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I GENERALIDADES. 

1.1 Introducción. 

El nombre proteína proviene de la palabra p e g a  proteios, que sigrzlfica "lo 

primero". Las proteínas son las moléculas orgánicas más abundantes en las células, 

constituyendo más del 50% de su peso seco. Se encuentran en todas los organelos de 

cada célula, ya que  son fundamentales en todos los aspectos de la estructura y 

función celulares. Existen muchas clases de proteínas, cada una de ellas 

especializada en una función biológica diferente; por ejemplo, la expreqibn de l a  

información genética  es controlada en su mayor parte por proteínas. 

Todas las proteínas contienen multitud de átomos de carbono, hidrógeno, 

nitrógeno y  oxígeno y casi todas contienen azufre; en algunas de  ellas  es posible 

encontrar algunos elementos adicionales, particularmente: fósforo, hierro, zinc y 

cobre. Químicamente las proteínas caen bajo la clasificacibn general de 

heteropolímeros lineales, en este caso los monómeros son 20 diferentes a 

aminoácidos (ácidos alfa amino carboxílicos). 

De los 20 aminoácidos que construyen las proteínas, 19 tienen una estructura 

general, y  difieren solamente en la estructura química de la cadena lateral "R" (Fig. 

1.1). 

COOH 

P I 

(Fig. l .  1) Esquema general de un aminoacido. 
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La prolina el  aminoácido  natural  restante,  es  similar  pero  tiene su cadena 

lateral unida a un átomo  de  nitrógeno, formando un iminoácido (Fig. 1.2). 

N 
/ \  

H H 

I 
(1;ig. 1.2) Aminoácido  prolina. 

A excepción de la glicina, en donde la cadena lateral es simplemente un 

átomo de hidrógeno, el átomo  de carbono a es quiral y siempre  en  isómero L 

(Lehninger., 1990). 

En las proteínas, los residuos de aminoácidos  se  hallan unidos entre sí de 

manera covalente a través de  uniones  amida  sustituidas,  que se denominan  enlaces 

peptídicos (Fig. 1.3). 

Las proteínas son mucho más complejas que  el  resto de los polímeros,  que 

generalmente están formados por  un  número de monómeros diferentes mucho menor 

y ordenados de manera aleatoria al igual  que  la  longitud de sus cadenas. Por el 

contrario las proteínas tienen una  composición química especifica, longitud y masa 

molecular precisas y una secuencia exacta; además una de sus características más 

importantes es que tienen la propiedad  de  adquirir  una conformación tridimensional 

específica, responsable de su función biológica. 

R2 
t 

(Fig. I. 3) Enlace peptitlico entre dos anrinoácidos 
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El término conformación se refiere a cada uno  de los diferentes arreglos 

tridimensionales no superponibles que son interconvertibles solamente por 

rotaciones de los enlaces, sin necesidad de romper las uniones covalentes ni cambiar 

la quiralidad de los átomos, que de lo contrario producirían distintas configuraciones 

(Thornton, 1992). 

La descripción y estudio de la estructura de las proteínas se ha dividido en 

varios niveles de organización, cada uno de estos niveles recalca un aspecto 

diferente de la compleja conformación proteica y depende de distinto< tipos de 

interacciones. Por lo general se describen cuatro de dichos niveles: primario. 

secundario, terciario y cuaternario (Battaner, 1985). 

Por estructura primaria se entiende la secuencia, o sucesión lineal específica 

de los aminoácidos en una determinada cadena polipeptídica. La estructura 

secundaria se refiere al arreglo local que adquiere la cadena principal del 

polipéptido. Existen básicamente dos tipos de estructura secundaria regular: las 

hélices a y las hojas B. 

La hélice a tiene las siguientes características: se forma un puente de 

hidrógeno entre el grupo amino de un residuo aminoácido n y e.1 oxígeno del 

carbonilo del residuo m .  Una vuelta completa de la hélice contiene 3.6 residuos 

(Fig. 1.4). 

Por otro lado, una cadena polipeptídica que forma una estructura 8, no está 

completamente extendida, sino que se pliega (Fig. 1.5). Una hoja 8 está formada por 

dos o más cadenas polipeptídicas unidas por puentes de hidrógeno. Existen dos 

formas de hoja l3: paralela y antiparalela. La dirección relativa en la que corren las 

cadenas que  forman las láminas le confiere a cada tipo su nombre. Las redes de los 

puentes de hidrógeno  son  diferentes en cada tipo de hoja. 



Los continuos avances en la  comprensión de la  estructura, el plegamiento, y 

la  evolución de las  proteínas  han  hecho necesaria la  definición de dos  niveles 

estructurales adicionales, intermedios  entre la estructura secundaria y terciaria. Un 

agrupamiento estable de varios  elementos de estructura secundaria se conoce a veces 

como estructura supersecundaria. El  término se utiliza  para describir arreglos 

particularmente estables que se  observan en muchas proteínas. El dominio es un 

nivel de estructuración en  cierto modo más elevado. Un dominio es una  región 

compacta, que puede incluir  entre 40 y 400 aminoácidos y constituye una unidad 

estructural particular en el ámbito de una cadena polipeptidica mayor. 

(Fig. 1.4) Hélice a de una proteína. Dentro  de  la  hélice  se forman puentes de hidrógeno entre los grupos 
amino (NH) y los oxígenos de los grupos carbonílicos (CO). Estos puentes se mdican en IaJgura medrante 

líneas punteadas. Las cadenas laterales  de los distintos aminobeidos se  indican con Rn. 
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(pig. 1.5) Estructura  laminar R, con disposición  a) paralela y b) antiparalela.  Las líneas punteadas  denotan 

puente de hidrógeno. 

La estructura terciaria es la arquitectura global tridimensional de la cadena 

polipeptidica. El término estructura cuaternaria pone de manifiesto cómo se 

disponen en  el espacio las cadenas individuales polipeptidicas de una proteína que 

posee más de una cadena. 

El proceso mediante el cual una cadena polipeptidica adquiere su estructura 

tndimensional específica, la forma nativa, que es la única con actividad biológica se 

denomina plegamiento. 

El mecanismo de plegamiento de las proteínas es hoy en día un problema s i n  

resolver. Experimentalmente  se ha observado que la  secuencia  de aminoácidos 

contiene al menos una cantidad sustancial de  la información necesaria para dirigir el 

plegamiento de la cadena polipeptidica (folding code), si bien, in vivo este proceso 

puede no ser  espontaneo, y requerir de la participación de moléculas coadyuvantes 

kn, 
\ 
7-R -0-c  
\ 

\ 
R -C 7-" 

. n - ~  7'" 
o -c  7 

\ 

\ 

\ 

N - n  

u - C L ,  

6 



entre las  que destacan las chaperonas y algunas enzirnas y ligandos como 

carbohidratos. 

Existen dos corrientes ó explicaciones para el plegamiento proteico, las  de 

control cinético, donde se plantea que la conformación plegada no es la de más baja 

energía libre, sino que es la conformación cinéticamente accesible más estable; 

desde el punto de vista del control termodinámico, la conformación nativa debe ser 

aquella que tenga la menor energía. 

La estructura nativa de  las proteínas es marginalmente estable y se ve alterada 

por el proceso denominado desplegamiento, que puede ser inducido por cambios en 

el pH, temperatura, fuerza iónica, presión o por la presencia de sales o disolventes 

orgánicos. El proceso  de desplegamiento puede estudiarse observando los cambios 

que  ocurren en diferentes propiedades de la proteína, como características 

espectroscópicas o actividad biológica. 

Uno de los principales propósitos de estudiar el plegamiento y 

desplegamiento de las proteínas es entender en detalle los principios que dictan la 

formación de  la estructura nativa, y de ahí determinar el mecanismo del 

plegamiento.  Esto es de particular interés  debido  a  la característica tar, notable de las 

proteínas que  a  pesar del número astronómicamente grande de conformaciones 

posibles, adoptan  sólo una conformación específica (la forma  nativa)  que les 

confiere propiedades como catalizadores biológicos. Estudiando las características 

termodinámicas y cinéticas de las reacciones de plegamiento y desplegamiento, 

podemos determinar si existen intermediarios parcialmente plegados, y si pueden ser 

determinadas sus características estructurales. Por ejemplo una posibilidad es que las 

hélices a o las  estructuras p se formen fácilmente en ciertas regiones  de la cadena 

desplegada, y estas estructuras sean centros de nucleación a partir de  los cuales se 

construye  el  resto  de  la  estructura. 
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La proteína que es objeto de estudio del presente trabajo de tesis es la  triosa 

fosfato isomerasa (TIM) de humano (hTIM). Esta enzima parbcipa en la glucólisis, 

glucogénesis y en la síntesis de los triglicéridos. La enzima es necesaria para  todas 

las especies y está presente en todos los tejidos (Gracy et al., 1994). La TIM cataliza 

la isomerización reversible del gliceraldehído-3-fosfato y el fosfato de 

dihdroxiacetona, a través de un intermediario cis-enediol (Fig. 1.6); la velocidad  de 

la isomerización es esencialmente controlada por la difusión, esto significa que  la 

evolución de la TIM como enzima la ha llevado a una función prácticamente 

perfecta (Knowles., 1991). 

