
    
  
  

OOS37E 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

FACULTAD DE CIENCIAS 
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO 

  

ENZIMOLOGIA EN SOLVENTES ORGANICOS. 
CORRELACION ENTRE EL TAMANO MICELAR Y/O 
SU CONTENIDO DE AGUA CON LA ACTIVIDAD 

ENZIMATICA 

T E Ss I Ss 

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE: 

MAESTRO EN CIENCIAS 
(BIOLOGIA CELULAR) 

P R E s E N T A; 

BIOL. HECTOR VAZQUEZ MEZA 

DIRECTOR DE TESIS: DR. JOSE EDGARDO ESCAMILLA MARVAN 

MEXICO, D. F. 2000



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



AGRADECIMIENTOS. he > 

Al Dr. Edgardo Escamilla Marvan, por su amistad y paciencia. Ademas, por * “ 

su apoyo incondicional para la terminacién de este trabajo. 

A mi comité de sinodales por darse tiempo para revisar y corregir esta tesis. 

A mi compafiera y amiga que nunca dejé de alentarme para terminar este 

trabajo, muchas gracias Esther, te amo mucho. 

A mi familia y amigos por contar siempre con su apoyo y carifio, sin olvidar a 

mi familia politica que nunca dejaron de motivarme para Hegar a esta meta. 

A todos mis compafieros del laboratorio 101 Ote. del Instituto de Fisiologia 

Celular, pero en especial a dos personas que me apoyaron y asesoraron 

durante toda mi estancia en este laboratorio: a la Dra. Martha L. Contreras 

Zentella y al Sr. Juan Manuel Méndez Franco, muchas gracias. 

Al MC. Pablo Rangel Silva por su amistad y asesoria técnica para la 

purificacién de la NADH DH y en el uso del HPLC. También, gracias a la 

MVZ Yesika Montes de Oca por su amistad y sus discretas carcajadas diarias. 

A todos los amigos que encontré en el IFC, que es una lista muy grande y cada 

uno de ellos sabe que esta en ella. 

A la M. en C. Martha Zentella Mayer por permitirme terminar de escribir mi 
tesis en su laboratorio y darme todas las facilidades para obtener el grado. 

A la Direccién General de Apoyo al Personal Académico (DGAPA) por la 
beca otorgada para la realizacién de mis estudios de posgrado.



INDICE 

INDICE 

RESUMEN we 
TABLA DE ABREVIATURAS 
1.INTRODUCCION 
1.1 Antecedentes 

1.2 Propiedades Fisicas de las Micelas Invertidas . 

1.3 Propiedades del Agua Micelar on. eccciscseseeeeceeeeseeeettsecereeeees 
1.4 Solubilizacién de una Proteina en un Sistema de Micelas 

Invertidas 

1.5 Estructura de las Micelas Invertidas conteniendo Enzimas 

1.6 Termoresistencia 

1.7 Efecto del Grado de Hidratacién en la Actividad Enzimatica 

1.8 Caracteristicas de los Solventes Polares oo... ceseecsecseesssseseetteseens 

1.8.1 Etilenglicol (Etgl) 

1.8.2 Glicerol eee 
1.8.3 Dimetilformamida (Form) 
1.8.4 DimetilsulfOxido (DMSO) oo. cecsseesceeeesereeseseneteeseaeteneeees 

1.9 Caracteristicas Bioquimicas de Catalasa, NADH deshidrogenasa 
y Ghucosamina-6-P desaminasa ooo... cceseecseeeeseeseesssecsessenateterees 

1.9.1 Catalasa de Higado de Bovino 

1.9.2 NADH Deshidrogenasa (NADH DH) . 

1.9.3 Glucosamina-6-Fosfato deshidrogenasa (GlcN-6-P desaminasa 
2.OBJETIVOS tees 
2.1 Objetivo General... we 

2.2 Objetivos Particulares ceseescsceceecseecaeeneeseeaseesesatseasacueeaesaeeceetanees 

3. MATERIALES Y METODOS oon... cecccccccececcectsesessesestecseneesees 
3.1 Enzimas Utilizadas (Monomeéricas y Heteroméricas) . : 

3.2 Solventes para la Formacién de Micelas Invertidas oo... ee. 

3.3 Determinacion de la Actividad de Catalasa (Polarografia de 
OXIQOTO wesc eeecetcteeeereeeeeeeaeeeeseseie casseasaeneeseseseseessssscseecseeesatieane 

3.4 Determinaciin de la Actividad de la NADH Deshidrogenasa 

(NADH DH) 
3.5 Determinacién de la Activida 

Desaminasa (GlcN-6-P deshidrogenasa) .... 

3.6 Dterminacién de Proteina oo... 
4,.RESULTADOS oo. cn . 
4.1 Actividad de Catalasa y NADH DH en Agua 

4.2 Actividad Enzimatica en Micelas Invertidas oo... 

          

    

    

   

              

    

       



4.3 Determinacion de Wo Optimo a Diferentes Concentraciones 

de Cosolventes 0 icceecccccccccceeseeeerreeeseesssseseeesseseesssteeseteneeearereaes 

A311 Catalasa occccccccccccccececceecseerereretessenseesseseneenneicessaeeieesinersereneees 

4.3.2 NADH DH 

4.3.3 Glucosamina-6-P desaminasa vee 

5, DISCUSION oocecccccccicccsccccesseceeseeseesesssseevsnecesneceunressuneesusteenneccaneeenss 
6. CONCLUSIONES . 

TD BYBLIOGRABYA occ cccccccccc cesses esssseeeseesseeeecennesevsseecenecenneeenneene 

      

0



I 

RESUMEN 

El estudio de las enzimas in vitro se ha basado en determinar su 

comportamiento en soluciones acuosas diluidas, sin embargo dentro de las 

células la mayoria de las enzimas se encuentran inmersas en una interfase 

membranal o cerca de ésta, lo que induce cambios en el medio citoplasmatico, 

cuyas propiedades fisicoquimicas son completamente diferentes a las de un 

sistema acuoso. Por lo tanto, la enzimologia realizada en soluciones acuosas 

nos da una realidad incompleta de lo que podria encontrarse dentro de una 

célula. Como se sabe las enzimas necesitan un poco de agua para realizar su 

actividad catalitica (agua de solvatacion), por lo que decidimos utilizar el 

sistema de micelas invertidas en solventes organicos apolares, para simular in 

vitro lo que podria estar sucediendo en la célula. Dentro de Jas micelas 

invertidas se encuentran varios tipos de agua, que varian dependiendo de la 

cantidad en la que ésta se encuentre, que va desde agua de interfase hasta agua 

libre. Nuestro estudio se basa en determinar si las enzimas censan el tamafio 

de la cavidad micelar y/o la cantidad de agua que las rodea. De acuerdo a esto 

se decidié utilizar solventes miscibles en agua para manipular el diametro 

micelar sin tener que depender exclusivamente del contenido de agua. Los 

resultados obtenidos con catalasa y con NADH DH apoyan fuertemente la 

idea de que las enzimas responden al tamafio micelar para expresar su 

actividad maxima y no directamente el contenido de agua; para la GlcN-6-P 

Desaminasa no se obtuvo el mismo comportamiento, ya que al ir 

incrementando la concentracién de los cosolventes produjo un desplazamiento 

de maxima actividad hacia valores mayores de Wo y a mayores 

concentraciones de los cosolventes polares la curva de campana desaparece y 

aparecen curvas que son cada vez mas hiperbdlicas.
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Concluyendo ia catalasa y la NADH DH pueden evaluar el tamafio de la 

cavidad micelar y que solo necesitan agua de solvatacién, mientras que la 

GicN-6-P Desaminasa presenta un comportamiento diferente debido, 

posiblemente a que le solvente polar este revirtiendo parcialmente el estado 

supertenso que tiene la enzima.
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1. INTRODUCCION 

El estudio de las enzimas m vitro se ha basado en determinar su 

comportamiento en soluciones acuosas diluidas, sin embargo, dentro de la célula 

la mayoria de las enzimas se encuentran inmersas en una interfase membranal o 

cerca de ésta; incluso las enzimas consideradas como libremente solubles se 

encuentran en un medio citoplasmatico cuyas propiedades fisicoquimicas son 

completamente diferentes a las de un sistema acuoso (Martinek, y col., 1982). 

Para determinar las propiedades fisicoquimicas del agua celular tales 

como: densidad, viscosidad, capacidad calorifica, movilidad translacional y 

rotacional y constante dieléctrica, se necesita llegar a condiciones en que las 

células y tejidos no podrian soportar. Sin embargo, los quistes de un crustaceo 

llamado Artemia (braquidpodo) pueden soportar varios ciclos de deshidratacion 

e hidratacién, ademas de que se conocen sus propiedades bioquimicas (Clegg, 

1984, 1986a, 1986b); en estos quistes, por otra parte, se han hecho 

determinaciones de las propiedades fisicoquimicas del agua celular de estos, por 

medio de resonancia magnética nuclear (RMN) y la dispersién de neutrones 

cuasielastica (DNC). 

Por medio de RMN se determind que los tiempos de relajacion y el 

coeficiente de difusién, del agua en los quistes del crustaseo, eran menores en 

comparacién con los encontrados en agua pura (Hazlewood, 1979). Por otro 

lado, con la DNC se midié la difusién del agua en tiempos muy pequefios (107 

s) y en distancias de 1 a 2 A, y se concluyé que la difusién era menor dentro de 

los quistes de la artemia, en comparacién con el agua pura; lo que hizo suponer 

que, si no toda, una buena parte del agua celular presentaba propiedades 

fisicoquimicas diferentes (Clegg,1984). 

