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RESUMEN

El plegamiento andmalo de las proteinas y los estados de enfermedad a los
que conduce, son hoy en dia objeto de investigaciones intensivas para conocer
que lo provoca e intentar dar algunas soluciones o frenar las consecuencias
resultantes. La triosafosfato isomerasa de humano (hTPI) es una importante
proteina homodimérica, presente en la via glucolitica, su deficiencia o alteracion
ha supuesto una relacion con enfermedades neurodegenerativas. Recientes
investigaciones muestran que tanto la proteina mal plegada como sus mutaciones
pueden ser puntos clave en dichas enfermedades, aunque es necesario hacer
mas investigaciones para respaldar esta informacion. Para profundizar en este
tema, se caracterizé cinéticamente y espectrofotométricamente a la enzima hTPI
en presencia de cloruro de guanidina (GuHCI) y urea. El desplegamiento y
replegamiento de esta enzima no fueron coincidentes después de tiempos de
equilibrio “convencionales”, este fue alcanzado en el sentido de la renaturalizacion;
en el cual, se observo la existencia de un intermediario monomeérico activo; la
enzima recupera casi completamente su actividad al renaturalizarse, el
intermediario presenta caracteristicas espectroscopicas mas semejantes al estado
desnaturalizado. Se evaluaron los cambios en energia de Gibbs para las
transiciones observadas en los dos desnaturalizantes, de los ajustes hechos, la
alternativa mas favorable fue la que incluyé todos los datos de ambos

desnaturalizantes, ajustados a un modelo de tres estados, y los AG obtenidos

fueron AG, = -2.65 % 0.29 kcal mol”, AG?, =-21.90 + 1.86 kcal mol” y un AG. =

pleg asoc
-27.20 kcal mol'. Es necesario estudiar mas a fondo las caracteristicas
estructurales y el estado de asociacion de la hTPI en diferentes condiciones y con

otras técnicas a fin de caracterizar el intermediario.
Palabras clave: proteinas, plegamiento, asociacion, desplegamiento,

triosafosfato isomerasa de humano, caracterizacion termodinamica, enfermedades

del plegamiento.
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ABSTRACT

Nowadays, protein misfolding and the pathological conditions that this provokes
has been subject of intensive studies. This may help to understand and find
solutions of neurodegenerative diseases. Some of these disorders in humans are
related to the misfolding or point mutations in the homodimeric glycolytic enzyme
triosephosphate isomerase. In order to obtain more information about this, we
made a kinetic and spectroscopic characterization of triosephosphate isomerase
from human (hTPI), in the presence of guanidine hydrochloride (GuHCI) and urea.
The results indicated that after a “standard equilibrium time” the unfolding and
refolding of the enzyme was a hysteretic process and that the activity was almost
completely recovered. An active monomeric intermediate was found in the
renaturation pathway, where the equilibrium was reached. This intermediate

presented spectroscopic characteristics similar to that of the unfolding state. The

Gibbs energy changes obtained for folding and association were AG, = -2.65 +

0.29 kcal mol”, AG’_ = -21.90 + 1.86 kcal mol" and AG? = -27.20 kcal mol™

assoc tot
respectively. The present work is very transcendent because there is not an active

monomeric intermediate of hTPI reported before.

Key words: protein folding, triosephosphate isomerase from human,

thermodynamic characterization, misfolding disease.
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MARCO TEORICO

PROTEINAS

La palabra Proteina, del griego “proteios” que significa “primordial” o “primer
lugar” fue sugerida por Berzelius para llamar asi al material que describiera el
quimico holandés Mulder en 1838 como “sustancia compleja”; en cuya
composicion intervenia el nitrégeno y que era sin duda, la mas importante de
todas las sustancias conocidas en el “reino organico” sin la cual no parecia posible
la vida sobre nuestro planeta (1). Aunque no son las mas importantes son
esenciales, pues las proteinas constituyen uno de los nutrimentos de mayor

trascendencia en los seres vivos.

Muchas de las caracteristicas que distinguen a los organismos vivos estan
mediadas por proteinas. Por ejemplo, los acidos nucleicos, ademas de ser
esenciales para la vida, codifican la informacion genética, y la expresion de esta
informaciéon depende completamente de proteina. Recientemente se han
descubierto moléculas de RNA con actividad catalitica llamadas ribozimas pero no

son consideradas proteinas (2).

Una clasificacion general para las proteinas las divide en: proteinas
globulares y proteinas fibrosas., Las primeras son de forma esférica, contienen en
su estructura hélices a y hebras 3 ademas de estructuras no repetitivas (asas y
giros), las cuales les proporcionan disefios compactos con funciones particulares,
son solubles en agua y algunos ejemplos son: la insulina, albumina, globulinas
plasmaticas y numerosas enzimas. Las proteinas fibrosas son de forma alargada,
su armazon es una repeticion de elementos de estructura secundaria (hélices a y
hebras B) lo cual le confieren la forma de fibras cilindricas observables al
microscopio, son de baja solubilidad en agua, resistentes a la traccion; dentro de

éstas se encuentran la queratina, miosina, colageno y fibrina (1, 3).
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Las proteinas almacenan y transportan una variedad de particulas desde
macromoléculas hasta electrones. Guian la circulacion de electrones en el proceso
vital de la fotosintesis. Como hormonas, transmiten informacién entre células
especificas y 6rganos en organismos complejos. Algunas proteinas controlan el
paso de moléculas a través de las membranas que compartamentalizan células y
organelos. Actuan en el sistema inmune de organismos complejos defendiéndolo
contra “intrusos” (los mas conocidos son los anticuerpos). Ademas del control de
las proteinas en la expresion genética por unidon a secuencias especificas de
acidos nucleicos, cerrando y abriendo genes. Las proteinas son los componentes
cruciales para la conversién de energia quimica en energia mecanica en musculo
y otros sistemas. También son necesarias para la vista, oido y los otros sentidos
(1).

Las funciones desempefiadas por las proteinas determinan en gran parte la
actividad metabdlica y morfolégica de los seres vivos. De acuerdo a su funcion
pueden agruparse en dos clases: estructurales y dinamicas. Dentro de las
primeras podemos mencionar la estructural, el soporte de tejidos y los procesos
contractiles. En cuanto a las segundas, el paso de solutos a través de una
membrana, establecer comunicacion entre los distintos componentes de una
célula, catalizar reacciones con mecanismos quimicos diferentes, entre muchas
otras de igual importancia (3). De las funciones dinamicas, la mas importante es la
funcion catalitica, la cual se lleva a cabo a través de enzimas, casi todas ellas de
naturaleza proteica y que participan en la mayor parte de las reacciones quimicas.

A pesar de esta diversidad de funciones bioldgicas, las proteinas son un
tipo de moléculas relativamente homogénea. Todas tienen el mismo tipo de
polimero lineal, construido por varias combinaciones de los mismos 20
aminodacidos. Difieren solo en la secuencia en la cual estdn ensamblados los
aminoacidos en las cadenas poliméricas. El secreto de su diversidad funcional
reside parcialmente en la diversidad quimica de los aminoacidos, pero
principalmente en la diversidad de las estructuras tridimensionales que los bloques
construidos pueden formar simplemente por estar unidos en diferentes

secuencias. Las asombrosas propiedades de las proteinas solo pueden ser
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entendidas en términos de su relacion con las estructuras tridimensionales de las
mismas.

Las formas de vida hacen uso de diferentes reacciones quimicas para
suministrarse a si mismas continuamente con energia quimica y usarla
eficientemente, pero estas reacciones no pueden ocurrir por si solas con suficiente
rapidez bajo condiciones fisioldgicas (soluciones acuosas, 37 °C, pH 7, presion
atmosférica) para mantener la vida. Las velocidades de estas reacciones se ven
incrementadas, en gran magnitud, en los organismos por la presencia de las
enzimas, las cuales también son proteinas. Uno de los principales objetivos de la
bioquimica es estudiar el papel que juegan las enzimas en los sistemas vivientes
(1).

La capacidad de reconocimiento de las proteinas es muy importante en el
estudio de las mismas, pues son capaces de reconocer determinado tipo de
moléculas que seran objeto de su actividad. Este sitio de reconocimiento se debe
a la presencia en la proteina de una estructura complementaria a la molécula
(Ilamese sustrato, hormona, antigeno, etc.) que permite a la proteina (sea enzima,
anticuerpo, receptor membranal) reconocer a la molécula en cuestion y asociarse
con ella en forma especifica. Emil Fisher propuso en 1894 una analogia similar a
la que existe entre llave y cerradura para explicar este fendmeno. Un modelo
secuencial fue propuesto por Daniel Koshland en 1958: el modelo del ajuste
inducido. Este postula que la union del sustrato induce un cambio en la
conformacion en una subunidad individual (4). Un buen ejemplo de este ajuste
inducido es el observado con la enzima hexocinasa; que cataliza la fosforilacion de
la glucosa en el primer paso de la glucdlisis (Figura 1). Cuando la glucosa se une
a la enzima, hace que dos dominios de ésta se plieguen uno hacia el otro, con lo

que se cierra la hendidura del lugar de unioén alrededor del sustrato (5).
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D- glucosa

k) Después de la union de

a) Antes de la unidn
la gluocosa

de la glucosa

Figura 1. Cambio conformacional inducido en la hexocinasa. La unién de la glucosa a la

hexocinasa induce un cambio conformacional importante en la enzima.

