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RESUMEN 

La triosafosfato isomcrasa (TIM) cataliza la reacción: 

gliccraldchfdo-3-fosfato dihidroxiacctona fosfato 

Estructuralmente la TIM es un barril CP/a:)s y en las especies mesófilas, como la amiba, 

se encuentra en forma de homodímero. En este trabajo se realizaron ensayos de 

desplcgamiento y rcplegamiento por temperatura de la TIM de Elllamoeba histolytica 

(EhTIM), y se observó que el proceso de desplegamiento se ajusta al siguiente modelo de tres 

estados: 

en donde N es el estado nativo, M es un intermediario monomérico y U es el estado 

desplegado. Se encontraron condiciones de reversibilidad y equilibrio para la disociación al 

observar la transición por dicrolsmo circular. De estos datos se obtuvieron los parámetros 

termodinámicos ÁG, ÁH y ÁCp de disociación. De la interpretación del ÁCp de disociación se 

obtiene que el intermediario monomérico es una especie expandida y que la disociación de 

EhTIM no es de tipo cuerpo rígido. Es decir que si lo vemos desde otro punto de vista, la 

asociación de los monómeros completa el plegamiento de los mismos. En éste proceso, el 

puente de hidrógeno formado entre la Gly45 y el Glu72 es importante para la estabilidad de la 

EhT!M en particular. 
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INTRODUCCIÓN 

Plegamiento de proteinns 

Las proteinas son pollmeros lineales que adquieren una estructura tridimensional 

particular en un proceso llamado plegamiento, a esa estructura funcional se le llama la 

conformación nativa (N). Éste proceso se puede llevar a cabo in vitro, sin la ayuda de 

ningún otro componente celular, lo que quiere decir que en la cadena polipeptidica se 

encuentra toda la información quimica y termodinámica necesaria. El estudio del 

plegamiento de las proteinas trata de entender los principios que dictan la formación de la 

estructura nativa a partir de una secuencia de aminoácidos, a lo que se le ha llamado la 

segunda parte del código genético. Dado que en su estado desplegado (U) las proteinas 

tienen cientos o miles de enlaces que pueden rotar, a Levinthal se le ocurrió en 1968 la 

siguiente pregunta: Si una protelna se plegara visitando todas las confonnaciones posibles, 

¿Cuánto tiempo (t) tardaria? La respuesta de Levinthal fue algo parecido a esto 

(Berezovsky et al., 2002): Si tomamos un proteina con 150 residuos (L) y suponemos que 

cada residuo tiene n=3 posibles confonnaciones y que estas se intercambian con una 

constante de (t) de 10·12 s el cálculo es: 

t = nLr = 3"º·10·12 = 3.7xlO"'s = l.2xlO"a1ios, 

el cual representa un tiempo mayor a la edad del universo, pero una proteina se pliega en la 

escala de segundos o milisegundo. A este planteamiento se le llama la paradoja de 

Levinthal e implica que las proteinas no pueden visitar todo el espacio conformacional 

azarosamente y por lo tanto deben tener una ruta o camino especifico para llegar al estado 

nativo (Baldwin, 1999 y referencias ahí citadas). Sin embargo los modelos actuales del 

plegamiento de las proteinas eluden la paradoja al considerar que la diferencia en energia 

entre el estado desplegado y nativo provee un sesgo suficiente del espacio conformacional, 

en donde la energia y la entropía decrecen a medida que la proteína se pliega a su estado de 

menor energia (N) (Bogatyreva et al., 2001 ). 
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Modelos de plegamiento de protefnns 

Existen tres modelos básicos que describen el proceso del plegamiento de protefnas 

(Daggett el al., 2002): 

l. 1'/ucleaciórrcondensnción (Wetlaufer, 1973). En este modelo el paso limitante es la 

formación de un núcleo de plegamiento a partir del cual se propaga el plegamiento 

del resto de In protefna. La formación de estructura secundaria y terciaria ocurre 

concertadamente en el estado de transición, en donde algunos residuos forman los 

contactos principales. (revisado en: Fersht, 1997). 

2. Modelo jerárquico (También llamado de difusión-colisión), (Pitysin, 1973). En este 

modelo se plantea que el plegamiento comienza con la fonnación de estructuras 

locales en la secuencia que tienen estabilidad marginal. Estas estructuras locales 

interaccionan y aumentan la complejidad de la estructura hasta llegar al estado 

nativo (revisado en: Baldwin et al., l 999a y i 999b). 

3. Colapso hidrofóbico. La principal caracteristica de este modelo, propuesto por 

Kauzmann en 1959, es la tendencia de los residuos hidrofóbicos a ser excluidos del 

ambiente acuoso. El colapso hidrofóbico sucede tempranamente en el proceso de 

plegamiento, reduciendo el espacio conformacional y ayudando a estabilizar la 

estructura secundaria. Difiere del modelo de nucleación porque en éste, el núcleo de 

plegamiento es considerado un estado de transición, mientras que el colapso 

hidrofóbico se lleva a cabo sin barreras de activación (revisado en: Bilsel et al., 

2000). 

Estos modelos representan los diferentes escenarios en los que una protefna puede 

plegarse. Cabe destacar que podrfan ocurrir simultáneamente fonnando esquemas de 

plegamiento más complejos. En estos esquemas se pueden presentar intermediarios y su 
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caracterización nos ayuda a trazar las interacciones importantes que deben estabilizurse 

para que una protelna desplegada llegue a su estado nativo. 

Asociación en ollgómeros 

Muchas prote(nas se encuentran formadas por más de una cadena polipeptldica, lo 

cual conlleva ventajas funcionales muy importantes. Por ejemplo compartir un sustrato, o el 

acomodo estructural del sito activo, como es el caso de In TIM. En general es más o men?S 

claro que la asociación de cadenas independientes en un solo ensamble cuaternario es 

determinada por las mismas fuerzas que son responsables del plegamiento de protc(nas 

monoméricas, pero ésta contiene un término entrópico extm (Tamum et al., 1997). 

Además la asociación en prote(nas oligoméricns puede ser una forma adicional de gamr 

estabilidad. Por ejemplo, sin pérdida de generalidad, podemos plantear el siguiente modelo 

sencillo de plegamiento para el caso de un dímero: 

N ,....2-.2M, .,....!!:.._:-w 

Donde N representa el estado nativo, M un monómero parcialmente plegado, U es 

la conformación desplegada, Ko es In constante de equilibrio para la reacción de 

disociación y Ku es In constante de equilibrio para In reacción de desplegamiento. Si la Ku 

es muy grande entonces el intermediario monomérico serla muy inestable y no se 

encontrarla poblado en el equilibrio (Neet et al., 1994), reduciendo el modelo a: 

N~2U 

Este mecanismo se ajusta a muchas enzimas diméricas (Neet et al., 1994), y da 

fuerza al argumento de la ganancia de estabilidad mediante la asociación, porque significa 

que llGv1s=llGTUT. Aunque la evolución también pudo haber jugado en sentido inverso, es 

decir que los monómcros estables evolucionaron hacia especies más inestables que se 

vieron obligados a dimerizar. 
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Por otra parte también se han encontrado intermediarios monoméricos en el 

plegamiento de homodlmeros e incluso, intermediarios diméricos en el plegamiento de una 

protelna tetramérica (Shakhnovich et al., 1999; Mateu et al., 1999). Éstas podrlnn seguir 

un esquema de plegamiento jerárquico. 

En todo caso, en el plegamiento de oligómeros se debe cumplir estrictamente un 

paso en el que haya reconocimiento entre las subunidades. Si el plegamiento de lns 

subunidndes es concomitante a la asociación, ello representa un caso extremo de protelnas 

que sufren un rearreglo estructural fuertemente ligado a la oligomerización. 