También se ha observado que las proteinas que son inyectadas al 

citoplasma de algunas células, presentan una difusion muy lenta como si



estuvieran en un medio viscoso, similar al de una solucion de sacarosa al 60% 

(Wojeieszyn y col., 1981). Este hecho se traté de explicar por las restricciones 

estéricas que ejerce el reticulo endoplasmatico a la difusién de las 

macromoléculas (Mastro y Keith, 1984); sin embargo, Tanner (1983), demostrd 

que si se inyectaban las proteinas a eritrocitos, los cuales carecen de 

microestructura celular, se observaba el mismo comportamiento de difusion. 

Con estos datos se demostrd que gran parte del agua celular presenta 

interacciones con las membranas celulares, lo cual combinado con la presencia 

de organelos, da origen a un tipo de agua altamente estructurada que es conocida 

como agua de interfase (Drost-Hansen y Clegg, 1979). Se ha propuesto que el 

agua que se encuentra a una distancia de hasta 500 A de una membrana es agua 

de interfase; de acuerdo a Drost-Hansen y Clegg (1979) toda el agua celular 

esta bajo la influencia de alguna superficie membranal. 

Por todo lo anterior se puede observar que la enzimologia realizada en 

soluciones acuosas nos muestra una realidad incompleta de lo que se podria 

encontrar dentro de una célula; y por lo tanto es necesario desarrollar métodos 

que nos permitan acercarnos a las condiciones fisicoquimicas que se encuentran 

dentro de ésta. 

1.1 Antecedentes 

Se conoce que todas las enzimas necesitan agua, ya que tiene dos efectos 

sobre éstas: es esencial para que la enzima adquiera y mantenga su funcidn 

cataliticamente activa, ya que el agua participa directa o indirectamente en todas 

las interacciones no covalentes (fuerzas de van der Walls, puentes de hidrégeno, 

interacciones hidrofébicas) que detenninan su conformacidn terciaria y 

cuatemaria. Por otro lado, al incrementar Ia cantidad de agua en contacto con la
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enzima se incrementa la movilidad tridimensional y con ello se aumenta la 

posibilidad de que exista una inactivaci6n térmica (Klibanov, 1984). 

Estudios realizados por Klibanov (1986) con enzimas secas y después 

transferidas a solventes orgdnicos, demostraron que el equivalente a la primera 

monocapa de agua, conocida como agua de solvatacién, es suficiente para que 

lleve a cabo su actividad enzimatica; incluso, con estos sistemas de solventes 

organicos, se logré activar enzimas que no presentan actividad en medios 

acuosos (Klibanov, 1986; Zaks y Klibanov, 1986). 

Después de determinar que las enzimas necesitan muy poca agua para 

presentar actividad catalitica, se realizaron estudios sobre su comportamiento de 

la actividad catalitica, al variar la cantidad de agua que rodea a la enzima. Se 

utilizo, para simular in vitro lo que podria estar sucediendo dentro de la célula, 

el sistema de micelas invertidas en solventes organicos apolares (Luisi y Magid, 

1986; Martinek y col., 1986; Luisi y col., 1988)... 

El primer sistema de micelas invertidas en solventes organicos fue 

desarrollado por Hanahan, en 1952, este sistema permitid que se desarrollara el 

estudio de enzimas en soluciones coloidales de agua en solventes organicos 

apolares. 

Una micela invertida se define como una “gota de agua” de entre 20 a 

200 A de diametro rodeada por una monocapa de tensoactivo en un medio 

organico no miscible en agua (Luisi y col., 1988) (ver figura 1.1). Este sistema 

es importante porque ayuda a determinar el comportamiento catalitico de las 

enzimas en diferentes microambientes acuosos con cantidades controladas de 

agua (de 0.1 a 10%) (Wong y col., 1976; Luisi y col., 1988; Haber y col., 1993). 

Los tipos de agua que se encuentran dentro de la micela varian dependiendo de 

la cantidad en la que ésta se encuentre, van desde sdlo agua de interfase o 

altamente estructurada, que es la que esta unida a los grupos polares del



tensoactivo, hasta “agua bulto”, que se encuentra en el centro de la micela, la 

cual tiene caracteristicas similares a las del “agua libre”. 
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Figura 1.1. Esquema de miceta invertida de AOT en un solvente organico apolar (El 
Seoud, 1984). Las cabezas polares del detergente se orientan hacia el interior de la 
micela, mientras que las colas hidrofébicas se encuentran en contacto con el 
solvente organico. 

1.2 Propiedades Fisicas de las Micelas Invertidas 

Las micelas presentan valores bajos de viscosidad y de temperatura de 

congelamiento en comparacién con el agua (Douzou,1980), alin con la enzima 

atrapada son transparentes, lo que favorece la utilizacién de técnicas 

espectrofotométricas para su estudio (Voss, y col., 1987). Ademas son 

catalogadas como entidades dinamicas, debido a que se encuentran en equilibrio 

con la forma monomérica del agente tensoactivo; es decir e] tiempo de 

disociacion de una micela es del orden de microsegundos. Otra caracteristicas de 

los sistemas micelares es su alta estabilidad, ya que pueden conservarse por



semanas sin que se modifiquen sus propiedades fisicas (O’Connor y Ramage, 

1980). 

El término “micela invertida” define a pequefios agregados con bajo 

contenido de agua en el cual si se incrementa Ja cantidad de agua, dentro de un 

sistema micelar, la micela invertida tendera a incrementar su tamajio (ver figura 

1.2), si se usa el parametro Wo (que representa la relacién molar entre el agua y 

el tensoactivo para definirlo, ver ecuacién 1.1), el limite superior para micelas 

invertidas seria de 15; a valores mayores de Wo es mas apropiado usar el 

término “microemulsién agua-aceite” o simplemente microemulsion, esto es, 

sistemas ternarios que contienen cantidades mayores de agua; aunque en la 

practica a los dos sistemas se las llama simplemente micelas invertidas. 

fagua\M Ecuacion 1.1 = [iensoaciivolid 

Los tensoactivos usados para formar micelas invertidas son muy variados 

y dependiendo de la naturaleza de sus grupos polares se clasifican en: no 

idnicos, catiénicos, aniénicos y zwiterionicos (dipolares). Todos ellos presentan 

una regién apolar de longitud variable, con o sin enlaces insaturados y pueden 

estar formados por mas de una cadena. También se han utilizado los fosfolipidos 

naturales o artificiales, debido a que son los constituyentes naturales de las 

membranas bioldgicas (Hilhorst y col., 1983). 

Dependiendo de la naturaleza del tensoactivo, en algunos sistemas es 

necesaria la presencia de un cotensoactivo, que puede ser un alcohol de cadena 

corta 0 colesterol para ayudar a la estabilizacion del sistema micelar (Bru y col., 

1989). 

Al formarse la micela invertida los grupos cargados del tensoactivo se 

orientan hacia el interior acuoso de la micela, mientras que la parte apolar se 

encuentra en contacto con el solvente organico (ver figura 1.1).
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Figura 1.2.Variacion del radio micelar producido por el incremento en la cantidad de 
agua micelar (Pilen, 1989). 

1.3 Propiedades del Agua Micelar 

Como se dijo anteriormente para poder calcular la cantidad de agua 

existente en el interior de las micelas invertidas es necesario determinar la 

relacién molar agua/tensoactivo, conocida como Wp. El tensoactivo mas 

utilizado para la formacién de micelas es el bis-dietilhexilsulfosuccinato de 

sodio o AOT, que al disolverse en un solvente organico apolar, es capaz de 

solubilizar hasta 50 moléculas de agua por cada molécula de tensoactivo 

(Merger y Saito, 1978), y se necesitan 10 moléculas de agua para solvatar a lo 

grupos cargados del AOT; por lo que el “agua bulto” empieza a aparecer a Wo 

mayores de 10 (Luisi y Magid, 1986). 

Una caracteristica importante del agua micelar es su pH, el cual, es 

imposible determinarlo en forma precisa, por lo que se han utilizado escalas 

empiricas de acidez basadas en la correlacién que existe entre el desplazamiento 

quimico (8) del *'P y el pH de amortiguadores de fosfato, De esta manera se ha



encontrado que el pH aparente del agua micelar se encuentra 0.4 unidades por 

arriba del pH de la solucién amortiguadora (Smith y Luisi, 1980). 

1.4 Solubilizacién de una Proteina en un Sistema de Micelas Invertidas 

Se han descrito 3 métodos para solubilizar una enzima dentro de micelas 

invertidas: 

a)Estado Sélido: Consiste en la incorporacién de una proteina liofilizada a una 

solucion micelar (Delahodd y col., 1984). Es importante mencionar que por este 

método la solubilidad maxima de la proteina ocurre a una concentracién 

relativamente baja de agua en el sistema micelar (6 > Wo <8). 

b) Transferencia de Fase: La proteina disuelta en un medio acuoso salino se 

extrae con una fase de micelas invertidas (Luisi y col., 1979; Leser y col., 1986); 

para una extraccién adecuada de la proteina debe de utilizarse una concentracion 

de sal éptima. 

c) Método de Microinyeccién: Este método es el mds sencillo y utilizado, 

consiste en inyectar un volumen muy pequefio de una solucién concentrada de la 

proteina en una solucién micelar (Luisi y Steinmann-Hofmann, 1987). 