B 
I 

"7  
B- AY.* 

O 
\ 

enediol GAP 

I 

(Fig. 1.6) Reacción  catalizada  por  la enzima triosa  fosfato isomerasa flIM).A y B 
representan a los grupos  cataliticos en sus formas ácida .v básica respectivamente. 

Se ha demostrado que la deficiencia de esta enzima en  el ser humano 

incrementa los niveles de fosfato de hidroxiacetona, así mismo, causa anemia 

crónica y debilitamiento neuromuscular; además debido a su importancia en la ruta 

glucolítica, se considera como un blanco atractivo en  el diseño de fármacos contra 

parásitos que tienen la habilidad de  vivir  en la sangre de los mamíferos 

alimentándose de  la glucosa contenida en ella, algunos de los ejemplos más serios 

son los parásitos causantes de las enfermedades como la tripanosomiasis 

(enfermedad del sueño) y la malaria (Mande et al, 1994). Estas enfermedades son 
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muy comunes en  las zonas tropicales; especialmente  la  tripanosomiasis  que  se 

presenta con frecuencia en  el  sureste  de  nuestro  país, y hasta  el  momento es 

incurable y mortal. 

La TIM ha sido extensamente  estudiada, sus propiedades catalíticas se 

conocen en  detalle. Así mismo, está bien  caracterizada  estructuralmente,  hasta el 

momento se conocen las estructuras cristalográfícas de  7  especies:  pollo (Banner et 

al., 1975),  levadura  (Alber et  al., 1981), Trypanosoma brucei (Wierenp et al., 

1991), Escherichia coli (Noble et al., 1993),  humano (Mande et  al., 1994). I ~ ~ ~ c i l I u ~  

stearothermophilus (Delboni et  al., 1995) y Plasmodiunz falciparum (Velanker et al., 

1997) así como la secuencia de  aminoácidos  de  varias decenas de especies. 

Estructuralmente, la TIM es un homodímero de aproximadamente 54  kDa 

con alrededor de  250 residuos en cada una de las subunidades  (Mainfroid  et al., 

1996); no requiere ningún ion metálico o coofactor  para realizar su funcih 

biológica.  Las subunidades se asocian  a  través  de interacciones’ no covalentes. 

Ambos monómeros tienen  un sitio activo  completo,  localizado cerca de l a  intetfase 

entre las subunidades, pero sólo la especie dimérica  presenta  actividad  biológica. lo 

que podría indicar que los residuos  de  una  subunidad  son cruciales para  mantener  la 

integridad o la estabilidad del sitio activo  de la  otra subunidad. Los monómeros 

adoptan un plegamiento de barril alp, donde 8 cadenas  paralelas  en  conformacicin 

plegada p constituyen la  parte  interna  del barril rodeado por 8 hélices a (Mande et 

al., 1994; Fig.  1.7). 

En el centro catalítico, tres aminoácidos  son particularmente importantes: 

lisina 13, histidina 95 y ácido glutámico 165, que unen  al sustrato. El glutámico 165 

actúa como el nucleófilo catalítico que atrae el  protón  del sustrato iniciando  la 

isomerización. Los  residuos 166 a 176 (lazo 6)  folman una especie de tapa  que  se 

abre y cierra sobre el  sitio activo durante l a  catálisis, esto con  el objeto de mantener 
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un entorno hdrofóbico para  el sustrato. Otra característica estructural importante es 

el  lazo 3 formado  por  los  residuos  71 a 78  que se extiende desde una  subunidad 

hasta  la otra, estableciendo la mayoría  de las interacciones  no  covalentes  que 

mantienen  unidos a los monómeros  (Gracy  et al, 1994; Fig. 1.8). 

lazo 6 

Fig. 1.71 Esquema del  homodímero de lo TIA4 
___ 

1.2 Objetivos. 

Tomando en cuenta lo anterior se plantean como objetivos del  presente 

trabajo  de tesis, obtener datos del desplegamiento de la enzima triosa fosfato 

isomerasa  por distintas técnicas, y así  proponer un mecanismo  ya  sea  termodinámico 

o cinético que describa la transición. 
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Fig. 1.8) Estructura de T1.W Se presentan los reslduos de interés que se  mencionan en el texto, O que 

permrten seguir las cadenas. Cada subunldad  está representada por líneas de  drferente grosor 
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Parte 
experimental. 



I1 PARTE  EXPERIMENTAL. 

2.1 Reactivos. 

2.1.1 Triosa fosfato  isomerasa humana. 

Purificación de h TIM. 

La muestra que se utilizó en el presente trabajo de tesis fue obtenida en  el Instituto 

de Fisiología Celular de la Universidad Nacional Autónoma  de México, mediante la 

inserción del  gen de TIM humano en un vector de expresión sobreexpresado en  la 

bacteria E. coli. Posteriormente la enzima se purificó hasta homogeneidad mediante 

la técnica que se describe a continuación montada por la Dra. Georgiua Garza 

Ramos: 

El centrifugado de 2 litros de células cultivadas en medio "Luria" se 

resuspendió en 80 m1 de solución amortiguadora "A" (TRIS/HCl20 mM, EDTA 0.2 

mM, NaN3 0.1 mM,  PMSF O. 1 mM,  pH 8.0), y se pasó 3 veces por la prensa de 

French para romper las membranas celulares. El prensado se centrifugó a 18000 g. 

por 20 minutos, descartando el sobrenadante. A la  fracción obtenida, denominada 

extracto crudo, se le tomó una alícuota para determinar la concentración de proteína, 

y ensayar la actividad biológica. Después, la muestra se precipitó con sulfato de 

amonio para alcanzar una saturación del 60%, dejando un día  de reposo en 

refiigeración. El precipitado se centrifugó nuevamente 20 minutos a 29000 g., esta 

vez se descartó la pastilla. Al sobrenadante se le adicionó el sulfato de amonio 

necesario para alcanzar una saturación del go%, (partiendo del 60% inicial), 

nuevamente se permitió un día  de reposo en refrigeración. 

En este caso el precipitado al 90 % se dividió en dos partes, una de las 

mitades se  almacenó  en refrigeración y con la mitad restante se siguió el proceso de 

purificación. Así, esta última fracción se centrifugó nuevamente durante 20 minutos 

a 29000 g. se descartó el sobrenadante, y se resuspendió la pastilla en 

aproximadamente 5 m1 de solución reguladora "B" (TRIS/HCl 20 mM, EDTA 0.2 
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mM,  NaN3 O. 1 mM,  PMSF O. 1 mM, NaCl O. 1 M,  pH 8.0), se dializó contra la  misma 

solución, llevándose a cabo 2 cambios de solución reguladora. También en este 

punto se realizaron las determinaciones de cantidad de proteína y de actividad. 

Posteriormente la muestra se aplicó a una columna de filtración en gel, 

utilizando como fase estacionaria "Sephadex G- loo", y como fase móvil la solución 

"B". Se colectaron las fracciones en que coincidieron los valores altos de 

concentración de proteína y actividad; después se concentró la muestra con el 

sistema "Centripep lo", y el concentrado se dializó contra solución reguladora "B" 

con un cambio de amortiguador 

A continuación, se aplicó la muestra a una columna de intercambio iónico 

"Q-Sepharose (fast flow)", el eluyente fue la solución "C" (TRIS/HCI 20 mM, 

EDTA 0.2 mM, NaN3 0.1 mM, PMSF O. 1 m M ,  pH 8.3). De  igual  modo se 

realizaron pruebas de actividad y concentración de proteína, y se colectaron las 

fracciones en que los valores altos de estas medidas coincidieron. Después se 

concentró la muestra con el sistema "Amicon", con agitación muy lenta y en 

refrigeración. Se volvió a medir actividad y concentración de proteína. Finalmente 

para verificar la homogeneidad se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida, 

y se obtuvo una sola  banda detectable. 

Determinacidn de cantidad de proteína. 

