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ABREVIATURAS 

CEM - Centro cspcclrul de masas 

CTAl3 - Bromuro de hcxadccil tri111ctilainoriio 

DHAP- Dihidroxiacetona fosfato 

DTT - Dithiotreithol 

GAP - Gliceraldehido-3-fosfato 

cx-GDH - cx-Glicerofosfato dcshidrogenasa 

GdnHCl - Cloruro de guanidina 

EDT A - Etilendiamina tctraacetato 

FITC - lsotiocianato de fluorcsccina 

1,5-IAEDANS - 5-((((2-iodoacetil)amino )etil)amino )naftalcno-1-ácido sulfónico 

MI - Miéelás invertidas 

j3-NADI-I.:.. Diriucleótido de nicotinamÍdrireducido 

TEA - T~iét~l~6ÍriillÚih / 
'·-. -_ ~·"';~ --·.-:f,-~-,~- • , 

TED -Afuortigt1hcf;~TEA-4o.cl;ínM/EDTA lü.OmM/DTT1 .o mM; pH = 7.4 
-;·<: ¡:-·.-

TPI - TriC>sófosf'átó'.Isoilier~úm/.· · 

TPl-IAEDANSi.:TPI mc°1rcada con l ,S~IAEDANS -- ,. : :· .- . ' . 

TPI-FITC - ~rPinrn;·tadacon FITC 
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RESUMEN 

Aún queda mucho por conm:cr apcrcadel mecanismo del plegamiento proteico 

a partir de la cadena polipcptídica totalmente dcsr)legada. En él presente trabajo se 

estudió la ren~tt1ralización de la enzímri homodiméíica Trios~fosh1to Ísol11erasa (TPI) 
. - ' •'. «>>"' , .-.· " . _., ., : . . . ·-·· - - .,. "" »·, '-,- .. 

en mi celas .invcrtÍdas. (I\11) .a parti~. ci!ido~ 1f1oí161ne1:os::dekB1dgúd6s;'l;11dctiante la 

correlació116strucft;rá/'rtn1ció11 ··¿16 •. 1.ós~111"011órúcfos. (lcspl~-g~do/plri~ado .. y dcl,díme1·0. 

La. T.P1· i;iterco~vi~~e '1i1iitrdkiac~~orrn.·t~sdto (01:}Í\J;}:y'I5-~iiéernldeido-3 -

fosfato (GJ\P)K~ci·:r·cC>~o~2. la•••· c~trticTt~·rá~····del .•. cr·istal ·. _c1e· .. •1a ·r1)1 ;ele .•. ~.arias especies 

(Wierenga,·~··K'..; ~_!···at., •• 199,i;·_.Zhid()11~>z.,_· et' ¡~1.D19,94){1J¡1h'PJ_··~~·· disocia .y se 

desnatt1ralizá• e1i;·m~'di()· acüos() ,·_'co11 teúidi1dol····· M. d.e~'~1.Srt1rC> ae:·gl'1a1iidin·~.·. ( GdnHCI) 

(Waley, S. q ., __ et-al.~'..1'9,73');~~ª•. e~~i.1n~ •. ~~~n~tui<il.iz~-~.~0f ~¿·~jp~~¡~ ~\r_~ii.ivi~H~ .. -~trando 
se diluye -.eI.?esriaturalizallte_.~Lafeactivación·dcla~T)l:a~á11ir:d.c•lqs~lllonoméros 

despte~~?'/; 'd,ep~~~¡~~(~d,1}'.iº~"~~);~;·t~r,fr~~~'SH};''.¿:~¡ti:o ~ji~º,\f"t~y, 
S.G., el .11., ln},.Z.rbon,);., cL.il.,JJ80) y c11 l.rs MI ((1,lll'.ihl,,11110 .. ,.G., ct.,11., 

'. :': ·<·- _-,:~ .. '" : ,;;_- -, :/;'L_-·'.·-•.. ·~S- -.<.:\--~e>~~: ;'-::,·---:~'-, -'.·~--·-~-:~ ,_,_--, ,' ~~;·:-: ·,.·/·:~-- -.. ·:·: -.. :¿ '-~2. ';::··:. . \1/·_-.·:''- ~-:: ;::.;_: .. .::<: ,• -( . 
1992). se· ha··.prClptÍcsto;qtre·. cf monón1erc) cle~plegado pri111c~ú·.~c· ~l'.cgacofno un 

:::~:=.~~::.::~:j~,~~~~rJ~:i~;~:~r:~~jr:%~~~i~,~~it~i'r.:: 
proceso ocurre en ordenes de iil~gliittfa IT;ás•lenÚtc't~iMJ•formild;lsr:7criri%.oJilM'de 

::... '.·:<~ /;·':{ .>. ·-;_,.;:' .; ·:_{::-, :· >~:; ·_ -\~.>~ -· < ·>:- --~~:.::;\>· ;/_~·-: . .,:_~~-/:.~, !)1_!}::_'.~i~;:·,,~- :_:-:\<·:.:· _'! > ' 
bromuro de hexadecil trirrirtilamo11io(CT/\I3) y. n~octano_'.·/ •l1.eXai1ol}8:7 .. º(o y/V 

.. - ... - - ,;-· . ,- . ' - . - .. _, . . ·. - . <· " , .-. . :- . -. - , .. .,_ ,_ ·.·. - ;..;~ ,.• ' •· ... , ' , .. 

:::~~:.~~"' ;;;~~;,:~~~f f ;~~W.'.~i~~;[~(r~~·iW ~fª~clÜn3~i?~';füc, 1a 

Haciendo uso dc,•csta \/cnti1ja, nl~dia11lc la\lluórc~ccilcia;irúÍ-Ínscéa de la 

proteína se siguieron:lo.<c~1~bi6s ·~~,j~ftrúles\1c:\osii-csj~IL1:cl~ f.~on;:~ticcls de la TPI 

que en estado cte§nattira1iz¡i&o s&.1r;nshrió a'tris:,Mféo~ é:liifrcí~tes concentraciones 
\'<, :;·,'· • • ' •'e•'• ,• ','•• • •' '',• • • • •' •• '"-'"• • 

de agua, simultarieamcnté s¿ midió'.la rccüperación de laactividad; Se encontró que 



en 6.0 % de agua los cambios en la fluorescencia intrínseca ocurren en paralelo a la 

recuperación de Ja actividad catalítica. En las MI con bajo contenido de agua no 
: ~ ·. : ' . ; . .:: ' ; . :- . 

ocurre la rcnaturnlizaciún y no.se oh~erva11 ca111l.>ios' cu la c~:tnicl11rn 1•,lobal de la 

proteína según se observó poisu fltiorcsccncia i1itd11sccá . . "- -'- .• "' ·, - ' -.. . . .:·' . ' . -: ,. ' . ,~.. ,., ---··" ... 

Esto sugiere qtre: Ja 'protéíífa •álta111entedlüO'rescente '.qu~lsÚ~gé después de 
,· -,._ • >;-'•.. -·~ '· ,,, ,' ; ,·-· ·' 

transferir a la JPI.des~at{1faiii.aaáai1as~.1¿én·.·6 •. ow;a~.·~~u~'~esl11~ 1intérmédiario en 

::.:::c:·:.:::c!f i~~J~dt,¡~~riaJi;~:º~f ri~;jt~~i&i~::'.'~: ::d:: 
·-··. .- ..• • ' o.,,.,_-, --. :· ''<·~'..'.~'~. ~:.:.:"."'·; ·. - ',._ '.· _,,. 

acuoso no se pudo ~detectar·'estt!; i11tefoíediario(esto 'puecle '.~cbérse. a ·.limitaciones 

técnicas), debido a quci 1~:;6a6tivd~¡¿;i ~6 .la,Trfre~:t1n·kr~Ó~~~ r~¡liclo (~aley; S.G., 
'-<" • ~ - :' ·: 

1973., Zabori S:; ef:at/1980). : . 

LaTPI1•.sc;;-,~~~cÓ,co:,;1···•dc)ss6~1da~·.n~10,rpsbc!}]tc~?s,;((((i-i~~1;~~ci~p~~i~()) etil) 

::::L:~,1~'h~~f ~~l~~;{01~:f f iJ~~~i~1~~~~~~~;~~t¡:;~~,;·~~~1~·~'~: 
transferencia -de::eriérgíaé de .los~hctcrodímcrós..,: 1riarcridús .. con éCs'tós·. fl üc:iróforos se 

- ·.",".-<•';,_.·.:.·\,•_ ~:_,_· o'-ó.o'.------'""~:-.":' -:·_,,_-~-· :·-:--',; ·-,...;.;·~>- ... ''.:,.":'· ·{~:-:-·:.· -,¡,,~·--- .. ,~;_- .. ·_-_1;'_·•.- »::,-F,:.·~:·'" ;_,,;,_,--',", • 

estudió la •·;~~~Ó-~i~di,ón YscJ6üíí·eÜtcióiió co1l .. 1a• reactivi1ciol1.·Lcis moríómeros· .. 

marcados Jd:sbi~'.gados " se. rctis?.~i•1:i()1P"ddspi1¿s de',: ¡¡;Y~úir'. 1a .. ·~c~9Bi6ri . de1 

:::t:t~~~~;~li~~1º~;1Ji:~~::~RJ~~;?#;'t,~;.1~,b~1.~~!.~l;f º1t:;~: 
tra11sforcncia.!clc'.c11crgía' dc.·¡lbs .· l1ctcrodíi;1.cr§f • cn-~oltició11····~d1•<.>~ú • s~ ·••61lse'rvó ..•. 2. ó. · .. 3 

~~:~;:;::;i~i:~~~~~/1trii1~t~~~§~gg~¡~¡·~~IP.t ;~i~~:~J,,~fil~!¡i~.!;. '.Z . 
energía calculad~.}~;()·-.~.~J:CE1~ 'cris , ~¡'; ki~ ~~siblc -~~gtlif la' ·~i~gti~~ d~ ·• la .· 

recuperación de I~· • ~¿t¡~¡'(I~d . de •Ja 1nJ~¿la · Si \~~ .:í~~Á~n16i-~~ 'ínarJ~<ló~ · ~~ri el 
•. - ,.-1,: ~- "·/· ·' ~ . -· . •. ,,-, ·: -~ . - , ' ~~~- :· . 

donador y 1os monómeros mArcado~:c~~ cii:tce!Jt~r; ;~·¡ cü111ü t~lnbi61{sé· .. pu<lieron 

observar cambios en la efi~iellcia de .1á tr~~sf erencihde energía .. 
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INTRODUCCION 

Las proteínas globulan.:s poseen. la propiedad de ad(¡uirir su estructura 

tridimensional autónomamente, en base úi1icá1nente a sll secuencia de aminoácidos. 
• - t . - 1 , • ,·-. • 

Actualmente se acepta que ~F.p!C!gamiento y cL eÚsarnbJ¡;j~. de: las subunidades 

proteicas en la 6éiL;1h: esfá~ :Jri~~i~cJo{.p()r t~{ ~1ia~~iJ~¡,1~s [~n ip:R..'.f. ·\981] .. El 

plegamiento in vid~). <l.~ Ia'd p~Óteir~~s.~sl; a~9rlá~Ic{:1·1'i1:1r~4u$C:ili11: E'k e·~id~r~te;quc. la 
' . ·•, .·.· · 1·. . > ,,-, ,:~ :·: '·. ·! -~--- - . -;-· -' 

renatLtraliz~ci óri; .in_ vitro'debC·se'f•. clif erér'ite.'del 'r lega1l1icnt~''/,1 ... vivo; .. debido· a :qué·.• el 

replegarnie11t~'.·~pl;fr~:-(~ p~~i!·:··~1~-1,{/~J.~~,1~~·P·¿l i ¡J·~e.tí~~c~···c~i,f 1pl~t a,; ·~i~;1ttri~· ·~L1e . el· 

plegamicnto··c1él:1'~1jr6icín~i'n:í'Ci~;¡{¿ ~-s • ~¡i;' i~roCt~o (fudh~()¡i1~!1ii} i11.·cii~Ci11li~rit~/de•. l•1 

cadena poi ipepÜdiba •. clcsde··s~1·•·. e_xtrdú1o·a1ni~q~·.t.~n1li 1íh1.• hista •.s t1·.cxtre~~b Car?•oxi.lo. 

Sin ctnbargó l~iy··.~t~~~1a~·· ey!_de1~ci··~~.·•· .. ~i1c;~4~,&1esf <1~'.,~~{~ .• ;ke•:oc111~t~~:fi~Ü1 -~~ .·Ia 

renaturalizcició11 "inviír8 es'~qtlivitic'n'fo·1i1:!'pá)tcí1iri i'littiv; •. con ~cs,;ecto á'todos los 
' ' • • ' • , • •_ , - • : :·.,,, .~ - e • • -' • ' • ;- \; • • • :, :" ' 

criterios . fisico~quín1icos bioqtÍímico~':Y. • biol ótl,iJ1is: El cpleg~1]Í ie11t_o •·. 11rot_bibc,;/n.vitro 

~:º:::'º~:Aa~f ~~~~5~€:f~Tii1E,i~;ü~Ji~~~]~;~~1J;t~~!f~1~~~:: 
determina la·-.• e~tructura,:trrdunens1on~l yl.a -v.ra·del•pleg:unrcnto .•• l\I desa.~ol~o .• de· .. un 

~~:i~;:º~i:~m~~tgJ~:,;'~º~~~r~'.?zd~t~~~r ti:~rú'1~~~~;!ié~1~ 
funcional. • '.. '; > • :. ' , ·? ~t. 

El· c61~Óciriiicrlto'.' 's~bú: •. !<Is •·· pr0tCil1;1s .·en '·has' cs'ttiÚás·~~ ng~11atr'vo~ · o 

desnatura l·i;.a<ló~~cs~'~i~.···Í}1~ fr[cl~;c~ii}2,6:~~~#;ió~/~C>ij-6í-J~· .1ff ~··•ii,r~i~f ;1~·s eü . sL1 

::w::·~:r~~ir~~~tt~~~~J~t¡;~~l~~~f ~t~ldf :/~J~);.~¡l~~~d~~~)~~~~~q:: 
caracterización. Aunqi.1e .mediante: rcfonar1cia lTiá.gnéfica• se podrÍaú hacer estúdiosde 

'. :' -:: ,. ;• ·:.;~'.· ... ': ': :"·; _··· .. :; ', :'·· . · · /., :·;' · ·~:·:·: . . :·" ; .e;~''." : .;:·;:.';: · '.·.:,~:: !: ': :·"': · ' : :: ~''.''.;: ·. ·:;·_ ·';··.-. -; ·'· ~ ·'.,; .. ~?,;.::·1·:: ~· ;.;'_ :;·.,.' i .• ·._:·;. '.• '".·-, : ... '. 

estos estados, existen· Iimitacion~s, pririiero pbr que la re~b1~1ciÓ;1 ele'!~ est;ucttíra. por 

esta técnica es solo para protcfnas de menos el~ 2Ó KDa, y sc~;,n~;pgr:huc en 
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condiciones desnaturalizantes muchas proteínas tienden a agregarse. Los estados 

desnaturalizados son cmciales para entender la. estabilidad de· .. próteínas, sus 

propiedades de plcgm11ie11to, su tr:ms11orte.<Í lravl:s dl:·•1as'111crnl>r:11:1a'sy;~t·11'l:l:a111l1i11 
en los organismos vivos. En los estudios· in ·~ftr~;~kra~lrat~~ ·~e elu~idar el 

mecanismo del plegamiento pr()teicó, : ~eneralménte'\; se};illici~-·co'n Ja . proteína 

totalmente desnaturalizada:.·.Posteri~.n~cnt~Nci·'pg)pC!~6 .•. a;_diI~Ír;.s-íd6s1~~t~~~Úzante, de 

tal manera que la proteÍJla SC rc1lattlraJizc> • §e JÍ5 pfoP:Ll:C~tri ~lll ti18dclo para que el 

plegamiento de una caaena'~bii~~ptí<1iha:11eJt1e·~ s\i·c~1~S~··l1,.1a1, c1 cual refleja un 
.,_, \· ,.·. 

orden jerárquico [FigtÚ:a)J.\ 

Estructura cüatemaria · 

Estructura· terciaria 

Dominios 

Estructura supersecundaria 

Estructtíra sect:ndaria 

Secuencia· de a~ÍnÓátidos 

nM -M,. 

Figura 1. Jerarquf ~ ~e la estructura y el plegamiento proteico. La estructura 

primaria unidi1fief1.~;ir/h~Ú "(~~~-) determina el plegamiento v la asociación de la.\· 

proteínas globuíbr~~::'Lú'v 111/eracciones de corlo aÍ~ance en ~l 11frel de la estructura 
- . '" '·· ' : ";: . ·.•-· '· . ·~"· - . ·- , ... 

secundaria se· .~.~~ril~Í1~~¡;tcih.c.:(m las i11teraccio11es de largo alcance originándo la 

formación de 1~1'óti~iJ.~·'e.~j;;,ctz1rale.1· y do11íi11ios (estructura .1·upe~secundari~ y 

terciaria) [Jaenicke, R.; 1987].. 



Dada una secuencia de aminoácidos, las interacciones de corto alcance 

conllevan a la formación de ·elementos regulares de estructura secundaria y 

supersecundaria,. los_. cuales_ subsCcuerilemcilte; constituyen dominios; -•. es decir 

lf 11 i dades est.rúcttrrales ;·~uc;se·;plicga~\f ufó11!()n1a; 11~.í1t.e.· ... •1in' t1'í1·· .. 11·i've'1 .. "p~óximo .'ºs 

::::~::;;;t;,f~11tf t~i,~i~~1:tI1;~~~~if~trf ¿~~~::: 
de asociación seci1encihÍ{Jae-11icke, R., 1984,). 

OBJETIVO 

. -

Aún queda mucho por . entendcir· acerca del· •. mecanismo del plegamiento 

proteico a partir de la cadei1h polipcpddica c~inpÍ~trimer;te dcspleg;ida;< Debido a 

que e] plegamiento. proteico es ufr p~~¿:~;-~o(éJií1áJllJ60 ~ite iinpfi~U-llll'~;b*~n. movilidad 
J,--<'-, ;1 

confonnacional de intenriéc1ihri'6icqi16pcis~en ~il1ri\icf~ ~~cli~c~rt~1,i;sci-há buscado 
: -~,'- .- ~-.¡·' "-.. ··,\_";;. ·¡'.. ,. _,- .,.:":~: ~--;~'" --

llíla estrategia qt1c pcnrii M-lih8~r:'mús~l~ilto.'f'' 1f r<ic6~o"dc' 1,(rc1l~iltu'¿1fi_il1c¡ór1'.proteic.a, 
con el fin de que sea posi,bh~ -~,1~:_;1iaV~}:~stci~-,i,i11~~11~:1Lri<>~/lo; ~u@isr1~dn1c1~tc • 

estables para su estudio estructural y ci1i~ticJ:c1cf:tlláclo.To1l1:111doc1i cuc1Úacl Í1ccho 

:::::~~:::~::::~;;:~::~~~:~e;~&JJtkJ~ri~~it~~J~i~t~~ 
1992), el objetivo central de ... este; ti~b~jo :JÍi1~:.::~élf'ridtb~i~%~-~-ib¡ _f~rJ&¿~¡j~· de la 

renaturalización de la Trisofosfat~ Is~11Í~ra~¡¡ 'c1~ rriicehls inVe11ida's·a. j)~rtfr de los 
'· ··: ' ~ ::> _ .. ·. 

monómeros desplegados mediante. Jri ' corrCiación estructura-función de los 

monómeros desplegado y plegado y ¡l~Í dí11;1.:,:o. 
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ANTECEDENTES 

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA TRIOSOFOSFATO ISOMERASA 

(TPI) 

LriTPI. cataliza la conversión reversible. de diÍ1idroxiacctonafosfato (DHAP) y 

gliceraldehido~3-fosfato (GAP), una rcaccióri .~sc'rici~I e1~!1a;.~.ía f1 icolítica. La TPI es 

una de las enzimas. mejor. conocÍdas.::Es un/dírnc~~ .. formrido.pordos subunidades 

idénticas,· con .. una. alta.·· con~la;1i{~1·c <l~·ociaci6~1,'rKricts~(1~ :~.k.a :; e.t ·al.. 1970]. El 

mecanistrio'·de Jái~olTI.eriZa¿¡(),i ¿ataiiz~d~:·¡;6/ia ;'f'ri :~e l1a. e~hiuiad6 detalladamente . 
... : .... i,;,;';-'·'. . ..... ·- ; .. " ·' ·'· -·' ' · .. - ···-' . ·--- . . ... ., .. ·.. - . ·--.; 

La reacción procede'a•iravé~ de !a'folÍnaCión;;de t\il intérmediai-ib :~is~enediol [Rose, 
; :·.-· ... :".·- .. _; .... ·.~·'·''-····'- ·--,-:• ....... -~---- .. - >·1:., ... é- .- .. _·, ..• ·~·· ••'" ·"· ', -~>-··"" 

-:-.:·;: 

LA y o-·coúell;;E)-'.',r~?r/; Fefsht; Á.·;: i 98s]'(fig.'2)> ···· .... ··. 

Además.Ia'.·f:Pr'éataliza•1~·dé~radac.i~11·clé•·•·los.·sY1strato{or-iX~y,GAP, .• para•dar 

mctilgl ioxaJ·;~··t~·;f.11~~Ú~~:Ór~h·~1\i~c,~·· 1·'.~ ~l~]J,f~.if.., ~bt. ~~1.1:r\?~~; }Úé}1llr~~;iJ:f····f 199J]. 
I 1'Cc'\ - \ ' ¡ 

Esta rcacci.ón es lenta·· comparadácon·la is0n1.e1·i~acic)11:'r;os V<1IÓrcs·de'la eficic11cia 

:~::c~:~~::::~:{~1;!~~t~J~~l~:~~f~~~~~f tt~~~~~ 
- ' ·~-:.:; .. ' . ,:~ '.'.; 

por altas temperaturas .. y· por• .•. GdúHCJ.•·[Zab"()r¡;·s., ••.. ~t •.•.• ál, .... 1980];· ~~diante •. estudios .. de .. 

renaturalización [Zabori,:·~·~.~t:ai;:.1~??0,;'~~lei~;s.g.{1•9t,3'1 y"c1ij~1}J~g~~~~~~~;.'fg:ásal, 
et. al, 1987] se ha postl.lfoélo~· qtíc ~ el.'.mói1ómcro<cs .. • friactivo: /Adéinás fió. se ha 

• r ., •• • .'" ·.•,O - • ··-· '';~ "·• ,-··-">'·'"<_;· .• , • :.· 0 
• •• • ··-; •• • ,.':·.' •• • ··:::f•; ,.::;..e<~--•.'•. • -,, • 

c11crn 1t r:1do u 11 .c<>l)lrol.al.~~1i ¿rié< ), <; ·:li<i<1li,trff{i~i<l~1d. gí1, ·,:.JI i1s. ( f~ is.•~,¡ 1 liiilillf~~1if~'·1 '(:GrslÚ, 
A., 19ss, ~-chfla·C:ker~·;{K_:))-,._·-_a·n~(-Gr~éY/R~-~i>~.ifh9~_;J_]':·}:_ ~~\:':: : _·:-; ¡>.~·.·,:··;:.~D.:·' ··,--,:::,_ '.,:-:·,. 

•, .. • :~'.:·''' . .I\.•, _,._,_ '.~·.o. .. <•"' -- .···• -::.:;·- ··¡. 

Johnso:~ {~~~~~;r1~f ~f~dtíi¿if~~~~~f :~~~~~~~i~~;'jf c~i~~'~}~~ .· 
molecular deLdí.lléro_es.532S{Da [Corrán;:.p.r~i,:,al1élWaléy;.s~d:;1973fr1áscádénas 

polipeptídicas i~di~idi1~ks pbseC!n 248 ·;1fui11~ácidos: ~~ h~1 i6tcrr~1inadb la;~stnictura 



del cristal de la TPI de músculo de pollo lBanner, D.W., et.al, 1975], levadura 

[Albcr, T., et.al, 1981] y tripanosoma! [Wicrcnga, R.K., et. al, 11J87]. En cada cristal 

las ·unidades· asitTiétricas'cmi~fo;{dJ L1Íl~Híú~r~.co1ri1>lcto .. C;1(fa subunid;1d tiene forma 
· : -';_\· .. ·' :· ;_ •.. ··.: ~:. -. · ·-'· ... ,,·.·e¿. ;· _, :: _,:7.~ .,;;···:. ~ .• • ,\.,: ". ' .. :'e<·-··; '.·,'.''°'/"; . :·; · i · . '..>_: •.• :, - :- ·,,_ "" .. ' ;" e'·~ ~ _· "'. '.. __ :: .'°' ·, ,~- · • -.-c./.-·. < ~ ._,:_ · ,· '. 

globular con dos . asas• sobre~al ic11tc~i/P~r ~tt ·¿~tfí.1ctt1~a ·.lit JJll pcrteriecc a •. las 
. . ' <: .- • : '· . .,, : -·· ·,··· .. _,_, .:'·¡ ;,': -. ; .• · -·· - ·. :;;- ;, : .<· :' -. •' -- : '• . -.- .. . : .. _ 

proteínas barril>c0~/frunilili:<lc 'apr,oxirl1adarri6nié;2o:p1'ot~ííúis · [I:'iguí·~ J] ... [Banner, 
·. ' .. ·- - .·.: /"- --,·-

D.W., et.al, 1975): 

GLICERALDÜHJDO J.FOSFATO 
( G:ll') 

Fig. 2. Mecanismo de la.ré~cción dejsomerización catalizada.:por la 
/ "- ;,,-_-_;:--.~-":~·.;--.--:.~: -"~-; ·- _ -, · -· · --.-;:; - -.=-~-;e·-- -··-~o~··.- - ·-~:.:. ''!/' :-- ·- ---·'" -: ."--:': ·,;_--'- ~'<--· ;,:.: -=-,_.-.,-: :.-.--.- -=-' :-..,_,- 7 :--o;_-•-:--·:;-.-· ·-· 

Triosofosfato lsOmerasa. Ló.\· gmpos .álla/ítico.\; .1·ón el .g/11túmico )65. y la 

hisl idina 95.· .... El G/u-J6Sactúa cr>1no 11na b;1se''ge1iemlparc(q11/tar:'~l.1~rotó11 ·.del 

carbono. (de 'lYúÁ~P, áyf1d~clrJ A~>,:!~ ¿.~ítcijisi.~· ~1&c11·/fí!Í~;, Cte·. rii) l[.v79s.y ,~·Ly.\·~12 
que hace~ ~/; hid;Ó~~~~ ·ma.\:cíl:icioy .e.,·1ahiliiCi1/ 'Íá.{ii/iá fiúgr./ti vc1 pÓÍ·cial que se 

• . . -~ ·~· ; ... ,;· .;'; ~ ,., . "\"-'. .. ' > .'.';. ;';•"··. - -. .- . .;'. ,., - ': '· ,,_:_ .·. f) -... '_,. • . : - ,·. • ... • 

forma en e!oi/J~C!nrí de/carfwnil<J ,/n el. e.,·1adf>ile1ra11sii:iún . 
• \ • .•• .1 - ' •• -.· . 



Ffg. 3. Estructura de la Triosofosfato lsomerasa . 
. ·.· ; 

Las partes globulares están formadas por 8 unidades a[3 las cuales se dohlan hacía 

arriba de Üna manera regular/alquelqspnidades · [3jorfnc1~unháfrilde 8.hojas 

f3 paralelas.1JdiJiélic~.\· gse'~rie~lir111;dcia ete.úeri<Ír. i.as coiiexione.~ eriíre las 

hojas f3 y/Os Hélh·e.•;.cxftm~dnRa~;c1.1·. · 

. ·. - . - . . . .. . - .~, .. . 

La TPI tiene i.m asa flexibfo ccrc1i del. sitio.activo; Esta asa CSlÚ fónnrida por· 10 

aminoácido~ ; sc·i~·ca!ii.a ~ritr~ los rcsid~1cis IOfr a l 76::En pn.:sc.:ncia ele \m .Úgando 
. . ' ; . . . . .., .. ' ; ·.. . ' . ' . ~·- . . . . . . . . - ' . ·' . ; .. " . 

[Banncr,.n.w; •. ¡ •. et ... ál,Jlf.75(Wi~rc11gú,••R.K.~ .. ct.·.·.al,: •• 1 .. 9c>'1.J .•.• Esic.:····n11iyi}nicnto•·:1ísla·a1. 

sitio activ~·d~i.~~()Jv~?t~ qu~· .• rodcaa \i,1 c;1zirl1a/ro;i~anfl~'.Fn.~1~u~}1t~/~~'.·J~iclróg~no 

;:,~7"'2'~~~; i~gfr~~IJ: '&,!Jl!t~~;,á~{[i,fü~~¡,~~);\;;;\~~;~t,~]~~'¡@;~~~ .. ~:;,;: 
contactos cntrclúsdóssúbuí1idatÍcs dt: l:t;1':1'~i,'~~a~(1l:il'il1:iÚ~f)i;, ... 1{i~Cí'~sidi1os 71.·al. 78. 

e· '."Y.' :. ' ' '·':;' :::,,·,,, . .r-~1_ . : '; .•.. ;- '· ,, , - . 

Estos se c{ticnclc~í. d~sclc tlí1~ s:t1bi;11idi1dihaci:I ilí1a· .. 1ic1i~licliír:L lodlizadri cerca del 
;''. '"/', . '· . 1, 

sitio activo de 1i1 ot~a~ub~1ni¿1út1'.'.'lLÓlis,·Ú., cL 111, ·1'cfoü1.··· 
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REACTIVACION DE LA TPI EN MI CELAS INVERTIDAS 

Con el fin de caracterizar la reactivación de la Triosofosfato lsomerasa (TPI) a 

partir de la enzima dcsnatural.izada por GdnHCI, se rcali.zó 1111 estudio. cinético en 
·" ' ,, .·. ·. < . - ,. -· ,' , ... -~ -· : ···.-.- - . ,_-_,. .,, __ ·- ... ·. ·. ·. ' - ·- . . : -

micelas invertidas. Se observó c¡ii~ frl~n?,imri i11i(i~i(ctiíúcl:i6a) de rnúsculó de conejo 
- ·. -.. -.~:;:--~~/;:>·, -._,?/· .- ;~";:_'.:·::: _)~/!-., ;:.:.{.:: ·::.~:;;.'~';.· '.'~!·<> ··<,).:_(- .. ~ ... :.·-.. :·_· -·, ·:: -::' '. .-._· .·;::.~ ·; , .. _ ~·:· . 

tiene una gran estabilidad en ~1; ~isté,n,a~dc MLd'or111acl~ .¡)c>r}09,ín¡vt el~ CT ¡\B y 

octano/hexanol 8. 7 % ·V /V ..••• A¡IJ1q116 · ... ·1 a·. attiti'dadd6·•~·1a. 'T1;Í''at.r
0

apacla;\en···I1is ·~,n.icelas 
con 3.0 y 6.0 % de agUa resuifó(~~r.4o:~ 1~ ~~de~~ll1~nor.'.r~~pé~tivh~i~úique eí1 

solución totalmente ·acuosa,\dondclaLadividad·:·cs •. de.4soó!µn1olcs·/.•1.n.in/·.mg, .no 

presentó cambios significatiyo~~kn~~·sEó~~~ • y~dis~iij1~yÓ't1ri;}o\fo;'.~&~~~éf de,.5. días 

de incubación en el solvente .. órgú~1icó [Gafza~R"a1~6~t:a.)~cA1,.1-992f X·•f 
.- o. <··.' ;' · "-'. - --. - •. , :~-., "·: ... ·. . -·· ... ·. __ ,., - ·. ···.-; ;: •:': __ ¡: "'.' 1:--, ·. '•_:.,<'" -·. ' 

Atl teri o r111 e lll e se . •. S<.• l>}_:• _;;¡.;c~·}··::~ .. in~~(t~r·,~i (;)·'~,-· <I~:: 1f ,'.· 1·1~t ·:~?·' nI~ í.~,11111.i' .• <Ic;uos.o s 

convencionales conteniendo GdnHCLJ:O M'i:labáh.igar_a lánló1í(>merizació'ridc la 

:::::. [~::~::¡,:~:'~~~!JJ~~1[t:~~~J1"U~Wi:f "'ttf :Z~J~t1.º d.~::,:~ 
: f._-:·'. ·,~--~---F:- - ,,- ·, .. ".-;.. . ··. '._(;_ 

desnaturalizante. ·.·. ··•. ·~¿• ) < 

Tomando en consi~emb.~ tiid 0;10 '~hleriO;,rfi,ef C:si~l~ ;~w~ ~] ~~ó •de la 

reactivación de la TPI .. ~(:.tf~n¡}.~rii afa6\izif1ri'.-·c!ci~rit~;~J.1izad~1"~~:ri~.G~HCI, ·al 
- :~:':··-~·::.·_; -~----.. ,_·_, .... '.~ .. '.: .',; ·,:_-,. ___ ;~_\. ::-,-.··_._:.'··.;·_·,:.; ... :.- ... ::··~ . ."':"'. .·· 

sistema de Ml .[Garz?_~~ainps/.(j;; et: al;'I9.92);Seasllmiú. 'quc~;en~l.a~:etapa de 
' .·.-. ·,, '·. 

transferencia deia'l;Pfa las n1icelas;ct dcs11atür:1liianlc sc.c!istrib.uyte·x~lusi~aíi1ente 

en la fase· acuo~a d~ · l:i~ M 1 ~:·la G~n;-181· ~~ :Hit1;~: m'~s •. ~~ Ibo }c66~,:'.g~tb. pe11nite 

estudiar .la >r~;1ritu:iati~aciÓ11 de. h1 ciÍzi11]a,ioi{fü;1::'~u~~eiiiei1ld )cc~1~~;:aciÓ1~ d~ .la 

actividad. Al.· di fiiirse d~(-d6~~Íat11rali;.,~;.{¿ Fc1r 1 ~s~K1 ic~Ítis~~1·*161iÓ1l1fi¿:ti~~~~~ ~c':r:etÓmar 
.. ~ . • ~ ' . ._ . ,. <·~·. '. '" 

::::~:~:#íf ~:~i~:~J~;~1~li~~t~:;~~¡fil~!~:~~~~¡:~r~~1 
.... ' .. . ,- !·,·· 1·.,• 

derivado de la detcnninación de ia velociciri<l 4e: reactiyi'biÓil. ~1~ ;fPJ ri . partir de 
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monómeros desplegados po.r guanidina en solución acuosa. y transferidos a MI es el 

siguiente: 

Da~ MLÍ.,--) Mü H Mf ~ Da 
.l. r 11 

·Mx 

. . 

en donde Mu y Mf son los monómeros desplegado y plegado rcspe¡;tivamente,y Da 

es el di mero oataliti~W>~nt~ a<OtivÓ; ~X '°'.''.sh6ndd a "na fonniic'~~cii:"' de Ja 

:·;,_-·~}. 

TPI 

G., et. al, 1992]. 

GENERALIDADES 

EL AGUA Y LA CATALISIS ENZIMATICA 

El agua participaen'todos.lospr~ces_os.bioquímicos in.vivo, sin embargo aún 

no se conocen por'éo~ptdto .los l~eCanÚ¡jfi()~ a:i1·avés de los ¡;ualcs el agua participa 
< .,,._-· ! - ·• ','• .• .".,•'.'«-:•-.:.-•. ·. '\ .. ·•··· .... · - .·- - '" ., .. (·.',"" 

en las reacciones bioq~¡ri,¡¿as y en ,el lliantenimie;1todé 1.a confo1l11ación i1ativa de los 

biopolímeros, enfr~ ~!los fas ·e·;i~i~as:\Elaglla ~~·i1a, fuerza motriz en I¿ r6nÜa~Í~·ri de 

las interacciones hidrofóbicas del interior de las proteínas gl~bularcs. Las n{()1écülas 

12 



de agua disminuyen las interacciones clectrost:Hicns, cubren la superficie de las 

proteínas y se expanden hacia el exterior cuando los monómeros tienden a formar 
- . ' . , -

multímeros. De tal núlnefa que las ri10lécul~s 'de agua son· p<1rticipa11tcs _activos en los 

procesos inv¿lucrid~s en 6'1 pÍCgü111idi1td Y hsóciaciÓn ele J)roteinás, además de que 
- .:- , . '.''- :· ·.·~ <··... .- -- ·. '. : .. ' 'i\,·. , ·_ '•.-Y. . ' 

confieren distinta~ caraéterísticas estructurales'<! las pfoteínas.' 
. ·" -. - : .. , . _, :·- \· ., -. ··-~. ' .. -. . .. -. - .-·. \ -.· .. - - ' . ' ... ___ ... , 

Las prot~í~ris:kol~~l6~t1lás~~ltal~d~te'.'dillA1ni¿ásJI~fest11dios.cristalográficos 
• ., - . • •. . - - ... _ -:, ---"~ ._,_ "., = ' - 'o.' - - - - -.- --- ; .- - • "· "=· -'_., -- ... 

y espectro~cópicos .int;~~t~~,~· .. ••que'·.10·~·~·.mbvir~ienfas:dé;las •. protcí 11as····varían •desde 

movimientos gIObales · hasta :.-~ib~~ci.Jn<!s. l()c~Íes: ·de: átÓm6s <específicos. Las 

vibraciones locales de los átolll~sde J~· ci~6~~~firi~iJá1 y:de~las 6~~~~as laterales 

ocurren en un rango de ~icosegt1r1di~.:rrlie11ti<ls~Ü~-{Ó~ i~ovi~1iff11iJ~c161osdorninios 
. - . . . ~- -·· - -"-. -, .. - - -··.·; .... - --. ,_ -.. , . . . ' ·'' .. ' "' - ,..,, .. -· 

ocurren en el rango de microscgti11d?s ~níÍ;s /'.' , .·. > 

En los estudios de rehidriifaciión,b.rad~iilde la psoz1in~.!;cyi1?'1l1os por el b~upo 
de Rupley y colaboradores [I 983]'.-~eJ~~~~~·,,~t1J;'~xÍ;~te2:i~r.~í~;i~d·ud~·- a~1a ·que la 

• ' i . . ''~:.< ,_._,_·~:"'·· _·,_.·:; ,\ - _, 

enzima requiere para poder ex¡)h!s'ar'súaéúvidad:·~at~ilíÚcá:·EsÚcs'l¿{Uarriada agua 

de hidratación, es decir una m?~~()~~~~~ qr/~. 4~1br~ 1¡i;;~tr~'~,fi'Ei9'~19~l.~·fhrcli~ír~~: Las 

investigaciones sobre los evei-t'tbs ..• 11{01ectl1ar&s :qi1é dc:,\j-fén'Eér1Ua :;:~IifrI~~tación de _·:·-. ,_ -~;·":· - ~ ; __ ::·:·.- :~. ~> .:.t ;·{·· -·'.::,'.' : , ·,_;·;1r:· :·.-_ ·>- · ;':;:--:---.:. ~ '¡"'·. :.--~-·F . :,:_'. ·: :;:- _; - .: }·~.- -·->'' 

enzimas han mostrado .qtte. exisfe'n tresc.atcigorías'.'dc.agüri:·· iniciéfndo·con la'protcíria 

:::~::·~:~:;~:: ::i·~~~~i~iik.~~1:¿~i;~S}f :~~;$;~~¡~~~'i~'::1i~~1~r:1: :; 
:¡','.';.'<'."j . .' • ;-: ···'. ~--- ·'- .-·~,' 