Los métodos de estado sdélido y de microinyeccion presentan una 

solubilizacién total a los pocos segundos, y en algunos casos minutos, mientras 

que el método de tranferencia de fases puede tardar varias horas (Kavanov y 

col., 1990; Klyachko y col., 1984; Levashov y col., 1982), pero puede ser 

acelerado sometiéndolo a sonicacién por unos minutos, evitando desnaturalizar 

la proteina. Un problema que se puede presentar en los métodos de 

microinyeccién y de estado sdlido es la posible saturacién con agua 0 con la 

proteina concenirada, ya que el exceso de agua produce mezcla turbias; esto se 

puede corregir pasando por la muestra una corviente de nitrégeno que hara que



se obtenga una solucion transparente (Ayala y col., 1986), la proteina no disuelta 

se elimina por centrifugacién a baja velocidad. 

El método de transferencia en fase presenta dos desventajas: la primera es 

que se necesita mucho tiempo para alcanzar el equilibrio y la segunda es que no 

es posible controlar la cantidad de agua y proteina transferida de la fase acuosa a 

ja fase organica, el contenido se conoce al final del experimento. 

1.5 Estructura de las Micelas Invertidas conteniendo Enzimas 

Los procesos de solubilizacion de enzimas en sistemas micelares resultan 

en la formacién de micelas invertidas sin importar el método de solubilizacion 

que se utilice. La enzima queda atrapada en el interior de la micela, rodeada por 

una capa o mds capas de agua y la monocapa de tensoactivo protege a la 

molécula de entrar en contacto con el solvente apolar; ademas, se ha 

comprobado que una micela invertida contiene una sola enzima (Bonner y col., 

1980), ya que el nimero de micelas invertidas que se forman en un solvente 

apolar es mucho mayor que el numero de moléculas de enzima que pueden 

integrarse a la micela. 

Se han propuestos varios modelos que explican de qué forma las 

proteinas, dependiendo de sus caracteristicas, pueden solubilizarse dentro de las 

micelas invertidas. En el caso de que la enzima sea hidrofilica, ésta se encuentra 

en el centro de la micela rodeada por las capas de agua evitando el contacto con 

los grupos cargados del tensoactivo y con el solvente organico (figura 1.3a) 

(Bonner y col., 1980; Sheu y col., 1986). También se han sugerido modelos para 

el caso de una enzima hidrofobica (Fig. 1.3b y 1.3c), la proteina interacciona 

con las cadenas hidrocarbonadas del tensoactivo o hasta con el solvente 

organico. Otro modelo es para una proteina cuyo centro activo interacciona con 

las cabezas cargadas del detergente (fig. 1.3d) (Luisi y Magid, 1986).
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Se han encontrado indicios que sugieren la formacién de agregados 

micelares de alto peso molecular (Ramakrishnan y col., 1983; Chantenay y col., 

1985), y esto podrian favorecer la existencia de una poblacién de estructuras 

entrecruzadas (fig. 1.3e). 

  

    

  

  

Figura 1.3. Estructuras propuestas para la solubilizacioén de una proteina en un 
sistema de micelas invertidas. a) Proteina hidrofilica dentro de la poza de agua. b) 
Proteina con un dominio hidrofilico y otro hidrofébico que interacciona con el agua 
micelar y con el solvente organico, respectivamente. c) Proteina totalmente 
hidrofébica que se encuentra en contacto con las cadenas del tensoactivo y con el 
solvente organico. d) El sitio activo de una proteina hidrofilica interacciona con los 
grupos cargados del agente tensoactivo. e) Las micelas invertidas forman redes 
interconectadas por proteinas de membrana. 

Cuando las enzimas son incorporadas a micelas invertidas, de acuerdo al 

modelo de tamaiio fijo (Levashov y col., 1992; Fletcher y col., 1986) y dada la 

relacién radio micelar (rm) vs Wo (ver fig.1.2) se puede estimar el tamafio 

micelar de acuerdo con el Wo éptimo para la actividad catalitica de la enzima en 

particular, ya que se ha demostrado que las enzimas tienen su maxima actividad
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cuando el diametro de la cavidad micelar es del mismo tamafio o un poco mayor 

al didmetro de Ja enzima (Pileni, 1989; Khmelnitsky y cols., 1989). 

El tamafio que puede alcanzar una micela invertida depende, del 

contenido de agua, del tamafio de la cadena hidrocarbonada del tensoactivo, asi 

como del solvente organico apolar; sin embargo, se duda que se pueda mantener 

la estabilidad de entidades de gran tamafio ya que el sistema micelar es 

termodinamicamente inestable, a pesar de que se mantengan las condiciones de 

minima cantidad de agua, transparencia y homogeneidad del medio (Haring y 

col., 1985; Darszon y col., 1988; Pfammatter y col., 1989). 

  

  

Micela Inicial Proteina Proteina Dentro 
de fa Micela     

  

  

Figura 1.4. Modelos para la solubilizaci6n de proteinas en micelas invertidas. a) 
Modelo de la “capa de agua”. b) Modelo de la induccién del tamafio adecuado. c) 
Modelo de tamario fijo. d) Micelas invertidas conteniendo proteinas hidrofdbicas. 

Sc han propuesto dos modelos para determinar la organizacién estructural 

de la micela invertida. El primero es el modelo de capa de agua (Luisi y
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Steinamann-Hofmann, 1987), en ie que se propone que el atrapamiento de la 

enzima esta acompafiada por un aumento del tamafio de la micela y que por lo 

tanto cada micela tiene mas moléculas de tensoactivo, y esto es debido a una 

redistribucién de los componentes micelares (figura 1.3a). Por otro se encuentra 

el modelo de tamafio fijo, propuesto por el Martinek y colaboradores (Levashov 

y col., 1992) donde no varia el radio micelar, esto es debido a que el agua se 

desplaza entre las cabezas hidrofilicas del detergente (figura 1.3c), el cual fue 

comprobado por dichos autores por medio de resonancia magnética nuclear 

(RMN), utilizando a la a-quimiotripsina y micelas invertidas hechas con AOT 

en octano, a un WO de 12, que tiene un radio aproximado de 25 A. Por medio 

de esta técnica se determiné que el agua que se encuentra unida a los grupos 

polares del detergente, cuando la micela invertida esta vacia, se desplaza hacia el 

exterior de la cavidad micelar y penetra rodeado las cabezas del detergente (ver 

figura 1.5), con lo que se comprobé que una el modelo de tamaiio fijo. 

  

Solvente Orgdnico Apotar 

Nivel final de agua (con proteina) 

_. _Nivel nicial de agua (sin proteina} 

  

Cavidad Micelar     
  

Figurat.5. Representacién esquematica de la expulsidn de agua de la cavidad 

micelar de una micela invertida de AOT/octano cuando se integra una proteina 
(modelo de tamafio fijo).
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1.6 Termorresistencia 

Otra caracteristica sobresaliente de las enzimas solubilizadas en micelas 

invertidas es su resistencia a la desnaturalizacién por el aumento en la 

temperatura, las enzimas se mantienen activas ain a temperaturas que provocan 

su desactivacién en un medio acuoso. La resistencia a la inactivacion térmica 

disminuye conforme aumenta la cantidad de agua en los sistemas micelares. Un 

ejemplo de este comportamiento es el observado con la ATPasa solubilizada en 

un medio micelar con solo el 0.3 % de agua (v/v) la cual adquiere una gran 

estabilidad, la vida media de la enzima a 70°, 80° y 90° C es alrededor de 11 h, 

4h y 20 minutos, respectivamente (Ayala y col., 1986). Este comportamiento se 

ha visto presente, también en la F, soluble de la ATPasa mitocondrial (Garza- 

Ramos y col, 1989). 

1.7 Efecto del Grado de Hidratacién en la Actividad Enzimatica 

En general, la cinética de las reacciones quimicas catalizadas por las 

enzimas solubilizadas en sistemas micelares obedece la ecuacién de Michaelis- 

Menten. Sin embargo, la teorfa cinética de las reacciones enzimaticas que 

proceden de estos medios microheterogéneos debe tomar en cuenta la particién 

del sustrato entre la pseudofase acuosa de las micelas y la fase organica 

(Martinek y col., 1986; Hilhorst y col., 1984; Verheart y col., 1990). 

Como criterio para evaluar la actividad catalitica de una enzima 

solubilizada en una micela invertida, se ha utilizado la constante catalitica (o 

numero de recambio), que es el numero de moles de sustrato transformados por 

mol de centro catalitico por unidad de tiempo (Martinek y col., 1981). Se ha 

observado que cuando se mezclan micelas invertidas que contienen enzima con 

micelas que contienen el sustrato se lleva a cabo la actividad catalitica, ésto 

indica que las micelas pueden transferir su contenido a otras. Bm y



colaboradores (1995) han determinado que dentro de los sistemas de micelas 

invertidas la transformacion del sustrato en producto involucra varios pasos: a) 

que exista la colision de las micelas que contienen a la enzima con las del 

sustrato; b) que se fusionen las micelas invertidas y que formen un dimero 

micelar transitorio; c) que se dé el intercambio de contenidos y d) que se divida 

el dimero para formar, de nuevo, dos micelas invertidas. 

