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RESUMEN 

El problema del plegamiento de las proteínas consiste en indagar los mecanrsmos 

por los cuáles un polipéptido que presenta una estructura extendida y 

desordenada alcanza la conformación nativa. Una forma de abordar este problema 

es la caracterización de los cambios estructurales que ocurren durante el 

plegamiento y las interacciones que gobiernan estos cambios. 

En general las proteínas oligoméricas desarrollan procesos de desnaturalización 

y/o plegamiento donde la agregación conduce a transiciones irreversibles. La 

lriosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei (TbnM) es una enzima 

homodimérica de 250 aminoácidos por monómero, por lo que el estudio de su 

plegamiento es una aproximación para abordar el problema del plegamiento de 

proteínas más complejas. 

En este trabajo se obtuvieron los parámetros asociados a la estabilidad de la 

TbTIM y dos dobles mutantes de cisteína, se determinó la participación en el 

plegamiento de residuos de Cys conservados en la estructura de la TIM, así como 

del 2-fosfoglicolato, una molécula análoga del estado de transición. En un análisis 

de todas las secuencias de nMs reportadas en el GenBank, encontramos una 

correlación negativa entre carga e hidrofobicidad promedio que se relacionan con 
la reversibilidad de las transiciones en TIMs desnaturalizadas por HCI-Gdn. 
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1.- ANTECEDENTES 

1.1.- El plegamiento de las proteínas 

Las proteínas son polímeros de aminoácidos esenciales en la bioquímica 
celular, la gran mayoría de eJlas son funcionales sólo si han adoptado una 
conformación nativa (estructura estable especifica). El plegamiento de las 
proteínas es el proceso por el que cual una cadena polipeptidica srn estructura 
específica altera su conformación para alcanzar su estado nativo. E! problema 
de! plegamiento de las proteínas consiste en determinar cómo y porqué 
mecanrsmos se alcanza la conformación nativa, en otras palabras se busca 
caracterizar los cambios estructurales que ocurren durante el plegamiento y las 
interacciones que gobiernan estos cambios. Una vía de plegamiento es la 
secuencia de cambios estructurales que ocurren durante el plegamiento de una 
proteína. Ya que las proteínas conforman una clase heterogénea de mo~ulas, 
las vías de plegamiento difieren drásticamente entre eHas. Sin embargo, todas 
las estructuras protefcas están gobemadas por las mismas interacciones físicas 
y sus estructuras nativas tienen varias características en común, como la 
presencia de estructuras secundarias y de uno o más núcleos hidrofóbicos. La 
caracterización de una vía de pJegamiento, así como de los parámetros 
termodinámicos y cinéticos involucrados, provee información valiosa para 
abordar el problema del plegamiento de las proteínas. 

1.2.-lnteracciones que estabilizan la estructura de las proteínas 

Las proteínas tienen una estructura naltva marginalmente estable, resultado de 
un balance entre las distintas fuerzas no covalentes: interacciones iónicas y 
dipolares, enlaces de hidrógeno y fuerzas hidrofóbicas. Las interacciones 
iónicas son relativamente débi!es en soluciones acuosas debido al efecto 
solvalante del agua. Las distintas interacdon€s entre dipolos permanentes e 
inducidos, llamadas normalmente fuerzas de van der Waals, son aún más 
débiles y sólo son efectivas en rangos muy cortos. Sin embargo, debido a su 
gran cantidad, su fuerza se acumula y determinan la energética y conformación 
de las proteínas. Los enlaces de hidrógeno son las interacciones más 
direcdonales entre las fuerzas no covalentes, individualmente aportan poca 
estabilidad a la estructura y son sOjo marginalmente más fuertes que los que 
una proteína desplegada puede formar con el agua. Éstos participan en la 
formación de la estructura nativa de las proteínas. El efecto hidrofóbico surge 
de! ordenamiento desfavorable de las moléculas de agua que resulta de la 
hidratación de grupos no polares, al plegarse dichos grupos la proteína 
minimiza éstas interacciones desfavorables (1). 

La conformación nativa de las proteínas es marginalmente estable en 
condiciones particulares. Un cambio en la temperatura, pH, la adición de urea, 
cloruro de guanidinio u otro agente caolrópico, desnaturaliza la proterna. La 
desnaturalización de algunas proteínas es reversible (en particular proteínas 
globulares pequeñas y monoméricas), éstas proteínas se repliegan a su 
conformación nativa en condiciones apropiadas. Los cambios en enef9ía libre, 
entalpía y entropía de la reacción de plegamiento/desplegamiento son 
determinados en las proteínas cuyo proceso de desnaturalización es reversible. 



1.3.- El experimento de Anfinsen y la paradoja de Levinthal 

En 1957 Christian Anfinsen realizó experimentos de desnaturalización en la 
RNasa A pancreática bovina, una proteína monomérica globular de 124 
aminoácidos. Anfinsen la desnaturalizó por completo y redujo los cuatro 
puentes disutfuro de la RNasa A al exponerla a una solución 8M de urea y 2-
mercaptoetanol, después mediante diálisis retiró la urea y expuso esta solución 
a 0.:, con lo cual obtuvo una enzima 100% activa y físicamente indistinguible 
de la RNasa A nativa. Este experimento demostró que la estructura primaria de 
las proteínas determina la estructura terciaria. 

La explicación más simple respecto al mecanismo de plegamiento, sería que 
una proteína explorara todas sus confonnaciones posibles hasta encontrar 
aleatoriamente su estado nativo. Sin embargo, mediante un experimento 
teórico Cyrus Levinthal demostró que el plegamiento no es un proceso aleatorio: 
asumió que los dos ángulos de torsión q¡ y 41 de una proteína formada por n
residuos de aminoácidos, podían adoptar tres conformaciones estables, eslo 
resulta en 3211 == 10n posibles conformaciones para la proteína. Si una proteína 
puede explorar nuevas conformaciones a la velocidad a la cual los enlaces 
sencillos pueden reorientarse, ésta podría visitar 1013 conformaciones por 
segundo. Finalmente, calculó el tiempo en segundos para que una proteína 
explore todas sus posibles conformaciones: 

t = 10"11 013S·1 

Para una proteína pequeña, de n=100 reskluos, el tiempo obtenido es t = 1087 s, 
un tiempo inmensamente mayor a la edad del universo. Obviamente, aún la 
proteína más pequef'ia no podría alcanzar su conformación nativa por un 
proceso de búsqueda aleatoria, esta inferencia es conockla como !a Paradoja 
de Levinthal. Por lo tanto, Levinthal propuso que las proteínas debían plegarse 
siguiendo una (s) trayectoria (s) ordenada en la que la aproximación al estado 
nativo es acompañado de un incremento en la estabilklad conformacional. (1) 

Sin embargo, existen protelnas que no se repliegan después de ser 
desnaturalizadas, en ocasiones debido a que son sujetas a procesamienlo 
celular posterior a la bioslntesis ( Ej. La subtilisina tiene una secuencia 
requerida para dirigir el plegamiento, al término ésta secuencia es removkla por 
autolisis). En otros casos, proternas grandes o multiméricas requieren ayuda 
para plegarse y son asistidas por chaperonas moleculares. 

El objetivo primordial al estudiar el plegamiento y desnaturalización de las 
proteínas es conocer en detalle los principios que gobiernan la formación de la 
estructura nativa, asl como los mecanismos por el cual ocurre el plegamiento, 
esto resulta de interés particular, ya que lo anterior constituye una interrogante 
científica importante cuya resolución aportaría avances significativos en la 
ingeniería de proteínas y la predicción de estructuras tridimensionales a partir 
de secuencias de aminoácidos. Para ello, es importante delectar y caracterizar 
los intermediarios en las reacciones de plegamiento que pueden presentarse 
bajo ciertas condiciones de desnaturalización y que diñaren en algunas de sus 
características de los estados nativo y desplegado. 
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1.4.- Desnaturalizanles químícos y constante de equilibrio 

A pesar de! uso común de los desnaturalizantes químicos, su mecanismo de 
acción aún no es del todo claro. Los primeros trabajos se enfocaron en el 
potencial de estas sustancias para interferir con la red de enlaces de hidrógeno 
que estabiliza la proteína al formar enlaces de hidrógeno con el esqueleto 
peptídico y con las cadenas de aminoácidos. Trabajos recientes indican que ni 
la urea ni e! ión guanidinio son más potentes que el agua para formar puentes 
de hidrógeno. Un factor más importante parece ser la capacidad de éstos 
desnaturalizantes para incrementar la solubilidad de las cadenas principales y 
laterales incluyendo las de naturaleza hidrofóbica, reduciendo la magnitud del 
efecto hidrofóbico (2). 

Los iones guanidinio y la urea pueden disminuir las interacciones desfavorables 
de las cadenas laterales hidrofóbicas con el agua hasta por un tercio, por tanto 
una solución acuosa de éstos desnaturalizantes es un mejor solvente para una 
cadena polipeptídica que el agua pura. La tendencia a adoptar una estructura 
empacada por los residuos que forman el núcleo de la proteína es mucho 
menos pronunciada. 

Las constantes de equilibrio describen el efecto de la concentración de 
desnaturalizante en las proporciones de los estados nativo, desnaturalizado e 
intermediarios estables y pueden obtenerse a partir de dos tipos de 
experimentos; de desnaturalizacfórl cuando el estado ¡nidal es la proteína 
nativa y se incuba a distintas concentraciones de desnaturalizante (N-D) y de 
replegamiento, en los que la proteína totalmente desnaturalizada es el estado 
inicial y luego se repliega a distintas concentraciones de desnaturalizante 
(D-N). Si la desnaturalización y el replegamiento son reversibles yel tiempo 
de incubación es suficiente para alcanzar el equilibrio, ambos experimentos 
deben dar los mismos resultados. 

1.5.- Modelos de plegamiento proteico y ó.Go de estabilidad 

Las transiciones de plegamiento y desnaturalización de varias protefnas 
pequenas globulares son altamente cooperativas, éstas siguen un mecanismo 
de dos estados que involucra sólo a los estados nativo y desplegado. La 
constante de equilibrio que relaciona estos dos estados termodinámicos, es 
representada por la ecuación [1], donde [O] y IN] son las concentracíones al 
equilibrio de la proteína desnaturalizada y nativa, respectivamente (figura 1). 
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Figura 1. Re presentadó n esq uem ática de UrIa transición de desnatura lizaci6 n reve rsi ~ e de 
d os estados. El esta do nativo corres¡x¡nde a u na es truct u ra plegad a, e I estado desnatu raJ izad o 
rep rese nta una es tnuctu ra d esp I egada Y d esordena:da. La constante de eq u i I ib ri o Koq = [D)I[N J 
depende de La coocentraci6n de desnaturalizante en el solvente. En ausencia de 
desn atu ra I i zante Koq « 1. 

K _ [D] 
"1 -IN] Ec. [1J 

La estabilidad del estado nativo es determinada por la diferencia en energla 
¡ftre entre los estados desnaturalizados y nativos, 6.G" = GOo - GON· Para que el 
estaa'o nativo sea estable, 6.Go tiene que ser positivo. La relación entre la 
energía libre de desnaturalización y la constante de equilibrio se expresa en la 
ecuación [2]. 

6.G" = - RT In Keq Ec. [2] 

En la ecuación [2J, R es la constante de los gases y T la temperatura absoluta. 
En ausencJa de desnaturalizantes, la desnaturalización es endergónica (6.8">0, 
~« 1). 

Se ha encontrado emplricamente que la energla libre de desnaturalización 
depende linealmente de la concentración de desnaturalizante, ecuación [3]. 

Ec. [3J 

Donde AGoagua es la energla libre de denaturalización en ausencia de 
desnaturalizante y [D] es la concentración de desnaturalizante. El valor de m 
en la ecuación refleja la dependencia de AGo en la concentración de 
desnaturalizante, m es proporcional al cambio en área accesible al solvente de 
la proteína debido a la desnaturalización, es también un indicador del gradO de 
cooperatividad del proceso (3). 

En el caso de protelnas oligoméricas, se ha estudiado principalmente la 
desnaturalizacJón, ya que comunmente se observa un bajo rendimiento en el 
replegamiento debido a la formación de interacciones irreversibles no 
productivas entre los intermediarios de plegamiento (4). Otro problema 
frecuente es la lentitud de las cinéticas de plegamiemo y desnaturalizacJón, 
complicando así la identificación de estados al equilibrio. 

