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KESUMEN 

La glucosatnina-6-fosfato dcsarninasa (EC 3.5.99.6) es una enzima alostérica que cataliza 

la isorncriznción y·dcsanlinación de la glucosamina 6-fosfnlo p~~ra producir fructosa 6-

fosfato y amonio. Esw cnzinm cs. un paso regulado en la vía de dcgradaci6n de N-acctil-

glucosamina. L:1 enzima ha sido caractcri7.ada. lanto cinética· corno cstruct11rnl111cntc y su 

comportarnicnto puede ser explicado en los térrninos del modelo simétrico de Monod-

\Vyn1a11-Changcux. La glucosarnina-6-foSfatn dcsnrnina~m ha sido cristalizada en sus 

estados T y R de baja y alta afinidad por el sustrato. rcspcctiv:uncntc. Sin embargo. la 

naturalc:t.a de la trnnsici6n ClHltcrnaria de esta cnzinm no ha sido comprendida a nivel 

estructural. No se conocen los desencadenantes estructurales que pcrrnitcn a la cnzinta 

transit:tr del estado T ni estado R a tr.tvés de la unión de ligandns. ya sea en el silio activo 

o en el sitio alostérico. Tarnpocu ha sido posible cornprobar experimentalmente que l:t 

1n111siciém cuaternaria de esta cnzi 111a sea un evento concertado. co111n lo propone el 

modelo si111étrico. En esta investigación nos proponcn1os estudiar Ja transicilln :tlustérica 

de la glucosarnina-6-fosfato dcsa111inasa de f!,.,·cherichia coli a través de un residuo de 

triptofano colocado en una región t¡uc nos puede dar infnrrnacilln de los carnbios 

estructurales que ocurren en la cnz.inrn durante la transición cuaterrn~ria. El triptofano es 

1111 residuo que puede ser utilizado corno sonda fluorescente ya· que .su espectro de 

c111isic.ln se 111odifica Hl ca111biar el an1hicntc clcctnlnico que In rodea. Estos cmnbios cst:ín 

asndados a lus camhios estructurales de la cnzirna. 



La mutación de lisina 234 por triptofano no afectó significativamente el con1portamiento 

cinético de la enzima. Esta n1utantc presenta señales de fluorescencia asociadas 

aparenten1ente al cambio cuaternario de la cnzirna. Este estudio hace notoria la existencia 

de distintos conformaciones estructurales para el estado de alta afinidad (R) de la 

glucosan1ina-6-fosfato desarninasa. 
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ANTECEDENTl<;S 

AMINOAZÚCARES 

Los arninoazúénrcs son 111onusac:íridos en donde uno o 111~is de sus grupos hidroxilo se 

encuentran sustituidos por arninas prirnarias.-·o secundarias al estar su~tituidas por un 

acetilo. Son co1~poncntcs dé la superficie celular dc_.las Í>actcri~s y fárman r~~rte del 

esqueleto estructural de péptidoglicanos e~ cubactérias (pared celular). así cotno tarnbién 

de la capa externa de lipopnlisac;írido de las bacterias gr:un-negativns. 

Los arninoaztícarcs son abundantes en la naturalczn y no son exclusivos de las paredes 

cclulnrcs de la bacterias. wrnbién fornuu1 parte de diferentes biopulírneros shnplcs o 

co1nplcjos. Son constituyentes de la quitina. <1uc es 1111 hornopolímcro de N-acetil-D-

glucosarnina (GlcN1\c) crn1 uniones(-\ 1-4. y tatnhién se encuentran en diversas proteínas 

~licosiladas. La mayoría d~ los glicoconjugados (carhohidratos unidos covalentc1ncntc a 

proteínas o lípidns: glknproteínas y glicolípidos) de las superficies celulares de 

mamíferos contienen arni11naz1ícarcs. incluyendo residuos de ;.ícido siálico. El papel de 

los carbnhidratos en las propiedades de las proteínas. 110 se conoce en ·su totalidad y su 

papel puede ser tan diverso corno: 1) 111antencr la conforrnación estructural de una 

proteína. 2) determinar el tic111po de vida inedia de glicoproteím:ts y células circundantes 

(Dricka111cr. 1991 ). 3) «.:ontrolar la perrncabilidad de la _n1cmbrana.· 4) r~gulur el 

rnetabolisn10 y la divisiém celular (Fern1ín y Nathan. 1991; Glick Y col. f99J) y 5) 

funcionan corno receptores de honnonas y patógenos . 

Los an1inoaz1ícarcs cu111t> la ll-glucosan1ina CGlcN> y la N-acetil-1>-glucosan1ina 

(GlcNAc) se utilizan como fuente de carbono por /::. roli. En especial. la GlcNAc 
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prmnucvc velocidades de crcci111iento comparables a las producidas por la glucosa. El 

crcci nticntn de li.. c·o/i en un ntcdio con arninoaztícarcs corno línica fuente de carbono. 

induce la expresión de las cnzintas necesarias para el ntetabolismo de los aminoazúcarcs. 

codificadas en el opcrón divergente nug (Figura 1 ). Los genes nag/J y nugA codifican 

para dos cnzintas. la g.lucosantina-6-fosfato dcsarninasa (GlcN6/> desaminasa) y la N-

ncctilglucosarnina-6-fosfato dcsacctilasa (GlcNAc6/> desacctilasa). rcspcctivantcnte. 

En ausencia de aminoaz1ícarcs en el medio. la cnzinta responsable de la síntesis ele "º''º 

de a111inoa7.tícarcs en /~. co/i es la glucosantina-6-fosfato sintasa (GlcN6P sintasa) 

codificada en el µen g/111S (Figura 2 ). 

nagE 11ngB nagA 

~ <;k'Nf'•l"c.:_.n1hm- ! _ N.•"1'7......,. ... 
J11u1rinw Ell CU1,••• Gk'NAr 61° c..._r•UlM..a 

1rngD 

' . 
; . ..-O~HfH!loH 1•1-W ..,....,.._ 

rc ... fórk'o ..... ,., .. ,.._-,;-

Fi~unt l. <>rg=.ani':l' . .aci,ín de los ~enes ugrupndos ~n el opcr,)n divc~cntc na1: (tomado 
de l'lumhridgc .l.A •• 1992). 

El 1nctabolisrnn de GlcN y GlcNAc se puede llevar a c;tho por los procesos catabólicos 

en que se utili;r . .an los genes del opcr6n nag y por los procesos anabólicos que se llevan a 

caho por las proteínas de los genes glm. An1bos aminoaztícnres son introducidos por los 

~clh!S nuu1XY-¿ y nag/~ rcspcctivarnentc que fonnan panc del sistcn1a de fosfotransferasH 

( PTS>. Durante el tnínsi10 por la mcrnbrana son fnsforilados y postcriorrncntc Sl' 

dc}!r.adan hasta Fru6J> y anu.min por los productos de los J!encs nagA y nag/l. Cuando la 

Cill:N y la GtcNAc csuín presentes en el tttcdio son 111ilizallos para la formación dl" 



péptidoglic•tnus y lipopolisacáridos. En ausencia de an1inoazúcarcs. el gen 1-:l111S es 

esencial ya que se cncargn de la generación de GlcNG/>. El gen gltnM codifica para la 

enzima responsable de la conversión de GlcN6P en glucosamina )-fosfato (GlcNl/>J 

nticntras que el gen 1-:lmU codinca para la cnzin1a responsable de la acetilación de la 

GlcN 1 P forrnundo N-acetilgluco~a111ina 1-fosfato (GlcNAc 1 P) y posteriorrnentc se 

sintetiza UDP-GlcNAc .. el cmil se utiliza con10 don~dor de an1inoazúcarcs en diversns 

r-caccioncs de tr-ansfcrencia durante la síntesis . de peptidoglicanos. La N -

acctilmanosmnina (ManNAc) entra a la célula por ncción del transportador manXYZ 

acoplado al sisterna rTs .. produciendo N-acctihnanos:uninn 6-fosfato (ManNAc6PJ. El 

:leido N-acctilncunímico (NANA) entra a la célula por- un sistc~na sin1porte cOdificado 

por 1uu1r. Dentro de la célula unn :tldolasn (J\'-acctilncur;uninato lias:i. nanA) rornpc al 

NANA generando ~1anNAc y piruvato. Las vías de degradación del NANA. ManNAc y 

GlcNAc convergen a nivel de la GlcNAc6P. 

La GlcN<-1' puede ser- generada por cuatro diferentes reacciones: l) Transferencia del 

grupo •unida de la gluWtnina a la Fnt6P: 2) reacción reversa de_ la GlcN6P dcsmninasa: 3) 

fosforil.acilín de la g.lucos:uninn por un:1 hexocinns:t y 4) dcsncctilnción de In GlcNAc6/' 

(Plumbridgc y Vinir. 1999 y Plurnbridgl!. 1989). 



A.,utn .. 1;alua> ""IL\ 
N.,NA - - • NANA -• 

1m1tT 

~1.t11!'J.,.,+---t------

Oh:NAC' --t----t-----

GkN -t---+-----, 

""t-.11NA., •l'1111 .. ·-.1n ! o~mN1il1cl1 
r...1.u1NJ\ctor ! 111111JC:hlu·J1 

L•1><>1"•l1,.;aca11d~ 

Fi~uni 2. Metabolismo de los uminonzúcarcs en E. coli. Se mucstni la ,;n catabólica 
(J,!encs 11a¡:) la \."Ía hiosintética (genes g/n1). (Ton1ado de Plum bridge y Virnr. 1999 y 

Mcngin-LccrcuLx y Hcijcrnoort. 1996). 

G/.UCOSAMINA- 6-FOS/.-ATO DESAMINASA 

La cnzi1na glucosamina-6-fosfato dcsarninnsa (GlcN6P dcsaminasa. EC 3.5.99.6 antes 

EC 5.3.1.10). catali7.a la isomeriZc~ción y desan1inación reversib_lc de D.=.gJucosamina-6-

fosfato (GlcN61') en 1>-fructosa-6-fosfato (Fru6/') y ion amonio (Comb y Roseman. 1958; 

Midclfort y Rose. 1977: Calcagno y col.. 1984). 

r~ 
o 

HO 

HO 

==H=·º=="o=PO~,~O~ 
11----r."L 

H OH 

u-glucosamlna S.foslato u·lructoaa 6-losfato 

Figura 3. R.cacci6n en la que la GlcN6/' dcsaminasn participa. 
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La enzi1na fue descrita inicialmente por Leloir y Cardini en 1956 y ha sido identificada 

en diversas especies de aninmles. protozoarios. hongos y bacterias. Las GlcN6P 

desarninsas de Bscherichia co/i (Aharnirano. y col..1991 ). Cantlida alhic:ans (Natarajan. 

y Dalla. 1993). de riñón canino (Lara-Lemus y col •• 1992) y bovino (Lara-Lemus. 2001 ). 

así corno de espermatozoides de Meracricetus tJuratus (Parrington.' J. y col..1996) han 

sido purificadas. Se conoc~n. entre otros. los gene.S' de· tas Gl~N~P desaminasas de 

Caenorhubclitis ele¡.:ans~ Micopla.wna caprico/um. Haemophilus influen:.ae. /Jorrelia 

bur1-:dorferi y /Jacillu ... · subtillis. 

