuar con su

proceso replicativo (5).

Los otros dos mecanismos con los que cuenta T. cruzi solo pueden llevarlos a cabo
los tripomastigotes, y se llevan a cabo en células no fagociticas, son independientes
del citoesqueleto de actina y altamente dependientes de la exocitosis lisosomal.

En el primero, una vez que los tripomastigotes han logrado anclarse a la superficie
de las células, estos disparan un proceso de sefializacién celular dependiente de
calcio (Ca?*), haciendo uso de 2 peptidasas, una serina endopeptidasa
(oligopeptidasa B) y una cisteina proteasa lisosomal secretada (cruzipaina), ademas
de la activacién de fosfolipasa C (PLC) que es una de las sefales de transduccién
mas importantes, porque genera inositol 3 fosfato (IP3) que lleva a la liberacion de
calcio de los depdsitos intracelulares. Esto resulta en un aumento del nivel de calcio
intracelular que promueve el reclutamiento rapido de lisosomas al sitio de union del
parasito mediante microtlbulos y kinesinas. Los lisosomas son reclutados mediante
el aumento de la concentracién de Ca?*, debido a que estos presentan de forma
ubicua en su membrana, una familia de proteinas denominadas: sinaptotagminas,
gue son una familia de proteinas receptoras de calcio. Después del reclutamiento,
se lleva a cabo la fusién de las membranas donadas por los lisosomas, dando lugar
a la formacion de las vacuolas acidicas parasitéforas (TcPV), las cuales se acoplan
al extremo posterior de los tripomastigotes, permitiéndoles entrar a las células en el
momento que estas se fusionan con la membrana plasmatica de la célula del
hospedero [5, 10].

El segundo, los tripomastigotes se aprovechan del mecanismo celular mediante el
cual se lleva a cabo la reparacién de la membrana plasmatica, este es mediado
directamente por la invaginacion de la membrana plasmatica, dicho proceso es
altamente complejo e involucra varios mecanismos. En primer lugar, los

tripomastigotes causan dafio a la membrana plasmatica, mediante el uso de
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porinas, las cuales aunque no se encuentren en un ambiente acido como las de la
membrana parasitéfora, cuentan con suficiente actividad residual como para causar
fisuras en la membrana plasmatica; sumado a esto los tripomastigotes pueden
causar dafio a la membrana plasmatica, cuando estos se alejan de la membrana
plasmatica, aun estando adheridos a esta por su extremo posterior. Juntos estos
mecanismos tienen la potencia suficiente como para desencadenar el mecanismo
de reparacion de la membrana plasmatica, lo cual da lugar a un incremento en los
niveles de calcio extracelular. El flujo de Ca?* a través de las disrupciones en la
membrana, desencadena la exocitosis lisosomal, esto sumado a los altos niveles
de Ca?* y de lisosomas reclutados mediante el primer mecanismo de infeccion,
hacen que haya una alta concentracién de lisosomas en el lugar de la herida, estos
lisosomas liberan una enzima llamada esfingomielinasa, la cual digiere la
esfingomielina convirtiéndola en ceramida, la cual tiene una gran capacidad de
unirse y formar enlaces internos lo que le da una alta capacidad de promover la
internalizaciéon de heridas gracias a la formacién de micro dominios de ceramida y
la invaginacion de la membrana plasmatica, esto promueve la internalizacion de
parasitos dentro de membranas parasitéforas enriquecidas en ceramida, las cuales
se uniran gradualmente a lisosomas que les permitiran anclarse al interior de la
célula [5, 11].

Se ha demostrado que este mecanismo por si solo no es capaz de mantener una
infeccion viable, ya que, sin los lisosomas, estos no son capaces de asociarse a los
microtubulos de las células, o que ocasiona que estos continden vagando dentro
del citoplasma de la célula hasta que eventualmente son expulsados y se revierte
la infeccion, por lo que las membranas lisosomales y los lisosomas reclutados con
el primer mecanismo de invasion son de vital importancia para que T. cruzi pueda

llevar a cabo una infeccion exitosa (11).
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llustracion 10: Mecanismo de infeccidn de T. cruzi mediante la invaginacion de
la membrana plasmdtica

1.6 Enolasa

Las enolasas constituyen una familia de metaloenzimas glicoliticas citoplasmaéticas,
y estan compuestas de 3 subunidades isoenzimaticas (Alpha, Beta y Gama) las
cuales pueden formar homo y heterodimeros [13, 14].

Las Alpha enolasas (ENO1), se expresan de forma ubicua durante la etapa
temprana del desarrollo embrionario, las Beta enolasas (ENO 3) se expresan en
tejido esquelético, cardiaco y muscular de los adultos y las Gama enolasas (ENO2)

se expresan especificamente en tejidos neuronales y neuroenddcrinos [14, 15].
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Cabe mencionar que las 3 comparten una alta similitud en su secuencia y en sus

propiedades cinéticas (15).

La Alpha enolasa enziméaticamente activa, estd compuesta de 2 subunidades de
433 aminoacidos con un peso de 47KDa cada una aproximadamente, las cuales se
encuentran de frente en forma antiparalela. Es una enzima altamente conservada
entre especies, con un rango de similitud de entre 40 y 90% (14). Esta cataliza la
deshidratacion del 2-Fosfo-D-Glicerato (PGA) a fosfoenolpiruvato (PEP) durante la
ruta de la glucdlisis y de igual forma cataliza la hidratacion del PGA durante la ruta
de la gluconeogénesis para generar PEP [12,13], ambas rutas metabdlicas son de
suma importancia para la supervivencia de las células al ser una de las principales

fuentes de obtencién de energia.

La enolasa tiene una absoluta necesidad de iones metélicos divalentes para poder
funcionar, el magnesio es su cofactor natural, y es con este ion con el que presenta
su mayor actividad. Debido a la necesidad de iones para funcionar a la enolasa se
le denomina como una metaloenzima activada por metales (13). Para su
funcionamiento la enolasa requiere de la unién de 2 iones de forma consecutiva en
dos sitios de unién a metales diferentes, los cuales se encuentran cerca del sitio
activo, el primero de ellos es denominado sitio conformacional e induce cambios
conformacionales en el sitio activo que permiten estabilizar el dimero y ademas la
unién del substrato, y el segundo sitio sirve como un componente requerido para el

funcionamiento del aparato catalitico (13).

llustracion 11: Estructura tridimensional de la enolasa de Trypanosoma
Cruzi, con uno de sus iones de Mg en color verde Pagina | 14



La enolasa se localiza principalmente en el citosol de las células, y es una de las
proteinas mas expresadas dentro de este, aunque el gen que la expresa no es un
gen constitutivo, si no que su expresion varia de acuerdo con las condiciones

fisiopatologicas, de desarrollo o metabolicas de las células (13).

Recientemente se ha encontrado que la enolasa es una enzima multiproposito y
que puede ser encontrada en diversos sitios dentro de la célula. En el citosol
ademas de llevar a cabo su actividad en el ciclo de la glucolisis y gluconeogénesis,
también esta involucrada en la regulacion de la morfologia celular y el trafico de
materiales al interactuar con el citoesqueleto de actina. De igual forma se ha
encontrado en el nucleo celular de algunas células de mamiferos, donde participa
en la regulacion transcripcional de genes involucrados en la transformacion
morfologica y proliferacion celular (3). Ademas, se ha encontrado que en situaciones
de estrés extremo como hipoxia actia como una proteina de estrés donde es sobre
regulada mediante la activacion del factor inducible de hipoxia 1 (HIF-1) brindando

proteccion a las células incrementando el metabolismo anaerdbico (12).

Recientemente se ha encontrado que la enolasa se expresa también en la superficie
celular de muchos organismos eucariotas; en las células hematopoyéticas
estimuladas (neutroéfilos, monocitos y linfocitos), células epiteliales, endoteliales y
neuronales donde actia como un fuerte receptor de plasmindégeno, que modula la
actividad fibrinolitica pericelular. Ademas, puede ser expresada en la superficie
celular de algunos organismos patogénicos, donde funge como un fuerte receptor
de plasminégeno lo que les permite a estos patdgenos utilizar la actividad
fibrinolitica de la plasmina humana para su propio beneficio y facilitar la invasion de
tejidos (13), ademas de dotar a estos organismos patogénicos con una gran
capacidad de degradar componentes de la ECM ya que al ser activado y
transformado en plasmina, es capaz de activar la pro-colagenasa y transformarla en
colagenasa, que es capaz de degradar fibrina y muchos otros componentes de la
matriz extracelular como: fibronectina y laminina (12), lo que favoreceria la infeccién

celular y la diseminacién hacia otros tejidos, de estos organismos patégenos.
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llustracion 12: Mecanismo de invasion de patégenos y otras células haciendo uso de la
enolasa como receptor de plasminégeno

Muchas enzimas metabdlicas incluyendo a ENO, son conocidas por interactuar con
proteinas citoesqueléticas como actina, tubulina, coldgeno, laminina y fibronectina,
gue son componentes importantes de la membrana basal y de la matriz extracelular.
Estas asociaciones proveen ATP a las células cancerosas y organismos patégenos,

lo que ayuda a promover la migracion de estos hacia otros tejidos (17,18).

Las alfa-enolasas carecen de las caracteristicas clasicas de las proteinas de union
a superficie, como lo son: una secuencia sefial o0 dominios conocidos por anclarse
a proteinas. Por ello las enolasas han sido incluidas en la familia de las proteinas
de superficie sin anclaje y se ha reportado que tiene una alta capacidad de unirse a
componentes de la matriz extracelular. Debido a sus propiedades adhesivas la alfa
enolasa podria potenciar la invasion de los organismos patdgenos y el dafio que

estos son capaces de causar a los tejidos del huésped [16,17].

1.7 Colageno

La matriz extracelular (ECM) es la porcion acelular y proteica de los tejidos
animales, constituye los andamiajes estructurales, regula procesos fisiologicos,

sefalizacion celular, migracion y transporte de solutos a través de los tejidos.
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Ademas, constituye la plataforma de anclaje para el epitelio, rodea los capilares

sanguineos y neuronas y es parte del tejido conectivo intersticial (19).

La ubicuidad y amplia distribucion de la ECM y sus componentes, la hacen un
blanco atractivo para la adherencia e invasion de muchos microorganismos
patdgenos durante su proceso infeccioso, y ya que el primer y mas critico paso para
toda invasion exitosa es la adhesion a los tejidos del huésped, la ECM desarrolla un

papel sumamente importante en este proceso.

Los patégenos se unen a la ECM por medio de proteinas de superficie llamadas
adhesinas, y los organismos patdégenos usualmente cuentan con muchas de ellas.
Aungue estas proteinas de unidn no se encuentran restringidas a los organismos
patdgenos, también las bacterias que forman parte de la microbiota comun pueden
unirse a algunos componentes de la ECM como COL1, laminina, fibronectina y

fibrindgeno (16).

Las colagenas son los mayores constituyentes del tejido conectivo y son el 30% de
todas las proteinas, siendo el Colageno 1 el principal componente organico del
cuerpo humano. Son de vital importancia para varios procesos como la
organogeénesis, la angiogénesis y la adhesién celular. Hasta la fecha, se han
encontrado y descrito 28 tipos diferentes en el cuerpo humano (16, 19). Todas
contienen un triplete recurrente conformado por Gly-Pro-Hidroxiprolina que se repite
indefinidamente en la parte central de cada cadena alfa; cuando 3 de estas cadenas

alfa, se juntan forman lo conocido como el dominio colagenoso (19).

El colageno es una glicoproteina multifuncional que juega un papel importante en la
morfogénesis celular, la sefializacion celular, la reparacion de los tejidos y en la
migracion celular. Se encuentra de forma ubicua en los tejidos como parte de la
membrana basal, ayuda a formar una membrana protectora alrededor de los
capilares sanguineos y forma parte de la ECM. Es por ello por lo que fungen como
moléculas mecéanicas de contencion que protegen a los tejidos de los patdégenos
(19).
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El coldgeno es usado como blanco de muchos microorganismos patdégenos
asociados a enfermedades del tracto gastrointestinal, respiratorio y urogenital, los
cuales usan sus adhesinas, para adherirse al colageno e inducir la respuesta
inflamatoria del huésped, lo que lleva a la colonizacion e invasion del tejido. Muchos
de estos organismos tienen la capacidad de degradar colageno con ayuda de sus
proteasas segregadas llamadas colagenasas o con ayuda de metaloproteinasas
gue secuestran del mismo hospedero. Esto con la finalidad de adherirse e invadir y
asi allanar el camino para poder colonizar de forma mas profunda los tejidos del
hospedero (16, 19)

2. Antecedentes

2.1 Antecedentes Generales

En un articulo publicado por Hsiao K-C, et al (20), se demostré que la enolasa de
células cancerigenas de pulmoén esta directamente relacionada con la degradacién
de la matriz extracelular, gracias a su capacidad para degradar colageno; Con esta
finalidad los autores, estudiaron el efecto de bloquear ENO1 con anticuerpos o
silenciar su expresion con un shRNA especifico. Para esto suspendieron células
PEO089 (linea celular humana de cancer de pulmon), LLC/luc (células de carcinoma
de pulmén de Lewis transfectadas con el gen de la luciferasa) o A549/luc (células
de carcinoma de pulmén transfectadas con el gen de la luciferasa) en matrigel que
contenia DQ-colageno (colageno fluorogénico), el cual fungié como sustrato para
determinar la degradacién de la ECM por las células tumorales. A continuacion,
afiadieron un anticuerpo especifico para ENO1; después las incubaron con
anticuerpo de cabra anti-raton conjugado a PE, especifico para anticuerpos de
MENO1 o con anticuerpo de cabra anti-ratdbn conjugado a PE para anticuerpo
humano especifico anti ENO1. Posteriormente, el nucleo fue tefiido con DAPI y
finalmente fueron inmersas en Vectashield y selladas para poder ser analizadas
mediante microscopia confocal laser. Los analisis revelaron que los productos
degradados de Colageno-DQ y ENO1 se encontraban co-localizados en la interfaz

entre las células tumorales y el matrigel, lo que sugiere que ENO1 esta asociada
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con la degradacién del colageno y que ademas se acumula en el sitio de invasion
de las células tumorales.