La importancia que tiene el estudio de las enzimas es cada vez mayor. Las
implicaciones que tienen estas en el origen, diagnostico, tratamiento y prevencion
de enfermedades son multiples. Muchas enfermedades se deben a la carencia o
anormalidad en la sintesis de una determinada enzima (galactosemia,
fenilcetonuria, albinismo, pentosuria esencial, Alzheimer, Parkinson, etc.). Estos
errores estan codificados en el genoma y se denominan: “errores innatos del
metabolismo”, “enfermedades hereditarias” o “enfermedades bioquimicas”. El
diagnodstico de muchas enfermedades se puede realizar con bastante precision
determinando la actividad de ciertas enzimas o isoenzimas que son indicadores de
la destruccion tisular de o6rganos especificos. Estas determinaciones son tan
importantes que han dado lugar a la enzimologia clinica como una nueva
especialidad., Esta es un area de la medicina que utiliza las enzimas como

auxiliares diagnosticos (1).
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PLEGAMIENTO Y ORIGEN DE LA ASOCIACION

Una vez que la proteina ha sido sintetizada en el ribosoma, podra ejercer su
funcion bioldgica solo si es capaz de adoptar su estado nativo o plegado (N). El
cual consiste en una conformacion definida, especifica y relativamente estable, es
decir de minima energia (6) a partir de un conjunto de muchas conformaciones
agilmente interconvertibles que no presentan interacciones intramoleculares bien
establecidas (estado desnaturalizado, D). El proceso o reaccion de conversion de
D a N se denomina plegamiento, y el proceso contrario desnaturalizacion o

desplegamiento (7).

Estado natreo; actrddad
96 catalitica

it dicidn de urea v
mercaptoetanol

72 Estado desnaturalizadn,

nactmo,
Fuentes disulfuro
rednecidos
eliminacidn de
urea ¥
mercaptoetanol
Estado natfvio

cataliticamente actro
26 Puentes disulfurn

renrgarizados

correctarnente

Figura 2. Proceso de desplegamiento y replegamiento de la Ribonucleasa. Modificado de

Leningher (4).
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Las conformaciones nativas de la mayor parte de las proteinas estan
estabilizadas principalmente por interacciones no covalentes. Por lo que su
plegamiento puede ser alterado por factores como temperatura, cambios en el pH,
presion o presencia de solventes organicos como el cloruro de guanidina (GuHCI)
y la urea; dichos factores intervienen debilitando las interacciones. Las proteinas
pueden ser desplegadas o replegadas in vitro con ayuda de estos factores. El
cambio que se manifiesta en las condiciones de la disolucién debido a la adicién
de estos desnaturalizantes es el que desencadenara la reaccion de
desplegamiento o replegamiento segun sea el caso, este evento se puede
presentar en una o varias etapas. La constante de velocidad de la reaccion esta
directamente relacionada a la concentracion de desnaturalizante, es decir, si la
concentracion de desnaturalizante aumenta, la velocidad de reaccion sera mayor y
a la inversa si se trata del fendbmeno de renaturalizacion. El efecto de los agentes
caotropicos es solvatar las cadenas laterales mas hidréfobas con mayor facilidad,
pues de acuerdo a la teoria de los polimeros, los desnaturalizantes convierten la
solucion acuosa en un buen disolvente para las proteinas (7). Estudios previos
muestran que en el caso de la desnaturalizacion por cosolventes el
desplegamiento esta directamente relacionado a la union de moléculas
desnaturalizantes a grupos particulares de proteinas; los cuales son llamados
residuos hidrofobicos en el caso de los alcoholes y enlaces peptidicos en el caso
de GuHCl y urea (8).

Cuando existe una alteraciéon en la proteina que perturba su conformacion
nativa; este cambio provoca la modificacion o desaparicion de sus funciones. Al
producirse esta desnaturalizacion se puede llegar a perder su estructura
cuaternaria, terciaria y/o secundaria, conservandose la primaria (1).

Algunas proteinas, no solo presentan el estado nativo y el desplegado, sino
que muestran estados parcialmente plegados conocidos como intermediarios. Las
proteinas en el estado nativo normalmente no se agregan aunque la concentracion
de proteinas en el citoplasma sea elevada, se ha observado que esto es debido a

la especificidad que presentan las proteinas, no obstante, también se ha
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propuesto la existencia de chaperonas que impiden la agregacion o mal
plegamiento de las proteinas (9).

Por otra parte, se ha observado que el estado desnaturalizado tiene una
vida media muy corta. En este sentido, diversas evidencias sugieren que la
agregacion se presenta por la asociacion especifica de estados no nativos (10,
11). Existen mutaciones puntuales en la proteina que provocan su agregacion. En
términos fisicoquimicos, estas mutaciones alteran la estabilidad o la velocidad de

interconversion entre la forma nativa y la forma fibrilar.

DESORDENES CONFORMACIONALES DE LAS PROTEINAS (DCP)

Las investigaciones hechas en afos recientes muestran que existen
“‘defectos” o pasos intermedios anormales en las rutas de plegamiento y
desplegamiento Lo cual sugiere que existen factores o intermediarios que estan
alterando la via normal de plegamiento. Cuando esto ocurre, las proteinas cuya
conformacion nativa es globular resultan en estados agregados en forma de
fibrillas o placas. Se ha encontrado que estas patologias pueden tener un origen
genético, esporadico o infeccioso. Aunque aun no se ha podido explicar del todo
que lo determina y como actua esta alteracion (7).

Algunas enfermedades del plegamiento anémalo son causadas por un
cambio conformacional acoplado a la agregacién de proteinas mal plegadas en el
interior y/o exterior de la célula, mas alla de la influencia de los sistemas
intracelulares de “control de calidad” (9). Algunas de estas anormalidades se han
asociado a factores genéticos (12).

La mejor representacion de estos desordenes es la amiloidosis, proceso por
medio del cual una parte del péptido B-amiloide (AB) (residuos 40 a 43) se agrega
en forma de fibras insolubles. La agregacion de proteinas en el espacio intra o
extracelular esta asociada a la aparicidon de una funcion toxica (13). Esta se
caracteriza por el depodsito de proteinas mal plegadas, agregadas y/o

ubiquitinadas o sus fragmentos en 6rganos como cerebro, bazo, riidn e higado.
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Estos eventos estan intimamente asociados con la neurodegeneracién. La
acumulacion de los agregados amiloides no es reversible y se asocia con la
disfuncion del (los) 6érgano(s) afectado(s). La muerte de los pacientes llega en un
periodo variable posterior a la aparicion de los sintomas. Dentro de estas
patologias se encuentran la enfermedad del Alzheimer (EA), Parkinson y otros
males debilitantes del adulto mayor; la fibrosis quistica y otras enfermedades
fulminantes de la nifiez.

En el caso de la EA (tipo de demencia senil mas comun) se ha estimado
que el 10% de la poblacion que rebasa los 65 afios de edad la padece. Esta
enfermedad ha sido largamente asociada con la acumulacion de “placas”
amiloides insolubles en el cerebro. Las lesiones observadas en el Alzheimer son
‘mezclas” neurofibrilares intracelulares que contienen la proteina Tau y placas
extracelulares que contienen péptidos 3-amiloides (14).

Muchas otras enfermedades neurodegenerativas han sido asociadas a
agregaciones de proteinas especificas o péptidos en varias partes del cerebro.
Dentro de estas se encuentran la a-sinucleina en la enfermedad de Huntington, los
priones en la encefalopatia espongiforme vy la transtirretina (TTR) en la amiloidosis
transtirretinal. Algunos otros males no neurodegenerativos relacionados a la
madurez y vejez se han asociado a este tipo de agregacion en otras partes del
cuerpo. Tal es el caso de la Diabetes tipo Il, con el péptido conocido como amilina,
que se agrega en forma de fibras en las células del pancreas (15).

Investigaciones recientes demuestran que algunas enzimas glucoliticas se
asocian con proteinas aberrantes; por ejemplo la fosfofructocinasa se une a
fragmentos B-amiloides (16) o la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa se
asocia a la proteina huntingtina mutante. Recientemente, se estudio la asociacion
entre la triosafosfato isomerasa de humano (hTPI) silvestre y mutada con la
membrana de los eritrocitos y los microtubulos (estos ultimos constituyen el
componente principal del axén de las neuronas), observando que tanto la hTPI
silvestre como la proteina mutada muestran una capacidad de asociacién muy
similar con los microtubulos (17). En otras investigaciones se ha estudiado la

inactivacion por temperatura de la enzima silvestre y una de las mutantes. Se ha
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observado que la enzima mutante tiene una estabilidad menor por calor que la
enzima silvestre por lo que se ha sugerido que las hTPls mutantes son mas

termolabiles (18).