agua líqt1icÚ1•y •. 'st1 ~stniétü~a.cs .. m11y .. si111,il.ara;Ia'dcl.11gi1·a s6lid<1.· .• rfa •. hidrataci?n.•de los 

~~~;~~J~~¡~~~~t~f f ¡¡¡~jJ[~l!li~f rill\~l:l!if ii:~~ 
esta agua ticnelllel1orín6~Íf ¡(J'~ci··quE''cl agua.lib~c<~súS'rrióvilnic11io~ esÚ1n·limifodos 

... , .. ,-. . . ' · .. ,.· ... · .· ·.. .... -·.- '• . 
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Finalmente la última categoría forma parte de la capa de hidratación y posee 

propiedades muy similares a las del agua líC]uid:Í; es un poco mas viscosa, sus 

propiedades tennodinámicas y dinámicas difi~rer;,po90 ;de Ías d~l.·•aI,>ÚaHquida;. el 
_.. /" ........... ,, ... ·.' --

volumen es cerca de 1 o % menor y la capacidad calorífica es mayo(qÜéÜ cfol aI,iua 
. . -·,:·-;¡ ...• >;.·' • - '_._ ,'<'•.'. -- -~:::- ''",;· ·.' ' ' ,,,"_ •. ·. . -. -. 

pura. Cuando se empieza a formar la capa ;de T1klr~tdbió{1 ·la,itictividrid'~~t~lítica 
aparece, esto ocurre cuando el contenido de agua\es O) :. Ó.3 glgf de (prot~ín~. La 

. ' ,-,_ '•: :_' ' ' '- ; ., ';• - • ··"· '• . '• . ·• '·· .· . -~ ·, e .c .. 

actividad se incrementa confonne aumer~t~ ;la;'~~i>~ d·~ ·~Üid~~¡a~ió~. ~~p16y y 

colaboradores han reportado que la movili.~<Úl i111lfr1i1 de! 1'1~. flf<>tcím;s·ddpdr~dc de la 

movilidad del agua que las rodea. éua;1:clo.1'e ~b¡~L;~v~ es~a ·~gua ;o ~(: disminuye la 
·, .. -' --~.' . ~ .. · ·' -' . . ~ : ' ·- . '.'. . . , .. - . - ' . -' . . - . - . ;, . - -

disminución de la capacidad para.ll6v:i~ a:;ca~o la bitillisis .. 
- - ·--->:-e__-' --:;._~ ->.--- ·- ·'·-~-··. -;-.•.-. - . :-, .. -.- ·;. ', """·' '" . 

;M' -~·-"':_;'- ':"-; __ !·'.--.~· . '~-~~¿'.·;:>:_:~~~-:::' :··. _ -,=.;_c:_-o."' --

AccroN oE tos:I>E.sNA 'f'UR:.AriizJ\Ni.Es 'EN 'LÁ' EsTRücTLJRJ\-FUNc10N 
DE LAS PROTEÍNAS} . 

<,. ; ~ - • • • • .o ' . - - • 

;-· ... "" .. , 
-' ~,:_ ·- ' 

Los ·.e~t~dib_~',;c!e1~'B1gg~!úiii611t(). p~bt'~ic;()_.in vil ro, ;1c'c~sari<im~nte .en1piezan .con 

~~.:::: ~~.~~~dbr~;º~;;~41~~·1r~"~¡!VtiB1Jr~m~;~:·~~~rit¡~l~~t;t:.•~:: . 
solventes orgánÍco~üla'.i pr'5sió!f alt31 _yurl<l. vijfi~dact'dc}lgeíitcs.ci{otÍ:ó!J'(cps\pueden 
causar cai~bios_&ásti8bscn I~ •Cstructurl1i.ci6 i~s •·pf6tcínAs '.g1obi11~es'y .... por 

- ._.--\ · . .:.-._- ·."· .·.· ,._ . ·:·. ·.·• «., . -. ,- . ·;_ ''.· ,; ·f-<' ::_,.< .... . :._ .. . • 

consigL1ie11te.> 1d.·Pérd ida ;deda···'ru 11.Jió11'p,~u1 fdrd,·····I·.968]: iriii6·· .. nii• ··,1.L1ie~~;(j6~i~•~que···la . 

~;:7~·~::~tf [i~~i1t~d[tj~~.~~~ii:[i~~·t §~~l'!~i~i~tl~f 1{i~~=~ 
cspectroscopía'· óptic:· de.Iá•.cx-I ~'ctalbumi.;~·a··;iesc~tai:1;: e.~ide11~i i1~·· de: la·· existencia de 

estructura residu~I a···alt,~s ·¡empd~at~(;¡~;·:[~~t1Í11cJs}ct. i~I, '.J~~j]. ;En el espectro de 

dicroismo circular, del U V l~já~bde la ~~lactalbumina térÍnicamentc desnaturalizada .. : ... ,.. ·. '• -, 
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se visualiza estructura secundaria residual. Aunque muchas proteínas presentan 

grandes cambios conformacionales en respuesta al incremento de cargas positivas de 

la proteína entre pH 5 y2, la a?ici~11 desaiaun~proteínadcsnatüralizada por ácido 

puede causar una rcctrperaciórlparcialdcla\:li¡)tfcidad,Cq 'c1•uV lcjario [Goto Y. y 

Fink A.L., l 990frFi~k't d~lah~>'radbr;c~· 11Üi1 • ~tri6irido:~~f~ .i.~c:r~h;6,¡to, en· estructura 
;;' - < ::: -- -· ';~ .;' - 1::i .- ' ~ . . . - . . . . ' .. . , 

secundaria a .·la.ir;teracción\'if~ liis ,cargas positiviíd d~k)srcsidllosÚlc .lisiria con los 

·.{ ', ~-. 

1986; Le Bras;·.?·>ct: al,\J 989]/'º. incic,1~e11to'i['J'ijiín~,.s.?ct .. al;';¡9?0;;Sclleibe, R~, 

et. al, l 9~~;i?~t~~~~1,~·.~~-~,}~rs~rl~J~•~:;·p~~·};f 9~~,;~~%.~1~<1-~~1~~t<~·~j;t~~I, } 990] 
de la act1v1d~d enzunat1ca: po,~· I~ accronde dcsnaturahzant~s: a concentn1c1()nes .que 

no pr~;c:~~t~~~~~~~·~k1~~;c1ii~t 1~!~~::~;~~,,ti,11a~o.'ñu~que · haY 

Sl!pOSÍCÍOnes. acerca'dé;9 tle, .. e;tos''c.~m.oi ds·o2t~rren •a:.tra\/és. 'de·' •. ·rnodifica,cio~eS del .• S ÍtÍO 

catalítico .o 'in~di~Ü;~ ~1~1 Íh~ib'~cfa6 6~ .11 ri~~ibÜÍdricl de .1ri~;{ii1~i ·¿ fa~¡¿~ ~e los 

desnaturalizantes.·inVol~cfá .. 1a;~¿1Gbilizaci6h.dei\<tmino:ftci~.ºs~q11eso11:p:bco:soltr.bles 
en agua. ri~'..r~~d.s.1g~eJ¿\;~j~~~Jt· i~·~~~i,~,~¡~.¡oF:t,•i!Ii1.~'11~~.~~::farM1:[~~ " 
ciertos a111inoúci(füs. dctiilitú11 la~Ji.1érzasq1ic n1\111lic1íc11 lacstruct.11rü.·11úliv~í de.las 

proteínas· [Lce/c!rinc1:'+ir~~~1~6n::s.t\J'.,' ]'9741, 'l:·in,~i111i6,:~C!:cl''1Jro~¡;bJ~ ;iü'~·1a ifrca.y 

las sales de guanidina ademfts niÜ,difiquén la estructura: del agua [Creighton, T.E., 
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1993]; ya que la acción general de estos agentes es promover o incrementar las 
. . . ,· .. . 

interacciones entre los grupos proteicos ye! solv~•Jte circundante. 

Gracias a sus característica~~ íu{i~¡1·~··U¡,';:,,¡¡'Jcfd~ i11~~r;lilliis (M 1) so11 sistemas 
,-. :.. '~·:,,' '.·.:~;._;_: .. >/}.:.') .)::: . ..-. :·/:;·~- _::J_'.; . .::· >~:: 

que en el área de la cnzimología ¡JÚrn1itel\rcs'S1~br illgunas ¡;reg1111tas fundamentales 

que en sistemas acuosos convcncidn~~6~.i:~n:~¡/¡~frf~·d~ ahaiizar. Estas estructuras 

son agregados fonnados por detergentks e~ solve1;tes>orgánicos apolarcs, capaces de 

solubilizar microgotas de agua: En ~ni{1b~ ~u~'Js ~b1i~~s del detergente fonnan el 
,/ .:.~·· -.' .- . " ·. ·.:.. ,. ,, . ·i'- .. ,. • 

núcleo de la micela, mientrás qué· ·1~s residú3s l1idrotarbónicos se orientan hacia el 
\•, -·- . : .'.;: ,-

solvente apolar. . ·.· ·j\ ·•.·· < · 
El papel del agua en la'reiátiótfes§ucttm1:funciór1 de las enzimas se puede 

estudiar en estos. sist~mas. yi1;~¡¡1~ e~ 1>b~ible ~0111rülar~ dentiú 'de· cicrtll raí1go, tanto 
'. :-: _,_:, .. -. -.. ~::· ,-._ .. ;;·(;~~~}_:¡,;,\_;_::_~~/<_·_:~--~;·.· _:·: ~~--<- .-:·,.: ;.:- / ~~: ... -'.: · __ .¿;z_ )~. -, .:·-<--;~:: ~:;;:::'::'.~.'f;.·~/-.))-::. __ ,~,/ .. -~- -;:_'.'.~º\. -=:: e 

las dimensiones de Ja,_cav!da~. i1ifof6a ácüo~a; cón10. la _canti_d_a~ j<le>a1:,íua de fas MI 
~-· .. --·. -.~;::~~:_:',,:"~5>;(: .. ,·);;:r· ---~/-,:.·:~ ¡ ·:~;~·::··_:-~~> _::-< y_.,-.7·. :-_.~:->·· !:.:;;:<-._; _:._:·?;·: \:·. ·: \~1

_::~-- './}_< ~:'!~~f:·~-~-.-~\,:0·<·>:· .. > /:~'..·:.· :.;·.::· ·. 
[Eicke; .• H., 1980; •Robinson,'B:H.,•et.· .·al,'1_984]. ._A•_. una• 'con~cntraci.?n constante.de 

:::.Il~;t~i~~~t~.~t~t}~I5±1~~J~~i~f ~~~:~~~~~~::: 
agua esta Iimitada[I-Taf~ti; ~" 1985; '~oon, ~.I·f·~· ~.i~. ~e;1~'. ~.~.,. i~n4i Se ha 

demost~ad~·qíf6'·1 •. '.{i\1 i~ÍvJ\ .• ·c1~·-~1dtíü G1i. ¿'¡·~_t1füJI1'.:agÜ~id~íd'.~~~!·i;\¡,•¡~{1•·m;:. t·1~1~ h·ri'~ima es 
=-~'-:~~-~,"::'.;<.-:-; :-·-::, .. >- , .. -~,··:·:,~::-~ ·~ ¡=:.--'.'- .- '"' - .d•. . ' ¡ ..... :~ 

máxima,• e1··. í~ciio ·rrbmc-dio •c1c•.·••1:i~\:a~id¡ici ~t;¡·bsél.~1c01as'.fvi1'J'ci¡nci<lt.éon 1as 

dimensio11cs •.•. c1e:_·IarnolJJt1la· •. de··enzi1rya'._[kick~,1~1._•Y1'~cíi~k;··J:,.l_97C>;~alil.ne~,_K._, ·et. 

al, 1977], Un pará1~ct;o·~~1é il~dir6cl1;ilu!1itJis~ ~e1aiio'1~~ ~gn ~(trii;;¡1~~-~~··1:i.~~~idad 
acuosa es CI W 0, (¡i1e.rcprcse;11t.ii<1a'relációii d~1~olécul~s'dé ágliaYYrnol~¿ulas de 

.. '' .. /.-..- ."'-,"\ ~ ':" <·',-;,:·'·>.'«'_''.-.:h:'<--: ··:-,>·>~:·_·~·\_.-~::..~':''::-.>:.\:-::::::}'·.; .. _·,'~·~>,·.:;~::~_< .. ~,:~?:':-.<-;/~'-;:··;::-.-:<·:.'.:>· '. 
detergente. Por ejemplo .··para uno .. dc los s1ste1nas de MI iras usados agua/bis(2 

ethylhexil)sulfosuccinato de sodio (AOT)/isooCtano, un Vv_0 de 5 ( 1.83 % de agua) 
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equivale a un diámetro de la cavidad acuosa de 20 ·A. Este valor se puede 

incrementar a 80 A a un W0 de 50. Al variar el W0 se modifican las propiedades del 

agua que forma la cíividad.·acuo~;(de·la 1~1icela.[M6ng¿r, }';r-/J;, l!~.al,• 1973; l(umar, 
·~'· .; . : ' - .·,; . !.; •'. ;. :' - .. .-,,_· . .. :. -·'--- .. ' . -. ·'···-· .·'-'.' - -- --·.-,,_ :'.-' : ' - • -;- .. '"'--'.' . - :. \.-: > ·--

C. and Balasubra1Tlaúiari, b.)1980; T~üji;. K:;•6e~:.i'~'t 9831:Utiliz;11lcló'¿spectrciscopía 
'. ''.. ·,:.0,, 0~ ~O~.:· .. ' ' ", ' ,O,t'·--o;~ :·'-¡•:·, __ . "''-~'. ··• ~·; ';'; r~ _ '! >.~.'· · • •:•:. ''.-.. ¡".',_;- :~)-~.-;- -<'<'·:;~',,-··.·r··-' ·, ¡-.,-~, ,- ' ··; ·, · • • 

de resonanciáiJ:agúéti~a .11t1c'l6.a({~Mf~)· ptlfá ~ha\Í~úf.•.li~;füoV'ilid.¡id ·df ·1§s 'protones 

del agua; püi; d&spÍaiaíriierito quílúicb '/fieÍ~po':tlcfre1aJaC:i611 J¿¡ ?¿~¡){~, s~ dbr~ostró - ' ·- :. "< .. '".'• . ,; ;, , ·'·· . . . ·., , _,.. . , e •• •' ,' -··"• .,_ . ··.;· ·•• . -·.· .·::. .• : V··• 

que a u;1 ·w() <'.'6 'cf agu~ .cxistd,¡:>.:í1cti~~l1n~11t~:;t;ti;~¿{ágtiÚÍl;~¡da. st, 111h~Íli~tad se 
•· ,¡ .. -<•., ,:''.··· . ¡_'; .. ;.;> 

incrementa al· iífore1ne11far•el contci1id6· de .agl.la en CI sistenfa rnicclar [Wong;'M.;et. 
-· ,- . . - ; _, .- ~- .- ·. -- ,'~ ~- · .· L:- e'>< • ' ,. : ', - • •• ;. - - •• • •• ·_;' - • •• • ••• ••• - • " - ' - .~ ' • • • ', - • • • '" • •• " • ' ,• " : l - . ' 

al, l 977].··.c~úu1cÍÓ úl1~ proteí11á1·sé.·tr~;1~ti~·re ~t1rí'sidt61l1H·<le Ml~C ri1ltera'c!1~C}t1ilibrio 

:::º;~::z;:~iZi'!iltt1:f ii:r:iir~º~~~~~f ~\j~;:}lrJ,iº~[~~~,í~ti~l::qd:~ 
las proteí11~~~'hi~r~~Iicas·. se a¿o1n'odan. e;ll···el<ini·e:ripr···ªd~1:osb•·;dc.·.1.a~1~Í~beik°y .qllcdan 

rodcadas'ci~ · iii;lé~iil~s•. d~ ~~u~ .•. [M~rti~eé·I<:~ ~t.;·~I, ,{9&(1];;Ú11i~nri·~s que las 

proteínas·. intef,rf.11és &ci;!ri~;ibrarih (161 Íip~ el.e~ la~cit~cr~l~~'o:-:lctrif~ (R:alnákrishnan, 
- ·.:'.-,, . 

V.R., et.·al,.19&~;'.Escam_illa,iE .. ct,;•al,'l.9&9];9a-/\TPa·sade··.rctícl110~sa·rcoplásmico 

[Ferreir~,. ~ .:+:·;ye;j?~~k)10Al~ei~1,••s:,.·•1~89]•.~.ei~g~;i;:d~Gi
1

~nlri 1F¡~ela de tal fonna 

que la porción hictrófi¡¡~ií iritcr~ccibna con.Iáint~fra¿6 6'<1~gAC1,\'ae fa .~ice1a y 1a parte 
'. ·1· ... ··' .• ;~·· ,·, ' ' ". • .,. . ·.: . . '.:: ·, .. ·• • ' ' 

hidrofóbica de la.piot~íl1áfoteracciona con la parte hidrocarbÓnica del detergente y 

con el solvente orgánico [Figura 4]. 

Figura 4. Representación esquemática 

del acomodo de la enzima en el 

sistema de micelas invertidas. 
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E1 - enzima hidr<?/llica, 

E2 - enzima parcialmente hidrofóhica 

E3 - enzima hfdrrifi)bica. 



FLUORESCENCIA DE PROTEINAS 

La fluorescencia es una técnica espectroscópica muy útil en el estudio de las 

propiedades dinámicas de las macromoléculas biológicas. Las me~icion.c~se llevan a 

cabo en soluciones ópticamente transparente\ y se requieren pcqÚefí~scalltidadcs de 

material para el análisis, con la vcntaj:i de la rcci1pcrúcié111 tlt las,1ui1c~t_rasdcspués de 
-'\ ~:.--'-. 

los experimentos. .· s . ,l:: __ r·· 

La mayoría de las proteínas.abs~rben .luz.•y· .. •c1nitcn.é11 ···cl·1:a11go UV.dcl···espectro 

(Aexc = 280 nin). La;a,bs;C>rba11c.ia ••. ~·~:ci&~e\~. 1,is ·~l~~~b~~i~d€ ~f()+~ti~ps .tirosÍna, 

triptofano y fenilalanil1á, y: en:,· urú pcqúcílo por~e~thJ e~ a 'fOs en 1 :ices ·'dis{rlfuros . .La 

::~:::~:~~.~.i.~:.~?~~¡~~iJ~~;;~:\~"~~.··.:~~~:~I~tt~;z~JtE: 
-'.";·,"-; ····¡ 

transfiere ellergíh ~I tript8'iili1();. debido a qt;c · el. c~pccfr¡j· de :1bsc'>r2iór1; de .·esta se 
;•', •.• •• ,.-.:; ~.:-·-·~·';. ··; . ..!'.« ... ,~.·--,,--·:·.e;,,·.~·.· •;,>c.'--,,' '.;< ,-,," .~---·~-~-·: ·.":-;•;_•'oc.';·:,~;--,:',.';;··,'.,·,--

~::::::º~;~~;11;ttf ~rfr~;J~fi'.?;~~J,oi;.~;Irf~:~X~';:ttr~~~f §;';~tt~;J~,::~: 
emisión·. res pon el&·¿. ~a pol~;id~d' del :.~·ec1.i6 ciícüi1da;ite.' El :~n:lxiino•c1é" er~i~ié>Ü. refleja 

- .... - ' ..... · ...... ,, , ... _.,. ·,, ·;::~ . , .. - - ' - '• . ' . - ;._ ·. ' . .. . , . , .. ' . . . . . - .. . 

llll promedio clcla.efiCic11ci'¡l•ClllllltÍca lle 'fas Ú:iptof;iiios'cxpLlCSl~lS :Íll·solvente: . 
·; .. · .. :,,· ..;·.·· '-~>>.<~:~T· -·. ·::-·-:: ::·.;· ·.:::·.···:· ~--, '· ---·:··-- __ :>.··:": ·,.-_-:·:1. :~;,.·_~'.:-, ·-.:;-- .1~~~-<·.-_t>··· -"-Y\'. ::.:-::.·'/.--V --~-

Se observan cambios espectrales /coino .Ícsttltado étc .. vari{>s fonómenos tales 
·: -:.-·-·.". ~,,. , ,-.- \ :. ·. "-.'. . ' ·:~---; 

como unióndc.li,gandos, asocfación'protéína-p1:oteína, cles~att•r.alización y .()tros. ·La 

vida media •• de j~ ff~:º~;~ic~-·~ci~ •. ll~lo~.r~~i,dt1,~.s·~~·~~iptbn111~-.~?l!·~ ~~nd_'[L~~o~icz, 
J .R., l 9&3]."Pára'-~6Can~1isis\cst;1..éit1r¡il~dc;i~í·prote¡;~ª;ª· partirdc.···1as datos de 

'_:'/. , '.:: ~:'_ ... :: ':~:<: -';-.·-.:: ._·'.·.: .; :: -
. . ' . 

A. CEM= (J 1( i) A.d i)J(J l(A) d A) 
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donde A. y 1(/...) son la longitud de onda de emisión y la intensidad de Ja emisión a 

una longitud de onda dada [Bismuto, E., et. al; 1987]. 

Una enzima como )~ TPI de músbulo :~e coú_ejo posee 5 triptofanos por 

subunidad, los ~i1ales está1):disfribuidÓs·pO~·tOd~ Ja,p~Ótéína yptrcdé!"ser estudiada . '.-. - . ,, .. , ' ' - ' . ' ,.- ' .- ~ ' .. - ' ' . ., ,., ·· .. - ' . - - - .__ 

mediante la fluorescencia-·•¡nfrfü~écá,y; ~e;pú,c~e.:obtcn¿¿ i'1~i'ofi11a~ión sobre los 

cambios confonnacionales de su <·csfrGctlli~: g~rrite~í~'cfriá' glbb~Í, ' debidos a la 

perturbación del medio al que estén expue~tos los.residt;bs arom~tfcos fluorescentes. 

TRANSFERENCIA DE ENERGIA~ 

Es posible marcar a ~n~ prciteíllri con l.i'na sonda. fluore~centc eovalentemente 
.·.· .· ,,., . _, -.--: .. -:~ , .. ,- , .. ," •'· "," '· - " . --·,: -' - - ,; ... __ ._ :;._ . . . '. ¡-, 

unida a ella, lo que pórmiicY111<~1.1itc)~eafj la (o' líls)<scílai; (Jti) :tcl ;1!ui~~Ófo1~0; La 

transferencia de energía' del 'esta'dri ~x'~it~do el~ .• u~·~ dórl~dC>r,'(¡Í);t u~; ac6ptor (a) es. el 
-·. .- -_.-:,_:· ,_·~ __ :; :~~~'.:~~-'--'::,¡y':.c~;¡;'--)77;=-_;'';'•<. -_,-!:.'e~:-,-.~:"· .. ' :·:.'~-,·o-~(';~::.·'._':--~- .'-~;;:~·,---;:,~~-;,:~--.'-¡- .. ~ .. >_ ·.,_'._ 

resultado de las interacciónesdÍpolo:diP,olo' el1tre?1•du .y·''a';. Baja··· condiciones 

favorables la energía de e~hita~iói~ s~:pff6dri:~ransf~~ir'de t:n 11{,()¡;óforo a otro, los 

requerimientos son: 

1) la posibilidad de la i.nforacció11. 'dipólb~dipÓfo ¿r1tfe lós flu~róforos, para lo cual se 
.. __,.. -.. : •;··. \','\·,·,, :.: ', ,_ -· ;:;,1·, .. -.... -- ~ . -- '.. -- . ' - '- . . 

requiere que la distancia~ntf~ cÚos ~caellti~ ]Q )' 80 A. ..... ¡·_,_..,- '. ,•· .--.. -: --··-·._ . . ·.: ""'• 

2) una sobreposi~ión apr~ci;ble{d61~6~'~c~iro ele emisión del donador con .el espectro 
._, . ' '-• 

de absorción.d7l ~ceptoi\ 
El hcchÓ.:de qúe!;Ja tr;l1~fcréi~~iú de ónc~gía' opere pc1(üi1 mecanismo de. 

interacció1fdi~;ó1ilr~c~¡)1f2~-1rirtléítg.~~c~f¡~d~;1fi~·~¡g\~f'~r~~s·r~;.J.;~¡;·~~~rre~pi9tü··~·1a 
distancia (r) entre'lo·~··gi~ipos tjt1cparticipá~, L'<'iiilteraccióll ~¡iríil;co';~·e(in~~rsode la . . . ;, .. ·''· 

sexta potenci~ de la separación (r):'La efícienciáde la Íranstbfc1ici~de. e'llergía esta . ' ... - . :· ·.·.: .·-. '. 

dada por: 

E = 11[1 + ( RIR0 )6] 

1 l) 



donde R0 es una distancia característica del par donador-aceptar, llamada la distancia 

critica de Fürster, a la cual la eficiencia de la transferencia es del 50 %; '(Jnparámctro 

que se mide frecuenfo~Crúe es la cficicnciad~ la transf~rcn~ia de cnc~gía E;, la cual 

representa .la proporciÓr1· d·é.Jcislbt~ric~ ¡Íb~o~bi¿l<>s por·'CI. (J,j,i:.l111/c¡11~ sc;11 •1;bsorbidos 
~ '. -··. . <·· . :· - · ... · - :.'~ ,:' ¡, _; '/>,. - . : ' ·" .·,, . ' -·~'- . ' '. - . - ' . ' _·:· - ,.. : .. - . '· - -

por el accp!br. L.a eJi~icri~ia . de/ la frari.Srch:nCia ·ri0i·rú¡tlr1icil!c ~;s6'[blcula dél 
~ .' ~ ,~ ,, ; .:> '.·' - ;~;-~_-:_;___'~. ,·: 

rendimiento de·. la füi<Jres~.encia · r•c lativá en pr~sei19i~ J /~¿) 'y enatrsend a:( F;¡) . del 

aceptar o de las Vidas Jri6cii~s ~ajo cst.as ;~isrha~·c0.r1~i6i()nés: ('Cd:J ; -rc1): .. ·. • . 
. ~~r.. -,.·:~ --~--: ... ::~ ... ·--'.-~'- _:_' ').< . 

····E={- (~da/fa)}.· 

El. est~rdio.~ d6·1~.<lek1ndcntia '<l6íigradcl ~~ I;; tran;f~rer1ci;i con respecto a la 

distancia ·.cri>prote,Í;ias,~arcti1a~~ ••. ha•·•· dado.:c§1no?resultac!ó.· .•. vúliosa·· infonnaciém 

estructural. pi•. i51iJJ' d~~~:cÚ~tagci~~.' de é~~c f~n¿rh~~P l(lql~o~;/\)~')es ~oMp~fablC al 

di ámetró· de ·~p.ubl1a~:;~pi~f 6i;ia~~Y úi ~i()sb~· el~ ,1~!~ · ;1lenlbri1i~;1s· ~i¿>ló g'.i6a~}~S~1alq uier 

fenómeno· qlie. iífecfo Iáclista'r1cia ~Htr~~··~~ y'.'á;i'.~~ a~alfct<u: cfü.b~ridó~de la 

transfcre~~ia:X.q¡/:.eJcr~ía, t·µe~11~tien.CI~ .. ,•. a·sí (itrE .·· 61 ?e116T11~i1~~·'s;~:~ cir~tificado 
(Lakowicz:J:R.}l 983) .. 

En·. 'n uclias o~a~¡(),;~s "se····~t1~dc .. obtc'r!cr·· i111<l:rmit~i ó.1i11ccrta··· dci.1a'hsociación de 

las 1nacr~~.ol~~.~,~~s \:~e~i.~nt~~·.•~rs~~~i.~~.ef '.~c~ }r~11s~~[e~1ji11}1e,t~n~t~í~~' aún'~si.· estos 

datos no·· se.·utili~a11·¡Jara d~fonni,n~rlásdista11cias ,ent~e··las.:rnóléculas'de. ~ónador.y 

accptor.·.\l~1<l~f~~t~I~tI>·.;'.~ili(.~.•·1J1i.1~~!'~si0;rcn&i•<~c~;~~+l~ía\i>•1:;;1·<1,~t~~tiH~~r:~L.•t~n 
las mc1hbranas .lª~M::2-~a~2~A'J'P:1sa.· .. e~istó-cll· .• ·ún'cs.tadoagrég11do:-LaATP~sa· se 

~:;,;::e~raJ~~t;~t1t:.f ~f~il{~t1~~1t1~J.t%1t~~~~:Ir!::~:i:: 
fluoresce~cia ~~I 1~5211\EoXNs, ~c.~p~gÓ :parci~hhedt~ y'la del !Ar se incrementó. 

' .· - - -. -_ ,- - .. ' . ,',.-. - . .i:· ;:' - . . , . . ~· 

Lo anterior iridico que húbb transferencia de energía. clltre'cl donador y el aceptar. 



El grupo de Hamaguchi ( 1991) uti_lizó la transforcncia de energía para 

caracterizar la compactabilidad de un fragmento de ia cadena ligera de una 

immunoglobulinae1~1a:Mapritemprana.del pl6~aii1icnfo,j~1 fragilient()CL de la cadena 
- . . ·,' • -' .- . . ~ • ~. - "· . . ~- . . - . -<-·.· ¡· -·-···•«·· ·- i" . '.. - . .. - ' 

ligera dela. iml11llnoglobiilinatipo~k conticnC.t11ui'cistcil1a~1~ ~I :~arb~~ilo terminal, la 

cual se modÍÍ.cÓ·:~~I~··~ ;5~DxÉÓÁ~~'.:E~t~-ir;[.~~¡;¡()· to:riúei~c sqioiin tnptofano en la 
-'"''··" ''-l 'O". • .""' ·' ·"·- -., .-

posición V~8.:f:J;rrrigin~!itq'.601ffien~. ~;{1 J~1c11'1.e b(slilfrir.~;~f'.~t•~i.1 st6J';.J4ujOcon el fin 

de el irninar eÚ ap~gal~1i611tü·;·qi1ccslc ·provoca'd~J&i'títfrlrcsÓci12.ia.•;c1~ltriptofano. El 

fragmc11to . reduc~.1~ •. y1~AreAcIJ;10.11f 1 :~;:~X§~~~ •• se .e~'.tAcii¿.· e·,·; 1·;,~· et~pas·· primarias 

del replegamientci' a; partir del· dcspfCgamicÍ1td."e11!pre:senda 'dCI Gdr1 HCI, mediante la 

transferencia· de ·•en~i~í~ Cl~1.friptola'i1é~1 • ,,•:;5~1A.i:ú:>ki\rs'/Phia 61 frá¡,,rmento reducido 
. -~: __ ~: ~{:~-::·_·_ ·.\_;.:-; :~1:;,'.:':~.~;·.,:: . f > ... ·.,: .. --·~~º->Ft::~<-~ ::;;'.;'.-.· ··i~:_-~f>·::A<·;.-;~:~/r:~-+(_<- :<\:· 

Ci.-IAEDANS .··la emis.ión\del itript~fano\se?sobrc~one con la emisión del 

1,5-IAEDANS ·)';·s~·¿,¡;~~rvó 1~'.trai1~J;tcK8·¡~.d~:~~1¿:¡~í~~e1it~e el triptofano 148 y el 

grupo 1,5-IAED~~~,6~·~~s¡nbia dc1'Ócl~i~ic1'.-:EiJ,4~'d¿GdnHCL la distancia entre 
. ;; • _ :;/~: ... ~:''-'-~'- · -~-,-·~k,-·/;;·;-; - ~;'~-~ ·--~_:.>"-'º·'· <'-'['°•~~--:-:-:-?--:.-~-;")"::'··-;-,;!,.~-:."o,"·~~-~;·;';'~'·.>.·:,·'-::.':; . · 

el donador fe! aceptar fLieJl11üygra'11deyfo efiéicnCia de la transferencia de energía 

resultó muy baja.~L<t'f!Íst~n7!a §ntfoel;{ji~füf¡i~~Ú4~~)'iel grupo. 1,5-IAEDANS en la 

proteína· idtadt~. ie~.calct1Ió .• •n1edi.{mfo .. ·.l.os'<latoºs;dé"l.a··tfa11Sfcf€'1ci?.·.dc en,ergía, la cual 

concordó bi~ci.; 6~',i.·1~ distan~fü •·•Óbte~~id.~FrifedÍa~te.C1~ :·c~i~faÍ,~grrina'.;·de ~riyos X. 

Mediante· I~ fr~~~fe~~ncf~ á6 ·~.ncrgía se' est~1diÓ'la''cii1étifa del }lcspleg~lento.y 
replegamiento · c!eí' rr~Lrili~ntó. 6ura11t~··. 1a'ciiriétida d¿i•.· t:6p1ega1liic1úo·:se ca1cu1ó 1a 

eficiencia de la transferencia d~ energía ~;la J'i·ia1·:.,dcúhzó d. 11ii~11H> nf~cldcI: de la 

proteína nativa en una muy tcmprmrn·é~dbailclil~~lcgÍu11i~nto. ·. 
. :·· ·~. i . '. ,· _. - -- ' .. __ . ,_ . ~ " 

,-,::_.-;-=;;-',___ .. 

POLARIZACION Y ANISOTROPIA . 

Al excitar un fluoróforo. c~11. lllz: polarizada ocürre una fotosclección que 

consiste en la excitación exclus{ya de 16s flllo;óforos cllyos dipolos de transfoión de 

absorción se encuentran paralei6s ~\. v6btJ~ e!Ócfrico de excitaC:ión. Esta. exci~ación 
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selectiva de mia población de fluoróforos parcialmente orientados da como resultado 

una emisión parcialmente polarizada. Dentro de cada lluoróforo los momentos de 

transición para. la absorción y la_ cmisionticncn orientaciones lijas, el ángulo entre 
_, ¡,-. ,-· - ,,-, 

ellos dcten~i lui•Ja ~Í1is?l:ropf~ il1f;}{imamed ida. 

Parnlllidi.r'Ja ~6lari~.A~iór~·:dc
0

!'1a'fluorescencia y la anisutropía, Ja muestra se 

excita con; ILiz···vcfÚc:~1;11·¿,!t~'!1~l~1ri;ada (Fig. 5), el vector c10ctrico de excitación 
,,.,._,._., ,·,: .. _,_, .. _, .. ' ' . .,,- ,:· -· . ·- , ... 

paralelamehtc ;scori~11fri.di'·cjdz; ~nlonbcssc mide la• ir1tcnsidadtfc:cmisión a través 

de un pol;iri~aclor. tuiiiic1bcl '(J~1i1;~¡;;~;·id;;'ar1aliz;idor.scoricnú1 p;¡r;1l~la1nente (11) a la 
· .-· .. -·-.,,, · ·: - , ;~··.' .. · . .:·. - i ;·;·. . .. ··, '-' ... ·.; ·-.-. · - · ·.:... · ,._, '-~·: - : 1 ) •· •. : · ., ·e ;_" ;, -' -~· .' · .. - . ; '· : ·· 

dirección· .. •. c1é1~:ex'ciiac!§ú·1Jp,larizada, Ta··. ii\tc11~id~-c1 ;bbs_cr~:{cla csil11 • .' cwmdo el 

polarizadcfr ~s·.~}riJ~;1d{~ui'~r .(:~·)}1.1a,~xcita'6iÓ1?(1i1 Ínt~~~si~diic1'·~~ 1] .••La•pol~rización 
de la íluornsc~r~~ia ;~" y b':lnisotr:bpí:1 '' ¿" • Csfaf,:~l~fir1ld;1s (for'-

p =' ( 111 ~·{J.)/(1 11 -rli) ·· . , ... ·.··. 

~·· 
. >-V. POLllii1zrn 

'./ ·-· .. ·.•·· 
- IWllfºlflll .· :.. ,. ·· . 

Figura 5. Polarizé,lción de 1a~luoresc&r1cia y Anisotropiu 

Los valore~ de pollll"izaciÓú eje I~ nUorcs'~cr~-cia para un fluoróforo~en solución 
~·· '~ -º'' ~ ·.~-...:~ ~=._--=:_ '::o-=·-'O'. ¿:,,_,,'°'--,- -

acuosa son mú)' µ·e"qileiíos,debicÍÓal·rnovirniento Browim10, si11c1nL)argo· el·. fluoróforo 

Se puede colocar; C~,'llll_mccJio,;tlt~l;llCll(C .\/ÍSCOSO en. cli;nd~·,fa•,PO·¡;lfi?,~Ción. de. Sil 

fluorescencia séa 1lmy()r d~_bÍcto i11arcsi~icéi6;;tlc su r1á1vi1\1;Ji1\0:·'1·:1;·sÓÍuciÓll :1cuosa 
' . 

los fluoróforos ·, covalentcmentc ur1idos a las protCínüs 11111és1nÍn 'un 'valor de 
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polarización de la fluorescencia de 0.2 a 0.3, mientras que en un medio altamente 

viscoso es de 0.4 (Lakowicz, J.R., 1983). 

MARCAJE DE' PROTEÍNAS hoN M.ÓNJfoJ~'És .FLUORESdENTES 

se l\ov~::rb~J~~rÍdt~fü:~~~(~r.~~~~.~jf ,~~t':~!:::;¡:,~::::.0~: 
~ . '·: • .. -' -;·:'¡:; •,,' :.;.«• º·.;;:~·'· ~ -"' • ... e-,.:',·_ '' ~ ., " - :· .' •. 

eli1ninar .. el. •flt1(}róf~fo;. li.bre?Estp •... §c·.~úcdc 111tccr'.al':. fi.lfrar'.ia •. ·,·~lL1cstra:cC>n· .proteína 

1narcada · ª. tr~~és~.~~/ ~ilª·"~pr't1'fon~.; 1·6, ~e¡Jl1~1?~~·q.u~ .?etep,ga.\a 1 •.. fJLi~rÓ?ord •. libre. 

Posteriormente mi~ién<Jo'.la ••. polarizació:n.·.cje·•.1a ! f1uoresce11cia ··es. posible ·s.ab.~r.· .si .. ya ··se 

ha eliminado ·t6ci~.~i"ñJá;~r brci1íibri; y~. q~ih 1i . ;l~;r.~íiar·~,nª se~i"~~ ~~i ;;Un6dir la 

:~:::~:;d:f .::":";:·i~~itr!tJf :~;~~~6&~'.~i~!~~J1~re;W!t~ti~;::~: 
las filtraciones necesarias hasia~lf~~~;: ~ .• ~lll~ valor :2é>~~táJfa clela'i ¡)'61ari~~Clón.de la 

fluorescencia. El valor de 1~! ~Jt~;i*~'.~i¿~1 á~ I~ m,S~ds~'c·~~¡a:'b I~ a'1,is{)iiopí~ de ~~ 
-· .·_.:, ;?: .. ~·~ <::_:-; ---·,' . . ,, ·_-_-_-.'.:: ·-- . :._~· 

f111oróforo unido a una· 111acro1í1<)léculi1 va· a dc1>~'11clér del, sit iO 1k:'i'i11iú11~'1lc if1íe fo1íta 

flexibilidad tenga este sitio, ~s:cidfir'~ari d~~enif~,'.ci~ la nfavl'~11J¡;,,~¿¡,~ ~Íobu1•·así 
como también del tamaño'cl6·1~.m~6r6lnbféc~;la.';. . .· . , 

Tomando todo lo anteriór<eJ1. c'cmsidcraciÓn lifecuaciór1 dePcrril1 nos-pennite 

calcular el tamafio de.·.l~,(laiiícLti~-·~lacu;L~(! Únc
1

Cl ,fluorúfo~o> Esta ec'üación 

describe la depolarización caus~ciá '.po~ laC:~tifi1si6'~ rÓtacioriál. del · flu~róforo. La 
;. _,·- '"º ~> 

1/r 1/r0 [ 1 + 't RT/~V] 

1/p- 1/3 == ( llp0 - 1/3 }[ I+ 'l:RT/11 VJ 

donde: 

2'.l 



p = polarización de la fluorescencia 

r = anisotropía 

Po= polarización de la fluorescencia en ausencia de. difusión .rotacional 

r0 = · anisotropía' db:laÚluóhiscenCia e11 áusencia de• di f'Llsión. rotacional 
. '', . ,.··.1·,,· ;_,\> __ ·~";:_'·;_; ,'.;,."' .• ::·;";;·':.- -\• ;', ; ;;. - ---. ,., ' .. i 

T = temp~i~tuth':cieJa sbi~1éió1~· cfi<) · 

~: ::;:::~d~l~2~~~rt~l~f m~~ir'm?I' ·'~ _, 
't =vida rnediá<lelaflÍ:íor~'.sbéricia'clel:;flJoróforo (ns). 

. ,._ -··-, :·:-'"'·- :, .,_, __ -;, ;<-: -·.·.-:-_,'..· .. ·'-~·-_, __ -:·-~,_- ,•.;_; . .;, <" '. '-

En esta ecuriciói{sé ~o~~id¿rriq't.ci la páÍtíÓii'laJiene forma esferoidal. 

Las•rrledÍdaide!'#61ii;izaci6n···de,·I~'fluore~c~ncia·y .. anisotropía ••• s9n .. también de 

gran utilidad·eri,i; ·~1:ye~-ti~itiÓ~ bi~q:t~Jn1i2a:1F:~ici· s'él<l~he 'ri,9i1~ clÚdqui6r·fa¿tor,que 
afecte el tamafio, •. ·la f oriii'a;oi'f nio;ti.1.idridloc.al'••.d¿'.uh~·~'acr~~olc¿Úi'a2vti a. af~ctar las 

anisotropías obsecy~cla~'.-i,Est~·;~;op ieá~d ·i1c · 1Q~ ·f{i~ér~ín~·jé~{,1a~~.~~,)~1i!dc'·~'r~btar, por 
cambios en ·pi{; l~;~,¡;~}·¡1[~;l~a.·;vi~cusidúÚ, Ú~slli111Ú~~li).a1i'Ws }. 1úir • {C<,{c¡~,;1cs de 

asociación:· Los .1lt1or!t~í()s.icn·cralrnJ1~tc;abdorJ~,j···1bton~s·h,yós·'•Cect6~es:e1•éctricos 
se alinean paral~;¡~~~td\al ;n~~~e~to •de t~á~;ici~n. J~¡ >'f1ub~ótkr~~\1 .6~f.~1·.tie~e.una 
orientación ·definid~~ik~·tll1a· sbÍ~16ió11•¡iso!iópi~afas •nub~ófarós· eslá,;?o~i~ntados al 

azar. 

CARACTERISTICASDE·l~5-IAEDANS·YF1TC• 

El 

(1,5-IAEDj\NS) (lig'.6r~e:'.lmc . c6~aÍ~nt~mcntc ;( las·· cisiciuas ele las prótcínas 

{ [R'-NH-(C,;;;~)CI-I2I]:.+ Í~rS-R:_:_; •R'~N,1-l-(CFO)~C1'.12-sg} ,.tiene un pico·. de absorción 

a 336 nm, además éie'que ·tiene fon1bié1Ú1!la absorciór1 a 280. 111rl que equivale a un . . . - ' .-. . ·' - . -· . ·: ' '-· .... -, . , .- - . . : ,·:' - . :.~ ·' ·.-•.' - - . . 

20 % de la abs~rc:ÍÓn 'a336 nm. Su fluorescencia es d~pe1icliente de la polaridad del 
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medio, en agua el máximo de emisión se observa a 482 nm, en soluciones .apolares el 

máximo se desplaza a longitudes de onda menores, es de.cir hacia el azuly Ja 

intensidad de la emisión aumenta. El tiemp() .d~ vicia mediai'.cleJá llllo.iescch~ia del 

1,5-IAEDANS es de 20 ns, debido a. lo:~u¡1IJ0~\c~1~jugadps 1(\E[}¡\l':JS7pr~tCí11a son 

muy utilizados en estudios• d.c· ... polarizació\1···dc···.l~ .... ,fü~rbsc•dnci¡ly'[CtilÚs•ióÍ1 •.. rdtacio11úl. 

La emisión del l ,5-~D~N·~i;~i:1~~~r~~'.ri~·;C,~~i·'.I~1"'.ab:s2¡~;ni.ia.·.·&cl~j~oi~~cirindto•·.de 
fluoresceina (FITC), l()/:lg~ ~g' t1ácc 'sch.m1 •:reactiv?,·. ~~celen!~ com6 donador en la 

transferencia de energiiúil FITC [Lac~~~icz,J .'i~:·, J 983]. ·• · 
' ' - . '.' __ ,,. : .. '' . .' : .. ': ·:~ ·:" ... i·~--." - '' ;i_·:, : ·'. <. - '. -' ' '; • y •. ~ ~ .-,_ ·. . . · .• , -

El FITC (fig.6) '(R~N;;,,C~s)· s~ ~¡~¡; cbyale1ltem~ri'te'aJi1~ ~ii1iiiis libres de. las 
' _.,:_.; . -;, • ' n~~r -~2- ,.·.·o .. -· "t_.·. ,'·:.~-:· :~ ;, .;·:;--:<· 

proteínas, fonnanqoJioüre~s.'(R-NH~~C~S):NH~R"). Eyt ie1npo.··deº.vida media• ·.de la 

:~:~:::':~ ;;~~J~J~~füi1 ~~'~el~~;if ~i~~~d:~~;~~,,.~J;'~j;;~"iio~t~~ 
~::::::::.,~,:9;~~',f f ttli?f~~r~fª}[J;f Jªi'iW¡{~~~;~¡~J~~2~'R~,i~J~.:r~~· 
ó 336 nm pani, l;s~ IAEDANS}: A ia absÓiciÓÍi a 28ó"n1~ Jg1ri prothín~' Ín~~~ada se. Je 

debe restar fo contribución al; absorb<m~ia a 280 nm d~I lluorÓfor(). 

Fig. 6. Estructuras del 1,5-IAEDANS y FITC 
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MATERIALES Y METODOS 

MICELAS INVERTIDAS 
El sistema de miéelas invertidas descrito por Hilhorst y colaboradores [ 1984] y 

utilizado en el presente:'írnbajo se. compone de una. mezcla (CHO) de 200 mM de 
' ·-· :.-- . ,. ~" . : '-, : '. : . . . . ; . '" -.. ,. . . ·- -. 

Bromuro de hexadecÚtrii~~tüa;rior!io. (CTAB) en óctano y I-Iexanol en una relación 
... , .... ,_ .. - . -· - '-'' .. ·· .. ;'""- _._, _. .."- ... 

volumétrica. de 8;1 'o/o\rcv1vf [~~ ;1liiC:¿1as>irrvei1idó~ s6 1om~11n .:a1. añadir un 
" " . . . . ' . ' ''"' t., . - -·- .. · ' - .. ,. •. -~-,. -~- ' ... ~.' - ·'· .. ". '. - - ·: ; - - ':;" >;:: ' .· ·~ 

a1nortigL1ador•·•ª.cL1()s¡r;(TEo).;sc.•·•.11iui·. c16s6mo·dos{.di:1tra'1~111~·;~1e'Ía~ri;c1e~··.este sistema 

~~·~::~~~~~~1U:lft~~n~:~~~,~~,[jJ.,~t~,~J~,~~~i~~~~;,~: :,::.,m: 
posterionnent6· s~: ilgit~\vigora~i11T1e1ú~ rl'asta 01Jt~;16rYunit' soruéióa·· ópticamente 

transparente .•..• Esfesiitei11a pen11ite/solubilizar' dbi<l~''J.s.Ti;sta 1·0.0 % de agua, 

obteniendose un~ ·~6iÜdi6n:ópti~arncnt~.trhnsparcintci.'·Jjk ~l~unos experimentos la 

concenfración.de·Zgitii;'d~Isiltei~~ s~.~~i\ó;:~lat11nc1i~o,dci.1.aéántidad de a1:,rua de las 
,. "--;_::.'.". ¡_,_,: - O :;_- -.' :·· 3-i·;-~~·c·- ?:-;; - -,:-:¡ = - ,--=~ - ~:' ; '·~ . .,- -¡ '_:]-~ -~~;:, ·:;: ·:-;·:~~" -' - -:O 

micelas se hizo riña.di.enC!óc ü'i1á (fotcrminadá cá~1tida~ de amortiguador a las micelas 

invertidas.y se.• agitó ·.vigorosamente hasta' o~tcll.er:·tilla .solución transparente. La 

disminuciJ~·d~ la cantidad de.aguase hacéaiIÜ~eRdd'fas1nicelas invertidas con una . - ·., ···.'. ;. ' 

mezcla de CTAB 200 mM, n-octano y hcxanolcin t~nar~lación 8.7 v/v. 

ANALISIS DE ACTIVIDAD DE TPJ EN MEDÍÓ ACUOSO Y EN MI 

La TPI (20-50 mg/ml) se disolvi¿·e~'.401n.~fEÁ./f~ mMEDTA/ 1· mM 

DTT, pH 7 .4 (amortiguadorJED). L¡\TPI~ativa ~.k:&~naturalizhda :conG~nHCI .·'se 

:::~6d: .::~:1~1~:~t~¿~~%1i"p~ti~~~§~~~Jjf i~;~f~ó~:~¡ ~r:; . 
:.,. ¡ 

. ..·. _, : -· : ., ' ';,'·.·:··. ·>::-··.f.-·.: ·,.,_ :_ ·, : ... , ·. -~/'-, ·' :-:;, :··_,_ ''., /.·_;.-,: ::,•; .,•.;: ::' ··:·-«--{:_ ·,,:·· -.; -. ··'. : _, . 
TPI por mi de .MI del volum'en total) se utilizaron ' parn rnedir. lá áctividád y se 

"' - ,. ' "·, ·-', ',, • .·.- O•• ,· .:/: • "" \ ·, • :- • ·."", " .".1 :- ' ••• '•:,.;e'- .,,, '"·' ' ~.) •. '"' • "• 

agregaron a 1 mi de TED o MI (fonnadascon Ii1ni~~n•i.c~i1{Íi~•1d'tíe'.dg~ri qué ·el · 

sistema anterior), conteniendo 6.6 mM de ci/\r;:ó·.·~M de ~·~NAofrc:w'6;11M por· 
' ',·' .,, ·::,: ' .... ;,,·. ,·. ·"··· 
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mililitro de mezcla total) y entre 5 y 7 mg. de a-glicerofosfato deshidrogenasa 

( a-GDI-I). 

TPl 

GAP <=> DHAP 

a-GDH 

DHAP + [3-NADH +H+ · ·-'-? a~glicerofosfato +~-NAO' 
- - - -

Para el :cas~ de.: Iris ITlicelas ·~~}asum~ •.que: estos éOmponcntes se distribuyen 

exclusivaníc1Ü~ dn· 1Kra~6 áÓ1io·~·i1.ú61 :i~tc;~·; .. ~··i'.a:,i~a~~Íó'1'1'~6)11iUió<ll ,;fladir alícuótas 
/,·,-.·,- •,',-' ·: .. ·'· 

de TED o MI contenie11d()·11;1 ji;lú · rdéciÓ¡1 ~·e :•i11idiÓ .. · .:~spcctro/0101ú6tricamc11tc 
siguiendo la oxidación de 13~~101-i h ~4q'J;k/:s(1íri~ierifrc~~o;A·úe'j~·~~ti;\,~~~§, de. la 

enzima atrapad ora· a-gl icerofosfato~C!csiii<lrogenasa 'nó és' 1 iilíi-t~HtéPycfi:íe'.el'süstrato 
-,:',"-

se encuentra a concentracion.essaturantes./La·~pti~idti~ .. es¡)ecífi~ádef PI ~e e}(presa 

;~~¡~:~ :::~¡n~~~j~0\~~~ec'*~~i~f ¡~19Ji~:~tZlf ¿~~~h.J~1:~::fl~:';i1:~1 1:: 
muestras para cuántificaria·•,;cti~idü'c!'de•··fo'en~im<t.· .. i 

- - . -. . , .~ .·: : . . . • ' :<; - : '· . . ,·. ' . :, 

DESNATURALIZAC1ÓNDELÁ ·í;1;rm.(soLucroN AcuosA 

La TPl se ~lcsiu~tf1r'ri1iiÓ 211'n1cdibs acuosos al incubar por 1 hora en TED y la 

concentración ·i1idica~l~'dÜGc111lib: 
:_ ", 

RENATuRXL1zA:CtoN,bELJ\Ti)1 EN TgD y EN MI. 

Se trán~tieriÓ ]'µ1,~e Ía mezcla' anterior a J.O mi de TED o MI a ún cierto 
"" . "' ... ·. -

contenido.de agua (2.0- 7.0 %). 
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FLUORESCENCIA DE LA TPI EN TED Y EN MI 

La TPI nativa o desnaturalizada (10-20 mg/ml) en solución acuosa se 

tra11sficrió .ª. __ TEJ?.-.o···a'M.1.·, ~c:si~l1ió su·~111isió.11-. de_ 295_ .• a.450-.111n,·-.·a.cs1>ués_de excitar 

:.::

6 <~"~·~s~c1~~~f :~~l~~-ít:.'~~¿jj~~·í~:~"·~~~";:i::~:,;~:~::: : 