Durante las diferentes etapas de purificación, la concentración de proteína fue 

determinada por los métodos de Lowry y por absorbancia a 280 run. En los estudios 

de actividad, dicroísmo circular y fluorescencia la cantidad de proteína se calculó a 

partir de la absorbancia de sus soluciones a 280 nm ( & I D O  = 13.0 en celdas de 1 cm  de 

recorrido óptico). 

Ensayo de actividad. 
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La actividad enzimática de la triosa fosfato isomerasa humana se determinó 

espectrofotométricamente, midiendo la velocidad de fomación del fosfato de 

dhidroxiacetona (DHAP), que se convierte a  a-glicerofosfato (a-GP) por 

acoplamiento con  la enzima a-glicerofosfato-deshidrogenasa (a-GDH). Esta 

reacción consume un mol de NADH por cada mol de DHAP reducido. Con un 

exceso de  la deshidrogenasa, la velocidad de producción de DHAP es equivalente a 

la velocidad de oxidación del NADH, que se midió por la disminución de la 

absorbancia del NADH  a  340 nm (E= 6.2 x lo3 M-' cm").  Las unidades de actividad 

enzimática se expresan en pmoles de sustrato transformado por minuto. L a  actividad 

específica se  refiere  a las unidades de actividad enzimática por miligramo de 

enzima. 

La actividad se midió en 1 ml de solución que contenía TEA 100mM,  EDTA 

10 mM, pH 7.4 (Buffer D), gliceraldehído-3-fosfato (G3P) 1 mM, NADH 0.2 mM y 

20 pg de a-GDH . Todas las determinaciones se hicieron a temperatura ambiente. 

La reacción se inició con la adición de 4 ng  de hTIM, luego de hacer l a  dilución 

apropiada en buffer D. 

2.1.2  Otros  reactivos. 

El ANS (sal de amonio del ácido 8-anilino- 1-naftaleno sulfónico) se adquirió 

de Sigma Chemical  Co.  El resto de los reactivos utilizados fueron  grado analítico y 

se obtuvieron de las compañías Bio-Rad, Sigma 6 Merck. 

2.2  Técnicas  Experimentales. 

2.2.1  Dicroísmo  circular. 

Un haz  de  radiación electromagnética monocromática (de una sola longitud 

de onda)  está  formado comúnmente por ondas luminosas que  oscilan en todos los 

planos paralelos a la dirección de propagación. Cuando esta radiación 
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electromagnética pasa  a través de cristales o medios polarizadores, emerge un haz 

que está formado por ondas que oscilan en uno solo de estos planos; se dice que la 

radiación electromagnética  está polarizada en  un plano o plano polarizada. Este tipo 

de radiación puede describirse matemáticamente como la suma de dos componentes 

de igual intensidad: un haz circularmente polarizado hacia la derecha y otro hacia la 

izquierda (cuyos vectores eléctricos son llamados VD y VI respectivamente). 

Cuando la radiación plano polarizada interactúa con una molécula estructuralmente 

asimétrica, se pueden observar dos fenómenos:  la dispersión óptica rotatoria (ORD) 

y el dicroísmo circular (DC). Estos fenómenos se  deben a las siguientes calms: 

1.- Los vectores VD y VI viajan a diferentes velocidadeq a través de la muestra. Esta 

diferencia en  el índice de refracción origina la rotación óptica, la rotación del plano 

de polarización medida en grados de rotación. ORD es la dependencia de esta 

rotación con la longitud de onda. 

2.- La absorción de radiación electromagnética circularmente polarizada a la 

izquierda (VI) es diferente a  la del otro componente (VD). AI salir de la muestra, 

cada uno de ellos es aún circularmente polarizado pero con diferentes intensidades 

de sus vectores eléctricos. A la diferente absorción de luz para cada componente se 

le conoce como dicroísmo circular (DC). La suma de los dos componentes de l a  

radiación emergente producirá luz elípticamente polarizada, siendo así el dicroísmo 

circular expresado en medidas de elipticidad (Fig. 2.1). 

La técnica de DC es más usada que ORD, debido a la instrumentación más 

confiable que  existe para la medición de DC. 
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(Fig. 2.1) Efecto de una muestra  ópticamente  activa  en la radiación  plano polarizada. (a)  Vector  electrrco de 
la radiación plano polarizada. 0) El vector  describe una elipse al salir  de la muestra  ópticamente  activa. (c) 
La suma de los dos componentes  de la luz circularmente  polarizada se encuentran  en un plano.  (d)  Cada 
componente es ahsorhido en diferente  intensidady la suma de ellos ya no se encuentra  en un plano. 

El fenómeno de DC de proteínas puede dividirse en dos regiones: en  el 

ultravioleta lejano (180-250 nm), zona de los enlaces amida, donde  la señal se 

origina por  la interacción entre los enlaces peptidicos; y en el ultravioleta cercano 

(250-300 m), donde  las bandas se deben  al entorno asimétrico de los aminoácidos 

aromáticos, por lo  que  cada región aporta diferente tipo de información. Los 

espectros en  la zona de las amidas deben su forma e intensidad a  la estructura 

secundaria de las  proteínas; en particular las hélices a exhiben un espectro fuerte y 

característico en  el ultravioleta lejano. En el ultravioleta cercano los espectros son 

sensibles al entorno asimétrico de las cadenas laterales aromáticas  que pueden estar 

relativamente inmóviles en una proteína plegada; en caso de cambios estructurales, 

los cambios de  este  entorno asimétrico modifican significativamente las señales de 

DC en esta región del UV. 

La  diferencia  en absorbancia de la  luz circularmente polarizada hacia la 

derecha y hacia la izquierda de una muestra proteica es  generalmente muy pequeña, 
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en el ultravioleta lejano está en el rango de lQ4 a unidades de absorbancia, en 

muestras con una absorbancia total de alrededor de 1 .O. La diferencia de absorbancia 

representa del 0.03% al 0.3% del total de la señal detectada por el instrumento. Por 

esta razón para obtener resultados exactos y reproducibles se requiere de equipo 

altamente sensible y una muy cuidadosa preparación de la muestra. 

Los datos en dicroísmo circular pueden reportarse como 14, la elipticidad 

molar por residuo, o como ( E ~ E ~ ) ,  la diferencia entre los coeficientes de exrinción 

molar de cada componente de la luz plano polarizada. I a  dos medidas son 

proporcionales: 

[ Bj=330O(~r~g) (2.1) 

la elipticidad molar o por residuo se define como: 

[6''~={(~o~.T-l OO*PMRJ/d.c (2.2) 

donde: A es la longitud de onda; es la elipticidad observada en grados; el peso; 

PMR es el yeso molecular promedio por residuo; c es la concentraci,ón de  la muestra 

en miligramos por mililitro; y d es la longitud de la trayectoria óptica en centímetros 

(Schmid, 1989). 

En este trabajo fue utilizado un espectropolarimetro JASCO modelo 5500 A, 

con celdas de cuarzo de 0.05 cm de trayectoria óptica. Los espectros se obtuvieron 

de 180 a 250 nm y las cinéticas con longitud de onda constante de 220 nm. Así 

mismo, para experimentos que requerían calentx gradualmente la muestra, a una 

velocidad aproximada de 1 "C/min, o para llevar a cabo cambios súbitos de 

temperatura se empleó un portaceldas con camisa de circulación de asua v un baño 

con termostato y bomba recirculadora. 



2.2.2 Fluorescencia. 

La fluorescencia es la emisión de radiación que ocurre cuando una molécula 

en estado electrónico  excitado regresa a $u estado basal. Dado que siempre hay 

pirdida de energía por procesos no radiativos, la energía emitida es menor que la de 

la luz absorbida, y el espectro de emisión está desplazado hacia la zona  del 

infrarrojo con respecto al espectro de excitacibn. La emisión de fluorescencia es 

mucho más sensible  a  los cambios de ambiente de los fluoróforos que  la absorción 

de luz, debido a  que el tiempo de vida del estado excitado es relativamente largo 

a  segundos) una amplia gama de interacciones o perturbaciones pueden 

influir en este estado  y por lo tanto en la fluorescencia. Por  lo anterior esta técnica es 

excelente para investigar los cambios conformacionales de las proteínas. 

La fluorescencia en proteínas se origina por l a  presencia de aminoácidos 

como fenilalanina, tirosina y triptofano. Sin embargo, para las proteínas que 

contienen los tres tipos de aminoácido la fluorescencia observada se debe 

básicamente al triptofano; aminoácido que presenta fuerte emisión y que 

prácticamente no transfiere energía a otros grupos aromáticos en contraste con la 

fenilalanina y la tirosina (Schmid, 1989). La  hTIM contiene 5 residuos de triptofano 

en cada monómero, en las posiciones 12, 90, 167, 178 y 201 (Mande et al, I994), 

por ello es posible seguir con alta sensibilidad los cambios conformacionales de l a  

enzima durante su desplegamiento. 