TRIOSAFOSFATO ISOMERASA

La enzima triosafosfato isomerasa (TPI) (D-gliceraldehido-3-fosfato ceto-
isomerasa E.C. 5.3.1.1) es una proteina homodimérica, de cadenas de 27 kDa,
soluble, cataliza la interconversion de gliceraldehido 3-fosfato (G3P) vy
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en la via glucolitica con alta eficiencia catalitica
(por un factor de 10'°). La interconversion favorece la formacion de DHAP 20:1. Ya
que solo el G3P continua en la via glucolitica, esta enzima asegura la sintesis neta
de ATP en la oxidacion de la glucosa hasta piruvato. El mecanismo catalitico se
conoce con gran detalle (19). La TPl es una enzima que garantiza la “economia
celular”, esta altamente conservada, se expresa en todos los tipos de células que
se han estudiado y juega un papel esencial en la glucdlisis, gluconeogénesis,
sintesis de acidos grasos y la via de las pentosas fosfato (20). Es una enzima muy
eficiente, la velocidad con que cataliza la isomerizacién del G3P es entre 10% y 10°
veces mayor que en ausencia de ésta. La relacion kcat/ K, para el sustrato es de
108 M s; este valor es comparable al calculado (10® — 10" M™ s™) para
reacciones bimoleculares en solucién controladas por difusion. El perfil de energia
libre de la reaccidn catalizada por la TPI, muestra que el estado de transicion mas
alto es la union del G3P a la enzima (19). Gracias al estudio de los parametros
cataliticos de la TPI variando la viscosidad del solvente (21) se ha confirmado que
la union de del G3P a la enzima, esta limitada por la frecuencia de encuentros
entre las dos especies; por lo tanto, los ajustes conformacionales que la proteina
desarrolla con el solvente en la catalisis o los rearreglos quimicos entre el sustrato
y la enzima son mas rapidos. Debido a esto, la TPl es un catalizador “perfecto”,
cualquier aumento en la velocidad de los pasos cataliticos no tendria efecto en la

velocidad de la reaccion (19).
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La estructura secundaria de la TPI esta formada por ocho hebras  que
alternan con una (o dos) a hélice (s). La cadena polipeptidica se pliega de tal
manera que las ocho hebras forman una hoja B paralela central semejando un
barril. El sitio activo se encuentra en uno de los extremos del barril de la cavidad

formada por las asas contiguas a las hebras 3 (22).

Figura 3. Estructura cristalografica de la hTPI. Representacion de los 2 mondmeros de la hTPI. Las

hélices a estan representadas por espirales, las hebras 3 se muestran como flechas.

La Glucdlisis es la via metabdlica mas importante para los organismos.
Proporciona energia y productos intermedios para otras vias metabdlicas. Para
muchos tejidos es una via de produccion de energia de “urgencia” cuando el
oxigeno es el factor limitante. Consta de una secuencia de 10 reacciones que
rompen una molécula de glucosa (seis carbonos) en dos moléculas de piruvato de
tres carbonos, con la generacion neta de dos moléculas de ATP y NADH. Por lo
tanto, la glucdlisis, a diferencia de otras vias puede producir ATP tanto en
condiciones aerobias como anaerobias. Se divide en dos fases, la primera es la
fase preparativa (reacciones 1-5) y la segunda es la de generacion de energia
(reacciones 6-10) (23). La TPI interviene en la reaccion 5, en la interconversion de
gliceraldehido 3-fosfato (G3P) y dihidroxiacetona fosfato (DHAP) como se

menciond anteriormente (4, 5).
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La enzima glucolitica hTPI es codificada por un solo gen, TPI1, localizado
en 12p13. Se ha reportado la secuencia de aminoacidos de TPl de mas de 200
especies. Diecinueve diferentes especies, tanto silvestres como mutantes han sido
descritas hasta ahora, con su estructura tridimensional a alta resolucion (24). Los
parametros cinéticos de la TPI de diferentes especies se muestran semejantes
entre si. Por ejemplo la hTPI y la de levadura, tienen una estructura muy parecida
(Figura 4). En algunas otras, a pesar de que sus propiedades fisicoquimicas y
estructurales son diferentes, sus caracteristicas cinéticas son muy similares, por
ejemplo: la TPI de pollo y la de Trypanosoma brucei tienen parametros cinéticos
casi idénticos aunque difieren en casi un 50% en los aminoacidos, (25).

Cada mondémero de la TPl cuenta con un sitio activo y funciona
independientemente del otro, hasta ahora no se han descrito cofactores o
reguladores alostéricos, ni se ha mostrado cooperatividad entre las subunidades
(26). Se ha sugerido que la conexién de las subunidades induce la maxima
estabilidad conformacional, pues los mondmeros de la TPl por si solos son
inestables (27).

Por otra parte, de acuerdo con la explicacion “estructura-estabilidad”, se ha
considerado que la dimerizacidn es necesaria para perfeccionar la geometria
espacial del sitio activo (28). Para proteinas como la TPI, una ventaja que puede
resultar de adoptar una estructura permanentemente plegada (mas que
experimentando ciclos de disociacién/asociacidon) es un incremento en la
resistencia a modificaciones quimicas tales como oxidacion de tiol, desaminacion
o digestién proteolitica. Las conformaciones desplegadas o sin estructura son en
general mas vulnerables a estas modificaciones covalentes. De hecho la marcada
resistencia de la TPl contra la oxidacion y la protedlisis esta directamente

relacionada con el mantenimiento de su estructura nativa dimérica (29).
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Figura 4. Sobreposicion del monémero de las estructuras de TPl de humano (gris oscuro) y

levadura (gris claro).

Se han hecho experimentos de desnaturalizacion (N—D) Yy
renaturalizacion (p——N) por presion hidrostatica en la TPl de conejo y por
agentes desnaturalizantes (fisicos como temperatura, y quimicos como GuHCI y
urea) en la TPI de levadura. En estos estudios se encontrd histéresis cinética (30,
31, 32). A pesar de esto, los trabajos en los que se ha calculado la estabilidad de
la TPI de diferentes fuentes s6lo han empleando experimentos N—p (33-36). Sin
embargo, en los experimentos realizados hasta ahora, no se ha reportado la
presencia de intermediarios en la desnaturalizacién de la hTPI silvestre y se

propone un modelo de dos estados N——D, donde N es el dimero nativo y D es

el mondmero desnaturalizado (27), Por otro lado, existe evidencia de que este

modelo puede no estar al equilibrio y por tanto, no sea el correcto (32).

La deficiencia genética de la hTPI es un defecto recesivo autosdémico, en
ausencia de consanguinidad. Los pacientes clinicamente afectados tienen
usualmente 2 genes mutantes defectuosos en su composicion, dando por
resultado una actividad de TPl menor al 20% de lo normal. La anormalidad
metabdlica muestra un aumento de 20 a 60 veces mas DHAP que G3P (37, 38).

Las manifestaciones clinicas mas importantes son la anemia hemolitica cronica y
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muerte temprana antes de los 6 afios de edad. Infecciones y complicaciones
cardiacas han sido notadas en la minoria de los casos afectados. Los miembros
de familia con un gen defectuoso y una actividad de hTPI aproximada del 50% son

completamente normales (20).

La deficiencia heredada de la hTPI es caracterizada por una acumulacion
de DHAP y una actividad enzimatica marcadamente reducida en células y tejidos.
Un aumento de la formacion de metilglioxal podria incrementar el flujo metabdlico
a través de la via de glioxalato dando por resultado una disfuncién neuromuscular
usualmente fatal. En todos los individuos afectados la reduccion de la actividad de
la enzima esta directamente relacionada a mutaciones en el gen que codifica para
la hTPI (39). La microcompartamentalizacion de la hTPI puede disminuir aun mas
la ya reducida actividad de la isomerasa en las células deficientes. Ademas es

responsable de los altos niveles de DHAP presentes en esta enzimopatia (38).

Para determinar las bases moleculares de este desorden, un alelo de hTPI
de 2 pacientes homocigoticos independientes para la deficiencia de hTPI fueron
comparados con un alelo de un individuo normal. Cada secuencia asociada a la
enfermedad guarda una transversidon en el codon y especifica una proteina
estructuralmente danada en la cual un residuo de glutamato 104 es remplazado
por un residuo de aspartato. La importancia del glutamato 104 para la estructura y
funcion de la enzima consiste en que es un aminoacido altamente conservado en
las TPl de todas las especies que han sido caracterizadas a la fecha. La
sustitucion de glutamato por aspartato da como resultado una enzima termolabil.
Pacientes con varias mutaciones heredadas han sido identificados y todos (uno

homocigoto y diferentes heterocigotos) llevan la mutacién Glu 104 Asp (18).

A la fecha se han reportado varias mutaciones en la enzima (37), dentro de
las cuales se encuentran la mutacion del Glu 104 por Asp. Esta mutacion
aparentemente le confiere termolabilidad (18). Las mutaciones Gly 122 por Arg y

Phe 240 por Leu hacen enzimas termolabiles, pero esta variabilidad en la
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estabilidad de la enzima no se presenta con otros desnaturalizantes. La sustitucion
del aminoacido Gly por Arg no involucra residuos del sitio activo y no altera en

forma perceptible las propiedades cinéticas de la enzima (40).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio cinético y termodinamico del evento de plegamiento y asociacion
en las proteinas se ha estudiado desde hace algun tiempo. Sin embargo, la
informacién recabada hasta la fecha no es suficiente para comprender
enteramente el porque las proteinas no siguen un patron de plegamiento. En
muchas ocasiones presentan estados intermediarios, los cuales presumiblemente
influyen en su agregacion o mal plegamiento.