La desu1ninasa en man1iferos está presente en concentraciones considerables en 

espermatozoides 111aduros. En un principio Parrington y l..ai identificaron a la dt!sarninasa 

como el factor dcst!nc.adenantc de oscilaciones de los niveles intracelulares dt! calcio en el 

ovocito durante la fccundución por lo que la llamaron ··oscitina ... Flnaltncntc se dcrnostró 

que la verdadera oscilina había sido copuriticada con la dcsarninasa de espermatozoide y 

que la GlcN6/> dcsatninasa carece de la función que le hahia sido atribuida ('A'Cllny y col.. 

1999). 

Fi~unt 4. Mnru'inu:ro de GlcN61" dcsan1inasa de 1::. coli. En el cnnfórn1cro R . Se 
rc¡>rcscnta al inhihidor cotnpctith·u. GlcN-ol-6/>. ocupando el sitio acth·o. <Ton1ado 

de Lara Gon7.ál4!._·~:.;;-:...=2"'1H""l""l"""' 1. __ _...~-----__.,, 

TESIS CON 
FALLA DE OPJGEN 
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La GlcN6/' dcsa1ninasa es una proteína ho1nohexan1crica (Calcagno y col.. 1984). su 

estructura prinmrh1 es c(1nocidn por la secuencia de nucleotidos del gen na¡.:/l (Rogcrs y 

cul.. 1988). Su secuencia de a111ino~ícidos (Rogcrs y col.. 19R8) nos n1ucstra que cada 

cadena de proteína está fornmda por 266 aminoácidos y cuenta con un peso de 29.7 kDa 

aproxi11mdan1entc (Figurn 4). Se ha buscudo ho1nología con otras proteínas. pero no se ha 

encontrndo sirnilitud significativa. excepto las GlcN6/' dcsaminasas de otras especies y el 

gen put:ttivo de la g.alactosamina-6-fosfato dcsarninasa de E. c:oli. 

Existen 2 genes de la GlcN61' dcsa111inasa en nm1niferos •. que difieren en longitud y 

comparten identidad en 240 residuos. 1....u secuencia larga en nmrnífcros (htnnanos. nllt.ln y 

hmnster. que tienen una elevada identidad entre sí) tiene 289 residuos arninoo:ícidos. 23 

nuis 'lue la enzima de E. coli y es hornóloga con la cnzin1a bacteriana slllo en la sccuencin 

de los residuos 1 u 258. Este scgn1ento contiene todos los grupos relcvuntes para la 

cat•ílisis y los contactos entre las subunid;ulcs en la n1olécula de desaminasn bacteriana y 

su plcg.arnicnto es pnícticamente igual. El scg1nc11to 258-289 de la enzirna de nuunífero 

forrna el extremo C tcrrninal y nn tiene una contrapane hon1óloga con las dcsmninasas de 

l1tn1s 1nicroorganis111os. 

El hcx:írncro de l:t GlcN6/1 dcs:unin:is:ts cst:'i :1rreglado con10 un dí111ero de trín1eros 

(Figuras Sy 6) con un eje cristalogr..Hico de orden 3. con una si111ctría intcnrn 32 (Oliva y 

col.. 1995). 
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Fi~uru 5. Se tnuestra un hcx~irncro de la GlcN6J> df.!s.1n1inasa de B. coli obscn:andose 
desde el eje de simetría de orden tres Cl"onu.1cla de LarJ-Gon:l'.álc:I'_ 2001). 

F'i~ur.t 6. Se n1ucstru un hcxárncro de la (;1f..·N6J> dcsarninasa de B. coli. '\'ÍSt.a 
lateral. tt?nicndo un arreglo de dírncro de trírncro!'oo (Tonuula I..ara-(;on:l'..1ílcz. 2001 ). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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La g.lucosmnina-6-fosfato desarninasa penenecc a la clase (2-R) aldo-cetrnm isomcrnsas. 

Presenta en E. coli (cepa ATCCI 1303) un punto isucléctrico de 6.0·6. I. una constante de 

sedimentación de 9.0 S. una ku.1 por subunidad en el sentido de íonnuci6n de Fru6-/> y 

amonio de 300 s· 1 y de 76 s· 1 en el sentido inverso. La enzima es activada alostéricamente 

por N-acctilglucosarnina 6-fosfatu (GlcNAc6P). Ésta se une al sitio alostéricu para 

aurnentar la afinidad aparente de la cnz.inm por su sustrato. la GlcN6P. lo quC .aCompaña 

de la pérdida de la coopcratividad homotr6pica. A concentraciones saturarucs de 

GlcNAc6P. la GlcN6P des.aminas.a presentn una cinética hiperbólica. Este 

comportarnicnto es cart:lctcrístico de los llarnados sistemas K (fvloÍ1od Y. col.. 1965). 

debido a que al incrcrnentar succsivarncntc la concentracil1n del activ;ldor. los valores de 

Su.'!> disn1inuycn {efecto K). rnientras que los valores de V"':..' no se rnodi11can. !.!Sto 

signific.a que el control alostérico opera por 111edio de la rnodil1cación de lu afinid;l(f 

aparente de la enzirna por su sustrato sin c::unbio en su constante catalítica (Calcag.no y 

col.. 1984). En un sisterna K la activaci6n .. ya sea hnrnntn1pica o hctcrotrópicu. camhi.a la 

aflnidud de la enzin1a por el sustrato sin que se rnudiflque la kc.n• y por lo tanto l;i V 11l-" de 

la rcacción4 La presencia del efector es suficiente para rnndificar la afinidad de la cnzi111a 

por su sustrato y a su vez el sustrato modifica la afinid:ld de la cnzin1:. por el efector 

(Monod y col ... 1965). La enzinm que sobrcexpresarnos en el laboratorio. proviene de la 

cepa K12 .. presenta una K"' para la GlcN6P de 0.5 n1i\:1 y una ke.,1 de 158 s· 1 por subunidad 

(Lara-Gonz.füez y col.. 2000). 

La GlcN6P dcsa1nin:tsa de B. c:oli .. se puede dividir estructurallnente en 2 zonas 

generales: la 7.ona interna y la zona externa. La ZlUW i ntcrna es responsable de la mayoría 
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e.le los contactos intern10110111éricos del hcxñrncro funcional y consta de tres segn1entos: 

1111 n1otivo hélice-asa-hélice (residuos 207 a 233) que unen el hexá1ncro en la zona del eje 

e.le orden J. un asn~hélicc <1uc establece los contactos intennonon1éricos cerca del orden 2 

(residuos 244 a 253) y una vuelta que esta unida por puentes de hidrc>geno al fragn1ento 

anterior (residuos 137 a 143). Los residuos restantes ( l a 136. 144 a 206. 234 a 243 y 254 

.a 266) form:111 l:t zona cxtcrnu. a difcrcncin dt.! la zona interna rota durante la transici<ín 

alnstérica (RudifHl. 2001 ). (í-'igura 7). 

?;r?.L T PL T'TAE..:.\."::>"k..°'VAAPH l VNP l NAFKPIADP P FVL•::OL p-fááf PMT'TYKAL VThTHKA•::O~ 
~ 16 l~ ~b ~s 16 lS 46 45 !ib S~ t;5 

V S FKHV\.'TFt-n .. '!Dt:YV•::> L PK EHP E SYYS Flo'fHPNFFt•H\.'"L• t PAEN t NL LN•::>N"PD t I>A"ECP •::J 
~~ 76 :~ ~ '!1-S 'lb ~ir, 120 lds llO ll!i l!O 

Y EEK t P S. Y•.:;K l H L Ft .. '5::>•JVGNDGH l AFN EPAS S L"' S P 1 P t K'TL THD'TP VAN S. p F Ft•Nt:•".,"t'hj 

1:!!i lfo 11~ tJO 115 1~'o ds tk 16.s dO d~ do 

\.' PKY AL l\.' 1::;· ... ·..JTLL L•l"I. Et:\.'1 .. t t L ..... L.-Jso.;,.KALA LQl"l-A -.. ·E<~LVt'n-fM\\17 t .S.CLVL HPKA. n .. r .. ·cr. 

t4!i 1JO l~,-~J:) :.-ós ~10 :.-1~ :.-fo ~:.>5 ~fo ~h :•.10 

1··i~un1 7. Arquitectura del.a (-;lcN61' desarninasa de/~. coli. fo:I 111oth·o 
corrc~pundicntc a la to.tpa del sitio acth·o ~e n1ucstra subrayado. 1..os asteriscos 

scfialan aquellos residuos que inter;.1cttian con el sustrato. 

TESIS CON 
'FALLA DE OPJGEN 
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CON"l"l<OI. Al.OST!i:IUCO 

El control alostérico de algunos procesos quirnicns y fisiológicos es esencial en las 

funciones celulares .. juega un papel irnportantc en la regulaci6n 1nctabólica. en la 

respuesta celular. expresión o represión· de genCs y cornunicación 'celular entre otras. La 

rcgulacic.ln en las propiedades de 1111ill11 ·dc Un·a proteína- alostériCa puede describirse corno 
- -· -

un equilibrio entre dos estados confonnacion.~1les'_difcrcntcs: un cst•-¡ll¡;T y un csrndo R. 

En lu transici6n de un estado a otro participan ca111bios confonnacionales a nivel de la 

estructura cuaternaria. que. pro~~ucvcn rnodircacioncs locales en la estructura terciaria de 

la unidad tnonnmérica. y alteran las propiedades de unión de ligandos (Altamirano y 

col..1991). 

La transichSn alostérica de Ta R en la dcsmninasa ocurre cuando la GlcNAc6/1 se une al 

sitio alostérico (Figura 8) o por la uni6n de sustratos al sitio activo. Las fuerzas que 

dirigen la transici6n. csuín asociadas a la unión del grupo fosfato corno consecuencia de 

la presencia de residuos cargados positivarncntc que provienen del n1óduln externo e 

interno y del as:t catalíticn y que forn1an la estructuna de sitio uctivu. Por lo que la unilln 

del grupo fosfoto produce un rcarrcglo estructural que dispara la transici6n alostt!rica. 

T R 

@ ü_. 
< >~ 

J•"i~ur:.• 8. Esqul.·nu.1 de la transicit;n ulostérka provocad.a 1mr la unic"u1 <ll· un.a 
111olécula de Hl"ti\·adnr. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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El sitio alostérico tiene cargas positivas <1ue se distribuyen a lo largo de ambas 

subunidades. La presencia de cargas negativas del grupo fosfato genera atracción entre el 

módulo externo y dos 1non6meros vecinos. Una vez más. esto ge1lC~a et. carácter rígido 

del n1ódulo externo que es esencial para generar la mism?' conformltcic:?n en el. estado R. 

cuando la trnnsfonnnción cst.i dirigida por fuerL.as ~1plic.adil~(:c1/ cada ··unU .·de. las dos 

diferentes regiones de la n1olécula. Los catnbios conform~~·¡~O~l~s·"rio s~l3..íTI~nle-·afectan 

al rnovimiento relativo del 1nódulo interno y ex.terno. ·si~O,:qU~--~~:~~,¡~-~e .'~~a deli~ada 
:> ... -··~:, ·-:-~>' ':·.~ .. -:."·' 

regulación electrostática. En el estado T. el Glu148 neufrllliza:lás cnrgnS POsitivas en el 
/ - '.· :: -~- .. :·<,:·.,_~ .. :: ;::_,; .. "< 

sitio atostérico. n1icntras que en el estado R el grllpo 'fosfato dél ·ac-tiV3dor.alostérico 
_: . '·' .-~:-.':_:- . :" ' 

neutraliza la carga y el Glu 148 queda libre pura gin1r haCÍa ~1-.siti~--_acti~·o. - ,O-Íorjales y 

col..1999). 