ENO1 DQ collagen DAPI merge

- . . .
LLC/luc e ,

llustracion 13: Células PEO89 y LLC/Iuc embebidas en matrigél con coldgeno DQ el cual emite fluorescencia verde al
ser degradado, y con un anticuerpo marcado con PE para detectar la presencia de coldgeno. La colocalizacion de
ambas sefiales en la interfaz de la membrana celular y el matrigel muestran la correlacion entre la degradacion de
colageno y la presencia de la enolasa en el sitio (20).

Después, para determinar el efecto del tratamiento con anticuerpos especificos para
ENO1 en la actividad proteolitica, cultivaron células por 24hrs y después el
sobrenadante fue sustituido con medio que contenia mENO1-Ab, anti ENO1-Ab de
ratdn o anticuerpo is6topo de control. A continuacién, se recolecto el sobrenadante
y se incub6 con colageno-DQ soluble y la fluorescencia emitida por el colageno-DQ
al ser degradado se detecté usando un Wallac multilabel counter. Los resultados
obtenidos mostraron que en los cultivos celulares con el anticuerpo control, se podia
observar una degradacion de colageno-DQ dependiente de tiempo. En los cultivos
con el anticuerpo especifico para ENO se encontr6 que la degradacién de
Colageno-DQ, se veia seriamente inhibida; y finalmente se observé que el medio
por si solo no era capaz de promover la degradacion de colageno-DQ de ningun
modo, por lo que se concluyo que al bloguearse la superficie de ENO1 la actividad

proteolitica de las células tumorales se veia altamente reducida.

Estos resultados muestran la necesidad de ENOL1, para poder llevar a cabo la
degradacion de la ECM. Ademas de la co-localizacion de Colageno-DQ y enolasa

encontrada en la microscopia dan pista de que la enolasa no solo podria estar
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mediando la degradacion del coldgeno, sino que también se podria estar dando

algun tipo de interaccion entre ambas moléculas (20).

En otro estudio llevado a cabo en 2017 por Moitza Principe, et al (18), buscaron
demostrar el rol de ENO1 en la union a proteinas de la matriz extracelular como:
Colageno 1 y 4, de una linea celular de cancer de pancreas (PDA). Para ello
utilizaron una linea celular de cancer de pancreas (CFPAC-1) con el gen de la
enolasa silenciado. Primero observaron que la inhibicion de ENO1 provoco la
regulacion negativa de varias proteinas adhesinas involucradas en la adhesion a la
ECM, ademas de que la integridad de la ECM se vio comprometida. Posteriormente,
para determinar la pérdida de la capacidad de estas células para unirse a la ECM,
hicieron ensayos de adhesion, donde diluyeron Coldgeno 1 y Colageno 4 dentro de
una microplaca de 96 pozos, posteriormente, afiadieron las células PDA; ya fueran
las células control shCTRL (silenciadas mediante un scrambled shRNA) o las
SshENO1 (silenciadas mediante un shRNA dirigido al gen de la ENO). A
continuacion, las células fueron sembradas en las placas cubiertas con Colageno 1
y 4, tanto en presencia como en ausencia del anticuerpo CD61, después las tifieron
con cristal violeta y finalmente hicieron la cuantificacion midiendo la absorbancia a
570nm. Con esto encontraron que las células con el gen de la enolasa silenciado
(shENO1) se unian de forma significativamente menor a Colageno 1 y 4, que las
células control (shCTRL)
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llustracion 14: Grdficas que muestran la afinidad de las células CFPAC-1-shCTRL y CFPAC-1-shENO1 por diferentes
proteinas de la matriz extracelular. En las grdficas B y C podemos ver como la afinidad por el coldgeno de las células
CFPAC-1 con el gen de la enolasa silenciado, se ve reducida (18).



Estos resultados muestran que la enolasa juega un papel clave en la union a
colageno, ya que, al no encontrarse presente en la superficie celular, la union de
dichas células a colageno se ve altamente comprometida, por lo que esto es un gran

indicio de que ENO podria estar interactuando directamente con las colagenas.

De igual forma en 2007, Jenni Antikainen, et al (17), buscaron evaluar la capacidad
de la enolasa de diversas bacterias, tanto patbgenas como probidticas, para unirse
a proteinas de la matriz extracelular, entre ellas Colageno 1 y 4. Para ello llevaron
a cabo un ensayo de ELISA usando una enolasa ligada a Hises (Hiss-ENO), donde
recubrieron microplacas de 96 pozos con Colageno 1 o Colageno 4 y a continuacion,
afadieron la Hise-ENO Yy las dejaron interactuar. Posteriormente, para detectar las
proteinas unidas afiadieron un anticuerpo monoclonal anti-Hiss € inmunoglobulinas
anti-ratobn conjugadas a fosfatasa alcalina como segundo anticuerpo. Con este
experimento encontraron una fuerte unién a Colageno 1 por parte de la enolasa de
L. crispatus y S. aureus. Y de igual forma encontraron que ninguna de las enolasas
de las diversas bacterias se uni6 al Colageno 4 inmovilizado. Con este experimento
se prueba que las enolasas de algunos microorganismos tanto patégenos como no

patdgenos tienen la capacidad de unirse directamente a colageno.

Finalmente, en un estudio realizado por Salzillo, M. et al en 2015 (16). Se demostré
que la enolasa de Lactobacillus plantarum tiene la capacidad de unirse a colageno
humano, ademas de que describieron el sitio y la secuencia donde se lleva a cabo
esta interaccion entre ambas proteinas. Para esto, primero llevaron a cabo una
electroforesis 2D de la fraccién de la fraccién de la pared para poder llevar a cabo
un ensayo con colageno y asi detectar posibles adhesinas, posteriormente
mediante analisis MALDI-TOF llegaron a la conclusion de que una de las proteinas
con las que se solapaba el colageno era la enolasa de L. plantarum (ENOAL).
Posteriormente para comprobar la importancia de ENOA1l en la adhesion a
colageno, el equipo realizé una prueba de adhesion en una microplaca de 96 pozos
recubierta con colageno, donde afiadieron 2 tipos de cepas, la primera fue L.
plantarum silvestre con el gen de la enolasa intacto y en la segunda usaron una

cepa modificada que tenia el gen de la enolasa silenciado y las dejaron
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interaccionar. Con este estudio encontraron que la cepa de L. plantarum con el gen
de la enolasa silenciado tenia una capacidad 6 veces menor de unirse a colageno.
Posteriormente y con el fin de caracterizar la union de ENOAL a colageno, llevaron
a cabo ensayos de ELISA con ENOA1 recombinante clonada en E. coli, donde
pusieron a interaccionar la rENOA1 con colageno inmovilizado y GST como control.
Con lo cual determinaron que rENOAL tenia una capacidad de unién a colageno 10

veces mas grande que GST.

Finalmente, para determinar qué region de la ENOA1 estaba llevando a cabo la
interaccidn con colageno, los investigadores dividieron la proteina en 3 partes:
ENOAli1-61, ENOAlei209, Y ENOAl209-442, las cuales expresaron, purificaron y
finalmente pusieron a interaccionar con colageno, encontrando que la Unica fraccién
que interactuaba con colageno fue ENOAle1-209. Posteriormente con la finalidad de
disminuir la region donde se encuentra el sitio de union, dividieron una vez mas
ENOAL, esta vez en los 3 fragmentos: ENOALi1-73, ENOALl1-104, ENOAl104-209, ¥
los ensayos con coldgeno mostraron que solo las regiones 1-104 y 104-209
conservaron la habilidad de unirse a colageno. Finalmente cortaron la proteina en 2
fragmentos mas: ENOA173-140y ENOAL140-209 y €ncontraron que la Unica region que
conservo su capacidad de unién a colageno fue ENOA173-140, por lo que concluyeron
que la regién de union a colageno de ENOAL debia encontrarse entre este

fragmento.

2.2 Antecedentes directos

La realizacion de este trabajo toma como precedente directo el trabajo realizado por
Tapia, F. en 2020 (21), en el cual realizé ensayos in silico donde llevé a cabo
acoplamientos moleculares entre la proteina recombinante de T. cruzi y las
proteinas de Homo Sapiens: Colageno tipo 1 (COL 1) y Colageno tipo 3 (COL3).
Para esto se bas6 en una secuencia de unién a colageno tipo 1 de la enolasa de L.
plantarum, descrita por Salzillo, M (16), la cual tiene homologia con la enolasa de

T. cruzi, con una similitud del 68%.
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Con base en los resultados del alineamiento que realizaron entre la enolasa de T.
cruzi y de L. plantarum; y de un Matchmaker que llevaron a cabo entre la rTcCENO y
procolageno tipo 1 de H. sapiens, modificaron dicha secuencia para finalmente
obtener una de 9 aminoacidos (115sAISKAAAAR123), con 41 enlaces rotativos y de
formula quimica CssH70N13010, la cual fungié como ligando en los acoplamientos
moleculares de rTcENO con COL1 y COL3.

En el caso de COL1 llevaron a cabo 3 acoplamientos moleculares distintos, uno
teniendo como receptor al dominio a1, otro al dominio a2 y uno mas utilizando la
estructura completa de procolageno tipo | de H. sapiens, para el caso de COL3
utilizaron la estructura del procolageno tipo Il de H. sapiens y llevaron a cabo 2
acoplamientos moleculares distintos, el primero usando solo el dominio a1 como

receptor y en el otro utilizando la estructura completa.

Los resultados que obtuvo indican que el modelo donde el receptor fue COL1
completo, muestra una AG menor (-6.2Kcal/Mol) en comparacién a los modelos
donde los receptores solo fueron los dominios alfa 1 y alfa 2 de COL1, lo que indica
gue la enolasa de T. cruzi necesita unirse a ambos dominios para lograr una mejor
estabilidad. Ademas, se encontrd que la interaccién que mostré un Kd mas bajo y
por lo tanto una mayor afinidad de la macromolécula por su ligando, fue la
interaccion entre la coldgena 1 completa y la rTcENO con un Kd de 28503nM, lo

que ratifica el descubrimiento previo.

Finalmente, encontraron que los aminoacidos (Kiis) y (Ri23) del ligando
115sAISKAAAAR123, junto con los aminoacidos de cada receptor, son los
responsables de formar el campo de fuerza necesario para llevar a cabo la

interaccion.

Posterior a los estudios in silico, Tapia, F. (21) llevd a cabo ensayos in vitro, para
confirmar de forma experimental los resultados obtenidos previamente en los
ensayos in silico. Estos, consistieron en ensayos de interaccion proteina-proteina

mediante Far Western Blot y ensayos de ELISA.
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Para llevar a cabo el Far Western Blot, migraron 20ug de COL 1y COL 3, en gel de
poliacrilamida en condiciones nativas al 7.5% y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa, a continuaciéon, agregaron rTcENO y se dejo interaccionar con las
proteinas, finalmente se les afladi6 1mL del primer anticuerpo (anti-HIS) y se les

dej6 interaccionar.

Ademas, realizaron otro Western Blot bajo las mismas condiciones solo que esta
vez empleando un segundo anticuerpo (anti-rTcENO) en lugar del anti-HIS.

Finalmente, como control negativo realizaron otro Far Western Blot bajo las mismas

condiciones, pero sustituyendo la rTcCENO por albamina de suero bovino (BSA).

Con dicho andlisis fueron capaces de observar una posible interaccion entre
rTcENO vy las proteinas COL 1 y COL3. Dicha interaccién fue visible tanto con el
anticuerpo anti-HIS como primer anticuerpo, como con anti-rTcCENO como primer
anticuerpo. Para confirmar que dichas interacciones se estuvieran llevando a cabo,
Tapia, F. (21) realizé posteriormente un ensayo de ELISA que le permitié esclarecer
si las bandas que se observaron en el Far Western Blot eran realmente

interacciones entre rTcENO y las colagenas.

El ensayo de ELISA se llevé a cabo en una microplaca de 96 pozos. Se llenaron 4
de estos pozos con 20 ug de COL1 y 4 pozos mas con 20 ug de COL 3. El primero
de los 4 pozos, sirvi6 como blanco, el segundo como control negativo, el tercero
para la interaccibn con Anti-HIS como primer anticuerpo y el cuarto para la
interaccién con Anti-rTcENO como primer anticuerpo. Los resultados obtenidos a
partir de este ensayo demostraron que en efecto se estaba llevando a cabo una
interaccion entre la enolasa de T. cruziy las proteinas de colageno humano, ademas

se encontro que rTcENO presenta mas afinidad por COL 1 que por COL 3.