En este trabajo de tesis se utilizó un esyeckofluorómetro marca ISS, modelo 

PCI, con celdas de cuarzo de I cm de trayectoria óptica. Los espectros se obtuvieron 

de 300  a 400 nm de emisión y las cinéticas con longitud de onda constante a 322.3 

n m ,  ambas con excitación  a 280 nm. Así mismo para experimentos que requerían 

calentar gradualmente la muestra a una velocidad de aproximadamente 1 "C/min., o 

para llevar  a  cabo cambios súbitos de temperatura de la muestra se empleci un 
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portaceldas con camisa de circulación de agua y un bario con termostato y bomba 

recirculadora. 

2.3 Obtención de  curvas  de transición. 

Todos los experimentos se llevaron a cabo en buffer TRIYacetatos 50 mM 

(pH 8.0) con concentraciones de proteína de 10, 50 y 100 &ml. 

Para seguir los cambios ocurridos durante el desplegamiento, la temperatura 

de la muestra fue incrementada con el auxilio de un baño térmico a una velocidad 

aproximada de 1 "C por minuto. Durante los calentamientos se obtuvieron espectros 

de fluorescencia  de manera continua a intervalos de 2 min aproximadamente. Con  la 

técnica de DC se siguieron los cambios conformacionales de  una longitud de onda 

fija. Una vez alcanzada una temperatura preestablecida (305, 3 18, 325, 338, 343 K) 
la muestra se enfrió para intentar inducir su replegamiento. 

Al final de  los experimentos se llevaron a cabo ensayos de actividad de las 

muestras sometidas  a calentamiento, para cuantificar el grado de irreversibildad del 

proceso de desplegamiento. 

Las curvas de transición se ajustaron (mediante el paquete cornputacional 

Origin versión l .  16; MicroCal, Inc) a una ecuación exponencial del siguiente tipo 

(Rojo-Domínguez et al., 1990): 

KO = exp/(dH,,JR Tm- ACp/R) (1 - TA)](Tfl , , , )  AC p /H (2.3) 

Donde KD es la constante  de equilibrio, Tm la temperatura media, AHm el cambio 

de  entalpia  a la temperatura media y el ACp el cambio de capcidad calorífica, todos 

asociados al  desplegamiento; R representa la constante de los gases y T la 

temperatura (Sección  3.1). 
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2.4 Experimentos cinéticos. 

Otro tipo de experimentos llevados a cabo, consistió en someter a  la muestra 

a aumentos súbitos de temperatura: la muestra concentrada se diluyó en solución 

reguladora que se encontraba previamente estabilizada a la temperatura del 

experimento, con  el objetivo de que la muestra alcanzara rápidamente esa 

temperatura. Los cambios conformacionales originados por el aumento abrupto de 

temperatura se siguieron a lo largo del tiempo, con las técnicas de fluorescencia y 

dicroísmo circular, utilizando en el caso de fluorescencia una longitud de onda de 

excitación de 280 nrn y de emisión de 322.3 m, y en el caso de dicroísmo circular 

la longitud de onda utilizada fue 220 n m .  Los experimentos se detuvieron cuando ya 

no se observaban cambios en la señal espectroscópica. 

Las concentraciones de proteína utilizadas fueron: 10 pg/ml para la técnica de 

fluorescencia y 100 pg/ml para dicroísmo circular, ambas en buffer TRIWacetatos 

50 mM (pH 8.0). 

2.5 Glóbulo Fundido. 

El glóbulo  fundido es una conformación proteica compacta, que tiene un 

contenido de estructura secundaria similar a  la proteína nativa, pero  con estructura 

terciaria pobremente definida. Bajo condiciones particulares es un estado estable en 

algunas proteínas y puede considerarse como  un intermediario cinético en  el 

plegamiento proteico (Creighton y  Ewbank., 1991). Este tipo de intermediario se 

describe generalmente como un núcleo hidrofóbico solvatado, que en presencia de 

ANS lo acumula en sus sitios de unión apolares, inaccesibles originalmente en la 

conformación nativa. La señal  de fluorescencia del ANS depende fuertemente de la 

hidrofobicidad de su entorno, es por ello que la prueba del ANS es muy útil para 

estimar los cambios  del  contenido de región apolar accesible al solvente  que ocurren 

durante el  desplegamiento y para detectar si existen intermediarios del  tipo glóbulo 

fundido  (Martin  et  al., 1991). 
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En este trabajo de tesis se  llevó a cabo un experimento utilizando el colorante 

ANS a una proporción 50 veces mayor a la de la enzima, es decir 9 . 2 5 ~ 1 0 - ~  M de 

A N S  en buffer TRIWacetatos 50 mM @H 8.0). La muestra se sometió a un 

calentamiento súbito para  que alcanzara rápidamente  la temperatura del experimento 

(322 K) y se obtuvo su señal de fluorescencia a lo largo del tiempo; en estos 

experimentos la longitud de onda de excitación fue de 350 nm y la emisión se  siguió 

a 465 m. 
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111 TRATAMIENTO  DE LOS DATOS. 

3.1 Estudios de  desplegamiento  en  equilibrio. 

Modelo  reversible  de dos estados  para  proteínas  monoméricas. 

Habiendo encontrado las condiciones de reversibilidad es posible estudiar el 

proceso de desnaturalización en  el equilibrio; el modelo más sencillo es  el 

mecanismo de dos estados. 

Si el ambiente es modificado hacia condiciones que favorezcan el 

desplegamiento de la conformación nativa cambia inicialmente muy poco: es decir; 

puede haber cambios locales pero la estructura global se conserva. Después, al 

continuar la inducción del desplegamiento ocurre una transición abrupta en  un 

intervalo muy limitado de condiciones. Cuando el grado de desplegamiento se puede 

medir por diferentes técnicas y en todas ellas se determina la  misma curva  de 

transición, se puede proponer que  el desplegamiento es un fenómeno de dos estados 

donde sólo el estado nativo y el desplegado existen en equilibrio, esto también 

sugiere que el proceso es cooperativo. En otras palabras la estabilidad de cada  parte 

de  la estructura es dependiente de  las otras partes,  las estructuras parcialmente 

plegadas deberían de ser inestables con respecto a las estructuras nativas y 

completamente desplegadas; así que la reacción en la presencia de  agente 

desnaturalizante o elevadas temperaturas, puede describirse por la ecuación: 

N e D  ( 3 . 9  

Para una transición de dos estados la constante de equilibrio puede medirse 

directamente a partir del promedio del grado de desplegamiento 

KD = /O//Nf (3.2) 

Si la fracción de especies desnaturalizadas se puede medir con técnicas 

biofisicas o espectroscópicas, y se defme al parámetro "y" como el observable que  es 

utilizado para seguir la desnaturalización. El valor de ese parámetro debe 

modificarse con los cambios en la conformación molecular, y de esa manera es 

posible medir indirectamente la transicion; las muestras en estado nativo así como 
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en estado desplegado poseen sus propios  valores  del parámetro observable "y ", 

siendo y N  y respectivamente. Estos valores  dependen  de la concentración de 

agente desnaturalizante, lo que hace necesaria su extrapolación lineal a cualquier 

punto de la transición. Así mismo se definen fN y f D ,  como las fracciones de proteína 

nativa y desnaturalizada respectivamente, de acuerdo a un simple balance de masa 

se tiene: 

f ~ f D  = I (3.3) 

y de igual modo: 

Y = Y d k Y d D  (3.4) 
de las ecuaciones anteriores, puede obtenerse el valor f D :  

f D  = 6kYN!/@D'VN) (3 3) 
Esto implica que en cualquier punto  de la transición es posible conocer la 

fracción de proteína desnaturalizada a partir del valor del parámetro "y", y de la 

extrapolación lineal de los valores de yN y yo, así mismo pueden calcularse la 

constante de equilibrio K O  y el cambio de energía libre del proceso (A@. 

KD = fwrw = f d f N = f d ( l $ D )  (3 4 
KD = -p(-AG/RT) (3.7) 

sustituyendo las ecuaciones 3.3,  3.4 y 3.5 en la ecuación 3.6, se obtiene: 

K D  = fiN-Y)/(Y-YD) (3 .S> 

Los estudios del desplegamiento térmico son importantes porque a través de 

ellos es posible obtener los parámetros termodinámicos de la transición 

Utilizando la curva de  van't Hoff  (InKO contra I n ;  Fig. 3.1) se  puede 

conocer el cambio de entalpía del proceso de desplegamiento, sabiendo que la 

pendiente de dicha curva es: 

m = -AHA?. 
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In Kd 

1 /T 

(Fig. 3.1) Curva de v a n  ‘t Hog 

Si este último valor es evaluado a la temperatura que corresponde a la mitad 

de la transición (Tm), en la que el valor de KO =fdfhi = I y por lo tanto el  valor  del 

cambio de energía libre es cero, es posible estimar el cambio de la entropía durante 

la reacción de desplegamiento debido a que a la Tm: 

ASm =AHm/Tm (3.10) 

El cambio de la capacidad calorífica del proceso ACp está dado por la 

derivada parcial de AH con respecto de la temperatura. 