Los c:unbins en In estructura cuaternaria son el resultado de Cambios a nivel de la 

estructura terciaria de cada subunidad. que están asociados a la unión d~~. ~Ústrato o del 
. . . 

efector ulostérico. Los cmnbios confonnacionalcs del confórrnero T n - R se· describen 

cuino un rnovin1icnto relativo de dos entidades rígidas dentro dC..cada 1nOnó1nero. que 

modifican el sitio activo. Sin ernbarg.o. la conforn1ación capa7. de t:"lir nL.efector 

alostérico sólo es generada en el confórn1cro R. Dos diferentes mecanismos 

desencadenan este proceso. uno desencudcrrndo por el sito catalítico y otro en el sitio 

alostérico. 

Se conoce la estructura de la forn1a R de la enzinrn B. coli. a partir de datos 

cristalognificos de difntcción de rayos X a :?.1 A. Se resolvieron los cotnplcjos cnzin1a-P 

(fosfato inorgánico ocupando los sitios activo y alostérico). cnzima-GlcNAc6P y cnzin1a-
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2-arnino-2-dcsoxi-D-glucitol-6-/' (GlcN-ol-6/'). Este tíltimo ligando es un inhibidor sin 

salida .. que ocupa el sitio activo (Oliva y col .• 1995). Más recicnte1nente se obtuvo el 

modelo de la fornm T a 2.2 Á de resolución. en ausencia de lig.andos (Horjales y col.. 

1999). La estructura de la fonna R y sus co1nplcjos n1uestran inequivocatnente los sitios 

alnstérico y activo de-la cnzirnn. La con1paración de la confunna.ción R con la fonna T 

demuestra el cambio global que cxpcrirncnt:t la proteína en la transición alostérica. 

L.a cnzinm tiene 6 sitios :llostéricos. los cuales se encuentran en los cspacioS entre las 

suhunidades que fonnan cada trítnero. De este rnodo. los sitios de unión del activador 

alnstérico se encuentran fonnados por dos tnonl'itncros VC!cinos. Este hecho hace notnr 

que se establecen contactos itnportantcs entre subunidades al unirse este ligando. 

Se considera que la GlcNAc6/, se une exclusivatnentl! al estado R (estado de 1nayor 

ufinidad por los sustnatos) y el aínico capaz de unir ul nctivador. Atnbos efectos. la 

conpcratividad homotrópica y la activación por GlcNAc6J> en la GlcN6/• dcsaminasa 

pueden explicarse satisfactoriarnentc en el 1narco del modelo de l'\.1onod-\Vy111an~ 

Chang.cux (M\VC}. El tnodclo de M\VC es esencialmente un 111udclo en equilibrio y su 

aplicaciün en procesos cinéticos es posible bajo la suposición de que la enzhna tiene una 

cin~tica en equilibrio nipido y no una cinética en estado estacionario. 

S/T/(J Al.OSTlfRICO 

En c:I cunfórmcro T. los residuos del sitio alostérico no se encuentran en posición correcta 

para unir Ja GlcNAc6/'. En estn cnnfonnación. el grupo atninu tcnninal esui a m;is de 10 

A de lns residuos Arg 158 y Lys 160 de la subunidad adyacente y SI! lltlt! por un puente de 

hidrl>g.cno al oxígeno carbonílico de la Ala150 de In subunidad vecina. El sitio Hlostérico 

14 



se encuentra ensanchado en el confónnero T~ en esta región se acumulan cargas positivas 

que son neutralizadas con la unión del grupo fosfato de la GlcNAc6P en e~ confórmero R. 

Se puede describir el sitio alostérico de la GlcN6P desnminasa (Figura 9) en el 

confórmero R. el fosfato de la molécula del activador alostérico se liga' de la mi,sma 

forma que el fosfato inorgánico: presenta contactos mediante puentes salinos con Arg IS~ 

y Lysl60 y por puente de hidrógeno al nitrógeno de la cadena principal del residuo 152 y 

al Oy de la Ser 151 (Oliva y col .• 1995). La única interacción del grupo fosfato con la 

subunidad adyacente es por un puente de hidrógeno al grupo N-terminnl. el cual se 

encuentra dcsprotonndo durante la transición alostérica. la protonación de este gn1po es 

responsable de la pérdida de cooperatividnd a pH de 6 de la enzima (Lara-González Y 

col .• 2000). 

FiJ.,,runt 9. Detalle del sitio alostérico de la GlcN6/ll dcsaminasa. Se .. representan los 
residuos importantes del sitio alostérico ~- al centro. tran.-..parentc. la molécula de 

(;lcNAc6P (Tomada de 1..ara-Cion7.álc:r_ 2001). 

1 TESlS CON 
, FALLJ\ DE ORl.GEN l 
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En el sitio alustérico el útorno 03 del activudor alostérico se encuentra unido por un 

puente de hidr6geno al carbonilo del esqueleto principul a nivel del residuo llc159. La 

parte hidrofóbica del grupo acetilo se une por contactos de vnn dcr \Vaals con este 

residuo. La densidad de electrones observada pernlite distinguir al an<lmero u del 

<tctivador alostérico como la for1na que se une al sitio alostcrico (Olivia. G. y col.. 1995). 

Un residuo imponante en el sitio alostérico es la Tyr254. que inten~cciona por puente de 

hidrógeno con el oxígeno carbonílico de laThrl61 en el coitfónnero R. rnientras que en T 

hace el 111is1nn tipo de interacción pero con la Prol49. por lo tanto la 1 .. yr254 funciona 

como un interruptor (Montero-Monín y col.. 1998). 

Otro residuo importante es la Tyrl21 que se encuentra asociada a c;unbios estructurales y 

funcionales producidos por la unión del sustrato (Altamirano y col.. 1994). 

l~I cmnbio confonnacional alostérico provoca en cada n1onó111ero dentro del hexü1ncro 

una rotación de t 3.1 º alrededor de un sólo cje. paralelo al eje de sin1ctrfa de orden tres y 

muy cercano al residuo 197 de cada n1onón1ero. El hcx;:i1nero durante la transicidn 

alostérica pl'"csenta interacciones intennonoméricas limitadas a tl'"eS regiones: 

1) Cercana al eje de sitnctría de orden tres. cntl'"e los residuos 216 y 232. 

2) Ccl'"ca al eje de si111ctria de orden dos. entre tos residuos 244 y 250. 

3) En el sitio alostérico. ubicado entre 1nonó111cros adyacentes (Horjalcs y col .• t 999>. 
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SITIO ACTIVO 

El sitio activo (Figura 10) se forma_entre dos asas situadas en el extremo C-terminal de 

las hebras By E (Figura 7). El fosfato del __ sitio_activo esta u~idCÍ por,-pu~nte salino a la 

Lys208 y Arg 172 y por puentes de hldrógeno ·al .;sa ·formad;.·. por los residuos 40-44 

(Oliva y Col..· 1995). El iÍlhibidor: co-iTIPeti.tiVO ·se"_enc.Üeailra'-uriido'·de r()i-lna eX:te-~d-ida con 
- ··, . ·' .:~::.: :_ .. _'.· ': -~_, ___ ,·- :' .:_~::~--"···:.:_ _.'', 

su 05 apuntando· hacia el NE2 .de la His 143. Esta histidina está eri contacto con el Oc3 I 

del Aspl41 y el Ocl del Glu. El.residuo Asp72 se encuentra oñentado hacia el hidrógeno 

en C2 del azúcar y hace un puente de hidrógeno con el 01 del inhibidor. 

Figuru 10. Detalle del sitio actÍ\'O de la GlcN6P dcsaminasa .. Se muestra el inhihidor 
competith·o unido al sitio acth·o (lºomado de l..aru-Gon7..álcz.. 2001) .. 

TI.SlS CON 
FALLA DE ORlGiN 
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MECANISMO 

Midclfort y Rose ( 1977) propusieron un n1ecanisn10 catalítico basado en el mecanisrno 

general de lus isomcrasas cctoaldólicas (Rose .. 1975). C~n base .a. la cstruétura del 

complejo cnzima-GlcN-ol-6P se propuso un mccanis~o catalítico (Oliva y c~L. 1995) 

que ha sido completado con datos cinéticos en e~ que se pun~tmliza ta irnPonancia de los 

residuos del sitio catalítico. Hisl43 y Glu148 Cú,- la apcfrtu-ra· del .anillo del sustrato 

( Montero-Morán y col.. 200 l ). 

Este 1nccanisn10 (Figurn 1 1) cornicnz.a con IU apertura del anillo de piranosa de la 

GlcN6P por el residuo llis143. En este punto. el c;.~·rbox~lato del residuo de Asp72 sustrnc 

el protl'ln de C2 y de 111ancra concertada. se llev:t a cabo la cnolización entre C 1 y C2 

(fonnación del c:is-enol-arnino). 

Subsecucntcn1cntc. este intenncdiario se convierte en el correspondiente cnol-amonio 

cuando el protón regresa al arninoazúcar en la p~lsición 01. Exi_stcn dos interpretaciones 

sohre ctlmo puede darse la siguiente eu1pa. En um1 de ellas. un protón del g-rupo amino 

puede ser tomado de nuevo por Asp 72 fornu:índosc un~ cis-enol-anlina (2-:unino

:?dcsoxi-D-arabino-hcx-2-cnitol 6-fosfato). la que Posterionncnte toma el protón de 

Asp72 en la posición C 1 pro-R que al arreglar~c fornut- la fructosin1ina 6 fosfato (2-

dcsnxi-2-irnino-1>-arahino-hcxitol 6- fosfato)- ~I grupo in1ino reacciona entonces con 

una n1olécula de agua produciendo un carbinol-arnonio. un intern1ediario inestable. 

Altcrnativa111ente. se puede lleµar a este intenncdiario si el enlacen entre Ct y C2 del 

intennediario c:is-cnol-:unonio es atacado por una 1n~lécula <le agua en la cara re del 

intcnncdiario. 

18 



La estructura del interrnediario ci.\·-enol-amonio es muy similar a la del inhibidor 

competitivo. E.-.tc intennediario se descon1pone en Fru6P y NH.\. Se ha de1nostrado que el 

sustrato para l:t cnzilna es el ion a111onio. de forn1a que el amoniaco fornmdo en esta etnpa 

debe ton1ar un protón. Lo más factible. es que lo tome del carboxilo del Asp72 para 

liberarse corno ión amonio (Olivia y col.. 1995). 