3. Justificacion

La enfermedad de Chagas es una enfermedad desatendida a nivel mundial, para la
cual no existe un tratamiento efectivo o vacuna hasta el momento, por lo que es

necesario entender los diversos mecanismos de patogenicidad con los que cuenta
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el parasito causante de esta enfermedad y como estos influyen en su supervivencia
e infectividad. La enolasa de Trypanosoma cruzi (TcENO), no solo desarrolla
funciones metabdlicas en el parasito, también se ha propuesto que tiene un papel
importante en la entrada del parasito a las células a través de la degradacion de la
matriz extracelular, la cual estd conformada por coldgenas. Por tal motivo es
importante determinar que aminoacidos favorecen esta interaccion, con la finalidad
de entender la importancia de la enolasa en el proceso patogénico de T. cruzi y

poder ser utilizada como un posible blanco terapéutico o vacunal.
4. Hipotesis

Mutaciones in silico generadas en aminoacidos del sitio de interaccion de la enolasa

con colagena del hospedero, afectara la interaccion entre ambas proteinas.

5. Objetivo General

Analizar mediante ensayos bioinformaticos la union entre la enolasa de
Trypanosoma cruzi (TCENO), y las colagenas del hospedero por medio de

mutaciones en los aminoacidos involucrados en la interaccion.

6. Objetivos Especificos

1. Obtener y modelar las estructuras de la enolasa de Trypanosoma cruziy del
colageno, con la finalidad de realizar ensayos de Docking molecular para
establecer el control de interaccion.

2. Realizar mutaciones puntuales en el sitio de interaccion de la TCENO con
colageno y evaluar mediante Docking molecular cambios en su interaccion.

3. Crear mutantes multiples (dobles y triples) a partir de los residuos
aminoacidicos que demuestren ser de mayor importancia para la interaccion
de la TCENO con colageno.

4. Analizar las interacciones polares y no polares que se estén llevando a cabo
entre la TCENO y el colageno y evaluar como se ven afectadas al hacer las

mutaciones.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Seleccién de estructuras

Para llevar a cabo el Docking Proteina-Proteina entre la enolasa de Trypanosoma
cruziy el colageno tipo | de Humano se seleccionaron las siguientes estructuras de
la base de datos Protein Data Bank (RCSB-PDB).

Para la enolasa de Trypanosoma cruzi se eligio la estructura con ID: 4G7F (22), la
cual fue obtenida mediante el método de difraccién de Rayos-X, con una resolucién
de 2.4 A. Dicha estructura tiene una longitud de 429 aa de longitud, y es de una sola

cadena (A).

llustracion 15: Imagen 3D de la enolasa de Trypanosoma Cruzi.
4G7F. Crystal structure of enolase from Trypanosoma Cruzi., Mol (D. Sehnal, S. Bittrich, M.
Deshpande, R. Svobodovd, K. Berka, V. Bazgier, S. Velankar, S.K. Burley, J. Koca, A.S. Rose (2021)., Mol
Viewer: modern web app for 3D visualization and analysis of large biomolecular structures. Nucleic
Acids Research. doi: 10.1093/nar/qgkab314). RCSB PDB.

Para el colageno tipo | de Humano, se eligié la estructura con ID: 7CWK (23), la cual
fue obtenida mediante difraccion de rayos-X y tiene una resoluciéon de 1.54 A. Esta

estructura tiene una longitud de 28 aa y tiene tres cadenas (A, B, C)
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llustracion 16: Imagen 3D del coldgeno tipo | de Humano.
Mol* (D. Sehnal, S. Bittrich, M. Deshpande, R. Svobodovd, K. Berka, V. Bazgier, S. Velankar, S.K. Burley, J. Koca,
A.S. Rose (2021) Mol* Viewer: modern web app for 3D visualization and analysis of large biomolecular
structures. Nucleic Acids Research. doi: 10.1093/nar/akab314), and RCSB PDB.

7.2 Preparacion de las estructuras

Una vez obtenidas las estructuras en formato PDB, estas fueron preparadas para el
Docking molecular, para esto ambas proteinas fueron procesadas con el software
PyMol 2.5 (24) y los scripts de PDB-Tools (25); donde se removieron moléculas de
agua no relevantes para el Docking y ligandos experimentales. En el caso de la
enolasa de T. cruzi, se decidi6 conservar el ion de Mg*?, debido a la importancia del
magnesio en el funcionamiento y conformacion estructural de la enolasa. Para ello
se tuvo que modificar el archivo PDB de la enolasa, haciendo uso de un editor de
texto, con el fin de asignarle la carga correspondiente al ion y de esta forma poder
incluirlo en el Docking.

7.3 Docking de la enolasa Wild Type

Con la finalidad de seleccionar la cadena de colageno tipo | que se utilizaria durante
los Dockings con las enolasas mutadas, primero se llevaron a cabo 3 Docking
diferentes usando cada una de las 3 cadenas del colageno tipo | (A, B, C), para

determinar cual de las tres presentaba mayor afinidad con la enolasa de T. cruzi.

Los Docking se llevaron a cabo usando el servidor de Haddock 2.4 (26, 27) usando
los parametros estandar de Docking del servidor. Ya que la principal caracteristica

gue destaca a Haddock del resto de los servicios de Docking es la capacidad de
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utilizar datos experimentales en el proceso de Docking, se introdujeron los sitios de
interacciéon de ambas proteinas o “residuos activos” con la finalidad de brindar
mayor precision al proceso de Docking. Para la enolasa de T. cruzi se utilizaron los
residuos hallados de forma experimental por Salzillo, et al (16), encargados de la
union de la enolasa de L. plantarum a coldgeno humano: aa73-aal40
(LAPALVGKDELQQSTLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGYV
PLYRYLAELAGTKE).

En el caso del colageno tipo | humano, se utiliz6 un motivo de unién a colageno
descrito por Yi Xu, et al (28): (GER). Con esta informacion se decidio utilizar como

sitio de interaccidn a los siguientes residuos aa9-aal7 (GQRGERGFP).

7.4 Andlisis del Docking de la enolasa Wild type

Para llevar a cabo el andlisis de los 3 Docking se utilizaron los puntajes otorgados
por la plataforma de Haddock2.4 (26, 27), en especial 6 de ellos ya que son los de
mayor impacto al calificar la interaccion entre ambas proteinas (Haddock score,
RMSD, Energia de Van der Waals, Energia electrostatica, Energia de solvatacion y
tamafio del Cluster)

Una vez analizados los resultados de los Docking de las 3 cadenas de Colageno
tipo I, se determind que la mejor opcién para llevar a cabo los Docking con las
mutantes de la enolasa de T. cruzi era la cadena C de coldgeno humano.

Una vez decidido esto, se utilizé Pymol 2.5 (24) y Maestro 13 (29) para analizar el
Docking de la enolasa con colageno y determinar que aminoacidos de la enolasa
de T. cruzi estaban jugando un papel importante en la interaccién con la cadena C

de colageno humano.

Lo primero que se hizo fue aislar los aminoacidos de la enolasa que se encontraban
a 5 A del colageno, ya que estos aminoéacidos son los que se encuentran a una
distancia lo suficientemente cerca como para llevar a cabo interacciones polares y
no polares con la cadena de colageno. Posteriormente se utilizo PyMol 2.5 (24) para

determinar cuales de estos aminoacidos estaban llevando a cabo interacciones
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polares con la cadena C de Colageno. De esta forma se obtuvieron los aminoacidos

gue se cambiarian para hacer las mutantes.

Finalmente con ayuda del software Maestrol3 (29), se aislaron los residuos de la
enolasa lo suficientemente cerca del colageno como para llevar a cabo
interacciones de tipo no polar, una vez identificados, se extrajeron de la estructura
principal de la proteina y se dejé Unicamente al colageno con los aminoacidos
identificados, finalmente se encontraron los aminoacidos de la enolasa que estaban
llevando a cabo interacciones de tipo no polar (puentes de hidrégeno, puentes
salinos, puentes haldégenos, interaccion cation pi, apilamiento pi) y con ayuda del
software se hizo un diagrama 2D donde se muestran las interacciones entre los

distintos aminoacidos y el colageno.

7.5 Elaboracion de las mutaciones de la enolasa de T. cruzi

Una vez obtenida la lista de aminoacidos que se modificarian para hacer las 7
mutantes, se utilizé una serie de scripts de Python llamados Haddock tools (30), los
cuales permiten hacer mutaciones en la secuencia aminoacidica de las proteinas,
para hacer las primeras 7 mutantes con el fin de analizar cuéles de ellas tenian el
mayor efecto en la interaccion de la enolasa con el colageno. Para esto se decidio
intercambiar los aminoacidos de importancia por una Alanina (A), debido a que es
un aminoacido no polar e hidrofébico, que no contribuye mucho a la interaccion
entre proteinas y que por ello permitira analizar el efecto de las mutaciones de estos
aminoacidos de importancia en la interaccion proteina-proteina. A continuacion, se

muestra una lista de las 7 mutantes resultantes:

e Mutante 1: Ds1 por As1
e Mutante 2: Ls3 por Ass
e Mutante 3: Sss por Ass
e Mutante 4: Tg7 por As?
e Mutante 5: Koo por Ago
e Mutante 6: Dos por Aos

e Mutante 7: K124 por A124
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7.6 Docking de las mutaciones Puntuales

Una vez obtenidas las mutantes se procedi6 a realizar el Docking correspondiente
de cada una con la cadena C de colageno humano. Para ello de igual forma se
utilizé el servidor de Haddock 2.4 (26, 27), utilizando los parametros estandar de
Docking del servidor y los sitios de interaccidbn de colageno y de la enolasa
previamente descritos en el Docking con la enolasa wild type. De esta forma se

llevaron a cabo 7 Docking diferentes, uno por cada mutante de la enolasa.

7.7 Andlisis de las Mutaciones Puntuales

A continuacion, se procedié a hacer el analisis de cada una de los dockings, con el
fin de encontrar cual de los aminoacidos mutados tuvo un mayor efecto sobre la
interaccion entre la enolasa y el coladgeno. En primer lugar, se utilizé el programa
PyMol 2.5 (24) para encontrar los aminoacidos de la enolasa que se encontraban a
5 A o menos del colageno y después se obtuvieron todos los amino&cidos de la
enolasa que estaban llevando a cabo interacciones polares con el colageno. De
igual forma se analizaron los puntajes obtenidos en el servido de Haddock 2.4
(26,27), al igual que con el Docking de la enolasa wild type, se tomé en cuenta el
Haddock score, tamafio del cluster, energia de solvatacion, energia de Van der
Waals, energia electrostatica y RMSD. Con la informacién obtenida se determiné
que las 4 mutaciones que mayor efecto habian tenido en la afinidad de la enolasa
por el coldgeno son: D81, L83, D94 y K124. Por ello se eligieron estos 4 aminoacidos
para hacer 3 mutantes mas: una mutante doble y dos mutantes triples, esto con el
fin de ver un mayor efecto de las mutaciones sobre la afinidad de la enolasa de T.

cruzi por la cadena C del colageno humano.

7.8 Elaboracién de las mutantes multiples

Conforme a los resultados obtenidos se procedié a crear las nuevas mutantes
multiples utilizando los aminoacidos con los que se consiguieron mejores
resultados. Para ello se utilizaron los scripts de Haddock tools (30), con los cuales
se sustituyeron los aminoacidos de importancia antes mencionados por alaninas.

De esta forma se obtuvieron las siguientes mutantes:
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e Mutante 8: Doa y K124 por Aga y Ki24
e Mutante 9: Dsi1, Dos y K124 por Asi, Ava 'y A124
e Mutante 10: Lss, Doa y K124 por Ass, Aoa 'y A124

7.9 Docking de las mutantes multiples

Una vez elaboradas las mutantes, se procedié a realizar el Docking de cada una
con la cadena C de coldgeno humano. Para esto se utiliz6 el servidor de Haddock
2.4 (26,27), usando los pardmetros estandar para Docking y utilizando los sitios
activos de colageno y de la enolasa antes descritos. Finalmente se eligieron los
mejores clusteres para cada Docking y se procediéo a hacer el analisis de los

resultados.

7.10 Andlisis de las mutaciones multiples

Para llevar a cabo el andlisis del impacto de las mutaciones multiples en la afinidad
de la enolasa de T. cruzi por el colageno humano, se tomaron en cuenta varios
factores. En primer lugar, se analizaron los puntajes arrojados por el servidor de
Haddock 2.4 (26, 27), posteriormente se hizo un analisis del sitio de interaccién de
ambas proteinas usando PyMol 2.5 (24) donde se obtuvieron los aminoéacidos de la
enolasa que se encontraban a menos de 5 A del colageno, y posteriormente se
hallaron los aminoacidos que estaban llevando a cabo interacciones polares con la
cadena C de colageno. Finalmente se utilizo el software Maestro 13.0 (29), para
encontrar los aminoéacidos de la enolasa de T. cruzi que estaban llevando a cabo
interacciones de tipo no polar (puentes de hidroégeno, puentes salinos, puentes
halégenos, interaccion cation pi, apilamiento pi) con la cadena C de colageno

Humano.