Conociendo el cambio en  la capacidad calorífica, es posible conocer tanto el 

cambio entálpico, como el entrópico de la transición, parámetros que son altamente 

dependientes de  la temperatura. En el  rango  de temperaturas en el que la capacidad 

calorífica no varía con la temperatura, la dependencia del cambio de entalpia y de 

entropía se expresa por: 

AH(q = AHm+ACp(T-Tm) (3.11) 

AS(T) = ASm+ACp ln(T/Tm) (3.12) 

así mismo la dependencia de AG con la temperatura es: 

AG =AHm-TASm+ACp[T-Tm-T ln(Tflm)] 

Derivando esta función, y obteniendo su valor máximo en: 

T* = Tm exp(-dsm/dCp) 

(3.13) 

(3.14) 
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Este valor de temperatura T* representa el de estabilidad más alta de la 

estructura nativa, alguna variación en la temperatura, ya  sea que aumente o 

disminuya puede alterar la conformación de la proteína (Fig. 3.2). 

(Fig. 3.2) Representacicin esquemática de M, 
AG, y TAS con respecto  a la temperatura. 

Modelo  reversible  de  tres  estados,  para  proteínas  diméricas. 

En el  caso de proteínas diméricas, las interacciones entre las cadenas pueden 

contribuir de manera significativa a la estabilidad conformacional de toda la 

proteína. Al parecer  es dificil encontrar dímeros completamente desplegados; por  tal 

razón  para describir el desplegamiento de enzimas diméricas (u oligoméricas) se han 

propuesto dos  tipos  de modelos: los que involucran 3 estados (el dímero nativo, los 

monómeros de  conformación muy cercana a la nativa. y  los monómeros 

completamente desplegados)  y los modelos que sólo consideran 2 estados, en los 

que  la disociación y desplegamiento ocurren prácticamente de manera simultánea. 

A continuación se describe un modelo general que involucra la disociación y 

el posterior desplegamiento de una proteína dimérica. 

Kl K2 

N2 U 2N U 2 0  (3. IS)  

que equivale a: 

(3.16) 
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donde: 

KI = [IT /[N21 (3.17) 

K2 = IDJ?VI (3 .18)  

Cada reacción está descrita por una constante de equilibrio distinta, y por 

conveniencia se usa sólo I para representar el intermediario monomérico. La 

constante de disociación Kdh = ([Nf/[NzJ, que  se obtiene por dilución, se asume que 

es equivalente a Kl, pero en realidad el equilibrio puede ser más complejo 

dependiendo de la magnitud de K2, La constante de equilibrio global de la reacción 

de desnaturalización KO = KIK: y el cambio de energía libre global AC puede 

dividirse en  dos términos: AG = AG1+2AG2 

Las proteínas con valores Kl considerablemente más grandes  que de K2 deben 

su estabilidad conformacional global en mayor medida a las interacciones que 

estabilizan su  estructura secundaria y terciaria, con respecto a  las interacciones entre 

sus  cadenas. Es importante considerar que la estructura del intermediario 

monomérico puede ser distinta a  la conformación de las subunidades en el dímero 

nativo, pero es probable que este intermediario conserve una gran parte de  su 

estructura secundaria y terciaria nativa. 

Modelo reversible  de dos estados para proteínas dirnéricas. 

Muchas proteínas diméricas siguen un desplegamiento de dos estados a pesar 

de las interacciones cuaternarias, este es un caso particular de  la ecuación 3.16 en 

donde K2 es significativamente mayor que KI. Es decir la disociación origina 

especies intrínsecamente inestables, cuya concentración sería prácticamente 

indetectable en condiciones de equilibrio; por esto el modelo se  reduce  a dos estados 

y sus parámetros termodinámicos se pueden estimar de manera similar a las 

proteínas monoméricas. 

N2 e 2 D  (3.19) 
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En  este  caso  los dos estados son el dímero nativo N2 y el monómero 

desplegado D. De manera similar al caso de los monómeros, la fracción de proteína 

desplegada puede medirse espectroscópicamente. Pero la constante de equilibrio está 

dada por la ecuación 3.20. 

KD = [DI2/INz] = 2ptlfb2/(l-fD)] (3 .20)  

Esta  última ecuación muestra la dependencia de KO con la fracción de 

proteína desplegada f o  y la concentración total  de proteína R. Como ya se ha 

mencionado este tratamiento se aplica cuando en la ruta de desplegamiento no existe 

una concentración significativa de intermediario monomérico; es decir, las 

interacciones cuaternarias son necesarias para la estabilidad de la molkcula. Sin 

embargo es probable que exista transitoriamente un  monómero parcialmente 

estructurado, o un dímero desplegado observable por mediciones cinéticas (Neet et 

al., 1994). 

3.2 Estudios de desplegamiento  fuera del equilibrio. 

El modelo reversible de dos estados es un tratamiento matemático aplicable a 

un parámetro observable "y", que depende de la conformación proteica, y a partir 

del cual pueden obtenerse datos termodinámicos, como la  temperatura media de la 

transición (Tm), el cambio de la energía libre de Gibbs  del proceso de 

desplegamiento (A@, así como  el cambio de entalpía (AH), de entropía (AS) y de 

capacidad calorífica (dCp) para dicha transición. Cuando este tratamiento se aplica 

en los casos en los que el mecanismo de desplegamiento se aparta del 

comportamiento  reversible  de dos estados, los valores termodinámicos que se 

obtienen sólo son aparentes. No obstante, la obtención de estos parámetros es útil 

porque por medio de la Tm aparente podemos comparar como se  desplaza la 

temperatura a la que ocurren las transiciones, y el AH aparente nos  da una idea 

cualitativa de  la cooperatividad del proceso de desplegamiento. 
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Adicionalmente al tratamiento en equilibrio para la obtención de datos 

termodinámicos, se pueden realizar experimentos cinéticos. Estos estudios nos 

permiten obtener información complementaria, analizando la dependencia con el 

tiempo del  proceso de desplegamiento. El desplegamiento de las cadenas 

polipeptídicas son procesos intramoleculares, por lo  que  la cinética de estas 

reacciones siempre se describe en términos de ecuaciones de primer orden. Por otra 

parte el plegamiento de especies multiméricas puede requerir la asociación de 

moléculas independientes y ser descrita por ecuaciones cinéticas de orden superior. 

Modelo cinético de dos estados. 

Se asume que inicialmente la  muestra consiste de exclusivamente proteína 

nativa y que al someterla a un aumento súbito de temperatura se induce el 

desplegamiento molecular. De esta  forma se origina una mezcla de especies 

conformacionalmente diferentes cuyas proporciones cambian con el tiempo. 

Para la reacción: 

kl 

N e D  

k- I 

(3.2 1) 

la velocidad de reacción es: 

-d[nydt = kI[h+k-I[D] (3.22) 

-dfddt = kdjk-,$D (3.23) 

definiendo ‘ y ~  =@L!ifN’’ y ‘If0 =&+AiD’’, donde fiv - y - denotan las  fracciones de 

equilibrio  finales  (y constantes), haciendo la sustitución en la ecuación 3.23, se 

obtiene (Fig. 3.3): 

-dAfddt = (kI+k-l)AfN (3.24) 
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I 
(Fig. 3.3) Esquema  de la dependencia  de f, contra 

tiempo.  Ilustrando los  parámetros discutidos  en  el texto. 

En general se mide la propiedad fisica "y " que se considera aditiva: 

Y =fflkfDYD 
Definimos 

(3.25) 

(3.26) 

(3.27) 

(3.28) 

(3.29) 

donde Ay" es el cambio del valor "y '' desde t=O hasta su valor de equilibrio "y". 

La ecuación 3.29 indica que la gráfica de: "Zn(Ay/Ay~ vs t" debe ser lineal 

donde la pendiente de la recta es independiente de las condiciones iniciales de  la 

propiedad medida. 

En  el caso de un proceso irreversible, kml es despreciable y por lo tanto A=kl. 