fluorescencia ·~e iiifri'ió ~·ia TP(c'ri L~n-·r;11fo :<le.·C:bn6e~t~~cioúei·dct7 iÓ5:µ0mI .. Se 

·-.,~;·:e-·!;'.;·-·· ~-:r·'.·:.·,,-· ___ ;'·~ .. .'-;·~.:''~-~-·.,--· .. :,·- ·. - .... : :•"·::'·:";-º··:-:--.t-··,_--;""'' ·;. -~ ... ·:,; .. • 

escogió . Lu1~ .l~n'~itt1d:.d6 .. 0'1~di :c1b\ex~itRció1\•.•.·cic•·•:is6 .riín '.:'<.lcbidÜ aquk en .···estas 

condicion~s-~r'~i~·oiiam'.~\:ará¿tcrísti6o ~~r; eln-é)cta11o no intcdíere con el pico 
máximo dciia·~;Mlsióif d~·l~ fp{:. ... . . . . . . . . 

MARCAJE DE TPICON J,S~IAEDANS y FJTC 
- - . ,. 

La TPI (20-50 mg/ml) se disolviÓ eÍ1Trisl-ICI 20 mM pH 8.5, se.incubó por 15 

horas a temperatura ambiente coú L1n e~de~/o.5 J6c~s rri~iard~ Í,5-IÁEDANS 
:~~e <C- ,; "~_";_'. - c?.:'.!-c\,'. ,-C ~,:. -

(disuelto en el mismo amortiguador)o'dc.FIT.C (dís(~eifo é1~ .bMSO). Se eliminó el 
·"· ·' . - ,. '..-·. •"'. 
··r.,·-.:- !-·- ,.,. ·.·-. 

íluoróforo libre por la técnica dc.cc11trifi1gació1Y~fihniti(¡njl(;1s:ifr¡u\1.M.'.yip~ncfsky, 

H.F, 1978]. Se pasó la muestra a tl'~V~~ ~f.',~.]~{c,;~}~J~H1~t'.é.~~y.:&,~J~:s~Rhf1~cx G-W 

equilibrada con TED y previamentc':c'el1ÍfifL1~adai{fara clin1Í1~ár>~l· exceso. de 

amortiguador. se centrifugó. p~~ia'0vtf ~~é;~~~:?/8·2:~ .• ~~-•-t~(~·1~;tr··-~~-~- (1\~'.~,c?l.~1~na 
quedó el fluoróforo libre (este> Scpuecle'vel"coúuhal~íllpara .. UYfy'la p~oteín~ unida 

al fluoróforo pasó a través dé la ~01[;~rii.- ~~ n,.ci~i6.L'·;b1r;¡,Ji~igri'cl~i,;ílu8;escencia 
del eluído que contenía a la protcína·i~~rcad1i .. ParacI·_.~aso dcl<i_•¡lrÓteínri lllarcada 

con 1,5-IJ\EDJ\NS fue neccsariú un;í s~ih1·f;l¡~¡fa¡6~c~i~:1.i1¡kH1iT.1~6f~~l~~ÚC>1l; fü;re, 

ya que al hacer una segunda filtración··6{vri1.of"d,c ·~61iií-iz11ci6~1'.~1~}a'llL1orésc~nda del 

recuperado ya no cambió. Para la prot6íi~.C.ri,1~ij~1<lri Jó11 rfrc 1Gbr6'~ ;~¿.¿~~~rias dos 
.•. ·. . - . . . '0:--.~--"· - ·- -:· :· .,,, . ·-

filtraciones a través de la columna de \eplmdex G-1 Ó µ·~ira pod~l'>~Ü~inar el 

fluoróforo libre. 
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Para el cúlculo de la cstcq11io111ctría del 111arcajc p:ir:1 TPl-l l\EDl\NS y 

TPI-FITC se midió la absorbancia de la proteína a 280 nm y del J ;5-IAEDANS a 336 

nm o del FITC a 495 nm. Ambos n~1orÓforos absorbCl1 a 280 nin,· por Jo que fue 

necesario hacer una ·.correcci¿n·····.a!''.6riicL;W··1~·c'~~c~•~tració11 de •• 1a'pr6teh1~ .•.. '~ara el 

caso del IAEDANS. ;sta ab~~rban~Ía: ;~~~~s~rit~~·~l: 20 :~.cl~la/?.~i6r~i~n.:~ 336_ nm, 

por lo que a la absÓr!J~~¡i·~2:~0-~hl"§sfü'eC,q~~Ifo•~~~i~{1(~1};.¿f~ho}~~6 • ·.Para ·el 

FITC la absorbanciaajso<11m.coi'~csp;()ncfo·a'PflÓ %''dcfr~ absc)rbár'í~ik-a494, ·nm; es 

decir a Ja absorbanci~éa i~o ~1m '11l1~ ~;¡e ~LÚ~slr~cffoél .• 1~Ji()r,'ó\~~~4~.?: . , . 

[TPJ] ~(A,;. e ()2J~;;;;)i ¡9, 6:5 '.; Ágé~~l ~ A,,,/5 6 mM ' 

[TPI] = (A2~0 _•{),4.Á,í9~5x.0.7~ , · .... ·: ... · 
. . . . ., ·. - ·- .. .--.;,,·. -,, 

···<y.·, ' . . -1 
.· .i.JFI fC) = A,1,i/76 mM 

POLARlzACIÓN~DErJ\-FLu¿R~·s~E~tl~~Y.:~~ISOTROPIA 
y en .;::;~~f ~~~~~~r~:r~:~~;"~;]1pi{~~:;:~:i~o~;··:·:1d:o~:::~ ~ 
horizont~l · (9oº)ccÓ'rt·r¡;spcct~~11I. :p~iii~i;adri~,dci~cxcitU,.6iói1(0º). La polarización se 

calculó co
0

n la ay~1d
0

~{d6rpt~grámadcl~u()róníeti:o lti~ncá>
0

l~ sÍ~ui~nle ecuación: 
>'" :;_< . ->: -.. _, ·_. "' - -<' , •• /_ .. :::>.'_-;:>+ .. 7~·_?.: .. ~-~-. . . 

P = ((Rvcrl /Rhnri,) - 1) / ((Ílvcrl Í R¡11ir;,) -h·J) icá~urr-1) /(Rcorr + 1) 

donde: 

R.cr1 es la relación·A/J3~i~u~_ilsfo"cl;polari7 ... ~cl¿r.<le ·exeitación· se pone en· la posición 

vertical (Oº); · 

R110,;z es h1'rel~ci~11 ~:~uand~ eI polarizador de excitación. se pone en la posición 
. • .· . o··'•.·. 

honzontal (90 ), y.. 

R00" es la rclació1Ícori:cjitla de los compo11c111\.:s polarizados 
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La anisotropla se deriva <le la polarización usam.lo la siguie11lc ccuaciú11: 

r = 2P/ (3-P) 

- ·.t ' 

El programa pennite eliminar la sefial del blanco, es decir del solvente o, mue~tra sin 

el fluoróforo, la cual puede terieruf'la sefial de fondo o d~ dispersión de luz. Este 

blanco o señal de fondo se usa paratorregirJas señalesto~aiesde:la·rnu~str~. Si los 

canales A y B se usan para registr~~·19~·compon(;fück vertié;;¡ / horiJ.émtal de la 

emisión respectivamente, entonces. hr~rutimi'"'.<.tél:,rcgisfrú dd :l>lancd·a1ííli1cc11a los 
.," ·">:/ ' :.. " •., 

valores de corrección para los e.anales•• A ·y~{ef·d~c:i: •• ~·.Ai, ';B~. Los valores 

corregidos A
0 

y B
0 

de la muestra a ~egi~trar se'déte~ina11'pdt! . ' 
···--. "'::.... ··· .. · .. 

:/·' ;.-> . .:_::,,·_. :· -,:··. .-· ' 
entonces la polarización se calcula a partir.de fa relación corregida: .. .·.·. •. . ·. r . <._ 

R;,c,1 .d:Ac'.(ve~)/,Bc•(v6rt) 
".)/t_- / .. - '· . ' 

Después de medir; el bl~ndo, se :Coloca la muestra que contiene el fluoróforo, y 
··.o:-:.~ . i>:~:x~. :-, -

posterion11ent~··¿1~pol~jizad6r~dc/(.!~~itá~ióii ~<!.pone en P,osición hofizontal,· con ··lo 

que e1 prog;fi,rih·¡;·hl~fifri R'.1 • .,¡,.1;ó~1d;io~rifori'tc et' pota~iz,{élor a~· ~xcitacié>h se coloca 
' : "; ; . . ·,- .. -, .. ··. .., ....... :_ . .. , . '·' - . . . ' . '.·· . : . . ' " -. . . ·~'-''.. .. . -. ' _, ___ . : ·. .. - . ·-

en la posición. verti~af'p~r,iri\cdirY Ó~1c:'~1!af"Rv~;,'..1;dni~n.d?es~';s'"~ri16r.c~~I p~o!,rrama 
calcula RCOIT' r y P, asicorl1o tam!Jiénlas'.~,~~~ia~ioiics'estandar de cad~,p~rámelro. 
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FLUORESCENCIA DE TPI MARCADA CON 1,5-IAEDANS 

La TPI-IAEDANS (TPI marcada con 1,5-JAEDANS) nativa o desnaturalizada 
; - - -· . . ' 

con GdnI-ICI en soluciones acuosas, se tra1lslirió a TED o a MI formadas con una 
. -. ;( 

determinada conccntracióó Crc.agL1ú;isc sigúó:süc1úisiÓn(l..cxc = 360 nm) de 370 a 
1 • : • .• "• ~ • ,. • ,-. • ''" - "' •< • •,; -, ' o•,•'' <e"••-, • 

600 mn en un fluorómetro·sLM.-J\MJNCÓequ'ipaao·6on un baño de circulación de 

agua (T = 25 ºC), slits de exc::i 111~,'~lii~:.Jd·~~11(8 11;~. ·< . , .. 
' ' ·,"-'• 

· ... :· .. ;:. .. :~·/) .. -., - ," ~: 

TRANSFERENCIA DE ENERGÍA' 
• . f1-·:-; ( . , ':<:. 

La TPI-FITC ( TP(riiaicad¡\ 2611 FIT,C)y la ifrÚ-fAEDANS (TPÍ n1arcada con 

1,5-IAEDANS) ·. se .desnaú1ralizai611<por.~~cíJ.arri~r·o··corL GdnJ-ICl .. '.·fi .. o •..• t1···'en ..• solLrción 

acuosa (a la mi~.~~ c<>,~c~;1t~.~~¡)~11.dc;i)ibtei;1a).p~~JJ~;~s ·I1c· ~¡:na' Íloradc0 incub~ció~ 
a] Ícuotas, iguá]es·•· cnf con'ce11tra~ÍÓ1l• de ••. án).bas Cl1ZÍl1l~S· •. d6snátu}a(Íz¡id~S;Se JUC!~Claron, 

::~~:~l~"~~l~~;~~t~ri~tt~tBi.f Ilt~t~1Jt~~tlidji'.~~i: ~ 
diferentes •. tie~p:~S se 't~l~~;or1·.afíc'L10taspara.1ÚcdiÍf Ia 'f ec'upcraci'ó11 •.• de·• fri''..acti vidad, 

así conio.t~rhbiir~.d~ .~ic!ii&'íi·i,br~~ceXcia"de.37¿· a;6o0'rn; •ex~it;ndba 360 · 11111. 

(sl.exc. 2 m#f·s;}e~>_s;~~): {' < ···· .·. 

Ell· .. esta. mezclase''forrnároh hétcrodÍrneros d~,dPi~IAifoÁt•iS) y•TPI-FITC, 
~ ' e ' '" !~ ~· • ' • '' : '' • • > '' • • • ~"'" • ',, : '! • •': • • ,',, '; : :. O ,• ,• 

entre los ~tlales···· ~e ;.~bserVÓ ·1r~risr6fcnciri ~i~.· 61~digía .. ri{mbiéric' s~ ·formaron 

I101nodí1ncrós.dc.'J'P 1~·v\ED.~~:S • Yhü1.11c>cl}n 1c·1:os'.{1c:'l'l)L-Fl'I~C.ji .•• , .••.... •- .•.•. 

:n:7::J~rJrE~~~~f Jt~i~t~~t1}tr~~tit~~;f'~~~i~~IE;~¡ 
TPI-FITC renaturalizadáén:TED'&·en rVíl.(~ónfr?1 .. ·.2i{ca:¿01icentración•de proteína 

en los controles fue de 1 O. g/~I. Sin J,~'brirg~- ¿,;~st~~ ~-()~~~()1~~ '1~ ~~~~·e~~a~iÓn del 

31 



fluoróforo era el doble que en la mezcla de transferencia, así que fue necesario hacer 

una manipulación de los espectros de emisión de los controles es decir dividir cada 

uno de ellos entre 2. 

TP1-N 

Gdn4.0M 

J. 

TPI-N+ D 

Gdn4.0M 

TPI-N + D 

Renat. 

Control 3 

TPl-IAEDANS (D) TPl-FITC (/\) 

Gdn4.0M Gdn4.0 M 

~ ~ ~ ") 
D O+A A 

Gdn4.0 M Gdn 4~0 M Gdn 4.0 M 

D D+A A 

Re na t. Renat. Renal. 

··control 1 Mezcla Control 2 

de interés 

Tl'l-N 

Gdn4.0M 

TPI-N +A 

Gdn4.0M. 

TPI-N +A 

Reiiát. 

Esquema 1. Protocolo del experimento de la reasoCiación de la TPI 

medida por latransferencia de energía 

En varios experimentos no solo se hicier:onestos con!Í~I~~ si110 t~biéri se 

prepararon otros controles de la siguiente 1nanera: :TPI-ll\EDANS () -TPI-FITC y 

TPI sin marca (TPI-N) se. desnaturalizar~n q;o~:~9p~ra~(J .con _bJ~1-rg14§ M (a Ja 

misma concentración·. el~ . proteína)\Dekp~ré:~\ d6: u~~ l;od/c1ci' in6'i1hriciióri ~ÚcLiÓtas·. 
~. ·• · ' ',- ·."', · <. ;..;_"· _ e - · \' • ";" ··'01'. ·• • _ '«- ·,,,.. _.:- :'· ; · 

iguales de ambas.enzimas clesllátúrali~tidris [TPi'-}A$DANS ca·.irÜ~FlTc) Y'TPI ·sin 

marca] se mezclaron yposterionneüte la llle~~~la ·se á'púcó h ~ln-·detenÜi~~1~~ volumen 



de TED o de MI formadas con 6.0 % de J-Ip, donde la concc11tración total de 

proteína fue 10 µg/ml (mezcla de TPI-IAEDANS y TPI sin marca (control 3), mezcla 

de TPI-FITC y J'Plsin.marca'(cqntrol 4}.y la Q(InHCL se.,diluyó mas de 100 veces. 

Se midió la fluo~~scenci~dg370J"6oo:nih)~'xdLi1~<l6··~'::foori1;~r. 
Se vio que en los cd1~frbl'.c~\))y::~ :·~~: a'J'bíb"¿5~cé:~tra,di~i1 de pibteíriri ,marcada 

::"',::< .• ~'::t. ;:-,.:'-:· - > •· ,_-,,_.,,: ·• ,,. I:" ·,,.·:~ . ·. : ·. -· : .. . ,, :· -· 

con cada uno de los lluoróloros ;( c1{~ch111fl¡lí;¡,ciúii'.Goíl~'liL'111c~:c1,í;d~ frúnslcrcrn;ia) 

originó dispersión de luz. Esta disjlcrsló'.';:;,:c~~¡[;~,:(:g¿jf,~1;·1)m.1111a G11íisión 1miyor del· 
., ... · ..... .··.u.· . .~.·.. ¡':' .• '.' ·; ¡, ''>\ :·, .. ·i ~·,·;·.: 

control 1 en comparación con el colltf~l 3; !() qd6 n~ iiÓ~;pbn'ifüía:.\/ér·'~t hp~g~l-rii~nto 

de la fluorescencia del donador., yuná enli~iÓnilricA'br'd~l%011troI·2 ~;1 2üinJ>ara¿iÓn 

con el control 4, que no permitíri ~er ~! at;~erito'c:~ ¡~ e~~isi~ll d~l fi~6;~~¡~\Por .ello se 

utilizaron los controles 3 y 4 Iosci{aI~s''¿brit~tií~i1;ia~rni~hilco1iBerili~c'ióri"cleproteína -· . . . "_-,- ·-. . . -- . . - . ~ . " - --' ·. -- -, - - - - .. - -,~· ·- -- -... ' . -

y de cada uno de los fluo~~[?r~~:13i~~,~~11~\~in~~.~1~~;~~.\~}rffe{~l;~i~(~~'t: Hi: }, > 
El control para cuantificar. ta:rcéupéracióndc 1.a aetividád s~ hiz~;c()11. Ia ~ezcla 

de alícuotas iguales cn'6¿ncc111rlfüiÓi1~d~: T~)1~1XEBA~~~~)' ~:r;;,rnWb 'iÚÚ~as, que 

~:~~:b:~1HJ!~~~!;¡~~~i~;~&~~in~;;::~;~¿¿.f f.~;N~d~l f~'~f!fi~~:,6;~ 
mantuvierón ~ IaSnis'riiri co~8~;1trá¿iÓn de' prÓÍcína: : •·. 

; ' - ' .,_._, - .,·f, ~ -., '.- ·, . - -·-: \ . -o,,'· - ! _,.·_:,. ·,:,,:' ~ .; . : .': _,,. '"· .• -. -. . _. " - - 1 

La efiCiericiaÍJcl~la:trafisfcrcnC:ia dce11ergíá entre los' íluoróforos se'determinó 

al medir ÍaÍn~~ii~iclad:·;de la. lluoresccl~~i~: del donador en prescn~ia .(!~JA) y en 

ausencia (/~)) del accptqr: 

"·¡ · :...·¡ _, /I' ·-¡1 · -) - . ~ -~ .. -- t~'¡;, 'u- -- (!) 

La eficicrícia de la transfcr'cncia de energía esta relacionada con IadÍst~ncia 

(R) entre los fluoróf~rosylri distánciá crítica de Forster(R5 ala cual(~ eficiencia de 

la transferencia es igual al 50 o/o: 
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E 0= R6 
/ (/?0

6 + /(') 

R0 se puede obtener por la ecuación : 

donde: 

11 =índice de r~fr~cÓiÓ~aet:médio, tomado= 1.4 para el agua, 

(2) 

(3) 

:.,-.,.. .. --- -..... -. ;·' .. -

k2 = fáctof:defo';¡ei~tadiém)óco;1~id6.iafü) como2/J para proteínas globulares. Este 

factor esta~~1;6ioé~a~gco1:i 1ifi J'fiei~;(~ci6nesdc. lo~"-di;~I~s. delos fluoróforos. 
\: "-"'~_.-/,-: ~;;~·:·'""·'" -:.t .. :;;' ·:!-' :'_ .1._.:-, - -"~~. 

Q() = relldi1!1ieJ1to Cuáútico dpl do·nado~~n~tls~11cia dél,"aceptúr . ·. •···· . .. . ·. . . 

~b:o:·~~~~r~~l~~t~~if rb~cf<~)~cyó}~~riNifJ~ft~ff¡\Í~J~~t~¡i'~.i:s·ió11 dél clonador FD(A ). y ·de 

J = ( JF ,;(A)eA(~)~4d-~) Id FI>(~)d~;; (4) 

El rcndimientc?duántitb;·cl6 TPl~!Alfül\.f'4s·~e ¿~lc't.1íó ·al· comparar su emisión rnáxima 

con la _emi~ió~·dJ1~:I,:5_¡;~cl~11s cm.•·.agua'y'cn 'etárlol. 'para• esto la ..• concentrnción del 

::::~~rt1~~t:,~~~~,~~:~¿~:~º.iJ;~;.t;~·:!·;·~i~~r.~~"iir.~·:~ 
1,5-IAEDANS}én;agi;k·(QI>O== 0::20) .. y',cni'ct~·,\61·{ci,?;.~/ó.·~2>~:1Ív1;1e~t1lar' Pfobes, 

1994] extrapol~n<l6~b~tu~ilTios;ÓI 'r~ncli1rii,c1itó é:tlanti§o/p~f.'l T1:l1~IAED~NS (QD 
. ;.-,':'.~- - '·::: 

=0.68). 
.. _._,,_· : .. 

La int~,gral •. clelK(;s()breposició11'(''Jº, _se•calct1lócC>~.~ .•• 10·,c1~scribió .• l-Iarvey··Alan 

::::~ ~~f ~t~J~~ÍJ~~~~~~o~1~t~1iJ~f i~b~t i~[~~~::4~6 
a 530 nm. Entina·lfüjadé~éÍICúlose colocaronJos.;a1b~es dc]álongitudde onda, de 
la intensid_aci •. d~ •• en~i~_iób •. _diJ~I~iAEDANS a cad~ ]J;igitii<l'.·'c1d··~11da[F1 ;(j.)),_'asi. ,como 

también los valore~ ~le 'ía absói·ción de ·TPl-Ffrc.:.si1Í>ic\;~fo~~1·cc·ócficicnte de . . . . - - , .. ·, - ,, . _,; 

extinción molar de Frrc e 49•1 = 76 111M·1
, se cafcul6'1a dt;hc611lri1cic'>'rí dci 1,;fl'C. Los 
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datos de absorción del FITC se dividieron por la concentración para detenninar el 

coeficiente de extinción molar del FITC a cada longitud de onda [e A(A.)], en unidades 
M"1 cm·'. En otra columna. se colocaron las· longitudes de onda elevadas a la cuarta 

potencia [A.'1]. Posteriorm~nt6s6c~ICtÚÓJri ~uinatoria: 
. . i E (A.)e (i) A." ·. (5) 

: ·: .. D.,:' .1\ .: •. ·:. 

que corresponde a erñuffierad<lrd~la eC:uación 4. El área del espectro de emisión del 

donador es la ihtégrai: 

(6) 

que corresponde al denominador de . la ecuación 4 y se calcula con ayuda del 

programa del fluorómctro. Fi11al11\cntc al ~lividir la c:cm1ció!1 \c1itrc fo ccültciún 6 ·se 

obtiene la intet:,rral del sobrelapailii~rÚb dd I~ e1~isiÓ11.dcl db11a{t6rtí)n la ~l)so~cién1 d~I 
•• -~ . .. - .- - - '-"- ' f - - - . ··-.. . .,_-

aceptor (J) en unidades M-·1 cin3.'.Liictf~tan'cia R ~ntre el 'd~11adÓr f ~1 aceptor se 

calcula por Ja ecuación·?: . · 

(7) 

,.-.-
Todas las figuras muestrán un experimento representativo de 3-6, en los que se 

observó un eomríort~1-¡,ic'r~t~ si1nilar. 

DESNATÜAAUZACIÓN DE.LA TPI EN SOLUCION ACUOSA 

Con'.~1 fiJ'·'.dedab~r l~s e:'o~cliciémcsbÜjo las cual~s··la protCína··se. despliega 
,., ' ' - ·.,.·.: \ -- ' . . . - ·' - - ' . ~' ' ' . ; . . - - '' '". ' 

totalmente, y qu<{ cs'"Jo qu¿ le pasa a Sll ~stnictlmt global b;tio la acción de las 

diferentes con~eritr~ciones del Gdnl:~CI, y además para est~blccercl' mcc~ismo de la 
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desnaturalización, se determinó la curva de la desnaturalización de TPJ midiendo la 

fluorescencia intrínseca de la enzima (A.exc = 286~m) de 295 a 450 nm. (Fig. 7,A). 

Tal y como se ha observado en otras proteínasJP~ce, C}-J'• 19?1 ],la gráfica 

del centro de masa del espectro de emisiÓi1 de :l'Pf incu~ada~•c6'1 ·diferentes 

concentraciones del GdnHCl, fue sigmoide. El ctjl.1Ílibrib d~!'ri ~~~14sÍclÓn ·J~1 estado 
·, ·- -.·- ·'- .,,.·, - .·.:·:.: ,.--.... ---; .... ···'. ·\ .,_._.,, __ -··:-· 

nativo al estado completamente desnaturalizad:o,.~s~, obs~~vÓ';d~s1~uésd~· 5horas de 

incubación. En O. 7 M del GdnI-ICl se obÚ1vbe!~tlnto 111~11;0 de I~ ~n1~siciÓn. 

cARAcTERrsTrcAs DE 1..A··TPrn'.JArrv.A. v oésNATÜRALIZADA EN 
' ''( 

MEDIO ACUOSO. 
',?;',,-":; :¡,_-,, _:·-. 

Como se muestra' en el 'expérim'e,110 afitedor el 'CEM de la proteína 

desnaturalizada. sc,cld~pÚ1~a 23.'ririi/11~hiaié1; ;oj~:e:~ 'cci~pkratión con la proteína 

nativa. En los •. _ex;eri1~ehfüs··.~~1lls~ctien+s.sc .. 11t11.izÓ•;gd111-Í~1;·i·~·p<1ra• .. desnaturaii·zar 

~::E:~i~:i~tr~~!}~ttr~~~~t:ti:,~J~~~~t~;~~,í~l~f ii~i~: 
inte11sidad···4e.1~·.n~orescen.~ia:de····1;PI···clecrsce •• ·ap~óxi1riadri1n~11tá:I5.%/L()s!•ca\ribios 
indt1cidos por.:1Mc, ~et Gd~Hql ·· ~ica;~ia11.t11~~1náxi1~Ó.·e~·· l :•tor<1: .• IJ.JsP,i:,ési4e···~··· 1~inutos 
de la dilución d~ 1rl~s de'lOÓ\leces 'deldcs';mtl1Ú1Iii~nt~ s~ obtier1c tiha el1~Ínm con un 

espectro si mil~ •al ' de · 1a, e11zi;l\a 1iativa.) De/ tri! •.•..• 1l1;1ntra /é1r'.IC:· el> efecto del 
o ·~: ., :'- '. ·. ·C·. --·~. • ~, • e" , ,·; ')_ _ '-:-:·e -,·' 

desnaturalizante es cornpléíarl1ci1te .réversibfo. iÉstOs datos con'dúcf'dan con los ·- .. -... - :.- --~- -:.-~·.-'· -~- ' ·- ··- ' - - ' .· ... - •"-. ,• •'." -· ._., .. ..; ,. : . . - -

resultados de Corran y Wale}'. [ 1973]-:?~~ Záoóri f:Ji~';1icke' [19.SO], qúienes 

demostraron que la TPI dcsm1turaiizrida ,se, ~t1ed~ reactivar al diluir el 

desnaturalizante. 
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Figura 7. Efecto de la concentración del GdnHCI sobre el c~rífro Espectral de 

(A) y Espectros de emisión de TPI en sC:Íludón acuosa y e~ c3dn8C1 4.0 M (8). La 'l 
,. . . . ..· ... ··,,. ·.-.. .,.. - :,:·.. . , 

Jsomerasa a una concenl racián de i2/L.j1g!ÚÍl_,:~·o/ .·f!1~·11M)p!;f,. ii~~ hora.• en el 

amortiguador trie/ano/amina 40.Ó j¡,'fvrJJd)'l~/¡{'/¡/~i,A,j'¡ /n1: 1.0 ~1M y la 
• ; •\. _ ··". · ·, • ·~ '. •', ·- ; ; ',' ·, i • • '•·' • .· .- • · _ , ,-.-_t,',- ... ·"'c. · ' · · · · • 

inclicctda conce1·11racióY.1. def. __ Cidnl!<:/..pfI7.:¡,;_,~e:·@rrier<1i1./(}'.\·····ú.;~,eclr1:.\' de en1isián 

(/.cem = 286nm). ¿a·ftrqflca•¿· Jm1~.\:í,:c¡ e/(;~nlr;/1:%~~;1·c1l.c1J4~:m (CHM, -nm) 

contra la concenlral'iód de!GÜnJ-JCCÚllB '.ve Jnue.\'lranlos e:\pectrosde emisión de 
. - . . .. , ' .; -. ~ . - - ' - . _,. -

TPJ incubada .\·in (-c---'-) Yi:o/1( ...... )4.0Mde/GdnHÓ. ·· 
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FLUORESCENCIA INTRINSECA 

CONCENTRACIONES DE AGUA. 

DE LA TPI A DIFERENTES 

fue de gran importancia analizar los crnnbios estructurales globales, que la 

enzima experimenta al encontrarse. en medios con diferente co1Ícc11traciónde agua, al 

ser atrapada en MI. Esto fue posible midiendo los cambios.cc1t la fli'.16rcsccncia 

intrlnscca de la urotcín:i 

-...!.-
"' > 
'.¡j 

100 "' '¡) 
~ 

"' "(] 80 ¡:;; 
QJ 

~ 
11) .... o 60 ::l 

~ 
~ 
'1l 40 "O 

151'1 

20 
4 :.6• '. 7 

., ... ·.···.•· · .. e .. %d6'A~~Ía'•(vÍy) ..... ··· .. · ....... , 
Figura a: Fl.uoréscenCia relativa dé laJPI. n_ativa·en Mi celas lnvertida_s con varias co 

• : • ·• ' ' - " ' ' v- • -- • ·.,. - - ; • • • .- • • ·- ·• • •• • • • •• • - • • • • • • • ··',' : - • - ' •• __ , • ·, ~ • - -, • - • .o • · e -- .,_ - · • -· · • 

de agua; 1!n·Jre)e '.y/lfg(c{/icrí •.• i11il1te1Z~·idciH de,1cd11u1re.fren.ci111:~1c11il'cl,eJ/el. cen1rr 1 

:::::~;;~~~J;~W!~f ~~il%;~~;~~~ffi~~~~i~ii!í g:~i~,¡~J'jRE 
con 2. O %}.ie·71gl/C/.·J11:~7ínl111/i (1J)~.L~f\~·.1:~í.1t11:e1 ( .'l!.ivlrlsl.es¡it·ctri 1 de'~inisi1ín {/~ ._/r1 · 
'J'J>J atra;~1cl~i.~X1a.;:' ,;;¡¿.j¡~j,,.,i.,n/ta~' c;;11~:J111í-1ici,;nd.1·~ ,1/rl,~;í1;}'.'¡n~jjc¡¡}~.1·:;/ú1 el . 

c11adm su;ej'.101· ;1ereÍ·Ju~;.1·eij11i/('-.i·);:é1Ícl.irÍteri.\ºillacl d~ 1cbhil)rl1;i:·úi;l'ih'di 'diferentes 

concentraci~i'n~.1· t(e ;ri\en 1fiii;últ;,,.ir/ver/Ída.~· cr;1:1 6: f) *'· dL' a,~t1<i.·(a};~n .1.;J/Úl'ión 

tota/111ente aG;UrJ.\'; (•J. 



Se ha reportado [Garza-Ramos, G., et. al, 1992] que el contenido de agua tiene 

tul efecto en la actividad de la TPI. Como ya se mencionó .en los antecedentes, la 

TPI es estable en el sistema de MI. Sin embargo l~ actiVidad es 10.o más veces 

menor que en soluciones totalmente acuosas. · .• : 

Con el propósito de tratar de ell.lcidar:los):aínbios corlfÓrrriaciona!es que la 
'._... ·\ .. · , .. ,, -, .... ·- •'. ·, . ··,-

enzima sufre ª' ser atrapada en 1as 111ic~1as se C.1i!1er;~1f1i'{, 1':il1Siir~~t:~;.t¡ri'i111i·í1is¿ea ck: 
~ , ;; ·.' ., • • • • > <'- • • .; ' '· ·,:: .: .°;' .. :· '.· .... - ' - - - , 

la enzima a diferentes concentracio1~es.dc agt1i(Íig. 8{ /\'la i~1.is b:\ja ~cmcen'tración 
de agua analizada (2.0 % ), el CEMifti~3;},i1~{~!; clecir·l-2111~•1n:~~or.'qüe el de la 

' -. -' .. :-~ : . ,.• . '. ¡·~:·\; ... 

enzima en 100.0 % de agua: Se·ob~éiVó tjiie lá intet\~id~d ae. la lltrorescencia en el 

centro espectral de masa en J0r,'dec'rec~ai/i~ ~t1me11ta11a6e1 chnt~nido de agua, cabe 

mencionar que se<.ob;é:V~ ~1: n~i~m·6 I>ittr¿i1 m~ ílt,()i~~c~rlcia cuando la enzima se 
'•- ·.··.,.' •• ' _ •• ' .·_ •• , ·, ... ;• •• , ·.•." '•<>.'"• - • • • 

transfiere a.m1sist~1n~;qL1~ contie'nc:l'ac~'116~nl;tici&i1.iífaic<icJa de.agua que cuando la 

enzima prinserp;·~~~t;~}sfi,~'.~¿:·~;t1:1Í~~sÍ~C,~g···~~~1~:.'.f :o;i~ ·~~ atua.~y . ~t1bsecucntemente se 

incrcmcnúi .d· agtÚÍ•·ii}l()s i.lifcrfritc; niycl4'.s. 'úsic:, irfé,:¿111c1.lto ·en• l<t. l!uorcsccncia 

~i:~:~j~l~lliÉ~'ij~iii:i!i~i~J1l;l~1~!~1i!~i~~~~ 
atrapamiento e11 'rvir. ru;?or1'r·e~fir~iblcs·y ·. dep~iÍdi &ni~s d~ 1 a f oncc'1itra;;i¿,t;de :riwra: 

FLUORESCENCIJ\ ' fN~~'~J.,: .'oé NATIVA, 

DESNATURAt1:ZAo~··?tR:'ÉNATURAL1~dA:E~····M,CELAsnN0~~;10As 
~--· ·,' ~1''.'~·;.. '• ,. -.... ·:;o...·' :-'~ !~("·~·:.'.·'.'·;~ -

EN PREsEf\Jé1".A/v:txusE:Nc11foE DTT'·. \.· 
""'',·.:· ;-· ,';' ¡.,' ·i,·-~\:· ~-):~-·~ . " -:,.;~:~·: ' - ; -~:- .. ·. 

La récÚperaCión .de Ja a~Úvidricl d~lri TP F cll · f\111 •solo ocurre a ¿orcen tajes de 

agua mayor6s á~ :Í.s .•. · [G~-z~~1{~1~~~: ~.,·~t. ~l.i99iJ >nbBiclo ~esto quisimos 

investigar qtíe t~;~ clifer~;nt~ e~·, a est~~rct{;m ~IÓbal '<le l~ proteína. después de haber 
•' . ' - . . - ·., 
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estado en GdnJ-!Cl 4 M y ser poslcrionncnte transferida a MI con diferentes 

contenidos de agua. También quisimos saber si en las condiciones de renaturalización 

de la enzima podríamos ver una cinética de éambios estructurales de tal manera que 
, . ; · ,. /, ··) : .. : , · :·,; ·• ·.:i. e ~ -- ,_ ," .. · .. : ·· -I •. "', '. .: - ' . . ·; .. ~ _. '-~·,.:;:_ ·e _. : - -. , ,-;-. 

pudiéramos hacer una CcJ~relaci~n cslrt1ct,11rri=fLi11ció11.; Lil•1'~1 s§ d6~n~tural izó por 1 

l1ora e,n,> ~~~~f~sj;.~()i4i~;e~tcÜcacu.~s.&s;; eit,i~11~.~ii~;···~~h'.;;i4 :? .. ·····é ...•. . ;del ... pdnHCI. 
Posteriomierlte üúa alí:.uota•.·.•de:·2·µl'~e·trá11sfiríóLa;3 .Olfü?de · Jv!I. que,• contenían 
diferent~séo11se1~t;~~~i.~·ri~s a~ rig'úa.y'el1 ¿,;;,!5¡6·~1a'.cid~·,:!d rJ~id1i~1 tl!c ~6.oinM. Los 

espectros' de emi~ióh.'de\Ia~ r11lícsfras sé corricrói1fcl~spti6~ ~~··'5 n'ííl~útos · (Fig11ra 9, 

espectros "g" , ;,F;y ''k';)ry\1'6 24'11c)1:ks '(e~pcib~~~sjfi_;:·:'~.·Ú;! )' 111;') d~1~· tr~sferencia. 
' .. ~~·.. 1~; e- ; " • ~-- • 

En las tres coi1cél1traClohcs ele agua/efrespectró cii(eíTÍisión''c.~n los primeros 
-. - '._, '_,,,-.._ ; : ";: .: ~;·, -\" •• >,'. • - ·,._· :- - ' • ··- •• ; • ', - ' • -·. - •• - - -". -- "' - ':• ;·~:~· •••• - ',.·: - ·":::-', - _. i ; ; ' • : >--·' 

minutos de incub~cióti,ilii1e~tid'.~uci1~·flu8:re;cc1i'¿ia'Íntrli1s6~a+ae'1ii proteína fue 

mucho mas alta que 1a:<l~:15··TPI.1iativa o .. Ja~d~si1~t~1~ii1Íiada;:at~apada'en·MI. Sin 

embargo la magnitud d¡ !~·61Jisié>j1 ru6 1·~~s;h11J cn·~:Jty 1~~~·~ajá/611't();.% clé água. 

Después de 24 horas de iricG~~¿¡¿.v;~ íiÜ01~cis6~i1~ia•·Í11frínsec¡f;dé 1J~;dfr~ii~sfras 
disminuyó. El decremento c11!;1\i;¡,¿rcsccii~i;'{1:i1cdcl) 0.0;24:q·;~ ~6.o,;bu&i>n'2.0/3;0 

' : ,)'.•.- _:J_--~-_-_<c-.• > , ..... - ·~,~-: 

y 6.0 % de agua respectiJim1b1~(e';:s~-<lgt~~~ü\~ liifoctivida'&<lc .!lis frcs' trÍtiéstras · 

después de 24 horas de it1cúbaci6r{~ .: "- ·r. ; / > <. /:, ' 

De acuerdo con datos •. previos .. [Garza-Rt1mos,.·?··'ft, riI, .·l.992], ... l~ •. r6actiyación 

fue menos del 10.0 y 15'.0 % · 1~~r~·.iri~ 1hue~:tras\"JJ;\;2,:o:»y io:·o/~:.:~e:'a!,~ra 
respectivamente, mientras .. qÚe·.···cn't?·º.':o/o'de:iélb~1ala!"{ea~tivít6ló;\<1ü~ ..••.. cle1.·'.$0:•% 

'.~:~::::~~.::.~.:;:~:.: ~~tJ~1~·~·~$~l~',;t~t(t~~i;~lf.:~1~¡(~~~:)~~~~f ¿'7, 
actividad se acompaña de cambios en la cstructüra protc1cii;A(k:m:is enla:figura.9 se 

muestran los espectros de 1~ flu~~6s2ii1éiri i11t~í{1'scdgd;'1aHr1 11afiv,/atl'ri~ri<lá dí. MI 
. ··- '' . ": .:: """ ,,._ ,._ .. " - . -. -:, . . ' ,". : :·:,;, ,. .. ,· ,' ·'. :. .·- .. \" . --' . ' . : . ~-. '."-. ,.' .. 

para la enzima atrapada en las micelas es ;nayor, qu~ en medio acuosó (~é?fig: 8). 
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Figura9. Espe;ctr~~ 913 ta fl_uor~sc~f1~i<.t ir1trfns~?ª'~e taTPI .nativa,desnaturalf;!ada yl 

en mice.las•·¡·~v_e,rtidasc~·~~difer~~t~sg~.n~er1-fra~io.ri~.s·:~3':·~99~.··:1.ay1~r·se/1esn11tu1·a/i~ 
concenlración de 25 111gl111/.én e/:a!11orti.~Ílw/or 11·ielan/1/u111i1J11>/0.0 m!v!JRD'l'A 

1 o.o 1l1M I i5i7' 1.á'11;l,;r(x)n/c,/·1ll·~tÍó\-t5;ti:~1J/.(]itfi;-¡¿·1,>/1Jf:ie1;>jj~./;;i~.((1é una 
-~.:~ ·. ,., '.' .. -:-·, '".~:- ', ··:.• ;•,:- ;--;"-,~:~·--.-,.--_ .. -... - .- .. ~.', . :;-_,::;·.--,º-.\.-~e~-~ --'.,i,_' •;,:o-_•.:-.,;-- ,·-~,;--.' ,,-',;_-.·-·:._:_,-~·- •. ·; ..... 

hora una• a lf~/1<>/a de l /.tÚ.\·e f;:i1;1.~/i1~J(1 '{¡3 .i}/11?~1e)Ji ¡¿.¿;l<.1.\;;in v~ r1ú/;.{~¡l;e'cr1h1ebían 

la concentraÚóf/dé{iL4i~.:;,;dic{Úla. Íin :Id.\; /fes1111í~.\:f,;¡¡s .\;& ii/·11sJ,{¡¿,{{¡f1'c<.!hírdción 

de GdnHCl.-re:\'illllal S,a Úí.JJ IJ1Ú' ri/(;¡,.,,;¡~l1lio:.; c/úe' (.!j iTJ,¡j:j(i'·,,;fü;di.~ianuve 
, . ~ ·;· -:-~ ~.'·/ ·,, -·, '•' -_:_ '}'. :, . --:_ ··: ; . '·~::-:··, ·::,._ ·-'" , . ?:. ; ._·:.;· ;· ": ... · .. ·' ~ . _,._. .- < -- . -,. '·::.: -; : :: ... :...-~--::·--·>>-~·,!_.(.,:- -. -·~ -.--.' "' 

i.ínica111en.1e.dn.··1(ija.~eiac11qsa).·· .. LiJs·e.,pectfrJ'.~···;;g.''· .. ''i'1··.·•y·''.'k"'.\;e·••Já~;;¡¿ro'ri"shninu1os 

~:;:::;: ~: 1:W1i1~;~~,;/,;!;.,~f q!'.iif "¡~;;~·fü1·~~ .. ~~1t~iij,f ~,hr;;: 
fluorescencia intrfn.\;e¿;{¡'l'e. ia/l'l'l•n"ativ~1:. ;!'ti",;:''.e?,; ¿~/ 11 111".é.\·i 1:tj~ Í~ .fl11óre:vcencia 

intrínseca de la r1>iJ~.~n~Íúr~li;¡,da c·o~·4.r1lvh'1e1.dl/n¡.1(:1 ;; dJ:¡~,,;s ¡;.~miferida a 
•. ,· : ,._,,. __ " i - . ' _;,-:.,. ' ... . \' ,_ -- ·' •. '"' ,· '· ~" ._._, . - . «:. •'', ·"' ·: .. - : . . . . .. . ' 

mi celas invertidas c~~leni~1ú1c; 1;ha ~~'(;11,U6,; .;/o M 'delcd11lic1 . .. 
. . ... ,, ·-·' •' ' ., 
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Tiempo, (horas) 
Figura 1 o. · Fluorescencia y actividad de la TPI durante la 

renaturalizaCión en tks. MI. /.a TPI se desnaturalizó en .~·o/uciÓh acuosa 

conteniendoJ.ÜliiN}&eT51iy Gdn!-IC/ 4.0 M. Después deunah;1~a/la mue.i;tfase 

transfirió a mice/as fnverlidásconteniendo 6 . .0% deáf:..'ua. ·En fo.~ ir/únposihdicados 
,;·. ···-.- -- " ,,, - - - ·' - .. ·.· ·.. '_-, .. ,.. -· ... · -

se corriero/1 lo.\' espectf~s de· einisión~y .. \·e 'midió./lra~livick:ici.···li'ú:~es~Jí(~d~s se 
.. , c•o c .. ·.·••.• .. ~- - ·~·,.··~-···'-_.···'e,''- .. - .. -·.···""'.'"'• • .. -e,'..• .'·.··' •• _·.·.· . ._" · ->.·" 

grajicaro~ como.el .~~rÚ~nfrJ. delá'.\' ;,;4xi~o.\·'.í·~i~l!JiÓ.\' que la· enzÍJn;lexperlmentó 
durante 24 /10/a.\'. . . . . ... :/.·~ ,)p .·; ' . . 

: ~ ~~:- - -~' 

La cnzimadcsn~~ui~ti~1lli~rcoí"1Vu~~·tlcl\j~11I·Itlyln111slcrid:l¡1.MI fonnadas 

con diforente~ µ6rdcintaje:i'cté~il1~;.;~61iíciÓí1··<l~ 4 .o M d~I ÚdnHCI (l,.igura·~~· espectros 
"d", "e" y "f') , pr~~eiffa 'iilr&~be~trJ{~e';bni~ió::1· cd~l11;;rn llt101·escenci~ mas alta y un 

·--,.,,_.-;:.;:: .... ~~_,_,._,.. . . ~:::~ .. ~ 

CEM mayorq.ue fa' enzi1na, nativ~ atr~pa~~ eri ~} ~()Íl fas (Jifcrcnfos. concentraciones 

de agua.. Así· mismo ef patrón·. de la fl t1.oréscericia de, la ~nzima desnaturalizada y 
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transferida a micelas que contienen guanidina 4 M difiere del de la enzima 

desnaturalizada en medio acuoso (ver fig. 7, B), es decir la enzima atrapada tiene una 

emisión mas alta y un CEM un poco menor .. · 

De acuerdo al experimento .a~1terior ·s.e irivestigó SI los carnbios en la 

fluorescencia intrínseca ocurren en,,JJ~.ralelo.~· .a··.r~ ;,~p11rición de la actividad. Se 

encontró que en MI con 6.0 %.·deaguaffb¿t1rr6{i111a• disminución temporal de la 

intensidad de la lluorcscc1.1cia'cn?c1,éEM'(•) ;-,;¡~ :~iu'rc1:it!irn1a con la aparición de fa 

actividad (o) (fig. 10), El.tie1rip~','1,~1~~ri~·~c)c(los''~ar~bihs rriúximos de la fluorescencia 

intrínseca y la actividid i~ci cf;·(icr\rifh~tii~. S. '· 
Se realizarbn )(lx~~nrl)~iftbs ·'¡ [;~~ández~ yelásco; A., et al., 1994] · para 

y no se reactiió eh 2.0 y:io'%'<l~,~~la. La T'ri'<lesnatti~ali~adti•s~.tr~~sfirió a MI 

con 5 .O % ~~·ik~hÚEifest~ cÜndiciÓ11 •fa:prot~ín~posee~la~'propi~·¿¡¡;J~s,fl~orescer1tes 
.~':;•e' • -= '; ---'::::' ' ·,-oc.'-'-.··~~- ce'.':.=• - ·--=-· -:,_~-·-.-~' _.-_:;::: ,-.. ~ 

de una estr1,1ctú~ri •• ~ati~.~· y·'es'.cap'az'de .. •rcgenerar·· casi·.·l·a .t~talicladd~i •••. dírne~o·· activo 

durante un~· in~~rbricióride; 24,h~;:as. §i,1.1'e;hfaa~~()\~¡. q~s;~1és\~e~j.1ryÍi11Ú6s ·~n .5.0 ·% 

:: :!",:º:~!~f¡~~~~:ti:t":1·~;~'i~J:~'~::t~~~:~;?~~~,~i:w~~~t&'r ;·~;;, 
se le in~re'1nellia .i1a ·~~ilcerltfación'' de aglra ·.'ii .. 5.0 %~_la (pr~lcím( es;·capaz de 

renat11rali~a·rse.'t~l .·y c.~rhosi.·. l1f1bidse' ésfaclóen •s•. O .%'&•.aéfa.cl~s'crh•. g,'. prÍ~cipio de la 

:::;::;:;~cd~P~~:~,i~;~tif.fü:~t:~tt~Jf g~~1".$,~Jf,,~f~~'I:: e::: 
estructurafos.qi1~irri:61ii¡rii~ C.~~cf¡r~~nfa~cÍtrrani~~~stc .s'al_tg·•cid~iigfl~. Se observó que 

cuando se transfiere' 1'á desi1atu'ralizacla: á.Mfcor1•s:O ro de aglla y después de 5 
' . .,_ ·-: \ <,.;-· '' .,,- "> - •• -. • -" ••• ·' • - • ' ••• '-' .... :. •\ - ._,.,, __ - ·- • - ' --' - • ' - "' - ; • • •• ~ -, ' - ' • ,. • 

minutos s¿· dismini.iye .• ei ~oi116'11idó 'dciig1I~ a'2.ó~%,\1'0'~~16"~dt1etienela reactivación 

sino que iam§·i~~'.·.s~" <l6tie~~6.r·,~f :;%~·~Wº.i. ~~'·.· .. ·:,1ü·.·•if1·~'.r~~;eí1:~iª (Tabla 1 ). 

SubsecuentcrT!ente 'hr ~flaclir a'fUa ·para. o~te11.er un ·s.ó'0/ii,s6V6J:>~~rvan los cambios 

graduales en la fluores~encia f~trí;1sC!ba '~i;~ ~o..;~laclori~~ cori' la recuperación de la 
- '. ' ,: .: . . . 
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actividad. Cuando la TPI desnaturalizada se transfirió a MI con 2.0 % de agua, no 

ocurrió In rc1111t11rulizació11 (ver lig. 9).AL nnadir aguau 5 .O 'Yc1 ru) se rccupcrú la 

actividad, pero la fluorescencia inlrír1scca disn~inu;ó, sin ;cml;arl!.c~ · .~~) ll~gó a tener 

una intensidad de fluorescencia co~() ~i~ar~clo la TPI de'snatúrnlizada se transfirió 

directamente a 5 .O % de agua (TablaJ); . 

TABLA 1 

Fluorescencia intrínseca de los monómeros competentes v no competentes en micelas invertidas 

con 2.0 y 5.0 % de agua. • 

Condición 

2.0 % de agua 

2.0 % ~ 5.0 % de agua 

5.0 % de agua 

CEM 

343 

344 

343 

5.0 % ~ 2.0 % de agua 344 
5.0 % ~ 2.0 % ~ 5.0 % de agua 344 

Intensidad de la fluorescencia (U.A) 

6653 

4674 

3577 

6241 
3686 

La TPJ se desnatúralizó con 4.0 • M del GdnHCI por una hora, y 
- - . ' - ' - .-~- - -- . 

posteriom1ente se transfirió a micclas invertidas f01mádds con las conce1itraciones de 
- . . .;_ ,- - _-, ., " .. ,, ' - '• - . ·- -·- .. · - . __ · - , __ ,.,, .: ., 

agua indicadas. El~í~11boloj-) jndÍcaiqu(!, la·· •. concentradón de agua en·· Iás ·. micelas 

in vertidas.·'se cám bi6<1l.·11iv(!f .. i11dicado. ~Los:.es ¡Jectios •• de• 'ri • flu.oréscc'11ci•?:· in frínseca •se 

~orriero~·~5:~i~üiii'JeI~·{,é~:de-ii,iR~1~;¡r~.i:i ),,;[~,'1ris::.~;iC:~ia~·i;1x~h~<lrir:io~nadris 
con 2.0 ó· 5.ct%;cié:~gúa: ó~s1)lié~ é1e .. csl<ú; mcdiciories se c'arnbiólcP~o~te~ido Cie 

.;·, ':.':« C:';.·.·: .... · ::· .... - -,',.º.· .. ~",· ;,_;.;,-:-,~-:--··;;"'-,;·,".·.;e_:/·:·-·,,·:/::" : .. :-~ ~:::.;" ,,~_;_:::\:¡:.<_,: .;[.°>· ·->~. . · .. , 

agua a la conc'cntración i1idicad;1 e i1]lncdiafa1nc11tc ~e.yolvieI'Oll'h foirúír los espectros 

de emisión. 
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EFECTO DEL DTT 

La TPf posee 5 cistcinas por monómcro, estos no forman puentes disulfuros y 

sin cmburgo en medio acuoso y en MI su reactivación 111úxi111a requiere O'l'T. l.''.11 MI 

la ausencia de DTT previene la rem;ltmtlizadión d•e la cnzin1aprobablemenl~ debido 

a la fonnación de puentes disulfuros. Con e~tas ~eb~SÍ\!~h¡~'116{ s~ triitó de 