8. Resultados

A continuacién, se muestran las secuencias de las proteinas usadas para llevar a
cabo el Docking entre la enolasa wild type (PDB ID 4G7F) (22) con cada una de las
3 cadenas de colageno humano (PDB ID 7CWK) (23).
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e Secuencia aminoacidica de la enolasa wild type de T. cruzi. El texto resaltado
muestra el sitio de interaccién de la enolasa
MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHE
ACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL7sAPALVGKDELQQS
TLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLY
RYLAELAGTKE140VRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPV
KAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPI
TDINEPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLT
FKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFA
GITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTI

TEAIEASKFCMSNGWSVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIK
TGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS

e Secuencia aminoacidica del colageno humano. El texto resaltado

muestra el sitio de interaccion del colageno.

PPGPPGPPGsQRGERGFP17,GPPGPPGPPG

En seguida podemos observar los resultados de los 3 docking que se llevaron a
cabo, uno por cada cadena de colageno, aqui se enlistan los aminoéacidos a 5 A
de distancia con respecto a su receptor (cadena C del colageno), de igual forma
los aminoécidos llevando a cabo interacciones polares con el receptor y finalmente
se muestra una tabla con los principales puntajes arrojados por el servidor de
Haddock 2.4 (26, 27), los cuales brindan informacion acerca de la energia de las
interacciones gue se estan llevando a cabo entre ambas proteinas, ademas de la

distancia promedio que hay entre los residuos de ambas proteinas.

8.1 Docking enolasa wild type-Colageno cadena A

Aminoacidos de la enolasa a5 A de la Cadena A del colageno 1
G79 Kgo Ds1 Es2 Qssa Sges Ts7 Lss Koo Lo1 Doa Los A133 E134 L13s A13s G137 T138 K139

Aminoacidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena
B del colagenol

Ds1 Qs4 Ts7 Koo
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Cluster 1 Puntajes
HADDOCK score -52.1
Tamario del cluster 51
RMSD 10.7
Energia de Van der Waals -40.2
Energia Electrostética -219.2
Energia de solvatacién 5.6

Tabla 1: Puntajes obtenidos del Docking entre la enolasa Wild type de T. cruzi y la cadena A de coldgeno Humano.
8.2 Docking enolasa wild type-Colageno cadena B

Aminoacidos de la enolasa a5 A de la Cadena B del colageno 1

G79 Kso Ds1 Lsz Qsa Qss Sse Ts7 Lss Koo Lo1 Doa Los Rizo Y131 A133 E134 L13s Aize Giaz
T138 K139 E355 K3ss

Aminoécidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena
B del colageno 1

Ds1Ts7KooDoal 135
Cluster 2 Puntajes

HADDOCK score -46.2

Tamario del cluster 69

RMSD 5.2
Energia de Van der Waals -43.5
Energia Electrostatica -194.3

Energia de solvatacién 6.5

Tabla 2: Puntajes obtenidos del Docking entre la enolasa Wild type de T. cruziy la cadena B de colégeno Humano.
8.3 Docking enolasa wild type-Colageno cadena C

Aminoacidos de la enolasa a5 A de la cadena C del colageno 1
Ds1 Ls3 Qsa Qss Sse Ts7 Lss Koo Lo1 Roz Doa Los Go7 Tes Pog R123 K124 G125 E134 Li3s

Aminoécidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena
C del colagenol

Ds1 L3 Sge Tg7 Koo Dos K124
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HADDOCK score -48.1
Tamafio del cluster 29
RMSD 3.2

Energia de Van der Waals -38.5

Energia Electrostatica -233.8
Energia de solvatacién 5.6

Tabla 3: Puntajes obtenidos del Docking entre la enolasa Wild type de T. cruzi y la cadena C de coldégeno Humano.

8.4 Andlisis del Docking enolasa wild type-Colageno cadena C

A continuacion, podemos observar el modelo 3D resultante del Docking entre la

enolasa de T. cruzi y la cadena C del colageno humano

llustracion 17: Modelo 3D del Docking entre la enolasa de Trypanosoma cruzi (estructura en color

azul) y la cadena C del coldageno humano (mostrado en color verde). También se puede apreciar el

ion de Mg que requiere la enolasa para su correcto funcionamiento.
En seguida se muestran imagenes de los aminoacidos de la enolasa de T. cruzi que
se encuentran a una distancia de 5 A de la cadena C de colageno humano. Estos
aminoacidos son de suma importancia debido a que estos son los principales
responsables de mediar la interaccién entre ambas proteinas, ya que se encuentran
dentro del rango donde pueden llevar a cabo interacciones tanto polares como

apolares.
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llustracion 18: Modelo 3D de los aminodcidos de la enolasa de T. cruzi a 5 A o menos de la cadena C de coldgeno humano. En color verde
se puede observar la cadena C de coldgeno humano en su representacion de varas, y en color azul se muestran los residuos de la enolasa
en su representacion de varas. Las lineas punteadas color rojo representan las interacciones polares que estdn llevando a cabo esos
aminodcidos.

Posteriormente podemos observar una imagen 3D que muestra Unicamente los
aminoéacidos llevando a cabo interacciones polares con el colageno, dichas
interacciones estan sefialadas por las lineas punteadas en color rojo, ademas se
muestra la distancia en Armstrongs entre los aminoacidos llevando a cabo las

interacciones.
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llustracion 19: Modelo 3D que muestra las interacciones polares entre la cadena C de coldgeno humano (verde) y residuos de la enolasa
de T. cruzi (azul). Las interacciones se encuentran denotadas por las lineas punteadas rojas y ademds se puede observar la distancia que
hay entre los aminodcidos que estdn llevando a cabo las interacciones.
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LYS 124

llustracion 20: Modelo 3D de las interacciones no polares entre la cadena C de coldageno (verde) y los residuos aminoacidicos de la enolasa
de T. cruzi(azul). Las lineas punteadas amarillas representan los puentes de hidrogeno y las lineas punteadas rosas representan los puentes
salinos.

Con la finalidad de ver detalladamente las interacciones no polares que se estan
llevando a cabo entre estas moléculas, se muestran los siguientes diagramas 2D,
donde se puede observar con mas claridad las caracteristicas de cada interaccion

no polar que se esté llevando a cabo.

o -
N
) Charged {negative) Folar == [Oistance —e P-cation
) Charged (positive) W) Unspedfiedresidue - H-bond —  Saltbridge
Glydne Water ~#  Halogen bond Solvent exposure
Hydrophabic Hydration site —  Metal coordnation
) Metal X Hydrationsite (displaced) e F-Fistacking

llustracion 21: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de coldgeno
humano y los residuos: Dg;, Sgs, Ts7 Y Lgs de la enolasa de T. cruzi
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llustracion 22: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C
de coldgeno humano y el residuo: Ko de la enolasa de T. cruzi

(o}
HN,,
‘",
NH
"
H;N N*H,

) Charged (negative) Folar === Distance —® Pi-caticn
) Charged (positive) ) Unspecifiedresidue - H-bond — Saltbridge

Glycing Water = Halogen bond Sclvert exposure

Hydrcphobic Hydration site — Metal coordination
o) Metal X Hydrationsite (displaced) e Fi-Fistacking

llustracion 23: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de
coldgeno humano y el residuo: Des de la enolasa de T. cruzi
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llustracion 24: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de coldgeno humano y el residuo: K124 de la enolasa de T.
cruzi

8.5 Docking de la Mutante 1 (Ds1A)

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos del Docking de la primera
mutante, a la cual se le intercambio6 el acido aspartico en la posicion 81 por una
alanina con el fin de alterar la afinidad de la enolasa por el colageno. En primer
lugar, podemos observar el modelo resultante del Docking entre ambas proteinas y

posteriormente se muestra la lista de aminoacidos interactuando y la tabla de
puntajes obtenida del servidor de Docking.
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llustracion 25: Modelo 3D del Docking entre la mutante DgiA (azul)

creada a partir de la enolasa de T. cruzi y la cadena C de coldgeno
Humano (verde). En rosa podemos observar el residuo aminoacidico que



o Secuencia aminoacidica de la mutante 1 (DsiA). El texto resaltado
sefala el sitio de interaccidn de la enolasa usado en el Docking, y resaltado

en color rojo, se muestra el aminoacido mutado.

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACEL
RDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL7sAPALVGKAELQQSTLDKLMRD
LDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTKE140
VRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRMGAEVYH
SLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDINEPLPILMEAIEQAGHKGRF
AICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYP
IVSLEDPYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKA
CNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGWSVMVSHRSGETEDTYIADLVV
GLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS

Aminoacidos de la enolasa a5 A de la cadena C del colageno 1

T2 P75 A76 G79 Kso As1 Ls3 Qsa Qss Sss Ts7 Lss Lo1 K124 A133 E134 L135 G137 T138 Kai3g
E140 Tss1 E3ss5 Kssg Ha20 Kaz22

Aminoacidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena
C del colagenol

Qsa Sse Ts7 E134 T138 K139 E355

Cluster 1 Puntajes
HADDOCK score -45.0
Tamaiio del cluster 10
RMSD 2.0
Energia de Van der Waals -38.0
Energia Electrostatica -230.9
Energia de solvatacion 4.1

Tabla 4: Puntajes obtenidos del Docking entre la Mutante 1 (Dg;) creada a partir de la enolasa de T. cruzi y la cadena C de
colageno Humano.

En la siguiente imagen podemos ver un modelo 3D donde se muestran los

aminoacidos de la enolasa proximos al colageno
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llustracion 26: Imagen de los aminodcidos de la mutante Dg;A (azul) a una distancia de 5A o menos de la cadena C de coldgeno

(verde). Ademds, en la imagen podemos observar las interacciones de tipo polar que se estdn llevando a cabo, representadas con
una linea roja punteada.

En la proxima imagen se muestran solamente los aminoacidos llevando a cabo
interacciones polares con la cadena C del colageno. Ademas, se sefalan las

distancias en Armstrong de los aminoacidos llevando a cabo estas interacciones.

GLU-355

THR-138
LYS-139
S .
. % “
Ay 24 :
/ .‘1'9 y
8 | ” R -~ [ S
. S \ ' j % . 5
- 2 ad 7 P A
/ [ ' / . {
g GLU-134 1
\ ( \_’ / I \ —~
GLN-84 "
\\\ / Jlg 1.7

llustracion 27: modelo 3D de las interacciones polares entre los residuos de la mutante Dg;A de la enolasa de T. cruzi (azul) y la cadena C
de coldgeno (verde). La linea punteada roja indica las interacciones polares que se estdn llevando a cabo y las distancias entre los
aminodcidos interactuando, las distancias estdn medidas en Armstrongs.

8.6 Docking de la Mutante 2 (Ls3A)

En la siguiente mutante, la mutacioén llevada a cabo fue en el amino&cido Lss, el cual
se cambid por una alanina, lo cual permiti6 observar si este aminoacido estaba
llevando a cabo algun rol importante en la interaccién entre la enolasa de T. cruziy
la cadena C de colageno.
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llustracion 28: Modelo 3D del Docking de la sequnda mutante creada a partir de la
enolasa de T. cruzi. En la imagen se puede observar la mutante de color azul, con
el residuo aminoacidico mutado en color rosa y el coldgeno en color verde

o Secuencia aminoacidica de la mutante 2 (Ls3A). En la secuencia se
muestra de forma resaltada el sitio de interaccion de la enolasa y resaltado

en color rojo, el residuo que ha sido mutado.

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHE
ACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL7sAPALVGKDEAQQST
LDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYR
YLAELAGTKE140VRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKA
GSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDI
NEPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKS
PEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFAGITEA
LKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEA
SKFCMSNGWSVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCR
GERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS

La lista de aminoacidos de la enolasa a 5 A del colageno y los aminoacidos llevando

a cabo interacciones polares se muestra a continuacion

Aminoacidos de la enolasa a5 A de la cadena C del colageno 1

A7e L77 Kgo Ds1 As3 Qsa Qsgs Sgs Ts7 Lsg Koo Lo1 Roz Dos Los K124 V126 E134 L13s A13e G137
K3s4

Pagina | 41



Aminoécidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena

C del colagenol

A6 As3 Sss Ts7 Koo K124
A continuacion, se muestra la tabla con los puntajes obtenidos del servidor de
Docking.
Cluster 1 Puntajes
HADDOCK score -46.0
Tamafio del cluster 37
RMSD 2.5
Energia de Van der Waals -41.7
Energia Electrostatica -207.6
Energia de solvatacion 4.8

Tabla 5: Puntajes obtenidos del Docking entre la Mutante 2 (Lg3) creada a partir de la enolasa de T. cruzi y la cadena C de

colageno Humano.