Ol510IVent.c 
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Figurn t 1. l\1ccnnismu de reacción propuesto pani. la enzima GlcN6P desamina<i;a. 
Las lineas puntcadmot corresponde al equilibrio de unión de In fonna aldehído del 

sustrnto (tomado de Montcro·Mor..ín y col.,. 2001 ). 

La interacción cooperativa ocurre entre dos sitios separados. el enlace del ligando en un 

sitio induce un cambio en la estructura alrededor de la proteína que es tnmsrnitido por un 

canal pnlipctídico. (R<.lbcrt~ 2000) E .. o;tc concepto de trans1nitir un cambio estructural en la 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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proteína resultando una co111unicación entre los sitios es llantado ºalosteríaº y las cnzirnas 

que presentan dicho efecto se conocen como enzimas alostéricas (a/lo.\· diferente • . "ltereo.\· 

estructura). Los efectos alostéricos pueden ocurrir entre los sitios de unión sepan1dos por 

el misrnu ligando dando a la enzima ºcoopcratividad ho1notrópica··. 

Un modelo para explicar la Coopcrntivfdad es el 1nodelo de si111etría o 1nodclo concertado 

111cjor conocido como M \VC (Monod y col.. 1965} (Figura 12}. 

MOOl!/.O CONCERTADO DE MONOD-\V}'MAN-CllANGEUX (M\VCJ 

El modelo postula: 

1. Las proteínas alostéricas son oligó111Cros de monó111croS que esuin ~tsociados de tal 

1nancra que ocupan posiciones c<1uivalcÍllcs. Esto Ílnplica qué la 111olécula posee 

al menos un eje de sin1ctría. 

Cada subunidad en la proteína es ·capaz' de existir en dos estados 

confonnacionales. que se llaman T (tenso y n_lenos.afín al sustrato) y R (relajado y 

nuís afín al sustrato). aún antes de que se adicione.un con1pucsto capaz de unirse. 

3. Todas las subunidades del oligórnero de proteína están en la 111is1na conforn1ación. 

ya sea todus en,. o todas en R. Los estados n1ixtos no se generan debido a que las 

subunidades en distintos estados (T·o R) tien!!n interacciones poco favorables. Las 

dos fornrns confonnacionale~ de la pn.ltcína están en equilibrio en ausencia de 

ntoléculas unidas. por lo que el equilibrio (tendiente a T) se ron1pe por la ;1dicilin 

de estas 111oléculaS (generahnente el equilibrio se desplaza hacia R). 

4. Las constantes de usochtcil'in de una 1nolécula ligablc para las fornm T y R son 

diferentes. porque son cstructuraln1cntc distintas. 
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5. Cuando una proteína nlostérica .va de un estado al otro .. se conserva la simetría 

n1olecular. El 1nodelo MWC. tarnbién propone la existencia de tres clases de 

co111portmnientos que pueden esperarse en los siste1nas alostér~cos. 

a) Sisten1as K: la unión de un efector a ta cnzinm: ca1nbia ta constante de 

afinidad po_r el .sustrato. Ya que tanto el activl:tdoÍ cóínó. ~l. sustratO 
; . . . . - . -

tienen diferentes afinidades por las forn1as T o.,~• la prC.ScÍlcia del 

efector rnodificará ta afinidad aparente de' h~ ·pro~~ímt- por .el sustrato .. 

pero sin afectar la V,""'' de la rea.cción. 

b) Siste1nas V: el sustrato tiene lit 111is1na afi1'ÍÍd:Íd por 10s -dos estados. De 

esta rnancrn .. la-unión del efector no 1~~~diÍi~:~·· f¡, :aÍinidnd de unión 

apnrcnte del sustruto .. pero produC:e 'un cmnbio en la V rn;.,. Si el efector 

ticn~ afinidad rn:ixinrn por-lu fornm ·activa (R) o po.r la inactiva (T) .. 

funcionaroí con10 una t•ctivador (sistcrnns V positivos) o como 

inhibidor (sistc1nas V 11egativos). E.l sustrato no funciona con10 

activador en ninguna concentración. 

e) Siste1nas n1ixto K-V: Todos los sistenuts que no son complctmnente V 

o K. 
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Fi~urJ 12 . Rc¡ircscntaci«;n csc¡ucn1áticu de los ccauilihrins que in\.'olucr;.ulos en el 
Modelo M~VC. 
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Utilizando este 1nodclo (Figura t 2). se pu,eden hacer varias afirn1aciones (Rudiño. 2001 ): 

•!· En un sisterna nlostérico .cnzin1ático K.· un efector debe n1ostrar interacciones 

coopcra~i v~1s. horilotr,óricns .. 

•:• En uqucllOS.ºsis'ten1~~.'·c'l1. (¡ue ·el -sustrato tiene la mis1na afinidad por tos dos 

cstad~s .. ·~·I sustrato ~;;.··n·~:~~~:~i~~·:.inter.lccioncs cooperativas homotrópicas. 

•:• El cumbia :~~ni()rm~·~iC>:~:ll ~·~ dcbi.do· a la diferencial de cncrgíus de unión entre 

los dos estados. 

•!• El 111odelo· M\VC hace predicciones shnples basándose en sólo dos parámetros 

físicos: la Constante de equilibrio o constante alostérica. L. que representa la 

relación de los estados T' a R en ausencia de cual<.¡uier rúolécula ligablc (IJ=IT"/ / 

/U.,/) y el Coeficiente de unión no c.xclusivo. c. que es la relación de las constantes 

de disociación de los cstndos R y T (e= A."T/KRJ. 

•!• No puede explicar la cooperntividad negativa en el esquema. 

La ecuación dedvadu para el rnodelo de f\.1'\VC es In siguiente. (Segel. 1974). 

L ( 1 +cu. ) n + ( l +a) n 
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El modelo de M\VC define tmnbién las propiedades de los sistetnas alostéricos: 

1) Las proteínas alostéricas son oligon1éricas. 

2) Las interacciones alostéricas csuín relacionadas con alteraciones en la estructura 

cuaternaria de las proteínas (co1110 alteraciones en la unión entre las Subunidndcs). 

J) Mientras que los efectos hcterotrópicos. pueden ·ser tanlo_. positivos como 

negativos (activación o inhibición). los efectos ho111otrópicos parecen siempre 

positivos. 

4) Muy pocos sistcnms alostéricos presc~tan solmncntc efectos hetcrotrópicos. En 

01r;:1s palabras. los efectos coopCrativos ho111otrópicos se observan 

invariablcn1cntc para al n1cnos u1la de las 111oléculas lig.ablcs del sistema. 

5) Las condiciones. los traunnientos o las n1utacioncs <¡uc altcrnn las intcrncciones 

hcterotrópicas. Ultnbién pueden alterar las hon1otrópicas. 

HI. MOf)F;i.0 SF:CUl;NCIAI. S/IHl'l.B DB KOS/11..AND-N/;MhTflY-Fll.MBR ( KNPI. 

Otro tnodclo para explicar IH coopcrntivida~ es el tnodclo KNF. Una fonna de c~uendcr el 

modelo M\VC consiste en relajai:- la cooperatividad y Ja silnetrí~ absolutns. pcnniticndo 

que coexistan an1bas confonnaciones alostéricas (R y T) .en el n1is"n10 oligótnero. La 

posibilidad de que existan subunidadcs adyacentes con una conformación diferente ~e 

puede tnodclar añadiendo a la ecuación un ténnino que 1nodit1quc la energía de 

imcracción. Incluso si el v;:1lor de la energía de interacción es casi infinito. se obligot a que 

la transicitln sea conccntnula y se obtiene el 1nodelo Z\.-1 \\'C. Este nuu.lclo nuis general 

puede tonrnr fornuts interesantes. así. si la energía de interacción es cero. no habria 

..:nnpcratividad. Igual que en modelo M\VC~ la cooperatividad sigue siendo debida a la 



in1erfasc entre los n1on6111eros. Este rnodelo secuencial uunbién se conoce como tnodelu 

KNP. secuencial shnplc o de ••;nducecl flt .. y su característica principnl.es que pcnnite la 

existencia de oligó1neros 1nixtos. o híbridos (T y R). los cuales tienen más de una 

confonnación por oligó111ero. En este 111odclo: 

1) Cada subunidad. dentro del oligórncro funcional. puellc unir a distintas tnoléculns 
' ' 

y experimentar can1bios c~nfonnacionalcs indcJ>-e.ndicntcs de las subunidadcs 

vecinas. 

2) Existen interacciones entre las subunidades que 111odit1can la forma en que se 

unen los ligandos adicionales. 

3) Debido al gran 111irnero de pará1nctros en este n1oc.lclo. lns predicciones del 

comporta1nicnto cnzhnatico no son claras co1110 en el modelo Z\-1\.VC. 

4) Puede explicar los fcnórncnos de coopcrntividad negativa. 

El tratarniento n1atcnuítico de este modelo es muy c01nplicado y 'itlg.unas de sus variables 

no tienen sentido físico. por lo cual no se utiliza. 

Fl.UORESCENCIA 

Diferentes sistcnms quí1nicos son fotolutninisccntcs. los cuales pueden ser excitados por 

radiHcicln clcctro111agnética y como consecuencia c1nitir radiacidn de 111ayor longitud de 

onda. Dos de las c1nisiones 111ás cornunes son la fluorescencia y la fosforescencia. La 

fluorescencia es 1nucho rnás itnportante desde el punto de vista analítico ya <1uc es una 

J)(HJcrnsa técnica pura estudiar interacciones rnolccularcs.Y aspectos de biología celular .. 
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neurologfa y bioc1uímica entre otros rarnas ya que tiene una gmn sensibilidad que pcrrnite 

trabajar con concentraciones ·nano111olares. 

La lluoresccncia tiene.tres gi-un~~s ~c·nrnjas; seguridad ... gran velocidad y alta sensibilidad. 
. . . . . . . 

El 1iunto de seguridad se rcnerc a que la··rnucStra no. es afectada ni destruida en el proceso 

y sobretodo q~~- no se. ~enCra i~ucrn1cdia·~ios. Ln gran sensibilidad es in1po'rtante porque 

las concentraciones son proporcionales a la concentración de la sustancia que_ se·.csta 

investigando y su gran velocidad se refiere a que los can1bios de intensidad plreden ser 

detectados en un orden de picoscgundns. 

U1 :o>cnsibilidad de la fluorescencia depende tanto del instrumento como dcl~Í]u~roforo .. la 

capacidad de respuesta de éste dcpendcni de la absonividnd rnolar y el citnlpo ·émintico .. 

factores que controlan el cornponarnicntn del :tmilisis. 

Todas las moléculas poseen una serie de ni veles de energía cercanos entre .si que pueden 

llegar a niveles de mayor energía dcs¡nics de ser excitadas. Durante este proceso un 

electrón es prornovido a un nivel elcctnlnico encrgética111cnte superior. t..-1s n1oléculas 

que pueden alc.an7.nr estos niveles de energía excitados son aquellas en las que se presenta 

el fcnó1neno de luminiscencia. Los diferentes estados clectrclnic~s rnolcculares presentan 

subniveles que reciben el nornbrc de estados vibracionales. El pritncro dt! estos estados 

del prirner nivel energético en la rnolécula corresponde a lo que se conoc11..~ como el estado 

basal (Sauceda. 2003). 