correlacionar actividad y estructura utilizando· tá'Jlti'~rescerícia' int~!nseca.AÍ'·• afiad ir 

DTT a diferentes tiempos después de diluif;;kt'cfes1~a~1r~i{#~;tte,·!.sJ.~treinicia la 

reactivación. El espectro de la fluorescencia intrln~eca y'Ja ri~ti~idrid;;dci'.TPY?ativaen 
MI con o sin DTT son muy similares (fig. 11~\s~~~ti,~{;'x{Q; .Sor~~:i~~f·.T~~ci~nó 
anterionnente, en presencia de DTT la ·• en~Íma :se'·'~e.iictiya y~ si;1lt1lt~í1eafu.l:inte ·se 

observan cambios en su fluorescencia i11t1:í11s.ct:i:~H;~;a1¡He11ci:I di: 1 jTf:,,;\;,lzima no 

recupera la actividad en MI y casi no se 'obServan cainbios¡cil'st(Úluórescencia . - -~:: ·~:'. .· >~~-; __ · >~<:' .' ?~:.:·~.'.:~- ~·~:.¿~~'. '?:~?:. :.~-~~<-.: ::-~.;: ,. ~>:,~: __ º·.- :.i.:~:··.:· ''._>·'~ _ .... ~_.:,~ . : 
intrínseca después de. 24 horas. ( espec'tró e): Si/se añri<lé;D'['TclespÜés de transferir a 

- ;'·~ • ·~ '~ -- :::··' :-c_ '-"-'.-· ~' i 

ta TPI desnahiratizada tiw,:·sé fei11iC:ia' 1a'·~eactivticiól1 icmporal ,-hsícomo ta1Til>ié11·1a 

capacidad de experimentarcainbio~'~ti su '11ú6~~scé1icia intrln~cca (espectros by d). 
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Figura 11: Espectros de emisión de la TPI transferida a micelas invertidas con y sin 

dithiothreitol. La TPI (22 mglml) se desnaturalizó en el amortiguador, trietcmo/amina 

40.0 mMj ÚDTÁ JO.O mM / D'JT 1.0 mM conteniendo 4.5 M del G~~HCl/pH7.4. 
Después de uy¡_a hora una alícuota de lml se transfirió a n1icHfa.\> i~~ertidas 
formadai~oij6'.Q%,deamortiguadorconysin /,O mM;deplJ~. ,/ • ·~ , .... 

. a y e son·_,;~:e.~pectro.1··~de•elnisió11 .. de .. la)ndesnatura(i~ada•y .. t~áij.eferidq·ah1i,l·e/as 
invertid~s'. ·~inV'1j7;~}5'.~:lliinuio:1···j j4\j,~~~).J;\:d~~j;~~s• 'Jie-.1¿.:t~~11~fúencia 

' ·.; ·. : :_,_·! .'.. ., :; ~-" , , _ _- · -,~: ~' :_ · :·~".:. '... . ._,_,_:_e· \i.- "_._ -· · · "r..:_~-:· :;.;_:;_ · -, ---- · · · , '", 

re.1pecti'vámentf'-, · · ' -" '~+·-·· ·-'--L•e>.c.;e::---·c:·:"''": .. -ic.·----"-· 

by d son 1~i·elb~étro.~deem¿:¡óJ'dd'i~TP!Úe.~~~i1Jra/'ifJfiáy'trÚ~.ifJridaa mice/as 

invertida~· sin· DT'_Í.-·/)e~\p~ids i/e ;ihófas .. ~e._ ái1adfÓ :!)11~yl~s'2.\']Je<:t r,os .\·~ corrieron 
,-. :- - . ,., ··;."'·~·· ','"':. . .,-:~:~.í ,~ ,·~. '.:,_, e~·"'(::::·" 

5 minutos (b) y24 hd1;cú· (t/)de.\pÚé.\; de la adiciónde/)J1T. . : 

e y f son/os e.\7)ectros del~ J~)I~Gií~b ih1~l~efas,fnvertif.icú con dJ y sin (e) D1T. 
• '.'· _·'". '.·. • ·-·« ·.: .. ,•,' .. ,,",'·• ·::.•-: ·.:, " ., _. '• 
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MARCAJE DE LA TPI DE DIFERENTES ESPECIES CON 1,5-JAEDANS Y CON 

FITC 

Mediante la• fluorescencia •intrfoseca ·de la ·triosotosfato isomerasa·.rue ·posible 
' - . . ... - .. - . - . . ·~ '~ ·- . -· -·· ... ·- ' . '. ' . -. '· 

observar los c<tlilbiÓs ;esJt1Ctt1~ald§· gl~balesquc, l~ d~iim~ c~:~crfo1~11.~~ ·durante su 

desnaturalizació11';Yl~ieriatt~~l.iia.ci.Ó11;·i.La''proteíf1~· ct~:eiifa·c.on~ci11co •. 1friptofanos por 

st1bu11idaci,-.si~···~fu~~i~~;eI~in~;~aj~. il1~i0~t;~Í ·.ele~. c~dá·:t~1~~.~¿ ·.16~;ni~nómeros con 

sondas ri~tár6~6~i~tJk dÍ~tii~i;1s '<\t1b•.1)u~¡la11 p~·~sc1Úár' t~<irls1b~c1;tiá:Üc •·energía brinda 
,. '··<: . . ·:·:.:· .,,, ·'·"'• .· •" -- . ·- .. - - .,· ... ,_ .. · . -··. ···--· .•;-·.: - -· .• · •. 

altemativtis ph;a·~~~~t~ri2:ar' ~~t~s cmi1bióXe~t~úhtl1ra·1e~!·'r&r d~:ta ~azó.n y con la idea 
· _:_;~;--~:-. --_:.<:'.: . . -~:-:- _;~·- .. ..,:-·- ... _: -_<,:~-_:, -~-- ·~·'.·>· .. _:-\ (-~;~: ·:'·\' ,-::·.,,_?1

• .: .:· ::~~-)- .· ·:~~r~. ·:~?· ·. ·, :_);r· -.- ~: ~:, :· .·_:.·_·:::, -.:_... ·:: :.-..··: .. '.---:: . , 
de ver coriio'~6tuferi.'eÚ~I¿gm~ierit6 ~•ia'~sobiacióri'Clé fo ·e~izi;~a/se utili~aron dos ' ,- ' .. ·. ·- ·i .,',' ' .. . . """·' ' :.. ... . ' .- , .... i __ , .. - . ' ·- : '• ., • ~- • 

sondas fluore~~c11t~s;'!;n6;1iiíC,,ilim,fra ·•que(al Jé11Cr, L1rtá f~tib~;'ni dad 1narcada con u11 

fluoróforo ;cl~.:l~ctaf (1;5~IÁ~b1~~)<:;~ i.~·-:~tr~·~1~~P'W~a4';c6;,·• 1111. ;l;t1oróforo . aceptor 

(FITC) poiliíaser ¡jó~i61~·~egfü; lti í;ea;óC:ih'~ióítagf~li'i~~~~. ·~f " 
Lo ;ant~riotts%';llifo~\ítiÍi~ai~~o:.l~~;iesff~~:!,>ié1n~~ Uk1';ri) ·p~á estudiar la 

reasociació11.·.·c¡t1e .. co11slstci;~n ::·deshaú1ral i~ar.;1·1·~·· prClteína' col1'.ú1Í~iÜl~te'.caotrópico. y 

reactivas con el FITC. 

En las condiciones·· dc;Irircacci.{mdb111;fr¿fücffitiliza~l¡1s ydc'sp11és de. ¿liminar. 

el fluoróforo que no reacciJ;¡¿:.~~tl.la.'fl>ff ~c·.~:1Jttito'~111;¡1r~j~1ci¿11 ~~lctiui~1!1étric~ de 

marcaje de la enzima de 1: 1. Es· <l6ci;./ q~i~ c)ic!K1;11~·1~ó1ri~ib de J;~ TPf re~ultÓ estar 
' .. . . . . , .. · .. ··,· . ,_.. 

marcado con una molécula de fluorófÓio, fm1fbpara~I 1,5-lAEÓÁNScomo para·eJ . 
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FITC. La polarización de la fluorescencia de TPI-IAEDANS fue 0.225 ± 0.002 y 
para TPI-cl FJTC 0.220 ± 0.005, valores típicos obtenidos en tocios los experimentos. 

La estequiometría delmarcaje sé determino almedir el espectro de absorCión de Ja 
;. . : , . '. . . ' ' . . . '_,• .-. : . i- < ·' . ~- :· , • . : '; ' - . \ ~. • • >. : - • • : ; 

enzima .1narcada. (v~r 1nétbdos).)\.dc;nil~en ·el 1hh()ratorio ~·~·. rét11 izárbr1 e~pel"imentos . -. . - ' . ~ - .. ;. . :,: .. " -, ,'. ,. ~ · .. '. -· ' ... , . -.. " - . . :_; 

para detenninar si .~bio :i.tn sitÍ~ eí1 lá ·fo( ~~. iÜarca coí1:C~estas dos sondas 
, ·- .. , .. ·- . . '. ·.·,·:- ·- :·. -:._--'.•,, 

flt1oresce11tes~·· ta•· Jrotgi~·a.se~"n1lifcó'•cori' .. ·ªifei~nfos··.···rel~ci~ries ••.•. ¡;róteina-tluoróforo 

manteniendo .• ~~?kt~;~;~~W1·.~·ie1~P,~ ~~ I;~cub~~ión/• Ctíaíi.~10~,~~ j;;ísi ~·reaccionar a la 

TPI con un exceso de3;5 }'.\rnolar del él 1:s~IAEDANS; duriú\té' 15 horas, después 
; ''- ;• .. ._, · .. · ~-- .-.·, 

de elir~inar el tÜYorófo'io I1o'reá~cioriaaó;<s~encont{ó >(¡'ue'Iá proteína se inarcó 1 :1 
.' '··• • ;wc .·... •,· - ' ·- ., ·. . ·'· ,.• ·" 

monómero: IAEDANS'. Lo misú10 se obti1\ío en el cáso de el FÍTC, 

En otra serie de éxperimentos se incubó por difererii~s'tiempos a la proteína 

con un excéso' d~terminado de fl uorófÓro. Eil."eFcasO d~'.1 ,5 -IÍ\E oJ\Ns . se observó 
-q,., ... - •. -. - . ·'·.->,::,-o'- '. ,·_7·- _·-.·,,, - _;, ___ , -•.• - '-""~ ----.->- -. _-_, . -- .• -_. --· - ·;'- .. -".;. •. ,, ---· .. ·._· 

que la proteínas~ Il1~cri'I:i~·p¡¡rti~de la~4' i1~ de Íric,úb~ciÓn,.b~spu~s de 20 hs de 

incubación; prÓgrbsi~~~ntéi'.aíírl1611t~·~·Ja .W1rff¡ójWc1é1 1h'ar:baje :. )'éa las · 1 oo hs se 

observa una·í·Clii~Íóri':1c~1!a'i:~'¡ij(:<1~<1 :211if>f16;1lcr(>:fl;,<j,),f¡,r<;:1·'.s11/i.11dlcó <1uc·.<1c ~ ¡1 

20 horas· de. inbuh'ricióA ·s~1oii11~:d~:1ai·~i11éü .cisicimis. reiicciori:I; . 1>ü¡teri~rmente se 
·-...·. 

observa la satiiración,cuando la 'relación delinarcaje es de 1:2 (esto esde 7() a 100 

horas). 

Para la reac.ción con el eLFITC se observó que a partir dé las 16 horas se llega 
'·_ •••• ·'-"· > C••• "'"" --~.:~·----~-:..:_,- ···.-0----·-·---------•.-'·:'--'-"-~-.--·,;,---;~0.,•_•• .. - ---

ªla saturación y la~rélacÍóri derl1rn~caje ftie 1 :L Estos experiil1ci1tos indicaron que el 
·.~ .·. ... . .. .. .. . .... 

marcaje de la TPI cori cacia t~ilo ~e estos fl~oré>f()tº.~ es:específíc1} En las condiciones 

utilizadas se .mar¿~u~1:·isolo.·'iitio;p~rmbnÓ11lc~~o[ga;7.ó11-Iloclrígllcz· W., Beltrán C., 

1994, resultados ~¿ ptibli~adbs].' Efo/~séigi6;pe~eii~~ cl61a. Universidad Federal de 
., .. ,., "'..;• "·,,.·· - ...... - ..;,_· ,·,.,.'_,-,', .·· ,";·-. -.. ,·· -. 

Rio de Janeiro ffiidió'Ja Vid~~i"ri6ctia'de;Já fll1or~scci1cia de la enzima marcada con el 

1,5-IAEDANS, ~~diante eli~ét6do de modul~~iÓnyfase, y encontró solamente un 
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componente de vicia media dc 17 .8 ns. Esto sugiere quc el d 1,5-lAEDANS 

solamente se une a una cisteína, ya que si el 1narcajc no fuera. en un sitio se 

observarían 2 o mús 'componentes de la vida media dd lri lluoresc.cncia. 

- so -
::i 
ni .._. 
>-..... 
·;¡¡ 
:;3 20 -

...... 

. s 
(1) 
o 
e: 
Ul g ID -
<l) 

o 
:::i ¡¡ 

b. 

520 570 8.20 

Emls~lon Wavolongth {nm) 

Fig. 12. Espectros déemisión de la TPI marcada con el 1,5-IAEP~NS y con 

et FtTC. Se'~1ú;.~lran%.1· e:v1~ctro.1· de emisión de Tl'J~JAHfoJNS (-~--JyTPJ- ¡;'fTC 

(. ... ). la conl·e~irÓi1óf,:.tle,pioteíha ·en áml1:n1·.11Úiesfri1:~.;·¿~.~ ~/L~.i(i}/por ~;,¡ de· 
''··.': ·.·,:·'· ''· .... -.. ,_ -- .. '''.·.'.·,·, .. ·.· "··,, ,.,, _;,, ·'·' ·. ·. 

mM de WJ'l'A;ph 2 i.J 1,l1/11;iG1Í/1/}li: rú;·;ir;c1J~.rl:itr1éiú11·¡¡,;.:,1" J6Ú 111t;, 
," -· .'·~7·_:·-·~·-· '.:··J_·-~,/~:. ,.·/: ··,· ,-~--.:' : ., .··:,- ,• -. . . .. , .. _.:... 1 

En la ;rigrir~ 'l2 se;n1uestra1i l0Ses1)c'ctrns de ·e;11isió11 de TPl-!AEDANS y 

TPI-el FiTC. M,cdiantc protcólkis y sc~ucr;ciaciÓr~ cri' el li1boratorio se ha 

determinado que el sitio de t;11i6i1 dél e(l ,S-IAEDANS a lü TPl es la cys:..217 
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[Gnrzún-RodrígL1ez W., Beltrún C., 191)4, resultados no publil:ados). Como la TPI 

tripanosoma! no tiene la eisteina 217, se intentó marcarla con el 1,5-IAEDANS, pero 

no se lugrÓ~ Esté{ sugiere qL1c el el l ,5~IAEbA~S se une solo a la cisteína más ' . ' - ' - .. ' '. '. .<- - '. . .. 

reactiva. A~í lt1ismÓ,s~·:cst~-tratm;~lo ¡le dcté'rini1i
0

ar el-sitio clt.!·u1;iú1i.·dcJ· FlTC•a laTPI 

de músculo de coi1ejo:'Adéi11r1s sc'1()i!,1:ó llrnrtm' a li(f;Pl de. tri}íiuiüsoma '0611 el FITC 

en una relación c~tctjui()mélricíl 1: 1. 

120 ' 

loo 
..; 
2. uu .. • • . 11 •ü e.o 
" .. 
" ~o ~: 
o 10 " ¡¡ 

~.!!I i:·'(.1 ,,, 
'rJ 100 
'fJ 11' . 
~ i;o 
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."l <.o E 

"'º 
20 
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' " •l •, 

" llH' 

•/.Agua. 

Figura 13. Fluorescenciarelativade la TPl~IAEDANS (A)ylaTPI- FITC 

(8) en micelas invertida~ coil di;erellt~s ~oncentracio~esdeag'ua .. J.agr(ijica 

muestra (prom.edio .. de ···üos exp'eri//):e~ft!J.\).dc1S~·1~hsi<fat/ cle)c1.)lll111·e.;¿e,ilcia ··felat ivá 

en el ce~~;J-;~.0~;;~a¡:i~;1,·;,,,'.a§,4~\1j~<Ú.'j~j1ti¡·¡~11&.,~'· {JI) .<J •• jt~- 1'.~)1-:!'1/C .(B) 

at rapadae~ 'Íriíl;dí~.,>í,/v~rl i~Ítls 'c_~o,, :l~1:cr);i~·c•ntn~cirí11 ri'e o~~io i)u tii·aÚ~. E'l )óo. O% 
- . ~ ': . « . . . . <:' ' . ' -' . .. "' , . . ; .. ·' .- -., - - . .; ~ . . :- . . -' . . : ' . ' . . -. . . . ' . ·. - . -_,:-,: -. ·¡·,·~ ,' ·' '"~" : ' "· '.. ' . ·'". ' 

en A repre~·e~ta láintl!1i.~itlú~t t/Ú tí(/lií~~h;.~:c:elícún·I/ ~nii-í:/11:\: i:i1/r :.•Ji%deaKua; e~ JI 
'· : • .:- · .. , ·- - _ •••. , •• -1 •• 

la intensidad de !á jhiore.\·áúu_;/a ¡;,¡¡OO. O % de c1.~11a. 
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FLUORESCENCIA DE TPI-1AEDANS y TPI-FlTC A DIFERENTES 

CONCENTRACIONES DE AGUA 

La fluorescencia de TPI~IAEDANS o <lé.TPI-FITC se detenn~1ó a· diferentes 

concentraciones de agua en el sist¿;~rid~ávU.y~n 1Óo.9~dehg~;~·(fig.:tlAyB). 
Para la enzima marcada con el 1 .s~ÍAEDANS '~6! ~bs~rvó'.c]i;~ f~; ¡Jl~n~id~~L de la 

lluorcsccnciu en el CEM en MI dccr·ccf ;co11l»~i·1Hc ¡11,1ind11a:c1 ~E;1hc11ifi'~·~Jcugua.· En 

un medio totalmente acuoso la i11tci~si~1;fo··~1c;:h1 Ji11i~i~11:.cC,':]~i·:() ;~~-;ific;i;~r cor.1 
~:·:. ·~'.'i: -·.:-"::..:. .• _,,-y ~ .• ·.:-· . ' :~.:, ··.: i ,::·:;·.·~ ._;; 

respecto a la muestra transferida a :2.0 '% 'dc'.agt~a. '.ade1Íuís"; s'e ;obs~rVa un 

desplazamiento del CEM hacia el rojo.cOnfori~edtu~~nt~el
0

~0í~(i,ii<lJ;Je;hgti~;d~.las 
,·.-~ <:·~-·- .-;, -:,~~ "';:.:~·;:;e'.·',:·'· 

MI. En 2.0 % de agua el CEM tiene llll Yalot.de485 11111, miehir~G1ú~ enfO % de 
- -.. - ""·· .. ::.>. _i::,.~ :·-':;. ,;·, ._. r·:' 

agua es de 497 nm y en 100.0 % ele aguaes 4?,2 11ln .. ~1~11;.5~1i,\EQAAS'.és sensible 
- ' .. ~. - - ! • :·.- .': .-- .'-'· ~-

;, ,-· ··:..·1' _-::: __ ;(:··_ 

: :~;~~~~~~-;{~:-~ _:·:._~.~-;~ -- '-:-·~-~-: .. :~ -· ;_·> a la polaridad del medio: 

La cisteina 217 •. a l11qú~esta 'tmidoéFeil,5-fAE[)¿Ns"cs·tm'sitio bastante 

::~,:~:::::~::,~·d~\i~iijfi!~:1~1i~:1~~g{~~1~:,'.f \~~fa~~~~a~ ~~·~: 
apolares su espe~tro.:de. emisiór1. s~'-'ciesplaza -,11as.l1ac.ia··e1· áz.t1l.•.y••.1a •.•. intensiid~d. de Ja 

::::~:~J~J í~t~~~ ,~é~~~J,:;;r~~i~~I~l1~~11~:;~~~~: E 
., . -·.;:·:~·"_-.:::-.: ., ·.~;--, •. : .· ~ ";_.".. ,_.' _.... ·:;:"·-· ., :• 

fluoróforo cm1Ia~üp~rficie;dc lá;lrii~elá. r ·r' •·•···· · .. ,\'. '' 
PariÍl1Lc1~;,iiriii· ni~rci.~h1~B~2;/Jcj~ih Tt~~~j¡jbd~ió' (J~·~·: tifílf j~¡:~~J~;i6iá. e11•e1 • 

::~:~~J~j)jf tl~~f it1!'~~}~~1t~l~f~}j)~.i~~;,~~~~E1: 
diferentes.conténidos d~agÚa,· 1C>. Clllll sé ¿lcbé ¡)C>sible1ne1~tc' A··.1ií~ i11t~hic¿i6nés~on Ja 

·- ,: .. ·- "· - ' ... ' ' . ' ·. - . :¡·-,. ·-·· ·: 

superficie cargadáde iasMI.ElCEM s6 desplaza hacia el aiu1cri1ifb'~Je amnenta el 

51 



contenido de agua del sistema y tiene un valor de 5'.'7, 5'.'5y5~1 i.:11 2.0, 7.0 y 100.0 

% de agua respectivamente. 
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Efed?.' de< 1~. ~()ncenfra'i:;;óíl,,_ d_el GdnHCI en. (A) . ta 

fluorescencia< y'(B)ieri~Ja'aríis6fropia'cie•1F't-IAEDÁNS. Ui .'J'l'f~IA!BJANS a 
.-- ·./. -·:·· -· - . . . . "º"·-· ,.,. ,."., • ·. ·,., ;··. • -- ·, ·' . - . . " ' 

Figura 14. 

una conc:e~1/1;~~:ió/1/cfJSio:d.:J11f,l;Í1!f~;/¡{1c/1M/piJ{ lil1ÚiJ1ori; (;11 .. L'{ á11;<;r/ iguador 
., . • ;" r · ·-·'· · ,,,, ;.' ,·/.,.·, · -~'"'., •'.' ·' -, .... - .,: '.-- · ,.. '., -·. ;'. ·· ·. , •. •. -· .• -, .·' ·:·.·. _ · 1 

e.1·tandar + 'd;/J1i~thr~lf<Jly'Ja'.Lo~jcehtrtiÍ'hí;¡;~irÚicú1kiid1;!c(it/ulIC'J,3áÚJH ? . ./. 

/'º·'·' ~,·~01·11í.+1tJ~:\:~-~~5º~C¡~,~),r;.1, ;~.:-(.:~1;~?,!·1J.~- ;-,.1i; ~,~~F,·~í~,•- q":':.~.•-.-_--t:r::º.·;~¡~,P:: .•. 1i:,, . I' .. 1·e 

gra.f1co el ·.centro '5:.l'peclri~lde ¡11ust1s-••M.·~s.,fa. cor1.t·entrr1c.:iáif: 1/e/ 9dnl/CI. (•) 
representa fa j1i1rJ/.¡ú(·~ncill. dn -· C!l . cer11;;;) eXy5ectr;d; tiC:: 11iét.\ú~;- /;n H /e grá/kó , la 

-•,'' .\ . -.« ·::-~ . : ' . ~ _.,' .· ·' .•. - . - ' ~ •'. ·' . 

ani.1·otropia_.vs'/GdnHCJ}. Hl.puntomedio declátrélí1slciól1 dl·i iú;tado nativo al 
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DESNATURALIZACION DE LA TPI-JAEDANS EN SOLUCfON ACUOSA 

A través de la fluorescencia intrínseca de la TPI, mediante la incubación con 

diferentes concentraeioú~s deLGc!i'-iÍ-iCI, ~lldimris. obseritar una transición del estado 
' ·' . - .,-.... :i::·:. ·-:·.· ~. '·-~-;;-.,·-¡.:· .. :.~~~---·.-·,:: --· 

nativo de· Ja proteína al ~stado.·co'1nplétalnéilt~ desil~túfa1iiado.Con la proteína 

marcada con el 1,5-IAEDÍ\Ns··s~.iiíforiiove{siflniecaÍlismo clée~ta transición es o 
- •' • ,- - - ,._ .. ' ·º· - :- .- - , . ·: - "',~·, ·. ·-___ • .,.. ' - '',' -, . ' -

no de dos estados, como es.el Crisodc~Jg(t!1a~otfas ~~6feina's; P~~~J(l 991) y Privalov 
' '·~- :_,_.'.,'¿•>. \ -~·- - '·· 

(1990) han propuesto un mecanismo de'.2 éstac:los 'para aqi1éllas· prote. í.nas en las qtie . ·- ·,,; ' ' - ' -. ' - --.--. --;·-,. . .-

al estudiar su desnaturalización. midieliCio 2. parám¿fros ctistiiíto~ise ~btieneh curvas ,.· - .. ' . . _,,.•, .. , .. ;,-' :. -,,·- .. ,.; -· .. 

sigmoiclcs similares. 

La TPI-IAEDANS 'se i1icúb6t.hora en diferentes C:once11tr~ciÓne'¡dc:Gdht-ICI, 
' ,; ,;: e • ,;"· '-;;;-_>-;··: J:- ~ 

y se detenninó la curv~ ·de d~sriaturalizació1i. ct~' l~ ~nzinia (fig .. 1·4 Ay rJ3), · midiendo 

la fluorescencia•· (Á) y la ani~o~rnpí~ (B) •.d~hl ,S-I¡\~bJ\.ÑS •. Li-11i~oa cad~ monómero 

de TPI (A.exc = 360 run). Como ~epuede,obs'erJar.'é1rÍ~gi:áfi6~X·1a fluorescencia en 
el CEM (•).disminuye conforme allméi1ta laéonCe11tració11·4e1'qdllHCl, y el CEM (o) 

se desplaza hacia el rojo. Para la enzill1!l'n~tiv~.el{CáMti611g:'un valor de 488 nm y 

para la enzima desnaturalizada eon.och1f~tt·~.Qtvf'~1 ~~J\1''.'e~75o9 nm, es decir para 

la enzima completamente desplegada el CEM se desptai.a 2111111 hacia el rojo . 
. . ,-.. ..._.-.,-· .. ·:-_. ' .. ·-::~.·,~~ .'.i./ ..... ,_· .·>.·;.··,-_·::-.·,,- "'>- " 

El punto medio de la transición ~lcl ·~~tmlo''úatiyo:/;1Lc~t:IÚ0 :'completamente 

::::~:;;;~l,f jt~)·~~i!~~:~~~:~tó!tl'~~:: 
conforme . aumen~a '.Ia•:conc~nt~aCió11'.,de1·~ad1íH~¡.·,,Es10·: ill.Oica.:,qtíe · .. ·entre···.1nás 

:::~::;:j;r,~p~~tiE;'.~d~¿~~~~i~i~'~[x~~\;~;~ºIi:¿;6~'1~ 
y para la cn~i~a <lisriat~1i~lizada~,cs-o.oy5/1i1· p'u1~fíjni6c1~od~l:li'1:h¡';~¡cfon el~!: estado -

nativo al estado ~b;11plc~¡~m'.fr~1tc,'desmílúrali";Údo ~e btsciva·p1 0.7iM dcl •• Gdnl·!CI, 

según se monit:oreó ~~r !~ ~11\so¡ropía tle TPJ-IJ\EDANS.ALmqLi~ el pL111to medio de 
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las cuivas de desnaturalización es de 0.6 a 0.7 M del GdnHCI, no poden.10s decir que 

la transición es de dos estados ya que las cuivas del CEM y la anisotropía no tienen 

la misma fonna. Esto sugiere la existencia de éstados intcnnediarios durante la 

desnaturalización de la TPI. Por lo tan~c), 'el 1~1~canismo de la desnaturalización se. 

puede explicar mediante el siguiente cs~~ien1~: 

N61~D· 
" ·:,. ·:.·:.,, : .. -.' ··. 

VOLUMEN DE TPl-IAEDANS ••. . .. ·;:.· -

Se calci.1Íó el volt~.Uel1 deJ~ TPJ,;IAEI}ANS en solución acuosa y en MI 

utilizando 1i ecuacSiÓ11 ~eJ>eái~.1 (Jer;pui~to j :eilG~1~erril iclai1eS), eón la idda de .saber 

si se modificaba.·~· .. ·. no>Ja .e1izi1l1a ... al ser .·.'atrrii)ad¡\'; ~n l:Í1s 111i~~Üls .. Mediante esta 

:::::'6:u~t~~":~~111~rf~~::~~1~~,~~r¡~~t~&1rf ~~lf i~~~·:: 
,-.-. - e:~- '} -'-.".·., - - ' ·i -.:;~~,:-. -::; 

medios de .. ·difcrente \lisc.osidad; (lu;:utilizáffdo,sacarosa:c¡l1···15,•_24{y. 38 o/.,_ (p/V). 

~:::::!~i~~~~~~~~~~~{~ti1:4~:~~~~'.~R1~;1~~~~~~~;;~~r~~ 
_,. ,.< X .• 

El dhlie~o-de··1~'.Tr>( 1{ü···tié11c' tu~·~ forn1a pr~cisan~~nte ·~sforÓidal,·. tÍen~ una 

longitud dga~-ro~f1'nric1ri11ldnt6 77· A' y;t1n)d¡~;~c;;o c,1·~::38 ,;\>'~lc\t~I manera que 

calculando'~L ~6i~1;nehco'1~ci::si fu~;ri:t1;J:cilind~o 6bté1~é1lios d1i ~~11Ür de· 5.26 x 104 
. ,, ; .. \ ~ _ _,_ ,'- _,-,,_ ' -:., ' :. ~. '.. . . -:; \ . ' •' 

cm3/mol .. · E11soltÍCiÓ~ a6t1~sa'~;lvbÍuíiien:bbténidÓ p~firi'.c'8Gació11'<le·Perrin .es de 7 .6 

X 10'1 c1~;/KióJ~0 cbil1cF ;ti;~6!,1J~~1cÚb1;Ó/~~{~¿~¡~~~ri;rit~] R~~;l~~-~~~c;l¡~~:-al--rc~lizar 
' ' ,. . i ·., ·~:. . . ;~ -· 

estudios de ; la hid~afoclófi ¡,,rrad~iaf de la liso~iiÍia coriclúyerÓll ·.que la cápa de 
' ,,, . - - ';. ., ·: . . .- :;;· • , ·- . '· . • • :·. •. :., -~·- , .. ·•' '•; ''e . ,- ,.·,,_ , .. • -. • - ,- ' ' •. ; ,. \ • .; . . , • ' '. ·. .-

hidratación nec6~a~a ~ar~ ob~crvar .acti~id~dcritaIÍiicd ~s f1e'o.2-_0:3' g:ifo ~gua r g 

de proteína. El heclio el~ hab~r obténicloex~~rilnenthlmenteu~·valor d~l volumen del. 
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<limero <le Ja TPI mayor que el valor calculado sabiendo las di111e11sio11es del <limero 

se puede explicar de la siguiente manera: 

J) La ecuación de Perrin esta diseñada para partículas esferoidales. 

2) La capa de hidratación de la proteína es del 20 al 3D % del volumen total calculado 

experimentalmente. 

3) En la gráfica de Perrin el valor del inverso d~l intercepto ell el ·eje Y (r0) 

corresponde a la anisotropía intrínseca del fluorÓfÓr~ qt1~ pÓd~íri Óbservarse si no ,... __ , .. ,· ' -. ,. ·.:: .,,. -

ocurriera rotación molecular. El valor {i[1e s~ ohttÍ\Jo ~xpe}inícút~Ú11i<.:1ite fue de 0.25, 

mientras que el valor teórico que corrcs¡)irnflc '¡1 uiii1lu6rÓli.1ro.:i~1friúvil es e.le O.J, esto 
•,'•-: ;:.,-e:_ .;._ .,,·" .',· __ , 

necesario considerar que por la forma 'dé. fa molétúla'é!e TPJ; ésta rotaría como un 
. ·'"·•· . ,.· ,, - - . -' .·· .-· '·,. "' - ) _,'. 

-_;' .,. . --~ ·~- .. . :: ' . 
elipsoide, no como una esfera. - ---~- ,-<~:'''<';:.·: ::· :- - , 

4) La viscosidad de las diferent~s· s~1ii~ÍÓhes1c16f~a¿~ro~.ri 110' se midieron, sino se 

tomaron de una tabla que contcní{la~2~vii~~~(drides; de '~ifbrentesporcentajes de 

sacarosa, podría haber diferenci;;_[l-rrindb6~:~ Úc;;~·,ii1~t#ai1dPl1ysics, l 981-1982] 

En MI al. 2.0 Y .. 6!o!~·d·e agua ~011;6~iendo s~c~rosa .ele difcre11.te.Ji~cdsidad el 

voltunen calculad; pof ]~ ~?i1~ci9\1. ª~ R~iri1,1 fti~ 6.~7~~304 
; 3. ~fo;'.% l,~Ú1~3/Mol 

respectivameilte; tom~1dcilós·;1Üisi~o~ valores ci6• ~i~¿osidrict · éi~1e liar~ e!'Óátculo .del 

vohunen en s~JuciÓ11 t6th1n~6nt~acuosa. 
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CAMBIOS DE LA FLUORESCENCIA Y LA POLARIZACION DE LA 

FLUORESCENCIA DURANTE LA· .. RENÁTÜRAL:IZACION DE LA 

TPl-IAEDANS EN MEDIO ACUosÓy ªN Mlc·él~S INVERTIDAS 

Mediante la fluorescencia •,ini~ins~ca fucl' P.O~iblé moriitárear los cambios 

globales de la estructura ele. la· ;í')>fec.1lí~1lllít·JÚ ~g~¡it1U'i1li~ai.:ió1i ~a·" 1)1lrtir ~Je los 
.- . -,-.;' .. J:.,·-· , .. ,.::.:.; ::;-.- . ·},¿·: '.~·~." ,_·:·;:':~: :·:·: ·: ,··.(,"<·-·· ··.;-·-.,_ .:. - ·. ~'.-.'::·:.· .. ' ·, 

monómeros totalmente dcspfogados. / ~sto ·tiu1Íbidn ~· n;·~;· ,íosft;le '.: 1n~diillitc .. la 

fluorescencia del !,>rupo 1,5-IAEDANS.'w~'ictÓ ... a .ii·c§~-:{11 ~~ ~acla monómero de la 

TPI (Tabla 2). La TPI-IAEDANS n~tiv~·o\Ie~riaúir~li~ada se transfirió a TED o a MI 
_,,-,.-_,-_., .. 

al 6.0 % de agua. 

Tabla 2. caréicterísttcasde'fllioresc~nda de 1a TPl-IAEDANS. 

cn'J'ED 

en las MI ca~• ·. 
6.0 % H20 • · , : .· 

en GdnHCI 4.o~ : . 508 
en las Mf·6.º6%·c·6~}-:- s(io 
GdnHCI 4~0M< . 

renat. en las'MI 6.0 ··. A95 
%1-120 

'FIÚÓrescenciél Polarización de micromol/min 
ReL en eLCEM · 1a tmg 

J{j() 

87 

46 

71 

90 

100 

Fluorescencia 
0.220 1 /- 0.005 

0.170 +/- 0.005 

0.031 +/~ 0.005 

o: 11 'o +Í- 0.004 
¡-_--, : ::: .. 

0.210<+1~'0.oos 
o.11s+1-<o.003 

·1800 

450 

4464 

360 

La 'flü~resccncfa d~TPI-IJ\EDANS en.aÜ.L1a,jrcise11ta ;,KCíiM =488'ml1. Et1 

~'.º:::.:J.~~Ji'jj~~,,~c~.~~ q;,~4~,;l;;!ºrº1~.~rlf.ili~~:j,º1~~~L¿.,:t:;: 
desnaturalizadá eil 4.0. M ct'~{GdMICl tiene [ul° .. desplazru11ienio del. CEM ele. 2() 11111 

hacia al rojo. y su nu6resbeiicia est~ ~paJ~~a ~proximadamente 50.0 %. Para la 
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enzima desnaturnlizada atrapada cu MI al 6.0 cy., co11tc11icm.lu '' ·º M del Ud11HCI el 

CEM se d.esplaza 5 11111 hacia el · rojo y la Jluorcsccm:ia esta apagada 

aproximadamente 25 % con respecto a laenzirna nativa en 6.0 %1 de agu<1. Lac1i';.¡ma 

renaturalizada en solución acuosa recupera cri ur19b.o % sd11uor¿~e;1cfriy ri~tividad 
' ·, , .. , ·, - -·. ·.- . :-.. 

y el CEM regresa al valor nonnal. 

(b) y 

~ . a 
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Figura 16.·••EspeetrÓs cie ómisióri.c:fe· la fp1-1ÁEDANSriaiiva (a),' desnaturalizada 

ronaturalizada (c)'e~/.lasi Ml·:G.O %:iéJe ·~aún.· ('A) V .1oo:c~} ·y~· ~;<igüá .(8). 1.11 
...... - ' ,, - • . - . •. ' " .• . .. . ·- ~ .. _ - • • . « .· - . . - . ., ' .•. - • ' -· 

'J'PI-JAJW11Ns:,:~ .. il;~.,;¡,¿pú¿111i;,1io/:l1dli~lci1/l;~;,¡k/;aílríl:e:;),u111aí·y:1.ilú.(i~l11Úc:Lne.1rmé.í·de 
· ·--.. · ._-:: -. >~- --~;?-" - .. ".· · :·,.,:·~-: :··:·-·<.~<-..:':, ·•~¡/ ?.--~· ... __ ,_,,;(,·;:,~ · C-.-.. :·:_.<.-·;.X_ .. ':···::_ -·~< ···'.,.-··: ... ;.:' ·· 

esto 1111a alíc1iotá cÍe?2¡íi :1;e truÍ1.~7/:Íú ú •.(IJ):.\'l;¡//~Jríí1. 1r)1é1f1né~1f1!··ácuá.~·" • ·'ú·,, (A/MI ¿;0111eúie11do 
·' - . - . ; ·. -," ·.o-,:·.· . .. /.' ·,. '. ·'. ~"- .:: '. }'. ,:. ":~-.' .~ ." .. _j •• : :;',,';','. '· • ,; ::;:,. ' ' • • :· ·; ·o'-, _'" C' ,: ·.'•: ''-'-'; - .: . ": .•• ' 

6. U % de UJ;IW (e:1yíec1ri] e). Ji/ <;spect/·,)' ••,;'(ú,ure.\JJ<J111ÍL"a /ac11zimt1 luÍ1)1·11'e1rsrÍlli~üí11 c1c11osa 

(IJ) o e11 Jus'~JJ bon:6. rf~1" ,Íe c1.~iu,?t). l·.'lb~Jet:1n<:;1i,,re/J;.~,1·e11tt1 u· 1,,•e1ó;:,,,de.wla11~raliwtl<1 
t:o// -/.O lv/Gd11HC_'/(IJ)r}1c,;~1':}jJia;1L~:vi111l;11'CÍÍi::~;;,"·¿.m1· ./.;Jú del (¡,/11//( ;/ Fiít1·&;;all~ ¡;11 la.1· MI 

al 6. U % co11ie11iemlrÍ~:I. o/v/dt111JÍCI (~f). .... , . . • . 
J ~:~ 

Lo antériÓr~~ugie;¿ que IÚ rcnatt;rali;,.m:iún es c:isi total, 1:1 pi·ofoína vuelve a 

retomar su co11lbi1i1aÚÓn;pués ~1 .. Cl:•:M .regrc.~Ú c1b 508a;l8~·1ui1. Ei1 ~I con6.0 % 

de agua la enzin1a·.reí1at~1ializada presenta una llli.6rcscencia :1proximaaarr1~nte JO.O 
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% mayor que la TPI nativa en 6.0 % de agua y su CEM regresa al valor normal (lig. 

16, A y B), además de que se recupera e.l 80.0 'Y<i de J¡¡ actividad. 
. ·· .. ,,:. ; ;. ·--

En TED. la polarizaqÍó1fde la fluo~~sb~~dih (p) dérr1-'1AEDANS •.es. de O .220 

± 0.005, en MI 6.0% b2c),_es:Q.J?OJ_6.8?.~;:'í():~~ue •. ii,~ifaqL1c_)¡teys~217 adonde se 
une el el J,5-IAEDANS p~cis~ñt¡(más n1ovÜidad en las 1nic~la~ ~on\6.Ó,% de agua 

que en medio. totál1l1~11t~ a6i.;~s6 Ní1bih· :i)~i~ e;'\zin~R ci6si~~il11:¡{1 IZ:i\¡1a 611'Qci,li:ic14 .o 
- ':' . ; >/;--.10'/ . ··:~:· ~· . ~',·:··.. '.;:'." .: . ~ ~ : : >;~-'.; >·· .. · .. '.: :-<·:··.· -,._:-:·-. '··":' .':. '·: :·-.- ,· :~: .... '. '_ -.. -~-- :: ~' ;·.:_ .'- -"':" -::·.: <: .-,,:>-'< ·'·. . ' , 

M muestra •una;i)ólarizíl~ió'n 'dc.frifli101·csccnci:t'd~:o.03.1i'.~ ,<tO<i_5, :~·¡llor'n1í1y bajo 
debido al'desplcigai;ii~rito ¡lelt;;icM~,~·~ro·-~o:i lo: cf~16;61 ~~iti6 c1cCti;1i6h:d~I flllbróforo ·a 

la proteína·:tie11é•·\11m' 1nciviti~·~Ú•~•¡6¿~í.•-.y g16ba1·11{~yoí;(1ue •i~;a1\~io/1a~'pr~teína··se 
;:.~,,.·,-.:;':· -.. ~·: .. ·· .,·~- _ . ._.,·., ".<'·-·· '.·',;,.';.-.!.· --; :;·::~ '::/;'._":.:.:"º :--.'.~:· ·'.· .. ' '<·.":·'<'' . .r-.·.:_>.:·.::·é;_ . ..;_._:,'._. __ .. -_.· 

encuentf~ e1t~16'8tridü'<le• dím~{·o. r>;í:r~~l 111~11Ó1~~rri-<lci~p'tcg:1do y'tj:~isferido a MI' al ' 

6.0 % contei-íie11é!o, úna sollíci¿n ;!el ·Gan}ICl;4 ;M ·1a·p6l~ri~úción,~1&'.Jii'!1Í~Í~rescei1cia 
,· • «., •- •o<. •, ,,,, F ''•,,,,, /.""'' '•. • ' . ',• "• ,o.,,•,,,•' •,d , •,, '''• , ',J'..''"' •',_," . , ' .. ', ,_' __ ,, • 

~:.::~~~i~~~~:l~~.~f íi~~~~1~1t~1~~~~~~~:~11if Kf~i~~l~~f~: 
;~~::~i~~·~~~J(Th6~~i~·t{f !~~~~~¡~~!di:~~ii~t~~~iz :• 
valor de 0.21.'o.±o.0'05 YL~n~.'recU,;eraciól1 de.1a'í1~tiyidacidel 9fQ,(Xi {tig!;.]7,Á). 

Esto si1gi~re\qu6'i1a'·re~{Üiúi:áli7,ación de .la TPI :en'n1c¡Ú~~t~taÚi1ei~te·· ~cüoso 
.,,._.. ·.¡.'/_.::-.-[.·': 

ocurre totaln1e1lt~, yá~qúe s~ rc2u¡)cracasi toda la actividad y el vúlor de polarización 

de la fluorescen2ia ~c¡,rrcsa al 11onnal. 
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Figura 17. Polarizac;i~n do lp .fluoresé~ndciy acti_vi,dc1d d1) iaTPHAEDANS 

durante ·la r~riatüráiiz~¿Ón ¿n s~lu.dó~jóia'1rnén1~, a¿~~s~ (/\J y~ on íTlicC31a~ .invertidas 
· .,- - -:<, ,,. .· .. · · - · · e·,', ·, · • · · .·- ·. - ·" .'; •• · ··e < · .: ~ · · -":;·. ·. · 'f. · · : ~-- . ; .: > · . :,.. .. ,_ · ··, ··: '·· , ·· . - , 

con 6.0 %de>agu~~ La'i~'l-iAh'UANSse iric~1hrí~po61;na)101·{i c·11:tHqmo1·lihiaclor 

es/andar l'OIJl~~lp;;(/t;-4:'~)/q;¡á¡ ,¿~·;'J;~:c7 . .f.i:¡jf;'.\jJi/C:s t.Jd)~10.,,l"l'
0

fl;f1Úf11h¡¡~Jfóióta 
de esta iiif¡AJ;~~~'.;Y ?0• irc.11j'.f¡iif i~f~¡-.~:~~?ii7c[~11_1>1,~~~-tl1!~~;r1;e· ;,_c/1;J,~;, :·:el) '.~i:~. ·. m.icelas 

invertidás ciJn(efíi~nclo · 6.iJ •% t/¡; 11.~1ti1'.'(n}.fu' c1>iiál1trá'd6i1 rk ¡irike il1áj,ie .8,rj111/. 

N11 los . t iemp(~.\· Ur1tlfr·{1(/o.1·' se 111ldi1í Ir/ iu_:/ivicltli @: y lo )~o/;1r;~i1d~ín . de la 

jl11ore.1·cl~)1l'ia'ftí)cli ~~~~)~;~·¡i:~~ras. _, . ..-.. :;. ·. 
- . ·, ' . -, '."' -·; ,· .,, ·' ~ ',.- -., ,, :,:;. 

;' ,~.'.'!~·.. ·'.'.,f: :; · •. ' ' . ' :, ~ .: ... : ' ~- - . · .• 
: : . ,., ;·. ' •,/ · .. ·~·:·, :'.::;·:·:.i~-

•\ ';.; -

Cuanclo.TPI-JJ\EDt\NS·clésnaturalizadacon.GdÚHCI 'l .OMsc frrinsfierea MI 
' .. ' -- .. ~ ,. . . ·-{~· . ·-:-: .. :;~.-.,·: -~·.-.. ,· 

conteniendo 6.0 %dc·aguit !:11)olai·lzación :C.1c l:t flll~J~sccrici:I de' C:~ia ~~rdstrl1 es de 
- ' ~ - - - '.<--. ' . ·-.' ; ' : ' . . ·.' 



0.115 ± 0.003, valor muy similar al del monómero atrapado en las MI. Al incubar por 

varias horas y medir la polarización de la fluorescencia en diferentes tiempos, 

prácticamente no ocurren cambios. Sin ein~¡¡rgo, laactiyi~lad se rem1perauí180,0 % 

(fíg. 17, B). 

Como se puede ver la cnzirna renat~rraÜ~ada en las ~fC~ ·c!frerencia ·,de la 

proteína renatt1ralizad~····en .. ·sohrción ;f?taÍmcn'te,aé11osa). i1o<r~c11!1Cr~i'..'er·_~alor de .. la 

polarización ·de, .. la flt,to~es~~¡~~i;¡¡ .··~el. flír,n~ió.~.ta{n~§~o;:.toi~lrn;~nt~Ja;:~c~i~id~·d.• ·.Esto 

podría ind.icar : quei'enlas·:micclas······llay ·~arias• pbb1~tio11es '.'·'e'cstructuras,• Y .... los 

~:::~ri::r·¿j';i;j;~'!Zt:~::!1"~r~fil~1~!;:~1~'s~;~ñ~f:rfü;.;.~~f i~citj:;: 
monómei·os· irícor+~aos ·i11éú¡lácc~ dcÜin1ci-iz:Ji: (lcbiÚo'·ir '10' cui1l···,;t¡iol~;.¡711¿i6i1 de la 

fluorescen¿ia n6 es i~~~~j tjtre
1

'1;1 ·del .clíme·~~·· nad~o.;Dc' tai'· 111:1;1cr:Lc\~le ~I valor de 

polarizació1~ :(ie.iél fl11~~~sb~;1ciél repr~~~11ta, Lin prome~io de las · polarizacioúes ·de 

todas las esl;ti~tli~ai.' . 

REASOCl~CldN ·DE LA TPI EN TED Y EN .MI 'A PARTIR DE. LOS 

MONÓMER:OS PESP,LEGADOS DE TPl-IAEDÁNS y TPl'-FITC 
• -. :".. . . i ·.-, :.' . ;-_ ~ ~ 

Ya qlle ~e1'(:,esf)ectro de cmi,~ión~~l~l·éeJ l,~7rJ\E:J)tN~ ·se sobrepone con el 

espectro de··~b8or6ió1i·de(Fffc,\se:,~~be't¡i1ci.P,{1'edll1~.~erct~·arislercn~.ia···~e. energía del 

~~ :~~:~~árk~~!~~g~!.~1;¡~~~~J~\~l,~&:~t~~~t~~1.~d!1:"~: 
monómcrn d~ TPÍ'á un 1fl{1ó~Ófor;6 nC:c¡Jí'cii-.(cÍ. EITc) 11iúCib a otrÓ 111'ó¡';ófi1eib d~ TPi, 

• '> ,. • - • • , • ": • • -·· " ,_ • ' - • ,_ ' - ... ·- - -, " • - -··... ••• - - ' ' '" • • • ·- --~ • • • • ·' ,• ',. ¡;. 

es posible scgÚÍr l~ rcasÓ6iaciÓncÍe iós rí1,j,ió'rn¿ibi·ra'2fr6hnii~ 6í'.'dír~cr6'.: ' .·• .· .•. · 
,. ,, , ... ·:~ ' ·: . _· ·>~ . :',> ;. '· ·_ .. '' :: ·.· . :: ... __ .- : --. '. . ~ ,- ---~:~ :·: :.~·_:: :;: ::·---~::~::· _::- ':' : <· ''. . '!: -. ' "_--.... ':· ~-'/'.- '.-' . '. ·: :·-_ ·:::.-· :--~' ' _: ' ·_:' 

La TPr;.rÁEDANS;TPI:rh'·tds~,;áe~i~ritti;ali~a~Ón.co1rGd;~j:1c'1A:oM·p¿runa 
hora (a la mis1naconcentra6ió11 de :prb~eír~;ri)?' Se·. cbmbinaFon ~a1i6~1~t~s ele' éstas 
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muestras en una relación 1: 1 y la mezcla se transfirió a un volumen determinado de 

TED o de MI fonnadas, con 6.0 % . de agua, condiciones bajo las cuales el 

desnaturaliz~1te's~.~ilt;;e)OO,o·más;yeces:Postcrionnente· se corrió el espectro de 

emisión excitriifob a·3¿'ó. ~1~11 (1Íg.-'.18_:A:.~~n-J:Il~)/B (en 'MI), espectro 3]. De la 

misma 1rianciia;'g¿f~nidi¿r6i(J_os Úsp~ctrd!> CJ~ emisiórl'd{Jt>S .controles es decir 

TPI-IAEDA:Ns% f~Í~~frt)? T~I (sir1 r~lirca), qlle.~e ·clesli;ítural ¡;aron con Gd!lHCI 
:-' :.~·>~; ·<~~:\: .. ·~~/:.~~~. ·.: ... ?} ~::<>··:~·:.'. -~.:=;?_:, -~~~::/-~ ~~:>~: \·. ;·_;._-~:: . -;··~~·~~\' ;'':::~<·· _ ;·:-1· .. ~~<:-_:·>·::.·._': ~é/~~:; >;;.~'.~~>-_:.;·._:_-/::'. ':.:> ~-> ; !<-·' . . ,' '. 

4.0 M por separado por'tma hora (a la rllisina c6í1ccntracióilAe proteína). Alícuotas 
. . ; : ' - " . - - . . -·· . . . . '·' .. ' ·.:; . - . . . . • " . - : ~- - ,. . , .. ·' - . ~ ,• - ·I. " ~"- . ·-· ' -· .. - " . ; -

,· ;.;<. : . '.,;',.'. ·; .. , -,.-__ -/.~.'-.. \-~ :;;:t..,~··:-í- ·-'. ·>··-::> ... ':·.~:·-.;· ·',.<·- .. ::~ _': . :-~ -,; 'J;,~·:·-'·· ,« .. ::."·;_· ... :·<'.:·:'-' ::./:::: ·:<'.:'." ._·:-·:·· "'., 
de estas miiesfras'se:cómbi11aro11 y.la•íTiezcla setraíisfüic), á•tm/volúineií• determinado 

de TED. o cl~~~-·bd~~-6'.o %":déagüa, espectros·· Ff2 erÍ'la'fig.hÍf *( tfo I-Ip) B (en 
-.·,-,' .. _, """>< ;. ,, _ .. -_..',. -- ~··:· '='' -· -:~· •-.• ,.,-,,,_- ... ·" ,_· .. -.'."" . ':-. . .... , .. ---:- . .,. ' 

MI). Además ei{Ía'ftgÚfa·····lS.;sc rhÚe~trnla st1n"la •ele !Ós-· esp~6t~c)s. de emisión del 

donador ( Ú y ~l ri%eJió/(~)}~cis~~ci~o { .. · · . ,, •' . .. 

/\1 c1)11l1>í1rnr •.. ~f·csr'iudr(>. {c<u; C'J·.-~c11 i1>s <f,·,·~.:11:1§~¡,.¡,·,1sll:n:11c_i•1.·I1c c11c1·gí•1, t:11 