Algunas proteínas oligoméricas presentan procesos de 
desplegamiento/disociación que se ajustan a un modek> de dos estados, sin la 
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detección de intermediarios (5), pero en la mayoría de los casos se han 
reportado intermediarios estables. En general las proteínas oligoméricas 
desarrollan procesos de desnaturalización complejos, en los que la 
precipitación y/o agregación generan irreversibilidad parcial o completa. 
Cuando tres o más estados son observados, es posible estimar la contribución 
del plegamiento de los mon6meros y su asociación, a la estabilidad total de la 
proteína a través del cálculo de los parámetros termodinámicos asociados al 
proceso, siempre y cuando sea reversible y el sistema alcance el equilibrio. El 
estudio del plegamiento de proteínas homodiméricas resulta interesante como 
una aproximación para abordar el plegamiento de proteínas más complejas. 

Es generalmente aceptado que la infonnación que determina al estado nativo 
se encuentra en la secuencia de aminoácidos, por esto se ha planteado que la 
capacidad de las proteínas para adoptar intermediarios estables en la vía de 
plegamiento y desnaturalización también debería ser una propiedad intrínseca 
de la estructura primaria. En los úítimos años algunos grupos de investigación 
(dirigidos por Uversky y Dunker, principalmente) se han dado a la tarea de 
buscar características en la estructura primaria que pudieran correlacionarse 
con la presencia de intermediarios parcialmente plegados (6). En particular el 
análisis de secuencias de aminoácidos realizado por Uversky fue tomado 
como modelo en la búsqueda de correlaciones en las distintas TIMs reportadas 
en el GenBank que llevamos a cabo en esta tesis. 

En los trabajos teóricos reportados por Uversky se utilizan las secuencias de 
aminoácidos de proteínas que han sido estudiadas al equilibrio en 
experimentos de desnaturalización, éstas presentan cualquier cantidad de 
intermediarios estables (6). Entre las secuencias se exploran las posibles 
correlaciones entre número de aminoácidos, masa molecular, carga promedio 
de ía proteína, hidrofobicidad promedio y la presencia o no de intermediarios. 
Entre estas características, sobresalen las correlaciones entre la hidrofobicidad 
y carga promedio con la presencia de intermediarios al equilibrio. Al parecer las 
proteínas que exhiben un modelo de plegamiento de dos estados son en 
promedio menos hidrofóbicas y tienen mayor carga neta que las que presentan 
estados intermediarios. Dicha correlación ha sido explicada en términos de 
menor participación del efecto hidrofóbico en la estabilidad de la enzima y las 
posibles repulsiones electrostáticas que impedirían la formación de otros 
estados al equilibrio, por tanto cambios pequeños en el ambiente vencerían las 
interacciones que eslabilizan al estado nativo y conducirfan al desplegamiento 
total de la proteína, en otras palabras se favorece la cooperatividad del proceso 
de desnaturalización. 

1.6.- Estudios de estabilidad en mutantes 

La estabilidad de las proteínas también ha sido estudiada midiendo el efecto 
de alterar la estructura primaria por mulaciones o por agentes químicos. Al 
realizar mutaciones especificas se puede investigar la contribución de un (s) 
aminoácido (s) en la fundón o estabilidad, por ejemplo para determinar si un 
aminoácklo particular es crítico en el plegamiento la aproximación más directa 
es construir mutantes de este aminoácido y medir las energías libres de 
pfegamiento de la enzima silvestre y tooas las mulantes. La diferencia en el 
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cambio en energía libre de plegamiento entre las enzimas mutante y silvestre, 
es una medida de la perturbación energética introducida por una mutación, este 
parámetro es conocido como llAGo (7) y es definido a continuación en [4]: 

una mutación que no afecte la energética del plegamiento, tendrá valores de 
llAGo cercanos a cero. 

Protelnas como la lisozjma del fago T4 (8), la nucleasa de staphy1ococcus (9) y 
el citocromo c (10), han sido caracterizadas energéticamente por mutagénesis 
aleatoria. Se ha encontrado que la mayoría de las mutaciones (o conjunto de 
éstas) tienen un efecto desestabilizan!e. Muy pocas mutantes son 
significativamente más estables que la enzima silvestre y aquellas que lo son 
exhiben cinéticas de plegamiento muy lentas o carecen de función biológica. 

El efecto en la estabilidad por una mutación particular depende de la 
participación en el estado nativo del residuo mutado, la contribución del residuo 
introducido y las alteraciones conformacionales causadas por el reemplazo. En 
general se ha observado qué el empacado de los átomos cambia alrededor de 
los residuos introducidos, pero ra magnitud del cambio depende del tipo de 
mutación y de su ubicación en la estructura plegada. Normalmente los 
reemplazos en la superficie afectan muy poco o nada a la estabilidad, los 
residuos con carga que aquí se localizan, pueden ser intercambiados por 
residuos no polares y viceversa generando pequeños cambios en la estabilidad, 
a excepción de los residuos con carga que participen en la formación de 
puentes salinos (3). Por otra parte, el interior de la protelna es más sensible a 
las mutaciones, la estabilidad neta de las proteínas disminuye al sustituir las 
cadenas laterales hidrofóbicas ubicadas en el núcleo, por una de mayor 
tamaño que no ajusta con el entamo, una menor que genera cavidades o por 
ammoácidos polares o con carga que están en ambientes h!drofóbfcos. Los 
mayores efectos energéticos ocasionados por mutaciones normalmente 
ocurren en los sitios más empacados, es decir en la parte menos flexible de la 
protelna (3)-

Con frecuencia los efectos energéticos de dos alteraciones simultáneas son 
aditivos, las excepciones son ocasionadas principalmente porque los 
reemplazos ocurren en regiones adyacentes de la conformación plegada, en 
estos casos el residuo que está presente en un sitio, interfiere con el reemplazo 
del sitio contiguo. 

1.7.- Generalidades de la TIM 

La triosafosfalo isomerasa es una enzima altamente eficiente, presente en 
todas las células. Cataliza una reacción central en la gluc6tisis, la 
interconversi6n de los azúcares de tres carbonos dihidroxiacetona fosfato y el 
D-gliceraldehído-3-fosfato. La presencia de la TIM asegura el catabolismo 
eficiente de los seis carbonos de la glucosa ya que sólo el GAP puede 
continuar el siguiente paso de la gluc6lists. La nM ha alcanzado la perfección 
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catalítica, que consiste en una ve!ocidad de reacción que sólo está limitada por 
la difusión del sustrato dentro y fuera de la enzima, La actividad catalttica de la 
TIM exhibe una cinéUca Michaeliana, aunque sus propiedades funcionales 
dependen de contactos originados por la dimerización, no es regulada 
alostéricamente y los residuos involucrados en la unión de sustrato y catálisis 
se encuentran en el monómero (1). 

La estructura tridimensional de la TIM de varias especies ha sido resuelta por 
cristalografla de rayos X, Para la TIM de Leishmania se ha logrado una 
resolución de 0.83 A (11) ,En este cristal la TIM está en un complejo con el 2-
fosfoglicolato, un análogo del estado de transición del sustrato (figura 2), Hasta 
ahora todas las TIMs silvestres son oligoméricas, cada subunidad en la TbnM 
pesa 26.9 kD Y es confonmada por 250 aa que se pliegan para fonmar el 
prototipo de barril (a$)e, (hélice alfa, asa, hebra beta, asa), uno de los 
plegamientos más comunes en la naturaleza. Las unfdades alfaibeta se pliegan 
de manera regular, de modo que las hebras beta (numeradas de beta1-beta8) 
fonma n un ba rril beta, Las hélices alfa (alfa l-aIfa8) rodea n el exterior del ba rril 
beta. Los residuos catalíticos se ubfcan en hebras beta y en las asas que 
conectan la hebra beta a la hél~ alfa subsecuente. 

Figura 2, Residuos del sjtio acIivo Y Cys 126 del cristal de la lmTIMlPGA a una resolución de 
0.83 A, Las coorderladas fueron tomadas del Protein Data Bank 1 N55, referencia (11), 

El srtio donde las dos subunidades contactan es llamado interfase dimérica y 
está fonmada principalmente por las asas 1, 2, 3 Y 4. El asa 3 se extiende 
dentro de una cavidad fonmada por las asas 1 y 4 de la subunidad vecina, esta 
asa es llamado interdigitante y consiste de nueve residuos, Entre los contactos 
que estabilizan más a la interfase, se encuentran los enlaces de hidrógeno 
formados por el asa interdigrtante, Otra asa importante en la TIM es la asa 6, 
que está involucrado en el funcionamiento catalrtico, más que en la 
estabilización estructural (resid uos 166-176 l, Se propone que la función de esta 
asa en el mecanismo catalítico es proteger al sitio activo del solvente y prevenir 
la elim i nación de I fosfato del intermediario (12), ya que la confo nmación ce nrada 
estabiliza al estado de transición. Mediciones realizadas por RMN, han 
revelado que el movimiento del asa es independiente de la unión de glicerol-3-
fosfato (un análogo del sustrato) o 2-fosfoglicolato (un análogo del estado de 
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transición); sin embargo, la unrón de ligando desplaza el equilibrio hacia la 
conformación cerrada. El movimiento entre las conformaciones cerrada y 
abierta es suficientemente rápido (-100¡.Js) para permitir la reacción catallUca 
(un número de recambio en el orden de magnitud de 106_107 S·l) (13). 

Estudios con la llM de levadura han propuesto que el mecanismo de 
isomerizaci6n es una transferencia de un protón cata I izad a por una base con 
asfstencia electrofílica (14). Los residuos catalíticos de la nM incluyen al 
glutamato 167 como base catalitica y a la histidina 95 que transfiere protones 
intramolecularmente durante la interconversi6n de los dos azúcares, la carga 
positiva de la lisina 12 favorece la unión del sustrato, finalmente, la serina 96 
participa al asistir el posicionamiento adecuado de la base catalítica (E167). El 
glutamato 167 cataHza la transferencia intramolecular del protón entre el 
carbono 1 (e 1) Y carbono 2 (e2) del sustrato, y la histidina 95 cataliza la 
transferencia del protón entre el oxígeno del e1 y el oxígeno del el. El 
glutamato inicia la reacción al deprotonar el sustrato debklo a que tiene una 
carga negativa a pH fiSfológico (figura 3). 

H 

I 
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/ 
""'_ /0 H'-~I H ....... "~_><005 
107 e", 11 ./ \ I 
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Figura 3. Mecanismo enz.mático propuesto para la reacción cata izad a por la TlM 
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1.8.- Residuos de cisteina en la TbTIM 

La TIM de Trypanosoma brucei tiene tres dsteínas en las posiciones 14, 39 Y 
126 (figura 4), La C14 se localiza en el asa 1 yes uno de los tres residuos que 
se encuentran expuestos en el monómero y completamente enterrados en la 
interfase. En la estructura cristalográfica se observa que la cadena lateral de la 
Cys14 está rodeada por los residuos del asa 3 de la otra subunidad, formando 
un puente de hidrógeno con la Gly72 Y a una distancia aproximada de O.38nm 
de la Ser71, GI u77, Val7a y Ser79 (15), Por otra parte, la Cys 126 es un resid uo 
altamente conservado, en una búsqueda exhaustiva de todas las secuencias 
reportadas de TIMs en el GenBank (284 secuendas) encontramos que 
solamente una de ellas (Oenococcus oem) no conserva este aminoácido. La 
Cys126 se ubica casi al final de la hebra beta 5, su átomo de Sr forma parte del 
interior del barril beta y se encuentra a la distancia de un contacto de van der 
Waals de un oxígeno del Glu catalítico (11), La Cys39 es un residuo no 
conservado que forma parte de una de las hebras beta. 