Las siguientes iméagenes muestran un modelo 3D donde se puede observar

claramente a los aminoéacidos que se encuentran a una distancia de 5 A o menos

de la cadena C del colageno y los aminoacidos llevando a cabo interacciones

polares y las distancias que existen entre ellos.
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llustracion 29: Modelo 3D del Docking de la mutante LgsA, en esta imagen se pueden observar los aminodcidos de la
mutante que se encuentran a menos de 5 A del coldgeno, que es la distancia méxima a la que se pueden llevar a cabo
interacciones polares y apolares. En color verde se observa la cadena C de coldgeno tipo | humano y en color azul se
muestran los residuos de la mutante. Las lineas punteadas rojas sefialan las interacciones polares que se estan llevando a

cabo entre ambas proteinas
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llustracion 30: Modelo 3D de la mutante LgzA que muestra los residuos que estdn llevando a cabo interacciones polares con la cadena
de coldgeno. En color azul podemos ver los residuos de la mutante de enolasa y en verde la cadena de coldgeno. Denotadas por lineas
rojas punteadas podemos encontrar las interacciones polares entre ambas cadenas y aun lado la distancia entre estos dtomos medida
en Armstrong.

8.7 Docking de la mutante 3 (SssA)

La proxima mutante creada a partir de la enolasa de T. cruzi fue la SseA, en la cual
se sustituyo el residuo 86 de Serina por una Alanina. A continuacién, podemos ver

el modelo resultante al llevar a cabo el Docking entre ambas proteinas.

llustracion 31: Modelo 3D del Docking entre la mutante SgsA (azul)
creada a partir de la enolasa de T. cruzi y la cadena C de coldgeno
humano. En color rosa podemos observar el dominio aminoacidico
mutado.
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o Secuencia aminoacidica de la mutante 3 (SssA). En la secuencia se

muestra de forma resaltada el sitio de interaccién de la enolasa y resaltado

en color rojo, el residuo que ha sido mutado.

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEAC
ELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL73APALVGKDELQQATLDKL
MRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELA
GTKE140VRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEAL

RMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDINEPLPILME

AIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQ
LAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDD
LTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGWSVM
VSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEE

ELGAHAKFGFPAWS

En seguida se enlistan los aminoacidos de la enolasa a 5 A del colageno, y los

aminoécidos llevando a cabo interacciones polares.

Aminoacidos de la enolasa a5 A de la cadena C del colageno 1

Kso Ds1 Ls3 Qsa Qss Ase Ts7 Lss Koo Lo1 Dos Loa A133 E134 L13s G137 T13s K139 T3s1 E3ss

K3sg

Aminoécidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena

C del coladgenol

Qs4 Ts7 Koo Doa

En la siguiente tabla se presentan los puntajes obtenidos del Docking entre ambas

moléculas.
Cluster 1 Puntajes

HADDOCK score -48.1

Tamafio del cluster 50

RMSD 4.9
Energia de Van der Waals -44.3
Energia Electrostética -171.6

Energia de solvataciéon 1.4

Tabla 6: Puntajes obtenidos del Docking entre la Mutante 3 (Sgs) creada a partir de la enolasa de T. cruziy la cadena C de

colageno Humano.
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En las siguientes imagenes se pueden observar los aminoacidos de la enolasa lo
suficientemente cerca de la cadena C de colageno humano como para interactuar

y los aminoacidos que estan llevando a cabo interacciones polares con el colageno.

'
DN

L83

llustracion 32: Imagen 3D de los aminodcidos de la mutante S86 (azul) a menos de 5 A de la cadena C de coldgeno (verde). Las lineas
punteadas rojas representan las interacciones polares entre ambas proteinas.

lustracion 33: Imagen 3D de los aminodcidos de la mutante S86 (azul) llevando a cabo interacciones polares con la cadena C de coldgeno
humano (verde). Las lineas punteadas rojas representan las interacciones y a un lado se pueden observar las distancias entre estos
aminodcidos medidas en Armstrong.
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8.8 Docking de la mutante 4 (Ts7A)

La siguiente mutante de la enolasa de T. cruzi es la Ts7A, la cual se cre6 cambiando
la treonina 87 por una alanina. En la siguiente imagen podemos observar el modelo

resultante de su Docking con la cadena C de colageno humano,

llustracion 34: Modelo 3D del Docking entra la mutante Tg; (azul) creada a
partir de la enolasa de Trypanosoma Cruziy la cadena C de coldgeno humano
(verde). El aminodcido mutado se muestra en color rosa.

o Secuencia aminoacidica de la mutante 4 (Ts7A). En la secuencia se
muestra de forma resaltada el sitio de interaccion de la enolasa y resaltado

en color rojo, el residuo que ha sido mutado.

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHE
ACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL7sAPALVGKDELQQSA
LDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYR
YLAELAGTKE140VRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKA
GSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDI
NEPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKS
PEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFAGITEA
LKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEA
SKFCMSNGWSVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCR
GERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS

En seguida se enlistan los amino&cidos de la enolasa a 5 A del colageno, y los

aminodcidos llevando a cabo interacciones polares.

Pagina | 46



Aminoécidos de la enolasa a5 A de la cadena C del colageno 1
A6 Kgo Ds1 Lsz Qss Qss Sse As7 Lss Koo Lo1 Daa K124 V126 R130 Y131 E134 L135 K3ss

Aminoécidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena
C del coladgenol

Ds1 Les Qs4 Sse As7 Koo Doa K124 E134

En la siguiente tabla se muestran los puntajes obtenidos del Docking entre la
mutante Ts7 y a cadena C de colageno humano.

Cluster 1 Puntajes
HADDOCK score -51.0
Tamafio del cluster 36
RMSD 3.0
Energia de Van der Waals -34.4
Energia Electrostética -259.6
Energia de solvatacion 4.6

Tabla 7: Puntajes obtenidos del Docking entre la Mutante 4 (Ts;) creada a partir de la enolasa de T. cruziy la cadena C de
coldgeno Humano.

En las siguientes imagenes se pueden observar los aminoacidos a una distancia

viable para llevar a cabo interacciones y los aminoacidos llevando a cabo

interacciones polares.

llustracion 35: Imagen 3D que muestra los aminodcidos de la mutante Tg;A (azul), que se encuentran dentro del rango de
interaccion con la cadena C de coldgeno humano (verde). Las lineas rojas punteadas sefialan las interacciones polares que
se estdn llevando a cabo entre ambas proteinas.
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lustracion 36: Imagen 3D de los aminodcidos de la mutante Tg;A (azul) llevando a cabo interacciones polares con la cadena C de
coldgeno (verde). Las interacciones se muestran como lineas punteadas rojas y | distancia entre los aminodcidos llevando a cabo
las interacciones estd marcada en Armstrongs

8.9 Docking de la mutante 5 (KgA)

Otra de las mutantes creadas a partir de la enolasa de T. cruzi, fue la mutante KgoA,
la cual se cre6 cambiando la lisina ubicada en la posicion 90 por una alanina. En la
siguiente imagen se observa el modelo resultante del Docking entre esta proteinay

la cadena C de colageno.

llustracion 37: Modelo 3D del Docking entre la mutante KeA (azul)
creada a partir de la enolasa de T. cruzi, y la cadena C de coldgeno
humano (verde). El residuo mutado de la enolasa se muestra en color
rosa.
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o Secuencia aminoacidica de la mutante 5 (KeA). En la secuencia se
muestra de forma resaltada el sitio de interacciéon de la enolasa y resaltado

en color rojo, el residuo que ha sido mutado.

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHEACE
LRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL73APALVGKDELQQSTLDALM
RDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLYRYLAELAGTK
E140VRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPVKAGSFNEALRM
GAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPITDINEPLPILMEAIE
QAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLTFKSPEATWVTAKQLAE
TYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFAGITEALKGKAQVVGDDLTV
TNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTITEAIEASKFCMSNGWSVMVSHR
SGETEDTYIADLVVGLGTGQIKTGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAH
AKFGFPAWS

Posteriormente se enlistan los aminoacidos de la enolasa que se encuentran una
distancia Optima para llevar a cabo interacciones con colageno y también los

aminoécidos llevando a cabo interacciones polares.

Aminoacidos de la enolasa a5 A de la cadena C del colageno 1

Qss Sss Ts7 Dsg Ago Rez Doa Dos Go7 Tos Pog N1oo K101 A133 E134 L13s A136 G137 T13s Kisg
T349 Tas1 E3s52 1354 E355 Kass

Aminoacidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena
C del colagenol

Ss6 R93 Doa E134 L135 T3s1 Kass

En la proxima tabla se muestran los puntajes obtenidos del Docking entre ambas

proteinas.
Cluster 3 Puntajes

HADDOCK score -53.5

Tamaiio del cluster 21

RMSD 8.9
Energia de Van der Waals -48.5
Energia Electrostética -177.8

Energia de solvatacion -4.4

Tabla 8: Puntajes obtenidos del Docking entre la Mutante 5 (Kq0A) creada a partir de la enolasa de T. cruzi y la cadena C
de coldgeno Humano.

Pagina | 49



A continuacién, se muestran imagenes del Docking entre ambas proteinas donde
se pueden observar los aminoéacidos de la enolasa a menos de 5 A del colageno, y

también los aminoacidos llevando a cabo interacciones polares.

A
v 7] -
, K358 e S K135 / \
N100 - f
/\ E355
c

lustracion 38: Modelo 3D del Docking entre la enolasa de T. cruzi y la cadena C de coldgeno. En la imagen se observan los aminodcidos
de la mutante KsoA (azul) a 5 A o menos de la cadena C de coldgeno humano (verde). De igual forma se pueden observar en forma de
lineas punteadas rojas las interacciones polares entre ambas proteinas.
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lustracion 39: Imagen 3D de los residuos aminoacidicos de la mutante KqA (azul) llevando a cabo interacciones polares con la
cadena C de coldgeno humano (verde). Las interacciones se muestran como lineas punteadas rojas y las distancias estdn medidas
en Armstrongs.
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8.10 Docking de la Mutante 6 (DgsA)

La siguiente mutante en la lista es la mutante DosA, la cual se generé a partir de la
enolasa de T. cruzi, sustituyendo el residuo aminoacidico 94 (acido aspartico) por
una alanina. El modelo resultante del Docking de esta mutante con la cadena C del

coldgeno se muestra a continuacion.

llustracion 40: Modelo 3D del Docking entre la mutante Dg,A (azul)
creada a partir de la enolasa de T. cruzi y la cadena C de coldgeno
Humano (verde). El residuo mutado se muestra en color rosa

o Secuencia aminoacidica de la mutante 6 (DosA). En la secuencia se
muestra de forma resaltada el sitio de interaccion de la enolasa y resaltado
en color rojo, el residuo que ha sido mutado.

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHE
ACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL7sAPALVGKDELQQS
TLDKLMRALDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARKGVPLY
RYLAELAGTKE140VRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPV
KAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPI
TDINEPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLT
FKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFA
GITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTI
TEAIEASKFCMSNGWSVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIK
TGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS
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En seguida se muestra una lista de los amino&cidos dentro del rango de interaccion

de la enolasa con el colageno y de los aminoacidos llevando a cabo interacciones

polares entre ambas proteinas.

Aminoéacidos de la enolasa a 5 A de la cadena C del colageno 1

A6 Kso Ds1 Lsz Qsa Qss Sse Ts7 Lss Koo La1 Rz Aga Los Dos Go7 Tes K103 V126 E134 Li3s

Aminoécidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena

C del coladgeno 1

Ds1 Lss Ts7 Koo Roz K124

En la siguiente tabla se muestran los puntajes obtenidos del Docking entre ambas

proteinas.
Cluster 2 Puntajes

HADDOCK score -46.7

Tamafio del cluster 23

RMSD 9.7
Energia de Van der Waals -41.5
Energia Electrostética -206.3

Energia de solvatacion 4.9

Tabla 9: Puntajes obtenidos del Docking entre la Mutante 6 (Dq,A) creada a partir de la enolasa de T. cruziy la cadena C

de coldgeno Humano.

En las siguientes imagenes podremos observar los aminoacidos de la mutante de

la enolasa de T. cruzi dentro de la zona de interaccion con el colageno, y los

aminoacidos llevando a cabo interacciones polares.

llustracion 41: Imagen 3D de los aminodcidos de la mutante DA (azul) dentro del perimetro de interaccion con la cadena C de coldgeno

humano (verde). Las lineas punteadas rojas representan las interacciones polares entre ambas proteinas.
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llustracion 42: Imagen que muestra los aminodcidos de la mutante Do,A (azul) llevando a cabo interacciones polares con la cadena C de
colageno humano (verde). Las interacciones se muestran como lineas punteadas rojas y las distancias estan medidas en Armstrongs.

8.11 Docking de la mutante 7 (K124A)

La ultima mutante simple creada a partir de la enolasa de T. cruzi fue la Ki24A, la
cual se cre6 cambiando el residuo aminoacidico en la posicion 124 (lisina) por una
alanina. El modelo resultante del Docking entre ambas proteinas se puede observar

a continuacion.

llustracion 43: Modelo 3D del Docking entre la mutante KizsA (azul)
creada a partir de la enolasa de T. cruzi y la cadena C de coldgeno
humano (verde). El residuo mutado se observa en color rosa.
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o Secuencia aminoacidica de la mutante 7 (K124A). En la secuencia se
muestra de forma resaltada el sitio de interacciéon de la enolasa y resaltado

en color rojo, el residuo que ha sido mutado.