Finalmente con una conjunto de valores experimentales de A=kl obtenidos a 

diferentes temperaturas y utilizando la ecuación de Arrhenius: 

kl(T) = A a p  (-Ea/RT) (3.30) 
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es  posible  conocer  la energía necesaria para alcanzar el estado de transición del 

proceso de  desplegamiento, Ea, el estado de transición es la conformación de  mayor 

energía para pasar  del  estado nativo al desplegado. 

Modelo cinético de tres estados  sin  disociación. 

Las cinéticas  bifásicas  se pueden describir  mediante el esquema: 

kt k2 

N u X u D  (3.3 1) 

k-1  k-2 

Este  esquema  involucra un intermediario  en  la ruta entre el estado nativo y el 

desplegado. Las ecuaciones  de velocidad están dadas por: 

(3.32) 

(3.33) 

Análogamente  al  caso  de  dos  estados se hacen  las  manipulaciones y 

sustituciones  necesarias,  y  se  obtienen  formas  alternativas  de  las ecuaciones 

anteriores: 

-dAfddt = (kl+k-l) AfN + k-lAfD (3.34) 

-dAfJdt = k2Af~ + (k24-k- 2) A f ,  (3.35) 

Las ecuaciones  3.34 y 3.35 son ecuaciones diferenciales simultáneas  lineales. 

La forma  general  de  solución  de  dichas  ecuaciones es asumir que las  soluciones son 

del  tipo: 

dfN= cap-& (3.36) 

AfD = c (3.37) 

Donde C, C 'y A son  constantes.  Sustituyendo  las  ecuaciones 3.36 y  3.37 en 

(3.38) 

(3.39) 
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Estas ecuaciones simultáneas se resuelven mediante un sistema de 

determinantes: 

I kI+k-I-A k-1 I 
=O (3.40) 

I k2 k2+k_TA I 
Al resolver  este  sistema,  se  obtienen dos raíces de A: Al y A.2, que al sustituir 

cada  una  en  las  ecuaciones 3.36 y 3.37, se obtiene 4 constantes: C1, Cz, C3 y C4 

llegando así  a  las  solución  general del sistema: 

AfN= Clexp-A1' + C,exp-*' (3.4 1) 

Aj== = c3ap-A1'+c&t-p-ut (3.42) 

Análogamente  al  caso  sin intermediarios, si el proceso  es  irreversible: 

Al = kl (3.43) 

A2= k2 (3.44) 

Donde kl y k2 representan  las constantes de velocidad de cada una de  las 

reacciones  que  se  describen  en  la ecuación 3.3 l .  Finalmente de manera  similar al 

caso de dos estados, mediante la  teoría de Arrhenius, es posible  obtener las energías 

de activación  para cada una de  las  reacciones  (Cantor  y Schtmmel, 1980). 

Generalmente  se mide la propiedad fisica "y", cuya  dependencia con  el 

tiempo se  da  por  la  expresión: 

(3.45) 

Donde Al+A2=2. 

Modelo cinético irreversible de tres estados con  disociación. 

Las cinéticas  bifásicas  irreversibles  con  disociación  se pueden describir 

mediante el  esquema: 
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kl k2 

N --+ 2X -+ 2D 

Este esquema involucra un intermediario di 

Aná1 ogamente 

.SOCJ .ado en 1 

(3.46) 

a  ruta entre el estado 

nativo y el desplegado. Las ecuaciones de velocidad están dadas por: 

(3.47) 
-d/Nydt = kl[Nf 

(3.48) 
dflf/dt = kl[Nf-k2[X/ 

(3.49) 
d[D f/dt = k2[X/ 

al caso de dos estados se hacen las manipulaciones y 

sustituciones necesarias, y se obtienen formas alternativas de las ecuaciones 

anteriores: 

(3.50) 

(3.5 I )  

Las ecuaciones 3.50 y 3.51 son ecuaciones diferenciales simultáneas lineales. 

La forma  general de solución de dichas ecuaciones es asmnir que las soluciones son 

del tipo: 

AfN= Cap-a (3.52) 

AfD = C ' e ~ p - ~  (3.53) 

Donde C, C'y A son constantes. Sustituyendo las ecuaciones 3.52 y 3.53 en 

las  ecuaciones 3 S O  y 3.5 1 se obtiene: 

O = ( A 4  2) Afo - 2k2 AfN (3.54) 

O = ( A 4  jAfN ( 3 . 5 5 )  

Estas  ecuaciones  simultáneas se resuelven mediante un sistema de 

determinantes: 
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I A 4 2  -2k2 I 

I o  I 
= O  (3.56) 

Al resolver este sistema, se obtienen dos raíces de A: A, y A2, donde: 

A1 = kl (3.57) 

A2 = k2 (3.58) 

Donde k1 y k2 representan las constantes de velocidad de cada una de las reacciones 

que se describen en  la ecuación 3.46. Al sustituir cada valor de h en las ecuaciones 

3.52 y 3.53, se obtiene 4 constantes: C1, C2? CJ y C4 llegando así a la  solución 

general del sistema: 

4 N =  c@x-p-alt + c2eXp (3.59) 

AfD = C 3 e ~ p - ” * + C ~ e ~ p - ~ ~  (3.60) 

Finalmente de manera similar al caso de dos estados, mediante la teoría de 

Arrhenius, es posible obtener las energías de activación para cada una de  las 

reacciones (Cantor y Schimmel, 1980). 

Generalmente se mide la propiedad fisica “y”, cuya dependencia con  el 

tiempo se da  por  la expresión: 

AYIAY O = ~ ~ e u p - ~ + ~ ~ a . - ~  (3.61) 

Donde Al+Az=I. 

35 



Resultados 
y discusión. 



IV RESULTADOS Y DISCUSI~N. 

4.1 Irreversibilidad del  desplegamiento  térmico de hTIM. 

El proceso de  desplegamiento térmico de hTIM a pH 8.0 y en  ausencia de 

sales, es irreversible. Esto puede apreciarse de  manera  notoria  en los espectros 

obtenidos por dicroísmo circular (Fig. 4.1) y por fluorescencia (Fig. 4.2) de la 

muestra  nativa, y de la sometida  a  calentamiento y posterior  enfriamiento.  También 

los resultados  del  ensayo de  actividad biológica (Fig. 4.3) dan clara muestra de la 

irreversibilidad  del proceso de desplegamiento (Tabla 4.1). 

0 -  

0 -  

e 
Gn')  0-  

,- 
201: 

(Fig 4.1) Espectros obtenidos por DC. a) muestra sometida 

i 

I 210 220 230 
Mnm) 

240 

a calentamiento hasta 343 K. 6) muestra sometida a calentamiento 

hasta 343 K y posterior enpiarnienlo. c) muestra sin tratamiento térmico. 
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0 

300 320 340 360 380 

- 
I I I I I 

400 
longitud de onda (nm) 

I I Fig. 4.2) Espectros obtenidos por fluorescencia, calentando gradualmente hasta las siguientes temperaturas: 
aP90.5 K. b)303 K. c ) ~ J J  K. d)320 K. e)331.1 K. j337.3 K. @340 K. i)345.2 K, h)espectro de la muestra 

después del enfriamiento. 

-__ 

0.8 
M 
.- 6 3 0.6 
e B 0.4 
< 
0.2 

o 

0 -  I 
O 

1 
c: 

50 1 O0 150 
tiempo 

+321 K 

-323 K 

* 326 K 

(Fig.  4.3) Ensayos de Actividad. En el caso de la muestra sin tratamiento térmico (línea punteada), se  realizó 
utilizando 4 ng totales de proteína. El resto de los ensayos se realizaron con  400 ng totales de proteína en  la 

celda. Las temperaturas indicadas son a las que se sometió la muestra en cada caso con su posterior 
enfriamiento. 
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1 

Muestra Actividad específica 

( p m o l / d m g )  

I sin tratamiento térmico I 6880 I 
318 K 

120 321 K 

180 

323 K 

20 326 K 

40 

333 K 

No hay actividad detectable 338 K 

1 

No hay actividad detectable 345 K 
No hay actividad detectable 343 K 

I I I 
Tabla 4.1. Resultados que ilustran la  pérdida de actividad  biológica ante 

el tratamiento térmico. 

Del  mismo  modo  se  encontró  evidencia  de  la  presencia  de al menos un 

intermediario  (Sección 4.2). Debido a estos  resultados  no  es  posible  la  aplicación del 

modelo  reversible de dos  estados  descrito previamente en el capítulo 111, tan sólo es 

posible la obtención  de  datos termodinámicos aparentes. 