La TPI es una de las enzimas mas importantes de la via glucolitica y esta
via metabdlica resulta imprescindible para el buen funcionamiento vy
mantenimiento de la vida (4). Es de gran importancia estudiar las caracteristicas
termodinamicas de la hTPI, puesto que si ésta no realiza sus funciones
adecuadamente, no se produce eficazmente o no se encuentra presente, puede
alterar gravemente el proceso de la glucdlisis y por tanto dafiar funciones vitales
del organismo.

Debido a que la TPI se ha encontrado en todos los organismos en los que
se ha estudiado (20) y con informacion de que la mutacion de un solo aminoacido
provoca desoérdenes conformacionales en la proteina, que a su vez conducen a
estados patologicos en los humanos, resulta imprescindible conocer la estabilidad
termodinamica en la hTPI silvestre, como en la enzima mutada; ademas de la
caracterizacion de sus parametros cinéticos para asi intentar esclarecer el
panorama que ofrecen las reacciones de plegamiento y asociacion, asi como el
plegamiento anémalo de esta proteina. Es de vital importancia ahondar en la
energética de los intermediarios (a la fecha, poco explorada), ya que pueden ser
determinantes en los procesos indeseados de inactivacién de proteinas in vitro e

in vivo.
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JUSTIFICACION

La glucolisis es la principal ruta para el metabolismo de la glucosa, y
conduce a la produccion de energia en forma de ATP (4). También es la via
principal para el metabolismo de los otros azucares simples de la dieta, fructosa y
galactosa (5). Sin embargo, existen algunas enfermedades que hacen que las
enzimas de la ruta glucolitica presenten una actividad deficiente. Manifestandose
anomalias como las anemias hemoliticas o las enfermedades neurodegenerativas.
La TPI (presente en esta via metabdlica) es una de las enzimas que resulta
afectada en este tipo de patologias, y estudiar sus parametros cinéticos y
termodinamicos resulta trascendental.

Comprender el plegamiento de las proteinas ha supuesto un enorme
esfuerzo cientifico en las ultimas décadas. Pero este problema no se puede
resolver simplemente caracterizando macroscopicamente las estructuras de los
estados conformacionales mas o menos estables que se encuentren a lo largo de
la reaccidon. La solucion requiere la definicion y estudio de transformaciones
estructurales que transcurren en menos de un milisegundo y que implican
interacciones y conformaciones alternativas que no pueden ignorarse o aislarse.

Ationu y col. en 1997 (39), con un modelo de células mutadas llamadas
K562, confirman la existencia de un mecanismo del transporte que permita la
transferencia de las TPIs activas de las células K562 a las células deficientes. Lo
anterior puede tener implicaciones importantes para el desarrollo de diversos
avances terapéuticos para la deficiencia de la TPl y otros desdrdenes metabdlicos
de la glucdlisis. Sin embargo, los resultados clinicos y experimentales recientes
obtenidos de estudios hechos con el componente heterocigoto de dos hermanos
hangaros, indican que las mutaciones por si solas no son suficientes para explicar
la extrema variabilidad de las enfermedades neurodegenerativas. Es necesario
realizar investigaciones adicionales de la dindmica conformacional de proteinas y
su relacién con el plegamiento y las interacciones proteina-proteina con ayuda de
otras técnicas fisicoquimicas para entender las alteraciones de la enzima y las

patologias que puede provocar en el humano (17).
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Los nuevos experimentos pretenden dar respuesta a las preguntas
planteadas a la fecha. Pero la solucion definitiva del problema de plegamiento no
esta a la vuelta de la esquina. Aunque los enormes beneficios que supondra su

resolucion, incluso parcial, compensaran con creces la inversion realizada.
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OBJETIVOS
Objetivo General

Estudiar los cambios en la cinética enzimatica y en el patrén de plegamiento

y asociacion de la hTPI por efecto de 2 desnaturalizantes (urea y GuHCI).

Objetivos especificos

1.- Sobreexpresar y purificar la TPl de humano.

2.- Determinar los parametros cinéticos de la hTPI.

3.- Comparar los datos cinéticos obtenidos en este trabajo con los reportados para
la hTPI.

4.- Caracterizar termodinamicamente el patrén de plegamiento y asociacion de la
hTPI.
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METODOLOGIA

Equipos y técnicas empleados
Equipos
» Espectrofotdmetro UV/VIS Agilent 8453
» Espectroflourémetro Shimadzu RFC5301
= Sistema ATKA FPLC del inglés (Fast Protein Liquid Chromatography)
= Agitador orbital Barn Stead labline MaxQ 500

» Centrifuga Beckman-Coulter, modelo Avanti J25I

Infraestructura
» Laboratorio de Nutricion molecular del ICSa UAEH
» Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica del ICSa UAEH
» Laboratorio de Fisicoquimica e Ingenieria de Proteinas de la Facultad de
Medicina de la UNAM

Técnicas
1. Expresion y purificacion de la triosafosfato isomerasa de humano.
a) sobreexpresion
b) extraccion
c) purificacion
d) determinacién de la concentracion de proteina
e) determinacién de la actividad catalitica
2. Experimentos de desnaturalizacién y renaturalizacion.
3. Patron de plegamiento
El patron de plegamiento de la hTPI se determind in vitro, utilizando como
perturbantes al GuHCl y a la urea.
Desnaturalizacién por cloruro de guanidinio y / o urea.
= El estado de asociacion de la hTPI en presencia de GuHCI o urea
= Estructura terciaria mediante fluorescencia intrinseca
= Determinacién de la ruta de plegamiento en GuHCl y urea

4. Determinacion de parametros termodinamicos y/o cinéticos
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1. Expresion y purificacion de la triosafosfato isomerasa de humano

EXPRESION

Se trabajé con las células de E. coli, (cepa BL21DE3) una vez
transformadas se plaquearon en medio Luria Bertani (LB) con 100 pg/mL de
ampicilina se adicion6 el IPTG (B3-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion
final de 0.4 mM.

ROMPIMIENTO

1. Partiendo de 2 litros de células que sobreexpresan la TPl de humano, se
resuspendieron en amortiguador de extraccion MES 25 mM, EDTA 0.1 mM, DTT 1
mM, fenilmetilsufonil fluoruro (PMSF) (200uL de DMSO) (amortiguador A).

2. Las células se rompieron en un ultrasonicador con 8 ciclos de 40
segundos con 1 minuto de descanso entre cada ciclo, para después centrifugarlas
a 12,000 rpm por 20 minutos y proseguir su purificacion en una centrifuga

Beckman-Coulter modelo Avanti JA25] en un rotor Beckman JA-25.50.

PURIFICACION.

1. La purificacion de la TPl de humano se realizé principalmente
combinando métodos de precipitacion diferencial, cromatografias de filtracion en
gel y de intercambio i6nico, basandose en el protocolo utilizado por Mande, S. C.y
col., 1994 (48).

2. El sobrenadante obtenido del rompimiento, se precipitd
diferencialmente del 45 al 75% con sulfato de amonio (NH4)2SO4.

3. El precipitado se separd por centrifugacion a 12,000 rpm por 15 min.
a 4°C y se resuspendio a aproximadamente 4 mL de amortiguador B que contiene
Tris/HCI 20mM, NaCl 100mM, PMSF 0.1 mM, EDTA 0.2 mM y azida de sodio
0.1mM, y se dializdé (7.25 mL de muestra) contra 500 mL durante 3 h y luego
contra 1 L toda la noche.

4. Se paso la muestra por un filtro de 0.45 ym de abertura de poro.
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5. La muestra (9.5 mL) se inyectd en una columna Superdex 200 de
Amersham previamente equilibrada con el mismo amortiguador utilizando un
sistema de FPLC. Se colectaron fracciones de 1.3 mL.

6. La proteina se cuantificé por absorbencia a 280 nm.

7. Se reunieron las fracciones con mayor actividad y se inyectaron en la
columna mono Q de intercambio aniénico (Amersham) equilibrada con
amortiguador B pH 8.0 (se cargaron las fracciones), utilizando un sistema de
FPLC, aplicando un gradiente lineal de 0-0.3 mM de NaCl por elucion, se
colectaron fracciones de 1.5 mL.

8. La pureza se determind por electroforesis en geles de poliacrilamida
en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Para los lotes que
presentaron contaminantes después de este paso, el concentrado se dializé contra
2L de amortiguador B pH 8.5 y se volvid a pasar por la columna mono Q
equilibrada con el mismo amortiguador, aplicando el mismo gradiente para eluir la
proteina.