Figura 4. T1M de Trypanosoma bruc6i. Los residuos de cisteinas se resaJtan como esferas y se 
numeran sólo en uno de los monÓl11eros, Las coordenadas fueron tomadas del Prolein Data 
Bank 1 KV5 a 1,65 A de resolución, 

1.9.- Estudios de estabilidad en la TIM 

Hasta ahora, la mayoría de los estudios de estabilidad de la TIM, han sido 
realizados en la dirección N -+D (16, 17 Y 1 B), sin emba rgo, recientemente se 
efectuó la caraderizadón energética en el sentido D-+N para la TIM de 
Saccharomyces cerevisjae, en donde el mecanismo comprende un proceso de 
tres estados que incluye a un mo nómero inactivo expandido (19). 
Aunque las estructuras tridimensionales de las TIMs de distintas especies 
forman un barril (a/~)B, sus vías de plegamiento al equilibrio son distintas. Las 
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TIMs de conejo (20 y 21), Bacillus stearothennophilus y Leishmania mexícana 
(22 y 23) se ajustan a Uf1 modelo de dos estados, mientras que en las vías de 
p1egamfento de Saccharomyces cerevisiae (19 y 24) Y Thennotoga maritima 
(25) se detecta un intermediario monomérico y agregados en esta última. El 
modelo de plegamiento que incluye más intermediarios en la TIM es el 
reportado para Trypanosoma cruz; (26), que incluye cuatro estados (nativo, 
dímero no nativo, monómefo expandido y mon6mero desnaturalizado) y cuya 
desnaturalización por HC~dn es reversible. Las nMs de Plasmodium 
falciparum (27) y Trypanosoma brucei (18) tambjén se ajustan a este moclelo, 
sin embargo su desnaturalización es irreversible y presentan agregados. La 
tabla 1 resume las características del plegamiento en las distintas TlMs 
desnaturalizadas en HCI-Gdn hasta el momento (26). 

Vla de ... 00" 
Enzima Coro:i Eq.' R.e>r' tY:! des r\alu ra I izad 6n ~orl Ref. 

BsnM 24/25'8 Si 27 N, --> 2D 101.3 17 

TmTM 48/variabIeI8 No 16 N, -+ A -+ 20 - 25 

rTt.! 7212517.4 Si 19 N, .... 2D 70 [6CV5] 20 
241016.8 140.6 21 

PITlM l/nr18 No 25 N, --> N, --> A -+ 2D - 27 

yTJ.-I 2412517.4 Si 30 N, .... 2M .... 20 103.5 19 
24/Z!j{l.2 20 [70.3.'16.6] 24 

LmTIM 1212CV7.5 Si 25 N, ..... 20 824 23 

N, ---> N," .... 2M .... 2D 
ThnlA 4&'25'7.4 No 20 ¡ ¡ - 18 

A A 
21.4 

TcTWI 4a/25Il.4 Si 21.2 N, ---> N," .... 2M ... 20 lD5.7 26 
35 

31.5 

Tabla 1. "Condmr.es de Equilibrio: tiempo{h)Jtemperatura rc)fpH. "Reversibilidad de la 
desnaturaizaci6n. C,u es el carrbio total en el CEM por la deS11aturalizaci6n de los mon6meros. 
"En corchetes se presentan los valores D.G·-JD.G' ~ "" ~ 

A pesar del alto porcentaje de identidad en estructura primaria (75%) entre las 
TIMs de T. brucei (TbTIM) y T. cruzi (TcTlM) y que sólo el 13% de sus 
estructuras presentan cambios no conservados (28), hasta el presente trabajo 
no habla sido posible estudiar la desnaturalización reversible para la TbTIM, 
mientras que han sido reportados los parámetros termodinámicos asociados al 
replegamiento de la TcTlM 
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2.- HIPÓTESIS 

1. Por ser un análogo del estado de transición, el PGA incrementará el 
replegamiento total en cada una de las enzimas al favorecer la 
formación de un núcleo estructurado en el sitio activo. 

2_ Es posible bajo condiciones apropiadas (temperatura, pH, fuerza 
iónica y concentración de proteína) determinar la energética asociada 
al replegamiento de la Tb TIM silvestre y sus mutantes de cisternas 
C126A1C39A y C14A1C39A. 

3. Las TIMs de B. stearothermophilus, L mexicana y conejo, cuyo 
proceso de desnaturalización por HCI-Gdn al equilibrio se ajusta a un 
modelo de dos estados, presentarán mayor carga promedio y menor 
hidrofobicidad promedio que las TIMs que presentan intermediarios 
al equilibrio. 

3.- OBJETIVOS 

1. Estudiar la contribución del análogo del estado de transición 
2fosfoglicolato en la renaturalizaciÓ/1 de la TbTIM silvestre y dos 
dobles mutantes de cisternas C126A/C39A (C14+) y C14A1C39A 
(C126+). 

2. Cuantificar la energética del plegamiento de la TbnM tipo silvestre, 
así como para dos dobles mutantes de cisteínas C14+ y C126+ a fin 
de estudiar la participación al plegamiento de estos residuos. La 
TbTIM tiene tres cisteínas en las posiciones 14, 39 Y 126, de las 
cuales se estudió la contribución individual de las Cys 14 y Cys126_ 

3. Determinar si la correlación negativa entre hidrofobicidad y carga 
reportada por Uversky (6) existe entre las secuencias de TIMs 
reportadas en el Genbank. De ser así identificar alguna relación con 
la presencia de intermediarios estables de plegamiento para las 
distintas TIMs desnaturalizadas con HCI-Gdn. 
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4.- PROCEDIMIENTO EXPERJMENTAL 

4.1.- Expresión y pu rificación 

La expresión y purificación de la TbnM silvestre y sus mutantes de cisteína se 
realizó med;ante un precedimiento estandarizado en el laboratorio, de acuerdo 
al protocolo descrito por Sorchet et al (31). 
Células de Escherichia coli de la cepa Bl210E3pLysS, transformadas con los 
genes mutantes y el silvestre y donados en el vector de expresión pET3a (pET 
System, Novagen); se crecieron a partir de placas de medio LLria-8ertani(LB)
agar-ampicilina. 50 mL de medio líquido LB complementado con SO ¡.Lg mL-1 de 
ampicilina se inocularon con una colonia fresca del cultivo en medio sólido. 
Este cultivo se incubó durante toda la noche a 37 oC con agitación constante 
(250 rpm). Los SO mL del cultivo, se centrifugaron durante 10 minutos a 5000 
rpm. Con el botón resuspendido se inoculó 1 L de medio líquido LB con 100 ¡.Lg 
mL·1 de ampicilina y se dejó crecer a 37 oC con agitación constante hasta que 
se alcanzó la fase exponencial de crecimiento del cultivo, 0.0. 600 '" 0.7. La 
sobreproducción de la proteína se promovió con la adición del inductor 
isopropil-¡3-D-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 0.4 mM. 
El cultivo se mantwo con agitación constante por 12 h a 37 oC, en los casos 
de la mutante C126+ y la enzlma silvestre y a 30 oC para la mutante C14+. Las 
células se cosecharon por centrifugación a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 oC. 
El botón resultante se resuspendió en 40 mL de amortiguador de lisis y las 
células se rompieron por sonicación. Los pasos siguientes se realizaron a 4 oC; 
en cada uno, el grado de pureza de la proteína se determinó por técnicas de 
electroforesis en geles de poliacrilamida al 16 % en condiciones 
desnaturalizantes empleando el método de ven Jagow (22) teñidos con azul de 
Coomassie. Además se determinó la concentración de proteína mediante el 
método del ácido bicinconínico (BCA) para valorar el rendimiento de la 
purfficación (35). 
Las células fragmentadas se centrifugaron a 15000 rpm durante 15 mino El 
precipitado se resuspendió en 40 mL de amortiguador de lisis con 200 mM de 
NaCI en agitación constante de 30 a 60 min y se centrifugó a 15000 rpm por 1 S 
mino El sobrenadante se incubó por 24 hrs con sulfato de amonio al 4S % de 
sabJradón. Se centrifugó a 15000 rpm durante 15 min, al sobrenadante se le 
adicionó el sulfato de amonio necesario para alcanzar una saturación de 65 % 
Y se dejó equilibrar durante 24 hrs. Se centrifugó nuevamente a 1 SOOO rpm por 
1 S mino El precipitado se resuspendió en S mL de amortiguador A (TEA 100 
mM pH 8.0, EOTA 1 mM, on 1 mM, NaN3 1 mM y NaCI 25 mM y se dializó 
contra el mismo amortiguador con dos cambios de 0.5 L. La muestra se inyectó 
a una columna de carboximetil (CM)-sefarosa, previamente equHibrado con 
amortiguador A y controlada por un equipo de FPLC (Fast Pressure Liquid 
Chromatography). La TIM se eluyó con un gradiente líneal de NaO de 2~150 
mM en amortiguador A. En cada una de las fracciones, la proteína se cuantificó 
por absorbancia a 280 nm y por actividad catalítica. Las fracciones con mayor 
actividad y pureza se juntaron y concentraron para su caracterización posterior. 
La concentración de las muestras de proteína se determinó a partir de su 
absorbanaa a 280 nm (Elan. (o.t%) = 1.298). 
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4.2.- Actividad Catalítica 

La actividad catalítica fue medida en la dirección GAP -7 DHAP por medio de 
un ensayo acoplado a la enzima a-glicerol fosfato deshidrogenasa (a-GPDH), 
la cual cataliza la oxidación del NAOH por la dihidroxiacetona fosfato. Figura 3. 

H H 

H'-.....~O I ! 
H-e,-OH H-e,-QH 

e, 

I I I ~+rf' NAO-

\..J 
H-C,-QH H-e,=O OH-C,-H 

I TIM I a-GPOH I 
,cH:¡OPO:t ,~OP032. ,CHzÜP~2. 

Gio::efajdeM fd<>-:J.-/o::!sfa:lc o hd roxia.c:elona Iosta!o l--Gicel1:i-l-lctsfato 

Figura 3. La adividad cataHtica de la TbTlM fue medida mediante una reacción acoplada a la 
oxidadón de NADH, 

La actividad fue determinada por el decremento en absorbancia a 340 nm 
(oxidación de NADH) en función del tiempo en un espectrofotómetro Beckman 
DU7500. Los ensayos de actividad se realizaron a 25 oC, en 1 mL de solución 
que contenía: TEA 100 mM (pH 7.4), EOTA 10 mM, NAOH 0.2 mM, 50 ¡.tglmL 
de a-GPDH y GAP 1 mM como sustrato. La reacción se infdó por la adición de 
6 ng de TIM. Los trazos mostrados fueron lineales con respecto al ~empo, \o 
que indica que no ocurrió disociación del dímero durante la medición de 
actividad. 

4.3.- Experimentos de desnaturalización química y replegamíento 

En todos los experimentos utilizamos un amortiguador compuesto por TEA 100 
mM (pH 7.4), EDTA 10 mM y OIT 1 mM como agente reductor (amortiguador B) 
e incubamos a una temperatura de 23"C. Todas las mediciones de actividad 
catalítica se efectuaron por duprtcado. Tanto los experimentos para determinar 
el efecto del PGA en la reactivación, como los experimentos de replegamienlo 
fueron efectuados por triplicado, mientras que los experimentos de 
desnaturalización se hicieron una sola vez. Todos los experimentos fueron 
realizados en concentraciones de proteína en las que las enzimas son 
diméricas. 

4.4.- Efecto del PGA en la renaturalización 

Muestras de 1 mglmL de las tres enzimas fueron desnaturalizadas en una 
solución 6M de HCI-Gdn, al cabo de 70 minutos fueron diluídas 100 veces en 
amortiguador B hasta una concentración final de 10 ¡.tglmL de proteína y 60 mM 
de HCI-Gdn. La velocidad de reactivación se cuantificó determinando la 
actividad catalítica de las muestras a diferentes tiempos. Para evaluar el efecto 
del inhibidor competitivo, las enzimas prev~mente desnaturalizadas, se 
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diluyeron en amortiguador B que contenía PGA a un concentración final de 
0.1 m M. La reactivación se cuantificó determinando la activid ad de las muestras 
a diferentes tiempos. 

En ambas condiciones, el porcentaje de actividad catalítica recuperada se 
obtwo al comparar cada condición con su enzima correspondiente incubada en 
amortiguador S, durante el mismo tiempo y a una concentración de proteína de 
10 IlQ/ml. 

4.5.- Determinando el equilibrio tennodinámico 

Cuando las transiciones de plegamiento/desplegamiento han alcanzado el 
equilibrio y la desnaturalización es reve~ble, es posible estimar los parámetros 
termcx:linámicos asociados al proceso, por ello es importante determinar las 
condiciones de equilibrio. El parámetro elegido para monitorear el progreso de 
las transiciones de desnaturalización y renaturalización hasta alcanzar el 
estado de equilibrio fue la actividad catalítica debido a su alta sensibilidad para 
caracterizar al estado nativo. 