4.2 Curvas de transición. 

Las curvas de transición obtenidas con las  técnicas de dicroísmo  circular y 

fluorescencia,  bajo  las  mismas  condiciones  experimentales  no  coinciden  (Fig. 4.4), 

lo que  sugiere  la  presencia  de  al menos un intermediario  detectable. La transición 

observada  por  fluorescencia  ocurre a temperatura más baja  que  la de dicroísmo 

circular. 
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Se ha mencionado previamente que la  técnica de fluorescencia nos aporta 

información  acerca  del  entorno de los grupos aromáticos de la  proteína; mientras que 

el  dicroísmo  circular  (en  el  intervalo de longitud de onda utilizada)  nos permite 

seguir cambios  en  la  estructura  secundaria. 

Dado lo anterior, puede concluirse  que el entorno de los grupos aromáticos se 

modifica a temperaturas más bajas de las  necesarias para inducir cambios en la 

estructura  secundaria. 

Las curvas  obtenidas  en  fluorescencia  muestran  una  dependencia con la 

concentración  de hTIM (Fig. 4.5): a mayor concentración de enzima  las  transiciones 

se  alcanzan a temperaturas  menores.  Este  resultado  es opuesto a lo esperado para un 

mecanismo  de  dos  estados. La variación en la  posición de las  curvas  es  consistente 

en  este  caso,  con la agregación  de  los  productos del desplegamiento  térmico. 
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0.7 
0.6 
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IN 

(Fig. 4.5) Curvas de transición aparentes obtenidas por Jluorescenciu a  dgerentes concentraciones. 

--+-- 50 ug/ml 

4.3 Valores termodinámicos aparentes. 
En la tabla 4.2 se muestran los datos termodinámicos aparentes (Tabla 4.2) 

obtenidos para  las curvas de transición presentadas anteriormente. Es importante 

recordar que  estos valores no tienen un significado real, pero como se ha 

mencionado en el capítulo 111 la obtención de  estos parámetros es útil, porque por 

medio de la Tm aparente podemos comparar la estabilidad relativa de dos curvas  al 

medir el  desplazamiento  con  la temperatura a la que ocurren las transiciones, y el 

M aparente nos da  una idea cualitativa de la cooperatividad del proceso de 

desplegamiento. 
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10 P g / d  88900 k 12300  340. k 0.42  4200 + 1400 

fluorescencia 

50 p g / d  1 72700 k 5800 1 334.0 f 0.30 I 2900 +600 

fluorescencia I I I 
100 pg/d I 153500 f 9300 I 33 1.0 k 0.1 1 I 9800 k 1500 

fluorescencia 

100 pg/d 128100 k 10200 336.0 k O. 17 6900 5 1000 

DC 
Tabla 4.2. Parámetros termodinámicos aparentes del desplegamiento térmico de hTM a drferentes 

concentraciones. Las incertidumbres corresponden a la estimación de una desviación estándar 

4.4 Curvas  cinéticas. 
Por otro lado los aumentos súbitos de temperatura seguidos por ambas 

técnicas originan curvas cinéticas de  más de una fase (Fig 4.6 y 4.7). Estos 

resultados nos indican que el mecanismo de desplegamiento térmico de la hTIM, se 

lleva a cabo en varias etapas. 

En el caso de fluorescencia las curvas cinéticas inicialmente muestran una 

disminución de intensidad de fluorescencia, cuya pendiente varía de acuerdo a la 

temperatura del experimento, subsecuentemente se observan aumentos en la señal de 

fluorescencia que no muestran una tendencia definida entre los experimentos a 

diferentes temperaturas. 
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Fig. 4.6) a) Cinética  obtenida por fluorescencia 318 K. 10 pg/ml 

tiempo (seg) 

p i g .  4.6) b) Cinética  obtenida por fluorescencia 321 K. I O pg/ml 
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m c I J 
N 
2 1 6 0 0 0 0  C I  1 
e 
cd 

I 

100000~ I I I I I I 
O 2000  4000   6000  8 0 0 0  10000 

tiempo (seg) 

(Fig. 4.6) c) Cinética obtenida por'fluorescencia 325.2 K. I O ,ug/ml 

(Fig. 4.6) d) Cinética obtenida por  fluorescencia 328 K. I O ,ug/ml 
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1 
0.9 
0.8 
0.7 
0.6 

z 0.5 
O .4 
0.3 
02 
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tiempo (mín) 

321 K 

-c+- 323 K 

327 K 

-X-- 329 K 

"f- 331 K 

(Fig. 4.7) Curvas cinéticas de desplegamiento obtenidas a diferentes temperaturas por la técnica de D C 

(longitud de onda =220nm). La  concentración de todas  las muestras es 1 O0 pg/ml. 

Los resultados  se ajustaron a  modelos que consideraban una, dos y tres etapas 

unimoleculares. Sin embargo  las  constantes  cinéticas que se obtuvieron por los 

diferentes  modelos  en ningún caso ofrecieron buena correlación  con las 

temperaturas  a  las  que  fueron  obtenidas; posiblemente debido a  los  pequeños valores 

de amplitud en  las  fases más lentas y al efecto de la  agregación. No obstante, la 

primera fase de cada uno de los experimentos pudo ajustarse  satisfactoriamente con 

un modelo de  una  sola  etapa: 

y=AeXp'+C (4.1) 

Las constantes de velocidad, kl, obtenidas  para  cada  una de las  técnicas  se 

muestran  en  la  Tabla 4.3: 

4.5 Gráficas de Arrhenius. 
A partir del  conjunto de constantes de velocidad y sus  temperaturas 

correspondientes  se  construyó una gráfica  de  Arrhenius  (Fig. 4.8) y su regresión 
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lineal.  De  acuerdo  a lo descrito en  el  Capítulo 111 se  obtienen l a s  energías  de 

activación  para cada una  de las  técnicas  empleadas  (Tabla 4.4). 

Temperatura k Dicroismo  circular k Fluorescencia 

(K ) (seg”) (w-9 

3 18 7 .69~10-~  f 6 . 5 ~ 1 0 ~  

320.8 2. 19X10-3 k 1 . 2 7 5 ~ 1 0 ~  

321 3 . 7 7 ~ 1 0 ~  k 8 . 6 ~ 1 0 ~  

322.2 

5.48~10” If: 4 . 6 5 ~ 1 0 ~  327.1 

4 .25~10‘~  k 2 .81~10-~  325.6 

8 . 6 7 ~ 1 0 ~  f 7 . 9 ~ 1 0 ~  325.2 

3 .06~10-~  f 3 . 7 1 ~ 1 0 ~  

328 2 . 3 8 ~ 1 0 ~ ~  f 5 . 9 ~ 1 0 - ~ -  

328.8 6 .00~10-~  _+ 6 . 0 0 ~ 1 0 ~  

Tabla 4.3. Constantes de velocidad de desplegamiento obtenidas porfluorescencia y DC 

0.003 0.00305 0.0031 0.00315 
-4 
-5 - 

I I I 

-6 - 

-8 - 

-7 - 

-9 - 

. l o  - 
1/T (K) 

+ In kDC 

(Fig.4.8) Gráficas de Arrhenius. Obtenidas por DC y Fluorescencia. 
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Fluorescencia Dicroísmo circular 

Ea (cal/mol) 
-0.98544 -0.98 183 coeficiente de correlación 

29400k2600 7 1400 5 4800 
- 

Tabla 4.4. Valores de energía de activación para  las técnicas de fluorescencia y DC. 

Como puede verse cada técnica espectroscópica aporta valores 

significativamente distintos tanto de las constantes como de las energías de 

activación, es decir, cada técnica nos permite seguir u n a  etapa diferente del 

mecanismo de desplegamiento, con características energéticas distintas. 

El valor de Ea, obtenido por fluorescencia es mayor que el de dicroísmo 

circular, lo  que nos habla de un estado de transición más dificil de alcanzar. Sin 

embargo, de acuerdo a las curvas  de transición obtenidas por cada técnica es 

evidente que la etapa seguida por fluorescencia ocurre a temperaturas menores. 

4.6 Glóbulo  fundido. 

Para elucidar si la ruta de desplegamiento de l a  hTIM en sus primeras etapas 

presenta intermediarios del tipo glóbulo fundido se llevó a cabo un ensayo a 322 K 

en presencia de ANS como se describió en el capítulo 11; se obtuvo la curva cinética 

de  la  Fig. 4.9. Como puede apreciarse esta curva al igual que el resto de las 

obtenidas sin colorante presenta más de una fase, confirmando una vez más que el 

desplegamiento se lleva a cabo en varias etapas. La primera parte de la curva 

muestra un aumento en la señal de fluorescencia, lo que nos indica que  el colorante 

se encuentra en la presencia de un ambiente cada vez más hidrofóbico, es decir la 

proteína se despliega de manera que permite la migración y unión del ANS en sitios 

apolares hasta llegar a un máximo donde la intensidad de fluorescencia disminuye 

considerablemente, lo que hace suponer que l a  proteína expone la parte hidrofóbica 
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al solvente acuoso, perdiéndose así  el ambiente hidrofóbico y por lo tanto se 

desprende el ANS de  los sitios de unión apolares. La primera fase de la curva se 

ajustó a un modelo de una sola etapa (ecuación 4.1) y se  obtuvo una constante de 

velocidad k=1.4x104 k 3 .88~10-~ .  Esta constante es  del  orden de magnitud de la 

obtenida a una temperatura similar en la cinética sin colorante seguida por 

fluorescencia. 