Trlosafosfato lsomcrnsa (TIM) 

La triosafosfato isomerasa es una enzima glicolltica extensivamente estudiada que 

catoliza la reacción: 

gliccraldchído-3-fosfato dihidroxiacetona fosfato 

Esta enzima es un catalizador perfecto, es decir que el paso limitante para la 

reacción es la velocidad de difusión del sustrato a la enzima (revisado en Stroppolo et al., 

2001 ). En los organismos que no tienen mitocondrias, como la amiba, debe ser una enzima 

esencial, por lo que se le ha amsiderado un blanco potencial para el diseño de drogas 

especie especificas (Gomez-Puyou et al., 1995; Rodrlguez..Romero et al., 2002; Maldonado 

et al., 1998). 
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La estructura de rayos X de la TIM de varias especies ha sido detenninada, 

incluyendo In de amiba (Rodr!guec Romero et al., 2002; PDB: 1 M6J). En las especies 

mesólilas, como la amiba, In TIM es dimérica, mientras que en varios organismos 

extremó filos es un tetrámero ( Maes et al., 1999). Estructuralmente es un barril (j3/<X)s y es 

modelo del patrón de plegamiento llamado barril TJM. Este patrón de plegamiento consiste 

en un barril (una hoja J3 circular) fonnado por 8 hebras J3, rodeado de 8 hélices !l. Las 

hebras J3 se intercalan con las hélices !l en la secuencia y están unidas por asas (ver 

figura!). 

En la intercara de la triosafosfato isomerasa de Entamoeba histolytica e 1 asa tres se 

interna en una cavidad cercana al sitio activo e interacciona con el asa uno y el asa tres de 

la otra subunidad. En una de las puntas del asa tres se encuentran la treonina 82 y la glicina 

83, que están conservadas en muchas especies; mutaciones de estos residuos producen 

enzimas monoméricas (Schliebs et al., 1997). En la cavidad en la que reside el asa tres, al 

comienzo del asa tres de la otra subunidad, se encuentra el glutámico 72, que en la mayoría 

de las especies es glutamina; este residuo es importante para la asociación de EhTIM como 

se verá más adelante. Otra zona muy importante para la asociación de la TIM es la que 

rodea a la cisteina 14, este residuo se encuentra también en una cavidad sumamente 

hidrofóbica formada por el asa tres del otro monómero. La derivatización de este residuo 

por sulfhidrilos provoca la inactivación de la enzima (Garza-Ramos et al., 1998; 

Maldonado et al., 1998: Pérez-Montfort et al., 1999) y, en el caso de EhTIM, disociación a 

monómeros estables (RodríguecRomero et al., 2002); además, algunas mutantes en esa 

posición se comportan como monómeros (HemándecAlcántara et al., 2002). En la figura 1 

se puede ver el asa 3 y el asa 1, nótese como se entrelazan formando un ensamble que debe 

proporcionar gran parte de la estabilidad del <limero. El asa tres parece cumplir dos 

funciones principales; proporciona la cavidad para recibir la Cysl4 y se inserta en otra 

cavidad fonnada por Glu72 y otros residuos lejanos en secuencia (figura 2). 

Plegamiento de la TIM 

Se han reportado trabajos sobre el plegamiento de la TIM de varias especies. En el 

rcplegamiento de la TIM de músculo de conejo (rTIM) (Zabori et al., 1980) se observó una 

- 9- TESIS CON 
FALLA DR ORIGEN 



reacción unimolecular y otra bimolecular. También se han observado intermediarios 

monoméricos en el desplegamiento de In TlM de levadura (ScTIM) (Vázquez.Contrerns et 

al., 2000; Margan et al., 2000; Nájera et al., 2003) y de Tripanosoma bnicei (TbTIM) 

(Chánez-Cnrdenas et al., 2002). 

Una de las caracterfsticas observadas en los estudios de plegamiento de la TIM es Ja 

presencia de control cinético en su desplegamiento. Ésto fue notorio para el caso del 

desplegamiento de ScTIM por temperatura (Benltez-Cardoza et al., 2001) y por GuHCI o 

Urea (Nájera et al., 2003). También se ha reportado heterogeneidad en el desplegamiento

replegamiento de la TIM de músculo de conejo inducido por presión (Rietveld et al., 1996). 

Ésto puede explicarlo la alta barrera de activación (ó.G'} que se ha calculado para el paso 

de disociación (21 kcal/mol) (Rietveld et al., 1998) y el alto ó.Go (18 kcnl/mol) (Nájera et 

al., 2003), por lo que condiciones que disminuyan esta barrera deberían suprimir el control 

cinético. 

El plegamiento de la TIM de humano (huTIM) también ha sido estudiado 

(Mainfroid et al., 1996). Sin embargo, al igual que la desnaturalización por temperatura de 

ScTIM (Benftez..Cardoza et al., 2001), se observó el desplegamiento de los monómeros 

acoplado a la disociación. En el primer caso, mediante la caracterización de mutantes 

monoméricas, se calcula un ó.G IJ""2.5 kcal/mol y sugieren que la naturaleza dimérica de la 

TIM se debe a In baja estabilidad del monómero. Otra posibilidad es la propuesta de que la 

TIM ha evolucionado a <limero por razones funcionales (Nájera et al., 2003), ya que 

prácticamente el dfmero es la única especie activa. 

Por otra parte, se ha estudiado el plegamiento de la TIM de leisltmania mexicana 

(LmTIM) inducido por GuHCI a diferentes valores de pH, y se postulan razones 

estructurales por las que la mutante LmTIM/E65Q gana 26 ºC en su Tm y 4 kcal/mol en 

estabilidad (Lambeir et al., 2000). Este ejemplo es muy interesante porque la mutación de 

un solo residuo induce la termoestabilidad, además la única diferencia inducida por la 

mutación es la ganancia de un puente de hidrógeno intracadena. Acerca de este trabajo se 
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Figura 1 

e 

Figuro 1. Estructuro del barril TIM (A): en rojo hólices a, en azul hojas fl y la.• asas en gris (ver lexlo). El asa 
1 y el asa 3 de EhTIM en esferos de Vrut d<r Waals (B) y listones (C). En color azul esla In subunidad By en 
color verde la subunidad A, además se muestran algunos residuos considerados importanles para la 
estabilidad de In asociación de la TIM en color CPK. Groficado por Rnsmol, código PDB: 1 M6J. 
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Figura 2 

Figura 2. El asa lres se introduce en una cavidad fonnada por residuos de diferentes posiciones en la 

S<cuencin. El asa 3 (azul) en esferas de Vru1 der Waals (J\) y listones (B). En color blanco Thr82 y Gly83 del 

monómero A; en color cpk los residuos de la subunitfad ll (verde) que se encuentran en contacto ( < 4 A) 

con el asa 3; en colorcyan 1101112y1101114. Grnficado en Rasmol, código PDB: IM6J. 
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hablará ampliamente en In sección de discusión, cuando se establezcan las analogías entre 

LmTJM y EhTJM. 

En· el presente trabajo se hizo un intento por caracterizar el desplegamicnto de la 

TIM de amiba, nuestro análisis sólo llegó hasta Ja disociación de la enzima. Sin embargo 

los resultados son interesantes, calculamos los parámetros termodinámicos de disociación y 

de su interpretación podemos inferir algunas características del plegamiento de EhTIM y de 

los dcterminates estructurales que ayudan a su dimerización. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Purificación de EhTIM. 