9. La muestra se concentrd en un tubo de ultraflitracion Amicon Ultra-4,

con corte en 10,000 PM, el cual se centrifugd por 17 min a 25°C.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

La concentracion de proteina se determiné espectrofotométricamente
utilizando un coeficiente de absortividad molar (e2s0) de 33460 M cm™ (41,42). Se
tomoé como blanco la fraccion que no presentd ningun pico durante la elucién en la
purificacion. Todas las fracciones de proteina que si presentaron picos se
midieron, tomandose directamente de los tubos donde fueron colectadas, se
colocaron una por una en la celda de cuarzo de 1.5mL para leer la absorbencia en

el espectrofotometro, restandole el blanco anterior.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CATALITICA
La actividad catalitica de la hTPI se siguié por medio de la oxidacion de
NADH a 340nm, en un sistema acoplado a la produccion de DHAP utilizando la a-

glicerolfosfato deshidrogenasa (aGDH) Figura 5. (3, 43).
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La actividad de la hTPI se midi6é en celdas de 1.5 mL, en amortiguador TED
100/10/1 mM (Trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM y DTT 1 mM) pH 7.4,
conteniendo 2.0 mM D,L-gliceraldehido-3-fosfato, 20 yg aGDH, 0.2 mM NADH y
150 pM de hTPI, en un volumen final de 1 mL (3, 43). La velocidad de la reaccion
se determind en un espectrofotometro UV/Vis Agilent 8453 a 25 + 0.1°C. La
actividad catalitica en presencia de altas concentraciones de desnaturalizante
afecta la actividad de la enzima acoplante, (las mediciones de actividad catalitica
se llevaron a cabo a concentraciones de proteina 1000 veces menores que las
usadas para los experimentos espectroscépicos), por lo que, la actividad se midié

como sigue:

1.- Las muestras a diferentes concentraciones (390 — 195 nM de hTPI) se
diluyeron a 19.5 nM con cambio en la concentracion de desnaturalizante
dependiendo de la concentracién deseada. Se tomdé una alicuota de la mezcla
anterior y se diluy6 en la mezcla de reaccion para la medicion de la actividad a una
concentracion de 150 pM en celda.

2.- Se midieron los cursos temporales de oxidaciéon del NADH, para indicar si hay

0 no reactivacion o inactivacion durante las mediciones.

Para la determinacion de la Km y de la Vmax se vario la concentracién de G3P de
0.15 a 3mM.

TPI
G3P ——— DHAP
NADH
aGDH
NAD*
a-GP

Figura 5. Esquema del ensayo acoplado para medir actividad catalitica de hTPI
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2. Experimentos de desnaturalizacion y renaturalizacién

DESNATURALIZACION

Para la desnaturalizacion de la hTPI se incubd la enzima en una disolucion
con 6 M de GuHCI en amortiguador TED 100/10/1 mM pH 7.4, por un periodo de
90 min en GuHCl y 2 h en 8 M de urea en el mismo amortiguador a 25°C. Por
informacién previa, se sabe que en estas condiciones, los espectros de dicroismo
circular y la fluorescencia intrinseca indican que la proteina esta totalmente

desnaturalizada.

RENATURALIZACION

Se llevo a cabo por medio de diluciones de la proteina desnaturalizada en el
amortiguador TED 100/10/1 mM pH 7.4, las cuales contenian concentraciones
decrecientes de GuHCI o urea. Las mediciones de desnaturalizacion vy
renaturalizacion se llevaron a cabo a las 24 h para el caso del GuHCIl y a las 48 h

para el caso de la urea.

MEDICION DE ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

Las mediciones de fluorescencia se realizaron usando una longitud de onda
de excitacion de 280nm (ancho de banda de 4nm), la emision se colectd de 300 a
400 nm (ancho de banda de 8nm) cada un nandmetro. Se utilizé una celda de
cuarzo de 0.5 mL con un paso de luz de 0.4 cm. Las mediciones se realizaron a
una temperatura de 25 £ 1°C y/o a 37 + 1°C en amortiguador TED 100/10/1 mM
pH 7.4, variando la concentracion de desnaturalizante. ElI centro de masa
espectral (CME) se calculd de los datos de intensidad (I\) obtenidos a diferentes

longitudes de onda (A), usando la siguiente ecuacion: CME = ZA [,/ Xl
MEDICION DE ACTIVIDAD CATALITICA

El procedimiento para la medicién de la actividad catalitica es el mismo que

se utilizé en la purificacion de la enzima.
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3. Patrén de plegamiento
El patron de plegamiento de la hTPI se determind in vitro, utilizando como

perturbantes al GuHCl y a la urea.

Desnaturalizacion por GUHCIl y / o urea.

1) Estructura cuaternaria: El estado de asociacion de la hTPI en presencia
de GuHCI o urea se determin6é mediante actividad catalitica

2) Estructura terciaria: mediante fluorescencia intrinseca utilizando un
espectrofluorometro Shimadzu RFC5301. Partiendo de los espectros de emision
colectados a diferentes concentraciones de desnaturalizante, se obtuvieron los
siguientes parametros relacionados con la exposicion de los triptofanos al medio:
longitud de onda de maxima emision (Amax), intensidad de fluorescencia en
longitud de onda y centro de masa espectral (CME).

3) Determinacion de la ruta de plegamiento en GuHCI o urea. A partir del
analisis comparativo de las transiciones funcionales y estructurales se determind
la presencia o ausencia de intermediarios y su estado de asociacion. De las rutas

de plegamiento probables las mas sencillas son:

1) Dos estados N——=D

Ne=2 2 =220

2) Tres estados con un intermediario monomeérico (M);

4. Determinacion de parametros termodinamicos
El plegamiento de los mondmeros desplegados (D) hacia el dimero nativo
(N) se analizé de acuerdo al modelo de dos y tres estados para GUHCI y de tres

estados para urea, implicando un intermediario monomeérico (M):

DN ().

£ .
2D2IM === N (2.
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En el modelo de dos estados los cambios en la energia libre para la

renaturalizacion (AGrenat) Se definen como ., _ _pr,[¥1 asumiendo que varia
D

renat

linealmente con la concentracion de desnaturalizante x de acuerdo a:
x (3).

Las fracciones molares de los estados desnaturalizado y nativo se definen

=AG’ +m

renat renat renat

AG

por , _D y fN:LN respectivamente, donde la concentraciéon de proteina total
. Pt

(Pt) esta expresada en relacion de los mondémeros (Pt = D + 2N).

En el modelo de tres estados los cambios en energia libre para el
plegamiento del mondémero (AGpleg) y la asociacion de los mondmeros (AGasoc),

se definen como ,¢ - rrnY G, --rTm Y, @sumiendo que varia linealmente
ples D M

- asoc

con la concentracion de desnaturalizante x de acuerdo a:

+ M X (4) AG,. =AGS, +m.x (5)

asoc asoc asoc

=AG®

pleg

AG

pleg

Las fracciones molares de los estados desnaturalizado, monomérico y nativo se

definen por , _ 0,  _M y . 2N respectivamente, donde la concentracion de
f[) Pt M Pt fN Pt

proteina total (Pt) esta expresada en relacion a los monémeros (Pt =D + M + 2N).

fu y fn pueden ser expresadas en funcion de las constantes de equilibrio como:

- (%&.eg + 1) + \/( %ﬂ.eg + 1)2 +8K, Pt (6)

4K Pt

asoc

Su =

fn= 2 (fu)? Kasoc Pt (7) fo = 1- fy - fu (8)

De la ecuaciones (6) y (7), el observable experimental (y) se asumi6

aditividad Y=YD fo + YMm fm + YN fn.

Para comparar y usar los datos provenientes de diferentes técnicas, es

conveniente normalizar los valores experimentales como _ -y donde x'es

[r(x=0)-y(x)]

la concentracion de desnaturalizante en la cual la enzima esta completamente
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desplegada. Los parametros AGY.,, Mpeg, AGY,., ¥ Masoc, fueron ajustados a a(x)

pleg ’

usando las ecuaciones (6) y (7).
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RESULTADOS Y DISCUSION

PURIFICACION DE LA HTPI

La purificacion de la hTPIl se modifico ligeramente del protocolo original;
basicamente se utilizd6 el método empleado por Mande y col., 1994 (41). De las
fracciones colectadas, se eligieron las de mayor actividad catalitica vy
concentracion de proteina (Fracciones 3, 4 y 5 observables en la Figura 6). Se
realizé el gel de poliacrilamida en el cual se observd una sola banda
correspondiente a la hTPI que no presentd contaminantes (carril 3 de la Figura 7),
ademas de 2 bandas de hTPI con contaminantes de distinto peso molecular
(carriles 1y 2 de la Figura 7), por lo cual se volvioé a dializar la proteina, se paso6
por la columna mono Q con el mismo gradiente, pero esta vez, a pH de 8.5, para
quitar dichos contaminantes. Por ultimo, se reconcentr6 en un tubo de

ultraflitracion Amicon, obteniendo una proteina con una concentracion total de 5.2

mg/mL.
& =SS — — — — — — — 5000
|

p - oo T
= n
[ =4
L so0n &
=
a I 2
L5000 gy
E : N
= =
& | L ao00 o
= L]
2 2000 -5
: j -zooo 3
=I
14 0 i =

000
- / 9 a
® - ¥ Oo— i .
o4 O eS8 [0 =

: T ' T E T d T g T
u] 2 < =] g 10 12

No. de fraccian

Figura 6. Perfil de elucién de la purificacién de hTPl en columna mono Q. Concentracién de

proteina (e) y actividad catalitica (o) de la hTPI.
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carril 1 carril 2
carril 3

Figura 7. Gel de poliacrilamida de la enzima hTPI realizado después del paso 7 de la
purificacion (elucion en columna mono Q). Los carriles 1 y 2 corresponden a hTPIl con

contaminantes (fracciones 3 y 4 de la Figura 5), el carril 3 corresponde a la hTPI pura.