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHE
ACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL73sAPALVGKDELQQS
TLDKLMRDLDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARAGVPLY
RYLAELAGTKE140VRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPV
KAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPI
TDINEPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLT
FKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFA
GITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTI
TEAIEASKFCMSNGWSVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIK
TGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS

A continuacion, se muestran los aminoéacidos de la enolasa a menos de 5 A de
la cadena C del colageno, y también los aminoacidos de la enolasa llevando a

cabo interacciones polares con el colageno.

Aminoacidos de la enolasa a5 A de la cadena C del colageno 1

M1 T2 G79 Kgo Ds1 Es2 Ls3 Qsa Qss Sss Ts7 Lss R123 R130 A133 E134 L13s A13s G137 T138
K139 E140 V141 K358 Ha20

Aminoacidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena
C del colagenol

M1 G79 Kgo Dg1 Ssgs Tg7 E134

En la siguiente tabla se muestran los puntajes obtenidos del Docking entre ambas
proteinas.

Cluster 5 Puntajes
HADDOCK score -44.7
Tamaiio del cluster 12
RMSD 0.9
Energia de Van der Waals -38.6
Energia Electrostética -229.9
Energia de solvataciéon 5.8

Tabla 10: Puntajes obtenidos del Docking entre la Mutante 7 (K124A) creada a partir de la enolasa de T. cruziy la cadena
C de colageno Humano.

Posteriormente Podemos observar imagenes de los aminoacidos de la mutante
que se encuentran a una distancia de 5 A o menos de la cadena de colageno, y

de los aminoéacidos llevando a cabo interacciones polares.
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Ilustracion 44: Imagen de los aminodcidos de la mutante K124A (azul) a 5 A o menos de la cadena C de coldgeno Humano (verde). Las
lineas punteadas rojas representan las interacciones polares que se estdn llevando a cabo entre ambas proteinas.
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llustracion 45: Imagen de los aminodcidos de la mutante Ki24A (azul) llevando a cabo interacciones polares con la
cadena C de coldgeno humano (verde). Las interacciones estdn representadas como lineas punteadas rojas y las
distancias estdn medidas en Armstrongs

8.12 Docking de la mutante 8 (DasA-K124A)

Después de llevar a cabo los Docking de las 7 mutantes simples, se eligieron las 4
con las que mejores resultados se habian obtenido para crear las mutantes multiples
a partir de estas. Estas mutantes permitiran observar de forma mas clara el efecto
en la afinidad de la enolasa por el colageno al mutar estos aminoacidos. La primera
de estas mutante multiples que se creo fue la Do4Ki24, la cual se cred sustituyendo

los residuos 94 y 124 (acido aspartico y lisina) de la enolasa de T. cruzi por alaninas.
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El modelo resultante del Docking entre esta mutante y la cadena C de colageno

humano se muestra a continuacion.

lustracion 46: Modelo 3D del Docking entre la mutante DgsA-K124A (azul) creada a
partir de la enolasa de T. cruzi y la cadena C de coldgeno humano (verde). Los
residuos mutados se muestran en color rosa.

. Secuencia aminoacidica de la mutante 8 (DwA-Ki24A). En la
secuencia se muestra de forma resaltada el sitio de interaccion de la enolasa

y resaltados en color rojo, los residuos que han sido mutados.

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHE
ACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL7sAPALVGKDELQQS
TLDKLMRALDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARAGVPLY
RYLAELAGTKE140VRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPV
KAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPI
TDINEPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLT
FKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFA
GITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTI
TEAIEASKFCMSNGWSVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIK
TGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS

En seguida se enlistan los aminoacidos de la mutante que se encuentran dentro del
rango de interaccion con la cadena C de colageno y los aminoéacidos llevando a

cabo interacciones polares con esta proteina.
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Aminoécidos de la enolasa a5 A de la cadena C del colageno 1

Kso Ls3z Qs4 Sse Ts7 Lss Koo Lo1 Aga Los A133 E134 L13s A136 G137 T13s K13g E140 T3s1 E3s5
K3ss Ha20 K422

Aminoécidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena
C del coladgenol

Qs4 Ts7 A134 K139 E140 E355

Cluster 5 Puntajes
HADDOCK score -47.1
Tamafio del cluster 51
RMSD 3.1
Energia de Van der Waals -43.1
Energia Electrostatica -187.4
Energia de solvatacion 15

Tabla 11: Puntajes obtenidos del Docking entre la Mutante 8 (Ds4K124) creada a partir de la enolasa de T. cruzi y la cadena
C de coldgeno Humano.

En las siguientes imagenes podemos observar los aminoacidos de la mutante que
se encuentran lo suficientemente cerca de la cadena C de colageno como para
poder llevar a cabo algun tipo de interaccién (5 A) y ademéas podemos observar los

aminoécidos que estan llevando a cabo interacciones polares.
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llustracion 47: Imagen de los aminodcidos de la mutante DosA-K124A (azul) que se encuentran a una distancia de 5 A o menor de la cadena
C de coldgeno Humano (verde). Las lineas rojas punteadas denotan las interacciones polares entre ambas proteinas.
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llustracion 48: Imagen 3D de los aminodcidos de la mutante DgsA-K124A (azul) llevando a cabo interacciones de tipo polar
con la cadena C de coldgeno humano (verde). Las interacciones polares se marcan en la imagen como lineas rojas
punteadas, y la distancia entre los aminodcidos llevando a cabo la interaccion esta medida en Armstrongs.

En la siguiente imagen se muestran las interacciones de tipo no polar que se estan

llevando a cabo entre esta mutante y el colageno
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llustracion 49: Imagen 3D que muestra las interacciones de tipo no polar que se estdn llevando a cabo entre los residuos de la
mutante DgsA-K124A (azul) y la cadena C de colageno humano (verde). Las lineas punteadas amarillas representan los puentes
de hidrdégeno, las lineas punteadas rosas representan puentes salinos.
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Posteriormente se muestran diagramas 2D donde se puede observar de manera

mas clara las interacciones no polares que se estan llevando a cabo entre ambas
moléculas.

Q=
O
NH,
PHE
16
(5
) Chargad(negative) Polar === Distance —® Pication
) Charged(pasitive) ) Unspedfied residue =  Hbaond —  Salt bridge
Glycire Water »  Halogenbaond Sclvent exposure
Hydrephebic Hydrationsite ~—  Metal coordnation
o) Metal X Hydrationsite (dsplaced) ®® R-Pistacking

llustracion 50: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de
coldgeno humano y el residuo Qg4 de la mutante DgsA-K124A.
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llustracion 51: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de
coldgeno humano y el residuo Tg; de la mutante DgsA-K124A.
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llustracion 52: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de
coldgeno humano y el residuo Ko de la mutante DosA-K124A.
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llustracion 53: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de coldgeno humano y los residuos
E134, K139 y E140 de la mutante DosA-Ki24A.
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llustracion 54: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de coldgeno
humano y el residuo Esss de la mutante DosA-K124A.

8.13 Docking de la mutante 9 (Ds1A-DasA-K124A)

La siguiente mutante multiple con la que se llevé a cabo un Docking fue la DsiA-
DosA-K124A, la cual se cre6 a partir de la enolasa de T. cruzi, mutando 3 residuos
aminoacidicos: el &cido aspartico en la posicion 81, el &cido aspartico en la posicion
94, y finalmente la lisina en la posicion 124, cambiando todos ellos por alaninas. El

modelo 3D resultante del Docking de la mutante con el coldgeno se muestra a
continuacion.

llustracion 55: Modelo 3D del Docking entre la mutante Dg;A.

DgsA-K124A (azul) y la cadena C de coldgeno humano (verde). Los Pagina | 61
residuos mutados se ven en color rosa.



o Secuencia aminoacidica de la mutante 9 (Ds1A-DasA-K124A). En la
secuencia se muestra de forma resaltada el sitio de interaccion de la enolasa

y resaltados en color rojo, los residuos que han sido mutados.

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHE
ACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL73sAPALVGKAELQQS
TLDKLMRALDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARAGVPLY
RYLAELAGTKE140VRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPV
KAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPI
TDINEPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLT
FKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFA
GITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTI
TEAIEASKFCMSNGWSVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIK
TGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS

A continuacién, se muestra una lista de los aminoacidos de la mutante que se
encuentran a menos de 5 A de distancia de la cadena C de colageno y de los

aminoécidos llevando a cabo interacciones polares.

Aminoacidos de la enolasa a5 A de la cadena C del colageno 1

M1 T2 V7s G79 Kso As1 Es2 Lsz Qsa Qss Sse Ts7 Lss R123 A124 R130 Y131 A133 E134 Li3s
A136 G137 T13s K13g E140 V141 Ha20

Aminoécidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena
C del colagenol

G79 Kso Es2 Sgs Ts7 E134 Hazo

Cluster 5 Puntajes
HADDOCK score -50.3
Tamario del cluster 11
RMSD 6.9
Energia de Van der Waals -35.3
Energia Electrostética -228.7
Energia de solvataciéon 2.0

Tabla 12: Puntajes obtenidos del Docking entre la Mutante 9 (Dg1A-DasA-K124A) creada a partir de la enolasa de T. cruzi 'y
la cadena C de coldgeno Humano.

En seguida se muestran las imagenes de los aminoacidos que se encuentran dentro
de la zona de interaccion con colageno y los aminoacidos que estan llevando a cabo

interacciones polares.
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llustracién 56: Imagen de los residuos aminoacidicos de la mutante DgiA-DasA-K124A (azul) a una distancia de 5 A o menos de la
cadena C de coldgeno humano (verde). Las lineas punteadas rojas sefialan las interacciones polares que se estdn llevando a cabo
entre ambas proteinas.
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llustracion 57: Imagen de los aminodcidos de la DgiA-DosA-K1244 (azul) llevando a cabo interacciones polares con la cadena C de
coldgeno humano (verde).

Posteriormente se muestran imagenes 3D donde se pueden observar las

interacciones de tipo no polar que se estan llevando a cabo entre la enolasa de T.
cruzi y el colageno humano.
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llustracion 58: Imagen 3D de los residuos aminoacidicos de la mutante DgiA-DasA-K124A (azul) llevando a cabo interacciones de
tipo no polar con la cadena C de coldgeno humano (verde). Las lineas amarillas representan los puentes de hidrégeno, las lineas
rosas representan los puentes salinos y las lineas punteadas rojas sefialan los impedimentos estéricos graves entre dos
aminodcidos.

En seguida se muestran diagramas 2D de las interacciones no polares que se estan

llevando entre ambas proteinas para poder apreciarlas con mayor claridad.

L\
L

) Charged (negative) Polar

ZT
Hineeae
X
N
‘< o] z

GLY 3
12 GL!
13

Distance —e Pication

) Charged (positive) @ Unspecified residue -+ Hbond —  Salt bridge
Glycire Water -»  Halogen bond Solvent exposure
) Hydrophabic Hydration site — Metal coordination
W) Metal X Hydration site (dsplaced) e Pi-Pistacking

llustracion 59: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de coldgeno humano y los residuos Gzg, Kso, Esz, Sse y Ts7 de
la mutante DglA.D94A-K124A
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llustracion 60: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de
coldgeno humano y el residuo E;34 de la mutante DgiA.DgsA-K124A).

8.14 Docking de la mutante 10 (LssA-DgasA-K124A)

La dltima mutante con la que se llevé a cabo un Docking fue la LssA-DasA-K124A que
se crel a partir de la enolasa de T. cruzi, esta se cre6 mutando los residuos leucina
83, acido aspartico 94 y lisina 124, los cuales se cambiaron por alaninas. El modelo
resultante del Docking de la mutante con la cadena C de colageno humano es el

siguiente.

Ilustracién 61: Modelo 3D del Docking entre la mutante LgsA-DosA-K124A Pagina | 65
(azul) creada a partir de la enolasa de T. cruzi y la cadena C de coldgeno
humano (verde). Los residuos mutados se muestran en color rosa.



o Secuencia aminoacidica de la mutante 10 (Ls3A-DasA-K124A). En la
secuencia se muestra de forma resaltada el sitio de interaccion de la enolasa
y resaltados en color rojo, los residuos que han sido mutados.

MTIQKVHGREILDSRGNPTVEVEVTTELGVFRSAVPSGASTGIHE
ACELRDDDKRRYLGKGCLNAVKNVNDVL7sAPALVGKDEAQQS
TLDKLMRALDGTPNKSKLGANAILGCSMAISKAAAARAGVPLY
RYLAELAGTKE140VRLPVPCFNVINGGKHAGNALPFQEFMIAPV
KAGSFNEALRMGAEVYHSLKSIIKKKYGQDAVNVGDEGGFAPPI
TDINEPLPILMEAIEQAGHKGRFAICMDSAASETYDENKKQYNLT
FKSPEATWVTAKQLAETYAKWVSEYPIVSLEDPYDQDDFDGFA
GITEALKGKAQVVGDDLTVTNVSRIKTAIEKKACNSLLLKINQIGTI
TEAIEASKFCMSNGWSVMVSHRSGETEDTYIADLVVGLGTGQIK
TGAPCRGERTAKLNQLLRIEEELGAHAKFGFPAWS

En seguida podemos ver una lista de los aminoécidos de la mutante de la enolasa
a una distancia menor a 5 A de la cadena C de colageno, y una lista de los

aminoécidos llevando a cabo interacciones polares.