La purificación se llevó a cabo en los siguientes pasos @escrito por Landa et al., 

1997): 

1) Sobre expresión de EhTIM recombinante. El gen EhTIM se encuentra clonado en el 

plásmido pRSET de Invitroge n (Landa et al, 1997). El sistema de expresión se encuentra en 

E. coli cepa BL21/pLysS. Para sobre expresar EhTIM, un cultivo bacteriano creció hasta 

1.2 de densidad óptica (600 nm) n 37 ºC. Posteriormente ni cultivo se le agregó IPTG 0.4 

mM y se dejó crecer por 8 horas más. 

2) El cultivo se centrifugó a 12,000 RPM durante 5 minutos para concentrar las células; 

3) La pastilla fue resuspendida en Tris 40 mM pH 8.0 y las células se rompieron por 

sonicación 

4) Las células rotas se ultracentrifugaron a 45, 000 RPM en un rotor 60TI de Beckmnn 

durante 1 hora, y se conservó el sobrenadante. 

5) Al sobrenadante se le agreg) sulfato de amonio hasta llegar al 60% y se dejó equilibrar 

durantes 3 horas. Posteriormente se centrifugó a 12, 000 RPM por 5 min y se conservó el 

sobrenadante, el cual se llevó a 90% de sulfato de amonio y se dejó equilibrar durante In 

noche. Nuevamente se centrifugó y se conser\Ó la pastilla. 

6) la pastilla se resuspendió en 6 mi de Trietanolamina/EDTNDTT 10/1/1 mM (TED 

10/1/J) n pH 7 .4 y se dializó por 8 horas. 

7) La solución dializada se inyectó a una columna de exclusión molecular Sephacryl S-300, 

de donde se conservaron las fracciones con mayor actividad de EhTIM. 

8) Las fracciones con EhTIM se juntaron y dicha solución se inyectó a una columna de 

intercambio nniónico Mono-Q pH en TED I0/1/1 pH 7.4, en este pH la EhTIM se une a la 

columna y fue despegado por un gradiente de NaCI de O a 100 mM en 100 mi y EhTim se 

despega n 20 mM de NaCL Las fracciones con mis actividad especifica se juntaron y se 

dializaron en TED I0/1/1 pH 8. 
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8) La solución de protelna dializada se inyectó nuevamente a la columna monoQ pero a pH 

8 siguiendo exactamente el mismo protocolo que en el paso anterior, sólo que se despegó 

en un gradiente de 110 mi. Las fracciones con EhTIM pura fueron recolectadas y 

mezcladas, posteriormente se les midió sus parámetros cinéticos. 

En este trabajo se hicieron tres purificaciones siguiendo el protocolo antes descrito, 

en cada purificación se obtuvieron entre 15 y 20 mg de EhTIM pura por cada litro de 

cultivo. Los parámetros cinéticos promedio de la enzima de las diferentes purificaciones 

son: Vmax=l l, 727±240 y Km=0.5±0.03. 

Ensayo de Actividad 

La actividad de EhTIM se midió a través de un ensa)O acoplado con la enzima a.

glicerol fosfato deshidrogenasa {cx-GDH). En la celda de reacción se colocáron 0.2 mM de 

NADH, 20 µg/ml de cx-GDH, 2.5 mM de gliceraldehldo-3-fosfato y 2 ng/ml de EhTIM en 

un volumen final de I mi, en amortiguador Trietanolamina/EDTA/DTT/ 100/10/1 mM pH 

7.4. El esquema de reacción es el siguiente: 

·~ fe OH 
2·03PO · .. 

G3P 
EhTIM 

Solución amortiguadora 

DHAP 

N~+ HQ~OH 

aGDH ) 

aODll r 
2'03PO 

a-glicerol fosfato 

La solución amortiguadora para el ensayo de desplegamiento se preparó con 

tetraborato de potasio 20 mM. Se escogió éste amortiguadora por su bajo ópK!f (-0.008). 

Esto es importante porque seguramente la disociación de EhTIM depende de pH como se 

explicará más adelante. Se pudo comprobar que los boratos no interfirieran con el ensayo 
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de desplegamicnto repitiendo los datos del desplegamicnto de ScTIM reportados por 

Benitez-Cnrdozo et al., 200 l. 

Ensayo de desplegnmlento y replegnmiento de EhTIM con temperatura 

Los ensayos se realizaron en un espectropolnrímetro Jasco J. 750 midiendo el 

cambio en la señal de elipticidad a 220 nm con un tiempo de respuesta de 16 s en celdas de 

1 y 0.5 cm El calentamiento de las celdas se hizo con un Peltier, el termopar que registra Ja 

temperatura del bloque se mantuvo adentro de la celda durante todo el ensayo. Se usaron 

tres concentraciones de prote!na 15, 50 y 300 µglml diluidas en boratos 20 mM, además se 

le agregó 1 mM de DTT (0.1 mM de DTT en donde se especifique). La velocidad de 

calentamiento y enfriamiento fue 1 ºC/min. 

Fluorescencia Intrínseca 

Las muestras de EhTIM (50 µg/ml) se incubaron 2.5 h en boratos 20 mM a Oº C, el 

amortiguador no se congeló a esta temperatura. Para medir la fluorescencia intrínseca de la 

proteína a bajas temperaturas se tomaron espectros de emisión de los triptofanos excitando 

a295 nm. 

Disociación por dilución 

Se incubó EhTIM a diferentes concentraciones de proteína en el intervalo [3.57xto· 
10 M, 3.57143xl0'7 M] a 10 ºC en amortiguador trietanolamina/EDTNDTT 100/10/1 mM a 

pH 8.5 .. Se midió la actividad de todas las muestras a las O horas y dos dlas después. 

Algunas muestras se midi!ron una semana después y mantuvieron la misma actividad, Jo 

que quiere decir que las muestras medidas a los dos dlas están al equilibrio. 
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Ecuaciones y ajuste de datos 

Los datos correspondientes a la primera transición observada en los experimentos 

de desnaturalización térmica se ajustaron al modelo N~2M de disociación, en donde 

N es la concentración de enzima nativa (dimérica) y Mes la concentración de monómeros. 

Las concentraciones de las especies dimérica y monomérica fueron normalizadas a través 

de las siguientes relaciones: XN = 2N y X,., = M, en donde XNY XM son la fracción de 
P,. P,. 

moles de monómero en estado nativo dimérico y monomérico respectivamente; Pr es la 

concentración de protelna total en moles de monómero por litro ( P7 = 2N + M ). La 

fracción de enzima dimérica se puede expresar en función de la concentración' de protelna 

(Pr) a una temperatura por medio de la siguiente función: 

XN(T) = .!. Ko(T)+4P7 -..}K0 (T)
2 
+SK0 (T)P7 

4 P,. 
(1) 

en donde Ko es la constante de disociación. Cuando se observó la disociación por dilución a 

temperatura constante ( 1 O ºC), la Pr fue la variable independiente y se dejó la Ko como 

parámetro de ajuste. Esto permitió calcular la energla de disociación a esa temperatura por 

medio de la ecuación AG(T.) = -RT,lnK0 (T0 ). 

Las curvas de disociación por temperatura se normalizaron por medio de la ecuación 

X,, (T) = y( T) - YN , donde y es la señal de dicrolsmo circular a una temperatura dada, YN 
y.,-yN 

es In seña 1 de la enzima nativa, y YM es la señal de la enzima disociada. Una vez 

normalizadas se ajustaron a la ecuación: 

(2) 

La Ko esta relacionada con la energla de Gibbs de disociación AGo por la ecuación: 

-AGp!TI 

K 0 =e RT (3) 

A su vez la variación de la energla de disociación con la temperatura está descrita 

por una ecuación derivada de la ecuación de Gibbs-Hemholtz: 
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en donde t:J.Cp es el cambio en la capacidad calorlfica entre el estado asociado y el estado 

monomérico, AHr0 es la entalpía a la temperatura de referencia y l:J.Gr0 es la energía de 

disociación a la temperatura de referencia, que para el caso de este trabajo fue To= 1 O ° C. 