ESTUDIOS CINETICOS

Cinética enzimatica

Debido a que la actividad catalitica es sensible a cambios en la estructura
cuaternaria de una proteina, es posible verificar que la enzima (tanto nativa como
renaturalizada) sea activa. Por medio de experimentos donde se comparan estas
dos se obtuvo que el comportamiento de la hTPI renaturalizada es muy similar al
de la hTPI nativa, alcanzando una recuperacion del 73% con respecto a la ultima
(Figura 8). El valor de la Vmax Yy Km para la proteina nativa fueron de 2076 + 99
pmol/ min mg, y 0.48 £ 0.08 mM respectivamente, mientras que para la proteina
renaturalizada fueron de 1455 + 38 ymol/ min mg y 0.58 £+ 0.04 mM. Se han
estudiado los parametros cinéticos de TPIs de diferentes especies en las que a
pesar de que sus propiedades fisicoquimicas y estructurales son diferentes, sus
caracteristicas cinéticas son muy similares. Este el caso de la TPI de pollo y la de
T. brucei, las cuales difieren en casi un 50% en estructura pero sus parametros
cinéticos son casi idénticos (25). La hTPI estudiada por Mande y col. en 1994 (41)
presenta una Km de 0.49 mM, la estudiada en este trabajo present6 una Km de

0.48 mM para la nativa y 0.58 mM para la renaturalizada. Comparando dichas
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enzimas, resultan ser casi indistinguibles; la proteina renaturalizada se comporta
muy similar a su nativa (Figura 8). Debido a esto, se utilizd la proteina replegada

para los experimentos posteriores.
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Figura 8. Determinacion de los parametros cinéticos de la enzima hTPI. Determinacion de la
Km y la Vmax de la hTPI, proteina nativa (m) y proteina renaturalizada (e)

La determinacion de la estructura terciaria se realizé con los datos de los
espectros de fluorescencia. La hTPI en presencia de urea muestra que la proteina
nativa y renaturalizada presentan casi el mismo comportamiento, pues su espectro
es muy similar y su pico maximo de fluorescencia se presenta a 330 + 1 nm,
mientras que la proteina desnaturalizada esta corrida hacia el rojo con un pico
maximo de emision de fluorescencia a 354 £1 nm (Figura 9, panel a). Para el caso
de la hTPI en presencia de GuHCI se observa un comportamiento muy parecido al
visto con urea. Es decir, los mismos picos a las mismas longitudes solo que, el
espectro de fluorescencia de la hTPI desnaturalizada difiere del presentado en
urea; el pico maximo de fluorescencia de la proteina en presencia de GuHCI tiene
una intensidad de fluorescencia de un poco mas de 80 u. a. (Figura 9, panel b),

mientras que el de urea esta por arriba de las 120 u. a.
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Lo anterior hace suponer que las cargas presentes en la GuHCI influyen de

alguna forma al apagamiento de la sefial de fluorescencia.
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Figura 9. Espectros de fluorescencia de la hTPI en presencia de urea y GuHCI. Estructura terciaria
seguida por espectros de fluorescencia de la hTPI en presencia de urea (panel a) y de GuHCI

(panel b). Representada por, proteina nativa (—), desnaturalizada (--) y renaturalizada (--).

ESTUDIOS AL EQUILIBRIO

Histéresis

Para comprobar que la ruta de replegamiento hacia el estado nativo de la
proteina es correcta, se realizO una cinética de desnaturalizacion vy
renaturalizacién tanto para urea como para GuHCI. Se desnaturalizd previamente
tanto en 6 M de GuHCI, como en 8 M de urea. Después se diluyd el
desnaturalizante hasta llegar a una concentracion de 0.06 M de GuHCI y 0.08 M
de urea. Estas se incubaron a diferentes tiempos, a una temperatura de 25°C +

1°C, las mediciones se iniciaron a las 24 h.
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Figura 10. Histéresis entre la desnaturalizacion (N — D) y la renaturalizacion (D — N) de la
hTPI en urea. Muestras de la hTPI (377 nM) de los experimentos N— D (simbolos llenos) y D—N
(simbolos vacios), seguidas por CME (a) y actividad catalitica (b). Las mediciones se realizaron

luego de incubar por 24 (m, o), 50 (e, o) y 70 ( ) h en urea.

Se observé que en las 2 rutas (de p——N y de N——D), a concentraciones
menores de 1 M para urea o 0.25 M de GuHCI, la actividad catalitica y los CME
son muy parecidos entre si y con la nativa (Figuras 10 y 11), por lo tanto, la

renaturalizacion de la enzima es completamente reversible. Ademas, se obtuvo un
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resultado similar a concentraciones altas de desnaturalizante (6 M de ureay 0.8 M
de GuHCI), indicando que es una proteina inactiva a dichas concentraciones y su

CME muestra un patron caracteristico de proteinas desnaturalizadas.

Para el caso de las concentraciones intermedias se observa que las
sefiales de las muestras que van de p——»N y de N—-D no son coincidentes
entre si; la ruta de p——N alcanza un valor constante después de 24 h en GuHCI
y luego de 48 h en urea por CME, pero no sucede asi para laruta N—-p, en la
cual se aprecia un cambio lento hacia los valores observados para la ruta
contraria. Los graficos en las Figuras 10 y 11 muestran que los experimentos
realizados en el sentido p——N alcanzaron el equilibrio, mientras que los del
sentido N——p no lo hicieron. Este resultado muestra una histéresis, la cual
puede deberse a que el paso de disociacion, el desplegamiento, o ambos sean

lentos.

Equilibrio real

A 25°C no se alcanzé un equilibrio real entre los experimentos p——-nN 'y
N——D pues la primer ruta alcanzé el equilibrio en menos tiempo; debido a que
en laruta de p——nN el equilibrio si se obtuvo, se decidié estudiar los efectos de la
urea y del GuHCI a 37°C donde se esperaba que la cinética de renaturalizacion
fuera mas eficiente por efecto de la temperatura (Figura 12). Para facilitar el
analisis y la comparacion de los resultados usando diferentes técnicas, de aqui en
adelante los datos se normalizaron como a(x) (ver determinacién de parametros

termodinamicos).
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Figura 11. Histéresis entre la desnaturalizacion (N — D) y la renaturalizacion (D — N) de la
hTPI en GuHCI. Muestras de la hTPI (390 nM) de los experimentos N— D (simbolos llenos) y
D—N (simbolos vacios), seguidas por CME (a) y actividad catalitica (b). Las mediciones se

realizaron después de incubar por 24 (m, 0) 48 (e, 0) y 72 ( ) h en GuHCI.
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Figura 12. Comparacion del CME y la actividad catalitica en el sentido D—N a 37°C y 25°C.
Muestras de la hTPI (390 nM) en el sentido D—N, en GuHCI (panel a) y en urea (panel b) a 37°C

(simbolos llenos) y a 25°C (simbolos vacios), seguidos por el CME (m, 1) y actividad catalitica (e,

o).

Los resultados que se obtuvieron de este experimento, muestran que la

temperatura afectd la renaturalizacion, haciéndola mas dependiente de la
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concentracion de desnaturalizante, ya que a temperatura de 37°C, necesité menos
concentracion de desnaturalizante para alcanzar el estado renaturalizado (Figura
12).

Sin embargo, este experimento no se siguidé por mas tiempo debido a que,
existen evidencias de que, temperaturas mayores y tiempos prolongados de
incubacion promueven reacciones quimicas colaterales entre el desnaturalizante y

las proteinas, asi como la degradacién de estas ultimas (45).

RENATURALIZACION DE LA hTPI EN PRESENCIA DE GuHCI O UREA

Considerando los resultados y la discusidén de los experimentos anteriores,
se tomo la decisidon de analizar unicamente los experimentos en el sentido D—N,
tanto a 25°C como a 37°C. Se estudio la hTPI a diferentes concentraciones (390,
195, 37.5y 7.5 nM para GuHCI) y (377, 188.6, 37.5y 7.5 nM para urea) a fin de
observar el comportamiento de la enzima a diferentes concentraciones y su

dependencia por el desnaturalizante.
Para el caso de los datos obtenidos a diferentes concentraciones de enzima

en presencia de GuHCI a 25°C, la fluorescencia y la actividad catalitica muestran

una ruta de una sola transiciéon (Figura 13).
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Figura 13. Andlisis para la renaturalizacion (D—N) de la hTPl en presencia de GuHCI.
Cambios normalizados para los experimentos D—N a ajustados al modelo de dos estados (Panel
a) y a tres estados (Panel b), seguidos por CME a 390 (m), 195 (e) nM de hTPI, y actividad
catalitica a 390 (o), 195 (o), 37.5 (A) y 7.5 (V) nM de hTPI.

En concentraciones altas de GuHCI (1 a 0.75 M) se observa sefal por parte
de los aminoacidos aromaticos sin evidencia de actividad enzimatica, sin embargo,
a concentraciones decrecientes de desnaturalizante (0.65 a 0.3 M) se observa un

aumento en la actividad y un ocultamiento parcial por parte de los aa; a
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concentraciones menores (de 0.3 a 0.06 M) la proteina es completamente nativa y
ha recobrado su actividad catalitica. El ajuste del panel “a” se realiz6 con un
modelo de dos estados, mientras que el del panel “b” se ajusté a un modelo de
tres estados, en ambos casos, los datos ajustaron satisfactoriamente, sugiriendo
que no es clara la presencia de un intermediario pero tampoco se le descarta, ya
que, aun al no presentarse una meseta u hombro que indique que un intermediario

esta presente, las técnicas no son totalmente coincidentes.