Los diferente estados vibracion.alcs presentan diferencias entre sí considcrablc111cntc 

1ncnorcs a los estados electrc.'lnicos. Se puede acceder a los est~u.lus vibracionales 

rncdi.antc procesos menos energéticos que la excitación por fotones. Para la c1nisi<.ln de 
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nuorcscencia. es necesario excitar u la molécula con una radiación de cierta longitud de 

onda para que el últin10 electrón pase de su estado basal a un est~\do singulcte. Una vez 

excitada la molécula. ésta regresa a su estado basal realizando una serie de pasos. La 

n1olécula puede llevar a cabo un n1ovimicnto vibracional. lo cuál implica una pérdida de 

energía. Dicho movin1iento depende de las colisiones entre las moléculas de la especie 

cxcita<lu y el tipo de disolvente. También se puede perder energía emitiendo un fotón de 

una energía menor a aquella con la que se excitó la molécula. 

Las moléculas que tienen un 1nayor comportarnicnto fluorescente son todas aquellas que 

tiene~ anillos arornáti':':os ya ·que presentan clectron~s resonantes. Se ha encontrado 

cxpcri111entalmcntc que la fluorescencia .es afectada tanto por la rigidez de la estructura 

del cornpuesto co1no por el tip<."l de disolvente ya que esto puede restringir el n1ovimicnto 

vibracional (Guilbault. 1973). 

Tl/'OS Dé: F/.UURESCENCIA 
La fluorescencia puede ser de tres tipos: 

1. Fluorescencia de Stokes: ocurre· cuando los fotones emitidos son n1enos 

energéticos que los utilizados para cxcitnción. es decir- la radiación de en1isión 

presenta una lungitud de onda superior a la radiación de excitación. Este tipo de 

tluorc~cencia ucurrc principal111ente en soluciones líquidas. 

:?. Fluorescencia anti-Stokcs; ocurre .si la radiación ctnitida es n~~s en.ergética que la 

de excitación. Ocurre al añadir energía térmica al sistema y es frecuente en gases 

diluidos a altas tetnpcraturas. 

27 



j. Fluorescencia de resonancia: consiste en la cn1isión de fotones de igual energía 

que los fotones de excitación. Nunca ocurre en snluci6n debido a las interacciones 

con el disolvente. pero es cornún en cristales y en gases. 

Asociada a la nuoresccncia existen dos tipos de dispersión: la dispersión de Rayleigh Y la 

dispersión de Ran1nÍ1. La prin1era ocurre cuando el fotcln incidente excita al fluorclforo a 

un nivel vibracional .superior al basal. para ser reemitido con la rnisma energía. El 

fcnéuncno de Rayleigh ·ocurre a cualquier longitud de onda de excitación. pero disrninuyc 

como la cuarta potencia de esto:t longitud. Para evitar interferencias con el amilisis_ se debe 

trahajnr a la rnayor longitud de onda de excitación posible. Ll1 dispersicín Raman ocurre a 

difercnci<:ts fijas de la dispersión de Rayleigh y se da por energía sustraída o alladida a 

este fut<111 de excitacicln. Esta dispersión es signific;uiv.::unente rncnor que la Ra1nan 

(Sauceda. 2003). 

F/11orá111e1ro 

La longitud de onda de excitación se escoge con ayuda de un ntonocrornador pri1nario. o 

de c'1..·itaci611. que se cncucntn1 ·-ntre l<t fuente de radiación (por lo general una lá1npara 

de X'-"IHln. halógeno. vapor de n1ercuriu o filarnento de tungsteno) y la 1nuestra. Después 

dc la c'citación se detectan las long.iludes de onda de emisil;ll y sus intensidades 

n:lativas. para lo cual se utiliza un 1nonocro1nador secundario. o de etnisión. y un detector 

quc 'l! encuentra a un angulo de 90º con respecto a la luz incidente. A la salida del 

fotodctcctor se arnplifica la corriente que es proporcional :1 la energía de tluorcsccncia 

( Sa1u:1..·da 2003 ). 

28 



En cspcctrofotonlctría. la fuente y el detector esbin orientados a 180°. por lo que en todo 

1nomento existe una señal elcctrónica1nente considerable. La radiación absorbida se mide 

indirccuuncntc. En espcctrofluorometria. la señal .de luz se n1ide de ~nn.for"rna directa. es 

decir. no es neces;1rio restar la radiación. provcniéntc de la fuCnte a la rcidiación· ernitida 
,.: _: • ':' : - ' .: • • ' ' ' ' • o • 

por la muestra. porque el detector eStá orienuldo a 90º dC hl fuente. Y'no la púede ·.·verº. Es 

por eso que las mediciones de fluoíCsccncin s~n,·~~~dfd;oÓ~~-á~~~~.~~~~. t~~-:~~hat de salida 

puede ser controlada ajustando la .i.ntensidad ·~~ la :fUc-~t~:···vari~1·n_d·~· laS rendijas del 

rnonocrornador. o controlando la amplificación a la salida del d~te~tor .. 

FUENTI":~· DE INTERFHRENC/,I EN FLUORESCENC/,¡ 
Ln intensidad de fluorescencia de la 1nuestra es sensible a· tos siguientes factores: 

De!•compo.\·ic:i<¡n furoquímica. La luz ultravioleta_incidente· en la tnucstra puede 

causar carnbios fotoquitnicos o In -de~·t.r~1ciii'~-;;-,-;-.de1 COmpuesto fluorescente. 

provocando un decainliento gradu~tl en. In intensidad d.e fluorescencia. Para evitnr 

esta situación es -necesario ·.utilizar_ la ·~ayoi- lo!'git_ud de onda posible en la 

excitación ~el cotnpuesto y exp~ner )o menos posiblC la muestra a la radiaci6n 

incidente y a la luz·uv del ambi,ente. 

Vüco.sidad. La Ouorscencia de un con1pucsto es 1nayor en medios tn•is viscosos. 

En éstos .. In cnergfo de transferencia ·en una solución (procesos no fluorescentes) 

decrecen· por una reducción en los procesos colisionales. 

Apa¡:c1111ie1110 e•qucnching .. ). Este es un proceso en el cual existe una con1pctcncia 

entre la crnisión de radiación fluorescente y la fonnación de una especie nu 



fluorescente a partir del tluoróforo y otra sustancia presente en el 1nedio. Este 

fenórncno puede ser utili7 .. ado intencio11aln1cnte. pnm hacer evidente la interacción 

del nuoróforo con otra especie. o bien puede ser unn interferencia no deseada en 

la n1cdición. (Lakowicz .. 1999) 

30 



OB.IETIVOS 

GENERALES 

Estudiar la transición alostérica de. la cnzitna glucosa111ina.'":6-fosfato dcsaminasa 

de /~. coli rncdiantc el uso de técnicas fisicoquímicas y 111olccularcs en busca de 

señales cuaternarias puras. 

I' AKTICULAKES 

Construir una rnutantc sitio específica en el residuo K.234\.V. 

Llevar a cabo. un estudio cinético de la n1utante elaborada bajo divt:rsas 

condiciones y postcrionnente con1parar con las características cinéticas de la 

cnzirna silvestre~ pan1 validarla co1110 modelo. 

Estudiar los c:.unbios conforrnacionalcs por espectroscopia de fluorescencia de 

cnlisi6n del ·rrp234. 
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.IUSTIFICACIÓN 

La transición alostérica de la glucosantina-6-fosfato dcsaminasa se ha descrito como un 

canlbio cstructurúl entre dos confonnacioncs cst¡iticas. Sin en1bargu~ tanto los 

1nccanismos que la originan co1110 ruta del cambio cuaternario no han sido cosnprcndidos. 

La cristalografía <.le proteínas nos ofrece la visión de los estados inicial y final de este 

carnbio estructural pero no nos indica la presencia de conforn1acioncs intcnncdias entre 

los estados T y R. Por el contrario~ la fisicoquítnica nos puede <.hlr indicios de la 

existencia de tales cst•1dos intcrn1cdiarios tnediantc señales asociadas tínican1cntc a los 

ca111bios cuaternarios. Las scfiulcs que se pueden utilizar para este fin son la 

fluorescencia. resonancia rnagnética nuclear y dicroísn10 circular. La experiencia con el 

dicroís1no circular dl!ntru de nuestro grupo lrn 111ostrado qui.! el ca1nbio cuaternario no 

puede ser seguido por esta técnica debido a la cornplcjid:td de la. sefi•tl. La tluorcsn:ncia 

de la enzima silvestre es difícil de analizar debido a la presencia de varios residuos 

tluorcsccntcs en diversas regiones de la proteína. La construcción de muuuucs que 

conservan el curnpuruunicnto cinético de la enzitna silvestre. pero que sólo poseen un 

grupo fluorescente en una región específica de la tnolécula. nos puede dar información 

sobre el carnhio estructural cuaternario. El residuo Lys234 se encuentra en la in1crfasc 

entre dns rnnnt_ln1cros de la enzitna. pero suficie!tltcrncntc alejado del sitio de umf.ln de 

activadnr y no ha sido asociado a interacciones críticas para el funcionatnicnto de la 

enzima. Por esta razf.ln se mutó la posición 234 cmnbiündola por un residuo de Trp. Esta 

1nutaci(n1 se realizü en un gen cuyos residuos naturulcs de Trp habían sido previa1ncntc 

ca111bia<los por residuos de Tyr. La caractcriz.aciün cinética de esta 111utantc. que 



llama1nos W234 9 nos pcrmilini validarla corno un buen rnodelo pura extrapolarlo a la 

cnzi ma si 1 vestre. 

METODOLOGÍA Y MATERIAL 

RHACrIVOS 

Lu tnayoría de las sustancias <1ui1nicas fucron.cotnpnu.las en Sigrna-Aldrich S.A de C.V .• 

México. El activador alostérico. GlcNAc6P. fue prcp~lrado por acetilación de la GlcN6/> 

cnn anhídrido acético y se purificó por cromatografía de intcrcmnbio iónico corno lo 

describen Rogcrs y col. ( 1988}. 

El inhibidor co1npctiti vo 2-arnino-2-dcsoxi-r>-glucitol 6-fosfato. GlcN-ol-6/>. fue 

sinlctizndo por reducción de GlcN6/, con borh.idruro de sodio y se purific6 por 

cromatografía de intercambio iónico como.hu sido'c.JescritO antcriorn1cnte (R~gers y col. 

1988). 

l'i .. /1SMIDOS Y MUTAGÉNESIS. 