~~~i~:~~:!.ti!í!i?!ill~i~j¡¡~~J~¡¡¡¡~~f ltli1tiii:~ 
':· ·_. ~-' ·, ' ~· : ' "t.' :,e. ' ' - 1 • ~ ".,. ; • : ' • ' - " • • 

donador y del aceptar·. en la mezcla para hacer: inás 'e~idchtc ia'trahsfe~eliéia de 
energía. ;·· ··- { •. ·. • ·~: , .... ··•· _ ···· ····• 

En la figura 18. ~l; e~pectfo;·5 c6d6sp.?11:cl# aha 'cmiiú:ii1 del~dolládor en· la 

111czcla y se obtic11c1n*~~11úti~;1lii(!11lc .• /11.úi1lhi~)l.ic{11· cf\s1~,cclr~> .. l/1 >l1r,cl,.•fhcti1rd•',1/F,1• 

Así mism~.·-·-•:1~~~~fi?~~":;.c~~e~tP.?;1,i~;.;~~]~'~f~i?Ht~1Ú,~c~§~t:ºSj;e.;!·"1.a:·rn~~cl~·.Y··se 
obtiene al restar. el espectro·,5 dcJ3: .•AFcornpararJos,espcctrnsc.l y 2 <.con los 

" ". . J; " .. . ' . ' . - .. . " ' ,_ . -;.. ' ,~, " '._,' ,,;~ • '.~-... ·.';: - ;;. : ' 

espectros S y.k 'se púecle 'apre~ia/ que cr1 J•~ n1ez~I~ h~y Jma dÍsinÍnución en la 

emisión del· I ,5:-iaedan~ ;,{m rirn~6n'f~ cú la 6misiÓ'n d~ e!FrrC lo ·~~1e\lgnifica que 

hay transferencia a6 eneq,ría ctcl · 1,5-iacdansa el FIT.C. 

62 



o---------·-------··--···-----------· 
5 

4 

3 

32 
<i 
~-.1 
·¡¡; 

A 

.~-· ~50· 400 450. 500. sso GÓó. 350 ~4'00·•450>500 
. . Emission wav'óronoth; nm . 

4 

3 

2· 

650 

~-so· 400 · 450 soo 5so•• ooo': 350 4o·o Aso•• soo 550 ooo 650 
, :,·. Em!~~-'~.n.wnvur~ngth; nm · 

Figura ·1a.Re~s;ciaciiÓncie'1osrnonóm:bro~.'.cie •.. 1a TPl~.IAE~ANS .y la.TPJ-FJTC en 

TED (A) yen .la~.Mr\~cmt~n:i~fld:~ G.(J· o;.,:·~e\-~9J~'(s):.\·/,¡,,,e~trÚt:! l!Sf!~Z:1m.·de.emisióli.de la 

mezcla de . reila1);r~1Ji;éicló1i h,J,.ÍA IWAN8. y ' Tl'!-áfr.: '(3}! .y 'ele /,i.1· ~·<Íníriile.~: nleicla de 
. '· ', ., .· -~, .. , .•. ·· ·. " .. - ; ... , .. , ... <;. - - - ' · .... ., ·.-· "- - - .. ·: . : -··.. . • ... ·· . ,· - "' '< _;-.- .- ' 

re11at11ralizcrcioll dJ • 7]>1~iAEDl1/vs_~ • 1'l_;; (!}, /1l~iél,/e~r~/1211i//:alizi1ci<í1i 11'1~kirc.y .fpj (2). Se 

n111es1ra 1a ~:,"¡'~ ;¡f11~t1a1i?a-il¿··10.~·1!.~}iA:11,¡:;:};t~\~)f ~,;~;¡~;E¡ ~.;,;(¿,/"() };drre.~~óí1t1t!' ª 1a 

emisión. d~l-¡lo/1áíJO.r ~l(_la 1,ne;i:la y:vJ'ohlieúe)11·111;;1ú/ificar e¡l!sp"e_dr<J •i¡ioi1li1 factor que es 

igual a Fú/F,¡.EI e.1péc/ro•6crJrre.1¡Jó11de ala émÍ.~ió1) del acep1or
0

e11 lún1ezc/a y se obtiene al 

restar e/ e.111ectro 3 deis' (~~r 'tle1aÚe.1· e11 el tex/;J), A ~11 so/11ció1iitc1;0.1tÍ yB ~" ~1ice/as invertidas 

6. O % de agua. 
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AJ mezclar dos poblaciones distintas, es decir los monómeros de 

TPI-IAEDANS y los monómeros de TPI-FlTC, tendríamos tres clases de dímeros: 

homodímeros de TPI-IAEDANS; homodímeros '.4e;TPl-FITC f~heterodímeros de 
~ ··~;'.\'·.:·'.';:~>-;-. -··:~·~;·::-~:J(1-"::._.:~~~;;~;~~-\'..'~~-<<.;:;~~>-~·):~/F--~=:~<:- .-\·¿<: '~·;::.'.(/~:~'.::·-_~_ .;::,::r:_ . ;'·< ~ '. -~ --

TPI-IAEDANS y TPI-FITC.; ~Estad1~,!1carp~~t~cdapro1Jab\hclad d~ qt1e ~1{ fonne• un 

11eteroctímero es del. so o/o.···Da-~fidienqi~ '~é'1~;1~hns[ere11cia;de.e1~6~g{~ st:¡,pede 

calcular sabiendo la·.flt1or~ice~~i·~·;d~l;ciol~~~¿r .. e~~~··p[e~~1.~c¡'~(r,\11),· •• ~· J,,:·at1~e116iaf(Fª) 
del aceptar. La rcnat11fíili~ílcióll Ü~ lí;~ 1;~tcrbdí111ci'~)s 'f(1rn1úd¡;s Ci1;s~íliiti<'i11:i1cú~;s;1 

,··.,_'e;- :'~. ',::.- .'~ "·.¡'·:> -'. 'y',~, ;o'-·,.··.• 

según lo indica.1~···.1ranslbre11cia":dcihriúrgía o~urr~-rú1)id'.l1i1c11tc;yl!s''dcci(qti.e'alas. 24 

horas la eficienci,a.delK.ird1ii1~tc1iC:ia'dé ei1e~~ía,;;; l~,n~i~n~Ü,~{1h.6ke:I~tiel11pd··inicial 
y tiene tm.\lal()~ <l#o~~4;(Eig.018'A). ' · '' · • •• · >. , · ·> > ·, 

En Ivff ia:;biiiÓticA:de·l~·rei·1~tti~aliza6ióri Ci~·. ¡~:.\{.6z~I~ ·'ct~ (l:Pi·~1Ako~S• y 

TPI-FITC;~s 1~asi~1~t~ qt~e ci;1 s6iución ,~d~Ó.s~~~s~gÓ;1''~~'~i()"~6r'fo r6ctÍ~e~a.6ió1~de la 

actividad·y··;por.Jo•scambios.~n·.1a·edcic11¿¡~'A~"1~j:an·~,rercii{ciá'd~c11étgfa':<t1g.·.·i9).-A1 
aplicar,1á.1nczcla··'<ld~1;1·~:rJ\EpA~Sly:J~1~f)~~.~(1Ell~~t1;.¡;¡iz<1~1n{c~11.G·~~~ilé1 .. 4 .. 0 M 

a MI formadi1s con 6.0; % ; de(agUá'.~Íüe',nj<}~ible inccfit eli CSj)Cctró•,'de emisión 
,.---,--,,, -· '-'•_--_-·.-.-.; ··· c;¡_.''•i'-~: . .'--°"·_;~~·-.'-'.~--,"-~---O"O,.---,;--'•".--.··,• '; ..... o-·-···-, .. _ •. -·.,-.,··. 

::·~:"::::~z~;;,J-~\0,1~1;~~·'.~!'~i'li;.1~;~¡~¡~ói~~~~j;~·~~~1.1i.tf ~~:º:: 
actividad es. nula .• ·•· Pos~eriormc~nte'sc observa m1a • ciné.tica de •.recupcracióú temporal 

de la activid;d~a~r;C:o1~:bth1~:6¡¿/;Nin·~~;·,~i1~i6· ~~;i 1iieñ¿iencÍa~{1~';1a tj¡u~~fer~n~ia. de 

energía. La····di1;\hril~1ciÓ11···~~ 1Ahifo,~.1in;f ;a1Ylb ;1; ·· 1~; ·rclia~It;a1~:aéió1i:de TPiteíi MI 
'?:)¡ ;:,\ :\i;<;·· -~- ,,,~,-, ___ .. ''.-}-. '":F 

(Garz:a-Ramos. y cols, .19C)2]: Dcsi)'u'c'.:s1clc24Ii6r°;ls· la.·rcCu¡:lcració11 ac• la ácti\/idaci. es 

de1&o.o%x1a·;cñcie1icia~Liitfri11tsferei1ciii dcé11'érgía cs<lc·o.so,casre1·mismo 

valor obtenido en.s~1:1c·i¿/n··iJtal1~c11Íc ;¡~uos<L .·.· 
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Figura 19. Cambios en la transferencia de energía· durante la 

renaturalización de TPl-IAEDANS y TPl-FITC en las MI conteniendo:~.o % 

de agua. 

La TPI-IAEDANS y la TPl-FITC se desnaturalizaronpor sépáratkJ dÓn4.0"Ú·de/ 

GdnHCI por una hora. Después se. comhih{t;on alf cu0Ía.,·f1.J.f/C11~.v Je. .~~nhas 
;-",~ ; :, .,,~ e_-,,,->' •'' •' ~· 

muestras y la mezda se tra11.~/iri<í ú 11dadler11il~u~loi1<;/Íí111e1/i1Jtiif'C:1/n/e/;;e11do 6:f) 

~º:;~:~~f:'.;f~T&S~~¿'.¡\;Jrj~~Zf f J1;:t&r!"J!~te,;j~'f tf I~t~6~t 
m ice/ a.\). fo_ con b;//1ii;dci6~ · .. _ ~/~ p;(j/~in/:tfiie;/_{5,~glni/\ éJ11i).~·. tjellipJi.tJ n~//c:~dój; j:e 

·, · ,..... -'' ·. ·,.·¡:·,:_;:;,, > •. ·.;_,: · ·'[: '- ,• :. ' _. , e.'"'·-···,'•.''' • • ,- '. ·-· _ , .. • ._ .,•.•. '.'·,--,:' •• : :.•, ,.,. -.• ,,', r 

corrieron los t:1~eét ro.~ ~ie VJ;;,;'.~:fi51./'(iJ~.c··}}60 ¡:,;,¡y.y\_\;<! ~~1J1fa1:~;1?dhc·ubt~.~· para 

medí r la aa l~Idad• ·. ·tsd:·~~1ffe~vl /{¡ 16 g/á./lca .··de la 'fedjp~;:~clrí'n te~ipof~/ .. •de la 

actividad de la 'mezcla Ú>}_JAJW~NS y TP!~}i'J'lC (o). /,os círcú/os cerrados 
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muestran el valor de la eficiencia de la transferencia de energía calculada a /Os 

tiempos indicados, E = 1 _ ¡;~ª / l~. 

Las cinéticas de recuperación de la a~tiv_idad. y de .fransfore.nci~ de energía en 

micelas invertidas son diferentes. Para qtiesc foririé .eldírriern en fyff e~ neces~iio que 

ocurra el choque entre dos micelas conteúicrlclo;Úr~ mcniómero "~~é:ÍÍi üi1~ cÍe ~Jlas> Se 
: • " ~. • • ' • "· •• : - ' • - • ' • • ' ' •• , -" < " •• ,,~ ,, • • • 

han propuesto dos modelos para cxplicar:icl ,,¡:oc~so·ac i11t~~8ai11bi;)'ér1·1K';~1iCclas. El 

modelo 1 involucra la fusión transier1te de' dos 1nicelas paril fonÜ~i·í.rri~i'_c1~b1ci'micela 
con un tiempo de vida media cortó. d,~iráúte este. ticú1po·e1 conleriiclo de las rniceias 

se redistribuye por difusión ttanslacÍ01"lk1. · "· 
;.,:· '., ~·,_;: . '' ¡ ·-

Mediante l~ té~;1ica cÍ~ dispersión neufrónic~ qua~l-elástiba gc'-han ffi,ed.idcr los 

::~!~1:ff~~~~it1~:1i?~~~1~1r~·~~~,~~~1~:~~!.1~~~~ 
D(H20Y=··¡·.3.•~>18-9 1n2s·.1.Esdif1,cilobJcnci·,uíi;valorl!xa~i<.'.·Pª;-;t.la'.vi~lamedi·a.dc_Ia 

::::;,,~::~1ir:~:~~'.~ .. ~~~:~1~i':t··~"~~~1~~~:Wlir1~,}~~~~~: 1l"~~: 
media de la doble l]licClaes slili~ieiúe com,o piira qLte Ó.cúrriera el i11tercambio micélar 

por c1irusió1i."Pci~t~~i~rWjc1ltb<·¡x~1~b1~·· ,;1ic~1a::;~~ dcs~on1pl~nc en· .. dos,-. micelas 

estructuralmel1fo .~arccid~sa)as)nicelas iniciales. 
; "/'.~/; , .. ·~ ' ::; ',~,··. 

~:.: -·.~;,> :/··;.,/(':/.:::y:~'·~.·/:>:-~-..---;//: .:_·:::.'. /.,>:> .:·<.·:. __ :·.~·>:' :'.·:-< :·.,:. -".;: ;_··' . . 
El· m~delo ·2)nvol L1craladifusióH'dc'Ias·cspccics. intcrcambiadoras a través de 

la bicapa del· s~~;1h§tiiit~f qu~:kci'l~r~1i~·&;'1~f~¡11~t~.d~;Jónt~cto d~ 'c1~~·.~¡c~las que· no 

se fundei1 .•. Estabicapa,tambiéú ticn~··li,{a vi.da··foectiá éortá.Posforioríilente se separan 
., .... ¡·· \ 

las micélas. p~fa~ ser. ·tail /•1d¿pendieniés ' COl~O ) as inicial.es~ Est.o •. sugiere/ que 

independié;itemcnic d~ · com6'' 06~1rr¡i í~{.·i,\t~rn~6i¿r1. ~i~trci ·.Id~ mfcCl~s;; ~sf~, dÚra. al 

menos microsci~u11do{ Por ICJ 1;{11to, Ún 1B~11ill1e~o 1~tlréado corí ¿¡ d~nád,ó~ y un 



monómero marcado con el aceptar podrían tener contacto durante microsegundos 

aunque no fommran el dímero correcto. y podría ocurrir trnnsforcncia de energía. 

Cuanta trn11s1Crc11cia hal>rli1 dcp-cmll:ríatlc fa~ton.:s gcrn11étriw~; c11 cada cliuqm: y de 
' . . ·. , , ··~' .. ' ; '. . -- - . - .. - . 

la afinidad de un m~Ító{'ilerd'pbrel ~tio: C~1á1rdo'1a rcnatúralización se efectúa en las 
.' . : ... -. - -'· __ ,., """: - ·- '.· - _,, - -:· .. -.: :;~--:-'" .,,·c .. .,·,_,. -,.,. , ·. - , -..• ,, , 

MI, iniciahnerite:·ri~ ·~~ 'élb~b~~:~ctlvida~f:La rori~ación·. dCl cHm6r6 activo ocurre en 
. . .. . . -.. - . ···~> ,.,, .. "". ,,. '·-·· .--. . - - - '" . ... - -- . ·-· . '·-" - ·-

un tiempo. i~e~io~-r 1;~·~·2i tffiCii~ú~~ó.··~~···,nCzc1j¡:ün h1icfí:1sUorn1aclris con6.o. % de 

agt1a contenici~doTj)I-I~ED·~s!·;;ativa ;~onimicda·s····~o1\t6hi~1;'cio.TPI-FITC 11ativa 

no se ohs-~iVó;·t~~s~er•¿n~C:Íri ,g~ ~i(et;~~a el¿! ~l l·~~~~A~idA~S a 61 :Fn~c. ]~ que sugiere 

que la TPÍe1diisn~fceÍás 110 ~e dlsoÓia y riasocia. . ' ; 

Para ····obie1i;rl~·c1i~foi~hirie11tf~ ~(~d~1~Rd~r}~nido aur16 c1ci.1os nibnómeros ·de 

TI) 1 y e 1 accptir·.·iu1 iÚC>· .•.• {:c•l :Ótr;~r111tSi1ÓúÍcro,· .•. l.11e'¡1cccsa;·ió'111cdÍi·•· y···cai~'ular• ciert~s 

~;:::p~;ii.~t'!~rlt~ ~.~'1~'1f.1t:~~~if '1~"f ~r;~~~~r~~~ít~r~t1~;:.t 
de los esí)e~t~()sdc efüi.siórrd~l élo1\iidor!y'~Clc iíbso.ri.:i(ir"I (!el pcc¡ifor.fu~U ==8.48 x 

1 o-"' M·1cm3 
•• Caéfistciicia Órític~; de: ¡:Órstcr :ca!Cula(la. ~eg(1.11'f<t~~u:t6ió'f .3:{vcr. 

métodos) foe R1,·='1p .43-6~- tjc.t¡1¡ n1Í)n~~a ~uc ~on.est~.s :val~rcs}:Jb11l¡i~f~cim1~ia 
de la transfcrencia'.dc :cneigí;t:'~btc1_1icla :c~1Jz6rimcntnln~C!n1tcn ~Ol1lci6ri • hcuosa ·.R = 

0.54, f'uc posible ~alcul¡~r l~;di~tancia ,{,,; 41L2·i\sc~(111 1ri é~uadió117: .. 

DISCUSION 

CARACTERIZACION DE LA TPI NATIVA ÉNSOLUCJON TOTALMENTE 

ACUOSAY
0

~NLAs MI 

La TPfúativa atrapada en las Ml presenta uria actividad nici1or que en solución 

acuosa. La actividad aumenta conforme sé i11~rci'11enta c(d61ú~11ldo de agua en las 

micelas y tiene un valor de 100 y 450 {[M~l/min mg; . en 3 .O y 7 .O % de agua 



respectivamente versus 4500 ~tMol/min mg en 100 % de agua [Garza-Ramos y cols., 

1992]. Aún en MI fonnadas con el más alto contenido de ngu:Í que acepta este 

sistc.-:ma, la acfr,~idaclés iJ O yeces · uienor que en solució1Í totnlmcntci afllosa. Allnque 
• _.; • -·. ·:- ·•-. -,>· :. ·:." :. 1 ·· ••.•. •.•• ; .' , . ' . , , -~ .-·. · • '·' ', , ~ .. ' , . , ,_ -" C•·. :· __ • :·-· ·• •... •. ¡ ••••• 

no se co1wcCi1!as·dirTien'siónes cle>11l· ¿avida~facubsa;cie 1.iis r~iccla~>:invertidás que .se 

menor restricción,· yri que 1<1 c~vidifd ;íci1Js'a ~~ ;ri:1ydr.¡1úc :~n 'fo 'Xi de iigua'·. Sin 
,· . .'___ _<., :_- . --::- ·' ' . ' .... . ··,: , :--.'.:: .'. ~--~_;,~-::: ·_: ._:.~_ :---~ : ··.;--,.-::)t._ -... :- :: ~->-:. -:-,::~ :: -'..-... : ~--'~- _:-.:.. . _: :·. . ::, : .. ;~ •'. : ,._:. '' .. 

embargo medürnte la. :·Huorcsécncia •hl!~fosf' ¡)gdid~ :;.ycr ·.; qüc ··• hny ; · d.iferéncias 

estructurales entre' la. enzi.n\ri;t;~~a~riei1:•Ia~ tni~cl.~s ·.y1.a••~nzÍ1n;i:e11··:sblL¡¿¡·ó;1·'act1osa, 

que po::;:::~::rJl~{~~~~~~~~;~:~i~~J¿i~~J~~~~;;Jb:1,;T;I~1;pnda en 

MI incrementa·confonnese .• dis1n,ih.t1yc•el'boiNc;1id6iae':~gua•d~¡_siitc•1na.'.Sin6n~~argo 
el CEM es. muy;s~i1~:e~:1.oic?iri;;1ite~;~oi~~c11~1~{di~;a~~1~ •.~fi~U~)!,~st~·c~i~bio. ~1~ 
la intensidad .púcde dd)efse,n J~is§11si.b.i!idtid';:c1cAlo~'-f.c~.idu().~~dc .. ·1ri.1>t~fü1}0 .. aLser 

expuestos ª u1i;1i1c~úo;J,1d~1·vJ;, u;.ís:f¡¡l¡~.,\·,l;íti~D:(,~::l,;1WiJj;, J.t{,; 1 .}83j_~1>~;-¡, ~,~).es 
posible descartar q~ie este.cai~bi~6¿H6ji'1ri ¡,iic?hc:6ió11 ~íe]h· prateí n:1-~on'1a interfase 

·_:'. -·. : _:-- . ··,_< ~-- l.<. . :~-- ''.._;'.;:.::::-::;:-->-~~,--:-~\~~" -'-'-1·._:~~-':· ,~~-_,--:=-~--"~:_."--h~_ ;-~:'( __ :_~:~\::_;_ :?~: ~; '-~~}_--'.-:_ <~·: '" .-. --~~-::~: : -.-,.:.'. '-~< " 
cargada de ~la rniéelátya ''q{ic . !1ay?évidef16ins,; qúe iridiCan .(¡Úli: la••:nuorescencia 

, . _·. -· '~· ;·:: .. :·. --::-:~;) ·-:_:-~;::: . :-/;<·}:;::~~ ~>L~>.~: r.~: ·_>1-~<-.'.~:i; ... :~·;::c; .. ~.-- \-~-'.~_; ... ~.' ... ~-~?\C'.-'." -: .~·ó,'.~:.~:/;':·, .. ::: :·-\:T/\"-\\:_;·_·;;< :. -- -..... ~-::: .. 
(Desfases, et. al, 1991) yla)foslürósccnciél (Strail1oiní :y. (Jo1fc,lli.~·'l<)88}'.deios 

::::::~ ~rl~~1~~~i:~b,~~,~;.~]~~~:lliir0~1~1;01::!:~~~~~~l~*~;;g:~:: 
es aproxin111da;11cnt~\ •• 1s ••. o .. %···.nÍ11yor4~1e.•c1·1······1•00.o •. · .. 1}~·•clc'.':í~tifi~.EÍ~10···P<'ª.ría.•indi.ca.r'·quc· 
los triptofon6s · ~~t1Í;1·.e~\;ucht~s·~¡·\1íl 111c¡1iA ·. !ll:';s•lf idlf>til~i~.é;,· :u11,lc~:}c ~:~g~;~.~;a.RfvtN 
en MI al 6.0'%de"agÚ~1, é~ta:tic1i~¡)ropicidhde~.111lly' ~iinil~;·cs'a 1;;~ <ld agúi~ lil;rc 

[Cnpitanini D., et. al, :19s8~, k.¿n~&n P . .' ~Lal, l 99J]. Esf6 piidrÍ:¡ i1úlica'r queios 



triptofanos parecen estar interaccionando también con las moléculas del solvente 

orgánico apolar. 

b) El espee,:tro de emisión dc.TPHApDANS en \100:~ %de' agua ti.ene un 

CEM = 4&8~11n. ···p',1~ri'1ri"enzi1n~ ci~~l1i!.~trali;.~c1a.e¡i io'·M:c1c1 (;~¡;;i-icí- c1 CEM = 

508 11111, es c16'~ir·esta'cicsh111ia<lo'io'i1ni 11~4¡~· ~-1 rojb yja tilr()~~s'~cn·~i.tcsta apagada 
e ' • " .,, . ' · ' · ' - · ·¡;~_; • · ."i -•: ·" · · -'• ' ' · ,. • · . • " "· 0 

•• • ' • • " _, 

aproximadarncilié [111 so:O%:;La•f.]uo1'cscciicia:'cléJú ·¡;íi1:.1/\.ÜÜANS.í1aú~a. ~trapadii 

en MI fon~~<ld~·;~oA 6.d %•de agtfo ¿5 a1;io~Í1na~1~1~en~e··1'.Ó.o·:~ ·;~!c;¡g;w~,~;~n ~gua. 
Presenta·únCÉM~·49; 1l1n, :~alór'.infer;1\ediO d1í'trc·1os CEi~ 'de laer1zirú'h nativa en 

~" ~ ' ... '.· ' -. :· 

sol t1ció11 'tota,l.•n~ntt?acuosa· .·~;t. I <t-•:e117..i.1n.a · ... cl~s11alt1 réll.iz11da-.•.(17i g_ ... ':. l._6 )~•·._e~. ··c1ecif< ci ue_· 

tomando cni~u~1~ta est~s: datos····paí:cccrú\:qt1~- ia'·~,~~i1i1a' atra1;:~da:est';1.•;~r;i~Ín1ente 
desnaturaliz~ª-ª:[, .. ,e'.< \: r. :.·,._ .... 5"···_·_,. ,c. ;.·· ,. .• ; _ .); ~.> •.;;· .. ¿: H .. _. · 

e) Ade'másla polarizücióri'dc lú fluóresóencia de ,lüTPl-lAEDANS:~s 0.220 ± 
o.oos y O.l7Ó :t::: o.óo55~n;-·fifo.'o,y6.0;o/o}1e;água'.rc'~pectivil}nBntet(Táblá2).La··. 
menor pohtri?.aciÓrl ct6 1kll t~oi&~·i:&t1ci~l·d~-:'1a·~nz¡fo~·.\~1r~11)údx~·3,¡ ','.~~~peét~ ai"iüo. o/.,. 
de agua, pód~íú:ex~I.ic:irseL~1e~1Ó~,éniiiii~,:·~s(>o~~1 s'¡'tiü"t·~~·.ui;f~1L'Ú~{~9t¡i}~ói{Jro.es. 
mucho masll1óvil eiúlarniÓelasf\o Úic1j-eíila~·íhl~~1ti~··algtrru11i'élcciÓ11:del~·-proteína 
se encue11tre.én'Ót~hs ;dol1}~n~~acidne~~ di,fer~11tc~ e!~ la~ co~íh)r11ii1ii¿ü·-d6i dfinero 

activo, es cte6ir Ób1;b dÚnerÓs lncorrebt()s, y por lo_ ti~nto i11c;paZ~s defon~ar el 
,,:_ :,: : ,· ;_ ,. ~- -;:- ·'.·_. • ... ,'· ~ ! . . . -· ·,·,.,,,.< ·:~·- - --- . . . ,-, : 

dímerod~:~:ilculir ~F volumen de< I~>T;I ·. por la gráficáde u>c~in:·· 1&s. vaÍores 
e ••• ·.;. :.:!.'{;-' .·( ~-- .,. · · ··. ·:: . · • • V.< ·• ·; - •·•• ·,_· ... -· ._.., · ·. · ;.·:. - ;-_,,_ 

obtenidos en ·la~_dif~f~l1tésc·bndicibhes restlltilibn'•serdistintos, es •cí6cii'ta;~to ~ri las 
~ .. -::·:, l, ·, . ;i~. ·~ -- . . - . . ··.-· 

mi celas como éri solución ~ci1os~:(1;g; 1 S)'. f:st0;1Josib!CmC.iitf_sc q~b~ ~-qt1e:' 
>'•" .-,, ;,:.: ____ :;;,,'~ u' -~ .O--'~-•-;_-~ -e=' 

1) J\I medir la-poliidz¡lción <le 1;1:11irNrcsce1í<.iiff dc)¡l}fl~[:IJ\pi >6 tJS t:1í)as;..11iCclas, 
·- <''- --·- . ' '.·, . ' ·. - · ... ' '· . .. , '·' .... , - ' -,;, ( •' "' .· .. - ~- ·. ~' ... -- ·.; ;,, . ·' ' 

no solo se esta viendo··. ia: rotaciórl•• .. cIJ-1h ... JJrotbí riásirio._falnb.iéu·.1:1 ••. cl_c __ l-~s.'r·1~1icgl,ls,·••.1lan1 

el caso de las mi celas fonnad~~·c611. ~.'.o :ro ?~'.a~~rai?,~ l~~·;t'~i~: u_í1a-~ia1]'füt~;p6if i~i1 d~i · 
agua es muy similar ª e1 águaúbre3mtse·cs~s·ra~ía:í~nia dii~r<.:ncia·.~¡x~~i~til~r e1 

volmnen por la ecuación de Pe~rin .. Si11 erhbrirgdf. al1rici<li/ia 11oÍ~IÍ~ricióí1 de la 

69 



fluorescencia de la proteína marcada en MI con 2.0 % de agua la rotación de la 

micela podríá tener una mayor contribución, ya que en estas condiciones la proteína 

tiene mayores' posibilidades de iilteracci()n'ar con la i11terfücé cafg¡ida dé la rniceÍa. 

::1::~":::o;e:,::,·:;~;~~,]¡J~J~~·~w~~;;f ~~.t~,~~~1~,f :~;~u~mos ~ 
2)En la gráfica de Pcrrin el valor (fh. r

0
,· ~{aedii· la ai~,~~;yopí~ in.1ri11~cJ~'.c1EI fluoróforo 

,. ___ , ,, __ , .. ,_,,, ___ .,, . .,-' ;··,::: ".- ,-,,. ·. ·- '·:,,_;·. ; .. '··-·· ·-• 

que podría observarse si no ocurricraroti1ci()U· 1';161ÜcularWs·d~.·· .. ·0}3:·,¡:1li~'1itr~squc el 

valor que se obtuvo experimenta1m6nté1Üé (i{'():~~.El'.fli1~>rÓfo:rd~f.··cdmporta 
·._· , _): .-.,,'_-,., _f_~·:· .. ":,',:;·,;s-~- ···'_:·:;---_-,__,~, ·.·~··\'..:, ,·:_:·r.:·: ;.¡-~" .- _---· .. '.'.·· .. _.-.•. 

_'.-_· ·-:""_···: r':;·'.::···.:·:·.\j, ·.'::;--.-,,_;··.:.:._"' ·.;_"::::- !1::·.·:.. -,:.:)· .. ::>;\- .:::;,.·,~:. ·: ,.\.<:¡. _'·.": ,. 

diferente de acuerdo al sitio al que se unéen laprot~ínaasí ~co1110 tirnbiéndeiacuerdo 

al medio que lo rodee (Lakowi~z~ /9s3.). <~st9 :~~n1pf 1t;~~ i~1t~'_ciiJr~/~~~m11adó 
tanto por la movilidad local del sitió'." dé uniÓn·~c61J~ ;por la íl1o~ilidti'ci gfüba~ dé la 

',, >-' ~,i. ,_ 

proteína y también por la r?taCiÓn de la~ 1nic~l_a~ .... ·. . ·• , . •· . .. ·· .,, 

Con este grado de iilce~idL1ínhre es c1igciLcl~~fr~o11. ceitez~'C]Gé ~s lo_•qúe le 

pasa a la enzima ,al cstar'.a'1i·;1r):;tla,c1'1:.1as·mic¿las~:¡,l¡¡;¡:\ii:tlcií><>Y~·1·11ccl~i1;.~lc.q(1c .,:1írn . 

:::::~11;~1~~t~~t~~~~~:~:1L~!~%~1~~f ~~~~~1§;f 0rq: 
estado mono~éif 60;··10~.cJtre•·· bxpii¿arí~·-··· ·hlie ~11 .. _.crilcúlar'.· el:t~n.1aíi'o_._···~e··¡;··· prirtíct1la 

mediante la~~~1a;ei6!í <lci P~~in·~e .obÍi2ne';;,1 ~alo.r ai)r¿ii·n~ri,·1~·¡~~e1~t'e ()~ 1;f'.mitaddel 
-:--··_ --·. --:~:. .-.. . . ~-v.-·. 

valor obtenidócri sol~1eión ;16uosa(verfigúra.) 5): Esta ¡fosibiliclad :¡i.tiede ~es¿artúrsé 
. : ~- '' ~ . ' ;, . 

ya qt1e las caractérístieas dci .la_·•11t1o•rescenci<1· .. ·ií1tríns6ca·dc.Ia•·r·1)1. __ 1fi1ti\/a·.• e11' sc}lt1ció1i·· 

tot<1l 1ne11te ···~cu~~~·,/1·~ ;gizi íñ <(
0

ai1'.;,,;;,iJ,1·~B~1~·,n·1~ ~sl ;~¡¡¡,~~ .. lt1·~~11~~1· 't.~~~~re:·~~~'~ ·• 1~· • 
estructura cuatcrnariá·global_•· no•sc v·c.drftsticai11C11teafoctadi1 .••• L1> 111:'1s proi)úble.•es 

que todos los clín1ero~ s¿~n acd~o~ pcrn por. 'c1.1;c~hodc cn~Ünlr:tl'8~ ,:Jst~i.~gi~os en 
. :,, " ,,. . -· . ~- . " . _, . . . .. . . . . . 

su movilidad en 1~sn1icelas Jrescnie;1 solo el 1 o ·y~ de'ª actividácL 
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Por otra parte utilizando un sistema modelo [rcrnándcz-V e lasco, A., et. al, 

1994] para tratar de ver si la interacción ílsica entre los monó1ncros puede ocurrir en 

las micefas cOll 2.0 .% de agúa: Para esto ~e escogieron a lat;ipsin'ii y ~I ii1hibidor de . . : ,:,"'··,~.;" ····-··· ... ' . - ··. ·,., -·:··: :~.i~ .· ...... ,, __ -.···~·-.'- ~, ;;:,-·. -,.. ·.·· : ·'-· .. 

tri psi na. de soya qt1etiencm un peso lnol,ecular mllY, si1l1ilaral '11l0Uóméro'de 1.a TPI: En 

~:::.:~á~º~:di~:t~r1~:11t~%S~f~ltt"Jr+~~~~·r~!~r~~;J~i}~t:gr;:. 
~i~::~[~~~:~:~rt~t.~t~:~~\~~~{f [i~~t\~~~}t:~r.~~~~tri~R::: 
que la rodcfy 'ele 1ri~ fiifo¡.a¿cif6nbs ~6r1bl ·8üi~¿íltc circ.:;11iidiit6, i1J~cs posibt~'.t~onctuir 

. ' - ., ' •. · .. · " ~ , 

que en las M.I 110 µUai~ran'exisiir cfiuldi·os i1~correcto~: • · 

Los datos a11te;iores (;1~d) Sll~ic1·cn ~l·l~ la <rh:>I :1tnt'pad~. ,:;~~fant~ alguna 

modificación estru¿füihl. qúe ,la hac~ diforc11te d{ la cnzilna '.en i11~~ü'& dotrihTlente 

acuoso. 

- ,. ' -- <- .- .: 
DESNATURALJzkc10N .¡:)[¡ LA~l'PI 

Las cu;vas aeil~ ~~sllÜturali~ación de laTPI con di ferentcs concentraciones del 

GdnHCI (fig. l, fig'.·:/l4'.'l;;Y,B);i1nl~sli'11ü el cará~ter coópcí·ativo, del .desplegamiento 

de la enzima; taly'cÓ.111o'st1¿cc!féii otras 'prot~í11as [Crcigl1ton, T.E., 1993). A pesar 
-. - -·.-,-,--·-._;.·:·_~--:-·_~-~.::-:~:'.' ~.:.:.\·-~-,_-:·.·. :-,_- . -~~ ... - -~- .. '.- __ :·. ·.·-> -. '.'· ... -,,_. . ·-:~ . .,- ,_ '.·. :·:----·:. - - -

de que las tres' curvas obtcn,idasa'pm1ir.de•tres pa~a1netros difon:ntes present~n •. un 

punto medio in. ~:6 Yo.7-~M;tlcl :0¡111Í·rSJ d.c 1~·ira;isf~Í?n·~~cl,fst~d9~m1tj;v~_~1.;stado 
desnaturalizado; ésfos· ··lia --50117si1ni111~rsTJo:~Citlé;· sugiere <iué)e1-;-n1i!éal~i~1riü •de 

- .. ·- «·;7 . '· ·. - ··:-· -· - ~ ,.- "" ' . ' - - . '·' .. " - . . :.,:.- ' . ' ·-

desnaturalización no se rijúst~ al n~oc!Clcfde ·~o~ cst'iid&s; ·. ~¡;10 qu~.c1Í el' p1;oceso de la 
'-(o., " . ,.-·::: .. ;. ·, '··\::·,;, . ~ 

desnaturalización hay estadós.inteflneaiarios (Pri~alov,1989f 
. - . ,. . - . ' - .. . ''. ·: ; . '-~ ,:;·' . . . - _.. . . :· 

CARACTERIZACION nÉLJ\·rp1 kµ~ATUI~AÓZADAEN.LAS Ml 
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Cuando se transfiere TPI desnaturalizada en 4,0 M de GdnHCI a MI formadas 

con un alto· contenido de agua, (6.0 :o/o), t~• proteí.na /presenta características 

flu9rcscentcs . difcrcnt~s de las: c1izinuisnativayC!cs'1jlegacl~1 611 ~¡ (y~r,Hg.· 9,). ·.Su 

fluorescencia ilü~;1seca Ú n1ay6r y,~u CEM ff~nJ:~";~~ldr i11tcríricdi~ ent~~.· el de·. tas " ' - - . - . . - .. .; - . ~~ ., ' ., 

enzimas nativa)/desiú1tti~aliiac1ri:si,la111Jic1ais~ Z1fjri:ii16[1b11;~d~;';tlfogr6siv~rrícnt~ se 
• ' '. , '·.,.·.·'· \ .,:,·. ' ' .i,·· ·'· · .. ,.,·.·: •. ,, ..... -. - .-: .... ·. : . .., ,: .. -·- .. ~ ·, .• - -,,_ .• ; '.; .;.·,_, _, -~-·'·--" ' .• 

recupera la acitiVidad.éhtrilítici1 as.í .córúCi t1Úi1l1ié~ se'pf~s~11tlÚ1 cél,;nbi¡;s ~n ~l:espCctro 
-".,:- .;·' ~- , ~' . ~ - ' . ·: .;- ., 

de la fluorescericia · intrinscca.· .• ~inalrncl1te;c1c~'pué,s~de>2411.?rassc·recu1)era'casi'· la 

totalidad d~ la aciÍ~id~d :~ el.esp'édio ele •. ü{nl\~rc~~e11.cia:intrin~bc1: e~ l~U~·pa~ecido 
al de la eniimÜn~tivJi.L' 

La ei1zÍiria'~~A~till:~lizadri'.·~,~ Mt~'B81~tc1ii,cil1~~·&00~:.·~§ ,;·1~lll~<e11'i:Bo1~di6iones 
óptimas, rccupcra··c'asi ~¡ '100 % de su a~ti~i(l:ii.I, si;1 cmbiÍrgÓ no llega a' ser igual que 

~)¡.;_.~ '.:.··, .. :,· .-.~.~--

la enzima 1fativa dtrapadiV~11~M1:}c:S\· ' ··· • :<'J x~:- :>·· "' 
,-.~--~· ~:·._·-~;: .;;:-:.,·-: ~.:-·--e•• 

a)Su flüorescencia intfínsec.a . es · máyor: qúe. i.lar~.; la eríiinfa ··.nativa 
,, .. ,.,• - .. - ' - . . .. . . , ,. -,-· " .- .. , ,,.~- . " -_;_:__ '··-' 

± 0.003, valotf 1nfoísünilár';11' d~l ,rno'í1'órn~r~;:a·tr:iií)á~o ~11·.1as•MI. ALincUbar· por 

~;;~~i~;r11~'11~11~1r1 r~l~\lt lll7ii~~il 
tampoco total. 7stosu~icr.é .• que ex.istchctcro~cr~cidad énlas.estrú~.lu;r~·f ;,fss oe'cir háy 

di meros activo~,;16 <li111~~9s ¡~1~6~r~~tg~':y/6' ,~;on~~~l~Fº~.}n·~~n~~ct~~ i11'ca~~f~s· de 

dimerizar ·c1ébicl6 ~ 16 ~úai•ia polárh.aciÓ11 dd:I,a'.ÚL16rcsc:endii1. iicÍ l}ógÜ'a~6r ig~1afa la 

del dímero nati~o. De talnu{ncr~Í:q{1c ~I ~;itor ¡I~ ~J1~1rizaciÓil i1e th fluoresc~i1cia . . : ' . - ' . . 
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representa un promedio de las polarizaciones de las estructuras que se formen en las 

MI. 