4.5.1.- Renaturalización (D--+N). En los experi mentos de renaturalización es 
necesario asegurarse de que se ha alcanzado el equilibrio termodinámico hacia 
el estado totalmente desnaturalizado y posteriormente el equilibrio de 
renaturalización. 

Para alcanzar el estad o totalmente desnaturalizado incubamos 1 mglm L de las 
enzimas en HCI-Gdn 6M en amortiguador 8 por periodos de 70 min a 48 h. 
Durante este lapso, tomamos alícuotas que fueron diluidas 50 veces en 
amortiguador B hasta concentraciones finales de 20 ¡.tgImL y 120mM de 
proteína y HCI-Gdn respecttvamente, para después renaturalizar por 24 horas. 
Cuando las diferencias entre los distintos tiempos de incubación en HCJ-Gdn 
6M1amortiguador S y actividad fueron mínimas, alcanzamos el estado 
totalmente desnaturalizado. Una vez identificado el equilibrio hacia el estado 
completamente desnaturalizado, incubamos las enzimas a una concentraciÓ/1 
de 1mg1mL en HCI-Gdn 6M1amortiguador S, tomamos una alícuota en el 
tiempo de equilibrio correspondiente de cada enzima y la dilumos en 
amortguador 8 hasta 20 IlglmL de proteína y 120mM de HCI-Gdn. 
Inmediatamente después, medimos la actividad catalítica en distintos 
momentos de la renaturalización hasta que no observamos cambios, en otras 
palabras esperamos hasta que el sistema llegara al equilibrio de replegamiento. 
El porcentaje de actividad catalítica es resultado de la comparación con el 
control correspondiente, incubado en amortiguador S, durante el mismo tiempo 
ya una concentración de proteína de 20 ).1QImL 

4.5.2.-Desnaturalización (N--+D). Incubamos las tres enzimas en amortiguador 
8 a una concentración final de proteína de 20 IlglmL en concentraciones de 
H CI-Gd n desde 120m M hasta 1.5 M. A estas muestras les fue medida actividad 
catalítica periódicamente desde 8 h hasta 8 días, la cual comparamos con la 
actividad de un control, incubado en amortiguador B en los mismos tiempos. 
Las mediciones se realizaron hasta que la variación de actividad en función del 
tiempo fue mínima. 
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4.6.- Experimentos al equilibrio tennodinámico 

La transición hacia el sentido de desnaturalización por HCI-Gdn ha skfo 
caracterizada en la TbnM (18), por esta razón un objetivo en particular de esta 
tesis es cuantificar fa energética de la renaturalización al equilibrio. La 
renaturalización fue seguida por actividad catalítica y fluorescencia intrínseca, 
con la finalidad de confirmar que se alcanzó el equilibrio en el replegamiento. 
La desnaturalizadón al equilibrio fue monitoreada solamente por el cambio en 
actividad catalítica. 

4.6.1.- Renaturalización (~N). Incubamos 1mg/mL de las enzimas en HCI
Gdn 6M lamortiguador B por 24 horas, periodo en el que se determinó que las 
tres proteínas se encontraban completamente desnaturalizadas. 
Posteriormente, la renaluralizaclón se inició por dilución de la proteína 
desplegada en el amortiguador B que contenía concentraciones decrecientes 
de HCI-Gdn. La concentración final de las proteínas fue de 20flg/mL. 

La renaturaHzación al equilibrio fue monitoreada por el cambio en fluorescencia 
intrínseca y por actividad catalítica una vez transcurrido el tiempo de equilibrio 
de replegamiento. 

Para la medición de actjvidad se requieren 6 ng de enzima, para ello se 
realizan dos diluciones de la TbTIM. En la primera, una alícuota es diluida 67 
veces (de 20¡;gfmL a 300 ngfmL) en amortiguador TED 100/10/1 mM (pH 7.4) 
ajustado a una concentración final de Gdn-HCI igual a la de la incubadón de la 
muestra correspondiente, para prevenir la renaturalización de la enzima debido 
a la dilución del desnaluralizante. En la segunda dilución la enzima se diluye 
50 veces (de 300nglmL a 6 ngfmL) en un volumen final de 1mL de una mezcla 
de amortiguador TEA 100 mM (pH 7.4), EDTA 10 mM, 1mM de GAP, 0.2 mM 
NADH y 50 flglmL de a-GPDH. En esta solución existe una concentración 
residual de HCI-Gdn que en el mayor de los casos es de 450flM y que no 
interfiere con el desempeño de la enzima acoplante ya que los trazos en el 
cambio de absorbancia fueron lineales en todas las condiciones. En la 
medición de fluorescencia se emplearon las muestras incubadas en distintas 
concentraciones de HCI-Gdn (desde 120mM hasta 6M), amortiguador B y 20 
flglmL de proteína, para la aplicación de esta técnica se utilizaron las muestras 
de replegamiento al equilibrio sin modificación por dilución. 
Los porcentajes del cambio en intensidad de fluorescencia y actividad catalítica 
se calcularon con respecto al control de cada enzima incubada en 
amortiguador B, durante el tiempo de equilibrio correspondiente y a una 
concentración de protelna de 20 flglmL. 

4.6.2.- Desnaturalización (N-+D). Muestras de las tres enzimas a 20 flglmL de 
protelna en amortiguador B fueron incubadas en distintas concentraciones de 
H CI-Gd n, desde 120mM hasta 1.5M, durante el tiempo de equi librio de 
desnaturalización previamente determinado para cada enzima. Para ajustar la 
concentración del desnaturalizante se utilizó HCI-Gdn 8M/amortiguador .8. 
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La transición de la desnaturalización al equilibrio fue seguida únicamente por el 
cambio en actividad catalítica. La actividad catalftica fue determinada en la 
misma forma que en los experimentos de renaturalización al equilibrio. 

4.7.- Mediciones Espectroscópicas 

4.7.1.- Espectroscopía de fluorescencia (EF). La absorción de luz por una 
molécula causa la exdtación de un electrón. el cual se mueve de un estado 
basal a un estado exdtado. Cada estado electrónico contiene un número de 
niveles vibradonales. Después que el electrón ha sklo excitado, rápidamente 
se relaja desde el mayor nivel hasta el menor estado vibracional. La velocidad 
de esta relajación ocurre en el orden de picosegundos y usualmente sucede 
antes de que puedan hacerse mediciones en el sistema. Luego de alcanzar el 
menor estado vibracional, el estado excitado decae al nivel basal por distintos 
mecanismos. Los compuestos fluorescentes decaen al estado basal por 
emtsión de luz. El mecanismo de fluorescencia es explicado por un diagrama 
de estados electrónicos (diagrama de Jablonski) mostrado en la figura 4 (29). 

Figura 4. Diagrama de JabIonskL En (1) tm fotón de energía hYo; es generado IX'r una fuente 
extema como una lámpara incandescente o un ráser y absorbido por el H oorófo ro. originando 
u n estado ~ ectrón ice excitado (5 d. En (2) ~ estad o excitado existe por un tiem po fin rto (1-
1 O n s). Du rante este tiem IX' el fIuoróforo sufre ca m b ios conform acionaIes e interacd o n a de 
varias formas con su ambiente m~ecuIar. Este proceso tiene dos conseruencias importantes. 
Primero. I a ene rg í a de 5,' es pa reía 1m eme di s i pad a dando Iug ar a u n esta do excitado relajad o 
(5,) desde donde se origina !a fioorescencia. SeglA"ldo, no todas las molécuLas inicialmente 
excitadas IX' r ab so rci6n (1) reg resan a I estado basal (5 o) por em isión de lIuoresce n ci a En (3) 
un fotó n de eoerg í a hvs. es e m itj do, reg resa!ido el flooróforo a su estad o basal (5 o). De bido a 
la disipación de energía en el tiempo de vida del estado excQdo (2). la energía de este fotón 
es menor y por lo tanto de mayor longitud de onda ~ el fotón de excitaci6fl h"Ex. 

De los grupos qulmicos más comunes encontrados en macromoléculas 
biológicas, sólo los triptofanos, tirosinas, NADH y FAD fluorescen 
significativamente para ser usados por EF. Todas estas moléculas consisten 
de anillos aromáticos planos. La EF provee información del ambiente de grupos 
individuales en las estructuras macromoleculares. 

La fluorescencia intrínseca de la proteína es usada para seguir la exposición de 
los residuos aromáticos que ocurre por la desnaturalización o disociación 
generada por agentes químicos, temperatura, presión, etc. 
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La Tb TI M tiene cinco tri ptofa no s en las posiciones 11, 90, 159, 170 Y 193 que 
se localizan en el asa 1, hebra-~ 4, en una pequeña hélice 310 anterior a la 
hebra-13 6, asa catalítico y hélice-a 6, respectivamente. El W193 se encuentra 
expuesto al solvente y apaga la fluorescencia del W159 (18). 

Estos residuos fueron usados como sensores de cambios en la estructura 
terciaria promedio de la proteína ya que la presencia de más de un triptofano 
nos impide asignar cambios en intensidad de fluorescencia a una región 
particular de la TbTIM. 

Las medfciones de fluorescencia fueron realizadas en un espectrofluorómetro 
ISS PCJ excitando a una longrrud de onda de 280 nm y midiendo emisión en un 
rango de 295 a 380 nm, en ambos casos empleamos un ancho de banda de 8 
nm, a cada espectro de fluorescencia le fue restado su blanco correspondiente. 
Para la determinación del efecto de las dobles mutaciones en la estructura 
terciaria, obtuvimos los espectros de fluorescencia intrínseca de las mutantes y 
la enzima silvestre, utilizamos una concentración de proteína de 50 IlglmL y 
amortiguador B. El cambio en fluorescencia intrínseca fue seguido en la 
transición de replegamiento, para ello se emplearon las muestras al equilibrio 
de renaturalización incubadas en distintas concentrackmes de HCl-Gdn (desde 
120mM hasta 6M), amortiguador B y 20 IlgtmL de proteína. 

El CEM fue calculado a partir de los datos de intensidad de fluorescencia (h) 
obtenidos a diferentes longitudes de onda ("-), por la ecuación [5]. 

CEM = ¿:l..*IJ,. [5] 
DJ,. 

4.7.2.- Espectroscopia de dicroísmo circular. La espectroscopia de 
dicroísmo circular (EDC) es una técnica óptica que permite la detección y 
cuantificación de estructuras moleculares quirales. También proporciona 
información relacionada con la estructura secundaria y terciaria de las 
proteínas. El dicroísmo circular es la diferencia en absorción entre la luz 
circularmente polarizada hacia la derecha e izquierda. En una muestra 
ópticamente activa, ocurre una absorción preferencial en uno de los periodos 
de polarización y la intensidad de la luz transmitida varia, figura 5. La variación 
está directamente relacionada al dicroísmo circular de la muestra a una 
longitud de onda determinada. La detección sucesiva a varias longitudes de 
onda conduce a la generación del espectro de dicroísmo circular. Los 
cromóforos proteicos pueden dividirse en tres clases: el enlace peptídico, 
aminoácidos con cadenas laterales aromáticas y grupos prostéticos. la señal 
de dicroísmo debajo de 240 nm reporta la conformación del esqueleto peptídico. 
La intensidad de la señal en la región de 190 - 240 nm permite mediciones de 
DC precisas, en esta región del espectro, las hélices-a exhiben dos mínimos 
característicos a 208 y 222 nm, un máximo menos intenso centrado en 215 nm 
es tlpico de las hebras-l3. Debido a que las señales de los cromóforos 
individuales es aditiva, los espectros de OC en la región de 190 - ;240 nm 
representan una combinación de los espectros de los distintos elementos de 
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estructura secundaria y por tanto arrojan información importante respecto al 
contenido total de estructura secundaria de una proteína (3). 

Proportknes liJJaIes 
ele poIéf1Zadones c1rcutar"es ......... . hadlla de cIerecha ...... . 

e IZGWerdt 
La poIa1 zac Ión na.:: I a 
la CIefectla es 
pt"efet ti 1C1all1ef_ 
absarbIda 

Figura 5. El dicroísmo Circliar es la diferencia en absorción de la luz circularmente polarizada 
hacia la derecha e izquierda por una moléWa asimétrica o qwral. 

La EDC es una técnica particularmente útil en monitorear cambios 
conformadonales en las proteínas, por ejemplo en el desplegamiento térmico o 
inducido por un desnaturalizante. 