Aminoacidos de la enolasa a5 A de la cadena C del colageno 1

G79 Kso Ds1 Asz Qsa Qss Sse Ts7 Lss Koo Lo1 Ros Aga Los R130 Y131 A133 E134 L135 A13e
G137 Ta3s K13g E140 V141 T3s1 E3s5 K3ss

Aminoécidos de la enolasa llevando a cabo contactos polares con la cadena
C del coladgenol

Qsa Ts7 Koo Ro3 L13s
Cluster 6 Puntajes
HADDOCK score -47.5
Tamario del cluster 8

RMSD 3.6
Energia de Van der Waals -39.5
Energia Electrostética -189.7

Energia de solvatacion 3.3

Tabla 13: Puntajes obtenidos del Docking entre la Mutante 10 (LgsA-D9sA-K124A) creada a partir de la enolasa de T. cruziy
la cadena C de coldgeno Humano.

Las siguientes imagenes muestran los aminoacidos de la mutante que se
encuentran dentro del rango de los 5 A de la cadena C de colageno y los

aminoacidos llevando a cabo interacciones polares.
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llustracion 62: Imagen de los aminodcidos de la mutante LgzA-DasA-K124A (azul) que
se encuentran a 5 A o menos de la cadena C de coldgeno humano (verde). Las lineas
rojas punteadas sefialan donde se estdn llevando a cabo interacciones polares.

LEU-135

llustracion 63: Imagen que muestra los aminodcidos de la mutante LgsA-DgsA-K124A (azul) llevando a cabo interacciones no polares con
la cadena C de coldgeno humano (verde). Las interacciones polares entre ambas moléculas estdn representadas como una linea roja
punteada y las distancias entre los aminodcidos llevando a cabo la interaccion estdn medidas en Armstrongs.

En la siguiente imagen se muestran los aminoacidos de la mutante llevando a cabo

interacciones de tipo no polar con el colageno humano.
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llustracion 64: Imagen que muestra los aminodcidos de la mutante LgzA-DgsA-K124A (azul) llevando a cabo interacciones de tipo
no polar con la cadena C de coldgeno humano (verde). Las lineas punteadas verdes representan las interacciones de tipo cation
pi, las lineas punteadas amarillas representan interacciones por puente de hidrégeno y las lineas rosas punteadas representan
interacciones de tipo puente salino.

Finalmente, en las siguientes imagenes se puede observar con mayor precision las
interacciones de tipo no polar que la mutante esta llevando a cabo con la cadena C

de colageno.
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NH.,
) Charged (negative) Polar = Distance —® Pi-cation
) Charged (positive) ) Unspecified residue - H-bond —  Saltbridge
Gycine Water = Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) e—e  Pi-Pi stacking

llustracion 65: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de coldgeno humano y el
residuo Tgy de la mutante Lg3A-DgsA-K124A
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llustracion 66: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de coldgeno
humano y el residuo Kgp de la mutante LgzA-DasA-K;24A

GLY
9
+
HN
H,N
) Charged (negative) Polar Distance —e Pi-cation
) Charged {positive) ) Unspecified residue ~#»  H-bond ~—  Salt bridge
Glycine ‘Water ~#  Halogen bond Solvent exposure
Hy drophobic Hydration site ~  Metal coordination
) Metal X Hydration site {displaced) ®® Pi-Pistacking

llustracion 67: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de coldgeno
humano y el residuo Lizs de la mutante LgzA-DgsA-Ki24A.
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llustracion 68: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C de
coldgeno humano y el residuo Rgz de la mutante Lg3A-DosA-K124A.
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llustracion 69: Diagrama 2D de las interacciones no polares entre la cadena C
de coldgeno humano y el residuo Kssg de la mutante LgsA-DgsA-K124A

A continuacién, podemos observar una tabla donde se resumen los resultados de
todos los docking con la finalidad de comparar facilmente los puntajes obtenidos
entre los diversos docking llevados a cabo.
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: Energia de Van Energia Energia de
Mutacion , ,
deer Waals Electrostatica | desolvatacion

Wild Type -38.5 -233.8

$86 ‘
187 ‘ -34.4 -259.6

-44.3 -171.6

K90 -48.5 -177.8

L83 -41.7 -207.6

D81 -38 -230.9

D94 -206.3

: . -229.9 g

D94K124 -47.1 51 . . -187.4 .
D81D94K124 -50.3 11 . . -228.7 d
L83D94K124 -47.5 8 . ; -189.7 ’

Tabla 14: Puntajes obtenidos de los multiples docking entre las mutantes de la enolasa de T. cruziy la cadena C de coldgeno Humano.
En color verde se muestran los puntajes obtenidos del Docking con la enolasa Wild type de T. cruzi. En color rojo se muestran las
mutantes que se descartaron debido a su bajo impacto en la afinidad de la enolasa por el coldgeno. En color naranja se muestran las
mutantes que mostraron ser de importancia para la interaccion de la enolasa con coldgeno. En color azul se muestran los puntajes de
los docking de las mutantes multiples

9. Discusioén

La enolasa de T. cruzi tiene un rol de suma importancia en el metabolismo y en los
mecanismos de infeccion de este microorganismo, uno de estos mecanismos es la
adherencia de este patdgeno al colageno humano por medio de la proteina enolasa.
En estudios anteriores Salzillo et al., (16) demostraron que la enolasa de L.
plantarum tiene la capacidad de unirse a proteinas coldgenas y propusieron una
region de unién entre ambas. Posteriormente Tapia, F (21) por medio de
alineamiento de secuencias encontré que la enolasa de T. cruzi posee una regién
con una alta similitud a la que usa la enolasa de L. plantarum para unirse a colageno,
con una identidad del 68%, por lo que la enolasa de T. cruzi deberia contar con la
capacidad de unirse a colageno.

Partiendo de esos resultados se llevo a cabo un Docking proteina-proteina entre las
diferentes cadenas de colageno humano y la enolasa de T. cruzi con la finalidad de
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encontrar cudl de las 3 cadenas presentaba mayor afinidad con la enolasa de T.

cruzi.

Lo primero que se not6 al momento de hacer el Docking con las 3 diferentes
cadenas de colageno es que los scores obtenidos mediante el servidor de Haddock
2.4 (26, 27) eran similares para los 3, lo cual se puede observar en las tablas 1, 2y
3. Esto fue un buen indicativo de que la precisién de los Docking era buena, ya que
al compartir la misma secuencia las 3 cadenas de colageno, era de esperar que los
resultados fueran similares. Finalmente, la cadena de colageno que se decidio elegir
para llevar a cabo los Docking posteriores fue la cadena C; tomando en cuenta
varios factores, el primero fue que el RMSD resultante del Docking entre la enolasa
de T. cruzi y esta cadena de colageno fue el mas bajo de todos, lo que indica que
existe una buena complementariedad entre ambas estructuras, lo que les permite
acercarse mas entre ellas y llevar a cabo un mayor rango de interacciones entre
ambas, lo que hard la interaccion mas estable y duradera. El segundo factor a tomar
en cuenta fue la energia electrostatica de las interacciones entre ambas proteinas;
que fue la mas baja de los 3 Docking, esto es un muy buen indicativo de la
estabilidad y la especificidad de la unién entre ambas proteinas, debido a que las
interacciones electrostaticas son las que guian el posicionamiento en primera
instancia, ademas de que son interacciones fuertes de largo alcance que favorecen
la duracién de la interaccion entre ambas estructuras. El ultimo factor a tomarse en
cuenta al elegir esta cadena sobre las otras fue que esta presentd mas interacciones
de tipo polar con la enolasa de T. cruzi, como se puede observar en la ilustraciéon
17. Se sabe que este tipo de interacciones son interacciones débiles de corto
alcance, y el hecho de que se estén llevando a cabo una mayor cantidad de estas
interacciones, significa que las dos se encuentran lo suficientemente cercay con un
posicionamiento ideal para que se den estas interacciones, lo cual concuerda con

el bajo valor del RMSD obtenido en el Docking.

Una vez seleccionada esta cadena de colageno se procedié a hacer un analisis de
las interacciones no polares que se estaban llevando a cabo entre esta y la enolasa

de T. cruzi. Al llevar a cabo este analisis se pudo observar que los puentes de
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hidrogeno son el tipo de interaccién no polar dominante entre ambas estructuras
como se puede observar en la ilustracion 18. De igual forma (en las imagenes 19y
20) se pudo observar que se estan llevando interacciones del tipo puente salino.
Estas interacciones son de suma importancia debido a que son interacciones de
muy alta energia, generalmente entre las 2 kcal/mol de acuerdo con la CMC (31), lo
gue le confiere una alta especificidad a la unién entre ambas proteinas y también

una alta estabilidad a la interaccion.

Una de las grandes desventajas de las interacciones de tipo puente de hidrogeno y
puente salino, es que estas reciben una gran penalizaciéon de la energia de
desolvatacion. Esto se debe a que las moléculas que normalmente llevan a cabo
este tipo de interacciones se encuentran solvatadas en el agua del medio donde se
esta llevando a cabo la interaccién, y para poder empezar a interactuar y crear
interacciones proteina-proteina, primero deben liberarse de las interacciones que
estan llevando a cabo con el agua circundante (32) , para lo cual necesitan energia
extra, lo que hace que la reaccién no se de en forma tan espontanea como lo haria
si se tratara de otro tipo de interacciones. Como se observa de forma clara en la
tabla 3 donde se ve gue la energia de desolvatacion resultante del Docking entre la

enolasa de T. cruzi y la cadena C de colageno es bastante alta.

Una vez seleccionada la cadena C para llevar a cabo los Dockings con las mutantes
de la enolasa de T. cruzi, se generaron 7 mutantes de la enolasa de T. cruzi mutando
puntualmente los aminoacidos que estaban llevando a cabo interacciones polares y
no polares con la cadena C de colageno, por un residuo de alanina. Se decidi6
cambiar estos residuos por alanina debido a que es un aminoécido no polar y con
un bajo impedimento estérico, lo que hace que su aporte a la energia de interaccion
sea casi nulo, permitiendo observar de forma mas clara si la ausencia del
aminoacido mutado tiene algun efecto en la afinidad de la enolasa por el colageno.
A partir de esto se hicieron Dockings de todas las mutantes creadas a partir de la
enolasa de T. cruzi con la cadena C de colageno y se fueron descartando aquellas
mutaciones que no habian causado ningun efecto negativo significativo en la

afinidad de la enolasa por el colageno.
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La primer mutante en descartarse fue la mutante 5 (KooA) debido a que hubo un
cambio drastico en la energia de solvatacion del Docking, ya que como se puede
observar en la tabla 14 la energia de solvatacion paso a ser de 5.6 con la enolasa
wild type a -4.4 con la mutante, lo que indica que este residuo no esté favoreciendo
la interaccion entre ambas proteinas. Ademas comparando los datos obtenidos por
Tapia, F (21) se puede observar que en la enolasa de L. plantarum, B. alsatica y B.
bovis el residuo aminoacidico 90 esta ocupado por una glutamina, lo que indica que
este es un residuo altamente conservado en otros organismos; que muto en la
enolasa de T. cruzi y que podria ser importante para la interaccion entre el colageno
y la enolasa, ya que al cambiar el residuo Ko por una alanina que es un aminoacido
sin carga al igual que la glutamina, la energia de desolvatacidn se redujo
drasticamente, haciendo que la reaccion entre ambas proteinas pueda darse de
forma esponténea. Con la finalidad de demostrar esto seria necesario llevar a cabo
mas pruebas y comprobar si el residuo Qoo de la enolasa de L. plantarum juega un

papel importante en la interaccion de esta con colageno.

La segunda mutante que decidié descartarse fue la mutante 2 (SssA), ya que a pesar
del aumento en el RMSD vy la energia electrostéatica; la energia de solvatacion se
redujo de forma importante mutando solamente un aminodcido, al igual que con la
mutante 5, ademas la energia de Van der Waals se redujo de forma notoria, y como
se mencioné anteriormente, es un indicativo de que ambas proteinas estan llevando
a cabo una mayor cantidad de interacciones o de mejor calidad en la interface entre
ambas proteinas. Finalmente, también se observdé que el tamafio del cluster
aumentd de forma significativa, ya que como se puede observar en la tabla 14 el
tamafio del cluster pasé a ser de 50, a comparacion del de la enolasa wild type que
era de 29. Esto es importante ya que el tamafio del clister generalmente se usa
como indicativo de que una interaccion no se esta generando al azar, ya que si hay
muchos aminoacidos aglomerandose en una sola region o en cluster debe ser
porque hay energias como la electrostatica o de desolvatacion, que atraen a los

aminoacidos a esa zona y no se encuentran ahi por casualidad (33).
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En conjunto estos resultados nos llevan a pensar que este aminoacido (Sss) de la
enolasa de T. cruzi podria estarse repeliendo con su par en la cadena de colageno,
y por eso al cambiarlo por un aminoacido no polar como la alanina se redujo la
distancia entre ambas proteinas y por ende aumento la cantidad de interacciones
de van der Waals y el tamafio del cluster, lo que coincide con los resultados
obtenidos al hacer el analisis con Pymol 2.5 (24); donde se observa que hay mas
aminoéacidos de la mutante 3 (Sss) a 5 A de distancia de la cadena C de colageno;

que es a la distancia donde normalmente se observan la mayoria de interacciones.