La actividad de las enzimas solubilizadas en las micelas invertidas 

muestra una fuerte dependencia del valor Wo. Uno de los efectos observados, 

cuando se estudian enzimas solubilizadas en micelas invertidas, es la 

dependencia de la actividad catalitica de la enzima en relacién al grado de 

hidratacion del sistema micelar. Esta dependencia ha sido observada para todas 

las enzimas estudiadas en micelas invertidas (Khmelnitsky y col., 1984; 

Martinek y col., 1986). Normalmente esta dependencia es en forma de campana, 

con un valor especifico de Wo maximo al cual la actividad catalitica de la 

enzima solubilizada es maxima. El valor dptimo de Wo, que determina el tamafio 

de la poza de agua, depende de la naturaleza de la enzima y del tensoactivo 

(Eicke y Rehak, 1976). 

Al analizar las curvas que representan esta dependencia se ha determinado 

que la mayor actividad enzimatica se encuentra a valores de Wo que 

corresponden a micelas invertidas con el tamafio de su cavidad interna muy 

cercano al tamafio de la enzima; esta condicion obliga a la enzima a adoptar el 

estado conformacional de maxima actividad 

1.8 Caracteristicas de los Solventes Polares 

1.8.1 Etilenglicol (Etgl) 

EI etilenglicol es un alcohol que presenta propiedades intermedias entre el 

etil alcohol y la glicerina, es viscosa, ademas de ser incoloro ¢ inadoro. Una
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caracteristica importante de este solvente polar es que es miscible con agua en 

cualquier proporcién, ademas de otros disolventes polares como la acetona, el 

etanol, el butanol, etc.; no es miscible con solventes apolares como los aceites 

vegetales, hidrocarburos, eter, tetracloruro de carbono y cloroformo. Estas 

caracteristicas lo hacen ser uno de los cosolventes ideales para realizacion de los 

ensayos planeados para la realizacion de este trabajo. 

1.8.2 Glicerol 

En un alcohol de cadena corta que se obtiene de aceites vegetales y grasas 

animales, ya que es un componente de los triglicéridos, es altamente viscoso y 

es miscible con el agua en cualquier proporcién, es nula su mezcla algin 

solvente apolar, por lo que lo hace un buen candidato para realizar los 

experimentos con las enzimas. 

1.8.3 Dimetilformamida (Form) 

Es un disolvente polar que presenta un PM de 73.09, es miscible en agua 

y otros compuestos polares, pero ademas es un solvente que se puede mezclar 

perfectamente con varios solventes organicos apolares. Es un solvente de muy 

baja evaporacion; por estas caracteristicas es llamado el solvente por excelencia. 

1.8.4 Dimetilsuléxido (DMSO) 

Es un liquido muy higroscépico, no presenta color ai olor, es 

completamente miscible en agua; también es miscible en etanol, acetona, eter, 

benceno y cloroformo, es altamente hidrofilico por lo que impide que pueda 

mezclarse con algan solvente apolar o que pueda interaccionar con él.
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1.9 Caracteristicas Bioquimicas de Catalasa, NADH deshidrogenasa y 

Glucosamina-6-fosfato desaminasa 

1.9.1. Catalasa de Higado de Bovino. 

La catalasa de higado de bovino es una molécula tetramérica compuesta 

de 4 subunidades con un peso molecular de 240 KDa, cada subunidad contiene 

un grupo hemo. Como en una gran cantidad de enzimas, la secuencia del sitio 

activo de las catalasas est4 altamente conservado, mientras que el resto de la 

molécula presenta variaciones entre especies. 

El mecanismo de reaccion de la catalasa se lleva a cabo en dos etapas: La 

primera conlleva la formacién de un complejo primario entre el perdxido de 

hidrégeno y el hierro que se encuentra en el grupo prostético: 

E-Fe**-OH + HO, <= E-Fe""OOH + H,0 

Este complejo reacciona con una segunda molécula de perdxido de hidrégeno 

para formar oxigeno molecular y agua, quedando Ja enzima en estado libre: 

E-Fe*OOH + H,O <> E-Fe**OH + H,0 + Op 

(Halliwell y Gutteridge, 1989). 

1.9.2. NADH Deshidrogenasa (NADH DH) 

Las mitocondnas de levadura son capaces de oxidar NADH 

externamente, esto ha sido demostrado debido a que se ha determinado la 

oxidacién de NADH citosdlico, por la cadena respiratoria, sin estar acoplada al 

sitio 1 de fosforilacién; ademas esta actividad no es inhibida por pieridicina o 

rotenona, indicando que la NADH DH externa es estructuralmente diferente al 

complejo I. 

La NADH DH muestra una cinética de Michaelis-Menten simple, con 

respecto al NADH, con una Ky de 3] uM, usando como aceptor de clectrones a
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la quinona (Qo). Ademds se encontré un valor similar de Ky (33 HM) en 

mitocondrias intactas para la actividad de NADH oxidasa. Otros sustratos, como 

NADPH 6 deamino-NADH, muestran valores 250 veces menor que los 

obtenidos con NADH en un rango de pH de 5.5 a 8.5, ésto lleva a la conclusion 

que la enzima es especifica para NADH. 

La enzima puede utilizar como aceptores de electrones a las quinonas Q:, 

Qe, Qio, ademas de diclorofenil indofenol (DCPIP), menaquinona o ferricianuro. 

La relacion de las actividades de la NADH DH con Q): DCPIP: Ferricianuro: Qe 

es de 30:8:6:1 respectivamente. La quinona Q:, que es andlogo de la Qe, pero de 

cadena corta, es mas activa debido a que la presencia de triton X-100 dentro del 

medio de purificacién evita que exista una solubilizacién completa de la Qe, 

efecto que no sucede con la Qo (Vries y Grivell, 1988). 

La actividad de NADH Qs: oxidorreductasa es inhibida con flavona, sin 

embargo, con compuestos como NAD, Mg-ADP o Ca* (todos a una 

concentracién de 2 mM) o pieredicina y rotenona (a 10 4M ambos) no presentan 

algun efecto estimulatorio o inhibitorio en su actividad (Vries y Grivell, 1988). 

1.9.3. Glucosamina-6-Fosfato deshidrogenasa (GlcN-6-P desaminasa) 

La GlceN-6-P desaminasa es una enzima alostérica que constituye el punto 

de control en la via metabélica de los aminoaztcares de E. coli (Altamirano y 

col., 1992), cataliza la desaminacion de Ja glucosamina-6 fosfato y su posterior 

isomerizacion hasta fructosa-6 fosfato. Presenta una fuerte cooperatividad 

positiva por su sustrato, con un coeficiente de Hill de 2.3. Su activador 

heterotrépico, la N-acetil-glucosamina-6 fosfato provoca la pérdida de la 

respuesta homotrépica; por lo que a concentraciones saturantes de este activador 

la enzima presenta una cinética Michaeliana tipica.
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La enzima es un hexamero en el que las 6 subunidades son idénticas y 

cada una de éstas pesa 29.7 KDa (Calcagno y col., 1984), dichas subunidades se 

unen por puentes disulfuro formando dimeros, por lo que desde un punto de 

vista funcional se considera como un trimero de dimeros de gran estabilidad 

(Altamirano y col., 1992; Hernandez-Arana y col., 1993, Altamirano y col., 

1991). Estas caracteristicas dan una idea de que la enzima es estable y activa por 

lo que es un buen candidato para ser utilizada en un sistema de micelas 

invertidas.
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JUSTIFICACION 

Se ha demostrado que la actividad de una enzima en el seno de una micela 

invertida depende fuertemente del parametro Wo, esto es, se necesita llegar a un 

valor critico de Woy para obtener la maxima actividad de una enzima. Al 

incrementar el valor de la relacion molar [HO] / [Tensoactivo] se esta afectando 

tanto el contenido de agua en la micela invertida como el tamaiio de Ja cavidad 

micelar. 

Sin descartar el papel crucial del agua en la catdlisis enzimatica es 

evidente que surge la disyuntiva sobre si la enzima, evalia la cantidad de agua 

per se en la micela o por el contrario el diametro micelar es el factor crucial que 

permite la expresién de la maxima actividad. El valor de Wo d6ptimo 

determinado para varias enzimas (Khmelnitsky, 1989) corresponde a un 

didmetro micelar un poco mayor que el diametro de la enzima en cuestién, por 

lo que es necesario determinar si las enzimas se encuentran en su estado de 

maxima actividad, por lo que necesitamos una estrategia que permita analizar 

el efecto del didmetro de la micela sobre la actividad enzimatica sin tener que 

considerar los efectos directos del HO en la catalisis enzimatica.
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2, OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GENERAL: 

Definir el papel del tamafio de la cavidad micelar en la manifestacion de la 

maxima actividad de una enzima en el seno de micelas invertidas. 

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES: 

Definir las condiciones del ensayo que permitan analizar el papel del didmetro 

de la cavidad micelar, independientemente de su contenido de agua. 

Definir la relacién entre el] diametro de una enzima, el didmetro micelar y el 

valor de Wo optimo; analizando el comportamiento de enzimas con diferente 

peso molecular y estados activos de agregacién oligomérica (por ejemplo: 

monodmero, dimero, tetramero, etc.)
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 Enzimas Utilizadas (Monoméricas y heteroméricas). 