La ecuación (4) surge del supuesto que: 

AH=AHr, +t:J.Cp(T-7;,) (5) 

y tlS=tlSr, +t:J.Cpln( ~) (6) 

Sustituyendo (4) en (3), (3) en (1) y (1) en (2) se obtiene la función XM (T), la cual 

tiene como parámetros: t:J.Cp, tl.Hro, l:J.GTo, R, Pr, y To. En el ajuste de curvas de 

desplegamiento por temperatura s~ ,mantuvieron fijos los últimos cuatro y se dejaron como 

parámetros de ajuste t:J.Cp y AHr0 • 

Todos los ajustes se hicieron con el programa MicrocalTM Origin® versión 6.0 por 

medio de ajustes no lineal con el método de mfnimos cuadrados. 

Accesibilidad al solvente 

La accesibilidad al solvente se determinó a partir de la estructura cristalográfica 

de EhTIM (PDB: IM6J) con el programa NACCESS (Hubbard, S.J. & Thomton, J.M., 

1993, 'NACCESS', Computer Program, Department of Biochemistry an:I Molecular 

Biology, University College London) utilizando el protocolo de Lee y Richards (Lee, B., et 

al., 1971) con una sonda de 1.4 A y 0.05 A en el ancho de rebanada. 
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La accesibilidad del confónnero desplegado fue calculado como el promedio de la 

cota superior e inferior que provee el método de Cramer-Rose (Creamer et al, 1995 y 1997) 

en la página http://roselnb.jhu.edu/utils/unfolded.html. 

Análisis estadistlco 

Se hicieron 6 experimentos de desplegamiento de EhTIM a 300 µg/ml, S a SO µg/ml 

y S más a 1 S µg/ml. Cada una de las curvas de dicrolsmo circular a las diferentes 

concentraciones se ajustaron a la ecuación XM (1) (ecuación 2) sin restricciones a los 

parámetros de la ecuación, esto con la finalidad de obtener un vnbr exacto de la Tm por 

medio de ajustar la curva que mejor describiera los datos. La Tm se obtuvo al resolver para 

Tm en la ecuación XM(Tm) = 0.5 usando los parámetros ajustados para cada una de las 

curvas. Las Tm de cada concentración se promediaron y se obtuvo su varianza. Con esto se 

llevo a cabo una análisis de varianza (ANOY A) con la hipótesis de que las tres Tm son 

iguales. Después se compararon los promedios por separado por medio de una prueba de T 

de student con la hipótesis de que la Tm de una concentracion de EhTIM es igual a In de 

otra concentración. 
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RESULTADOS 

El desplegamiento de EhTIM muestra dos transiciones 

Se In reportado el desplegamiento de la EhTI.M por temperatura a pH 7.4 y se 

observó una transición no reversible con lll1ll temperatll'a media de transición (Tm) de -55 
.. ~ ' ~ ''. - . - . , - . - . ' .· . 

ºC (Landa el al., 1996), mientras que a pH 8.5 se habla observado una transición reversible 

calentando a 3 ºC/min hasta 55 ºC y con Tm de -45 ºC (Femández.Velasco, el al., datos 

no publicados) es por esto que se decidi> caracterizar el desplegamiento de la EhTIM. a pH 

8.5. El desplegamiento de EhTIM por temperatura a pH 8.5 mostró dos transiciones con 

Tm1==40 ºC y T1112.,57 ºC (figura 3). 

-o 
E 

"C 

·8 

5 ·10 
Úl 
o 
"C 

.§ ·12 

'b 
~ 

>( 

lli -14 
§: 

20 30 

Figura3 

40 50 60 70 80 90 100 

Temperatura (ºC) 

Figura 3. Desplegnmlenlo de EhTIM seguido por dicrofsmo circular a 220 nm en las condiciones 
es1ándnr pero con 0.1 mM de DTT. 
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Un requisito importante en los estudios de plegamiento de prote!nas es que las 

transiciones observadas sean completamente reversibles. Para observar la reversibilidad en 

el desplegamiento de EhTIM, se calentó una solución de EhTIM (50 µglrnl) a una 

velocidad de barrido de 1 ºC/min en amortiguador de boratos 20 rnM con 0.1 rnM de DIT; 

al llegar a 70 ºC se dejó enfriar la solución de enzima a una velocidad de 12 ºC/min hasta 

llegar a 20 ºC; después se tomaron espectros de el ipticidad para observar si la señal de la 

enzima renaturalizada era igual b señal correspondiente a la enzima nativa. Los resultados 

revelan que la segunda transición no es reversible (figura 4), aún después de dejarla a 20 ºC 

por dos roras no recupera su estmctura nativa y tampoco es reversible si el enfriamiento es 

más lento (datos no mostrados). 

Figura4 
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Longitud de onda (nm) 

Figura 4. Espectro de dicrolsmo circular de EhTlM en el UV lejano; enzima nativa a 20 º C (• ), enzima 
renaturalizada desde 70 'C (O), intermediario a SO ºC (&), enzima a 70 ºC (L!.) y EhTIM en GuHCL 6M 
<•J. El dato de 6 M de GuHCL es cortesla de Femnndez Velasco, O.A. y Pozo-Yauncr, L. 
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Se repitió el experimento aumentnndo la concentración de DIT (de 0.1 mM a 1 

mM, ver materiales y métodos) para obtener mayor reversibilidad. Esto provocó que la 

enzima sufriera otra transición a partir de -60° C (figura 5), durante la cual la elipticidad se 

hace más negativa. Ésta transición no es reversible y no se pudo asociar a ningún evento en 

el plegamiento de EhTIM. Sin embargo conservamos la alta concentración de DIT para el 

análisis de la primera transición como se verá más adelante. 

Figura 5 
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Figura S. Dcsptegamiento de EhTIM con t mM de DTT hasta 90 ºC seguido por dicrolsmo circular a 220 nm. 

Como no se encontraron condiciones de reversibilidad para la segunda transición 

exploramos la posibilidad de que la primera transición, observada entre 20ºC y 50ºC, fuera 

reversible. Se hicieron ensayos de desplegamiento de EhTJM siguiendo la transición por 

dicrolsmo circular calentando a 1 ºC/min hasta 50 ºC, es decir donde acaba la primera 

transición. Después, la muestra se dejó enfriar rápidamente, a -12 ºC/min, hasta 20 ºC. Se 
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volvió n calentar nuevamente a 1 ºC/min hasta 50 ºC; éste ciclo se repitió una vez más. De 

este experimento se obtuvieron tres curvas de desplegamiento (figura 6). Entre el primer y 

el segundo trazo, no hay diferencias significativas, aunque en el tercer trazo (:lrculos 

abiertos) se observa una irreversibilidad marginal Estos resultados nos muestran que la 

primera transición, observada por dicroismo circular, es reversible. 
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Figura 6. Reversibilidad de EhTlM. Una muestra de EhTlM se calentó a l ºC/mln y enfrió a SºC/min dos 
veces y se calentó una vez más. Primer dcsplegamiento (&), segundo desplcgamiento (e¡ y tercer 
desplegamlento (O). 