INTERMEDIARIOS DELPLEGAMIENTODELA TP! EN MI 

Hughson (1990) :ha at~apÜd6 J11t~~n1~c1i~~ios•.· de la víá del plegamiento de 

proteínas monomericas bajo col1di¿ioí1es des1!atl1r~iizantcs suaves, sin:émbargo tanto 

han atrap~dó ~tn .• ·intehn~di~.rio··áeú pl.cg~1ntc11 to·· d.~· •... 1ª···1)ro:le1Jsa.· al la.-.1í.1ié~1, · t1sa11.do. una 

::0:::::;~~:1r:S~:~t4~j.~h~º, .. ~l.~bJ,W .. ~i,:\·:j"c:;.~;·&~;~~;;,~~:~~i~~~-~:: 
altas presióncshidrostáticas (Silva y Wcbcí·; 1993), por sulfato tic a1í1óiiio:(Gfrg ,:et.· 

al, 1983), y ~¿r ·i~1útag~1~esis sitio dirigida.(Ahcní et><íi/ 1987; cri~al ét! ;I, ~19~7; . 
'·-~· , ,. . (.~- . . - - _{ __ -.;·,~:-: '-;_::'-- ,--"~-~.,;: ;~.;...· 

Borchert Y.Cols} !993). JE ~ / ;>. .h 

Se h~t·r~pdi:1,~~l¡> [l•'Crt11'11frlcz'.:\1(:1,1sco; f>., .·. ct./<1i;\i 9cJ;lf <;11~ ci1~;1dó lü. TPI 
.'\,. 

desnaturaliz~d.a· prim~rosc transfiere a h1s'. Ml •.•• con~·L111:'aJtÓVi;<i11lcuid&·de agua,. ·y 

posterionnC!;~tC,.~c· •. ~is1ninu~e·.1a •.• cantjcl;1<t,cl.c,'.~1~11}~<~~1Jt~~o.~on •. li~i 15[ot.~füa'~11,t~s .. ·de 

que se fonnc · ~l dírne~~,s~éatrripiin 11;onÓi11cf~s·~o1~{1)Ci6r1t'c~ di'!bidÓ ,;• la iirnit~~iÓn de 

agua, por lo' qtrc ·se'. a&tiCllc ;;la i:caéÍi~~1'ciói1_<1is Ji:Ci(;qti~~: l~s• u\ÓnÓil~di¿s ar tiaber .· 

estado e11 la~· MI!co11 .• ün.<1Íto .. ·contd1i'¿1~ .•. d~ia'.gUa;~alC'anzai1.ltirn}co11fr;r11{aci~n;parcial.·p 

::::~~~lili~.~llil~!~\l~i~l~i!~iif l~~lf !tlt!f ii::; 
. . . ..... . . . ' . . . ' ·• ···~ . . ... , 

conte11ido dé· a~ua···.·<lel sis~c;11a ... s.c ....• r6ini?iaC.1ai;.e~gti~~ció1~·.··x.1&~··· §hiJti¡?~ .. e11 ... la 

fluorescencia int;íns~cá. ···Esto sugiere qt.1e Ía prbt~íni ·~íianícint~ 'ni;cin~Ih~rite ·'que· 

surge después de transferir a laTI>f desnaturalizada alas M 1 (Fig .• 9, bs1~~cit~o k) es 



un inlcr111cdiario en la vfa de mo116111cru desplegado a dimcro activo. J\dc111ús los 

datos muestran que la dimcrización involucra un arreglo fi11al de los aminoácic.Jos 

aromáticos. En medio acuosa·~;10 se pudo detectar.este i11tcrrncdiario. (~~to ·puede 
.- .·. ¡ .• '·--,.)'> -· .... , :',. ' .. · . . - -- . ·' •. --

deberse a limitaciones técnic.as), ya.qÚc efes~-~ciro de eiliisi6n (fe ;l'PI pbte11ido 2. ó J 
' • -., ·, <;.',;e;~:._ - : - '. . - ) . l.. - ·.- ·'. ', ... ~' - - ,, .. · . - . 

minutos después de la diluciók°dei·GcinI~fr:!1 ·es si1nihiral de:la/p;btcl;1a.nativa. Esto 
• .- •• ,.,, •••• ,,_ - ··-··· .-_, ; , •• -. -. •• ,,· ,< - •• > . •' .. ·- . -

no es sorprendente, ya que·1~reacti~a6ió11de;la TPI~n 1hcdio\i¿uo'so';~sÜ11pro¿eso 
·,--.~-~ :-,:·. ··· . .>;. •.". ." . ;:··,_~~- :._¡-:' ".,' ·._:··.-, __ : ; __ -.:~!:.,~>_' .,-'..'.,, '· .. 

rápido (Waley, S.G., 197i,:z~l1ori}S.,·6t h1, ,1980). ··El incré1i1ento en la 

fluorescencia intrínseca del· rnoilórrtérc?en • 1as •· rV11 J)'ue<lé '<lebersé á1 ¡;1e'~~1~Íbnt0 del . . _. ---- :-. '·; . . .- . , - '· .... , - . : .. '·--- . -- . . ' ' ',. .., .. -: ',- - -·· -"> ~---.. _, - -

monómcro, tambié11 J'ucdc co\'.,;~s'1~011d~r:<1··¡í1'í.;1il(i~1é;;11ci·6·.~\·,);;,;i1¡;<i1\!~tc;1~i:1\c ve 
•· -~ :.". . . . . - ' - ·.'-.:¡ 

afectada por la interácciÓ';~. ~Ói1. I~ i;itc~Íacd'.c~~g<1d1t de~la~Ji1i~eh1'. 1 Üy e~id~ncias que 
".· . ' ' - . -·-· .. -- . '-~-- . -'~;·'· "·· - - .. ,-,, .... ' . -- •»' •_, .- - -- . - ·,. ·.··. . --~ .. , ·. -· 

:.'/'!~---. •('':. ''._;· .. : .;--{1•.'."''.' .. ."'.::(~; ___ '.~i;:,::=:;:,::.', ·;··<.c'·-o}~.-';_;.-"~:·>(;:·.:<:·~<:·:.!_'-:t<',.~'.·::::.·· ·,·;· .- .. • 
suponen que la fluorescencrádeJos·tnptofanos~sc altera por Ias supcrlrcres-m1celares 

(Strambini, G .B. y GópellÍ,; r0;.; 1'9s~) >:'; · .. ·. ,~,., "'//~ · ~~{ ;/ '' · ., 

AL1nq ue · .. 1~.· e~ist¿ri~i.a. de •. ur11Úo11Óll1'er6.¡\ Jt:ll11~nt~\ 1itrófc!shcli te .. \1()"•ie ha.· podido 

vist1alizar e;1.~~1i?:~cá6i~; c11• 1atMJ~c~~c ií~~~fi~tj~cíI~;~~.:~~i~ts.~y .. ~c•·pL~edc: at'.~~p~r .por 

un tiempo significativa~n~11tc ,gra!lCfo;(Íig;·9).Er'i'Las•rV1ús2pLrcdcl1 :ltrapilr ótras. dos 
·.-, --:·-;<.-:~--·,.-:/:<:>::·· -.'-::·\~-: .''··'/'~ ··:_:·:_·>--:_~" :r ·.:-:· {-; :-" !'·:·_- _'.::~,_':;->:::~::-:, ·- ~-~::-:_: .. L/<_:~~~~-,_;'._'. ·:: \: .· ; ·: :·:·~ ::~:-.·'>.-. :::·_ ;\ '.-._,<:~-:.. _''.:'<:,: ... ·. . 

estructuras qirc.i'~~:oblicr1ci1.· ~iJl<lrtir 'i'16·1ci~-n1011Ón1¿¡:ri;:~dl:spleÚati~s~Úela TPI y se 
-· : .. -... ··-:··· .. ·,.;,·:--_;,·':· ',_' - ·.·· .. ·.··· -~; .. -·.:.~ >· _:">":>..",/. ·.;<.,.-·';", .. : .. ," ·C' . .,c_.::,,·.~1·,· .. :-~~-"--< 

pueden caraC:te~i~ar"'csNí1ct"tin;f;11e11te;éi~bi1~6~1 si1,·n{¡'&r6~(;;;'.1,•¿¡}¡níi·Í11~~b! 
(·r:-_ -(-:-;:- ., ·:-·. ,~·: -. .: .... r_·:·_:;~;->- · --~_>:_:f,' '~·,<··· ·><:', '~---.-:.~;.. . . -\·::,·:·{~_ -j-~};<:;~.~.·;:::·,,/;.:~/_> '.~:_::}:.:;:~~>:!:.-/J~:;~,/ .. :·;:~_·-: ,=_,: ... _'--: ;:.~ 

1 )Cuando Ja TPLdesnaturalizada se transfíerc:·a'· las,M 1 cóií' J.O,o/o dé:agúa o 
'.:.· •· . :·".. ·« -,. ,._ ·. ' ·"' ; ';, , . . .-,,:,·;·. ,. ·:· ,.,, -.. ·-. .· ''• . .,,.i;:-.: ,'·.:L' .. '°'";,. ... _- ' .. ·:.,:,';·~ ·-'. ·, ,,- ·· 

menos (cU atrscr1ci¡Í:o é11-p;·cs611ci;1 dó OT'r); e.~fn,pi'.ü[dll~\.:i¡lc¡tiie'r6: l¡·;iri,~srruciura•· 
• '·. - "·- •:. ;.c.i- •· .• ·- • -- _.-. ','.,· ' - •· ,-,, - .. · ,•' ''" 

incapaz défo;·ma.r clclí111cro':1¿\i"yo,(vcrfig.9 ;1;1l>la· I).> . >.}:·····•• · 
":·;··,' 

2)Cu1Íiído:1a ~rp[¿les1{iittWalizadi1sc túi1'1slii!r¿,:1 alta~· éoÚ~cÚ11·~i6io11cs de. aguü .. 

(> 4.5 % ),.: er1 ause;;sii·-cli".DT;l',~IÍ1 c11zál1a ·;~dc,:1ic-r~--l;~~ti~6~;,i~o1:1~;fa~¿ú iril:~paz· ·"de 
• - • • .. r • • • , ... • , ;._-,. ..~ 

formar un. cÚ11\e¡; .• ifütiv~: e; irÍ¿~tpÚz d¿. (!x(ic.r·i)Úcntii( é·~;nbi~s'· Cll •SLi;·nübrcsccncia . 
,.:-;· .. --,,; .. _ . .. -{. . . . 

intrínseca, 111iC:11tras ,;¿ sclc ~ígr'égué' 1>ci<lb;·í'bc1iib1ci1~ "cJdr'h~;' ,·¡ r. ·.: 
~ • • • • -• • • • ' • ' • • • • '-" •• ., • - '. \ r.·; • ,. •· ,' • '. • ;;•• '· • :, -, •.. ', ,:. ' • • 

Es fa~tiblc > q~le esta~ t~~s:'cst¡uc1(ír;;~; s~K,i:\tilbreiitcs debido a que las 

condiciones experiment~les baj6 las J~ralcs ~{ 6B~i~llen lo son, · y a que tienen 
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capacidad de experimentar o no la reactivación. Sin cmoargo las tres poseen 

características de fluorescencia ·intrínseca muy similares. Se podría suponer que 

después de que los resiclu()s.ª~()1l1~t¡c?s de)a protcíHa ~~ t~~nsÍier~n aún 1ncdio de 

baja polaridad_6~iTicl'il;al&rr;,:ía)lr6t~í1{a ~;Í:de .. ~egt~irci.di f~rc\\ÚS{ vi as qúe pueden _ser 

controladas. pdr'._1a ~~ritÍdád ·~¿· a~ua:y··.e1 .• est~do••._rccl9x .. {!el • ~.ist~11\a .•.. 
Par~;~I Ja~~· di:16{i1~611Ó;~1cr~:~ tÓ1np~t~ntc~ .. ¿i·rGlcvri11tc·cl~·11ecl~o <lci que ·1a 

formación de. ~Í1rt~f0~·:1ctÍVOS,pa;"<Ücl;;1liCÍ1tJ. OCÚrrCC.Orl _cJa1Úbios Cll ·l~Í ~UO~escencia 
intrínseca (~er•fig. IO).' E~to ~t1gicrc qlie Ja dimerizaciÓn .· involucra··un'a~¿glo.fí11al de 

--- .· . ·"~· . - ·' . . ; ... - ' ', '. .- ' . . . ,; .. - . - " . ' -- . '.. ' - . . .. - . .. .;· . 

los residuos'~roii1áÚcós7 ·. 

REASOCIACIÓN:DEiATPIENLAS··MI··•MÉDIDA'.PORLATRANSÚERENCIA 
"-~ . ' ; - , . ·-·· :<·'' 

DE ENERÓIÁ·: 

Mcdid1;f e'1ri t1:~il~fc~c1~ciá dé c1icrgí:1·-& ti11 fluor6fori~c101ia~1ci;r;Ü'i1!~b~~;:u1~éde 
•• ·• · <;:__,:" ·.,¡·,:,;o·~-:o.-.·.:_·.·~r·:• ,, ·' __ : _-_:_ .,. -·,:_::~- ·- ~---;~,~,;-:; 1_.;.;--·-~-;-· · ., -~~_,,_- --•.. ,,.-. ,.-r,.;- ._ .. ,, 

los monóincros ''cieci'fri/·fr,i1r1Tliií61:élí'clro ·¡1ccptcil· ·ui~i<lba 61;:º" Jl1 cbnfiriría~iÓn· a 
' - ,_ . ' - - - . ·- ..... - -.-.-- • • ' • . . . - ---- ·- ·' ' " " ; . ~ .. - - -~ '----: 1~·-,0 - :. ;--- . -- - .. ~-. . - .. 

=~:~::::~t~~~i·~~rjl~;~J~~~~f t;~~~~t~~t~~{l~!;~tlt~: 
mint1tos desp~és%•.la;dili1.ción del clcs11attiral.izanté y'¡)crin.ahc,ciúc°:1ist~nte •. _por:24·· h. 

::~::::~::~~~~~J~~·f:ti~~c~~~¡~~~f f f ,~¡~1~t?~~l1if~;t~ 
:::~:~yº~::r~~t;~¡?~~~;~;!!~!!~i~';f ,\~~iJ~ciltJ'~:,Jf D~:~~;¡~' ~ 
B). La variación te~p~~~l de:b -tra1~sfcre116i~//ac ~·li~rgía, •··la ci~~tÍ~a, de lá 

recuperación de la activid~d 611 Iás MI ~ontenie11do 6.0 % de. agua; y 1'~ · evidéncia 
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[Garza-Ramos G., et. al, 1994) de que la dimerización es la etapa limitantc en la 

renaturalización de la TPI sugieren que: 

Como consecliencia ·del il1teréilmbio··micelar, que ocurrc.émmdo dos micclas 

interaccionan (en 1rii~r8segi;ndos); u11 rnonóme1'0 mar~aclo Ccm' doríador. y un 
·:.· .',,':, ''1"··· .. • ..... "'-: • .• ,. - ·- - .. ,···. . .. -. «'•' ... •' ' 

plegamiento parcial y se~n.tap~bCs de.dim~~izarsefi~Eii?;~ú1s -~~11di_ciJ>Jíe's~·11~bria· una 

distancia lo sulicicnté;~c.fü:·• 11·tq~16íl,¡ cl~';i'c\G1 ff1;n:1{1(i'r;·y~U·i.tc,j¡~J:~º';i¿ ¡~ar:~· ·<1ut: 

ocurra la. transf~re11cia'cie;· e1iergíaoiJósi~1:io~rlc1ltd~pLi6tiJiti2¿hir'• l<t•;Úin1eriiación. y 
_ . ·;~ ~ -~ ~-.<::_::~::::/:;/ ~-~'/·::~ .. ~. ·:,;_ ~--- .-<:::·r~I." t/t:·-~¡-~;;~,:.~ ·:·-:_·,:;:> :· ·:·-~~::::,-.. ;~ /),. ... :_-~ \·;: : -_ ':f'/-t-~:: !. ~ ;-:?·\~_\:;.:;~~ -··;:.:.\'.~- >::·? ~-:-·, .. ~( ·_.- -;>:. 

eventualmente• llegarse a laestrueturacorrecta con la subsccucntc,adqu1s1c1ón .de la 
actividad~l1talíti2ri.·~ ·.. ·. •; · . ' ·.. · > , .·. . . ·. O>> ·:• c., ... ·.·.•. > / '; . ·. . . 

. · - ..... , ·> ··--~>- ·'·;:.:· ... \~ .;('-.'~:-/_~-/;.,. ::_·~x~ .. ~,--
La ·. disiru1~ia':]~~~e ~l~fn~i,ü~;i: :j~ ··~~f~~~~;l~\~1i.~~°'s~;tr~g. ~'.@:::·h;;~u~s. a•. un 

monómero de •la TPI; .• sec~lculó .· mcdi~nteJil'éticie11cjadel a'lr:lnslel'e,nci.a~de energía 

::~::·~::tJif ~~t~!I~:~~ii~lll;lid¡~J!;i~~~~~f ;~~i~~i~.: 
el sitio de•unión·C!el~FITC a'.la TPIJSclic1lc1l'r'csLÍltadós'prcvios•111dlüi'11telos cuales 

· --(~ .. ;, ·:::>-. ·-:·L( '._>-- . <::>--· <- .;--.·;: ->::~·-}.~:. :~~~--~:\r_,·,;<.-D~:-, '.¡.·~.'.-:/ ... :1.;~·:\)::~:.D:· __ :·~·-~:.\'.:):.:\{·.:··· .. >:~->1':·~.~::" ---·t:·::. >·:i~~t:i(~~·. ·· /~:·_;_: ~ · ,~ 
se han dcsóartad()"l 6)isinas'.SC,Jia;()bt(!r1iü~,tu1•lrag111éntfrfll1orC,scc1üc·:1Irédea9r.dc 

:.~~.:O:':. f ;rirG~~~rJli"~~~~r~J,jf ~J¡~~~\~f.i~~:~[~~i·~~:,~~f 1c'~~tt¿·~ 
unió11 del rrrt. é~bi:ieF~Ji!cn~ Jfü1 •·1:{t)'()i;aióri(1~lcl. Ór ·~avicr s(í~~~fó~'··a6iuvo lina 

::::.::::'~~,~~;'.~~:i~~~~,~~.f ~~~~~~:·r;f f~~~·~~i~~.f ~~?1~~~;:%;r 
sitio del 1,5-IAED,f.\:NS;·.•a·la.s'5· '.lisiilas•.a d0,11depódría csiarti11idocl .. accptor. EStas 

distancias fluéterat1'ei1tre··s7.72·y:¿9.85 ~~.Al ·¿01i1parar cst·O~ vÍllcfrés coÍ1.Ia distancia 
. . . ; ''' .· .. ; . ._ .. - ' .- . - ,• ' -~ ,. '. . ' .. . ' . _. . -. ~ -· ',- . ' ·. ,· . ' 

obtenida cxperií~cntrih~;e1üc se pL1edc vcr.quc•la difbrcncia es 1Ílí1y ·,Jcq~1eña. 
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En solución totalmente acuosa la formación de los dímeros activos de la TPI a 
' ' 

partir de los. monómcros de,sjJlcgados ()Ct1.~rc en segundós, rnienlras que en 1nicelas 

invertidas el tiemp~ 1úedio ¡j:ir~:csÚ rchc6ión ·~~ de 1~'i~s de i111a' l1ma: Es por e·~fo que 
·" ' -; .... ": ,,¡.'- ... ,·,'·-'·"··· ,{,.,_., l·, <',-'" ,,_, .•. ·.· - .- -

utiliz:mdo las·;Mf'e11'd 'present~ tr¡tbajo 1Üc • 1)osible(airíipar intc1'1ncdiario:s <lb' la vía 
:);-:: _. -- :>r ·-> ~-->::~- --~'.-:-.·< : .. : -_ 1.~>;~ ::, --~~>:~{ :.:3 :~:·( · .--~.é:>r'.:: ~-./)> .. ::~::_-~:; <- ;:_.:·,'~.:~'. -.-;::::/ ~:- -~-.:_-,/::. : _{, ;_·- .- :;_~ :"< _ ~:_:· :·: :-.. ; · _·-._._: · : _:'.:· :_ ·· · · . 

del plegai:ieíüo:'.Oe'·es(¡( proteína ·~ ,hacer un _ ~studio ~ é~trueíüra~fünción; . En este 

::;~~~:::~tf füi~'l%..~~~i~~j~~1:'~';:;~¡,¡,:z,0~;;7:~?.\t~;,~;~~f 1~:;l:: •:: 
proteína ei1 l:iésdtlct¡;.:g} Íb;'11{il11~·¡~elrii··;,~,~ }'1 ~isfolni(~61lio~if:1 i6<l3~.'!\tlhcf~e aún 

110 claro, es p~·sible •. qt1cla ~.t~pc.rfrcici• 111iceh~.r:6ar~;}d;~;re,it1·i11ga ·.,;···nihJÚid~d .. libr~·de· 
Ja proteí11~·· ·r··q'.t;•~.· .. ·~~()~~qt•~•·.:·~i~,t9'rcf 611~;s.·. '.;1~ .. ~t9s~-rntffl~S~li~i~~:~'.·e~.i~l~.··~í.~· .•. ~et 
plegamiento.·· ~ara ~1.óasi> dd- 1a.frT:6si1~ pbsib1e'~;distb'fsi61fC:s '¡';~pi~bnxparÓi~11~eiifo 

:, ~~._-'' ·;.'-~,- '~::.>~-,-.·!'~'.'---:-;',-;;-··.~;-:-,_;:•;·.,-.¡·<::e;""··.->>\.-,-/,':';,-·.·,--,,~-'.".••,,- :-;.:>: ·;::;'!'.;,-·;,':':'" -·,';""e,, ' .. ~:,-.--'·0-,.' ',• •:,~ ''",·.:, 

1a fonnaciónde.Ios.1nonóínero~;~~íl1peteiités;y;de lós~íin'ei'os tatáiíliéalñente a'ctivos. 

Por otro lado/es ~aifi6i! ·détc~~iifar r~\iii1tidiid cxacfa de ~frua' q{1C'rfíde~·:i fa'protéína 

atrapada en' •. el•intej'orde·]a.·'¡}1i_cc'1~,.,~i11;e11lbar~o"por.~~.~ ••• s~:.h:;·;1echo'··tlll· •. ~1náli~is.'de 
los (lr<>lo11cs .·tic! ·,~~rn1t;11 .• · cl·~is1V11;¡,··d2u\iccl~i~ ·i,;vc1:1·i:li1:: ¡,,¡¡ i~¡1I~; c11~sj(. 1ii;li¡1j11 

(Kemen· y··••da1·~.,' ... ,· 993,)'.-·~éI1iei1coiitr11cio ··~·!re ··,;··c~11ce1ít 1·1'1ciJ1{cs de.ag11h
0

n~~n1~rcs• de 

4.0 % Jos-~p~olo11es'.:existc11 en· ·e~ta¡I() : Úe u1;ión,, mici1tr·¡1s qu~ a~iba,· de esta 
.;--.',-, .·.---. - --,-.o.,·. '.'J - . -.-, ... _ . ,._. . : '. .. - . - ·- ." ·.- - . __ ,._ .'-.- •J '· '- ~-; '.• • , ... ·' 

6,0% de ag~ia el factor de interacción con la superficie .micelar podría ser 

importante. 
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CONCLUSIONES 

En confirmación a los reportes previos (Hagen, 1990 a, b., Garza-Ramos y 

colabs. 1992) se mostró que la rcnaturalización de proteínas pucd~ ocúrrir enlas MI; 

pennitienclo asi una mcj()r _carndcrizaciói1 de 16s proeC!soiCdc :r~lcgllmienlo y 

reasociación de subunidacle~1 prJtcié~s; __ _ , ___ .•. . .... ·•:.·.·.. . _ 

Las MI presentan t111á ~lt~~i~11Ú~a ;11dicion{11 -¡)~m1 dct~rXliitdrl}~J~ucncia -de 

eventos que ocurren dh~a1f~e ~I ~J~gamiehtÓ pf qt~¡6o :Y' la• roPm~6ié>11 clé enzimas 
multiméricas. . . \• .. __ ·._t<• · •••••-·-. ;; - · 

;·' .. :_:'~:.-~'.·. ,· 

Mediante la --fluo~es§~1~6ia intríi1se~~-rdc: •-lá_;'f PcLi;;y :tü fluorescencia ·_de 

:~::::: ,;~.~;r~ .. ~7i~r~i~:~~limJ,t$!~~fr~f ~~~~,;~~tr':m~ 
tatn bj én caract~·~;~h·~·. ~:'.fa ''.é;ri.ii~~'h:~-,;:~·,1·~~;~; ~:¡n iiíitt,~ .;:~~-~··.:i~A:~trirr _:):/: ~;. S· ~---~~-~:· : .. ).:· _: 

A travésde.la 'nüoícs2~nci~_. i~11ri;~~6f Y'~• 1nbc1.di1~te[l<1.·t.rar;sfcrcnci~-~-<l~·.·e11erhrjª 

:¡:: ::~::~l:~t~:~;~~~~Ii:;~:fa¡~~~:º~~~f:~t~\~f l:~,:~:~i:.iifa¡:; 
<-'''.--, ,l.-'_o_<,?ro-~., -·~·-:c.'"·:·:,'-::.:-: · ., ,• ~{;.·: .. _ _;'.'i,:.'-o-,~-;,:t;_1,; ·->-O-~--~·: ) " 

dímero a partir: de Jos •'11,lói1~i11eros.acsr)légaclb's,.ycol1'1irrÍlar-.cl lriodclo':prÓpuésto·, para 
la renaturalÍzación_dc.·Ia'l';l'cn las_- ·M1.•[b~rz<1~~~ainosy cols.j;19i21i;(Ei1 Ús. MI· l•a 

formación cid dÍ1~ci¿s ~~tiyps _y IÓ~ .c¿¡:mbi~~-6r1 l;1flu~r~~é~11ci~~¡;,~ rí r1~cc~i-96l_1~:re~ en 

paralelo. Estd itígi¿~c .~úd-cl ,!Jlcgarnicnt~:y . laÚii11ciiiació11 i.1~(;l1i~fa1~ .un arreglo 
J •" .,, •• _',, ' 

Utilizmicio_:l~i monómcros mai·cados con el l ,5-lAEDANS ·sería. posible 

caracterizar esinictt;rahlicntc los tres c~nformcros quc se atrapan en las MI a partir · .. -. -· - . . . . 

de los monóme~o~d~splcgadosdc la TPI: 



-el monómero altamente fluorescente que se obtiene al lransforir a la TPI 

desnaturalizada a las Ml con 6.0 % de. agua. 

-la estructura i11c;íp':1z de lonuar ~L dímercl activo que se ohl icrn.: cuilndo la TPI 

desnaturalizad~ s~· 1:t1~Úer~~a l;lS M 1 corf3. o o/~ el~ 'águü o l;Jenos '·(en au~encia o en 
- .. ,_. -. . :·· ,·, 

presencia··qe~pJ~~~¿:_ · ~· · _ .:- ·· · · 

-la enzimaqLÍeÍJdquicr~' una.·c()nl()i·n;~¡ciÓrririclipriz Úc fo;:11rn(ur1.~H~~ero activo e 

agregue poclerredL~ct~r, qÚ~,-;¡e 'obti~n6'.'.cliti1\dÓ'!a'l;Pfdc~n~ti1r;11i;.ada ·~e··.trhnsfle~e a 
2'.,•;'."{··',"-"..'<+.,,·:~ - .··'. '; .. :-, •:}- .. _,·.· ·.l'.·"-".,~·-;: .. -.·,'·'."··,. ,,;.'·.c .•. •:•,·•.'.• .. :: • ._'. . . :·...'..·:•'·.- _;•. 

altas conce11traciblles' de ~gua'(>fo.5:0/0 ),'e.r~husencia .de_ o'.fT'. •.. _.·, ·' ''•· · .. ···'·'• · ..•... 
Las condicion·6~Ji~6~i'1~i6;~t;1~~s.~1'9t;c:.~s1'~s•.c,st:li~ttiras :se obtiÚnei'í> ~~,}·. difer~ntes, 

::::.~.:~f ~¿~~~x:~jf 1~tci1·~1t:1~t~Eíf JtJ~:f!!J~t~t!~;~~f r2t~; .. 
'J_~·: -- ·" ,- ~_-):· :t~·:'\ ~~t~~·:_:\~~'" -,_: --· -~~-,-'.~~- ;" -.'·':- ---~ •,; :~~f-i;<"- ._ --

estructuras.- ~-- - -· - •_'.";·_;:- >:'..;..~º-: -o'.=-,-,-. 

Sería interesante' es'drdiár lit reii~o'C:i'ilclÓ1{d~ 1,{fpj 1~1~dianlc; ln~cstáitegias que 
' . • - ·-· ~ . - ' ' .. • - • .- -·o· :. <, .,.,. __ ,. ·/.·. ' - ...• -. - •• · .• _ .. < ; ··- ~_,:,-•• /- ' -· ··-· .-., • • .-. __ ,;_ • ",• 

;:~i:~~:~l!I~~~lll~!J~1~!l!l~l!li!l!lililll~!?:::: 
c.1c ta transforcnei;;:<lc chci'~i<Uilur,íi1t<r ti~'.\1lú:111á~fuí1 ¿itJ:1IJi~J.ú(1ri'iltr~1s'.1~r1;1Ii<lus· 11ur 

'· '· : :i, '. -:':···_-·, .. 

monómeros ci~ TI;i~I~rrc y'irn\~11\.liúJ\N~:< ;' 
Por otro l·~do~crídin1er~~~11i'cp]clq~rJ1él~erqt1i1~e:~as••~¿,1·,,'16nó.1~f'.rosde•Tri de 

conejo marcados co~1 ~-1 ;;~TD\~I;Á~S:;crn1 Í1iS1;~:1~1eros, 'de m;( de' t;ipai1osoma 

marcados con el FITC. Latrar~sferencia de encrgía1fosindicaría si ocund o' n.o esta 

asociación. 
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i\llSTllACT: Tlie possibilily'ofu~ing;,révc/sc n1iccll,cs lo Siabilizc i11onrnncrs prior lll ror111a1io11 or <li111cric 
trioscphosphnlc isomerascHTf'I) fniií1 '.rabbi1· i11usclc· was sludicd, Tl'I dc11:1111rcd wi1h g1r:11iidi11c 
hyclrochloridc unclergoes rea.clivaliori" in reverse· líiiccllcs. fcm11cd .wilh 11-ac1a11c, hc.~a11ol, cc1yllri111c1hy
lammonium brorÚidc, itncl \valer.'.:RtÚ1_é1ivalion'of :iroui1d 80% is ubscrvcd al TPI co11ce111ra1ions oí ahoul 
2 ¡¡g/mL of reverse micelles aríd 11/atcr'cóncé111ra1ian~-;,bovc 4.0'f;,. Wi1h 3.0% walcr, rcac1iva1in11 i:. 
aboul 10%. Ir dcnati1l·ccJ-TPLi~'-i_né'ílon1éd'rór 'i1'fcw scrnnds in n:l'crsc rniccllcs wilh 5.or;;, w:ill'r (or 
higher) follawcd by ii1cub':iiion';i1 '3,0%\1v111cí,•rCiíc1ivn1io11 is bc111·cc11 J5'ié a11d 50%. Thal is. a hm~r 
exposure of cléniiltÍredTPl10'i·cvci·sc 1i1ici:lles_\vi1h arela1ircly high 1\'alcr conccolrnlion yiclclcd a significaril 
amaunl of sliuclures éo'ríípclcnl fórJ01~1iiii1ióri of ch1aly1icalli• ac1i1·c dimcrs. 1\s cvidcnccd by kinclic 
da1n, lhcse slruellrrcs 'corÍ'csp:Órid .Ío :1J1nnoniCr's'of-TPI {Garza-RanH1s, Ci. Tucna de Gtí111c7.-l 111y"11, ~L. 
Gómez.-Puyou, Afi&'Grai:y:;R:·.\V.~(1992) Eiir. J~ !Jiod1c111. 208. 38'.l-395]. M1cr a 5--2.0% 11•;ikr 
lransilion, eompelénl moii'omcúi wcrc.slubilizcd ror ni !casi 30 min: a ~11bscquc111 risc in ll'alcr c<11Kc111;-:ifiirn 
lcd to climeriznlion and,i1ppcaran'cc ófiaclivily, By ch1111gcs in lhc illllOlllll oí w:ircr, il \'.':IS fl"""ihk In 
cJelef'lllinc Ín íCVCrsc:''miéc!lcs)}Ú: 0Í1111cnJÍ1l Of Water rcc¡uirccl far lllll/lOlllCI' folding :tllll di111cri1alio11; i.c .. 
lcss wuler wus rcqiiiréd''in~·ll1c"éíf1!icriziiíion slcp,. Expcrimcnls wilh a 111odcl sy.,1cn1. rry}':;in :rnd ''"' 
saybean inhibitor, sl10\vél11h,n1;-I1\'r6v.c·rsc.1niccllcs wi1h 2.0% wa1cr. pro1ci11-prri1ci11 inlcr:iclitins rc:ulily 
lakc place, Hcncc,'lhe lack of clim?rizaliori ofTPI monomcr:; in miccllcs wirh lhis walcr co111c111 su;;¿:csfs 

. llml, nflcr collision;:i1Í1c1~i1clinin1.onomcr.~· musl undcrgo confon11:11io11:rl ch:in¡;c., ihal rcsufl in a sr;ilik 
c11111Jyticully aclivc'.dimcr:'.'•The:hifrin.~ic.íluorcsccncc spcclrn of rrnih•c ancJ dcna111rcd Tl'I c111r"'l'l'cd i11 
reverse miccllcs wilh'.6.0% \Vatenvere clcarly diffcrcnl. iloth difícrcd J'ro1111ha1of1110110111crs rnrnpdcnl 
far reaclivulion. With iiinc; lhc intrinsic íluorcsccncc of lhc hillcr changcd in parnllcl '" rhc appc:rr·cncc 
of catalylie aclivity . .-Thc•inlrinsié:-lluorcsccncc of compclcnl a11<l i11cn111pclcnl cn11fnr111<·rs 11·:i, s1:i1'ili1'<' 
to walcr canccnlralion: ·:JÍ.1 cquaLwalcr concc111ra1ians no nbvious cliJTcrcncc was obscn-ed hcf\\'l'Cll 1hc 
lwo. TPI nl various s1<11e:~ oí úc'nnlllralion producccl by various conccnlr:llions oí ~uanidinc hy.Jrndrlnridc 
in standard uqucous.media coirlcl also be s1;1bili7.cd in rc1·crsc miccllcs wilh 2.0% walcr. :111 incrc:r:><: irr 
waler conccnlrulion-: ir1ducccl reac1iva1ion. Thc lack oí inlcrcanvcrsion bc1wcc11 íoldcd 11H1110111cr:; ;11111 
active dimerS in reverse miccllcs Wilh low Walcr conlcnl Sllg~CSIS ihal in thcsC ~ondilinns lhcrc is a J,int:lil' 
barrier thnl prcve11ls,:fon1~.nlion. of aclivc dinicrs from íol.dcd mnnomcrs. 

Km17.11i:111n (1959) proposcd'thnl .wnlcr is.n prcdominanl 
componcnl in prolcin folc.ling, mainly ns conscc¡ucncc of lhc 
unfavornble cnlropy oí water molcculcs, ncni' nor1polar 
rcsiducs. More rcccnl slllc.lics on lhe rnl.c oí wa1cr 011 prolcir) ... 

1 This work w:is !il!Jlporlcd hy granl~ frn1111l11~ DircccMn.Gcnéntl de 
Asunlns cJcl l'cnmn:1I Acnllé111icn fro111 1l1c Uni\•crsidnd. N;1cinni!I 
At11tS11oma de México mul fmm CONACyT. A.l). is :111 Jr11crn:llio11;1f 
'Fclluw of lhc 1 Jowunl Hut;hc.c; Mctfü:;il J11s1i1111c. . , ' 
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~'11525) 622-5629, f'i\X (525) 622-561 l. ·• . ·. 
' Jnstitulo de Fisiología Celular, Univcrsiúm.J Nocional Autónoma 

de México, México. ' · 
1 I11s1ilu10 e.Je Diotccnologfa, U11ivcrsitl:1~ _ Na~ional Autonoma.tlc· - ·. 

~Mcxico, Cucrn11Vi1Cil. · , 
11 Univcr.o;;idmfc FL•dcrnl tlo Hin de Jancim. · 
~'.' ,,, ...... .... 1,,¡ .. 1 .... 1 ¡ .. t,1 .. ,,,,,.,.,.trt• ,,,.,,, ..... ,,. n ... •.•rt•h1•r l. !'lll.l 

f11lding c.-.;plml'd J!1c w/é 11f J1ydr:11i11n of p11l:1r a11d 11nnp11lar 
: :1111ino· Hcjds<.nil prolcin !'t:1hili1y <Pri\'ah1v & (ii!I. l'.lR~: 

Mirkh:rtüél?.c "°" l'ril·alov, 199.1: Pr'il';dcw & 1\l:rLh;i1.1ol1:.·. 
1993). Thc>c. :rnd ·nihcr ,¡11dics (ll11pky & Cr1> ri. f'.1 1Jl: 

· J¡u:nic:kC, l<J87) hil\'c il·d 10 lht! cn11c:t•¡11 1li:1i w;11i:r is 
· fwídi~n~cur:d _in lhc í1111rtio11 n11d s1:1/ii111y t:i' p111h'in .·. 
l.lo~·\;Cvci·.·1\ll' prct.:iSl~ r111111ili11ri1111 of w:nn, and p·11r1l 11/;1rly 
1_10\v:·' mw:h water i~ lll'Cded ínr prold11 liiid111;• :11i://,1r 
f_0nn:11ion nr nligrnncric proldns, is 110[ known. /\:.. l'ílllli11t1~ 
1.Hion·. of studics concerning thc co111ribuliPn nf Wiilrr in 

" spccific cwn1s oí cn7-)'111C 111nbili1y (l3:rrr:1hi11 el :rl.. 1993). 
·1his wofk explores thc warcr rcquirc111c111.-; in 111111m111c;· 
folding allll di111criza1io11 oí homodimcril' frioscpho'l'halc 
isomcrasc (Tl'l). 1 

TPl is formcd by rwn idcnlical cight str;ind /l/rt sulnr11ils 
of around ~(i 000 Da. 11 caralyzc:; rhc i111~r«·on\'l·r,;ipn ní 
''l\'r(•f':1l·'-·'1···'·' l '''•·1···~'1·•'" ..... 1 11:1 •... 1 . . ,. .. 
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1hro11gh wcll c.,1ahlishcd 111ccha11isms (i\lhcry & Knowlcs, 
1976, l'.177; K11owlcs, 1991). i\s 11 sluc rc:ic1io11, 'J'PJ 
c:llalyzcs thc fornrntion of methylglyo~al phosph:ue (Richard, 
1991), :111d in rcpc:ucd cnlalytic cyclcs, il undcrgocs spccilic 
COl'aknt 111odilic:11io11s ('l'ang el al., 1990). Thc cr)';t:tl 
SlnlClllfC or Tl'I rrn111 SC,l'ernl sourccs (Urnrner el :d., 11!75;· 
Al her el al., 1981; Lo lis el al., .1990,Wicrenr,:1 eial., 199 !,' 
1992; Noble et al., 1993; M:Íl1¡lc et aL, 1994) has; bec11 
de1cnnincd al high resolution; . ' ... · .:;"· ''. .:.: · 

From s1udics ofTPI rc:ictivaticin froni\111folu,·u ino1iomers 
at various protci11 concc11Lrntions instand:ml :lqueoús "u{cdia 
(\Vale y, 1973; Z•1bori et al., l 980);·n11d in rc.l'crsc·micélles .. 
(Oam1-R:1111os et al., 1992b), thc follo1ving sim1)lificd 
rcuction scqucncc WilS dcrivc.cJ: · · .. ·· ·, · ·. 

. M •. d:Nlr.!!.D ( 1) 
1 .• ' 

M¡ 
Mu is un unfoldcd m.onofl1~r. iirni is first transformed into 
Mr. Mr swnds for n mo.1íoíi1cr compctcnt far dimcrizniion 
with 11 structurc diffcrcntfrom tlmt in thc catalytically actil'c 
dimcr (D), M,kit Grn11<.J 1cirn lhal ii1dic111cs s1nic1urcs 1h111 
do not form lhe:·active . ui111cr. ·•.111 bolh s1:1nd:1nl m1ueous 
media, uiid reversc-,mié:cl)es; al relntively lcnv protcin 
conccntrmions, ·111c.:r:i1é lirniting stcp is climcrizntion (slcp 
JI). Howcvcr, tlíc. pró'ccssis ordcrs of nrngnitudc slowcr in 
reverse miccllcs (O:irzn'Rnlnos el al., 1992b). 

Fcrmí111.lcz.-Vcl:1sl't> l'I ;il. 

glyccruphosph111c dd1ydrngc11asc, Ni\DI 1, :111d ¡.dyrcrnldc
hydl! 3-plmsph:uc.• dic1hyl :u:ct:tl wcrc:: ohtaincd f'ro111·Sig111a. 
Glyccraldehydc 3-phosphalc was prcparcd f'rnm glyccr:ildc
hyde 3-phosphaic dicthyl acclal as dcscribcd by lhe supplkr. 
S1.1yl_1c:1:11 1ry1isin i11hihi1~1r _WilS f'ru111· \\'or1hi11g1on. 'l'h~ 
~IC._ti\'ÍIY .. oJ' .. _'1'~ 1 1 :.· i_n :al! Úl(llCClllS lllÍXlll!'~S .• lllL'l!SUl'cd i\S 

dcscribéd clscwhci-c (Rozacky el :d., 1971 ), ivas·arnuml 4 000 
jcmtÍl/(111in-mg)with.glyccraluehydc 3-phnsphalc as suhslrnlc. 

:TPI conccntr:11ion was detennincd by its ahsmhancc al '.!80 
11111; r::;;,. = 12.9 (Roz:1rky el al., 1971 ). 

llem-.wMice/les: Thc hasic systcm far rcl'crsc 111iccllcs 
conÚii11cd ·200 111M cc1yhrime1hyla111111011ium bi·omidc sus
pcÍldctl ·!11.11.~'áéuii.~c :'11ld. h1..;.~a11ol .. i1.1 .il. ratio_: of' 8_.7: ¡" ~\'/\'), 
Reverse miccllcs .\w·r~: formcd by addi11g a. w11tt·r:~olu1io11 
oí. 40 mM fric11i:1110li11n.inc, 10 mM ,EIYJ'J\,.and: l 111~! 
dithiothrcitol;, pH 7.4,'. lo thc dcs.ircd. wiitcr• co11cclllr:11ion 
( 1.5-6.0%. v/I'; l\lu = ;¡: 1-1 G.6,. res11cc1i1•ely): .Thi.• was. 
followcd. by \•igoro1Ís stirri111~> '!'lié rcv~rs~:micelle sys1c111 
with ancl withou1 TPI wús sTúb11!:ror:i11 le:Íst a·wcck:' .Tlll' 
ll'il!Cr Solubif ity. tii:1g.r:tJllS Óf ,lhi.~)yp'c of l:CVCrsC • mii:cilcs 

º!rnvc hccn dcscrilícd · ·1 l lilhórsl : et· al.'•.·· 1984; ;: Fcrn:indez
Vclasco 1•1 ni.,. l 91j2). · U1uil'r1hcsc c111idi1imis •• thé ,:uncc111rn-
1io11 111' rcvcrs~ 1Í1i~i%·s. is hc111•c1;·11 1 ·uiHI :1.rnM (i ,11iilll' 1•1 
al., 1987).' 