Las enzimas utilizadas durante el desarrollo de este proyecto fueron: la 

catalasa de higado de bovino, (obtenida de Sigma Co.). Es una enzima 

tetramérica y cada una de sus subunidades pesa 60 KDa; cataliza la ruptura de 

peréxido de hidrégeno, en agua y oxigeno molecular. Una NADH 

deshidrogenasa (NADH DH) obtenida de mitocondrias de Saccharomyces 

cerevisiae, la cual es un mondémero con un peso de 53 KDa y no se han 

detectado estados superiores de agregaci6n y la Glucosamina-6-fosfato 

desaminasa (GIcN-6-P D) de Escherichia coli Ja cual es un homohexamero 

con un peso molecular de 29.7 KDa por subunidad. 

Para analizar el papel del tamatio de la cavidad micelar en la expresion 

de la maxima actividad de una enzima se disefiaron dos estrategias: 

1.- Hacer crecer la micela invertida con mezclas a distintos porcentajes de 

algin solvente polar, miscible con el agua, por ejemplo: etilenglicol, glicerol, 

dimetil formamida, dimetilsulfoxido (DMSO), etc., asi, el agua deja de ser el 

factor critico en el crecimiento de la micela invertida y experimentalmente 

podriamos esperar que la maxima actividad de la enzima ocurra a un mismo 

tamafio micelar, sin importar el Wo alcanzado en las micelas. 

2.- Analizar enzimas con distintos arreglos oligoméricos activos, de tal manera 

que mondmeros, dimeros, tetrameros, etc., presenten diferentes didmetros 

proporcionales a su estado de agregacion y su actividad principal se presente a 

tamajfios proporcionales de las micelas invertidas. 

3.2 Solventes para la Formacién de Micelas Invertidas. 

El sistema ternario que se utilizé para la formacion de las micelas 

invertidas fue agua/AOT/isoctano. Los solventes miscibles en agua utilizados
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fueron: etilenglicol y glicerol de la marca Baker (grado reactivo), ademas de 

dimetilformamida y dimetil sulfoxido de Merck. 

3.3 Determinacién de la Actividad de Catalasa (Polarografia de 

Oxigeno) 

La cuantificacion de la actividad de la catalasa, tanto en agua como en 

solventes organicos, se realizé por medio de la determinacion polarografica de 

oxigeno utilizando un electrodo de oxigeno estandar de Clark y un oximetro 

Yellow Springs Instruments, modelo 53. La camara de reaccién utilizada 

presenta las siguientes caracteristicas: 1) Es de vidrio, debido a que el uso de 

solventes orgénicos lo requiere; 2) Esta rodeada de una para mantener una 

temperatura constante (30° C) durante la realizacioén de todos los 

experimentos; 3) Presenta un orificio lateral por el cual se introduce el 

electrodo herméticamente ajustado con el empaque que sostiene a la 

membrana. Para evitar el intercambio gaseoso de la atmdsfera con el interior 

de la camara se utiliz6 un tapdén de vidrio esmerilado el cual tenia un capilar 

por donde se adicionaban las sustancias utilizadas durante cada experimento 

(ver esquema 3.1). La determinacién de la actividad de catalasa en agua se 

realizé en un amortiguador de fosfatos 25 mM, pH 8. La enzima se afiadié a la 

camara de reaccién a una concentracién final de 1.5 ng de proteina por mi; el 

perdéxido de hidrégeno (H2O,) se agregé a una concentracion final de 1.8 

pg/ml.
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Esquema 3.1 Camara de reaccién para la determinacién de la actividad de la 

catalasa por medio de fa polarografia de oxigeno. 

La determinacién de la actividad de catalasa en micelas imvertidas se 

realizé de las siguiente manera: se prepararon micelas a diferentes Wo, 

conteniendo a la enzima, a una concentracién final de 7.52 ng de proteina por 

ml (volumen total de la solucion micelar), y se agregaron 1.8 ml a la camara 

de reaccion. La reaccion fue iniciada agregando 50 pl de micelas invertidas 

que contenian perdxido de hidrégeno (H20>); se prepararon agregando 60 ul 

de H202 a 300 pl de una solucién de AOT-isoctano 0.25 M, se agité 

vigorosamente, por unos segundos, en vortex. Alternativamente, el H2O. 

puede afiadirse directamente a la mezcla de reaccion. 

3.4 Determinacién de la Actividad de la NADH Deshidrogenasa (NADH 

DH) 

La NADH deshidrogenasa (NADH: Q, oxidorreductasa) se obtuvo 

purificandola de membranas mitocondriales de S. cerevisiae por medio del 

método descrito por Vries y Grivell (1988). La actividad enzimatica se



23 

determiné espectroscépicamente a 600 nm, utilizando como aceptor de 

protones a 2,6-diclorofenilindofenol (DCPIP) (Escamilla, y col., 1989), que 

tiene un coeficiente de extincién molar de 21 mM"! em’; el DCPIP fue 

incorporado, también, en micelas invertidas para incrementar la velocidad de 

interaccién con las micelas que contienen a la enzima. 

3.5 Determinacién de la Actividad Glucosamina-6-fosfato Desaminasa 

(GIcN-6-P D). 

Se hicieron micelas invertidas con el sustrato y con la enzima que 
también contenia el activador. Después de haber preparado las micelas, éstas 

se mezclaron entre si, a 1.8 ml de micelas con sustrato se agregaron 0.2 ml de 

micelas con enzima. Cada tubo fue activado a intervalos de 15 segundos y 

después se colocaron los tubos en un bafio a 30°C por 6 minutos. Para detener 
la reaccion y romper el sistema micelar se agregaron 2 ml de acido clorhidrico 

(HCl) 10 N. Por ultimo se recuperé 1.8 ml de la fase Acida (y donde se 

encuentra el producto de la reaccion) y por el método de Davis y Garden 

(1967) se determinéd el producto de la reaccién, el cual consiste en agregar 

0.45 ml de resorcinol al 1% en etanol al 70% a cada uno de los tubos y se 
ponen a incubar en un bafio a una temperatura de 68 a 70° C por 10 minutos 

para finalmente leerlos en el espectrofotémetro a 512 nm, 

3.6 Determinacién de Proteina 

La determinacién de proteina se llevé a cabo por el método de Lowry (1951) 

modificado por Markwell (1981), el cual tiene una sensibilidad de 0.005 a 

0.02 mg de proteina. Se trazé una curva patron con diferentes concentraciones 

de albimina , agregando 0, 5, 10, 15, 20 y 30 ug/ml de una solucién estandar 

de albumina sérica bovina a una concentracion de | mg por ml. en otros tubos
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de colocaron cantidades crecientes de la muestra problema. En ambos casos se 

aforé a 50 jul con agua destilada. 

Después de completar ta curva patrén y los problemas se les adiciond 1 mi de 

la siguiente mezcla: 

a) 1 mi de Sulfato de Cobre (CuSO,) al 1%, 

b) 1 ml de Tartrato de Sodio y Potasio al 2%, y 

c) 23 ml de Hidréxido de Sodio (NaOH) 0.1 N conteniendo Carbonato 

de Sodio  (NapCO3) al 2%. 

Los tubos fueron agitados perfectamente en un vortex y se dejaron reposar por 

10 minutos a temperatura ambiente. Después se les agregd 50 ul de reactivo 

de Folin-Ciocalteu diluido con agua destilada 2:1 (1 ml de folin + 0.5 ml de 

agua) agitando inmediatamente en el vortex y después de 10 minutos se hizo 

la lectura de densidad dptica a 750 nm. Como referencia se calibro el 

espectrofotémetro con el tubo de la curva patron que no contenia albimina.
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4. RESULTADOS 

4.1 Actividad de Catalasa y NADH DH en Agua. 

Se analizo el efecto de cosolventes miscibles en agua sobre la actividad 

de catalasa y NADH DH en medio acuoso en ensayos donde se fue 

incrementando la concentracién del cosolvente a partir de cero y hasta llegar a 

100%. 

El comportamiento de la actividad de catalasa se puede ver en la figura 

5.la. Se observa que al tener concentraciones bajas del cosolvente, etilenglicol 

y DMSO, la actividad de la enzima aumenta ligeramente, posteriormente, va 

disminuyendo conforme se va incrementando la concentracién de cosolvente 

hasta inhibirla totaimente cuando se tiene el 100% del solvente polar en la 

camara de reaccién. Un comportamiento similar se observ6 en la actividad de 

la NADH DH (ver figura 5.1b). 
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Figura 5.1 Curvas de actividad de Catalasa (a) y NADH DH (b) en medio acuoso 
con diferentes concentraciones de cosolvente, que para estos ensayos se 
utilizaron etilenglicol (m) y DMSO (0 ). 

Es evidente que los cosolventes polares tienen un efecto inhibitorio per 

se sobre la actividad de las enzimas y este efecto inhibitorio, que depende



26 

claramente de la concentracién del solvente organico en agua. Para evitar la 

interferencia con el andlisis cualitativo del comportamiento enzimatico, toda 

vez que los experimentos se realizaron en micelas invertidas, se hicieron con 

mezclas de los cosolventes en agua, en proporciones que van de 0 a 30 %, 

rango de concentracién que no causa una inhibicién mayor al 15 % en medio 

acuoso. 