Para cuantificar el porcentaje de reversibilidad en el desplegamiento de EhTJM, se 

repitió el experimento descrito anteriormente pero sólo se desnaturalizó y renaturalizó una 

vez. Después se determinaron los parámetros cinéticos Vmax y Km a la enzima 

renaturalizada, como una prueba del estado conformaciona 1 y de asociación de la enzima. 
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&te experimento demostró que después de un ciclo de calentamiento-enfriamiento se 

recupera el 89% .de la actividad en la Vmax (ver figura 7). 
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Figura 7. 
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Figura 7. Cinética enzimdtica de EhTIM nativa(•) y EhTIM renaturalizada (0). La Vmax para fa enzima 
nativa y rcnaturafizada es de 10,172±163 y 9,079±148 respectivamente, La Km no so modifica 
significativamente (0.6S± 0.03 para EhTIM nativa y 0.58±0.03 para EhTIM renaturalizada). 

Equilibrio en la primera transición del desplegamlcnto de EhTIM 

Ya que la primera transición es aceptablemente reversible, entonces es necesario 

saber si ésta se ene uentra al equilibrio. Cuando un transición está en equilibrio no depende 

del tiempo, sino que exclusivamente depende úe la temperatura. Esto se pude saber al 

observar si la transición ocurre a diferentes temperaturas al variar la velocidad de 

calentamiento y enfriamiento (velocidad de barrido). Por lo tanto se hicieron ensayos de 

desplegamiento y replegamiento para EhTIM a diferentes velocidades de barrido (1, 0.5 y 

0.25 ºC/min) en las condiciones estándar. Los resultados se muestran en la figura 8; 
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Figura 8 
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Figura 8. Desplegamiento de EhTIM a diferentes velocidades de barrido, equilibrio en el 
plcgamicnto/dcsplegamiento de EhTIM. Las gráficas se sobreponen ya sea para el desplegamiento (panel A, 
slmbolos cerrados) o replcgamiento (panel B, slmbolos abiertos) a las diícrentcs velocidades de barrido; 0.25 
ºC/min (e,O), 0.5 ºC/min. c•.D) y 1 ºC/min (A,6 ). 
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por una parte la transición parece estar al equilibrio en el desplegamiento, ya que las curvas 

obtenidas, a las tres velocidades de barrido se sobreponen. Lo mismo ocurre para el 

replegamiento, la velocidad de barrido no afecta el intervalo de temperatura en que ocurre 

la transición. Sin embargo cuando comparamos las curvas de desplegamiento con las de 

replegamiento, se alcanza a observar un poco de histéresis, la cual no es comparable con la 

gran histéresis que presenta el desplegamiento térmico (Benitez..Cardozo, el al., 2000) y 

por hidrocloruro de guanidina (Nájera, el al., 2003) de ScTIM. Aún así consideramos que 

las curvas están al equilibrio con el fin de calcular parámetros termodinámicos, nuevos 

experimentos podrían ayudamos a confirmar esta suposición. 

Modelos de desplegamlento para EhTIM 

Como el desplegamiento por temperatura de EhTJM presenta dos transiciones, es 

decir tres estados, hay dos modelos sencillos que puede seguir este proceso; tomando en 

cuenta que la TIM es una enzima homodimérica, los modelos son: 

a) N ,...!!...:.. 2M ,...!!:.....:.. '2I.J • Donde N es el estado nativo, M es un intermediario 

monomérico y U es el estado desplegado. Si la primera transición que observamos 

(20-SOºC) es el· paso de disociación, entonces, por tratarse de una reacción 

bimolecular, la Tm aumentaría al incrementar Ja concentración de proteina (PI). 

b) N ,....!!L.:.1 ..--2...: 2U. Donde les un intermediario dimérico. En este caso la Tm de 

la primera transición no depende de la concentración de proteina porque la primera 

transición es una reacción unimolecular. 

Para distinguir a qté modelo pertenece la primera transición se realizaron 

experimentos de desplegamiento a tres concentraciones de proteína (300, SO, y IS µg/ml). 

Los resultados muestran que la Tm aumentó a medida que la concentración de proteina fue 

incrementada (figura 9), y a pesar de que este aumento es perceptible a simple vista, apenas 

es de aproximadamente 2. 7 ºC al variar en 20 veces la concentración de proteína. Para 

confirmar si las diferencias encontradas en la Tm son significativas se hizo un análisis 

estadistico por medio de la prueba ANOVA (ANalysis Of VAriance). Este análisis se hizo 
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con los resultados de al menos 5 experimentos para cnda concentración de EhTIM. Los 

resultados muestran que la probabilidad de que la Tm de las tres concentraciones de 

prote(na sea la misma es de 9.43 x I0"8
• La diferencia entre cada concentración también fue 

significativa como lo demostró un prueba de t de student. Por lo tanto este análisis nos hace 

inferir que la Tm en el desplegamiento de EhTIM depende de la concentración de la enzima 

y por lo tanto la primera transición corresponde a la disociación de EhTIM. 

Tabla 1 

Grupo Número de Tm Varianza Desviación 

experimentos Promedio estándar 

(ºK) 

300 µg/ml 6 3i4.69 0.14119 0.1188 

50µg/ml 5 312.99 0.14l03 0.37554 

15 µg/ml 5 312.22 0.08404 0.2899 

Tabla 1. Tm ·s promedio de Ja disoc1ac1ón de EhTIM por temperatura observada por d1erolsmo circular. 
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Figura 9. Desplegamiento de EhTIM a tres concentraciones de protelna: 300 µg/ml <•>.SO µg/ml (Ü) y 15 
µg/ml (Á) seguido por dicrolsmo circular. 
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Disociación por frlo 

Ya que en el desplegamiento de proteinas hay un cambio en la capacidad calorlfica 

entre el estado nativo y desnaturalizado (ACp), se predice que las proteinas se 

desnaturalizan tanto a altas como a bajas temperaturas. Para saber si EhTIM se disociaba a 

bajas temperaturas se midió la fluorescencia de la enzima después de dos horas y media de 

incubación a Oº C. Los espectros fueron tomados siguiendo la emisión de los triptofanos a 

295nm (figura 10). Hay una disminución en la longitud de onda de máxima emisión (Amax). 

es decir un corrimiento hacia el azul de aproximadamente 4 nm. Éste fenómeno se ha visto 

en EhTIM cuando se estabiliza un monómero con MMTS (RodríguezrRomero et al., 2002) 

en donde se observa un desplazamiento en la Amax de 3.25 nm excitando a 280 nn Esto 

podría significar que uno o más triptofanos se están reacomodando hacia el interior 

hidrofóbico, de la misma manera que lo hace el monómero estabilizado por MMTS, como 

ha sido discutido por Rodriguez-Romero et al., 2002. En particular se discutió la 

participación del triptofano 75 que se encuentra en la interfase y que podría estar 

reacomodándose en la disociación de EhTIM. Por lo tanto, es probable que hayamos 

observado la disociación por frió por medio de la fluorescencia. 
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Figura t O. llipectro de emisión de íluoresccncia de EhTIM a O'C excitando a 295 nm después de incubarse O 
h ¡e¡ y 2.S (0) h. 