La EDC fue usada para determinar el contenido de estructura secundaria en 
cada enzima en la conformación nativa. Las medicklnes de dicroísmo circular 
se realizaron en un espectropolarímetro Jasco J-715 equipado con un 
por!aceldas tipo Pertier para el control de la temperatura. La concentración de 
las soluciones de nM fue de 0.05 mg mL·1

, previamente equilibradas en 
amortiguador de fosfato de sodio 25 mM pH 7.4, en una celda de 0.1 cm de 
recorrido óptico para el UV lejano (190-260 nm) y un ancno de banda de 1nm. 
Cada espectro fue el promedio de tres barridos consecutivos y fueron 
corregidos restándoles la señal del amortiguador. La elipticidad molar [e] por 
residuo se calculó utilizando una masa promedio de 107.7 gramos por mol de 
aminoácido (26.9 kDa1250 residuos por monómero). Los espectros obtenidos 
se analizaron con el programa de estimación de estructura secundaria K2d (32 
Y 33). El programa K2d utiliza una red neuronal alimentada por miles de 
espectros de dicroísmo circular de distintas proteínas, la información que 
resulta es almacenada en una matriz. K2d se basa en esta matriz pre-calculada 
para dar una estimación del porcentaje de a-hélices, hebras-¡3 y estructuras 
aleatorias de un espectro particular. 

Las transiciones de desplegamiento térmfco se obtuvieron s¡guiendo los 
cambios de elipticidad a 222 nm, mientras que la temperatura de la muestra se 
incrementó a una velocidad de 1 °CI2.5 mino Los experimentos se realizaron a 
una concentración de proteína de 0.4 mg m L-1

, en una celda de 0.1 cm de 
recorrido óptico, en amortiguador MOPS 20 mM (pH 7.0), 1 mM EDTA, 1 mM 
DTT y 1 mM NaN3 y en su caso 1 mM de PGA. 
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4.8.- Análisis de secuencias. 

Realizamos una búsqueda de todas las secuencias de aminoácidos de las 
distintas TIMs reportadas en el banco de datos del GenBank, en total 284. 
Analizamos las secuencias en función de carga neta e hidrofobicidad promedio. 
La hidrofobicidad promedio fue calculada basándonos en la escala normalizada 
de hidropatía (desde 1 para el más hidrofóbico hasta O para el más polar) de 
Kyte Y Doolitie (30). Esta escala indica la tendencia hidrofóbica o hidrofflica de 
las cadenas laterales de los aminoácidos y constituye una herramienta de 
predicción de las porciones del péptido que se encuentran dentro de la pro te ¡na 
y lejos del contacto del solvente acuoso, o de los segmentos expuestos al 
solvente. 

La hidrofoblcidad promedio fue el resultado de la suma del Indice hidropático 
de cada aminoácido dividido entre el total de aminoácidos que conforman a una 
TIM particular, de esta manera normalizamos entre las TIMs de distintos 
tamaños. Por otro lado Ja carga promedio fue determinada considefando la 
carga de los aminoácidos Glu, Asp, Lys, Arg e His a pH fisiológico, a cada uno 
de ellos se les asig nó el va klr de 1, a excepción de la His, que tiene una menor 
contribución (asignamos 0.5) debido a que el pKa de su grupo imidazol se 
encuentra muy cercano al pH fisiológico. La suma de las contribuciones de 
cada residuo cargado también se dividió entre el total de aminoácidos de la 
TIM. Finalmente graficamos la carga contra la hidrofobicidad de cada TIM y en 
esta gráñca ubicamos aquellas enzimas con las que se han realizado 
experimentos de desnaturalización con HCI-Gdn al equilibrio. 
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5.- RESULTADOS Y DISCUSiÓN 

5.1.- Purificación de las proteínas recombinantes 

La TbTlM silvestre y las mutantes C14NC39A (C126+) y C39A1C126A (C14+) 
se purificaron de acuerdo al protocolo descrito para la enzima silvestre (31) con 
un rendimiento de 30 a 50 mg de enzima pura/L de cultivo. La pureza de las 
proteínas se determinó por medio de geles desnaturalizantes de poliacrilamkla
SOS mostrando una sola banda con una masa molecular aproximado de 27kOa 
al teñir con azul de Coomassie. 

5.2.- Propiedades estructurales de las enzimas mutantes 

Comparamos los espectros de dicroísmo circular y de fluorescencia de las tres 
enzimas, a fin de evaluar el efecto· de las mutaciones en la estructura 
secundaria y terciaria. Los espectros obtenklos por dicroísmo circular son 
similares y característicos de una proteína estructurada como un barril alf3. 
(gráfica 1). Los espectros fueron analizados usando el programa K2d, este 
aná¡¡sis indicó que las tres enzimas tienen la misma estructura secundaria 
(tabla 2). 

30000 

;;; 
'O 10000 • 
:::;; 

'" .. 
'" º ,9.-
¡¡¡ 

o 

·100C(] 

Long itud de onda (rwTl) 

Gráfica 1. Espectros de oc en el UV lejano, los tres espectros son similares y carc!deristicos 
de una protelna estructurada como ~ barril aJp . 
• TbnM sHvestre, o TbnM Cl26+ y ... TbnM C14+. 

TbnM '!lO Oe estructura secu:rrj aria 

n- héHces hebras -/l aIeaiorias 

Silvestre 37% 26% 37% 
Cl2fl+ 37% 26% 37% 
C14+ 37% 26% 37% 

Tabla 2. Contenido de estructura secundaria determinado para los espectros de dicroismo 
cG"aJ Lar en el U V leí a rlO d e la T b n M s iIvestre y la s m uta nte s ub izando el prog ra ma K2 d. 
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Los espectros de intensidad de fluorescencia de las mutantes mostraron un 
ligero corrimiento hacia el rojo en la longitud de onda de máxima emisión, de 
1nm en la C126+ y 2nm en la C14+ con relación a los 319 nm correspondientes 
al máximo de emisión de la enzima silvestre (gráfica 2). El CEM es 
prácticamente idéntico entre las tres enzimas. 

2.1)>:10' TbBol ~ (rm) CEM 

1.8J<1 o' 
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'" "C 
6.0x10· '" e 
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Gráfica 2. Espectros de intensidad de lIuorescencia de las tres enzimas, se utilizó una 4x. de 
280 nm, se observa lJIl ~gero corrimiento del máxi"no de emisión hacia el rojo de 1 Y 2 nm para 
!as mutantes Cl26+ y C14+ respectivamente. 
- TbTIM silvestre, - TbnM C126+ y - TbnM C14+. 

5.3.- Propiedades catalíticas 

El efecto de las dobles mutaciones en los parámetros catalfticos fue 
determinado en los dos sentidos de la reacción de fa TIM. Los parámetros 
cinéticos (Km y kcat) de la mutante C126+ y TbTIM silvestre obtenidos con GAP 
como sustrato son similares. En la mutante C14+ la Km y kcat. disminuyen 
aproximadamente 50% cuando el GAP es usado como sustrato (tabla 3), sin 
embargo estos cambios son compensatorios y no tienen un efecto signmcativo 
en la relación kcaJKm que representa la constante de veloc.idad de segundo 
orden, en todos los casos esta constante permanece sin variaciones en el 
orden de magnitud. Los parámetros cinéticos con DHAP son simHares en las 
tres enzimas, en las enzimas mutantes la constante de especificidad 
permanece sin variaciones con respecto a la enzima silvestre. 

El efecto de las mutaciones en las propiedades espectroscópicas y los 
parámetros cinéticos no es significatlvo. 
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TbnM DHAP GAP 

K". {M]10" ko.{s·') ~ 
10' (s" .... ') 

K". [M)10~ kat(s'') iI<..fK. 
1(f (s·' .... ') 

S i t-.oestre 1.9 450 2.3 3.8 4330 11.0 

Cl26+ 1.4 502 3.5 3.14 4830 15.38 

C14+ 2.09 466 2.3 2.47 1940 7.85 

Tabla 3. Los parámetros cinéticos fueron determil1ados en amortiguador TE (ver materiales y 
métodos) a 250C y dtferentes concentraciones de GAP (0,01-3.0 mM) o DHAP (0.1-10 mM). Se 
ca I cul a ro 11 los parám etros cm éticos corres pondi e I1tes a cad a e nzi m a u b liza nd o la ec u a ción de 
M ich aelis-Mente 11. Los datos se calcularol1 por UI1 ajuste de regresión no linea!. 

5.4.- Efecto del PGA en la tennoestabilidad y renaturalización 

Obtwimos las Tmsapam1\es en ausencia y presencia de PGA. Las sustituciones 
de cisteínas en las mutantes C126+ y C14+ provocaron una desestabilización 
con respecto a la proteína silvestre, que se refleja en una disminución en las 
TmSa¡,arentes hasta de aoco En presencia del PGA observamos un corrimiento de 
la Tmap hacia mayores temperaturas (gráfica 3), por lo tanto el PGA 
termoestabiliza a las tres enzimas. 
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Gráfica 3, Las transiciooes térmicas se obtuvieron siguiertdo la señal de elipticidad a 222 11m en 
UI1 il1tefva~ de temperatura de 20 a 70 "(;, La concel1traciól1 de protelna fue de 0.4 mg ml..:', en 
amortiguador MOPS 20 mM pH 7.0, 1 mM EDTA. 1 mM OTI y 1mM NaN:,. Panel A, • TbTIM 
silvestre, o TbTIM CI26+ y ... TbTIM CI4+. Panel B, en presencia de 1 mM de PGA 
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El efecto del PGA fue mayor en la mutante C14+, donde el corrimiento de la 
Tmap es de 6.5 oC (tabla 4). En todas las transidones se presentó agregación 
de las enzimas, por lo que en estas condiciones el proceso de 
desnaturalización por temperatura es irreversible. 

TbTlol Tm..("C) Tm.,.("C) "Tm.,. 
-PGA +PGA 

Sil'rese S3.6 58.5 4.9 

C125+ 48.1 52.S 4.7 

C14+ 45.0 51.5 6.5 

Tabia 4. Efecto del PGA en la Tm." re) de la TbnM Sjlvestre y mutan1es. El PGA 
termoestabiHza a fas tres enzimas, el mayor efecto ocurre en la mutante e14+, pues su Tm~ se 
corre 5.5 OC. Los valores de la Tm~ se obtuvieron a parti" de ~s curvas de desnaturalización 
lérmrca mostradas en ~ figura 3. 

Con el propósito de evaluar el efecto del PGA en el rendimiento final de la 
reactivación a partir del estado totalmente desnaturalizado, realizamos 
cinéticas de renaturalización en presencia y ausencia de PGA para cada una 
de las enzimas. En la g~fica 4 se muestran las curvas de reactivación 
seguidas por ~ recuperación de actividad catalítica. 
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Gráfica 4. Efecto del PGA en la renaturalización de la TbnM. las erlZimas se desnaturalizaron 
a LlI1a concentración de 1 mgImL en HCl-Gdn 6M durante 70 min. Posteriormente se 
l'ef1 atu ra Iizaron por di tu ción en amortiguador B h a sta u na con c:enI:rad 6n de P rote I na de 1 O 
)lgtrnL, la reactivación fue seguida por el cambio en actividad catalítica a distirltos tiempos 
como se indica en Materiales y Métodos. Panel A) TbTIM sjvestre, B) TbnM el26+, C) TbnM 
e14+ .• + PGA, {] - PGA. 
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A partir de los datos de reactivación, es posible determinar la cantidad de 
enzima renaturalizada por unidad de tiempo usando la eruadón integrada de 
velocidad de primer orden (ecuación [6]): 

ó _d[oL
kdt [01 - Ec. [6] 

Donde k es la constante de veioddad de primer orden, integrando entre dos 
distintas concentraciones de enzima desnaturalizada, [OJo y [O] en sus 
tiempos correspondientes fo Y t: 

- - k dt ¡DI d[oL f 
01, [01 - '0 Ec. [7] 

ó [01 
23 log [01 =k(t-to) Ec. [8] 

Si [0]0 = la concentración inicial de proteína desnaturalizada y lo = tiempo cero, 
entonces la ecuación [8] puede expresarse como: 

I 

23 lag ro f = k t6 
k log[01 =--t + log[01 

2.3 Ec. [9] 

Por tanto, una gráfica del Iog [O] contra tiempos iniciales de reactivación (f) es 
lineal con una pendiente negativa de k I 2.3 Y el Iog [0]0 en el intercepto del 
eje lag [O]. El significado físico de la constante de velocidad de primer orden es 
una aproximación de la fracción de especie reactante que se convierte en 
prcxlucto por unidad de tiempo (34). Las constantes de velocidad de primer 
orden fueron calculadas para cada transición (tabla 5). La lbTIM silvestre 
presentó una mayor velocidad de replegamiento con relación a las mutantes. 
En las tres enzimas observamos un aumento en la k de velocidad en presencia 
de PGA En particular en la TbTIM silvestre, la constante en presencia de PGA 
aumentó 60%, el efecto fue menor en las mutantes con un incremento del 36% 
y 33% en la C14+ y C126+ respectivamente. 