-0.2 T T T T T T T '

Figura 14. Analisis para la renaturalizacion (D—N) de la hTPI en presencia de urea. Cambios
normalizados para los experimentos D—N seguidos por CME a 377.2 (m), 188.6 (¢) nM de hTPI, y
actividad catalitica a 377.2 (o), 188.6 (o), 37.5(A)y 7.5 (V) nM de hTPI.

Al realizar el analisis para los datos obtenidos en presencia de urea a
diferentes concentraciones, el ajuste mostré que existe un intermediario el cual
puede ser activo, ya que se observo una ruta con 2 transiciones (Figura 14). Esto
ayudo a respaldar la suposicion que se tenia con GuHCI sobre la presencia del
intermediario. A concentraciones elevadas de urea (6 a 4.5 M) hay poca sefial por

parte de los aa aromaticos y no se advierte actividad catalitica; pero al disminuir la
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concentracion del desnaturalizante (4 a 2 M) la actividad comienza a recobrarse, la
sefal de fluorescencia cambia, y es posible observar una meseta en la ruta; como
la proteina no esta completamente nativa, pero la actividad que presenta es
significativa, quiza se deba a la presencia de un intermediario activo, debido a que
la actividad catalitica comienza en la primera transicion, puede tratarse de un
intermediario monomérico activo. A concentraciones menores del desnaturalizante
(1.5 a 0.08 M) la proteina ha recuperado su actividad y es completamente nativa.

Debido a que en los ajustes hechos para guanidina se utilizaron tanto el
modelo de dos estados como el de tres y que ambos obtuvieron un buen resultado
para el ajuste es dificil deliberar si existe o no un intermediario. Debido a que la
hTPl es una enzima dimérica, la renaturalizacion debiera tener un paso
bimolecular, sin embargo, para los datos de GuHCI se observa una sola transicion,
no obstante, al ajustar convenientemente en ambos modelos (Figura 13) y siendo
que en urea el ajuste es aceptable para el modelo de tres estados, resulta mas
adecuado elegir la opcion de un modelo de tres estados para la renaturalizacion;
aunque en GuHCI no es muy marcado en que estado o forma se encuentra el
intermediario, es decir, si es activo o inactivo, monomérico o dimérico.

Sin embargo, el ajuste realizado con los datos de urea muestra una
presencia mas clara del intermediario, su actividad es perceptible, y se puede
apreciar estructura terciaria, ademas de la evidente presencia de una meseta en la
ruta. El espectro de fluorescencia intrinseca muestra residuos aromaticos
expuestos (datos no mostrados). Se han reportado espectros de fluorescencia
similares para experimentos en el sentido N—D (35) y en el D—N (32) pero sin
intermediarios activos. Lo anterior sugiere fuertemente que el mecanismo de tres
estados que se suponia en GuHCI se pone de manifiesto en urea.

De los 2 modelos utilizados, el modelo mas simple es el de dos estados 2D
S N, donde soélo tenemos a la proteina en estado desnaturalizado como 2
monomeros desnaturalizados, con una sola transiciéon al estado nativo como
dimero activo nativo, con este modelo el ajuste fue aceptable para el caso de

guanidina.
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Con el modelo de tres estados N*—}EM*—}E‘D, ambos

desnaturalizantes ajustaron convenientemente, es por ello, que resulta un tanto
impreciso definir la presencia o no de un intermediario. Pues al ajustar
favorablemente ambos modelos para GuHCI no es posible definir si existe o no
intermediario. Favorece un poco el hecho de que en urea solo es posible el ajuste
a un modelo de tres estados por la evidente presencia de la meseta. Esto invita a

inclinarse por la opcion del modelo de tres estados.

Calculos de estabilidad para la hTPI

Los datos utilizados para calcular los cambios de energia libre (de Gibbs)
asociado con las transiciones, es decir, el replegamiento del monomero (AGyieg) ¥
la asociacion de los mismos (AGasoc) SON los datos de la ruta p——n, debido a que
son estos datos los que alcanzaron el equilibrio. Ya que con los experimentos
hechos en este trabajo se obtuvieron datos con dos desnaturalizantes y dos
técnicas diferentes, es posible obtener parametros termodinamicos con diferentes

juegos de datos, estos valores, esencialmente, deberian ser independientes de los

datos utilizados. Referente a esto, el AG),,, AG. .y el AG., , se evaluaron de 6

pleg » aso tot
distintas maneras. En todos los ajustes, las sefales normalizadas del monémero
desnaturalizado se fijaron a yp = 0 y del dimero nativo a yy = 1. Para el caso de los
ajustes con un modelo de tres estados, la sefial normalizada del intermediario yu

fue tomada como un parametro ajustable usando los datos espectroscoépicos.

De acuerdo con la Tabla 1, la alternativa 1 corresponde al ajuste realizado con el
modelo de dos estados con todos los datos provenientes de la hTPIl en GuHCI a
25°C 1 a diferentes concentraciones. La alternativa 2 corresponde al ajuste
realizado con el mismo modelo en GuHCI pero a 37°C + 1, este ajuste solo se

realizé a concentracion de 390 nM.
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En la Tabla 2, todos los ajustes mostrados se realizaron con el modelo de tres
estados. La alternativa 3 corresponde al ajuste hecho con todos los datos
provenientes de los experimentos realizados con la hTPI en urea a 25°C £ 1 a
diferentes concentraciones. La alternativa 4 corresponde al ajuste hecho con todos
los datos provenientes de los experimentos realizados con la hTPI en urea pero a
37°C % 1, este ajuste solo se realizé a concentracion de 377.3 nM de hTPI. La
alternativa 5 corresponde al ajuste hecho con todos los datos provenientes de los
experimentos realizados con GuHCI a 25°C + 1 a diferentes concentraciones. La
alternativa 6 corresponde al ajuste realizado con todos los datos provenientes de
los experimentos realizados tanto con GuHCI como con urea a 25°C + 1 a
diferentes concentraciones. En todos los ajustes realizados con el modelo de tres
estados el valor de yM es compartido entre los datos provenientes de CME vy los

de actividad catalitica a diferentes concentraciones.

AG, m
it - er‘ -
Ajuste (kcal mol™) (kcal mol™ - M)
Alternativa 1 £
A7.37+ 012 a2 0.0
Alternativa 2
-13.34 + 0.08 12,68+ 0.02

Tabla 1. Estabilidad de la hTPI a 25°C y 37°C y pH 7.4. Ajustes realizados con el modelo de dos

estados.
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] H 0

Ajuste AG e Masge ﬂ‘GD leg Mpieg AG,,
{kealmor’)  (kealmal - WD) | gy gty | thealmol™ MY ghecal mol

Alternativa 3 ° -18.99 £ 0.79 536047 | 160+036 | 060+0.12 -22.21
Albormativg 4 0424365  163:227 | 346+ 895 | 221:595 17.33735

Alternativa 5 ° AGEE+£232 1108+759 | 348+224 | 693+197 23 54

o 2190+ 186 ?'Q(E:a; 04 | 2651029 | 0902003 27.20

Ao tivi'e 2215+ 4.82 258+ 764
(GuHCI) {GuHCl)

Tabla 2. Estabilidad de la hTPl a 25°C y 37°C y pH 7.4. * y\ (CME) = 0.41y yy (Act Catalitica) =
0.44 fueron tomados como constantes, son los promedios obtenidos en ajuste previo (no
mostrado), ¥y = 0.30 + 1.0 usado como parametro de ajuste, Syy = 0, *yu = 0.45 £ 0.07 fue tomado

como parametro de ajuste.

De los ajustes hechos con los datos obtenidos en este trabajo se expone lo
siguiente: al hacer las comparaciones entre las alternativas de la tabla 1, que

corresponden a los datos de GuHCl a 25 y 37°C £ 1, se observa que el valor del

AG,, es considerablemente diferente a 25°C que a 37°C, habiendo una diferencia

de 4 kcal mol”" entre ambos, lo cual indica que, la temperatura afecta el cambio en
energia libre haciendo a la proteina menos estable a temperaturas mas elevadas
(37°C).

Algo muy parecido pasa con las alternativas 3 y 4, donde también se
comparan los datos obtenidos a 25y 37°C * 1, pero esta vez en urea. Al igual que
con GuHCI, la diferencia de energia libre entre una alternativa y otra es de casi 5
kcal mol-1, haciendo nuevamente menos estable a la enzima a 37°C. Lo anterior
indica que la hTPI es sensible al cambio de temperatura o “termolabil” y que a
temperaturas mayores de 25°C pueden estarse presentando cambios que afecten

su estructura y funcionalidad haciéndola menos eficiente.

En la Tabla 2, los valores obtenidos para AG!, ., AG)., de las alternativas

asoc pleg

0

bleg lo

3 y 5 son muy parecidos entre si, y en estas el AG)__ es mayor que el AG

asoc
que supone, el paso de nativa a mondmeros disociados es mas favorable que el
de mondmeros disociados a mondmeros desplegados. El solo es parecido entre

estas alternativas.
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Si se realiza una comparacion entre las alternativas realizadas con un
modelo de tres estados se observa que tanto el desplegamiento como la
disociacién son termodinamicamente equivalentes en ambos desnaturalizantes.
Ademas se corrobora lo observado previamente para otras proteinas, es el hecho
de que los valores de m para GuHCI son siempre mas grandes que los de urea
(Tabla 2).