- 28 - TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Establlldad a la dilución a 10 ºC 

Otra forma de conocer la dependencia de la disociación con la concentración de 

protelna (Ko(f)) es medir estabilidad a la dilución a una temperatura dada; ya que sólo el 

dímero es activo, se puede observar Ja fracción de enzima nativa, simplemente ni medir In 

actividad de muestras incubadas a diferentes concentraciones de proteína. Se sabia que la 

enzima era estable n la dilución n 25 ° C y pH 7.4 (Landa et al., 1997), asl que hicimos unn 

curva de dilución a IOºC (In cual llamaremos temperatura de referencia, To) y pH 8.5 

(figura 11). La curva se ajustó a un modelo de disociación (ver materiales y métodos) para 

obtener In fracción de EhTIM nativa, esto es XN(PI); como parámetro de ajuste se obtuvo la 

Ko, que por la relación .1.G= -RT In K, nos permite calcular In energía libre de disociación n 

JOº C. La Ko para esta curva fue 9.2335E-10 ± 2.5934&10, n In cual le corresponde un .1.G 

de 11.7±0.13 kcal·mor1
• 

Figura 11 
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Figura 11. Estabilidad a la dffución para EhTIM a 10 •c. IA fracción de dfmcros activos en función de fo 
concentración de protefna. Se.midió la actividad a las Oh de incubación (O) y 48 h después(•). 
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Cálculo de parámetros termodinámicos 

La función XM(l) relaciona la fracción de enzima disociada (XM) con la temperatura 

y sus parametros son: t.Cp, t.Hr •• ti.Gr., R, PI, y To. Esta función fue utilizada para ajustar 

las curvas de desplegamiento medidas por dicrofsmo circular y de ahf obtener los 

parámetros termodinámicos t.Cp, l1Hr0 (figura 12). Se utilizaron los datos de 50 y 300 

µg/ml porque son las concentraciones donde los trazos de dicrofsmo circular tuvieron 

menos ruido. A estas curvas se les hizo un ajuste global con la restricción de ajustar un solo 

l1Hr0 y un solo t.Cp que describiera las dos curvas, se mantuvieron constantes R, ti.Gro, To y 

Pr en el ajuste, los cuales se dieron por conocidos. El t.Cp se ajustó en 4.9 :1:0.213 

kcal·mof 1·K" 1, el cual es un valor muy alto para el rango comúnmente hallado en las 

interacciones protefna-protelna, el llHro fue ajustado en -25.77±3.2 kcal·mof1
• 

Con el t.Cp y el t.Hro ajustados se calcularon el ti.G, t.H y llS de disociación de 

otras temperaturas al.resolver las ecuaciones{I), (S) y (6), estos valores fueron graticados 

en la figura 13, además én la tabla 2 se: muestran Jos valores calculados para algunas 

temperaturas que consideramos imprirt~~tes.:'',- ,- e:>;, 
'-_:-·): .\· ¿~ ~- '-···''' ·::~: -. 

'' ,,', i~~I~ r, ::: ' 

T(º C) T{°K) l:i.Go l1Ho ti.So -Tt.So 

kcal·mof1 kcal·mof1 kcal·mof1•K"1 kcal·mof1 

10• 283.15 11.7 -25.77:1:3.2 -0.13 37.47 

17.62" 290.77 12.2 12.18 o o 
25 298.15 11.74 48.93 0.12 -37.9 

39,07• 312.22 8.36 119.00 0.35 -110.64 

39.84" 312.99 8.08 122.83 0.37 -114.75 

41.54' 314.69 7.43 131.30 0.39 -123.87 

Tabla 2. Valores calculados o expenmcntales para algunas temperaturas. 
• T0, 1empcra1ura de referencia; b 1cmpera1ura de mdxlma estabilidad;' 7ln IS µglml; d Tm SO µg/ml; • Tm 300 
µglml. 

- 30- TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Figura 12 
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Figura 12. La ecuación X,t(T), se ajustó a las curvas de desplcgamicnto por temperatura (lineas continua)a las 
diferentes concentraciones; 300 µg/ml <•J y SO µg/ml (0). 

Figura 13 
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Figura 13. curvas teóricas la entalpla IJ.H0 (1](-). entropfa de disociación y IJ.So(l].(·•••") y IJ.Go(l](-) con 
los valores ajuslndos a las curvas de dcsplegamicnto. 
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Accesibilidad al solvente del confórmero /11 

El proceso de desplegamiento de una protefna se ha comparado con In disolución de 

compuestos· hidrofóbicos en agua (Knuzmnnn, 1959; Lolndze et al., 2001 y 2002 y 

referencias ah{ citadas). Particularmente se ha relacionado el !J.Cp con el área expuesta al 

solvente (ASA) por medio de la ecuación empfrica (Myers et al., 1995): 

!J.Cp = -119 + 0.20 /J.ASA (6) 

en donde /J.ASA representa el cambio de área accesible al solvente en el desplegamiento (en 

este caso disociación). La ecuación (6) contiene un error conceptual porque sugiere que 

existe un cambio en la capacidad calorífica aun cuando no exista cambio en la accesibilidad 

al solvente, sin embargo puede aportar una relación relativamente confiable entre éstos dos 

parámetros por lo menos en el intervalo del !J.Cp ajustado. Más adelante el !J.Cp debe ser 

aproximado con otros modelos. 

Por otra parte se pueden escribir las siguientes ecuaciones para el /J.ASA para el 

modelo N~2M ;::::::2u: 

/J.ASA0 = 2ASA., -ASAN 

/J.ASAy =ASA., -ASA., 

fJ.ASAror = /J.ASA0 + 2/J.ASAu 

(7) 

(8) 

(9) 

donde /J.ASA rores el cambio de accesibilidad entre el estado nativo y desplegado y /J.ASA u 

es el cambio de área accesible entre el intermediario monomérico (M) y el estado 

desplegado (U). Sustituyendo (8) en (7) la expresión queda: 

/J.ASAror =!J.ASA0 +2(ASAy-ASA.,) (10) 

por lo que podemos resolver para ASAM de la siguiente forma: 

1 
ASA,, =ASAy +2(MSA0 -/J.ASAror) 

1 
ASA,, = -(/J.ASA0 +ASAN) 

2 

(11) 

(12) 

De la ecuación (6) se calculó el cambio de accesibilidad al solvente en la 

disociación (!J.ASAo) a partir del !J.Cp ajustado de las curvas de disociación de EhTIM (a 

este lo llamaremos /J.ASAoEXP). Para poder calcular la accesibilidad al solvente del 
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confonncro M (ASAM) necesitamos la accesibilidad del confónnero N como Jo dice la 

ecuación (12), éste último fue calculado de la estructura cristalográfica (PDB: JM6J) como 

se menciona en materiales y métodos. La accesibilidad de U (ASAu) se calculó con el 

método de Creamer-Rose (Creamer et al., 1995 y 1997). 

Por otra parte se calculó otro ó.ASA0 de disociación (al que llamaremos MSAoCRJS) 

a partir de las accesibilidades de N y M provenientes de la estructura cristalográfica (PDB: 

1 M6J), al resolver la ecuación (7) con estos valores. 

La accesibilidad de M se calculó al resolver la ecuación (12) con los dos valores del 

cambio en la accesibilidad al solvente de disociación (MSA 0 CRISY MSA0 EXI). Por lo que se 

obtuvieron dos valores de area accesible al solvente del intermediario monomérico 

(llamados ASA~/XP y ASAMCR/s), los resultados se muestran en la tabla 3. 

Tabla 3 

Confórmcro ASA-.. ·- (A') ASA-" (N) MSA AASA"u·cA•) MSA~u (Á') 
N 19,811 - MSAo 3,167 25,461 
M 11,489 22,636 ó.ASAu 20,121.4 8,975 
u 31,611 - MSArnr 43411 43411 
Tnbln 3. Arca accesible nt solvente (ASA) de tos coníórmero presentes en el plegamiento de EhTIM. 