1< (s·') 
Tbm .. 

-PGA +PGA 

Sifvestre 2. 9 E-04 4.6E-04 

C126+ 12E-04 1.6E-04 

C14+ 8.7E-05 12E-04 

Tabla 5. Constantes de velocidad de primer orden del replegarniento de las tres en.zimas en 
presef1 cia Y au senda de P GA El P GA a u mental a ve Iocid ad de renatI.J raI i zaci 6n e n las tres 
enzimas, en mayor grado en la TbTIM silvestre. Las constantes se calcu[aron de a partir de las 
curvas de reactivación de la gráfica 4 usando [a ecuación [9]. 
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El PGA incrementa notoriamente la velocidad de reactivación sin cambiar el 
rendimfento final en la reactivación (gráfica 4). La TbnM silvestre alcanza una 
reactivación prácticamente total, del 97 y 92% en presencia y sin PGA, 
respectivamente En la mutante C126+ el máximo de reactivación fue de 80.8% 
con PGA y 71.45% sin PGA, por otro lado la menor reactivación fue alcanzada 
por la mutante C14+ con 64.74 y 62.36%, con PGA y en ausencia de éste, 
respectivamente. A pesar de que determinamos que el PGA tiene efecto 
cinético en la reactivación, con estos datos no es posible proponer un esquema 
de plegamiento que incluya el (los) intermediario(s) al cual se une el PGA ni la 
magnitud de dicha interacción. Sin embargo, la finalidad de estos experimentos 
fue exclusivamente determinar la contribución de este análogo del estado de 
transicfón al replegamiento total. Consideramos que la diferencia en el 
rendimiento final de la transición hacia el estado nativo en presenda y ausencia 
de PGA en cada mutante no es significativa. 

5.5.- Alcanzando el equilibrio tennodinámico en la renaturalizaci6n 

Para seguir la transición hacia la renaturalización debemos iniciar de un estado 
totalmente desnaturalizado que ha alcanzado el equilibrio. A continuación se 
muestra la gráfica de actividad recuperada por enzima (gráfica 5) al incubar en 
HCI-Gdn 6M por distintos tiempos y renaturalizar durante 24h. A partir de 10 
horas el cambio en la actividad recuperada es imperceptible, por lo que para 
fines prácticos en tocios los experimentos de replegamiento partimos de una 
solución de enzimas incubadas en HCI-Gdn 6M por 24 horas. 
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-o - TbTIM C126+ 
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Gráfica s. TbTIM silvestre, C14+ y C126+. Las enzimas se inctIbaron en HCI-Gdn 6M a una 
concentración de proteína Oe lmg1mL Y se tomaron alícuotas a los tiempos iI1d~dos para 
iniciar la renaturalizaci6n por dikJción en amortiguador B. Después de 24 h en el me<io de 
reo atu ra tizaci6n se m K:I i6 la activida d de las muestras. 

El equilibrio de renaturalización es alcanzado en distintos tiempos entre las 
enzimas. Las mutantes C14+ y C126+ lregan al equilibrio en 24h y 3 días 
respectivamente, por otro lado la enzima silvestre presenta una cinética de 
replegamiento más lenta y logra el equilibrio termoclínámico en 4 días (gráfica6). 
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Gráfica 6. TbTIM silvestre, C14+ y C126+ buscando equi[jbrio de rep1egamien1o, Las enzimas 
desnaturalizadas en HC!-Gdn 6M por 24 h, se rel1aturalizaron por dHuci6n en amortiguador B a 
una concerrtradón final de 20 IJ.glmL Se tomaron aHcuo1as a los tiempos il1dicados para medir 
actividad ca taHtica d e las muestras. 

5.6.- Alcanzando el equilibrio tennodinámico en la desnaturalización 

La TbTIM C126+ mostró una velocidad de desnaturalización mayor con 
respecto a las otras enzimas, al cabo de 3 días determinamos que las 
diferencias en actividad catalrtiea no eran s tgnificativas , es decir alcanzamos el 
equilibrio de desnaturalización. Las enzimas silvestre y mutante C14+ 
requirieron de 7 días cada una. Después de estos tiempos las variaciones en la 
actividad catalítica fueron mínimas (gráfica 7). 
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Gráfica 7. Tb TI M b lISCéU1 d O el eq ul ~ b no de d eSl1 atu ra Iiza.ción. La s enzi m a s se incuba ro n a u na 
concentración fi~ de 20 ¡.¡gfmL y concentraciones crecientes de HCl-Gdn entre 120 mM y 
1. 5M. A los tiempos indicados se tomaroo alicuotas para medir actividad catalltica corno se 
desaibe en Materiales y Métodos. Datos ajustados a ta ecl.Iadón exponencial de primer orden. 
Parlel A) TbTlM si1vestre, B) TbTIM el26+, e) TbTlM e14+. 

A partir de las curvas de la gráfica 7, es posible obtener la constante de 
velocidad de disociaaón. El cáJculo de éste parámetro anético y de la 
constante de asociación, son discutidos en la sección 5.12. 

En la tabla 6 se presentan los periodos necesarios para lograr el equilibrio 
termodinámico de las tres enzimas en cada transición. 

I 
~-->D D-+N 

TbTlW 
(días) (días) 

SiNestre 1 ~ 

Cl2S+ 3 3 
I 

C14+ 1 I 1 

.. 
Tabla 6. TIefTllO para lograr el equilibrio de desnaturallZaCjón y renaturalización en la TbTlM. El 
tiempo eq.u~ibrio para cada transfciOO fue estableddo a parur de las gráficas 6 y 7, al 
determi"lar el tiempo a partir del cual las variaciones en actividad catanlica fueron minimas. 
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5.7.- Experimentos al equilibrio tennodinámico 

5.7.1.- Renatu ralización 

La actividad catalítica, intensidad de fluorescencia y CEM fueron determinados 
al alcanzarse el equITibrio de renaturalizadón para cada enzima (gráfica 8). En 
las tres enzimas los cambios en fluorescencia intrlnseca y CEM mostraron dos 
transiciones, por lo tanto el plegamiento de estas enzimas no se ajusta a un 
modelo de dos estados. Por otra parte las curvas de renaturalizadén obtenidas 
por activk:lad catalítica son monofásicas. 
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Grafica 8. Porcentaje de reactivación deterrn;nado a los tiempos de equilibrio de replegamiento 
de las TbTlMs. la renaturalizaci6n fue seguida por el cambio en _ actividad catalítica, 
4intensidad de Huorescencia y O CEM como se mellCÍOf1a en Materiales y Métodos. Las 
el1ZÍmas deSllaturalizadas en HCI-Gdn 6M por 24 h se renaturaJizaron por d~uciOO en 
amortiguador B y concentraciones decrecientes de HCI-Gdn entre 6 M Y 120 mM a ~a 
concentración fin~ de proteína de 20 IlglmL. las lecturas fueron en el equiUbrio de 
replegamiento. Panel A) TbTlM silvestre, B} TbTlM C126+, C) TbTlM C14+. 
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Por el cambio en intensidad de fluorescencia, se observa que a partir de 3M 
hasta 6M de HCI-Gdn, hay una señal de fluorescencia residual en las tres 
enzimas (gráfica 8), lo cual coincide con lo reportado por Chánez et al (18) en 
la TbTIM silvestre en el sentido de desnaturalización. La desnaturalización de 
las tres enzimas produjo un cambio similar en CEM, resultado de la exposición 
de los residuos de triptofano al solvente (tabla 7) 

TbTTM CEJA (,..,,) CEM (nm) 8CEM 
o M Ha--Gdn 6 M HCl-Gdn (nm) 

SiYestre 326.83 343.43 14.6 

Cl2&+ 328.87 343.8 14.93 

C14+ 328.69 344.62 15.93 

Tabia 7. Cambio en el CEM en la TbTIM en ausencia de desnat(g'aHzante yen 6 M de Hcl-Gdn. 
Los valores del CEM se obtuvieron de los datos de la gráfica 8. 

5.7.2.- Desnaturalización 

La desnaturalización al equilibrio fue seguida por el cambio en actividad 
catalítica (gráfica 9). En la enzima silvestre, la transición se aprecia en 
concentracJones mayores a 1.0 M de HCI-Gdn, mientras que en las mutantes la 
transición inicia en 250 mM y termina en 0.9 M de HCI-Gdn, lo que indica que 
son más sensibles al desnaturalizanle en relación con la TbTIM silvestre. 

t2D 

--TbTN~ 

-IJ-TbTNC126+ 
-A----ThTUC14+ 

,. 

02 u OJI 10 1.' 

[HC~1 

Gráfica 9. Transfciones al equiñbrio de desnaturalización de ~s Tb Ti M s seguidas po!' el cambio 
en activk1ad catalítica. Las enzimas se incLIbaron a una concentración de 20 ¡.¡gIrrL en 
concentraciones crecientes de HCI-Gdn entre t 20 mM y 1.5M. Al tiempo de equilibrio 
correspond~e se tomaron alfcuotas de las muestras para medir actividad catalltica como se 
explica en Materiales y Métodos 
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5.8.- Datos normalizados 

Los resultados de los experimentos de desnaturalización y renaturaJización al 
equilibrio fueron normalizados a fin de compararlos entre mutantes y técnicas, 
para ello aj ustamos los datos al va lor a (fracción nativa), ecuación [101 

Ec. [101 

Donde Y(x) es el valor de intensidad de fluorescencia, CEM o actividad 
catalítica a la concentración x de HCI-Gdn y YN Y Yo son los valores para los 
estados nativo y desnaturalizado, respectivamente. Los resuitados del cambio 
en actividad catalítica no se moclificaron al ser normalizados, ya que ésta no 
presentó actividad residual, sin embargo en la intensidad de fluorescencia la 
señal residual fue ajustada a O. 

Renatu ral ización 

De las transk:iones de renaturalización de las tres enzimas, la primera 
transición se presenta en el mismo rango de concentraciones de HCI-Gdn de 3 
a 1.65 M en todas las enzimas (gráfica 10, cambio en intensidad de 
fluorescencia y CEM). En las tres enzimas se detecta una meseta entre ambas 
transiciones, lo cual indica la presencia de un intermediario estable. Esta 
meseta se presenta en un rango de 1.65M a 1.3M en la TbTIM silvestre, en la 
mutante C126+ abarca un intervalo de 1.65M a 0.9M y en la mutante C14+ se 
aprecia un intermediario más estable ya que la meseta va desde 1.65M hasta 
0.6M de HCI-Gdn. 

La segunda transfción involucra la recuperación de la actividad catalítica y 
ocurre en distintos intervalos de HCI-Gdn para cada enzima, en la TbnM 
silvestre comienza a partir de 1.3M y por deba!o de 0.9 M Y 0.6 M en las 
mutantes C 126+ y C 14+ respectivamente. Estas concentraciones 
corresponden con el final de la meseta observada por fluorescencia y CEM, lo 
que indica que el intermediario no tiene actividad catalítica. 
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Gráfica 1 O. Fracciones nativas de Tb TI M al equi~b!io de rer.attJra~ci6n usando los datos de la 
g-áfica 8 normafizados a~icando la ecuad6n [10]. Panel Al TbnM si'leStre, Bl TbnM Cl26+, 
C) TbT1M C14+. 

5.9.- Reversibilidad 

Las enzimas silvestre y mutante C126+ son desnalurartZadas reversiblemente, 
alcanzan as de recuperación de actividad catalítica de 0.89 y 0.87 
respectivamente. Por otro lado la mutante C14+ es poco reversible, sus as 
máximas de reactivación en actividad catalítica e intensidad de fluorescencia 
tienen valores de 0.62 y 0.5 respectivamente (tabla 5). Es probable que la 
irreversibilidad exhibida por la mutante C14+ se deba a la formación de 
interacciones no productivas entre los estados intermediarios parcialmente 
plegados, lo cual es frecuente en proteínas ~igoméricas. 