La dltima mutante que se decidié descartar fue la mutante 4 (Ts7A), debido a que
como se puede observar en la tabla 14, muchos de los puntajes obtenidos en su
Docking con la cadena C de coldgeno humano, mejoraron. En primer lugar, el
tamafio del cluster aumentd a 36, el RMSD entre ambas proteinas se redujo y de
igual forma la energia electrostéatica del complejo se redujo de forma notoria. Esto
sugiere que aun que el impacto de este aminoacido en la afinidad de la enolasa de
T. cruzi por la cadena C de coladgeno no es tan grande como el de las otras 2

mutaciones, y no aporta mucho a la afinidad entre ambas proteinas.

De esta forma se consideraron 4 mutaciones que fueron las que mas afectaron la

afinidad de la enolasa por el colageno.

La primera de ellas fue la mutante 1 (Ds1A). Como se puede observar en la tabla 14,
la mayoria de los puntajes obtenidos del Docking se vieron afectados de forma
negativa, el tamafo del clister disminuyd, los puntajes de la energia electrostatica
y de Van der Waals se hicieron menos negativos y la energia de desolvatacion no
se redujo de forma drastica como en las mutaciones 5 y 2, si no de forma
proporcional a la desaparicion de los puentes de hidrégeno y el puente salino que
estaba llevando a cabo el amioacido (Asp 81) en la enolasa wild type (imagen 18).
En conjunto todos estos resultados muestran que este aminoacido (Ds1) tiene un

impacto importante en la afinidad de la enolasa por colageno.

La segunda de las mutaciones elegidas para llevar a cabo las mutaciones multiples
fue la mutante 2 (Ls3A). Esta mutacion se eligio por dos razones principales, en

primer lugar, como se puede observar en la tabla 14, la energia electrostéatica se vio
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significativamente afectada de forma negativa, y la segunda razén fue que a pesar
de haberse realizado el cambio del residuo Lss por una alanina, esta seguia llevado
a cabo interacciones polares con la cadena C de coladgeno humano, lo que indica
que esta posicion dentro de la proteina juega un papel importante en la interaccion

con el colageno.

La tercera mutacion en ser elegida fue la de la mutante 6 (DgsA). Como se puede
observar en la tabla 14, recibié un impacto negativo en casi todos los puntajes,
principalmente en el RMSD el cual aumentd de forma dréstica a 9.7 y el de la
energia electrostatica que pasoé a ser de -206.3, lo que indica una menor fuerza de
atraccion electrostéatica entre ambas moléculas. Estos dos resultados sugieren que
las interacciones que estaba llevando a cabo el residuo D94 mantenia mas cerca a
ambas proteinas para que pudieran llevar a cabo otro tipo de interacciones que le

brindaban mas estabilidad y especificidad.

Por ultimo, la mutante 7 (K124A) igual demostré ser de suma importancia para la
interaccion entre la enolasa de T. cruzi y la cadena C de colageno, debido a que
como se observa en la tabla 14, la energia de solvatacibn aumenté con respecto a
la de la enolasa wild type, a pesar de que se cambi6é un aminoacido con carga cuyas
interacciones generalmente propician un aumento en la energia de solvatacion, por
un aminodcido sin carga cuyas interacciones no se ven afectadas por la energia de
desolvatacién. No solo esto, si no que el tamafio del clister se redujo a mas de la
mitad y la energia electrostatica entre ambas proteinas igual se vio afectada.
Ademas con ayuda del andlisis realizado con Pymol 2.5 (22) se puede observar que
el cambio de este aminoacido desestabiliza de forma importante el sitio de
interaccidn entre ambas proteinas, ya que como se puede observar en la imagen
43, hay varios aminoacidos de la mutante interactuando con la cadena C de
colageno, los cuales no se encuentran dentro del sitio de union hallado de forma
experimental, lo que podria llevar a una falta de especificidad en la formacion del
complejo entre ambas proteinas y por ende un mal funcionamiento de este. Con
todo esto podemos decir que este aminoacido desempefia un papel importante en

la formacion de la interfaz de interaccion entre ambas proteinas, ya que, sin él, la
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probabilidad de que la interaccion entre ambas proteinas se lleve a cabo de forma
espontanea es menor, y ademas es necesario para atraer la cadena de colageno lo
suficientemente cerca como para que otros aminoacidos puedan interactuar con ella

y estabilizar el complejo.

Partiendo de esta informacion se determiné que los aminoacidos que jugaban un
papel mas importante en la afinidad de la enolasa de T. cruzi con la cadena C de
coldgeno eran Dos y Ki24, por lo que se decidié usarlos como la base para las
mutaciones multiples, asi que la primer mutante multiple que se llevo a cabo fue la
mutante 8 (DasA-K124A).

Al llevar a cabo el analisis de la mutante 8, podemos observar en la tabla 14, que la
energia electrostatica de la interaccién entre ambas proteinas se vio fuertemente
afectada pasando de tener un puntaje de -233.8 en el Docking con la enolasa wild
type a -187.4 en el Docking de la mutante. Esta disminucion en el puntaje de la
energia electrostética se puede ver reflejada en la imagen 48, donde podemos
observar que uno de los puentes salinos que se estaban llevado a cabo entre la
enolasa de T. cruzi y el coldgeno ya no esta presente, y que ademas el otro puente
salino que se esta llevando a cabo entre ambas proteinas proviene de un
aminoacido fuera de la zona de interaccion hallada experimentalmente, lo que
supone 2 cosas; la primera es que debido a que los puentes salinos son una de las
interacciones mas fuertes que hay, el hecho de que uno de ellos desapareciera
supone una menor fuerza de interaccion entre ambas moléculas, y la otra es que la
especificidad y precision de la unién de la enolasa con colageno se vio afectada

fuertemente.

Es importante mencionar que, aunque la energia de solvatacion se redujo
considerablemente, esto se explica debido a la desaparicion de los puentes salinos
y de las interacciones por puente de hidrégeno que estaban llevando a cabo los
aminoacidos originales antes de ser mutados por una alanina, y no por que la
interaccion entre ambas proteinas sea mas favorable per se. Ademas, al haber
sustituido dos de estos aminoacidos con carga es entendible que la energia de

solvatacion disminuyera mas que con la sustitucion de uno solo de estos.
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Finalmente se llevaron a cabo las mutaciones triples, con el fin de observar si el

efecto sobre la afinidad de la enolasa por colageno se veia mayormente afectado.

La primera de esta mutantes en llevarse a cabo fue la mutante 9 (Ds1A-DgsA-K124A)
y cdmo podemos observar en la tabla 14 la gran mayoria de los puntajes se vio
afectado de forma negativa. En primer lugar, el tamafio del clister se redujo de
forma significativa, pasando de tener un puntaje de 29 con la enolasa wild type a
solo de 11 con esta mutante, en segundo lugar, el RMSD entre ambas proteinas
aumento de forma notoria pasando de ser de 3.2 en el Docking con la enolasa wild
type a 6.9 con la mutante 9, lo que en conjunto indica que la complementariedad de
una proteina por la otra se vio altamente afectada. De igual manera tanto la energia
de Van der Waals como la energia electrostatica se vieron afectadas de forma
negativa con estas mutaciones, sugiriendo que la fuerza de atraccion entre ambas
proteinas se vio disminuida y por lo tanto la interaccion es menos estable. Ademas,
al momento de hacer el analisis del Docking con Pymol 2.5 (22) se puede observar
que varios aminodcidos, fuera de la zona de interaccion hallada experimentalmente,
estan llevando a cabo interacciones con la cadena de colageno, lo que supone que
la interaccidn no se esta dando con la misma especificidad de un inicio. Y finalmente
al hacer el analisis de la estructura del Docking con el software Maestro 13 (29) se
puede observar algo sumamente importante, que el residuo de Met 1 de la mutante
esta llevando a cabo una colisién estérica con la cadena C de coldgeno Humano, y
de acuerdo con la CMC una colision estérica puede causar la perdida de toda
afinidad debido a que a distancias tan cortas como para ocasionar la colision entre
dos aminoacidos, las fuerzas de repulsion entre los nucleos atomicos, es

predominante (31).

La ultima de las mutaciones fue la mutante 10 (LssA- DosA-K124A), cuyos puntajes
como se puede observar en la tabla 14, fueron afectados de forma negativa en su
gran mayoria. Lo primero que podemos observar es que el puntaje del tamafio del
cluster se redujo de forma dramética, siendo este el puntaje de tamafio de cluster
mas bajo de todos los Docking, con un valor de 8, esto aunado al aumento del

RMSD entre las 2 estructuras, indicando que la interfaz entre ambas proteinas se
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vio bastante afectada por el cambio de estos amino&cidos, ya que la cantidad de
aminoacidos interaccionando disminuy6 y la distancia promedio que hay entre los
atomos de ambas proteinas aumenté. Esto podria estarse viendo reflejado en la
ilustracion 61 donde se puede observar que la mutante 10 esta llevando a cabo una
menor cantidad de interacciones polares con coldgeno que la enolasa wild type.
Otro factor importante para tomar en cuenta es que la energia electrostatica de la
interaccion de ambas proteinas también se vio afectada de forma notoria, pasando
de tener un valor de -233.8 en el Docking con la enolasa wild type a uno de -189.7
en el Docking con la mutante, lo que podria indicar que la fuerza de interaccién entre
ambas proteinas disminuyé, haciendo que la estabilidad de la interaccion se vea

reducida y por ende la duracién de la misma.

Esta disminucion en las interacciones electrostaticas se puede explicar mediante lo
gue se ve en la ilustracidon 62, donde se puede observar que solo se esta llevando

a cabo 1 interaccion de tipo puente salino en lugar de 2 como en la enolasa wild

type.

Otra cosa que se observa en la ilustracion 62 es que el residuo Ksss esta llevando a
cabo una interaccion de tipo apilamiento Pi, con la cadena de colageno, esto
muestra que la precision de la interaccién de la enolasa con colageno se vio
afectada, ademas de que este tipo de interaccion es mucho mas débil que un puente
salino, aunque no se ve penalizada por la energia de solvatacion, lo que puede
observarse en la tabla 14 al ver que la energia de desolvatacion de esta mutante es

menor que en la wild type.

Las enolasas ademas de ser enzimas clave en el metabolismo celular, se han
llegado a encontrar en la superficie celular de organismos procariotas y eucariotas
[17, 34], donde es usada especialmente por organismos patdgenos, para potenciar
su adhesion a los diferentes componentes de la matriz extracelular, lo que las lleva
a incrementar su invasividad. Se ha demostrado que la enolasa de algunas
bacterias patdgenas como Staphylococcus lugdunensis, tiene una gran capacidad
de adherirse a Colageno 4 (34), uno de los principales componentes de la ECM. Es

por esto que es importante entender de forma precisa el mecanismo de unién de la
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enolasa de T. cruzi al colageno humano, ya que la adhesion de estos organismos

patdgenos a las células es el primer paso para poder llevar a cabo una infeccion

exitosa y entender este proceso, permitira desarrollar nuevos tratamientos que

ayuden a lidiar contra estas infecciones.

10. Conclusiones

o La mutacion de ciertos residuos de la enolasa de T. cruzi demostro
afectar la afinidad de esta por la cadena C de colageno humano.

o Los residuos Dsi, Lss, Das y K124 mostraron tener un papel importante
en la interaccién de la enolasa de T. cruzi con la cadena C de colageno
humanao.

o Los dos residuos aminoacidicos que mostraron tener un mayor
impacto en la afinidad de la enolasa de T. cruzi por la cadena C de colageno
humano son: Dos y K124

o La mutante que mostré6 mayor pérdida de afinidad por la cadena C de
colageno humano fue la mutante 9 (Ds1A-DasA-K124A).

o Ya que la mayoria de las interacciones que se lleva a cabo entre la
enolasa de T. cruzi y la cadena C de colageno son de tipo electrostaticas o
i6nicas, la energia de desolvatacion tiende a ser muy alta, lo que indica que
es dificil que la interaccion entre ambas proteinas se lleve a cabo de forma
espontanea y que esta requiere de algun tipo de catalizador para poder

llevarse a cabo.

11. Perspectivas

Para comprobar que las variaciones en los puntajes obtenidos a traves de
los Docking de las diferentes mutantes son significativos y representan una
pérdida de la afinidad significativa entre la enolasa de T. cruzi y la cadena C

de colageno humano, se podrian someter los datos a andlisis estadisticos

Realizar ensayos in silico utilizando la molécula completa de colageno al

hacer los Docking con las mutantes de la TCENO.
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Elaborar mutantes multiples con una mayor cantidad de residuos mutados
(5-6) para poder observar efectos drasticos en la afinidad de la enolasa de T.
cruzi y la cadena C de colageno humano; como por ejemplo una completa

falta de acoplamiento entre ambas proteinas.

Llevar a cabo experimentos in vitro, donde por medio de ensayos de ELISA
y Western Blot se pueda comprobar de forma experimental la pérdida de
afinidad de las mutantes de la TCENO por la cadena C de colageno humano.
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