Los datos mostrados para la accesibilidad del confónnero M muestran que el 

t.ASAoE.YP representa el -60% (ó.ASAoE.YP IMSA rorx 100) del cambio total representado por 

t.ASAror. En el mismo sentido la disociación de EhTIM no es de cuerpo rigido porque el 

aren accesible al solvente del monó mero, calculado con los datos derivados de este trabajo, 

(ASAMEXP ) es el doble de la que se puede calcular de la estructura cristalográfica 

(ASA~,CRls). 

- 33 - '-------·-----



DISCUSIÓN 

Ln cnzimn EhTIM se pliego n trnvés de un lntermedinrio monomérlco 

De los experimentos de dicroísmo circular a diferentes concentraciones de protelna 

se puede observar que EhTIM sigue un modelo de tres estados ( N 2M 2U) en 

el que el intermediario es monomérico. Esto se ha observado para la desnaturalización por 

agentes qulmicos de TlM de otras especies (Nájera et al., 2003, Vázquez-Contreras et al., 

2000). Sin embargo, éste es el primer trabajo en el que se reporta un intermediario 

monomérico para desnaturalización de TIM por temperatura. El desplegamiento térmico de 

la TIM de levadura (Benltez-Cardoza et al., 2001), TIM de humano y las mutantes con baja 

energln de disociación huTIM/Ml4Q y huTIM/R98Q (Mainfroíd et al., 1996), se 

describieron corno un proceso de dos estados ( N 2U ). Esto se puede deber a que el 

desplegnmíento de ScTIM se ve afectada por un proceso de histéresis, es decir que las 

mediciones están fuera del equilibrio (BenltecCardoza et al., 2001), además se ha descrito 

que el desplegarníento de ScTlM por urea se ajusta a un modelo de dos estados sí el 

desplegarniento no ha llegado al equilibrio (VázqueuContreras et al., 2000). Algunas 

evidencias nos hacen pensar que posiblemente el desplegamiento térmico de huTIM 

descrito por Maínfroid y colaboradores (Maínfroid et al., 1996) también está fuera cbl 

equilibrio; por ejemplo en una de las figuras de ese trabajo se demuestra, por crornatografia 

de exclusión molecular, que a 500 µg/rnl las mutantes Ml4Q y R98Q se encuentran 

esencialmente como monórneros, mientras que a la concentración a la que hacen su ensayo 

de desplegarníento térmico ( 10 µg), y con la Kv que reportan para MI 4Q a 25 ºC, se 

predice que la fracción de monórneros en estado nativo es 0.46. Esto indica que si sus 

experimentos de desplegarniento térmico, estuviesen al equilibrio, deberían comenzar con 

la mitad de la enzima disociada. Esto es incongruente con la fuerte dependencia a la 

concentración de proteína en las transiciones que presentan estas mutantes, y además sus 

datos se ajustan a un modelo de dos estados que, corno se ha mencionado, al parecer, 

sucede en condiciones fuera del equilibrio. 
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Otros resultados apoyan nuestra hipótesis de que la primera transición corresponde 

a la disociación de EhTIM y la segunda, muy probablemente, al desplegamiento de los 

monómcros. En la TIM de Leishmania mexicana, también se observaron dos transiciones a 

pH alcalinos en la desnaturalización por GuHCL. Para este caso se demostró que el 

intermediario es monomérico (Lambeir et al., 2000), al comparar el desplegamiento del 

intermediario con una mutante monomérica de TbTIM, llamada monoTIM-SS; en otro 

trabajo se reportó que esta mutante tiene una Tm de 55 ºC (Schliebs et al., 1997), que es 

cercana a la Tm de la segunda transición reportada en este trabajo. 

Interpretación del ó.Cp en In disociación de EhTIM 

El ACp ajustado en este trabajo (4.9 Kcal· mof 1• ºK.1) es alto en comparación con 

los que se han reportado para el desplegamiento de TIM (Mainfroid, et al, l 996; 

!J.Cprot=I.5 Kcal/mol'°K). También es más grande al !J.Cp predicho por la ecuación (6) 

utilizando los valores de área accesible (i.e. una disociación de cuerpo rígido). Si 

resolvemos (6) con ó.ASAoCRIS entonces ACpCRIS=0.395 Kcal· mot 1• ºKº1• Existen tres 

posibles explicaciones para interpretar el alto valor del ACp ajustado a las curvas de 

disociabión de EhTIM: 

l. Puede ser que el supuesto de que la disociación sigue un modelo de dos estado no 

sen del todo correcta. Además en este trabajo se trata independientemente la 

disociación de EhTIM, del plegamiento del monómero, aunque probablemente haya 

una dependencia de ésta con la segunda transición observada (ver figura 3). 

2. Por otra parte se ha propuesto que interacciones iónicas, o incluso el agua, ocultas 

en las intercaras protefna-protefna, pueden provocar un aumento en el ACp (Stites, 

I 997 y referencias ahf citadas). Glu72 es un aminoácido ionizado a pH 8.5, en la 

intercara de EhTIM que podría contribuir a este efecto. Además existe una gran 

cantidad de agua atrapada en la intercara de la TIM que también podría estar 

aumentando el ACp. 

3. Si bien es posible que el !J.Cp haya sido sobreestimado, también hay evidencias a 

favor de que el alto valor de !J.Cp se deba a la exposición de la intercara de EhTIM 
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al solvente • Tomando como cierto el valor de l!.Cp y comparando los valores de la 

tabla 3, se puede ver que la disociación de EhTIM no es de cuerpo rlgido, lo cual no 

es sorprendente ya que hay un cambio considerable en la estructura secundaria 

producido por la disociación de EhTIM (figura 4). Además, en el desplegamiento de 

ScTIM, se ha reportado un intermediario monomérico con el mismo radio de Stocks 

que la enzima nativa, i.e. expandido (Nájera, et al., 2003). En otro reporte se 

encontró un intermediario compacto para el desplegamiento de ScTIM (Morgan, et 

al., 2000), pero a diferencia del de Nájera et al. 2003, no esta al equilibrio. 

El papel de Glu72 en la asociación/disociación de EhTIM 

Se han descrito las razones por las que un glutámico en la posición 65 de TIM de 

Leishmania mexicana (LmTIM) podrla desestabilizar la disociación a pH alcalinos 

(Lambeir et al., 2000). Este residuo forma parte importante de la concavidad hidrofóbica 

que alberga al asa 3 de In otra subunidad en la intercara de la enzima. La mayoría de las 

especies tienen en esa posición un residuo de glutamina. En EhTIM hay un residuo de 

glutámico (Glu72, figura 1), lo que podría explicar la baja energia de disociación 

encontrada en EhTIM a pH 8.5 (ver tabla 4). Experimentos reportados en LmTIM 

(Lambeir et al., 2000; Williams et al., 1999) y la observación ce la estructura de EhTIM 

(PDB 1 M6J}, muestran los siguientes hechos: 

1. En TbTIM y LmTIMIE65Q existe un puente de hidrógeno entre el O de la Ala42 y 

el NE2 de la Gln65, cuya distancia en TbTIM es 2.7 A y en LmTIM/E65Q es 2.9 A; 

en LmTIM y EhTIM esta interacción se ve afectada, en LmTIM la distancia es 3.13 

A, y en EhTIM la distancia entre los átomos equivalente, Gly45 y Glu72, es 3.4 A 
(figura 14). Esta interacción es responsable del aumento de 4 kcal/mol en el l!.Gror 

de plegamiento de LmTIMIE65Q y se ha propuesto que dicha interacción, a pesar 

de ser intracatenaria, no está en el intermediario monomérico (Lambeir et al., 

2000). 
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2. También se ha propuesto que In vecindad de Glu65 en LmTIM es propicia para 

interacciones de puente de hidrógeno; pero Pª1'.1 un residuo de glutamina (Williams 

et al., 1999). 