1Ü.l"Íc1• of.TPJ AcÍil'i11'i11 Rdi·i·í'.;¡¡. Alh;NÚ•s. In ali cases 
HCl_ivi1Y was mei1s11:rc:L( _¡1( 2f ·~C~)_;1 _· r~~;c~·~~ _ lllict•llt'S 1 lrnt 
contilincd 6.0% w:ucr (\•/i·J(Íhis w:í1cr')1h:isc cm11aincd 40 
mM 1ric1hanolamine, pH 7.·li 1 mM dithiothrl'itol, llJ 111M 
EDTA, 3.3 mM'glyccr:dclchydc 3-phósphalc, 0.2111M N1\DI 1 
(0\'Cfllli COÚCCU(rll(iOll),i!Úd ·5.::_7 ¡íg Of ll:!Ji)'CCl"llJlhllS¡Jh:ilL' 
dchydrogcnnsc~ Thc l:utci· cn.zymc 1vas i111rnuuccu artcr thc 
miccllcs had hccn formc·cl with thc aforcmcntioncu compo

·ncnts;' prcviously, ammonium.sulfntc· .in thc cnzy111c was 
rcmovcu (Oarza-Rmúo.~ et ul., ! 992h) by fihr:11h1n
cc111rifugiitión in Séplrnuéx G-50 cnlunrns cc¡uilihrnted wilh 
<JO 111~1 tricthanolaminc, 10 mM EDTi\, :md 1 mM dithio
thrcitol~ ¡il{7.4/For.'tl1c thc assay ofTJ'I activity, 1111 aliquot 
(gcnernlly lcss Ürnn 20j1L:)oí reverse micelios thal cC1111ai11l'll 
li:i1,ivc-:·or TPI .úi·.Val·i~11Si,Jl·\;t~lk 111' 'rc11c1ivntio11 wus mldt!tl. 
'J'l1e dccreÍisc i1( ci¡itkitl dc11sity at 3•10 11111 was üs,·d as 

. nicas1irc o(acÚÍ•i1y: .. · i\c.tivity was .. lincnr with tiinc ún1il 
:: · Ni\DI (eonccnfriÚitÍi1 b~ciunc limi1ing.; Thc ac1il'ity ul' ;n •1 

· i1\'reÍ•cr~c·Íniccllcs with 6·.oc;¡; 1í•i11cr was :iround >120 únwl/ 
(i1Íin;iúg),; · " .··· · • ' 

Thc lnucr obiicrviuion", and prcviously reponed data 
(Ruplcy & Curcri, 199.f; Zaks & Klibanov, 1985; Ramírcz
Silvn et ni., l 993)i suggeslcd that systcms with a low waicr 
contcnt nin y be · uscd to nsccrtain importanÍ fc:itures · of 
enzyme riclion. · Ii1 fnc.1,:•in such. systems it wns possiblc 10 
trnp diffcrcnt cnzy.1nc conformcrs(Russcll & Klibai1~v; 1988) 
and intermcdiates óf cntulytic cyclcs (Escamilln c't nl .. , 1989). 
Thus, it was thi)ught)hntrevcrsc miccllcs, in nduition to 
curren! approachcs (Hugtiséin et aL, 1990; Baker et at:, 1992), . 
could be applicd to trnp iníc"rmcdiatcs of: the · fonnation of 
dimcric TI'!. If so, 1hc.sys1einco11lcl be lisecl to c'xplore if · 
thc diffcrelll rcactions lllat · lead ·10 .'!'l'J dii11eri'l.:11io11 hÚ.vc 
distinct water requiremcnfa; 10\détcnnine. thc strucfüritl 
charactcristics of conformcrs rel:ucd lo thc formation.of thé 
TP! dimcr, a11d 10 .dc1ermii1é thc niodificatió11s thiú they 
undcrgo in tlic trnnsitián: f'roni .: a·.·c:ualyiicnlly iiÍactivc 
monomer 10 a quatcmary stmciurc· 1hn1 is i:afiilytically iic1ivc. • 
·-Thc resulls Oll lhc 1c:ictiv:ii\01ÍofTPI in reverse ntiééllcs ··~·· ···oe~piiir(//¡(;11 ;{7"i'1'¡11 1\11 Al¡í1;;,,,r:1 Üet!ia 11/ll/ f/,\° 

hcre dcscribcd show that by, Clrnrigcs'of thcir .. 1\iiiicr cÓ.ittéÍú; .Rcácrii'cltio/i i11 ll1•1·er:w• Micellt•.1· . . TP J 11•as dc1Ú1turcd i114-6 
it wns possiblc lo arrest; or ii1i1iútc, thé fornfation Of·Ílctivc M GdnHCl of :t slii11~:lru ac¡ticóus 11icclii1éo1ui1Í1iing'40 mM 
dimcrs. This allowcd thc detét'1iíinntion ó'(thc i111io.li111 cif 1ric1hanola11ii11c; JO mM 'EDT/i';· aÍ1d l'mM ·(ti1IÍin1hrci1nl, 
water rcc¡uircd fo1: · monllmcr foldi11¡( :ú1d :dfiiÍcri1:íi1ion: pH ?A, for 1 h HI 24 ~C. 111 111·.:; ~x·¡;l!i·iiíic'n1s in whkh ll11ly 
Morcovcr, sincc thc 'mónoiiic.rs·:·:·coulu. bé' trap¡icd :ftÍr ·n · · rcactii•atio1í. 11;as uc1cnni11cd, thc. concc111rn1io11orpni1ci1111·as 
subswmi:tl time, iuvas possiblé Ío.dc.1éÍ1úi11c thcir in1rinsic 3-:-6 mg/mL, fn 1)1c .ll11nrcsl'cnc·c ·cxpcriÍnc11ls !he protdn 
lluowsccnce and tlÍ~. chnngéºs '11m·1'ac~omp:iny form:Í1ioif of . ccinccnirn1ion wa:~ 25-30 mgllúL. Rcactivalion was swned 
lhe cal:tlytically :ictil'c i.Ji'mcr:•.'o .... .. . . by injcction ·af l pL of lile' dcn:llllrcd CllZ)'llle inln .l,[) mi. 

·' .- · ,. ·.· ... - "_;.,. · - ·' uf ~·cvl•rsc miccllcs fun11l'Ú al llu.! tll'si1;cú water co11~·1.•111rn1it)JI 
MA'l'EIUAI. AN6 t\·1Ít;1;JIOD.~. with asoluticin or •10 111M 1ric1hi11H1liuni11c, fo 111M EIYl'1\, 

Triosephosphate·\some~asJ" from ·ra.bbit muse le, irypsin, · and l m1vt dithiothrei1ol, ¡'il I 7.4 ." '!'he 1rai1sl"er of <kn:1t11rcd 
cc1ylirimc1hyl:nnmoniiuii hrlimidé, n-oclnnc, hcx:innl, a-_ Tl'J to reverse mic<•llcs rcsultcd in al lcast a 75-fold diluli<111 

1 t\hhrcvi:1tiu11.'i: Ur\l!E, 1V11 -bL'nwyl-1.-:irgi11inc L'tli~ 1 cstt·r~ EU'J'r\, 
c:lh>·h·1h'lli:1111inctc1rn:11:t!t:11c: _('idnl ICJ, t~t1:1nidinc hydrod1lorid~~ ~C~I. 
?-.p.:1.:11.tl l·1•111cr uf 111:1ss; TPI, lliust•pllmphal~ h1111wi;1.';l;; lt~ .. 1.11i11 uf 
w.11t·r 111 ~urf;p;1.111t 111ukn1/cs. 

or OdnHCl Cmaxint:d w11l"~·1i1ra1il111 ol' Gdnl ICI in 1hc w:ilcr · 
phasc \\':IS 80 m,\I). Th,• l'OllC<'lllra1io11 or prntd11 f:lllFl'CI 
h~t\\'cl'll 1 !_lnd !-\ ¡1g/111L_11f l'l'\'cr~c 111ic.:llt.:s sysll'lll (·llJ-
3:-!.0 11M mnnnnwr, O\'l~r:ill c1111cc111ra1innl. 1\.i.; 1'1~ l't1lll"l'tllra-
1iu11 uf 111iwllcs i> 1-·I 111ill 1l.:ia11,• <'l :ti .. J•i:-;·¡,, "" .. 
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st:llistic:il basis, 1u11 mure than 011c mrn10111cr will he loc:tlizL'd 
i11 a si11glc mkclk. 1\f1,,r tra11sf,•r, tite syste111 was incub:11cd 
at 2·1 ºC. T11 fullow reacti\•ation of Ti'!, :diqunts wcre 
witlalraw11 al various times ami tht..'ir activity assayL•d. As 
llllll'd, al'li\'ity w:is ;ilway." lllL':tsurcd in n.·\-'L'rsc mi<.:cllc:; that 
L"'11H;ti11l'd C1.0 1li1 w:11cr (\'/\'); \\10 = 1 (1.ú: Nu n.:m:th•atiun llluk 
pl~u.:l.' during thc :1L·tivity llh!asurc111c1lts, - i.c., m:tivity was 
linear with tinw. \,~ 

In scvcrnl c.xpcri111c111s, thl! c:rnu:c1111;a1io11 ú(wah.'r in th~ 
.'iystc111 was v:1rkd d11ri11g thc courSc nf· TPI 'rc:11.:1ivation. 
\Vhcn :i dccrl'ase in thc mnount uf wat\:r \\1t:1s d_~si~l't_I, · thc 
rcvL·rsc mkdlc systcm was dilutcd \vhh a ini.xturc _urdry 
cctyltri111cthyla111111nnium bnu11Íth.!, Ji.:oct:.111~; an<l hc·.x.:inol,·or 
reverse 111kl'lli:s th:tt had thc dcsircd w:iti:Í" c·i1Úcé.11ir:idm1. 
\Vhcn a risc in w:lll!r CUJIL'Clllratiun. wús ·nccd~_c.J¡ :ú1 :tliquot 
uf :in aqucous sulution ol' 40 ml'v! tricthanol:11ni11e, '¡O 111M 
EDTA, anti 1 mM ditltiotlu:citol, pH ,7.4; \vas i11jectcc.l. 
Cnntrols wcrc made in ali co11c.lilirrns; tltese eo111prisL·d 11atil•c 
Tl'l tra11sferrcd to reverse miccllcs tlrnl had 11':ui!r :11 tite 
co11ce11tration in wlticlt reaetivatio11 of.TPJ 1\•as siiídil'c.l. \Viten 
changcs in water concc11tr:1tion. wcÍ't;·nú1<..1c. during i·~·aeti\•:1· 
tio11, thc .~ame cltangcs wcre 111:1dc in control TPL Reactil'Ü· 
tion is cxprcsscd as percem of thc uctivity of 11 control thiit 
ltad not bcen cxposcd to GdnHCI bul tltüi' hat!' tmdcrgone 
idl!ntic:1l cl1a11gcs in water. éoncentrÚtions.:. lt i~ m)tc.d ihat 
tite stability ol' tite native cnzymc wasnol nffectcd by suelt 
clwngcs; i.c., cm¡ymc aetivity ol' tltésc- s:unplcs rcmaincc.l 
consmnt foral lc:1sl 48 h iircspcctil'<ofthe water contcnt 
ar thc micelles. --

!111ri11sic F/11ore.1·ce11¿·e. The intrinsic lliínrcsccncc cmis
sion spcclr:t ni' TJ'J in 'rci•crs~ níicellc.s' wcrc dc1crmi11cd in 
:111 Sl.M AMINCO HOOO spcc1n1fluoro111c1ci wi1h 2 i1111 sli1s 
i11 lmtlt cxcil:tliu111111dc111issio11._ Al1111 cxci1111iu11 W111'clc11g1h, 
111' 286 nm, e111issioÍÍ s'pcetr:I \VérC rcccircJcc.l b,etwccn 2\J() :111tl 
'i.lO 11111. Thc fluorrii11ctcr ·eéll was· tlícm1ost:11ed :11 24 "C. 

,• Thc spectral ccnteióf ni:iis cs'cJvi)wus'calcLl!atcd accnrding 
to thc following cc¡liatio1i (Uismttlo et ·al., l 987j: 

' -.-_fú~)d,l 
A"=, -- • ''.' f /(,l) d,l 

whcrc ,\ nnc.l /(,\) are. \vavclcn~th dn n:1110111ctcrs) anc.l 
Jluoresccncc intensiíyat :í •!Íiwn \ \Vavclcngth; • rcs'pcctivcJi. 
In ali cases, cmis'.~ion ,jluorcsccnec -spcc(rú of: iuentieaJ_· 
sarnples (without • Jl[Otcin) ~\veré'~ rccc1ruc<.l.'• Tltcsc'~íveni .• 
substractcc.l fro11i 11tc cx'¡icrimcútal saii'ij1lcs: · _ __ , _,. 

l\s,l'tly of 'l'r.l'/'.l'i11 l\c1Míy'.i11 Ué1•1!r.1't!/dici;llt':1-, Trypsin 
actil'ity in reverse 111iecl1.!s w:1s assaycd ns dl:snihcd hy llru: 
ami Garda-Can11011:1 ( IW 1) ivitli :,N_:((:ltc11z;íyl,·t,-_i1rgi11ine 
etltyl ester as suilstratc. .., " - "" ., · · - " · -

RESULTS 

Dcnaturcc.l TI'! transfcricu iíiarcvers~íi1ic~lle s/stcm th:u 
contains water conccnt1:ÚtionS'ab~1.Yc.-'5_.0% rc'úctiyalcs~by :it 
le:1st 80%. Whcn thc sys1cni'é(11itÚi1ís ·3.0%' -w:úcr (IVo = . 
8.3) or lcss, rcactivation is' :irminc.l f0%;· if tlw water,' 
co11ccn1ra1iun or the laucr s:1111¡'1lc is rais~d to'5.0%; rc,:1e1iva-;' 
tion rcrnai11s at ahuur 10% (O:ir1.Ú-Rn111os ct'al..C i 992b). Tltis •
imlimtcd tlrnt tl1c tr:11i'.~re1.-cir thcdc;1:1Ú1hid cn~.yÍue in rc\;crse 
111icclks wilh a rclativcly low w:11cr: c'oi11cnt, prnd1.Í(·cs 
s1111<·111rcs that lail 111 funna c:11:dyticially active di1m•r: 1 k1Í! · -
Wt.' cxolofL'd if l/IC~ lr:Ú1"ift.•r 111' dL•11:'11t11L'd TJll 111111111111t•p.; 1_1~ 
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lime ( mi~ulcs) 
F1Gu1rn 1: Ki.nciirs uf"rJ>J .'íc;1c1h·:Í1ion in rcvrrsc miccllcs nflcr a 
5% to 3% water tra11si1iún:'f'l'I di.:11a1urL·d in 6.0 J\I CitlnlfCI wns 
trnnsl\.•ncd tn rcvcr:-Ú! 111h.·1!llcs 1h:11 L'11111:1incd 5.0'fc', w:11cr, )'iL0 ldi11g 
:1 co11cc111n11itln uf 3.7 ¡1g o[pm1l'i11/r11L-of rcvcn.¡c miccllcs. AÍIL'f 
5 min,..thc Wilh:r cunlcnl w:1s ckt.:rcasctl 10 3.0% by mixing with 
tllc dry bitsic 111ix111rc for fum1:1tiu11 ul' reverse micclles (iD), or with 
;111 cquiv:tlcnl \'ohunc of rC\'L'l'Sc 111kcllcs \1,•i1h S.(~% walcr (O). At 
thc imlic:atL'd. time~. m:li\•i1y was 111cas11rcd. Thl!' insct shows 1l1c 
lime :11 · whkh reverse miccl!Cs with 5.CJ'lii w:11cr wcrc mixcd wi1h 
Ury h:1sic mb;1ure; activi1y w;is lllL'il:mfrd uftcr 24 h uf thc water 
jump. 

rcl'crsc miccllcs with hi1.~h water rnnccntralions ("' 5.0%; ·w,, 
:> _ D.9) enuld yichl sll'Llt'lurcs capuhlc of following tite 
pathw:1'y ln'ait ai·1ivc tlinii:r al liíiv1:r wnlt'.J' ('lllll't'.lllnllions. 

Fig111c 1 shuws ili~ 11·~11l1s ut' slldt 1111 ópi:ri1111,11J, 
Dénatured TPI wiis tr:111s!'c1w·tl 10 réverse miel'!lcs with 5.0% 
w:1tcr~· illkr 5 1ni11 or inci1h:11io11, thc water. Cuntcnl oJ' thl' 

··mixture ívus diminishcc.l w 3.0%. Al this time, TP! aetivity 
wns harclly detectable; howcvú, it progressivcly appcarccl 
with tl1c time of ineuhatiun (Figure 1 ): Aftcr'24 h, activity 
was arouncl 40% of that oftlte n:uivc cn~.ymc. Thc time 
eoursc of reactivation of den:11uicc.l TPJ in reverse miccllcs 
in whil~·11 w:ttcr was ah\;ays·: :it: a conCcn1rntin_11 nf 5 .07o is 

. :liso shown; in this casc,- re11c1iv:11ion' wns ~lose w· 100%. As 
ncítcd abovc, dcnaturccl .TPJ transJ'errécJ diri•c1/y to miccllcs 
with 3.0% water unclenvent .rc:1ctil':ition 'ól' ahout 10%. 

Tite linc.lings of Fig11rc 1 illustr:itc tlmt a hriéf i1icubation 
ºofilcimúircc!Tl'l nH11m1íÍcrs in reverse 111iccl11·s witl1 a water 
eont1·nt of 5.Ó% pn1c.l11ccd :1 si1hst:111tial ,:11nount oJ' e11nforn1ers 
ro111pc1~·111_ f't_1r f"on11a1i1111 "f a·l·tivc tlim.crs in :tO','(• .. WilfCr. A_n 
ullt.0 111p(wi1s.1'imdc.(l> tl1.~lcn11i11c 1hc 1ni11im11I 1i111r llHll l!il! 

· dc1Úttl_1rCd imúí.w11c.r Íl_iid tu hl! L'.~p11s.:·d lo ~.O'Y,~ \\'llll~I' f11r 
:1cquisitión uf: suélt. a c11nf1_1n11atio11 (insct, Figure 1). '!'he 
shori~st time th:u could be :1ssaycd w:1s S s. This su!'Jiccc.l 
w:'iiroc.lüc'c, n pópulation ol' conformcrs. competcnt for 
i111llcrgoini: climcrizmirin: Jonger times ol' incub:itio11 in 5.0% 

- _-lí•atcr (li¡no 10 mi11) c.lid nc>t rcsult iu higlter rcactivatinn 
, }iús~t al' Figuré 1). The kinctics of rcactivatinti :it various 

1frotcii1 co11crntrations (Oarz:i-Ramos Cl al., i 992b) fihow thal 
th_c r:úc Hini1ii1g stcr for rormation of tite aclil'C dimcr f'rnm 

, 1Ú1fcíldcd:)mrnm11crs is tite hin111lec.11lar stcp. lkncc, in 
-i:múpa'risnn to reactivatinn in micclks with 5.0%- water, thc 
Jnwl'r n~:tt:IÍ\'nlio11.11ta1 is oh~:l·tvcd :tftcr a 5.0-J.0% Wíllcr 

~ 1h1ú-.i1i1111:11l.:iv-i11dic·a1I' 1/1:11. :111111• l11w w:ll~·r c·11llf'•_•1111';1111•11, 

'1!1t•rl! is :111 l'q;1ilih1i11111 lw1w1•t•111\J,, a111I <.'11111pl'lc111111111111111t·1:. 
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F1rn11m 2: 1\1111111111 nf lv111é1•,;n'<¡ui1'éd'nlr ii1ím11111er f11/di11¡: ami 
di11n•dznt/1111 /11 rcvcr.~c 1111\'c/li1~·; Thi• ·11i·11111t•11/ w11.111s i11 l'i¡:1111• 1. 
/11 thc 1111ccu dcpletctl wli/1.\e), '/'I'/ dciÍi1tu1cu wl1h 11,0 ~/ Ud11/ /C/ 
was transfcm!ú tu reverse miccllcsº th:w h:1ú thc indicarc<l wt11cr 
co11cc111rn1io11s ami inCuhiitcd fui~ :M, h. 1rl 1hc t_rncc dcpkll!d with 
(0), dcnaturcd TPl'\v~1s ~n111s(~rrcd _lo reverse micdks wi1h 5.0'.ib 
wa11.:r; uflcr 6 min 1 thC wulcr ccl11cc111n:11ion of várious :tliquo1s was 
m1justctl 10 the co11cc111rn1ioús·· sho'wn by mi."ing with- tliff crc111 
volumcs of dry basi~ 11_1iX1_urc 1·or by udtling aqucuus buffer .so :is 
to yiclcl thc walcr. c~!I~cntn~tions shown. ·1_'hc ·s:11.~1plcs wcrt! 
incub:i.1cd l'or 24 h and :1c1ivi1y was mcasurcd. 

(Mr) time are able to undcrgo dimcrizntion :111cl/or a rcduction 
in thc numbcr of productivc col/isio'ns duc to a lowcr 
concentrntion of compelenl monomers. 

Thc dal:l in Figure 1 . a/so show that, lit· cqu:1/ • protcin 
co11ccntrations, thc rcuctivation rute \vas highcr in 111icc/lcs 
wi1h 5.0% than wil/1 3.0% water; i.c., 1hc ha/f-lii;cs fur 
maximu/ rcnc1ivntion wcrc 11 O and 260 min, rcspcclivcly;° 
Tliis sugec:us thilt, in nddition to prntciu c011ccnlrntir~11,-1!_11!' 
nitc of ucrivc di111cr fun11ati1~11 is co11trollcd h'{ thé'WillL;.f' 
COlllCnl uf l/ic lllicc//cs, . 

Water Req11ire111c111.1· fur Mo110111er Fo/cli11g mu/ Di111e1::._ 
iwliu11 uf De11t1111red TI'/ i11 Reverse MiceUes. ·n:i· cslim:uc, 
tite nmount of water requircd in thc two gcncrnl steps of che_·· 
pathw:1y (monomer fo/ding nnd dimcrizntion; scc'.reiiction·º. 
scqucncc J in thc introduction), reactivmion wns 111casúred 
undcr two conditions. In one, thc cnzyii1c w:1s tra1isfcrrc-..1 · .. 
dircctly to reverse miccllcs with diffcrcnt. wucér .. c:on1cnis"· 
(trncc dcpicted by closed circks in Figure 2). In a second 
condition, thc denaturcd enzymc was first trnnsfc1rcd to 5.0%' 
wutcr; aftcr 6 min, thc water contcnt of che systc1ii ,'was· · 
mljustcd lO various lcvcls (open cirdcs in Figtirc 2). ·/11 buth 
cases, activity wus mcasur~d aftcr 24 · h;': ·'" thc two 
conditions, thc curves of lhc e.xtcnt of reuctivacion versus 
lhc :11nou111 ol' wa1cr appcarcd .~ig11íiiicl:i/. 

In tllc L:X.pcri111cnt oJ' Figure 2, rl·nctiv~tjon o(dc11Ú111rcd 
TI'! 1r:insl'crrcd direc1Jy 10 diffcrcnl w:ner co11cc111r:uio11s · 
rcllcctcd w:11cr requin:mcnts in 1hc overn/J process of üctive 
di111cr íor111miu11. Jn lhe s:1111p/cs in which 1hc dcna1urc:cl 
pro1ci11 wus first i11cuhatcU in 5.0'/o .water 10 :illmv mU11(Jmcr 
ío/di11g :mcl subscguc111/y cxpos.ed .10 c/iffcrcnl w:rlcr co11-
cc1111·:11ions, lhc leve/ of rcactiva1io1í i11dic:i1cd lhc. t11nu11111 
of wHlL'f n .. ·quircU f'ur. ~limcriz:itio1i. From thc l't1n·cs, ·¡t is 
cvidcnl tlmt more wa1a is nccdcd for 1111rnumcr foJdi11g th:111 
for dirncriz:itio11, i.e., 3.6% :mcl 3.2'1r•, rur .ha/f-111:1.xim:i/ 
rl'activa1io11. 

S1a/Jili:.r11io11 o/' C'o1llJJ<'/t•111 1\lo1111111t'f',\' i11 1111• For11w1io11 
ro/ 'l'I'/ Oi1111•r,1·. Whc11 dc11:i111rcd TI'/ w:is lrn11~1'crrcr/ lo 

Fcrnií11uez-\'d;iocu t·t ¡¡/. 
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F1m11u' J: Rcuc1ivn1/on oí dcn:i111rt•c/ TI'/ nftcr 5.0% In 2.Cl'Y.· tu 
5.0% · wall·r trn11.1itiu11s. '/'/11• 111111111•11/ wu~ 1rn 111 Fl¡:urc · /, 1:x1•,·¡i1 
1ha1 .~ 111/11 uflcr l11111Nfrr 11/ 'I'/'/ 1ii•11111111cil 111 (1,0 ~/ íhl11llCI 111 
rc\•crsc 111ic:cflc:; witli 5.0% wa1cr, 1hc wu1cr cn111cnt ul' lhc ~y)lc111 
w:is t.lccrL'HScd 111 2.0%; 1his is 1i111c Zl'l'U in thc ligurc. t\t t/JL' limc:s 
:-.IHJWll by lhc affll\\.'S, t/1c wal1:r COlllClll o( tJ1c ~i\llllplcs Was hrc1ugJ11 
bill'k ¡1g:1i11 to 5.0% by ;itlditio11 of ;ic¡ucous. huffi:r; nc1ivi1y wm¡ 
rw::isurcd ¡111hc times shuwn lC>), Thc 1rnc:c wilh thc rnrow 1111i111c 
zcro i11dit'a1cs dcn:11urc:d TP/ trn11sfc:1n:d lo rc:\'l'n:c mil·clks wilh 
5.0% 'w:ucr thar w:is dilull:d :1flcr 5 111i11 wi1h rc\'cr~c. 111iccllcs wilh 
5.0% w:i1cr. 

rcl'crse miccllcs wilh 5.0%. water, thc c1;~.y111c rcactivalcd 
trj v:i/ucs or 80% or more .. In co11trrnit, when dcnalllrcd Tl'I 

, .··. was transfcrred to micc/Jcs with 5.0% wutcr, fcil/owccl by a 
·ce· ... fCdUCliOn in.Water l'OllCCIÚ:UiOU {O 3.0%: l'C:IClil'aliOll r:ill[!Cd 

· bc11\•ccí1 35% :111d 5Ü% ... Thc /ower rcac1iva1inn aflrr lhc' 
·. 5:0c;3:0% 11•i11cr u-:uisitir111 iiu.Jic.iucd thai, at 1hc lallcr w:ucr 

t'onceíunuion, thc· ¡iopulntion·or Mu and /\'Ir furtucd in 5.0% 
.. w:i1crhaustÍflicic1it lll()bility 10 l'ollow thll palhway towanl 
~-~= tllC_-m:li\'c di11lcr.i1r_·ln u11 i.1.ii:orn.•c..·1 s1rur:1u1c (t\'1_.\ in rl·ac1i1111 
- · sc·qi1cn~:c.:1¡;'/\~ jn11tci1111111l1i/i1y dcpómls 011.1/ie 111111111111 of 

<1i•a1er ii1·ccin1:1ct.wil/Í.1/1cpro1cin (l{up/cy & Cúreri, .19')1; 
· 'zi11is&· K/ib[111oi" 198-l; AJ'lleck el a/., / 992; Garza-R:inms 

el ii1; 1092n), it wus askcd if, 111 wmcr concc11trations /owcr 
· 1hi11r 3.0%, tlic confnnna1ion of thc co111pctc111 ·111011mncric 
s1ñícturc·cou/d be srnbilizcu. 

;:; Démiiurcd TPI wns tr:111sfcrrcu tci reverse miécl.icN with 
. \'.-S.0% 11,-:íiér to induce l'onmuiun ol' lhc. fuldcd 11u>1io1i1cr; aftcr 

.5 min, 1hé mnount of watcr.11•:1s rcduécd 10 2.0%. Harc/Iy . 
. :l;1y rcilctiv:ition took p/ucc (open circ/cs in)'.igure 3). 

//owcvcr if thc concentrati,on of 1·1·ater.was· brnught back 10 
0 5.0%, rci;clil'ation \vas rcs1circd (closeu circ/cs;_rigurc 3). lt 
~ is'.nptCll,.illat,. aftcr·30 min in 2.0,'.'b ·'~Ütcr,-·¡! 1:is~ i!1 \valer 
· · concen1r:úion produced a n11c of rciic1il'a1io11 time 'was e lose 

'10 th:rl of thc cnzymc thill thmughout ·. the· cxpcri111c111 
n:mai11L·d in S.O';f, w:ih.'r. Al longCr 1i11Jl'S oJ' i11cuh:11io11 in 
2.0'lri walcl". n~ac1ivariu11 was ~h1wt.•r. Thl'Sl! rcsulls i11di1::11cll 
lirnl by dccrc•asing lhc :1111011i11 or w:itcr in lhc mkc/lcs to 
va/ues or 2.0'Yo, it wiis possib/c to s1:1bi/izc compctcnt 
1110110111crs for a s11bst:1111ia/ /c11gth of time. 

S1:'ibi/iz:;1io11of111Ú110111('rs by a .'i.0-2.0% 11:ntcr 1r:111si1io11 
11•as ·a/so 'observed al dil'fci·c111 c.xtcnls of rc:rcli\'ali1111 in 
mil:cllcs wilh 5.0'ln walcr. In 1hc expcrimcnl of Figure 4, 
n!acthi:itio'n' of TPi' in- s.0 1;:, water .wus ¡¡Jlowcd tn procced 
ínr vÍ1rious 1iil1Cs. -.-Ar 1hi~ ·SlillC, a frduction uf che WillCr 

co111cnt tciº 2.0%. arr~·~tec/ reactil'alinn. Nolc t/rnt, aflcr thc 
t.k·rrcasc in. w:ucr ccu1ccntra1io11 1 1/it•. uclivity of 1hc prc\'inu:;ly 
for111ctl dim'er:; \vas. m:ii111:1im:cl. \Vhen \\'illcr 1.·11111..·cn1rn1ion 
\\•¡1s hrilut~lll lnu.:k 11g:d11 to ;),()';¡., l'Ci1c.'li\'illio11 rt•¡1p¡w:1w.!:· 
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Time ( hours) 
rlíiu1m 4: Arrcsr :1nd rci .. 1i1i:uion·ur TPI rc:ic:1iv:11io11. Dl.'11:11urcti 
Tl'J w:is allowcd 10 rc:1ctivatc in reverse niiccllcs wi1h 5.0% 'w:ul!r. · 
Thl! time coursc is illustr:ucd by D. At diffcrc111 times oí rcal"tivi1·
tion, thl! following prutocol was fullowcd, whcn: N imlic:11cs a wah .. •r 
tr:111~ition: (C) 5.U',}i N 2.0% (24 h) -· activity; (.&) 5.0% N ~.0 1if. 
(-18 llJ-• ac1ivi1y; (0) 5.l1%N'!..U% (111) N 5.0% ('!.•I llJ-· :ic1i,·i1y; 
(L\J s.u1x, ¡.¡ 2.01;~, (2·1 hJ t·t 5.0% (2·1 hJ - ;i1.·1ivi1y. 

hcncc, in 2.0% water, both the active ami thli inactivc 
structures wcrc stabilized. lt is pointcd out 1ha1 as thc time 
of i11c:ulmtio11 in 2.0% watcr was prolongcd, thc cxtcnt of 
rL"a~tiv:ilion was luw~r'i but cvc·n aftcr standing fura d:iy at 
2.U'X' watcr1 al Jeast •IU'Yu uf lhc 11101h.>Jllcrs wcrc ahlc to 
di111t..•rizc alkr a risc in water co11ccn1ra[io11 (Figure ~1). 

l111ri11sic J•'/uon.:scc.·11cc o/ 1'/'I tluring Ut't1<'ffrt1ti011 i11 
Ne1 1erse AJicelh•,\". In reverse 111iccllcs1 rl'activation uf Tl'I .
oecurs in tirni:s nnu:h largcr lhan in cunvc1Hio11aÍ w;1tcr : 
sysh!lllS. Thus, in lhis system, it is rdativcly casy_to s1udy 
Lile mn1c:1ural chm1gcS tlrnt rn::curnpany rcm:tivation. A<.'l'Úrd_-'_': 
ingly, thc ch:111gl!s in imrinsic Jluorl!SCl!ncc tlüú TJ>l -li1lclcr~:.~,' 

· gocs cluriug rcuc.:tivation wcrc dcti.:rmincd (Figuri:: 5) .. _' l~r.ior- · 
to thcsc studics, lhc spcctra uf native TI'/ in rc1·crse 1niccllcs' 
that containcd 2.0%, 3.0%, and 6.0%. water, :lnd- thiu ·of 
úcnatured Tl'I lrnnsl'errcd to reverse miccllcs ftini1cd -with·. ·· 
cquivalcnt co11cc11tr:1ticms of 4.0 M GdnHCI, wcrc ck1cnÍ1incd 
(Figure 5). In rcforcncc lo nativeTPI, thc denatuml c1Íl.y111c 
cxhibitcd a spcctrn witli :i highcr fluorcscencé cmission :111ú 
a highcr spcctral centcr uf nmss (SCMJ~ . 

To follow the possiblc.ch:üigcs in intrinsic lluorcsccncc 
that TPI could undcrgo duíing rcaclivation, thc cnzymc wus 
úenatured for 1 h in· sl:111úarú aqi1eo.us mixtures with •J.O l\'l 
Gdnl-ICI. Al this time a. l 11L aliquot was transf'crrcd t1> 3.0 
111L of reverse micclle!i that coiltiiincil 2.0%, 3.0%, and 6.0% 
water. The lluorescéncc · s¡léctra. of thc. snmplcs wcre 
rccorúcd within 5 min aftcr trnnsfcr.(at this tim.c, hardly any 
catalytic activity was dctcctcú) .. In thc samplcs wiLh 2.0%, 
3.0%, and G.0% water, Lhe intrinsic lluoréscencc of the 
protcin was highcr .LIU1n • tliar of nntivc or dcÍrnluredTl'I 
cnlr:ippccl in reverse micclles. - 11 wa.~ also olÍscrvccl that thc 
111a¡:nilutlc ni' f111orcsl'Clll'C c1.Í1issi01-l was liighcsl wiih 2.0% 
Ullll luwcsl whh Ci.0%walcr. Ancr24 h ur i11culia1iu11, die· .• 
intrinsic Jluorescence·of' Lhe thrcc sn111plcs di111i11ishcd; but 
thc decrensc was lnrgci· in the s:ui1plé witl1' 6.0% ívútcr. This 
was acco111p:111icd by a shift in th~ SCM of about 7 11111 (from 
349 to 342 nm), thus nppro:1ching. th-c, spcctra of thc natÍ.vc. 
enzymc. The reactivation of tlfosam¡ilc i1i 6.0% 11'.ucr. was 
83'/'r, whert:'ns in n.•vcrsc mirl'!ll!s with '2';{, rnld ]'if, water\ 
r~activation wus 5% untl l :2%, r.cs-pectivcly. il is nn1cd thal 
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íor f111orL·sccncc mcasurt!lllL'lllS prn1d11 cn111.:e111r:1tio11 i11 lile 
1:1111'.c 111' 8- l O ¡1g/J11l. 11[ rcvcrsl' miecllcs h:11L t11 he 
cmplnycd. In this ct111cc111r:11in11 ningc, tlle rntc o!' rcactivaw 
tion 11·as still dcpcndcnt on proll'in com·cn11·ation (nol sl10wnl. 

Thc• changcs in fl11111l'Sccncc: and ai:tivity .lh:ll llen:1111red 
TPI urldcr\vent in rc\'L'rsC rnicdlcs f'urmcd wilh ú.O'if, \\1illl'r 

,,;~_re- ¡~.fs_o· .uc .. 1crrn.inc_<.1 1.1~· .~1· .. ~l_1_11~·1i.ó1_1-.n.( tii11c.:_'. .... r.hCr'C_ w:Ís a 
sirnÚg:p:;rallclis111 il1 th~ two proecssés (('igurc_ ú): ''.n1c .lime 
for,c l1:1lf~111i1.~inwl ·-ch:n1gc~ ·in , iti1rií1sic'- flu11rcsce1iee ':11111 
:u:ti\'i1y wére :1lincist yc1uaL . · · · .. ·-·. • .. · · .. ·. · 

. F/111ir~sci•1il-c· Pro¡>r;/'/h'.1·· rf Co111¡iete111•á111l:l11co111¡ir1c•111 
- TI'! 1\lrí/llJ111er:.< ;,, Rrn'r.re Atice/les:··· Depcndi1ig onthe wútcr 

c.·1 li1t.~cr~tr:~li111l Ílf t)1:c _·n~i~~·ll_~s, il · ~s po~.~i hlé. io lnt¡l 1_11011oi_m·1·s 
" .. li~~ll . ilf"~· ~Í_ll_I~ .... C.'l)J~1 JlC~Cl_ll '_l 1:1_·.: i lll:l·l,l l IJ!t·t~lll .. ~ f~1r' ti Í lll~'l'i;i.atii 111: 

For_ c.xa111plc; cm'111ietcl11 111(1110111crs 111ay lle stahilizcd hy 
LrÚÍ1sfcr-'of úcnaturcú•Tl'f ··to 1.nicelÍcs with 5.0% ·water, 
J'ollmwd h); ll úi111itn'1tio11 oJ' walc•r lci .. 2.0% (Figure '.\). 
Jnco111J'l~lcnt'_· mm_101111!r~ 1lt:!Y he trappcd hy_· ~ni11sf'crri11g, 
uénmurcd Tl'I directll' tu 111iéellcs with 2.0% w:11,·r. Thns, 
'th~;_~:ystcn1 allo1\•s a c~1i1parison of thc intrinsic llutircseencc 
ofhoth typc~ nf mn1lo1úcrs, a11tl.how thc :11nount 11_f water 
afkcts thl:ir ilÚinsk Jluo.1csc,•nc.!. 'J'hc SCf\,l :u1d lile rclative 
11,u<1:1.:;.:·~l·~~1c.·C' !iuc1lSi1y ~~r hnth tyf1cs uf 11101101111.~n; a_t ,•_arkllls 
water c·onccntrations are shúwn. in· Table· 1. '!'he. int rinsic 
lluor,·scé11cé .of ÍJ1c co111pctcnt ·· mnnli1m·rs in•· ~:or;¡, -wn1,·r 

·d~c:rt.!:1scd'wl1~11 ,\•i1tL·r Cú11cL·ílin11ilii1 wZ,1s 'c1i111i11i!illl'd 1<l·'.!.O'Jk 
-llll' 'se,\¡ :ivas af'fcc1c~J. huí slightly. A t 1l1é·:1:11tcr watc'r 
: l'll_1!~c.nt fi~tiu.n. ,: 111~. -.~pl..'C~ru 111'f1_f111~~ ·:COJ.11pc_~~·I,~~ _111,t_l!~'!(~lCI' ·WilS 
strikingly similar to· thai uf dcn:lllÍrccl Tl'I tr:insl'cfféd(lirccily. 

· t~1 :1~~-~;c.1:s·CJú~~c·11e_s ''~.ith 2.0~¡;-,_ w:·tt~·i· (i11~<mÍpctcnt 11H11101111.!r). 
h\1·as al so nhscn·cd .1liat 1hc fluorescencc spcctra of..thc 

; int·ompcl~ntinono-111crs dcé;rcasctl wJÍi'1i 11;i1tcr c-o:nccnira1ion 
:é··:íí·afi·aiscú to5.0%, yiciding a sp,·c1runni111ilar tnthat ·ur 

_, 11ié compc·1,•i1t ·111onn111c1· (Table 1 ). 'J'hcsc finclings slu1wcd 
tlmt :·thc .·urúOunt ·oí. w111cr is t.,cntrnl to., thc l'Juorcsccnt·~ 

._pro1;Cr1icS uf corrcct nnd incorl'ccl monomcrn und thal thcrc 
· .. are 11n ubvious úifferenccs in thcir intrinsic fluorcsccnce. 

·· Tiop¡ii11¡: i11 R<•i·ersc• Alic·l'l/~s cfC011jimtll'r.1· /'roc/11c<'d hy 
Gc/11/JCI i11 Co111·e111io1111/ tlc¡1t<'o11s M<'tli11. Conccrniug thc 
stabiliz:uion of mononicrs in reverse micelles, :111nther 
qucstiun ackJn.·ss~cJ wns if !he conformcrs lhílt cxist ar vuriulls 
eonci.o111rn1ions of cJcnn1urnn1 in cnnvcntionul miucous sys1cms 
nwy also he trnppccl by transi'L·rring thcm to reverse micellcs. 
Tl'I was iucubateú with variuus conccntrations o(' GdnHCI 
in stanú:irú w:ller mixtures fnr '.! h; at this lime, aliqunts of 
thc 1·:nious mixtures 11·cn' 1r:111sf'crrcd In reverse micclles wilh 

- 2.0% •. w:it~r .. lmmedialcly al'tc•r transfer, lhc activily or thc 
varioui: mixtures was mcasurcd (open circlcs, Figurn 7). Thc 
obscrvcd \'alucs are consickrcd to rcllccl lhe :unonnl of active 
·úimérs~ Jxisting ·at thc time of transfcr, Al'lcr•24.h nf 
incúb'útion, :1ctivity was at~ain measurcd. In :111 si1111pld a 
rclati1·cly:tn1v: leve( of rcacti1•:11ion 11•as obscrvcd; i.e., 10% 
cir lcss (nÓt sh()Wn). . · . 
:· Jn.:imiihcr p:1n o(' thl' cxpcrim,·nt nf' i>igurc 7, nl'IN·a 15 

'1_i1in· .. ii1,·11hn1ii111 in, 2.0%. wall'J', 1111, w11lt,r\·1111l,l'lll 111' lile 
l'ariciu:~ reverse miccllcs 111i.~tt1rcs 11•11s l'llÍscd tu 5,0%,- 'l'licir 
!lctivi1y was mcasurcd aft,·r 24 h (clnscd circlcs, l'igtÍrc 7). 

. Signific:un nctivation wu~ obscrvcd i11 1hc ~a111plcs 1li:1t h:ul 
· b~cn cxpciseú Lo GdnHCI cnncc111ra1ions hctwccn 0.7 ami 

1.0 M. In this concc111r:i1io11 raugc, GdnHCI prodllL'CS TPI 
mnnnmcriza1iun CS:111·v,•r & Gracv, l 1J75). l kncc, il ll'o11ld 
:1p¡ll'i1J' rl1at 1n111111111t..·r~·11J''/'l'I f11r;nt•d in l'o11v.~111irnrnl \\'í1lc:r 
S)'~l\!lllS L¡illl he Sll1.'C:1.':..:-.l°tiJly ll'ilJlfll'd ill 1'1.'\'l'J'~;.• llli1•l'\h .. , \':Í,ÍI. 
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FIGURE 5: Intrinsic fuorcsCl!ncc cmission spt:ctra of nath•c, dl'n:11url'd, :md n:acri\':11cc.J TPJ in reverse 111iccl!L's. Nnlivc TPJ ami TI'J ck11alt11L·li 
in 4.0 M GdnllCI were 1r.111sferre<l 10 reverse 111icdlcs furmc<l wirh nc¡ucuus buffer nr :i snl111io11 uf ·1.0 M GdullCl, respccriwly; rile 
,:011<.'t!tllrnlion of thcsc :inlutions in 1hc reverse mkc1k:i WitS '2.<l'iíi, J,0'7.·, or (1.0'1:1 (:is shuw11). 'l'1i11'l'S r, f, anti i show 1llc !'1'L'l'l111111' 11;11iw 
'1'1'1111 11rlct•.llc.1 l'ur rrrcd wlili 2.0%, 3.0%, nml ú,0% hui flor; tire du;lrcil lim·:¡ 1h'pk1 ilrc 1:11cctru 111' ilw d1·11111t111·d CllZ)'llle 111 t I'. l'CtM' 11rk1·lk1. 
fonncd witlr 4.0 M GdnBCI. Demuurc<l Tl'l was alsu lransferre<l In r<·1·er~e 111iccllc.1 fo1111c1l wi1h :11¡11c1111s l111il"cr 111 :1 c1111cc11m11io11 111"2.o•;;., 
3.0% ami 6.0% wntcr. Trucl.'s a, <l, rnul g show spcctrn t:1kcn 5 min aflL·r 1n111~Íl'r. Traces h, L', illld h i,l111w llic spcclia 111' llll' 1:t1IL'r Na111pll·:; 
aflcr 24 h. 'l'llc couccnlrntion uf Od11t ICI in ll1e •hJUcuus t•ha.'ic uf ;111 s:uuplc!'i tc.\1.'c¡>l l11usc sl111w11 l1y llll' tlai.JIL'cl tiuc:;j was :lllj11:-.h·1I 111 <111 
mM. . 
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FIGU/U! 6: Fluurcscencc. ami u~ÍivilY or>l·1'J úuring rc:1cliva1in11. 
Tl'I wus <lc11ature<l in <1.0 M Gd11HCI m1<l rrnnslcrrcd ru reverse 
111iccllcs with 6.0% water. At thc. it1dic;1téd·~1i111cs, Crúissio11 

· fluarc.i¡ccncc spcctrnm and uclivity wcrc Ucrcriilil1i!d .. Th~ rcsuJrs 
are plotlctl ns pcrcc11t of thc maximal .ch.angCs~-¡,~ ·:.1ctivi1y. :1111J 
lluoresccnec (intcnsity nt thc spectral centcr, uf massJ 111:11 'thé 
cnzymc undcrwcnt in 24 h. ':, ', · 

Table l: lnrrinsic Pluorcsccncc of Conl.pélcnt ';:uÍú No11Coi11pctc11t 
Monumcrs in Reverse Miccllcs wilh 2.0% ;mtl 5.0'111 .W~tlcr' ' · 

co11di1io11 SCM 

S.0% w:1lcr 343 
5.0% N 2.U'lci walcr J•M 
5.0% N 2.0% /·/ 5.0% water J•H 
2.Ü'J'o w:llcr 31\3 
2.0% N 5.0% water 344 

n:I Jluon!sccu'cc i111cnsi1y_ 

3577 
ú2·11 
3@6 
(,(¡5J 

,•\fi'/.J 

"Tl'l w;1s llc11a1ua·U iu 4.0 M Gllnl lC\ fur 1 h :111tl 1hcn.:;1flcr 
m111.'ifrrrcJ IO 1cvc1:;c 111icclk.'i 111:11 lmd llic imlk<tlcd w;i11.:r c1111cci11r;i
tiuns. N tlcnulc!i 1h:11 wah!r co11ccntr:1tion in ·rcvc1.'ic utkdlc!i Wil!i 
cl1a11i;cll to !lle lc.:vd imlicatcú. Fivc minutes ;11'1cr 1r:111sft-r uí TJI( ro
re verse 111iccllcs wi1Jt 2.0% or 5.0'fü Willcr, lluun:~;ccucc c111i:\sio11 s1x·c1111 
Wl'n: /LºL'uukd. l\flcr lhcsc lr:tCt'S wcrc 11h1:iim•ll, w:itcp ww: d1;111!~L·d 
lU 11ic L'u1Kc111r;11io11 :,ltowu, :.uut lhc SJlCL'lr;i wcrc :.1i~:ii11 rccwdcd. 

2.0% water in a sialc compclcnt far subsequc11t f"urmation 
ar the active úimer. 

Ct111.rnsf<'r Lock of DimNiwtitJ11 i11 Rc1•erse Micclles ll'it/1· 
2.0% \Vat.:r. In rcversc miccllcs with 2.ll'lc' water, co111petent 
1110110111crs do 11ut l'orm :m :1ctivc di111cr. Thhi'. fimling .w:is 
ce111ral for the trapping of 1110110111crs that upon a risc i11 wa1cr 
co11cc11tratio11 follow thc ¡mthw:1y luward acrive di111cis. Tl1us, 
thc c¡ucs1io11 :iriscd as to thc causes thal prevcnt di111criz:icici11 
i11 rr.wcr!iC mict:llcs wjlh 2.0'X' water. A11fo11g scvcrnl 
possihilitics, !Iris could bu duc to hinrlr:111ces i11 rlw 1ra11,\frr 
uf lwo 111011oml!rS ton slnp.lu micdlc, This illtl'l'lltilive \\'il!'l 
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1:iou1ti: ·~-;~.·J~C;i~1;,:i1ii1li-i"'ilí 'r~\iCrs-c:=Ji¡¡~:~¡·~~~~ ~;·;r 'l'Pl '1hi11 liml \1~c11 
c.Xpnsc·u i.o· \'Úri~lus Gd~i.1_1~'1 ¿·~111c~r~ll;illh_111i TPJ wns_ incu,1!11c<I fnr 
2.h in Uic. i1i<lié;1lclfb.incé111ri1rié111s .c,11' Gdn'i-lCI:· Al 111111 rilúc it was 
tra11·~.fcírc~ rü','rcv~rsl!-,.1úiCcilt:(~~vHl1·:2.~~X.' \\1~1t~r,::nm1 i~~(:1ctivily 
Wi.ls 111c:1~·tirc~."(q)~·"Aflcr'.' 1.5 mili_,· th,c'\vnlc.r c~J1lc~111r:11~011 WilS raiscd 
ro 5.0%' án<l nírer 2·1 h :icriviry IV:IS mensureu (ti).:·: .. 