Se utiliz<'l el vector pTZ.18R con un insert~· de DNA conteniendo una copia del gen nagB 

cnn 2 n1utacioncs previas para ca1nbiar los residuos de triptofano naturales (Trp 15 y 

Trp224). A este plásrnido le dcnotnimunos plL.l8RJ1agB\V-. Con este phi.stnido se llevó 

a cabo una n.unagéncsis "sitio-específica por PCR utilizando oligunuclc<-ltidos sintéticos de 

acuerdo al método de Kunkel dcsc~itu por Santbrook y cOl. ( 1989). Los oligonuclc6tidos 

usados para cantbiar el codcln de Lys234 por uno correspondiente :t Trp (AA.A-TGG) 

fueron: 
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FK2.J •. ¡:\V 5"-AACl"GCATCCGTGGGCGATCATGG-3" 6Gº"" -h.5 kcul/mol. T'" 61 ºC. 

l....:1 1nutagénesis se realizó utiliz:rndo la cnzinm Pfu poli111crasa. la reacción contiene 

dcsoxinucleotidos trifosfmo. Para la digesti<ln del plásmido pTZl8Rna,t:/J\V- se utiliza 

/Jpnl. El prograrna de tcrnu1cicladn usado se describe a continuaci6n: 

Paso Tcrnp(ºC) / tiempo Ciclos 

Dcsnaturalizaci6n 95 I 3 rnin 

Dcsnaturali7.acilln 1..J5 I 1 rnin 

- ---- --------
l libridacitJn SS 1 1 rnin :?5 

Polin1crizaci{m (,8 / 101nin 

------------- -

Extensión final hX / 15 111i11 T 

Se utiliz<l el kit Quick Changc (Stratag.cnc. La Jolla. C.·'\. E.U.A). Se transfortnó el 

producto PCR en células conlpctcntcs <le /~.:. coli cpicurian XL- blue de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. Postcrionncntc los plásmidos resultantes se secuenciaron 

para verificar la rnutación. 

TH.A1V .. \'FOR1\IACIÓ/\l 

El vector que lleva el gen de la enz.inm nuitante se utilizó para la transfonnación de una 

cepa de E. ro/i IBPC590. la cual es 6.11a¡.: y /\lar/. Esta ccp•t no expresa lu g.lucosamina-6-

fosfato dcsarnirmsa silvestre. rnicntras que la mutante e."prcsa de nrnncrn constitutiva al 

estar bajo el control del promotor lac. El plois1nido pTZl8R11a,r,:/JK234\V se usó parct 
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tn:msfornmr células cornpctentcs de B. coli IBPC590 por electroporación utilizando el 

elcctroporador J.:t!llt! pu/ser 11 (BIORAD). Las células se sometieron a un solo pulso de 4 

tnscg a 2.5 KV. con una capacitancia de 25 i1F y una resistencia 200 W. Estas 

condiciones generan un can1po eléctrico de 12.5 KVc1n· 1
• Para permitir la expresión del 

gen de resistencia se incubó durante· 1 hoía a 37ºC en rnedio SOC a 250 rpn1 y 

posteriormente se scn1bró en'pla~as d~ agar LB (Luria Bcrtralti) adicionado de atnpicilina 

a una concentración final de 5<? µg m_1~· 1 • 

E:X/'RE:SIÓN DE: / .. A .E:NZIMA RE:COMBINA/\r/"E: E:N E:. coli 

Se inocularon tubos de ·10 rnL'd~ CaldO LB con ampicilina 50 i1g 111L· 1 y se incubó a 37ºC 

en una agitadora orbital a .200 rpm durante 12 h. Posteriorn1entc se utilizó este cultivo 

pura inocular n1atrnccs Erlcn-Meycr de 250 1111 con 100 rnL del rnis1110 rnedio y se cuhivó 

en las tnisrnas condiciones durante 3 h. Este cultivo se utiliza para inocular nrntruces 

Erlen-Mcyer de 2 L conteniendo 1 L del 1nisn10 rncdio y se cultiva a 30ºC durante 6 h a 

250 rprn hasta obtener una densidad óptica de 1. 

l'URIFICAC/ÓN DI>" /J\ GLUCOSAMINA-6-FOSFATO DESAMINASA 

Las células se ccntrifugarnn a 25.000g durante 10 min u 4ºC y se lavan con 250 mL de 

KCI 0.15M frío y ~e Centrifuga en las tnisn1as condiciones. Las células lavad;.1s se 

rcsuspcndicron en un ;.unol_"liguador de Tris 50 1111\tL pl-l 8. EDTA 10 mM a 4ºC y se 

rompen por sonicación a 4ºC. Se utiliza. un sonicm.lor marca Cole Parmcr. llevando a 

cabo 20 pulsos de 20 s con una amplitud de 40 o/n. Este proccdirnicnto se realiza dejando 

reposar las células dur:ullc 30 s entre cada pulso para c:vitar un aurncnto en la ten1pcratura 
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y la generación de burbujas ya que esto in1plica dcsnaturali7.acicín de proteínas. Se 

centrifuga a 27 JXX) J..: para quitar restos celulares y al sobrenadantc se le agrega sulfato de 

amonio hasta obtener una saturación del 40 %. nuevamente se centrifuga en las misnrns 

co11<.liciones y se satura el sobrcnadante con sulfato de arnonio al SSo/o para precipitar 

nuc:str.a cnzirna y posteriormente purificarla. 

Se lleva acabo la purilicaci<ln por crornatografía de nflnidad. es decir se hace pasar el 

sohrcnadantc a través del material cron1atográfico. que tiene moléculas de GlcN6/I 

u111das a agarosa-ácidn 6·mnino-11-hcx;:111oico por el grupo an1ino de rnanera que se 

asemejan al activac..lor alostérico. La proteína dcse:1da se une al ligando irunovilizado 

11111..·ntras que las dcrn:is son sustancias clitninadas de In colun1m1. La proteína deseada 

put:dc rccupcrarsc. en forma pura. variando las condicionc-s de ~lución de n10do que se 

lihcrc- la proteína de la rnutriz cro1natogntnca. 

L<1 GlcN6P dcsatninasa fue cluida con GlcNAc6/1' a una concentración 10 mi\.1. La 

fr:u.:cilln con actividad se prccipihl con sulfato de mnonio hasta ~htenér uila-'saturachln de 

s:t•-;. postcrionncntc se dializ6 con un buffer de Tris 50 111~1 (pl-I 7.5). durrinte 4 hor01s. 

Sl.' vcrific(l la pureza de la cnzirna por SDS~PAGE. 

< ·1 ..t.\T/1-"ICACIÓN ¡:)(; /J\ ENZIMA 

Para dctcnnitrnr h1 conccntr.acicln de esta n1utantc se 111idió la absortividotd 111olar a 27X 

nm t1·::!-,.i.) 1ncdiantc la rcacci6n de los rcsiUuos de chacina con s.s·-ditiobis(2 

1111rnhcnzrn:no) (DTNB). La enzima nativa en ausencia de ligandos presenta dos rcsidu(l~ 

dt: l..'.Ístcína reactivos con DTNB. Esto pcnnite c;:1lcular su conccntrnción basándonos en el 



cambio de absorbancia.de la muest~a a 412 nn1 por la ,liberación estequiométrica (1:1) de 

2-nitro-S-tiobenzoato (TNB) cuyo c412 es de 0.01414 cm·~ mM" 1
• 

DETl!:RMINACIÓN DE VELOCIDAD ENZIMÁTICA 

L, detc~iml~fÓ~~d~·.~¿~f~·¡~~~·;~~· 1·~·en~ima f~e.·:heCha·en' la dirección a la formación de 

Fru6f' enun~ .;;~~~1:~~ ;~~<:~í~i, de 200 µI ~ue ~ontienc~ Tris~HCI (pH 7.7) 100 mM, 

EDTA 25 m~; una co~6en¿.,.Ci6~ v~ria~le d~ GJ~NAc;6P; una concentración variable de 

sustrato~-01d~:~~~··-G, ·~CacciÓn··rue ·ini~illdn ~r l~·;dié::i~~ dC' la ·~nzima y In.mezcla se 

incubó a.30 º~· ~~,-·rea~ción se.interrumpió a lo~ :¡Q_·~~~~~~s .mediante_ la ndición de 2 mi 

de llCI 1 O -M. L.~ concentración de fructosa fue -determ~nn.d:a por el método de rCsorcinol 

de Roe -(1934) como lo describe Dnvis, y Gander (1967), pero la lectura 

cspectrofotométrica se realiza a S 12 nm~ L.-1. .reacción· siempre. se llevó a ci1bo cuidando 

que se convirtiera menos del 5% del sustrato inicial.-Todos lo.s ensayos se rcalizáron con 

una concentración de enzima de 1 nM. 

La velocidad inicial se calculó bajo diversas condiciones de reacción: en. ausencia de 

activador. y en presencia de diferentes concentraciones de acti~a.dor; .. 0:1 ~M~.~.S n~M y 

1.0 n1M. Posteriorn1ente se determinó el efecto inhibitorio de 13 :Gt~N~o1~6/>.:'~ ·diSliOtas 

concentraciones de este ligando: 0.5. 2.0 y 4.0 µM. El ensayo de ¡'óhÍbición competitiva 

se realizó a una concentración saturante de nctivador alostérico para hacer el an°álisis de la 

inhibición en términos del n1odelo de Michaelis-Menten. A- partir ·de·. esÍe análisis se 

calculó la constante de inhibición de este ligando. 
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A.IUSTE DE /.A C/Nl:_TICA 

Fueron analizados por regresión no linear utilizando el progranm Origin (MicroCal 

Software. lnc .• Northan1pton .• MA). Dependiendo del experimento se aj~1staron los datos a 

Michaclis-Mcntcn. J-lill y/o Moriod:.El .. modelo de Michaclis-Mcnten n~s permite. saber la 

Vm. ... Y Kmdc Ja fonna R~ I~ ecuación.:de. Hill nos pc.rmité calcular la V~~,~n·condiciones de 

coopcratividad y con el ·m~dclo de MonOd podemos obténcr los valorCS de c. L.··~~ V m.-... y 
> ·~ . . .' . ' 

Km del estado R. Para' reducir la paran1ctrización de la ecuación de .Mono~. se sustituyen 

en ésta. los valÓrcs de Vma .... K;., de R y"· que vienen de los ajustes a Miclmclis-Mcnten y 

l lill. El ntítncro de subunidades. n. es 6. 

fl.UORESCENCIA 

La tluorcsccncia intrínseca se n1idió en un equipo ISS-PC 1. Se excitarán los grupos indol 

de los triptofanos a la longitud de onda de 290 nm .. recolectando datos de emisión entre 

300 a 400 nrn usando tres integraciones por lectura y una lectura por nrn. con los 

controles necesarios. La enzirna se usó a una concentración final de 25 mgmL· 1 
( 1 itM) 

disuelta en un amortiguador de Tris 100 mM y EDTA 25 mM (pll 7.5). Se realizaron 4 

can1bios en la adicion de lignndos~ prin1ero el ligando alostérico. GlcNAc6P. y 

postcrionncnte a concentración saturante de éste se adicionó el inhibidor competitivo 

GlcN-ol-6P a concenfracionCs subsaturantcs y snturnntes. Se real-izó tarn.bién um.i curva 

con GlcN-ol-6P a diferentes concentraciones .en ausencia de acti~ador.Y postcriorrnente 

una con inhibidor a concentración saturante adicionando diferc1ltes concentraciones de 

activador alostérico. 
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Con los resultados obtenidos se calculó el valor de longitud de onda del centro de 111asa 

del espectro. ), ...... n• con la siguiente ecuación: 

Donde JF es la intensidad de nuorcsccncin a la longitud de onda Air• para todos los 

valores de A que van de i aj. 
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RESULTADOS 

MUTAGliNESIS 

Se obtuvo un producto de PCR correspondiente al peso molecular del plásmido 

pTZl8Rnc1.s:/J\V-. Este producto de PCR se utilizó para transforn1ar células competentes 

de Bscllerichia coli Epicurian Coli XL2-Bluc. De estas se seleccionaron 3 colonias y sus 

plás1nidos fueron purificados y el gen na¡:/J se secuenció en la Unidad de Biología 

Molecular del Instituto de Fisiología Celular. Una vez que se con1probó que la mutación 

se encontraba presente en los tres plás111idos pTZl8Rnag/J234W~ se utilizó uno de ellos 

para transformar células cornpetcntes de E. coli 1BPC590. Esta últinu1 ccp~• c.s .dna;.:~ por 

lo cual no expresa bnjo ninguna condición In GlcN6P dcsan1inasa; tmnbién es dlac:I .. por 

lo cual no requiere inducción para la sobrcexpresión del gen na¡:IJ234lV. 