4.2 Actividad Enzimatica en Micelas Invertidas 

En este caso se determiné el Wo dptimo para la actividad maxima tanto 

de la catalasa como de la NADH DH en micelas invertidas. El primer paso fue 

determinar la actividad de la catalasa en micelas sin cosolvente. Como puede 

observarse en la figura 5.2 el maximo de actividad de la enzima se presenta a 

un Wo de 30, que concuerda con los datos publicados por Khmeinitsky y 

colaboradores (1989) y donde el tamatio micelar corresponde al diametro de ta 

enzima, en su estado tetramérico (Pileni, 1989). Algo interesante es que parece 

formarse un pequefio hombro a un Wo de 10; ésto podria indicar que la enzima 

se disocia parcialmente formando diferentes conférmeros activos. Los ensayos 

realizados con catalasa se determinaron calculando la Kp que se define como el 

numero de moles de sustrato transformado por minuto por mol de subunidad 

activa 0 centro catalitico. 

AJ repetir los ensayos, ahora con la NADH DH, se encontré un maximo 

de ‘actividad a un Wo de 20 y parece haber un pequefio hombro a un W, de 12. 

Esto posiblemente nos indica que esta enzima monomérica este formando 

agregados (dimeros) que presentan mayor actividad enzimatica, siendo este tipo 

de poblacién el que se encuentra al Wo de 20, mientras que el monémero se 

localice en el hombro (We 12).
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Figura 5.2 Determinacién de Wo optimo para catalasa (m) y para NADH DH (4)en 

micelas invertidas de AOT/isoctano/agua. 

4.3 Determinacién de Wo Optimo a Diferentes Concentraciones de 

Cosolventes 

4.3.1 Catalasa 

Para estos ensayos se sustituyé el agua micelar por los cosolventes 

polares en concentraciones crecientes, desde 5 hasta un 30 % (v/v). En la figura 

5.3a se observa que conforme se incrementa la concentracién de los 

cosolventes en la mezcla de reaccién se va produciendo un corrimiento del 

maximo de actividad de la catalasa hacia la izquierda, esto es, a valores 

menores de Wo, lo que estaria indicando que las micelas invertidas estan 

creciendo debido al incremento en la concentracién del cosolvente organico, 

ademas de que el hombro también se va corriendo hasta quedar integrado en el 

pico actividad actividad.
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Figura §.3 (a) Actividades de catalasa variando la concentracién de etilénglicol y 
el Wo. (b) Efecto de la concentracién de etilénglicol sobre el valor de Wo dptimo 
de la catalasa en micelas invertidas. 
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Figura 5.4 (a) Actividades de catalasa variando la concentracién de DMSO y el 

Wo. (b) Efecto de la concentracién de DMSO sobre el valor del We dptimo de ia 
catalasa en micelas invertidas. 

Un punto muy importante es que al aumentar la concentracién del 

cosolvente, ya sea etilenglicol o DMSO, los maximos de actividad sufren una 

disminucién en el valor de la Kp, bajo condiciones optimas, que llega a ser 

hasta un 40%, cuando se sustituye el agua micelar por el cosolvente hasta un 30 

%. Este comportamiento se ve mas claramente en la figura 5.3a, donde se 

observa una disminucion en la actividad de la enzima (Kp) conforme se va 

incrementando la concentracién de cosolvente y esto concuerda con los datos



29 

obtenidos en agua. Posteriormente se utilizo al DMSO como sustituto del agua 

micelar y al realizar la familia de curvas se obtuvo un comportamiento similar 

observado en los ensayos de sustitucién con etilenglicol (ver figura 5.4a). 

4.3.2 NADH DH 

Los experimentos con esta enzima se realizaron de la misma manera que 

con la catalasa, es decir, se sustituy6 el agua micelar por concentraciones 

crecientes de los diferentes cosolventes polares. En la figura 5.5a se observa, 

también, un corrimiento del maximo de actividad de la NADH DH hacia la 

izquierda cuando se sustituye el agua micelar con etilenglicol (v/v), asi mismo 

el hombro que se observaba al Wo de 12, hasta ser incluido por el pico de 

maximo actividad. 
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Figura 5.5 (a) Actividades de NADH DH variando la concentracion de etilénglicol 

y el Wo. (b) Efecto de la concentracién de etilénglicol sobre el valor del Wo éptimo 

de la NADH DH en micelas invertidas. 

Este corrimiento se observa mejor en la figura 5.5b, en donde se 

compara el valor del Wo 6ptimo donde se obtiene la actividad maxima 

conforme se incrementa la concentracién del etilenglicol.
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Los resultados obtenidos cuando se sustituy6 el agua micelar por DMSO 

se presentan en la figura 5.6a, donde se observa un corrimiento del maximo de 

actividad de la NADH DH dentro de las micelas imvertidas, similar al 

presentado cuando se sustituyé con etilenglicol. Esto se ve mas claro en la 
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Figura 5.6 (a) Actividades de NADH DH variando la concentracién de DMSO y el 
Wo. (b) Efecto de la concentracién de DMSO sobre el valor del Wo dptimo de la 
NADH DH en micelas invertidas. 

Después de esto se decidid utilizar otros solventes polares para 

determinar si el comportamiento de la enzima era similar a los obtenidos con el 

etilenglicol y con el DMSO. Cuando se sustituyé el agua micelar por otro 

cosolvente polar, que en este caso fue la dimetil formamida, se obtuvieron 

resultados diferentes (figura 5.7a).
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Figura 5.7 (a) Actividades de NADH DH variando la concentracién de dimetil 

formamida y el Wo. (b) Efecto de la concentracion de dimetil formamida sobre el 
valor del Wo optimo de la NADH DH en micelas invertidas. 

No se presenté un corrimiento paulatino de los maximos de actividad, sino que 

desde la concentracién mas baja de dimetil formamida (5%, v/v) el maximo se 

presento a un Wo de 10 y al ir incrementando la concentracién de este 

cosolvente hasta 30% el Wo donde el maximo de actividad se mantuvo 

constante. Este comportamiento se ve mas claro en la figura 5.7b, en donde se 

ve una linea recta que inicia desde Ja concentracién mas baja hasta la mas alta 

del cosolvente. Este comportamiento nos hizo pensar que el cosolvente estaba 

interactuando directamente con la enzima y que estaba modificando 

posiblemente su estado de agregacién, por lo que se decidié no utilizar mas, la 

dimetil formamida. 

Por ultimo, se obtuvo la familia de curvas de la NADH DH utilizando 

como cosolvente al glicerol. Los resultados obtenidos se presentan en la figura 

5.8a, donde se observa nuevamente el corrimiento del Wo correspondiente al 

maximo de actividad para cada una de las concentraciones utilizadas. Este 

comportamiento se ve mas claramente en Ja figura 5.8b.
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Como se observa en la figura 5.8a, el comportamiento de la actividad de 

la NADH DH es similar al que presenté utilizando etilenglicol y al DMSO 

como sustituyentes del agua. 
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Figura 5.8 (a) Actividades de NADH DH variando la concentracion de glicerol y el 

Wo. (b) Efecto de la concentracién de glicerol sobre el valor del Wp dptimo de la 
NADH DH en micelas invertidas. 

4.3.3 Glucosamina-6-P desaminasa (GIcN-6-P desaminasa) 

Después de revisar los resultados obtenidos, tanto con catalasa como con 

NADH DH, se decidid trabajar con una enzima que tuviera un arreglo 

oligomérico diferente al de estas enzimas, es decir que no fuera ni monomerica 

0 tetramérica como lo eran las enzimas anteriormente utilizadas y que ademas 

tuviera [as caracteristicas siguientes: que careciera de diferentes arreglos 

oligoméricos activos y que se tuviera experiencia en su manejo dentro de 

micelas invertidas. Por ello se decidié trabajar con la glucosamina-6-fosfato 

desaminasa (GIcN-6-P desaminasa) que presentaba las caracteristicas 

requeridas y que ademas se conocian algunos aspectos cinéticos dentro de 

micelas invertidas.Se determindé el Wo optimo para la actividad de la GleN-6-P 

desaminasa y la grafica obtenida, que se ve en la figura 5.8, nos presenta un 

comportamiento clasico de campana.
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Figura 5.9 Determinacién de Wy 6ptimo para la GicN-6-P desaminasa en micelas 

invertidas de AOT/isoctano/agua 

Posteriormente se iniciaron los experimentos de sustitucién del agua y en 

este caso se decidié utilizar etilenglicol y DMSO, dado que para las enzimas 

anteriormente descritas, estos dos cosolventes fueron los que menos afectaron a 

las enzimas. 

El Wo 6ptimo, en ausencia de cosolvente fue de 18 y este Wo 

corresponde a un tamafio micelar que esta muy cercano con el diametro 

calculado para la enzima, de acuerdo a su composicién hexameérica. 
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Figura 5.10 (a) Actividades de GIcN-6-P desaminasaes variando la concentraci6én 
de etilénglicol y el Wo. (b) Efecto de la concentracién de etilénglico! sobre la 

actividad de GicN-6-P desaminasa (Wo optimo) en micelas invertidas.
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Cuando sustituimos parte del agua micelar con cantidades crecientes de 

cosolventes polares el resultado fue sorpresivo, pues se observé un 

comportamiento no esperado para ambos cosolventes. Por ejemplo, con 

etilenghicol, a las concentraciones de 5 y 10 %, se observ6 un corrimiento de la 

curva de campana a la derecha, en jugar de hacia la izquierda, como se habia 

presentado para las enzimas anteriormente estudiadas. 