Ya que los datos de los experimentos realizados en GuHCI ajustaron
convenientemente tanto para el modelo de dos estados como el de tres y dado
que urea solo ajusté al modelo de tres estados, se decidio realizar un ajuste global
(alternativa 6), incluyendo todos los datos provenientes tanto de urea como de
GuHCI, asi que, se obtuvo un ajuste mas robusto el cual esta mas acorde con
ambos desnaturalizantes, disminuyendo el error que pudiesen presentar los
ajustes previos debido al ruido experimental, es por ello que esta alternativa,

mostré un AG! AG., mayor que cualquiera de las alternativas anteriores, el

asoc Y

AG?

oieg fUE intermedio entre las alternativas 3 y 5.

Se eligi6 la alternativa 6 como la opcion que mejor ajusta al comportamiento
de la hTPI en la ruta del plegamiento, ya que a pesar de que la enzima ajusté bien
al modelo de dos estados en GuHCI, el hecho de que también ajustara
favorablemente al modelo de tres, y que urea solo ajustara por este ultimo modelo,
llevo a pensar que el mejor ajuste para la hTPI es por el modelo de tres estados,
en el cual, la presencia del intermediario se torna evidente, y la proteina
claramente ajusta a una ruta con dos transiciones. El valor del intermediario en
esta alternativa (0.45 + 0.07) es similar al obtenido en las alternativas previas e
indica que sus aa aromaticos no se encuentran totalmente expuestos y que su
actividad ya es considerable.

Es importarte reafirmar que es la primera vez que se reporta un
intermediario monomérico activo. Aunque son necesarios experimentos con otras
técnicas para saber mas acerca de él, como el radio de Stokes de la hTPI con este
intermediario, dicroismo circular, radio de giro, asi como estudiar las mutantes y

ver el comportamiento del intermediario en ellas o si se presenta o no.
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Figura 15. Estabilidad de la TPl de diferentes especies. Los datos que se presentan a
continuacion son para enzimas silvestres a 25°C y pH 7.4, salvo en los casos que se indique.

AG' (H), AG’ (®),AG’ (A) AG’

pleg asoc tot ) plegdim

(V). El codigo para el eje de las x es el siguiente, BsTPI:
TPI de Bacillus stearothermophilus (33), cTPI: TPI de conejo (34), pTPI: TPI de pollo a 30.4 °C
(46), LmTPI-1: TPI de Leishmania mexicana a pH 7.5 (47), LmTPI-2: mutante E65Q a pH 7.7 (47),
TbTPI: mutante monomérica de la TPl de Trypanosoma brucei a pH 6.8 (46), ScTPI-1: TPI de
Saccharomyces cerevisiae AG°asoc promedio a pH 7.2 (35), ScTPI-2: AG:SOC extrapolacién a 25°C
de la desnaturalizacion / renaturalizacion por temperatura (31), ScTPI-3: AG] _~ promedio
calculado de datos estructurales y parametros de solvatacion (48), y ScTPI-4: TPl de
Saccharomyces cerevisiae a pH 7.4 (32), TcTPI: TPl de Tripanosoma cruzi a pH 7.4 (36), hTPI-1:
TPl de humano a pH 8.0 (27), hTPI-2: AG 506 de ref. (27)y AGL de ref. (33), hTPI-3: M14Q/R98Q
mutante monomérica (27, 33), hTPI-4: M14Q / R98Q / Q179D / K193A / A215P mutante

monomeérica (33), hTPI-5: datos de este trabajo (tabla 2, alternativa 6).
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La Figura 15 muestra todos los datos disponibles acerca de la estabilidad
termodinamica de la TPI de diferentes especies. En estas caracterizaciones se
utilizé el modelo de dos estados (20—n), empleando transiciones monofasicas.
Por consiguiente, solo se han reportado los cambios en energia libre involucrando
un intermediario a partir de datos cinéticos para la TPl de conejo (34), la TPI de
Saccharomyces cerevisiae (31, 32), o de mutantes monoméricas de la TPI de
humano (27, 33). Para el caso de la hTPI estudiada en este trabajo, (ultima opcion
de la Figura 14), el intermediario es monomérico y activo, esta ajustada al modelo
de tres estados (2D0=—=2M——=N) en el sentido p—»N. Las demas
caracterizaciones termodinamicas de la estabilidad de la TPI en la figura 14 (a
excepcion de la nuestra), usaron experimentos solo en el sentido N——D y no
alcanzan el equilibrio, esto, debido a que esta ruta es mucho mas lenta que la ruta
D——>N, una posible consecuencia de esto es precisamente el indicio de la
existencia de un intermediario, es decir, transiciones bifasicas y la no coincidencia
de las técnicas, pueden haber pasado desapercibidas en estudios anteriores (ver
figuras 5y 6, comparando simbolos llenos contra vacios). Ademas, en transiciones
complejas y ocupando una sola técnica y/o un solo desnaturalizante, es muy
probable que la confianza de los parametros de estabilidad calculados este muy
disminuida.

Es por ello que algunos de los valores plasmados en la literatura pueden
entrar en discusion, como en el caso de los resultados publicados para la hTPIl y
mutantes creadas por Mainfroid y col. en 1996 (27), donde su caracterizacion
termodinamica se realizé en el sentido de N——pD, y donde las técnicas no son
comparadas una contra otra, sino solamente se muestran resultados por
separado. En la presente tesis, se comprob6é que el sentido N——D no es el
mejor, y que con el sentido inverso, los resultados son confiables, ademas de que
las técnicas son comparadas unas con otras, obteniendo resultados diferentes a
los publicados, pues en estos ultimos se afirma que la hTPI presenta un modelo

de una sola transicién 2p=—=n, sin presencia de intermediario. Esto resulta ser

totalmente contrario a lo obtenido en este trabajo.
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No obstante, existe una clara relacion entre los valores en energia libre para las
transiciones de asociacion y plegamiento, pues en todas las TPIs estudiadas el

AG%0c €s méas grande que el AGe.
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CONCLUSIONES

. La hTPI presentd histéresis cinética en la ruta N—D, no siendo asi para la
ruta inversa, es por ello que se eligid la ruta D—N como la mejor opcion para

estudiar sus parametros cinéticos y termodinamicos de forma confiable.

. Al estudiar la proteina a temperatura corporal (37°C) se observo que la
proteina se vuelve mas dependiente de la concentracion de desnaturalizante que

a 25°C (temperatura ambiente).

. Los ajustes realizados a los datos obtenidos en presencia de GuHCI, donde
se ajusta la proteina a un modelo de dos y tres estados, sugieren la presencia de
un intermediario, aunque en éste no se puede afirmar del todo su existencia, la no

coincidencia entre técnicas y el buen ajuste con los dos modelos lo sugieren.

. Los ajustes realizados con los datos obtenidos en presencia de urea
corroboran la suposicion anterior, pues en estos, ademas de ser un ajuste de tres
estados, en el que se propone un intermediario, es mas evidente la presencia de

una meseta y las técnicas no son coincidentes.

. En literatura previa no se habia propuesto la presencia de un intermediario
para la hTPI, ni mucho menos que este intermediario fuese activo. En el presente
trabajo, los resultados obtenidos parecen indicar que existe el intermediario y que

sus caracteristicas son de uno que es monomérico y activo.

. La triosafosfato isomerasa de humano resulté ser mas estable a 25°C que a

37°C, no importando en que desnaturalizante se encuentre, ya sea urea o GuHCI.

. La hTPI mostré6 una estabilidad mayor con el modelo de tres estados,
siendo éste el elegido como el modelo que mejor ajustd a los datos, reflejando el
comportamiento de la enzima, ya que la presencia del intermediario es evidente y

su estado monomérico activo se respalda en este ajuste.
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. De este ajuste (alternativa 6 de la tabla 2) se obtuvo un AG] = -2.65 + 0.29

pleg

=-21.90 + 1.86 kcal mol” y un AG? = -27.20 kcal mol™

tot

kcal mol™", un AG’

asoc
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PERSPECTIVAS

Es necesario conocer mas acerca del plegamiento y asociacion de proteinas
oligoméricas a fin de constatar si realmente existe un codigo de plegamiento que
prediga el tipo de plegamiento que tendra en su forma biolégicamente activa una
cadena lineal de aminoacidos dada. Es importante continuar con el estudio
detallado y a profundidad de las caracteristicas estructurales y el estado de
asociacion de la hTPI en diferentes condiciones y con otros parametros a fin de
descartar o afirmar la presencia del intermediario.

Se propone realizar experimentos de Radio de Stokes para conocer las
caracteristicas estructurales y corroborar el estado de asociacion del intermediario
en la ruta de renaturalizacion del hTPIl. Generar las 3 mutantes de la hTPI
involucradas en desordenes conformacionales: Glu 104 Asp, Gly 122 Arg y Phe
122 Leu. Estudiarlas termodinamicamente, a fin de conocer sus caracteristicas
estructurales y parametros termodinamicos y saber si existe o no un intermediario

en su cinética de renaturalizacion.
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