,'· -'-' : -,.~.:,·' 

cxi1111i11cd. i~·iÍh :i;iiwilcl · s);:iicín.:. Ti·ypsi11 :111d che trypsin 
- . i11hil1i1~r ·rr,;¡,;;so}•bc:11Í'ha1;c.a M,.. ur arullnd .2J 800 anú 

"21 soo; rcs-1Ícc1ivrly; iiiesl' are rcl:iti1;ciy dosc tu 111:11 or ilrc 
Tl'l'11101Íomé[(M1!.= 26 OOUJ. 'T1")'11sin c11ir:1ppcd i11 rcvcr::c 
nÍicdl.es'with 2.0% l1•n1el··1¡;¡1s.catalytically :'1c1ive; Tltus tite 
timc'cúürse:,for. Íhc iÍ1h'n1Ítioí1 .or try(lsin' :icth•ity-h)' tl1c 
inlÍibito(ii·aiú1é1cl·i'iíi.11éc1 ii1 rc\~i:r,ic' 111iedks \l'ith 2.0'7.• \v:llcr 
(Fii1ire 8).é Ai co1icc11ffiÍ.th111s or 1ry1isi11 ami ll")'P~'i" inlribit11r 
similiir 10 thos((i1(11;hich i·6ctiv:itio11 of Ti'I 11·as 111cas111cu, 
llalf-.11~:1.'\ii1HiJ.:i11l1i_l;.ff;(11'i-;:ljr il>V1í!'i1í :aCfivi1).~·.1~u1k .1'>li1l'C i11 ;1 

ti111c_rarlg~_or.~~1:1_1irl:'"itib.d1_ in~~i.birillr·~, w'¡}s ~1~1(u1~ XC!'lci whcrcils 
in all ac¡uc(Ji1s,1Í1céiil1, J1 _ ivas l OQ'Yo (tliC cause of thc lnwcr 
i11hibilio1.íin. rcvcrse.111icc)lcs has ncH.licc1i ~tudkd). Ncv
crthclé,:s, Ílií: ol;scí·\;i;rio1I' tiiai 'irypsi11111iél its inltil;itor rcadily 
iiiteri1ci, iií;rc1;~;',~c ;;úicdiés ívith ;2.0% :il'ar~r sug¡¡csts tlrnt 

.llrc.liick" cif fór111:itirÍÍ1 ni' íil:tivc Tl'I di11ícrs W:IS Jlllt d11c to 
i1~1·r.:1ir.~1ic:ill~:-i~(·11ic'.~ 1~·~·:.1.i1'~i·cr --._t",(1\\10 m'rn:10111~rs .. in ;1 ~:ingle 
11~!~·c1:1,l". .. 1.1~:~·1~~!,l~,··:-ii:. \~'.oli~·d· :íÍ>.l1l·nr llrn.t,' in or~h!f'_ to ult:1i11 
cataly.ricallyac1h:e 'i'l'I dÍ11icrs: ·tlic 111000111crn 11111,,,111ncl"rgo 
iiitcrnal. sfr11crli1'i1}':irrnnr.Ji11c11i,; tltat st:Jliilizc lile di111nie 

~- ~-1t·11-¡:1,1re 111'ul t~i:it. r1.;l111h·~·i>' Úinh w111ri- c·n11ern1m1i1111s :m~ 
111·~.l'dCd to S_11pp,ir1 s11d1 arníngL'llH.'!Hs. 
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F!GUIUl 8: lnhibition nf 1rypsi11 activity by the soybcan trypsin 
i11hihitnr in reverse miccllcs wilh ::UJ% w:11cr. Rcvcr!'ic micdlcs wcrc 
forn1cd al :i conl'.cntrntiun oJ' 2.0% w:llcr tlrnt containl!ú 100 111l\·I 
Tris-llCI, 5 111M CaCl2, and cithcr O.Oú ¡1M trypsin or U.06 11•\I 
soybcan trypsin inhibitor at pH 8.0. At time zcru, cqual vulu1111!s 
of thc two typcs of miccllcs wcrc mixcci. At thc indic:ucd times 
aliquu1s wcn! witlu.lr:1wn ami 1hdr ;ictivily was assaycc.J in reverse 
111iccllcs that cu11l;1incd 0.25 mM UAEl3. (ovcr:tll cuncc1Hrn1iun). 
(O) shows :1ctivity :1t tllc iru.Jic;lll~<l prci11cul>:11io11 1ii'11cs. (/\) 
i11cJic;11cs activity of 1rypsin prcincubatc<l withmll inhibilnr. (OJ 
shows thc activity uf trypsin pn:incubah:U in aqucuus 111L"Uia with 
inhibiwr for 5 111i11. 

DISCUSSJON r· 
Jntcnnetli:ues oí the foltling palhway of 111oi10111cric' 

proteins havo bcen trappetl t1ntlcr miltl clcnaturing contlitions, 
whcrc neithcr 1hc f'oltlecl nor lhc unfoltlcd s1:11es :ire stabl_c:_j 
(Hughson el al., 1990). Uakcrcl :d. (1992) havc ulsn lrapped 
an i111cnnccliale in tlw l'oltli11g of u.-lytic protease usi11g a 
fHUlein lhat lacks ils pro region. ln oligomeric pnllcins, lhe 
stability o!' intersubunit cuntacl has bcen al te red by high · 
hyurostalic prcssurc (Silva & Weber, 1993), am111onium 
"'ll'ate (Girg el al., 1983), nnd silc-direcletl muwgcnesis 
(Ahcrn et al., 1987; Casal et al., 1987; Borcherl et al., 1993). 
Hagcn et al, ( l 990a,ll) studied the renaturntion of monomeric 
proteins in reverse micclles. ITI'crc it is ucscribecl that by 
Uccrcasing Lhe water L'u111e11t uf reverse micdlcs, it is pu:-¡siblc 
to stabilizc monomcrs compclent for fonnation oftlimeric 
TI'!, ns wcll as mono111ers íonnecl in aqucous media. ·in both 
comlitions, thc lr:tpped monomcrs renrnin in sucli slalc J'or 
subs1anlial lenglhs of Lime; a rise in water concc'ntrntion 
tlcs1abilizes thc monomer ami tlimcrization cnsués. Thus, 
il was possihlc lo determine that lcss w:ller is requircd J'or 
dimerization than for monomer J'oltling.¡ · ' . 

l11tri11sic F/11ore.1·ce11ce of <;.011for111ers J11vo/1•ed in tite 
For111atio11 of Active Dimers. i!'he slow tirÍlc course of TI'! 
reaclivation in reverse micclles allowcd sllltlies of 1hc 
structural changes Lhat accompany rcactivitlion. Upon 
tr:insícr of tlenatured TI'! to r~vcrse micellcs with a relati1•ely 
high water content, the prnldn acquircs íluorcscencc char
acleristics that differ from thosc of. ihe nativc antl unfoldctl 
cnzymc. Jts inlrinsic lluorésí:encc is highcr, and its spccfral 
ccnlcr of mass is intcrm'cdi:Úe bctlvccn 1Irnt of dcnatured and 
native cnzy111es. WitlÍ.iimc,' c:llalytic activity progressivcly 
appcars, cunco11il1a111,1c1. chiií1gcs in e111issin11 flnorcsccncl'· 
When uetivily unú fluoresccucc no longcr ehangc, lhc 
cnzynte exhibits u nuorcsccncé' pnttern that approachcs that 
oí lhc m1tive cm.ymc.' It 1vas nlso obscrvecl that lowering 
thc :unount oí wa1c'r ilÍ conl:lct wilh competcnt monome'rs 
s1oppcd rcactivalion aríd chariges in fluoresccncc; a subse
qucnt rise in the watcr;·concemration rcstorccl reac1ivutión 
and rclated lluorcscencc chimr,cs. Hencc;.the highly lluo'· 
ri:sccnl cunli.Jrmcr:i tfoú uppC:ar nftcr trunsfc:r,. uf 1k1Íat11r_c_d 
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TPI to rc\'crsc micclks rl'fll'L'sc:nt an i111cn111.•di11tc Sll~p in lllL' 
pa1hway nf an unf'oldcd 111011omt•r toan 11ctin.· dimcr.- Tlu: 
dilta al:-.u show lhat Ui111l'rii'.ati1111 i11v11lvi:s a final :11n111tw1111..·111 
of aromatic residúcs. 

So íar, \\•e hal'e· í:tilcd lo d,•tccl lhis íluorcscclll i111,•n11cdi-
ntc _<luring TJ>I rcúCtivation· in all aqucous mixtures; i.c .. 
spectra of.TPI ob1ainctl 2-3 tnin af'tcrGtlnHCI tlilution werc 
similar to 1lmsc of che native protein (not shown). Si11ce 
dimerizntion ami rcactil':Hion of TPI in ali nc¡ucous inedia 
nrc rapid proccsscs (\Valey, 1973; Zabori et al., 1 !!80), the 
failure 10 tlc1cc1 a high lluorc!;cent inlcrmcdialc in s1a11dard. 
aqucous media mny be tluc 10 1cchnical limilations. Hnw-
cvcr, · it ·may .h.c that 1hc íluorc:-:ccnl intcnnl'diutc wilh high 
lloúresccncc exists 011fy in reverse rniccllcs. That is, !he 
ílt;·oresccnce énh¡lllCClllenl OÍ thc lllOnO!llcr in reverse 0llli-
CCJICS may rcsull írom J'oldi11g to a monomcr wi1h high 
lluorcsccnce, · .but alll'rn:nivcly, it nrny cnrrcspn11tl to a \\ 
mo1ui111cr· Íl'hosc lluoresccnce is pcrturhcd by 1hc 111ctliu111 .):\)" \ 

. in the' miccllar corc, and/nr iis i111crac1ion with tite ch:irged I' "¡~' 
· "niicelhlr:witll. : lndced, 1h,·1c is cviuencc inclicaling lh:il !he ¡¡IJ 

· .. íluórescc1\ce (Dcsíosses <ºl al., 1991) antl phnsphurescence 
(S1riiiúhi11L.&. ·aohelli, 1988) of' proleiu 1ryp1opha11s are 
mutlified:,by 1í,1kclhir surf:iccs. 

Ahhough thé e.xislencc oí lhc highly lluoresccnl 111Dlllll11Cr 
: \Í.'a~ '1~~t ''.rs.u:il.i~C~I in. :111 :1qui.:ca1s media, in .rl'vcrsc miccllcs 
1hedi11cr11\cdia1e spccies cfl11ld he trappcd for a s11hstan1i:il 

, le1]g-1h ór'iimc.: Morcowr, in reverse micclles incn111pc1cn1 
:·Tl'I 1iiono111ers could al,:n he lul'kcd in a Stale amcnable to 
studies oí thcir intrinsic lluorcsccnce. ll is notcWlll'lhy .chal 

--thc '.irúfinsic íluorcsccni:e ~pcl'tnt c1f compctcnt ami ÍllL'lllll

. pe1c111111onomers wcre marl:etlly similar. This suggcsls 1ha1 
SlfllCIUral cJiffcrcllCCS betwce11'1he l\VO !)'JlCS OÍ monomers 

· may be rathcr subtle, and tlmt nthcr approaches must be used 
to asc.•1-iain differe11ccs hctwecn thc lwo. 

lttmwmc•r-Dimt'r lt11ercom•t•rsio11 in Rt•vt•1wc.1 lvlic:t.'lhw. Jt 
has bcl!ll rcportcd that dissncirttiun of rnultlmcric protcln:i; 
in reverse micellcs is J'avorctl hy dccrcasing !he sizc oí the 
micellar water pool (K:1b:111ov el al., 1991 ). Thus, tlimcr
ization in reverse micclles invulves thc associatinn consl:ml 
bctwcen monomcrs mu! che rcslrictions of 1hc walcr space 
imposctl by che physical limils uf 1hc micclle. Thc cxpcri
mcnts with a model systc111 (lrypsin :111tl thc soy bcan trypsin 
inhibitor) intlic:uctl lhal, at Iow walcr conccntralions, protci11s 
can inlentc!. In conscqucuce, il woultl appear !hat 2.U% 
w:ucr in reverse micclles tlucs nol suílicc to support che limtl 
conforrnational arrangemcnts !hal lcad !O !he form:llion ni' 
1hc :1clil'c dimcr. In this coute.xl, il has bccn dcscrihcd !hal. 
al'tcr collision, cornplcxcs oí urnllisubunit prolcins umlcrgo 
funhcr transf<innalions lRuuolph c1 al., I 986; Le 13rns et al., 
1989; J:ienicke & Ouchner, 1993). 

Regartling thc barricrs tlrnt hintlcr dimeriz:llion in reverse 
micellcs; it is rclcvanl 1h:11, ·wilh 2.0% water, thc aclil'ity 
rneasurcmcnts indicmcd !hat aftcr prolongccl incubation limcs 
(•18 h) form:1tinn ni' ac1ivc dimcrs f'rom compctént mrnwmcrs 
was k·ss lhan IO'X•. On Iht· olhl'I' hand, whcn 111t1ive 'l'l'l 
wus !ransfcHcd !U reverse micclles wilh 2.oiy., ll'alcl', lhl! 
population .· of ncti1'c tlimcrs rem:tincd ci111slant ( 100%). 

· Hcncei in 2.0% wa1er lhcrc is no intcrconl'crsi11n helwccn 
compelcnt monomcrs allll active dimcrs. Ncar-cquilihrium 
leÍ·Clshc1wec1\ 1hc Iwo confonners cnuld only be reachccl al 
hicli°Ívfflcr-~émcc1í1rn1inns. 'l'hcrcforc, al low, hut 1n1t al hi¡•h 
watci·::cC111c~n1n11iOn. 1here i:; a f:inctie h:u:rk•r lhat hindL"r;o; 
llll ínu111l0 r:....tl i 111cr f ntL'r L't 111\'l·n.i1111. 
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Adva111a.~e.i 0111/ Di.wufra11111g"" in 1/1<• Use of /lt!l'l!r.I<' Ahcrn, T. J .. C:L<al J. J., 1'<'1,f:o, G. 1\., & l<lil>anov, A.M. ( J1J.S7J 
1\/icd/t!.i fur S111clyi11¡; /'r111ci11 Foltli11g ami 1Ji111eri:a1io11. /'roe. Natl. Amd. S<'i. U.S.A. 8·1, 675-67'). 
Enzymcs enU'appcd in reverse miccllcs cxhibit charnctcristics i\lbcr, T., l3:11111cr. D. W., Uluumcr, A. C .. Pctskn, O. A., 
thal may be uscd lo study cvcnls rcl:ucd 10 protcin mobility. l"hillips, D. C., Rivcrs. P. S., & Wilsun, l. A. ( 1981) /'hilos. 
Evcnts such as caialysis (Gúró~Ramos etc, aL;•: J 99•1) :tnd Tro11s .. R. Soc. (/.011t!1111) IJ 293, 159"- 171. 
c.lilllcrization occur. in .:'slo\v mÓ1imi''. ·-·Fo1·. insÚ1ncc, ·in. . Albciy, W. J., & K111ii1•lcs, J. R. ( 1 'J7!i) /Ji111:/1<'.111i.11n• is: 5(131-
convcntional nqucou:i medhi, forJ11alion of nctivh'.TPI dimcrs 564º··· . - . . . . 
from denaturcd rnononícÍ·s occur~-•in'-scééinds,'.ivhcrc'as ·in Alhery, W. J., & Knowlcs. J. R. ( 1977) Angeii'. C/Íi•111.; /ni. /!d. 

reverse micelles, thc tinlé fór·1rnlf-1miximal rctictivati(m is En.~/. lfí, 285 -'-293 ·" . . . . .. . . 
more th¡in 1 h whcn . J :...4¡1g: of. ÍÍroÍci'nti°i-íL· of reverse Uti;~~ .. D., Snhl, J., & Auanl, D: A. (19.92) Nt11tu'1! .15fí, 26J-

micelles is uscd. l'l'loreovi!r, i.n'.revé.r. s.·e niiccl.I~.-;s,.·.ii .. -.is po .. ss.ihl·e· · - · - · - . · .. · · · · . . ,',' . . . . ·,. . . •·· . " .- ll:in!tcr, D .. w .. ; .1·1 ... 10 .. 11\L'I", A. e: .. Pd.<ktl, G; (\., Phillips. J), c .. 
lo urrcst or rcin1.t.ii.1tc ,.~thc ;,1.u·.t~~~ss ht~~~liang~s:. in ·,~,wat~,r l_~_uu~.1 _1 ! 1 • ~.··_J.,·, \Vil:.í.111·,_. l.·,.:A.,\:~~w rb~i •. I'. -11. ,._Fui tli. t\. J., 
L'OllCL~llll'ation, 111 this·.·.'.i·.c·g«1.i1.·d; .. '1;C.~:énú.:· .... '1.11it;C.11c.·s · .. lli,l\'c.···:.i:.1.~ .. ·:ir·- ·1 · · · ·· 1 - • · , . : " . 11111111111. J.·D.;'Oll'llnl, Ji.· E;, J» iddk; J. l., .'¿·W11l1!)'. ,•;. 1 i. 
advanrngcs ovcr cmívc1ttionÚl:i1<íUcous,:n1cdia, i· i ", < : ; .. : ,'(1975) Nt1111re 255,(ill'J...;(.J.J. r " . . : · ... ·' 

Howcver, revcrsd mic,cll~s .. sysi~ln~ <l;a\;c. disadvtinH¡g~s. · > !Íarrabin; H:: Scof:l;io, 11. M:; TucÍ1a d.; G6111cz-l'Í1you, M:; & 
These are principally .dtié to thcir physicoché'mical1irope11ics, • : '. :aóniez-l'uyóu, 'A.' (1993) E111':·J. lJioc/1<'111 .. 213, 757-763. 
and in particular to thc ill,ddicicd}:harii'c1eris1iCs of.protcin~ "; Ílislnuí1!~ r:.; Jnnic<l;ii; J:i. M:.;i(: Graunn, E. (19R7)j, A111 .. C/11·111. 
fillccl micelles. Rah:nrnm tínú I-hÍlw,11·'(1991) rcccntly re-··- . - StÍc:.-109, 235·1-'2357.' . - : .. 
vicwcd thc cffccts tlrnt ':(pro'1eincxeríS"'on thc Irnst miccllc, · · Llnrchcr(T.V .. Pr:in. K., Zcclcn, J. Pli., Callciis; 1\( Noble. 
an<l on thc systcrn its ~ wh~!c'.'; Froni the-availablc dat:i, it fs ·- ·· l\'I. E! ~·l., Oppci·docs, F. R., 1\·lichcls; P. 1\:'J\I:;'& Wicí·cnga,. 
not yct clcar to.what.'e.x.1e.111.n1iccllar· wucu1r.e and_sizc aré · R; K. (1993) F:ur. J. llioc/wn. 211, 703-710 ... · 
aJTccted by thc pruleici. -,Liki.iivisc,. it)s-possible thal lhe 'llr'¡':,,\~" & Garcí:i-Carn1011a, F. ( 1991) FH!i\' Li•//. 2:~2. 170-: 
chargcd miccllar surl'acc 'miglH prcvcnt 'frcé !ÚO)iility of the 
prolcin and induce dis1011ions of thc interinédiincs th:tl occur 
in thc "normal" palhwayol' fohJing:; lf these distorsions takc 
place, il is clc:1r 1ha1, m·lcasl~l'or Tl'I, thc penurbations do 
nul :tffccl f'onnation · oJ' 

0 

ll11::': Clllll(lCICJll 1110110/llCfS ami 
c:1taly1ic:dly ac1ivc'-dil11crs. Jlu1vcvc1', nnc c11' 1hc 111ai11 
prnhlc111s in lile use 111" n.:vCrsc 111il'clks cu11n·r11s thL' 01111ou11l 
uf water that is ·nccdcU for a givc11 proc:css. Jo'or. i11sta11ce, 
with dcn:uured Tl'l trnnsl'crrcd to reverse 111iccllcs with 3.0% 
water (11'11 = 8.3), lhére is a rcactivation ofarotind 10%. J\t 
1his waler co11cc11trmio11, lhcre are aboul 1700 w:ner mul
cculcs pcr 111kclle. Following Ruplcy a11d Carcri ( 1991 ), 
ahout 1 1 UO water 11wlcculcs :1re requircd lo surruund TJ'J 
wilh a monulaycr. 'l'lius, on lhcsc groumlo;, il wrnild appc:ir 
lliat 11101'1..' LllHll a il)OIJUJaycr Of WatCf Jllllicl'Ules is llL'cdcd LO 

«upport fornwtion o/' thc active dimcr. I·Jowcvcr, it is «lrcsscd 
lhat these figures do nul ncccss:ll'ily indicale lhat this i« thc 
amount or water that is in contael with thc prolci11 in a 
pwtein-Jillcc.J 111icclle. The lallcr is al' i111po11ance, si11ce vcry 
Jikcly thcsc \\!atcr mulcculcs are tlu.: unes Llwt s11pport or 
arri;st struc.:tural arn111g.c111c11ts during tirotcin foldi11g :uuJ 
c.Jimcriz:uion (Zaks, 1992). In this respcc1, i1 is ul' illlcrcst 
th:tt NiVJR :malysis of wa1cr proto11s i11 rcvcrsc 111iccllcs df 
1111.~ Lypc Wit.!U licrc rcvcalcd Lh;ll, up lo •l.O'ib; water cxistS tis 
"l>oun<l" water; abu\'c lllis conccntriltion, water proluns 
c.xhibit lh~ prupcnies of "bulk" WtUcr (Kerncn el al., 1993). 
1 Jcncc, in lhe cvaluation ar lhc :nnount or \Valer 1ha1is11ccdcd 
tu support foldi11~ uml Uimcrizatio11 of'l'Pl 1 both 1hc u1111H1111 

ami the stale oJ' lhc soh•clll .<hould be 1akcn inlo considcr
ation. Ncvcrlhc!css, lhc prc.<cnt. rc:mlls illustratc 1hat, in 
aduition to olhcr apprciaches (Udgaonkar & llaldwin, J 988; 
J{udcr el al., 1988; Sci'ran<i et td., 1992; Rac.Jford L'l :d., J 99~). 
water may be uscd lo pmbc cvcnts involvcd in protdn /'olding 
aml climcrizatiun. This is bccausc water is nn cssc111ial 
componcnt of such proccsscs. 
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Advances in Gene Technology: l'rotein Engineering and Structural Biology 

C'l1:1r11r1t•ri\'.:11i1111 or 1ht• ,1rnr111r11I :11111 1•111•rt:1•1ir 11ro111•r1i1•\ nf 1111• i1111•nnr1li111r~ 

011 tht• fuhliug u:11lmay uf l'GI\ fru111 /1111'Í//1/\' \t1•11roth1•r1111111/1il11\· 

f.~S. fllm1011, G Jad.-.on. J. S1k:1m:r, /l. Srnuifon/1 & A. Cliu~c. 
Mokcul.1r lkcu1111i11011 Cc1111C.', Uux:lu:111 lJ~·111., Uui\Cí!>llJ of Bmlol, IJ1i!olol IJSK l'rl>, UK. 

Our ohjt·~·¡ for fol11iUg/!>l<1bilil) !>IUL!ICS is thc gl)COl}lic c111ymc 1•hn11lmgl)u·1;a1c ki11o1.\c lmm 
lfoclflus Jfl!llmlli<'ni111¡1h1f1u. Thi\ 111u11:i11 lm~ 11\ll th~lim:I doniain!o, cm:/I C!>WUliollly 111l11pll11n u 
suuclurc COlllJKm'J of a \."Clllral ll·~hL'l:I 11:1d.L'tl 011 cithcr ~i1lc hy u•lu:/il.:c~. ;11111110 tl1~ulpl11dc humh, 
lhus i:li111i11olli11g 1hc mkl..:tl t'Olllplc\ily uf lh~u fo1111;1tm11in1/11! íoldit11' rcm:11u11(IJ,1\'lc.1o1•1 u/ l'J'JJ). 

ll"~"M"'""""""""''-/~'/"' ~r WllS ~N~"'"''""'""""'" 1'1;i.: .1 ..... 1 .. 1 , .... 111.~""'º~u .. ·111•'• 

1\1J1~.,,J\\l'.IUJ•"'d"'tlm~uJ11¡1•., -:mi -~· ;\ 
' ~ ~_.,,., 

'"'"""""'""""' ~ ......... i~~ 
"' ll-~ •\\l~I .. 

S1cad)' )l;ilc ami lime IC\oln·d lluu1c)ü'11cc )lluln:) un )lllglc 11w1u11ham., Acm:tically 
iu~ttcd in mul :11u11ml tl1~· 1nu1d11 (li,;mc IJ, h.11c lk:cn U\Cd lo 111uhc tl1c ltl\.';1l cmw1muc111 ch:wgc) 
i11currcd :is lhL' Jlmlcln rn1fold\ h.~· chc1111L':il 1k11:11111a11ou. lly Ll\C uftllc~, ;1wl othc1 \jll.'LllO\CCll1ic uud 
pli})iLill pru¡>e1llC). \\C ;uc ll\.'1:11111mg IU dML'l.'I Uu: illUL'IUral mul CILCIACllC 111npcllic.1o or thc 
c1¡11ihbri1111111111l l.inclu: im.·1111c1hóllcllo 111c!>l:UI un tl1c l'u1Ji11•; l'·lllm:iy. 

F1t1111: 2 )h0\1) c11u1hltr11uu 1111fulth11¡: p1111iks 101 111c )111glc lr)l1tu11ha1111m1~uh u111lillL'll in 
figure J. ThcM.' clca•I) dc111u11watc U1L' c"\ICll•'C ufiJ1\l111c1 c1¡11ihl11i11111 IBIL'lmci.li;11c' u11 tl1c folJini; 
palll\l:t)': 1.mch U}JllUphau IL"llOlllllt ~111.'C•fic luc;d ncuh. 

i¡~Jrt:JUSJlIJ 
.,;....: ..... , ....... ~.... -~.... . ....... I•"• 

Th,... hH' cnc1¡~\ \lr.111¡~"'' hu thcw \'11111l1l1iiu111 foliliu¡: ti;m,illrn" a1,...· \-;1k11lah:il "íly 
<:umülcrin1: lh,... cl1.u11:~·\ m llL-C i:uL·1m ul ·~uh,1111m ufmlL'lll:~l 1c~1~l_1.1ci._ 1u1/1í.~'li.:~·1,_i1!_111.·1~cu;i1u1;1111 

Jll\.ASSOC'l,\'J'ION OF'l'IUOSEl'Jl()Sl'll.\'l'I·: ISOMEIL\Sf>: IN Hg\•1ms1~ Ml<'l~1.1.1-:s 
f\IEASUUEU U\' l·'.NEIU;\' TllANSJ.'EH 
·;· .. ·¡·~•h.1:.!!:!:ll\u.th!. M,1',. '11·1h·i1~. s:r .. "'""''''1, 11., 'Ci4111111-11 ... 111r.11..,. w .. •1i.111.111; 1 ·-~ 
11 it•IUl'~·l'O)llll, 1\. ollUI 1 11~1\l•lllo ¡\ 
1IH\IÍIUl111k lhuh·.:tiuulurj~, lluhrl\i•l.ul No1.-1uu~l 1\ut111111111o11k t.kJ1.i111, l'111·111o1\'o1""• ~h'\kil 
·'Jrl\1llt1h11k t 'frud.i' lli11rm·Ji1-.1-\ 0 llui\1·1\i1lo11k l·,·1k>o1I du lfü• 1/1· J.iuri•••. 11111 •lu lo1111·i111, ll1o11il 
'l.o1l11uo11ni10: 1k lliu1Ul'l!!•liitn1·, ll111\1°l\ll•'1klio:u1·vo:, :-;w11111J,1111I 

--- 'lu\1j111tu 1k ¡.¡,¡,.¡,,,~4 t 'd11l4f, ll11h,1\11lo1J No11i,,no1I Aurumuu:. 1/c M•·\1•••, ~k,¡,,, 

JulrnduL·lion. A lul 1cm.1iu' lt• lot• l.m1w11 .1110111 1lw 111cc/1.mh111 11! 1 .. 111111¡•, /111111 l/ll' lully 
1111Julilnl 11ul)'l•qditlt' 1 li.1111 lu 1111• ¡m·wul ~•mly \\l' iuh·M1¡:.t1nl 1h1· ll'l1.olt11.1r11u1 111 1.1lil1il 
'l'1111•,q1l111\j1h.1l•· 1 .... uur1.1\C f'/1'1! in .u¡111·1•U\ 111nli.1 ,1uJ 111 Jl'\'t'l'>I.' 1111 • ..ii.., (l(~I¡ 1111111 
uuluhl•·•I 1111111111111'1' u,ju¡: lhho/l''ll'U"'' l'lll'I¡:)' U,Ul,h'I (Ff.;'J'), 

0

11'1 I\ /1111111·11 hy I\\" 
11k1111c.1I tl/'.hl ,11.11111 u/ji \Ul111111h ul - .'l~HHI IJ,1 .i"'I ÍI Íllltltllll\'t'lh 1l1l1~tliul\,1~• luUI' 

11lu1,ph.ilo:illll1\l'J,1ml l>·rJ1••·1.1IJcl111k·J pln"l'h.1tc'(liAl'J. ·1111'•l)''''1l \tl•hl11ll'11l'l'l"I 
1111111 ...,,.\·1·1.11 'J••···i"·' ¡, k1111wu 11.'.!¡. '11'1 1li"''L"i,1IC\ o11hl 1ku,111111·' 111 .u¡1n••ll' 111c1li4 
11•11l.1Í11i11¡~ 1 M ¡~11.uutlull' hplll•Lhlu1iilc (1iilnl11 ºIJ IJ/. 'Jlil' lkUo1illlt·1l 11111·1111• h'•"'-''' 1h 
,11tivily wht·n 1111' 1l1·1141t1i.ud ¡, dihu ... J. ·11•11•'4Lli\·.itiun llum 1111!11Mnl 111u11u1111·" I\ 1•111IL·iu 
··••U•l'lll1.11ii1111lt·11"mk111 in.i•IUl.!'••U' mnl1.1 l·l,:iJ,111tl in llhl lh/, ll l1,l\ln1·11¡11u1111wtl llMI 
lh•• nuluhktl 1nu1111111c1 h ¡j¡,¡ l11l1k1I i11h1 ,1 11111111111r.·1 o1M1· 111 lu1111 1/11· l,11.11t·lo.1lly .111iu· 
1lum·1. /u 1L'l.i1ivc Juw 11111wi11 LUUL'l'llll.llil•lh, Llw 1.11.· ll111i1i111: \ll'I' h 1hm1·d1.1h1111. 'f'lu' 
p1111."" ¡, 11111d1 .,fu1u·1 in ltM l1111nnl 111111121NI111M lw.u1lnyh>i111c1/i1 l.rnu11111uu111 l111111mk 
,1u.I u·11..:1;uu·ll1t·\,111t•I x:J•.: \·/v, .1Jl11\1·111¡: .1 11..tll·r d1o11o1ll1·111.1111111 ul TI'! 11·11.11111.1111111, 
1li1m·d1Jt1uu .mJ u·o1c1iv.1111111. º11'/ w,I\ l.il•dli'1l wilh .i·(((((2-i111l.1ul\l).m1iu11J1·11l1o1111i11•1) 
u.11li.111· l ·~nJ/1111iL' .1.i1IJ( l ,'.\·11\l·I >1\NSJ i11 um· (}.,lcÍnc •• mil Wilh 11111111·.,.,.,·¡11 l"'•ll11uq,111.1ll' 
ti 111') iu 11110: uf 1h l1n· .mrnh• 1~111up~. /'1.1 1111111 Tl'l lll'h'IH1ll1111·1' /.1lodk1I \\llh 1111•:.•· 
ll111111•1•h11h'' \\," U'>41l 111 ·1"·1) u·,1~\u11o111u11 •llhl 111 u111l'1.lll' i1 \111h u·.1d1\·,11i1111. 'l lw 
l.1l1dk1I 11uh1l1l1•,1111111111111l·" h'.1-'"''li.ilo: .1., 1111' 11.11h·.· 1111L'' alln :.lo111i111: 111•· ldul.lm¡: 11·,1lh1111 
l1y l11Wl'li11¡: 1/11' (iJ11Jlt'l lllllLl'lllf,1li1u1. 
hktl1n1I,. 'J l'I w.i, J,¡hdkd hy i.liw1h·i111t il in lmJlcf :'ill mM '1'1i~·lll 0

I. pll x.-. LHllt.1i11iu1'. 
l ,'HAl·.IJANS ur Fl'l'C ;11.a:>111 3.5 11111l,11 l'.\L'C~~; ll'.,Jll'Cli\'cl)' .i111l i11L·t1/,,11 .. 1J hu IS /111111~ 

i111hc tl,11k. 1'11·c 11)•º w.i' cli111i11.tll'1! ut S..·1•/1.ulu Ci 0 Jll c1•h111111' •·11uilih1oll•·1l wi1/1 ·111 mM 
11ic11J.11111l.i111i111•/Jll 111M c1/iyku"1li.i111Ílw IL'l1o1.1u·1.1w/I 111M 1lithiuih1l'ih•I, pi/·¡,.¡ (iu1lh·1 AJ. 
·1111: '111id1iumc11y uf J.1hdli11A wilh ci1hc1 lluu111ph11r w.i~ l:J (1111111111m·r:llu11111¡1hur}. 
1\~livi1y n".1' llll'.l\Uml J!I J(M1ihl•11 Jft,7J. '/'11c dlidcu,...y (/.')uf Fl:T l1 .. 1wn·11 ¡1111111.·' WJ~ 
i.lL"ll'llUi11c1I hy 111coiM11i111: lill' Uu11111~L't•111,;c iukn,ily 1111111: J11n111 hol/1 in 1/w pu· .... ·n··,... (F • .1 
.in.1 .ih~ll•t' (/·~) 111 1/w o1Ltt'IH•11 ,., 1:iw11 liy: H ., J • P .. 11·~ 
H1•,ulh ami Dhcm\iuu. l'l:'I' J111m 1,5·/AEIJANS lu HTC h.1~ l1l'l'll U!'OCtl In L'l>tim.1k 
·""'1ci.11i1111 .iml t11~1.lll~c., iu l4!1dk1I p1111d11\ /MJ. lft·u.· wc l'Ulf'IU)'nl 'l'f'l l.il1cl/c1I "ilh 1111·.w 
'"'" lluur11ph111c' 111 'ILuly ll'/11IJi111: .1utl 1c,l\!'111ci,1111111 in 111¡m•1111' 1111"di.1 .mtl iu RM. Tl'I· 

cunccmrn11t111 (S.uuifonh l'f 111 llJ'J.I). This mc1hoiJ oí11m1lysis cn;ibks mure 11ccurn1c csli111;1tcs íor 
lhc~c cha111:c,, cum¡i;11c1I n1tl1co111c111iomd111ctl1U1h, 11ml 11/so !i.Cncs lo illu!i.Utllc lhc wu¡icnUi\•ity oí 
lhc!i.c fohlms c1c11h m IL'UU'> uf thl! m11nhc1 uf rcsiducs th:u lk.'COmc l1111kd upan folJi11i; oí lhc 
1uutd11 'l/1L0 lfalamfigu1c:?lt:11clll.:c111iltcJ1111/lis111:1111n:r. 

S1up¡•1:cl•lloll' 1luuw111c11y s11ul1cs h.11·c ;1bo bccn cmplo)·cd lo dincc1 thc cvcnls 011 lhc kinclic 
foldms 1mt1111ay. Au .... ,m11¡1lc ol 1111! l.11c rntc.Jc1c1111i11iui; füliling C\'ClllS is illustmlctl in Íll:Ulc J. 
Lh1c:ir hL'\: c11cr¡;.1· 111ulilcs. c11m11m:1cd by unalysins lhc l..iuc1h:s or;1oss 1he 'hile' ci¡uihhfium 
ua11\lliu11s, rc1cah thi: c.\htcucc uf ;1 ki11c1fi: i111c1mcdi:uc, l c. onc 111:11 is 1101 •lgnifiL'llnlly 1xi¡111lalctl 
111 c11uilll11iu111. WI! 111c i.;1111c11tly c111ploy111s cum1111tcr sinmlations 10 Clacidutc ll•e pmpcrtics uf •h~ 
llll'la~l;1hlci11tc11m·di:i1c,. 

:::~]"'· º". •,••Jn' 
010. ... 
º". º": ' ••.•• , .... 
ou • 
•M: _i......j,~ ,,, __ ... _,__._1__._,___._ 

• t .. .. ,, 

As C\Jll.'lllUCnlal L'\ idL"llCC ~uctC\I~ llMI 1110~1 ur lhc dccislous 111111 dc1crmi11c lhC füwl 
conformatlun me m;nk i11 l/1t.: t.:ouly C\Cllb, il h; i111p1,:m1in: tl~ll uc dcliuc lhcm, 111cchaublic;1lly anti 
c11c1¡:c1ically. Stt.:u1ly )till~· uml tuui: 1c~uhtd Jluurcs1:c11cc rcsonaucc c11c11a' 1t11mfcr u11d circulllr 
tliduui~m MUi.l1cs me uuw ticius cw¡1lu)c1l 1u ~tudy tl1c f11111111rio11 oflhc ·c~il.)'' loldiug i111cn11cdi;itcs 
lkcc111 ~tui.líe~ )111:ci:!i.I lh:u Uic lihl lklccwhlc c11111l1brium untl ki11c1/c lurcrmcthaics n1c rumpac1 
11ill1 )i¡:11iJka111 m111rc·hkc M:Corllla1y ~1111c1111c uud 1h:111l1cir lo11m11iu11 frnm lhc uufoldl'll swlc is a 
hiJ:hly l.IXlJ..:IUlill' lllUCC'l\. 

111 iuhhliun. lll' m~· 1111c~1i,;.11m¡; thc IU11m11io11 of hjdmplmbic i111cruc1lo11s in 1!1csc inilial 
.1otai;cs of fuhlmA. 'lh" 1mul\l.') nc,11i111: ~mall, 11on·tlim1plivc dclc1iu11 111uu1111s or parral 
hjll1upl1ohic 1c~11lucs 1/1:11 mc cilhL"r 11c.11 u1 tli\1;1111 iu \C11uc11cc hui nill1i11 Van Jcr Wnali disuuu;e¡ in 
lhi: luldc1I i.1.11~-. ·1 hi: t:\lcut h> 11hid1 1hc)t: m/L'lac1iuu~ me formcd in lhcsc: i111c1mct1i,11c~ 1111d lhc 
cuuuihutiuus tl1c1· 111:11.c 11111icu \lah1hl) me :mal)~d !Jy cuuslructing i.lo11hlc mutalll t.')clcS (fcf)l1l tt 
di l!J'.12). 

S1a11ifo11/1 lt.A., IJ1t1\ton S.G, Smi1l1 C'.J., J:1ch1111 G.S., Umltoc 1.0,, AtUnson T., llolh1ook J.J. and 
('/;ul.cA.lt.(llJ'J.1)/li111/11•111111n·Jl,lKIJ·IKSI. 
IJ;11h:~ G.J., Ga111bh11 S.J .• 1.il1lcd1iliJ J.A. nml W111so11 11.C. (llJIJJ) l'nittlnl~ Strun Funct. 11nd 
fil'll•'I l!i,'!Kl-2K'J, • 
FL·hl11 A ll., M.111111~clid. A 111111 Sc1w10 L •. (l'JIJ2JJ. Mu/. /li11I. 22-4, 771·7K2, 

IAEl>ANS (TI'/ l.ihtl/cd with 1, 'H/\1;1 MNSJ ami Tl'l·ffl'C (1'111 Jahcl/td wilh FITC) wcrc 
M.'fl.ll.ilcl)' l1t•11,11111nl wilh .1,1) M t iJul 11 'J fo1 1 hr. ºJllcJc.illcr, <1lil¡U1lll> uf bulh i.am¡ilc~ WCIC 
Lu1uhmnl J: 1 .11111 lh•· mh1U1c w.i' 11.111~h'm1I hl lmlli.:r A ¡u ltM LU/114111i11g f1,ll'A'• W.ilcl, 
Jihni1w. 1111' 1lrn.11111.i111 uullL' 1/w1 llHI 11111c., fht1,ll mM lin.il in l<MJ. lfrm\·c1y 111 dLli\'Íly 
.m•I llllllll'. ..... O:llLC 'lll'dl.1 (t'J1.dlo1111111 •I ]11 11111, Wl:fC IUCill>IUCtl 1oi11111ll.i11CllU.\I)' il~ 11 hlllcliuu 
1111 1iml' JFiJ:• J, i.pl·..:1111111.l.11o111cl A <iu w.ill'I) .111tl ¡rnucl JI (in l<MJI. C11111ruJ~ wc1c m.tdc 
,¡\ l111/11w~: 'J'l'l·l/\J~IJANS (111 'l'l'l·H'I CJ ,¡1111 'J'l'I wit/111111 lahcl Wclc !OC(Mhtlcly i.lc11.1!Utl'1I 
wi•li •l.11 t...1 C:ilulf(:l .ito i111lica11·d o1l111vc itml u1mhi11cd a11J 1hc1111an1olcnciJ tu hnllcr/\or ltM 
lolmn/ wilh f1,ll'A· Witltl IFi1:· 1, !>pn·11.1 1 .11111 2, ¡i.ind /\(in W.ilci), p.md JI (iu llMJI. 
Spn1111111 ·I ¡, lh!! :.11111 111 ~pc.:11.i 1 .1111.l :!. Spcclrulll 5 couc~pmub fu thi: cmi~iun uf llu: 
111111111 1111hc 111h1111c uf iulctc~I o111i.l i~ 111o11hrn1o1tiL'dllf ubtai11l'll l1y 111ul1i¡1lyi11A 1fic !oJll:Ltn1111 
1 h)' thL" f,1c1u1 l·'.,11·~. Siuulo11ly, ~111·•·1111rn (1 t111Jl',,l11111d., lu lhc: cmi:.siun ul lhc ttn:cptur in 
lh1· 111i~l1111· 111t1.1i111•1I hy 1oul111o1dii11: ~1•n11m11 '.\ h11111 3. C1111111d1iM111 uh¡it'C11.1 1 mnl 2 with 
~l'"•l1o1 S o111tl t1, i111li•·o11c1o 1/Mt 11111Lt• 111Í.\1u1"·' 111' i111c1c:.1 1bc1c Wu~ FHT hum '1'111•1All1JANS 
(1kt:lt'd'>I.' i111hc l'lllh~i111111l thl' 1lu11ur) lu'l'l'l+l'l'C (in..:11".i!oe i11 thc cmi~hm ul 1111: ifL'l.:cplur. 
Ju o111ucu11' mcili.i Tl'I 1c11.11u1.11i1111 11t·c111~ wry l.i~I, j.c., llic 1.!'llCIAY l1o111~lc1 clfidency 
0!1.'>1:1\1·11 :? ur J 111iuulcl> o1lll'I 1l4·uo11U1o1111 1lil11ti1111 Wob U.J and rcmaiucd L"1•11~1o1111 ,1J1cr 2-1 
huu1,, lu llM, 1/11• kimfü:-. ul llLIJ\'ilt' 1cwvc1y .intl C/ll'll:Y lra1L\lc1 uf lhc milllt11c uf 
mu1111111c1., lo1hL"l/c1I wit/1 d11ut11 .iml dL..:t•¡it111 .i1c wry i.lillc1c111. Fi¡;. 2 :J1uw~ lhal in thc ÍlfM 
1i111c p11iu1 (.!•,I 1111111, Uw cllici1:111.!')' 1111/11: 1"11L·11:Y uo111~rc1 wn •ht:111Jy O.!H. lluwcn~r, •I 
lhh 11111c il1cu· w .. , 1111 .i~livity. /\llL'I 14 h11u1, Hll.ll'A· ur lhc llCliVlly fl:l'U\'C!Cd, 111111 lhc 
clfüi4·11q• uf 1"1:1 w.i~ 11.:?S. ºf 111'""' 1c~ulh ·'ºAl:C!ol lh.il !lince in RM L11Jlhl1111!o hetwl'cn 
111il'l'lk~ 11u:111 in ll1c mi11111C..:11111J 1.i111:.: ll10:1c b c1111111;h lime hir Clll'f!:)' llilll!>lcl hc:IWccu 
tlu11111 4lld olLU'f'hU l,1lwl/c1I 'fl'I UJUIJllUICI~ l•dulc l/ic IUUCIÍUllJI di111cr j) foJmt·J, IU IÍl/lc 
{1 1.:""':! h1J. lllL'Mº Lt1/lhi1111~ yicl1l 1lim1·() w/1i1h h..:cume dtlivc ilntl i11c1c11111: 1hc dlidcncy uf 
1·111·11:)' 11.i11,Jc1 ahnu~I 111 lllL' v.1h11· 111•1.iilll'd 111 .i4JUcl•ll~ m1·tlia. 

·• I' ·- ' . :[l]]f.. -i(bE. ~·.=o··· · -1 : . : _· .i: ·:_ ·" ~ '~[ .. "~ ~· ... ---.:.=:'..::..;::=--- ----;:.::.-:..:.;:.:--- TNlhll 
·~•"'•--oll,.Ul"°"l ... 0•"1D ,_,_ .. ,.,, ... _.,._11 -·--····-.. --.. ,........ ·- .. ---~ 

Rdr1r11n't, 
IJ W1"1"11.:1, R.K., ti 111 Cl'Nl) l'11•k111,, 111 ll»ll,I 

:?¡ i'llldu11&, i'., rl 11l. (l1J•¡.¡¡ 1iu11!1 .. m1.uy.l.12H.lfl·UIH 
.IJ !\1W)'l'I, 'l'.11. 11111 llo.1.·y. lt.W (1'1'15) t\1>'11 Jli11che111. lli11pl1ys. l61,1:.'IJ·J7 
ol) W•lry,!\Ci.t11J7lJll1111·/1r111 J. l.l.\.ll't\·112 
~I ;,<.,111111 0 S., i:l <11 (ll,ltlUJ N .. 1u1/u1~11 .1.'.1,!1J1J.J(-J.I 
e,¡ Ci~llll R•mt•"· el."' •I (i'r.l]J J· J 111 .... ·hrm :?OH;JHl,l·J\IS 
71 l1111<1111l•t·Yrl¡u111.A.1l1I fl'l'lol)(,uh1111Utd I01Jlu11J1i:nu•ll)') 
ti¡ M .. ,,..,,M llY'IUJl111 J llu .. 111111 llfl /.\\·Ui2 
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