20000 

19000 

18000 - 
h 

a 
3 17000 - 
9 

% 16000 - e 
B 
s 

15000 - 

14000 - 
- 

13000 -1 
10000 20000 30000 

hemp0 (seg) 

(Fig. 4.9) Prueba con ANS. Cinética obtenida por fluorescencia a 322 K. 

4.7 Posibles  mecanismos. 

Es importante hacer notar que el mecanismo de desplegamiento de hTIM está 

compuesto de varias etapas incluyendo la agregación y, dada su complejidad, con la 

información obtenida hasta el momento no se pueden describir con detalle todas las 

etapas involucradas. Por otra parte la técnica de DC, puede no estar siguiendo 

estrictamente la reacción de desplegamiento sino la precipitación de productos 

agregados del mismo. Sin embargo sin considerar esto último y de acuerdo a los 

resultados experimentales a continuación se analizan diversos mecanismos que 

podrían describir los cambios espectroscópicos iniciales que ocurren en la ruta del 
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desplegamiento de hTIM. Estos mecanismos están compuestos por dos  etapas que 

pueden ser simultaneas o secuenciales. 

En  el  mecanismo  simultaneo: 

k,r F 

N 

k2L C 

hTIM seguiría dos caminos diferentes, formando  especies  detectables por cambios 

en la  señal  de  fluorescencia (F) o de dicroísmo circular (C); bajo este mecanismo 

puede deducirse  que  la variación con el tiempo de cada una de las  fracciones de  cada 

una  de las  especies  está  descrita  por: 

fF-= (kl/(kl  +k2)) * ( 1 - a p  -(k1+k2Jt) (4.3) 

f c =  (kP/(kl+k 2)) * ( I -k~p"~"~~")  (4.4) 

Este comportamiento  se muestra en la  figura 4.10, que  ilustra  la simulación 

de las  ecuaciones 4.3 y 4.4  utilizando  las constantes de velocidad de  la  tabla  4.3, que 

corresponden  a  325.2 K por fluorescencia y 325.6 K por DC. Estas temperaturas 

fueron  elegidas  por su similitud entre ellas y por ser valores intermedios del 

intervalo  de  temperaturas  estudiadas. 

I I 
1.0 - 

0 . 8  - 

.I 0 6 -  

0 . 4 -  

0 2 -  

0 0 -  1 

(Fig. 4. IO) Simulación  de laspacciones de fF  y f c  de las ecuaciones 

4.2 y 4.3. Se utilizaron valores de kl=O.O00867 seg" y k2= 0.00425 seg". 
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Este comportamiento  no  es compatible con los resultados observados por 

cada una de  las  técnicas experimentales porque cada especie  debería tener una 

constante de  velocidad diferente, contrario  a lo indicado en  las  ecuaciones 4.3 y 4.4. 

Con  respecto al mecanismo secuencial: 

kl  k2 

N - + X  - + D  

Es posible  asignar los valores numéricos a  las  constantes de velocidad de 

manera que kI>k2 o viceversa. Las ecuaciones  que describirían la  dependencia de las 

fracciones de cada  especie con el tiempo son: 

fN = a p  -(klt) 
(4-6) 

(4.7) f n  = (l+{kd(kl'k j~ap-'k't)+Pl/(k2-krlJexp ) (-k2t) 

f X  = 1YWfD (4-8) 

En  la  figura 4.4 se observa que la transición  seguida por fluorescencia ocurre 

a  temperaturas  menores que la de dicroísmo circular; de ahí podría  deducirse que kl 

correspondería  a  los cambios seguidos  por  fluorescencia. 

Este  mecanismo de dos etapas  secuenciales  describiría  la  primera de estas con 

una energía  de  activación  elevada (Eal). Esto daría origen a un intermediario con 

contactos  terciarios  específicos disminuidos, pero que conserva la  mayor parte de  su 

estructura  secundaria. La segunda  etapa con un valor menor de  energía  de activación 

que  la  primera (Ea2), que  produce un estado desplegado pobre o carente de 

estructura  secundaria (Fig. 4.11). 
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(Fig.. . 11) Esquema  del  mecanismo propuesto del 
desplegamiento  térmico de hTM.  

Del mismo modo  que en el caso del  mecanismo  simultaneo se hicieron las 

simulaciones  para la dependencia  con el tiempo de las fracciones utilizando las 

ecuaciones 4.6, 4.7 y 4.8, y las mismas  constantes de velocidad  del caso anterior, 

obteniendo: 

(Fig. 4.12) Simulación  de laspacciones de f D , h  y f N  de las ecuaciones 

4.6 y 4.7 y 4.8. kl =O. 000867 seg",  k2=O. 00425 seg-1 

Este mecanismo no es compatible  con los resultados  obtenidos  porque  en  este 

caso ambas técnicas nos  permitirían  observar sólo la primera reacción de la 
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secuencia; es  decir  la  técnica de DC no estaría controlada por k2, sino por la 

velocidad de  aparición  de X. 

Por otro  lado si kl se  considera como la constante obtenida  por DC y por lo 

tanto k2 corresponde  a la obtenida  en  fluorescencia, se describiría un mecanismo en 

el que la  primera  etapa  tiene una energía de activación (Eal) menor. Esto da origen a 

un intermediario  con  pérdida  parcial  de  estructura secundaria. La segunda etapa con 

mayor energía  de  activación que la primera (Ea2), que produce un estado con total 

exposición de sus grupos  aromáticos. 

Utilizando  las  ecuaciones 4.6, 4.7, y 4.8 puede hacerse la simulación de las 

distintas  fracciones,  con las mismas constantes de velocidad que  en los casos 

anteriores y se  obtiene: 

(Fig. 4.13) Simulación de laspacciones de f D , h  y fN de las ecuaciones 

4.6 y 4.7 y 4.8. k, = O. 00425 seg " y k2= O. 000867 seg" 
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Este mecanismo concuerda satisfactoriamente con los resultados obtenidos. 

donde cada una de las técnicas permite observar la aparición de dos especies 

diferentes con constantes de velocidad y energías de activación distintas. 

(Fig. 4.14) Esquema  del  mecanismo propuesto del 
desplegamiento  de hTIM, que  concuerda  satisfactoriamente 

con los resultados  experimentales. 
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Conclusiones 
y perspectivas 



V Conclusiones y perspectivas. 

El proceso de desplegamiento térmico de la enzima triosa fosfato isomerasa 

humana es  irreversible y compuesto de al menos dos etapas. Se aparta notablemente 

del mecanismo reversible de dos estados,  lo que contrasta con lo propuesto por 

Mainfroid et  al. (1996). 

La  temperatura media de .la transición depende inversamente con la 

concentración de hTIM. Esto puede deberse a  la posible agregación de  los productos 

del desplegamiento. 

Los experimentos cinéticos por cada  una  de  las técnicas empleadas nos han 

permitido describir energéticamente dos estados de transición para dos etapas del 

mecanismo de desplegamiento. 

Así mismo  los  resultados  de  la prueba con el colorante A N S  nos permite 

codiírmar que la  ruta  de desplegamiento de  la hTIM ocurre en  varias  etapas y que 

los  intermediarios  en  las primeras etapas  de  la  ruta  del desplegamiento podrían ser 

del tipo glóbulo h d i d o .  Para reafirmar esta última aseveración se requiere de llevar 

a cabo más  experimentación; por ejemplo explorando diversas temperaturas. 

Sería interesante  profindizar  en  el estudio del desplegamiento de esta enzima. 

En  particular  en  la  naturaleza de las etapas lentas observadas en fluorescencia. Para 

tal efecto debería modificarse el diseño experimental. Adicionalmente podría 

caracterizarse el  estado  de agregación de  las especies involucradas en el mecanismo. 

Por otro lado  el estudio de este sistema en diferentes condiciones de  pH y 

fuerza  iónica puede mostrar detalles  de  la  naturaleza  electrostática  del intermediario 

o de  los  estados activados, por lo que se propone realizar estos  estudios  en  el füturo. 
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