A partir del 15 % de etilenglicol se tuvo un efecto sorprendente, pues no 

sdlo se presenté el corrimiento del punto de actividad maxima hacia la derecha, 

sino que ademas perdemos el comportamiento cinético de campana y se 

observa en 15, 20 hasta 30% de etilenglicol, un comportamiento cinético cuya 

curva tiende hacia la hipérbola. 

No se tiene una explicacion clara para el comportamiento de la GlcN-6-P 

desaminasa, pero es evidente que el cosolvente polar esta interactuando 

directamente con algunos sitios de la enzima que producen el comportamiento 

observado, que pareceria no tener que ver con la tipica respuesta de la 

actividad enzimatica al diametro micelar; comportamiento que también ha sido 

documentado por varios autores para un mimero considerable de enzimas. E} 

ligero corrimiento del Wo a la derecha (ejemplo: 18 con agua en la cavidad 

micelar a Wo 22 con 15% de etilenglicol) se debe probablemente a un 

reacomodo estructural de la enzima, inducido por el cosolvente, dando una 

enzima que tiene un didmetro un poco mayor que la enzima en el sistema de 

micelas invertidas solo con agua 

Cuando se hicieron los experimentos con DMSO observamos un 

comportamiento similar al descrito para el etilenglicol; ésto es, a bajas 

concentraciones el DMSO provoca un corrimiento del Wo éptimo a un Wo de 

22 y se conserva algo del comportamiento de campana. A altas concentraciones
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de DMSO, también se elimina la cinética de campana, dando curvas que se 

acercan a un comportamiento hiperbdlico. 
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Figura 5.11 (a) Actividades de GicN-6-P desaminasaes variando la concentracién 

de DMSO y el Wo. (b) Efecto de la concentracién de DMSO sobre la actividad de 
GIcN-6-P desaminasa (Wo Optimo) en micelas invertidas. 

Con respecto al resultado anteriormente descrito podemos adelantar que 

experimentos realizados por Jorge R. Davila (tesis Doctoral) sugieren que el 

AOT podria tener un efecto inhibitorio sobre la enzima actuando a nivel del 

sitio alostérico, donde se une el activador alostérico. De este modo la segunda 

parte de la grafica, donde se presenta una caida en Ja curva de campana a Wo 

altos, podria ser explicada por el efecto inhibitorio descrito y podriamos sugerir 

que el etilenglicol y el DMSO interfieren con la unién del AOT al sitio 

regulatono, y por tanto se obtiene una cinética hiperbdlica en ausencia de la de 

la inhibicién descrita. 

Dicho lo anterior es claro que los cosolventes podrian no sdlo afectar el 

Wo optimo de la enzima estudiada, sino que en algunos casos éste puede tener 

efectos directos sobre la enzima y/o la interaccién de la enzima con ligandos 

como sustratos, activadores o inhibidores potenciales. 

La tesis que se esta propomiendo, de que el cosolvente podria estar 

interfiricndo en el efecto inhibitorio del detergente AOT sobre la enzima, se
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demuestra con el experimento que se describe a continuacién, donde se ensayé 

el efecto del DMSO sobre la cinética para sustrato (GlcN-6-P), en ausencia del 

activador heterotrépico N-acetil glucosamina. 
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Figura 5.12 Grafica de activacién, por DMSO, de ta GIcN-6-P desaminasa sin 
activader a un Wo constante (18) y a diferentes concentraciones de DMSO. 

Se hicieron micelas invertidas de AOT/isoctano/agua a un Wo de 18 y 

variando la concentracién det DMSO obteniéndose lo siguiente: en ausencia del 

activador la enzima presenta una actividad despreciable a cualquier 

concentracién de sustrato ensayado (desde 0.5 mM _ hasta concentraciones 

francamente saturantes de 8 mM). Cuando el ensayo se repite, en presencia del 

activador heterotrépico la actividad aparece con una cinética claramente 

hiperbdlica. Si se ensaya a diferentes concentraciones de DMSO (entre 5 y 

25%) observamos que el cosolvente es capaz de revelar al menos parte de la 

actividad (ver figura 5.12), que en otra condicién se encuentra inhibida en el 

interior de la micela. 

Asi, en conclusién dentro de la micela invertida de AOT la GlcN-6-P 

desaminasa se encuentra en una conformacién supertensa que no responde a la 

activacion por sustrato (actividad homotrépica), pero si es capaz de responder a
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la activacion por el activador alostérico; el cosolvente polar de alguna manera 

revierte, parcialmente, el estado supertenso y permite una respuesta discreta de 

activacion por sustrato.
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5. DISCUSION 

Se ha postulado que las enzimas, dentro de la célula, se encuentran 

presentes en condiciones completamente diferentes a las que se encuentran in 

vitro, ya que el agua que las rodea esta influenciada por la carga de superficie 

de las membranas de los diferentes organelos y de la membrana plasmatica, que 

la confinan y la “estructuran” (Martinek, y col., 1982); es decir las condiciones 

en las que se encuentran las enzimas in vivo son diferentes a las condiciones 

que usamos i vitro para su ensayo. 

Se ha propuesto que los sistemas de micelas invertidas en solventes 

orgénicos apolares de alguna manera imitan o reproducen las condiciones del 

agua estructurada de la célula. Este sistema se aplicé en el presente estudio 

para evaluar el comportamiento de varias enzimas en sistemas de micelas 

invertidas de AOT en isoctano, en donde el didmetro micelar fue controlado 

por mezclas de H,O/cosolvente polar en lugar de sdlo H,O como 

tradicionalmente se ha usado. 

En sistemas tradicionales de micelas invertidas el diametro micelar es 

modificado por el contenido de H,O (Pileni, 1989, Luisi y col, 1988), 

actualmente se discute si las enzimas, al desplegar su actividad maxima, dentro 

del sistema micelar, a un valor especifico de Wo estan censando directamente el 

contenido de agua y/o el diametro micelar. Es interesante que Khmelnitsky y 

colaboradores (1989) al relacionar los valores de Wo Optimo con el tamaiio 

micelar y el diametro de las enzimas analizadas encontrd que existe una clara 

relacién entre le valor de Wo optimo, el diametro de la enzima y el diametro de 

la cavidad micelar, resultando que las enzimas parecen alcanzar su actividad 

maxima cuando el diametro de la cavidad es justamente el didmetro de la 

enzima, proponiéndose que dentro de la micela invertida al valor de Wo dptimo
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la enzima esta atrapada en su conformacion mas activa, sin dejar de lado que el 

agua es importante pero que solamente necesita pequefias cantidades de agua 

que solvaten sus grupos hidrofilicos. 

De acuerdo con esta idea, se decidié utilizar solventes miscibles en agua 

(etilenglicol. glicerol, formamida y DMSO) para manipular el diametro micelar 

sin tener que depender exclusivamente del contenido de agua; por lo tanto los 

didmetros micelares deseados pueden ser alcanzados a valores de Wo menores 

(Wo = [H20/AOT] M), aunque no se ha determinado el tamafio micelar que se 

alcanza al agregar los cosolvente si es logico que la micela crezca, ya que si 

recordamos que el Wo se determina por las concentraciones molares del agua 

sobre el tensoactivo, préximamente Io interesante es medir el crecimiento 

micelar cuando se agreguen las diferentes concentraciones de los cosolvente 

polares. Asi con este sistema, en ausencia de efectos no deseados de los 

cosolventes usados, se podria esperar que las enzimas, en verdad, evalta el 

tamafio micelar y no directamente el contenido de agua. Por lo tanto las 

enzimas deberian expresar su actividad maxima, a valores de Wo cada vez 

menores, conforme se aumentara la concentracién del cosolvente sustituyendo 

al agua, claro sin que baya suficiente agua para solvatar los grupos polares de 

las enzimas. 

De los cosolventes analizados encontramos que el etilenglicol y el 

DMSO daban los resultados mas satisfactorios, debido a que las mezclas con 

agua tienen una viscosidad parecida a la del agua; en cambio, por ejemplo el 

glicerol, a medida que se incrementa su concentracién genera mezclas viscosas 

que no fueron adecuadas para fa formacién de micelas invertidas. Por otro lado, 

el DMSO y el etilenglicol no tuvieron efectos directos sobre la actividad 

enzimatica, al menos para !a catalasa y la NADH DH. En relacién a esto, la



40 

formamida tuvo un efecto abrupto en el comportamiento de las enzimas en 

micelas invertidas, sugiriendo que este cosolvente podria, ain en bajas 

concentraciones, tener un efecto directo sobre el estado de agregacién de la 

enzima ensayada. Por ejemplo, en la figura 5.7 se observé que a cualquier 

concentracién del cosolvente, el Wo optimo de la NADH DH, se recorre de su 

valor de 20, en ausencia de cosolvente, hasta un valor de 10, en presencia de 

cosolvente, esto puede explicarse porque la formamida es un solvente que tiene 

la capacidad de mezclarse con disolvente organicos apolares por lo que, 

posiblemente, parte de la formamida se quedaba en la cavidad micelar y parte 

en el isoctano o toda la formamida se disolvia en el isoctano por lo podria 

provocar una deshidratacion de la micela invertida, y por lo tanto la NADH DH 

no tenia el espacio suficiente para realizar sus cambios estructurales. 