3. La estabilidad de LmTIM. muestr~"un~ fuerte dependencia con el pH Éste 

fenómeno se atribuye a la (b~iz~~iÓ~:·d~Gl~65 (Lambeir et al,2000). La presencia 

de un intermediario. lllo~oi'n'éri~d en¡EhTIM. resalta In desestabilización a pH 

alcalino, reforzado~or~l"h~~h~"a~.qÜ;jd Tm de disociación, a pH 8.5, es -40 ºC y 

n pH 7.4 es de :-55_;,C (¿nd~· ei ~Í.; i,991) .. 

Ta!Ílá4. 

Especie 
huTIM 
EhTIM 
ScTIM 

rTIM 
Tnbtn 4. AG0 a 25 • para d1fercn1es especies de TIM 
'(Mninfroid et al, t 996) 
"<Nújcrn et ul,2003) 
«Lofis et al.,et al., t 990) 
"<Riclvcld et al, t998) 

Colapso y plegamiento de EhTIM 

. 

liGo kcnUmol 
14.3ª 
11.74 

16.8 a 18.43° 
19.11a21.83° 

14.61" 

Dado que nuestra intención es hacer inferencias sobre el proceso de plegamiento de 

EhTIM, en esta sección hablaremos en sentido del plegamiento, es decir: 

2U~2M~N 

Tanto glutámico como glutamina son considerados aminoácidos polares y el sentido 

común nos hace pensar que su ocultamiento en una cavidad hidrofóbica deberla 

considerarse desfavorable, pero se ha demostrado que el ocultamiento de residuos polares 

es equivalente al ocultamiento de aminoácidos hidrofóbicos del mismo tamaño si éste 

aminoácido polar logra una interacción de puente de hidrógeno en el interior ( i.e deja de ser 

tan desfavorable) (Loladze et al, 2002). Este es el caso de Gln65 de TbTIM y 
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LmTlM/E6SQ y no es nsl para Glu6S de LmTIM y Glu72_ de EhTIM ya que esta 

interacción está afectada en el estado nativo de las dos últimas enzimas. 

2U 

LmTI1"1/E65Q 

~ 

~ 

FÍgura 14 

EhTIM 

~ 

~ 

Figura 14. Modelo de plegamiento de EhTlM. La interacción O(Gly4S}OE2(Glu72) se ve afectada en el 
estado N en comparación a otras TlM, lo que sugiere que esta interacción es desfavorable y disminuye la 
encrgla de asociación. 

De acuerdo a los datos expuestos y referidos podemos proponer el siguiente 

esquema de asociación para In TIM: 

El confónnero U se pliega hasta que se fonna un intermediario monomérico M. El 

intermediario monomérico es una especie con un 60-70% de área expuesta como lo indica 

el ó.Cp aunque con considerable estructura secundaria como lo muestran los espectros de 

dicrofsmo circular (figura 4). En este intennediario expandido, en EhTIM, no existe la 

interacción O(Ala42)-NE2(gln6S) o su equivalente en otras TIM. Al asociarse este 

intennediario se ocultarla esta glutamina de la interfase y este ocultamiento no sería tan 

desfavorable porque logra hacer un puente de hidrógeno, esto es imposible en EhTIM 
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porque Glu72 no puede interaccionar con el O de la Gly45, convirtiéndose asl en una 

interacción más desfavorable. Al pH en el que están hechos los experimentos de este 

trabajo el efecto desfavorable de Glu72 es coadyuvado por su ionización. El hecho de que 

el monómero sea una especie expandida sugiere que la asociación de los monómeros es 

esencial para que ambas cadenas polipeptldicas completen su plegamiento hasta el estado 

N. Lo que sugieren los datos hasta ahora reportados es la importancia del asa 3 en el 

plegamiento de la TlM, ya que el asa 3 podría estar proporcionando a la otra subunidad los 

contactos necesarios para que se lleve a cabo una especie de acomodamiento inducido 

(Shakhnovich, 1999) que la lleve al estado nativo y complete el plegamiento de los 

monómeros. 

- 39-

1ISIB CON 
FA!LLA DE ORIGEN 



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Evolución y dlmerlzaclón 

La dimerización para la TIM es un evento clave que permite 1) el plegamiento 

completo de los monómeros hasta el estado nativo y 2) el correcto acomodamiento del sitio 

activo (Schliebs et al, 1997). Las razones por las cuales la TIM ha evolucionado hacia 

dímero, apuntan hacia razones funcionales (Nájera et al, 2003) y no de estabilidad como se 

habla mencionado (Mainfroid el al, 1996). En un intento por revivir la teoría de la 

recapitulación de Haeckel, se ha propuesto que la ruta de plegamiento de oligómeros 

recapitula su historia de dimerización (D'nlessio, 1999). Esto significa, que para el caso de 

dímeros que se pliegan en dos pasos, la dimerización sucedió tempranamente en la 

evolución debido quizá a una baja estabilidad inicial, as! mismo, en los dímeros que se 

pliegan en tres estados la dimerización fue un evento ulterior a la evolución y a la 

estabilización de los monómeros. El dilema que surge al analizar estos datos es sí el 

plegamiento de Jos monómeros fue un evento evolutivamente concomitante a la 

dimerización o posterior. Lo más razonable sería pensar que en un principio de la evolución 

la TIM era una enzima monomérica con muy poca actividad, tal vez como la RE-TIM 

(Schliebs et al, 1997) y que el evento de dimerización (y/o tetramerización) dio una ventaja 

funcional muy notable, después la evolución se enfocó al mejoramiento de energía de 

asociación a expensas del mecanismo de plegamiento del monómero. 

Histércsis, asociación y plegamiento 

Se ha observado histéresis en la disociación y plegamiento de 111rias especies de 

TIM (Nájera et al, 2003; Benitez,.Cardoza et al, 2001, Rietveld el al, 1996). Éste fenómeno 

puede ser provocado por la alta energía de activación para la disociación de TIM (Rietveld 

et al, 1996; Nájera et al, 2003). En la disociación de EhTIM prácticamente no se observa 

histéresis. Tal vez la inestabilidad provocada por el Glu72 nos este indicando que las 

interacciones hidrofóbicas cercanas a ese residuo provoquen histéresis en las enzimas en 

-40- TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



donde hay glutamina. En este sentido serla interesante comprobar esto a través de mutación 

dirigida en las especies cuyo desplegamiento esta cinéticamente controlado como ScTIM. 

EhTIM, un modelo para las Interacciones protelnn-protelnn entre oligómeros 

EhTIM es una enzima que puede dar luz sobre las interacciones intercatenarias en 

los oligómeros ya que, a diferencia de otras especies de TIM, es reversible y su disociación 

se puede estudiar al equilibrio. Otra ventaja que presenta es la estabilización de especies 

monoméricas, ya sea por modificación qulmica (Rodr!guez-Romero et al, 2002) o por 

temperatura como las que se muestran en el presente trabajo. Bajo esta perspectiva la 

substitución natural Q72E en EhTIM si bien podr!a representar una desventaja para la 

enzima, conviene para el estudio de la asociación de protelnas, en espec!fico de la TIM. 

Por otra parte, la evaluación de parámetros termodinámicos precisos es necesaria 

para lograr la descripción de la disociación de EhTIM. Bajo esta perspectiva el ACp debe 

evaluarse por otros métodos, como calorimetría diferencial de barrido o calorimetria 

isotérmica de titulación. También se debe comprobar con otras técnicas espectroscópicas, 

como fluorescencia intrínseca, el supuesto de que la disociación de EhTIM se da en un 

único paso. 
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