EXPRESIÓN. l'URIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LA ENZIMA 

El phisrnido pTZ l 8R1w¡:B234\V se usó para transformar E. coli 1 BPC590 y 

postcriorn1cntc se llevó a cabo una selección en base a que las colonias bacterianas que 

contienen el phisrnido tienen la propiedad conferida por el gen a111p' de crecer en un 

1nedio con ampicilina (derivado de la penicilina). de esta manera sólo obtenernos el 

crccirnicnto de las células transformadas. Durante toda la expresión las células se 

cultivaron en ntcdios con extracto de levadura y peptona. como fuentes de carbono y 

nitrógeno. 
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Para el aislamiento de la cnzin1a se separaron las células por centrifugación y se 

ro111picron por ultrasonido y postcrionncntc se centrifugaron para separar los restos 

celulares de la fracción de protcínn soluble. 

La pureza de la enzima se verificó por sDS-PAGE (f1iura· 13)·. Cn las difeÍ'entcs etapas d.c 

purificación. desde producción en pi acá. ~~oduc;iÓ~:·:c~~:~-.-~~-~1do~-- d~spllé~--d~1- sonicado~ 
-:"_'.,'·«> .' ---~::: .. - ,>: 

prin1cr sobrcnadante de sulfato de llm~nio~·.'s~gii·ndo .sob·i-~nadan,tC~de· Sulf3.to· de anlonio. 
: «-.r.:.~·::>,-.:·:-.·:-·-~:.>:~:.:::· ,_ - . 

precipitado del segundo sobrCnadnnte:de sulfato.dc.a-l!'cinio y después de pasar por la 
•"· '.' 

colurnna de afinidad._ para_1nonitorcm··:.q~c·1a-_en\z.'inm esté presente en todos los pasos de 
''' ··; ·-·. . 

la purificación y Cn ·caso de. nó cnco~lmrsc ~~~~~r en que paso se retuvo o perdio la 

actividad. Se utilizó la enzirnn silvestre co1no referencia. Los resultados de pureza se 

presentan en la figura 13. En el carril 3 con1proba1nos que cfectivmncntc se sobre expresó 

la GlcN6/> desaminasa. En el carril 5 observarnos una pequeña cantidad de GlcN6J> 

dcsmninasa y una gran cantidad de proteínas con otro peso molecular. lo que nos indica 

que en este paso no se perdió enzitna y por lo tanto se puede clinlinar el segundo 

sobrenadante de sulfato de amonio. En el carril 7 se observa .sólo una banda con la n1isma 

tnovilidad clcctroforética que la referencia. indicándonos que se llevó a cabo una bue~ut 

purificación. Para co1nprobar que la proteína obtenida es la GlcN6P desaminasa mutante 

se realizó una prueba r;lpida de actividad consiguiendo un resultado satisfactorio. 
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Figur-.i 13. SDS-PAGE de las diícrcntcs etapa.e,¡ de purificación de la mutante 234W 
de Ja GlcN6P dcsaminasa de /~. coli. 1) y H). cn;,Jma sih·cstrc; 2) producción en 

placa; 3) producción en líc1uido después del sonicado; 4) primer sobrcnadantc de 
sulrato de amonio; 5) sc~undo sobrenadan te de sulfato de amonio; 6) precipitado del 
sc~undo sobrenadantc de sulfato de amonio; 7) dcspué."" de pat.;ar por In columna de 

afinidad. 

El volumen de enzima total purificada fue de 25 1111. A ésta cnzin1a se le c:.~lculó la 

absortividnd n1olar. el valor ·de c 2711. para esa rnutantc rc~ultó ser de 0.1338 • 0.0067 cm -t 

t•~L que es ba_~tantc ntcnor que el 0.2002 c1n -i JlM· 1 .. que prcs~nta la cnzirna silvestre 

debido a la eliminación de do·s triptofanos y la adición de uno nuevo en otro sito. 

CARACTHR/ZACIÓN CINl~-ncA 

La caracterización cinética de la cnzhna rnutantc \V234 nos proporciona ir.fJrn1ación 

sobre el cornportarnicnto e.atal ítico de la cnz.irna. lo que nos pern1ite saber si es un buen 

ntodclo e.le la cnzitna silvestre_ lniciahncntc se realizó un estudio de vclocic.ladcs iniciales 

en funcilln de la concentración de sustrato. adicionando el activador .alostérico a una 

cnnccntraci(.ln saturante para inducir la transición alostéricn y que tolla la cnzinUl se 

encuentre en su confórntcro R. Al tener tolla la cnzi111n en su confórn1cro estructural R. 

obtenemos un contportamicnto cinético hipcrb61ico. que se pucllc anali:t.ar por rnedio de 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

42 



la ecuación Henri-Michaclis-Menten. a partir de la cuál podemos calcular la Km y la kau 

para el estado R (Figura 14 ). 
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Fi~ura 14. Patronc~_d~ .v~~ocidad :inicial"'.~ conccn~~c_ión_,~c sustrat~_ para la 
mutante W234: En_pi-c..~~nciá de ,t ml\~ de GlcNAc6P.~ Dátós -ajllStitdoS-3 ta ecuación 

de Michaelis~Mcntcn. pll 7.5, Temperatura 30 ºC.• · 
.-~-:>.-:\.;·--.:-~-- •' . -_. -.- ... ,·-~-· -·: ... · - . 

La constante dc_dis~~~i-~~~'~·~ cÍ~::;· ~¿;~·p1CJ0 c1~~i1na.su~~ra~~~ 'JJ~. para In mutante \V234 es 
.. -···_ ,, .·-';: . · .. ;·-·. . 

de 0.498 n1M. ~, ~~zi~a .s¡·-,_~~stre ·pre.s~nta. una_ k~ de 0.55 mM. valor que es 

pr.:íctican1ente idén~ic·¡,.nl -d'c la0,~nzin1a. muf.a:·n~c. -No se espéraba un can1bio drástico en el 

valor de ésut-con,stnn~:-:d~:~ido:-~:'.~~~:·;·~~ -t~~~:~utnciones se encuentran en lugares lejanos 

al sitio activo. L---. constante catalítica Para la n1utante es de 953 s· 1 por hcx¡ímcro. que 
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corresponde a 159 s· 1 por sitio activo. Esté valor concuerda con el valor obtenido para la 

en7.imu silvestre que es de 158 s· 1
• lo que in1plica que. al rncnos paru el estado R. la 

rnut:mte es pnícticmncnte igual a la cnzin1a silvestre. 

La cnzitna silvestre present..:.¡ coOpcratividad homotrópica por ,el su~trato~·. P~~m cs~udiar lo.t 

coopcr:atividad en la nHlt~tnle \V2.34. estudian1os la cinéÚca .cn:·aUscn~ia· de activador 
. . . 

alostérico obtenierldo el patrón obServado en la figu.ra.·I~. E...;; nOtoria.la coopcratividad 
- . ' -

homotrópica c1ue r.rescntn"ésta enzi~a .. Los datoS se n:jus~_aron n lit ecuación de Hill para 

calcul:tr la \lm11,. S 0 _.,, y el núrTicro' de Hill.(h). Contrario a lo esperado obtuvirnos una\/.,... ... 

y por lo tantO unn. kott• rnenor' qut! en el caso. de la cnzi1na saturada con nctivador 

alostérico. Esto in1plica que la n1utantc \V234 es un sistema alostérico 1nixto. en contraste 

con la cnzi1na silvestre <1ue es un sistcn1a K puro. Esta diferencia entre las velocidades 

1110:\xirnas en presencia y ausencia del activador alostérico nos hacen pensar que. de alguna 

1nancn1 desconocida. el confórn1ero R fonnado sólo con sustrato. en ausencia de 

activador alostérico. es catalítica1nente distinto del confónncro R forrnado con el 

acti vador alostérico . ._, ka.• en este caso es de 1 l 1 s· 1 por sitio. que es 30 o/o 111cnor que 

para la enzirna saturada de activador. La S 0 !\ es de 2.5 ntM. 111ientras que h es de 3.26. La 

CilcN6/1' dcsarninasa silvestre presenta una cooperatividad vista a través del número de 

l lill de 2.9. en lo que considerarnos que no hay diferencia significativa con In triple 

mutante. No ocurre lo 111is1110 con la S0 ~. cuyo valor para la enzima.silvestre es de 5.5 

rn~v1. aproxirnadarncnte el doble. La variación aparenternentc indica <JUC hts fuerLas que 

mantienen la enzitna en el estado T se dcl>ilitaron por las rnutacioncs efectuadas. Es claro 

que esto dcbcr;i reflejarse en los par.:ilnctros r. y e de la ecuaci6n de rvt\VC. 
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FiJ,!ur-.a 15. Patrón de. '\.'clocida,d i~i-cia~ vs co-~cc.ntra-~ió...:-d~_su~"t~ato para la mutante 
\.\'234., en ausencia de GlcNAc6/>. Datos ajustados al modelo de llitl. 

Para obtener ·rarri.n1etros -importantes con10 la- ~on_stante alosté_rica~. L. constante de 

fijación no exclusiva para -el .sustrato. c. Kw.. ·y K T se ajustan loS datos obtenidos 

ar11criorn1cnte a Ja ecuación general pura el ntodelo Monod-Wy111an-Changeux. El ajuste 

se muestra en la figura 16. 
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Fif,.tura J(1. Pu¡;~ .• ..;-- de ,.~-¡~;~-id~·iJ inici~i iw cé:1nCcntracU1n_dc sus~rat~·. pa~~ la mutante 
'\'234., en_ ~usc.nciá dc_~lcNAc6P. Gráfica ajustada al modelo de llill. 