Los resultados obtenidos con catalasa y con NADH DH, variando el 

contenido de DMSO o etilenglicol apoyan fuertemente la idea de que las 

enzimas responden al tamafio micelar para expresar su actividad maxima y no 

directamente el contenido de agua. Conforme se fueron aumentando el 

porcentaje de cosolvente en el agua micelar se observé que el valor de Wo 

optimo se desplaza hacia la izquierda de ja grafica, sugiriendo que el tamafio 

micelar es el factor critico en Ia expresién de la actividad enzimatica en micelas 

invertidas. 

En este sentido, hay que recordar que los experimentos, de Klibanov y 

colaboradores (1986), con enzimas “desnudas” en solventes organicos 

apolares, tienden a demostrar que se requiere muy poca agua para alcanzar jos 

niveles maximos de actividad en estos sistemas. Klibanov ha calculado que el 

equivalente de una monocapa de agua, alrededor de la enzima es suficiente 

para alcanzar la velocidad maxima de la enzima “desnuda”, Desde luego se
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considera que el agua no esta distribuida homogéneamente en el perimetro 

enzimatico, sino que posiblemente se encuentre formando varias capas de 

solvatacién alrededor de los grupos polares expuestos de las enzimas. 

De acuerdo con lo anterior no toda el agua que usamos para obtener el 

diametro micelar, en los sistemas habituales, seria necesaria para obtener la 

maxima activacién de las enzimas, y de este modo podemos sustituir el agua en 

exceso por un cosolvente polar y miscible con el H»O. Ademas, Kliachko y 

colaboradores (1988) han demostrado que el comportamiento en micelas 

invertidas de varias enzimas, con diferentes estados de agregacion oligoménica, 

esta de acuerdo con la respuesta de las enzimas a un tamaiio micelar 6ptimo. 

Estos autores demuestran que de acuerdo con los estados de agregacién 

ensayados, es que se pueden obtener varios valores de Wo Optimos y que cada 

valor corresponderia a un estado de agregacién especifico, y por tanto, a un 

diametro oligomérico diferente (mondmero, dimero, tetramero etc.). En algunos 

casos se ha probado la existencia de varios picos de actividad en respuesta al 

parametro Wo, los diferentes maximos de actividad corresponden a estados de 

agregacién coexistentes que son activos. En nuestro estudio desgraciadamente 

no contamos con ninguna enzima con estados de agregacion diferentes y 

activos. La catalasa bovina, a pesar de ser un tetramero formado por 

subunidades idénticas no se le ha probado que sea activa en otro estado que no 

sea el tetramero, por lo tanto no contamos con los diferentes estados de 

agregacién deseables para nuestros experimentos. 

En el caso de la GlcN-6-P desaminasa los estudios realizados por 

Calcagno y colaboradores (1991; 1992) tienden a demostrar que existe una 

interaccién muy fuerte entre las subunidades para dar su estado hexamérico de 

agregacion, de hecho la enzima esta considerada como un dimero de trimeros y
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no se tiene idea sobre si los trimeros son capaces de manifestar alguna 

actividad. 

EI criterio aplicado a los experimentos realizados para la catalasa y la 

NADH DH, no pudo ser aplicado de igual forma para la GlcN-6-P desaminasa; 

aqui es claro que la enzima, a pesar de tener una respuesta cinética de campana 

muy clara, frente al parametro Wo, la inclusién de cosolventes polares en la 

mezcla de reaccién micelar produjo cambios en la cinética que atin no podemos 

explicar Estos cambios fueron de 2 tipos: 1) la concentracién baja de 

cosolvente produjo un discreto corrimiento hacia valores mayores de Wo (de 4 

unidades). Esto podria ser explicado por cambios discretos en la conformacion 

enzimatica, que daria un arreglo menos compacto, del que se tiene en agua; 2) 

El segundo tipo de cambio, es mas sorprendente, pues a concentraciones altas 

del cosolvente (20, 25 y 30%) se produce un cambio notable en la cinética de 

respuesta, tendiendo a desaparecer la curva de campana y produciendo curvas 

que cada vez son mas hiperbdlicas. 

En afios anteriores ha habido una larga discusion sobre el significado de 

las curvas de campana (Khmelnitsky y cols, 1989; Kliachko y cols., 1988 Luisi, 

y Magid, 1986), para el parametro Wo. Se entiende claramente que la parte 

ascendente de la curva de actividad se produzca en respuesta a un incremento 

en el agua libre micelar; de hecho, la activacion de las enzimas generalmente 

ocurre cuando se alcanza un Wp de 10, que en el caso de las micelas invertidas 

de AOT, corresponde a la aparicién del agua libre en el interior de la micela. Se 

requiere de 8 a 10 moléculas de agua para solvatar (hidratar) al radical 

sulfonato del AOT (Luisi y Magid, 1986; Thompson y Gierasch, 1984). Del 

mismo modo, no cs facilmente explicable el por qué una vez alcanzada la 

maxima actividad (Wp 6ptimo) la actividad de la enzima decae con el
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incremento del agua o tamafio micelar y sobre todo, porque en algunos casos, 

como la GlcN-6-P D, a valores elevados de Wo la enzima esta practicamente 

inactiva. 

Al revisar la bibliografia (Kliachko y col., 1988; Martinek y col., 1986; 

Khmelnitsky y col., 1989) sobre micelas invertidas se encuentra que el 99% de 

los casos reportados, con cinéticas de campana, corresponden al detergente 

AOT (-), pero de acuerdo a nuestra investigacién bibliografica, existe un sdlo 

caso reportado para el CTAB (+). Mas atn, nuestros estudios con la GleN-6-P 

desaminasa presentan curva de campana en micelas de AOT y comportamiento 

hiperbdlico con CTAB (J.R. Davila, comunicacién personal). Varios autores 

han considerado que el comportamiento de campana podria estar relacionado 

con efectos adversos del AOT sobre la actividad de las enzimas (Pshezhetskii 

y col, 1993). Estos efectos adversos (inhibicién) de alguna manera requieren de 

agua libre en concentraciones significativas dentro de la micela; esta condicién 

probablemente favoreceria la particién del detergente desde el medio acuoso 

intramicelar hacia sitios especificos de la enzima, donde al penetrar el 

detergente interferiria con la actividad enzimatica. 

La presencia de cosolventes en la micela invertida tendria un efecto 

notable en la polaridad del medio intramicelar: a medida que aumentamos la 

concentracién del cosolvente se disminuye la polaridad del agua libre 

intramicelar. Algunos estudios con la GlcN-6-P desaminasa (Jorge Davila) 

tienden a demostrar que en el medio intramicelar de AOT, la enzima permanece 

refractaria al sustrato (conformacién supertensa), en ausencia del efector 

alostérico heterotrépico. Esto ha sido explicado satisfactoriamente por un 

efecto inhibitorio directo del AOT sobre el sitio heterotrépico de la enzima; por 

esto, cuando nosotros incluimos los solventes polares, disminuyendo fa
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polaridad del medio acuosos micelar, de alguna manera estamos interfiriendo 

con la particién del AOT hacia el sitio heterotrépico y, por lo tanto revertimos 

parcialmente el estado supertenso de la enzima. 

Los resultados explican satisfactoriamente el papel del tamafio micelar en 

la actividad enzimatica expresada, sin embargo estas conclusiones no son 

extensivas a todas las enzimas, especificamente a la GlcN-6-P desaminasa, la 

cual tiene un comportamiento que no se ajusta a nuestra prediccién. Esta 

controversia pone de manifiesto que es necesario conocer mas acerca de las 

interacciones no deseadas entre los detergentes empleados para formar un 

sistema de micelas invertidas y las enzimas ensayadas. 

Las explicaciones que se han propuesto para entender las cinéticas de 

campana de micelas invertidas de AOT son ambiguas y en este sentido al 

menos existen 2 casos comprobados de inactivacién de la enzima en cuestién, 

por el AOT, éste es el caso del citocromo c (cyt c), para el cual se ha 

demostrado que el AOT tiene un fuerte efecto inhibidor y tal es el caso, 

también con el mismo detergente, sobre el comportamiento de la GlcN-6-P 

desaminasa, descrito en este trabajo.
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6. CONCLUSIONES 

Con Ios resultados obtenidos se llegé a las siguientes conclusiones: 

1.- Se determiné que la catalasa y la NADH DH, para llevar a cabo su 

actividad enzimdtica dentro de micelas invertidas de AOT/isoctano/agua, 

sensan el tamafio de la cavidad micelar y no la cantidad de agua dentro de la 

micela. 

2- Que se necesitan solventes polares, para sustituir al agua dentro de 

las micelas invertidas, que presenten una viscosidad similar a las de la misma 

agua (como etilenglicol y/o DMSO) para que las enzimas no presenten alguna 

alteracién en su comportamiento cinético. 

3.- Que la Gle-6-P desaminasa presenta un comportamiento diferente al 

presentados por las enzimas antes mencionadas dentro de micelas invertidas 

de AOT/isctano/agua, esto se debe, posiblemente, a que la enzima al ser 

alosterica y necesitar de un activador heterotropico para su cambio de 

supertenso a relajado ef solvente polar esté revirtiendo, parcialmente el estado 

supertenso y permita una respuesta discreta de activacién por sustrato.
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