31 



N--+D D--+N 
TbnM 

aAct Cat a Act Cat a tnt Fk.J oro aCEM 

Silvestre 1.04 0.89 0.84 0.98 

C126+ 0.88 0.87 0.86 0.95 

C14+ 0.92 0.62 0.5 0.9 

Tabla 8. Fracciones nativas en arrbas transiciones en la menor concentración de 
desnaturaHzante (12OmM). 

En la mutante C126+ se sobreponen las curvas que describen el cambio en la 
actividad cata 11 ti ca en ambas direcciones. Lo anterior indica que en estas 
condiciones la desnaturalización por HCI-Gdn es reversible y que el estado de 
equilibrio fue verdaderamente alcanzado (gráfica 11). 

-0- TbTlIol siv "-O 
12 -0- TbTlIol slv D-N 

-~- TbTlIol e 126+ ~ 
-~- TbTllol e 126+ D-N 

1.0 -0- TbTllol e 14+ "-O 
-0- TbTW e 1.+ D-N 

O .• 

~ o. 

o .• 

O~ 

00 

0.0 o .• o .• 10 1.' ,. 

Gráfica 11. Fracciones de TbTIM nativa siguiendo el cambio en actividad catalíUca en las 
tran sicion e s de desn atu raI iza d ón y repIegam ie r.to. Lo s va !o re s fueron norma lizados usa n do la. 
ecuación [10]. 

En la enzima silvestre, la transición de desnaturalización se encuentra 
ligeramente desplazada hacia mayores concentraciones de desnaturalizante 
con respecto a la curva de replegamiento, sin embargo ambas curvas siguen 
trayectorias parecidas. En la mutante C14+ observamos una clara histéresis, 
las curvas no se sobreponen ni siguen trayectorias similares como en la enzima 
silvestre (g rética 11). 
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Las curvas de desnaturalización al equilibrio por HCI-Gdn para la TbnM 
silvestre han sido reportadas (18), por elfo las comparamos con nuestros datos 
de la enzima silvestre para determinar cual de las dos transiciones está al 
equi I ibrío (gráfica 12). 

En la gráfica 12 panel B se aprecia que tas transiciones de desnaturalización 
previamente reportadas coinciden con las curvas de replegamiento del 
presente trabajo, todas ellas siguen trayectorias muy pareadas a pesar de que 
la presencia del intermediario estable es ligeramente más clara en el sentido de 
la renaturalización. Es notoria la alta correspondencia entre las curvas del 
cambio en CEM 

,.. ,~ B 

Gráfica 1 2. Tb Tl M si tvestre. F ra 006 n nali va de I a s tran s iciol1 es de desn atu ra lizatión y de 
replegamiento. Comparad6n entre los datos en el sentido de OesnattJraizaci6n previamerrte 
reportados y los obterlidos en este trabafo. Panel A: actividad, oTbTIM N-O (18), • TbTlM N-D, 
.. TbTlM D-N. Panel B: ¡¡¡Int. Fluor. N-D (18) ~ CEM N-D (18), o Int Fluor. D-N y <:> CElA D-N. 

Considerando que los experimentos reportados (18) fueron efectuados en 
condiciones ligeramente distintas (concentración de proteína y 30C de 
diferencia en las incubaciones), proponemos que las curvas de renaturalización 
presentadas en gráfica 12 describen experimentos al equilibrio termodinámfco. 
Aparentemente en la enzima silvestre no se a~nzó el equilibrio de 
desnaturalización, esta es una dificultad frecuente en los experimentos de 
estabilidad en oligómeros donde las cinéticas de desnaturalización yfo 
replegamiento son lentas y dificultan la identificación de los estados al equilibrio. 

5.10.- Ajuste de datos 

El modelo de plegamiento más sencillo, que describe estos resultados coincide 
con el reportado para la TIM de levadura (19), que involucra a un intermediario 
monomérico. Los monómeros desnaturalizados se pliegan en monómeros 
inactivos que se asocian para confocmar tri dímero nativo, ecuación [11] 
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2D~2M~N Ec. [11] 

donde D = monómero desnaturalizado, M = monómero p1egado y N = dímero 
nativo, los cambios en energía libre de cada proceso dependen linealmente de 
la concentración de desnaturalizante ( ecuación 3), por tanto: 

óGp¡eg = ó GO pIeg - m[D] 
óGasoc = ó GOasoc - m[D] 

Ec. [12] 
Ec. [13] 

La suma de las fracciones molares de los estados desnaturalizado, monómero 
y dímero nativo es igual a uno y resultan de los siguientes cocientes: 

D 
fo =-, 

Pt 
t _ 2N 
N-

Pt 

Donde la concentración total de proteína PI es expresada en función de 
monómeros (PFD+M+2N) y las constantes de equilibrio son descritas por 

y 

Mediante sustituciones algebraicas de las fracciones molares tM y f~ por las 
constantes de equilibrio y concentración molar de proteina, se obtienen las 
ecuaciones [14], [15] Y [16]: 

Ec. [14] 

En la deducción de las ecuaciones [14], [15] Y [16], la variable experimental M 
se asume aditiva esto es, Y = YD fD + y~ fM + YN f~. 

5.11.- Cálculos de estabi lidad 

Para ajustar los datos utilizamos el progama Origin 7.0 y se emp1earon los 
distintos grupos de resuftados obtenidos (en ambas transiciones y por cada 
parámetro), en caso de haber alcanzado realmente el equilibrio termodinámico, 
cada experimento arrojaría los mismos valores de .ó.Go. 

En el ajuste de datos, el valor máximo (YN) de actividad catalítica, CEM e IF fue 
ajustado a 1, en la transfción seguida por activklad el mínimo corresponde a la 
monomerización, por lo tanto Y~O. En la señal seguida por IF y CEM, el 
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mínimo se relackma con la desnaturalización total del monómero, por ello se 
ajustó a Y 0=0. 

A continuación se muestran las curvas de fracción nativa contra concentración 
de desnaturalizante ajustadas al modelo descrito por la ecuación 11 (gráfica 
13). Con los datos de la mutante C126+ se realtz:ó el mejor ajuste, en todas las 
transiciones el valor de R2 fue al menos de 0.9911, los ajustes de las 
transiciones de la enzima silvestre presentaron una ~ ~ 0.984, excepto en el 
cambio en actividad catalítica en el replegamiento donde R2: 0.966. En las 
transiciones de la mutante C14+ la R2 ~ 0.9818 en el ajuste del cambio en 
actividad catalftica en ambas transk:iones y CEM, sin embargo el ajuste en el 
cambio en intensidad de fluorescencia tuvo mayor error al presentar una 
R2=0.93, este error puede deberse a que no fue posible obtener una curva con 
más puntos a concentracklnes de desnaluralizante menores a 0.120 M, 
concentración a la cual se obtiene un 40% y 50% de los cambios en las 
señales de actividad e intensidad de fluorescencia. 
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Gráfica 13. Cambios en fracción nativa seg uidos por actividad catalítica, intensidad de 
ftooresceocia y CEM en la TbTtM. Ajuste a un mo~o de tres estados en tas transiciones de 
desnatu ra I iza ci6n Y re pj e ga miento. • activi dad ca1aJ ltica N-D, o a di vid ad cata I í'tica D-N, 
o irttensidad de ftuorescencia D-N y t:. CEM D-N. 
Panel Al TbTIM silvestre, Bl TbTtM Cl26+, C) TbTtM C14+. 
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Los valores de ~G y m obtenidos según el modelo de la ecuación 8, se 
reportan en la tabla 9. Para el cálculo de los promedios de ~G y m se utilizaron 
todas las transK;iones en la mutante C126+ ya que se alcanzó el equilibrio y los 
ajustes tuvieron un error mínimo, en fa TbTIM silvestre se promediaron los 
valores de las transK;iones de replegamiento en actividad catalítica, intensidad 
de fluorescenaa y CEM en las cuales proponemos que se alcanzó el equilibrio 
como se discutió en la sección de Reversibilidad. Para la obtención de los 
parámetros de estabilidad corres~ndientes a la m utanle C 14+, utilizamos los 
datos de renaturalización en el cambio en actividad catalítica y CEM debfdo a 
que estas transiciones siguen trayectorias similares y presentan valores de R2 

?: 0.9818. A reserva de que la desnaturalización de la C14+ es poco reversible, 
el intermediario es el más estable entre las enzimas, por esto consideramos 
importante obtener un estimado de la estabilidad de esta mutante. 

TbT"IM Parámetm' 1.lG"_", __ 
m-=-::3_111 _.:."..GCI ~lD~2Y m¡:illsl;!)-N -..lGO TI;Qi 

Transidón (kJ mor') (<J mor' "r') (kJ mor') (kJ mor' M·'] (kJ mor') 

S<tvestre l'c:I ~....o 68.58" 2.45 26.2~±2.()() 

Ñ;Ij D-N 59.63-'--2.52 22.~::2.56 

CEMlD-N 5B.29±I.60 22A6,,1.91 25.89±5.as 11.56±2.~5 

IFI D-->N 51.~1±1.96 16.89±2.<IO JO.10±25.12 13.M±11.24 

Pron-.diG 51.44 20.10 21.00 12.71 u.~ 
[)....N PUl t4.70 t %.98 tUl 

F. CE::. '1.1oc::t 

Cl211+ Ñ;Ij~ 55.35±151 ~.75+-2.70 

Ñ;Ij Q..-.N 52.15±1.12 2ll.55±1.96 I 
CEMt o.-.N ~7.~±1.07 20.78~1.a1 23.35+-2.~3 10.48±1.07 

1Ft D-->N 48.1()±109 24.38±1.9B 22.2~t4.21 10.09:tl.tl! 

PromtdiG 51.18 2e.62:t 7.25 22.79 10.21 73..55 
I1odoeI t3.70 t D.7lI t 0.27 

Cl~+ I'di~ 57. Mo'oO. 92 48.07 ±2.0 1 

I'diD-N 4a.76±0.95 ~.5O±~.~1 

CEMlD-N ~.65±0.37 ~.~.32 2ll.~t46Q 13.l3c!2.41 

1Ft D-->N 3!!.2~±1.2~ ~5.71±O.M 37.64±JO.S7 19.7lI±16.78 

PronwdiG 46.70 19..5O:t1i.M 21.43 13.33 72.13 
[)....N.o., ,a"II t 1.50 

.. .. 
Tabla 9. Cambio erl e.1ergla ~bre erl el plegamiento, asOClaClOll y estabilidad totaj erl !a TbTl'-l 
silvestre y mutarrtes de cisteíM, valores obtenidos al realizar un ajuste a UrI mode~ de tres 
estados represerltado en la ecuadórI [11]. 
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En los tres casos de TbTIM mencionados efJ este trabajo, se observa que la 
energía libre de disodación es mayor que la del desplegamiento del monómero, 
lo cual corresponde con lo encontrado en las TIMs de dfstintas especies hasta 
ahora reportadas (19). Por lo tanto, la asoclación de los monómeros en las 
TbTIMs contribuye en mayor medida a la estabilidad el dímero nativo. 

Los valores de m indican la dependencia de! t..G en la concentración de 
desnaturaJizante, así como la exposición al solvente de los residuos 
hidrofóbicos. Como se observa en la tabla 9, la pendiente en la transición de 
asociación es mayor en la mutante C14+, 92% y 49% más que en las enzimas 
silvestre y C126+ respectivamente, por lo tanto la dimerizaci6n es más sensible 
a la concentración de HCI-Gdn en la mutante C14+. La pendiefJte calculada en 
la transición de plegamiento, es también mayor en la mutante C 14+, 5% Y 29% 
superior con relación a las enzimas silvestre y C126+. 

En la gráfica 14 se observan los cambios en energía libre total, de asociación y 
plegamiento en las TIMs desnaturalizadas en HCI-Gdn. De la proporción 
l!.G°pleg2O-+a,Jl:r.G°total ,se calcula la contribución del plegamiento de los 
monómeros a la estabilidad total, para las TbTIM silvestre, C126+ y C14+ las 
proporciones son 0.33, 0.31 Y 0.37. Estos valores son cercanos con e! de la 
TcTIM (0.34) con la que existe un alto porcentaje de identidad. El cambio en 
energía libre total, es parecido entre la LmTIM (82.4 kJ mol-1

) y la TbTIM 
silvestre (84.44 kJ mol-\ por otro lado las m uta n tes presentan un l:r.Grota! menor 
(73.55 kJ mol-1 y 72.13 kJ mor1 para la C126+ y C 14+ respectivamente), 
cercano al de la nM de conejo (70 kJ mor\ De los estudios de estabilidad por 
desnaturalización con HCI-Gdn, se concluye que e! t..Go de plegamiento de los 
monómeros de las TIMs de distintas especies es mayor a -17.5 kJ/mol . 
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Gráfica 14. EstabWdad de las TIMs de diferentes especies en presencia de HCl-Gdn. ll.Go~.), 
Ll.G°..".,2U _..{O), Ll.G°plo; o _ '" (e). En todos los casos la en.ergía de asociación es mayor a la de! 
plegamiento monomélico. BsTIM (22). LmTIM(23), rTIM(20), TbTIM y mutan1es Cl26+ y C14+ 
(preser1te trabajo), TcTIM (26), yTIM (19). 
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5.12.- Determinación de las constantes de velocidad 

Las constantes de velocidad de desnaturalización fueron determinadas a 
distintas concentraciones de desnaturalizante, midiendo la actividad catalítica 
en las tres enzimas (ver materiales y métodos, gráfica 7). Los datos de la 
gráfica 7 fueron ajustados a la ecuación de velocidad de primer orden, que 
consiste ef1 un rearregto de la ecuación [9]: 

A ~_ -kobs t 
= roo e Ec. [17] 

Donde A es la actividad catalítica, que depende del tiempo t, Ao es la actividad 
en el tiempo cero (100%) y koos es la constante de velocidad obtenida del ajuste. 
Se asume que el logaritmo natural de estas constantes es función lineal de la 
concentración de desnaturalizante. En el trazo de las constantes observadas, 
es clara la presencia de dos pendientes, las cuales proponemos que se 
relacionan COI1 los pasos de disociación y deplegamiento de los monómeros. 
De la regresión lineal de las pendientes observadas, es posible obtener las 

constantes de velocidad k; y k~ asociadas a la disociación del dímero y 
desplegamiento del monómero en ausencia de desnaturalizante. En la gráfica 
15 se muestra la extrapolación lineal del logaritmo natural de las constantes 
hasta la concentración cero de [HCf.-Gdn). 
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Gráfica 15 . Dependencia de la cinética de di sociaci6 n en la cooce ntra ción de desn atu ra izante 
en las tres Tb TI M s. Las ce nstanles de veIoci ciad fu eren obteni d as del aj uste del o s datos de la 
gráfica 7 a una fundoo exponencial. la ordenada al origen indica el valor de k., en agua . 
• TbTlM silvestre, o TbTlM C126+ y .. TbTlM C14+. 
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Considerando el ~Go correspondiente de las transiciones de p~amiento y 

asociación y las k:; y k:': ,es posible obtener las k; y k; mediante la 
relación de las Kaq con las constantes de velocidad: 

En ambas enzimas m utantes , la velocidad de disociación (k. 1) aumenta 
considerablemente con relación a la enzima silvestre. En la mutante C14+, el 
dímero se disocia casi 40,000 veces más rápido que el dímero silvestre. Entre 
las constantes de velocidad de asociación (kd las diferencias son menos 
drásticas, en la mutante C14+ los monómeros se asocian con mayor rapidez, 
-4DO veces más rápido que la enzima silvestre (tabla 10). En las tres enzimas 
el orden de la k1 es cercano a los valores calculados para una reacción 
bJmolecular limitada por difusión (10~_1010 M-1s·\ El dímero de la enzima 
silvestre es el más estable, se asocia a una velocidad cercana a la limitada por 
difusión y se disocia muy lentamente. La velocidad de plegam~nto del 
monómero es similar en las tres enzimas, en la mutante C14+, éste se pliega 
15 veces más rápklo que el monómero silvestre. En la velocidad de 
desnaturalización, el monÓlnero de la mutante C 126+, se despliega 66 veces 
más rápido que el monómero silvestre. En términos generales, la mutante 
C14+ exhibe una velocidad de disociación considerab~te mayor que la 
enzima silvestre, mientras que la mutante C126+ se despliega con una 
velocidad 66 veces mayor que la enzima silvestre. 

TbTIM k; (t.1's') 
H,O 

k.1 (s) 
-frGCI~""'_1III 

(kJ mor) JsH,O (s·') k;: (S") 
-~I*o.iI20-2M 

(kJ mor') 

Silvestre 2.88E+07 2,25E-OS 68.58 2.94E+04 0.33 28 

Cl26+ 7.52E+08 1.27E-Ol 55.35 2,36E+05 22.32 22.79 

C14+ 1,26E+l0 8.74E-Ol 57,54 4,32E+05 9.31 26.43 

Tabja 10, COrlStames de velocidad de disociación y desnaturalización detelTTlilladas a partir de 
la regresión lineal y extrapolación hasta la ausencia de desnaturalizante mostradas en la 
gráfica 15 y constantes ele velocidad de asociación y plegamiento calculadas a partir del óGo 
termodinámico, 
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La obtención del MGo de las mutantes con respecto a la enzima silvestre, se 
realizó mediante la ecuación [18] a partir de los datos de AGo promedio de la 
tabla 9, los resultados se muestran en la tabla 11. 

Ec. [18] 

Mutante MG" aooo 2N _ " MG' ",",,10-"" MG'_ 
(kJ mor') (kJ mor') (kJ~ 

Cl26+ 5.68 520 13.86 

C14+ 10.74 -O.54'n.5r 16.37 

, 
Tab~ 11. MG por ml.It:ar1te en cada paso de ta vla de plegamiento. Diferencia entre t.Go "'" 
caJcu!ado por ej cambio en CEM. 'Resta entre t.G" pIoo promedio. 

A excepción del MGo lp1eg de la mutante C14+, los signos de los MGo son 
positivos (tabla 10), lo que indica que el efecto de las mutaciones es 
desestabilizante con respecto a la enzima silvestre. Las dos mutantes 
resultaron ser más afectadas en términos de la asodación, la C14+ presenta el 
cambio más significativo por 10.74 kJ/mol, casi el doble que el MGo de la 
mutame C126+. La estabilidad del monómero de la mutante C126+ es 
disminuida por 5.2 kJ/mol, por otra parte el monómero de la mutante C14+ es 
tan estable como el monómero silvestre ya que presenta un MGo1p¡eg = -0.54 
kJ/mol resultado de la diferencia entre los AGo pIeg obtenk:los por el cambio en 
CEM o bien menos estable por sóI01.56 kJ/mol si se considera la resta de los 
AGo pIeg promedio. 

El estudio de estabilidad en mutantes permite la caracterización de 
intermediarios del plegamiento al estabilizar una estructura (s) particular. Tal 
es el caso en estas mutantes, en particular en fa mutante C14+ es más clara la 
presencia del intermedialio monoméfico en comparación con la silvestre. En la 
mutante C14+ (gráfica 10, Panel C cambio en intensidad de fluorescencia) se 
observa claramente una gran meseta que indica la presencia del intermediario, 
que abarca desde 0.3 hasta 2M de desnaturallzante, por otro lado la enzima 
silvestre (gráfica 10, Panel A) presenta el intermediario en un rango menor de 
desnaturalizante (1.3 hasta 2M). 

Concluimos que la consecuencia de la doble mutación en las cisteínas 126 y 39 
(C14+) afecta al estado de asociación del dímero nativo y favorece la presencia 
del intermediario m onoméri co. Sin embargo ya que el MGo asoe de la mutante 
C126+ es casi de la mitad en comparación con el de la C14+, sugerimos que la 
mayor estabilklad en la asociación del dímero de la C126+ con respecto a la 
C14+ se debe a la presencia de la clsteína 126, la cual proponemos que 
estructura al barril a/¡3, generando un cambio conformacional que afecta a la 
interfase y disminuye la k 1• 
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Contrariamente a lo esperado, la asociación del dímero depende 
energéticamente en mayor medida de la Cys 126, un residuo altamente 
conservado localizado en el interior del barril 0$, que de la Cys 14, un 
aminoácido que está muy empacado en la interfase dimérica. 

5.14.- Análisis de secuencias 

Encontramos que bajo tos criterios empleados para asignar carga e 
hidrofobiddad promedio a cada secuencia de aminoácidos de TIM, existe una 
correlación negativa entre estos dos parámetros (gráfica 16). 

En la gráfica 16 se destacan las nMs que han sido objeto de eshJdios de 
desnaturalización por HCI-Gdn, sin embargo no identificamos ninguna relación 
entre la presencia de intermediarios estables de plegamiento y la correlación 
negativa mencionada. Por un lado las TIMs de B. stearolhermophilus, Conejo y 
L. mexicana exhiben una vía de plegamiento que se ajusta a un modelo de dos 
estados, mientras que las TIMs de S. cerevisiae, T. cruzi y T. brucei presentan 
in!em1ediarios. Las TIMs de T. maritima y P. falciparum presentan transiciones 
irreversibles debido a ag regación en la desnahJralización por H CI- Gdn, éstas 
se localizan en una zona de mayor carga promedio y menor hidrofobicidad en 
relación con las TIMs cuyro proceso de desnahJralización es reversible. A 
reserva de un análisis que incluya a otros agentes desnaturalizantes, al parecer 
existe una relación entre la reversibilidad de la desnahJralización y la 
correlación encontrada. 

La contribución de la carga a la irreversibilidad puede explicarse en ténninos de 
repulsiones electrostáticas. La presencia de muchas cargas aumentarla la 
probabilidad de repulsiones entre ellas, esto podría dificultar la formación de 
intermediarios cinéticos o termodinámicos in vftro, el cual es un medio de 
características muy distintas al ambiente celular (rico en flgandos, con 
maquinaria que asiste el plegamiento, biomoléculas, etc), en donde estas 
protefnas son plegadas. La importancia de la hidrofobicidad en la reversibilidad 
resulta menos clara, incluso puede ser que sólo se correlacione negativamente 
con la carga promedio y no con procesos de desnaturalización irreversibles, lo 
cual resulta lógico ya que los aminoácidos con carga a pH fisiológico, son los 
menos hidrofóbicos. 
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Gráfica 16. CorreJaci6n negativa entre carga e hidrofobicidad promedio de 284 TlMs. Se 
distinguen tas TlMs que han sido desnaturalizadas por HCl-Gdn y cuyas transiciones son 
O irreversbles (TmTIM y PmM) 6 O reversibies (8sTIM, LmTlM, rTlM, ScTlM, TbTIM Y TcTlM). 
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6.- CONCLUSIONES 

Hipótesis 1. Nula 

El PGA tiene un efecto exdusivamente cinético en el replegamiento de las 
enzimas TbTIM silvestre y sus mutantes C126+ y C14+, la reversibilidad tetal 
permanece igual en presencia de este análogo del estado de transición. 

Hipótesis 2. Verdadera 

La energética del replegamiento fue calculada para la TbTIM silvestre y las 
mutantes. Ninguna de las dos mutaciones dobles produjo enzlmas más 
estables en asociación o plegamiento en relación con la silvestre. 

En ambas mutantes el paso de asociación se desestabiliza más que el paso de 
plegamiento. 

El reemplazo de la cisteína 126 (en la mutante C14+) afecta en mayor medida 
la asociación de los monómeros que la sustitución de la cisteína 14 en la 
interfase. 

La sustitución de la cisteína 14 en la interfase (en la mutante C126+), 
drsminuye la estabilidad del monómero. 

Hipótesis 3. Nula 

En las secuencias de aminoácidos de TI Ms reportadas en el banco de datos 
del GenBank, existe una correlación negativa entre carga e hidrofobicidad 
promedio. 

Las TIMs cuyas vías de plegamiento se ajustan a un proceso de dos estados 
(B. stearothermophilus, L mexicana y conejo) no presentan mayor carga y 
menor hidrofobicidad promedio, que aquellas que presentan intermediarios 
estables. 

Las TIMs cuya estructura primaria tengan promedios de carga alta e 
hidrofobicidad baja, presentarán transiciones de desnaturalización por HCI-Gdn 
irreversibles debido a la formación de agregados. 
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