. ' 

l .. .a constnntc de c¡1ui~_ibri_~-/4-para_-1a intcrc~nve~Si_ón Cntr~. lo_s. estados· R y_ T ~e nuestra 

rnurnntc en aus~~cia cÍ;;_· l!gancf~ -es ~e _2.0Sx_tU' va~~r q;1e .no~ indica que tencn_1~~ una 

curva 111cnos sigrnoidal y por lo tanto un cornportan1ic':.nto ·_de la cnzirna n1enos 

cooperativo que la enzima silvestre ya que el valor de Len ésta es de l X tcP. l-'l constante 

e obtenida para la rnutantc (0.026) es pníctican1cnte.igual a fo silvestre (0.025) lo que 

signinca que la afinidad del sustrato en el csta~o T con relación_ al cs~ado R es igua_~ en 

los dos casos. La Kw. obtenida es la constante de disociación del sustrato en el estado R. 

la cual tampoco varia signiticativamcntc. La disrninución del valor de la constante /_sin 
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can1bio en el valor de e implica que.el canlbio observado en la So.~· debe obedecer a un 

desplazamiento del equilibrio T-R en dir.ccción ni estado R. 

La enzima se caracterizó cinéticámente· a distintas concentraciones de activador 

encontrando el perfil mostradO en la figura 17. 
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Figur..t 17. Patrón de '\-'clo!=idad inicial vs concCntrución de sustrato para la mutante 
'1.V234 a las siguientes concentraciones de GlcNA-c6P (0) 0.1 ml\1, (•) 0.5 mM y(•) 

1.0 ml\1. 
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Como es notorio a una concentración baja de activador obtenernos una curva ~igrnoidal 

pero cnn una V m:u. de 0.77 µMs· 1y un valor de 1-lill de 1.9 .. lo que nos indica qucJ~ay una 

pérdida en la coopcratividad hon1otrópica y una V"'" .. nmyor. en con1paración con loS 

datos obtenidos con ausencia de activador. 

A una concentración sobre saturante de activador se obsefva _una-·~\jf.·~~-- hi(>erbólic;.1. ·con 
--- -·-· . 

una cuida ;11 final. a lo que podetnos atribuir que-a altas co"~~c~ntraCi~.nes de -ncti.v.ador 

alostérico. éste puede actuar como inhibidor con1petÚivo. 

Se realizó una cinética a diferentes conccntracioncS de GlcN.'.lll-6/l (Figura 18). el cmil 

se ha dcrnostrado cristalográf1can1cntc que actúa con10 inhibidor con1petitivo ya que se 

une a la enzima en el sitio activo (Oliva·y coL .. 1995). 
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FiJ,!ura 18. Patr{•n de '\'clocidad inicial,._,. cunccntraci{•n de sustrato para In mutante 
\\'23.i. en presencia de las si~uicntcs concentraciones de inhihidor contpctiti'\'o 

(0) o.o µl\1, (•) 11.5 µ1\1, (0) 2.0 µ1\1 <•l -1.11 µl\1. 
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El inhibidor con1pe1itivo se une cxclusivan1ente a la enzima libre. compitiendo por el 

GlcN6/>. por tanto, el equilibrio de forn1ación del con1plejo ES se vcní despla7 .. ado hacia 

la izquierda. disn1inuycndo aparentemente Ja afinidad del sustrnto por Ja enzima ... es decir. 

aumentando el· :valor de Krn. Por ésta razón observamos que la K.., .aun1.ent3 · (K..,*'Pt') 

conforme hl cOnccntración de inhibidor .aun1enta;·Ln VITTAA no se·altcra .. y eS_cuesÍi<?n de 

poner rnay.or canti·~~;d <.Íc·sustra~O para conseguirla. La-li~1~alidnd en ~I gr-áfi·c~·'de K",•M> 

contra concentración de inhibidor .. nos indica que ~ealmcnte se ~·rat·a "d_c .un i~~hibidor 

con1pctitivo. A· partir de la pendiente de esta gránca (~111/K1) se yucdc calcular la K 1 

(Figura 19). 
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Fi~urn 19 .. K'"*' 1'~ i.•s diferentes conccntr..icioncs de inhibidor compctiti,·o .. 
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1 

RHSUMEN DI, LA CAIMCTER/7.ACIÓN C/Nl"!:TICA 

TAHl...A t.- Datos obtenidos de la gráfica ajustada a los ntodclos de Hcnri
Michaclis-Mcntcn )' Hill 

SIN ACrJVADOR CON ACT'IV ADOR 
Enzinm .. ~·0 ..,(111M) 1 k~.<s ') 1 " K'"(mM) 1 k~4,,(s- 1 ) 1 K,C11M) 

1 Silvestre 5.5 ± 0.2 1 158±8 12.9±0.1 0.55 ±0.05 1 158 ±8 1 2.2 ±0.18 
1 W234 2.49 ±0. I 1 109 ± 6 1 3.3 ± 0.3 0.50 ±Cl.<15 1 159±7 1 1.2 ± 0.11 

~l"AHLA 2 .- l>atos obtenidos del ajuste al ntodclo M\\l'C 

Después del estudio cinético pudi1nos observar que la mutante \V234 tiene un 

componarnicnto 1nuy parecido al <le la enzima silvestre. cornprobando que la rnutación 

contenida altera su con1ponan1icnto contpamndo con la silvestre. por lo tanto se rcalizd 

el estudio de fluorescencia. Esto es asurnicndo que los cmnbios de fluorescencia cstanin 

asociados a la transición alostérica. 

FLUORBSCl,NCIA 

Las pruebas prclirninares indicaron que se debería usar una excitación a una longitud de 

onda de 290 nin y que el espectro de emisión 111ostraba ca1nbios significativos en la zona 

de 300 a 350 11111 aunque originalmente se hizo de 300 a 400 11111. 
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El prirner paso consistió en e val unr el efecto del acti vador alostérico. N-aceti 1 

glucosarnina 6·fosfato (GlcNAc6P). Se probaron distintas concentraciones crecientes en 

el rango en que se observan cambios cinéticos . 
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Fii:un1 20. Intensidad de Ouorcsccncia a una loni:itud de onda de 347 nm- en función 
de la concentración de GlcNAc6P en la·n1utuntc _~V234. El eOSay_o' sC __ rea1:l~zó __ a· 30_ ~C y 

pll 7.5. ' . 

En la Figura 20 podemos observar dos t~":~e:ncia~ ."cl8ran1ente definidas. A 
- , . . .· ···- ' ._ .· 

concentmcioncs bajas de activador)1ay un áun1entO Cn la inte-nSidad de fluorescenci&-(lF) . ,-. - ,. ,,_. ·-:-· . . 

rnicntras que al pasar la .conccntrac_ión ~e .5Q µM. _el -co-~porta~iento se invierte 

produciendo una caída de IF a tnedida 'que aumenta la coñcCritración de GlcNAc6P. hasta 

volverse aparentcrnente asintótico. La fluorescencia puede analizarse directamente por su 
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cmnhio de intensidad a una longitud de onda o por la longitud de onda de emisión 

promedio o·, ... ""). los espectros de ,.,_"". presentan un contportnmicnto bif;ísico sintilar al 

observado para la l F (figura 21 ). 
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Fif!,ura 21. Efecto de h1 ndici<jn de GlcNAc6P sobre la lon~itud de onda pron1cdin 
para la ntutantc ''-'234. El ensayo se realizó a 30 ·e y P.11 7.5. 

De las gr;íflcas ;interiores suponenlos que el pri1ner cmnbio de .lF con10 de :t.,...'"' a bajas 

conccntraciuncs de activador está asociado a un ca1nbio cuaternario ya que debido a los 

estudios cristalogníflcos previos asu1nin1os que la unión de una sola molécula provoca el 

cmnhio cuaternario. En consecuencia la unión de unas pocas n1oléculns deberían <ll! llevar 

toda la poblacic)n de hcx::hncros a la forn1a R. El catnbio en la intensidad de fl uoresccncia 
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es n1uy probable que se relacione con la n1ovilidad del residuo de triptofano. aunque éste 

no se encuentre en el sitio alostérico. l .. .a interfase donde se localiza. el residuo W234 sufre 

movimientos ocasionados por la transición alostérica. Esto aparcnternente se corrobora 

con la gráfica de A¡,.0 m ya que se relaciona con el an1bicntc electrónico y en la gráfica se 

muestra cómo con poca cantidad (0-5 µM) de activador la )..P"'",. ri~1nénta por .1<? que 

pcnsmnos que el mnbiente electrónico can1bia por la transici6Ó cua.ternariñ. 

En las dos gráficas anteriores se observa una caída tanto de ~~con10 ~~~arriba de una 

concentración de 50 ~tM y asumin1os que a esa concentración ya terrninó la transición 

alostérica y que la cnzirna·ya no· ~ufrc c:unbios cuaternarios. aunque podría ser que la 

uni6n del activador alostérico en los otros sitios alostéricos si produzca can1bios en la 

proteína. Estos carnbios no serian tan drásticos para provocar un gran nlovin1icnto del 

triptufano. Cuando la IF se 111nntiene constante :tsurnitnos que los sitios alostérico se han 

llenado y por lo tanto no huy ningún movintiento que ocasione el cantbio de la lF~ 

Para poder realizar una comparación se realizó una curva con conccntrnciones de 

inhihidor competitivo crecientes. La gráfica de IF no muestrd catnbios significativos lo 

cu;.H rodría deberse a que el llenado del sitio activo no afecta en ·el movi1nicnto del 

triptofanu debido a que éste se encuentra alejado del siti~. Sin embargo. si hay un can1bio 

en la 1 ... 1 ..... m porque al ocurrir la transición alostérica el ambiente electrónico se debe de 

rnoditicar cuando la subunidad vecina se acerca al llegar a la conformación R (Figura 

22). 
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FiJ!ura 22. Efecto de lu.udicUJn de. GlcN-ol-_6P sobre la loni.=,itud de onda promedio 
para I~ ~~ta~.~e.\V2~~-~ El ensayo se realiz{, a 30 ·c_y p_l,I 7.5. 

Ln figura 22 nos mue~tra, _que hay_ un cambio hacia valores de longitud de onda menores 

lo que nos indiéa que hay un- incretncnto en la energía de etnisión. Este catnbio se 

ntribuyc a que la transición alostérica esta ocurri~ndo 1110.ís. con éste e."i.pcrin1ento no 

podemos dcterrninar cuanto sitio's activos sC- llcnaron antes de que ocurriera el can1bio 

confonnacional. Tan1poco se puc.d~ saber sí I~ dism_~nuciÓn de 1,...."" es provocado por la 

unión de ligandos en el sitio activo d_espués ·de la transici<ln alostérica fonnando un 

a1nhicnte n1ás hidrofóbico para el rcsi_duo 23~- Ó sin1plc1ncntc el triptofano se encuentra 

tan alejado del sitio uctivo que no puede captar los can1bios terciarios <1uc en él ocurren. 
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Al anulizar la unión de GlcN-ol-6P a esta mutante,. a través de -l\"1-RoM (figura 23). 

encontran1os que presenta un perfil de tipo sigmoide que al ajustarse a la ecuación de Hill 

tiene un valor de li de 20. indicándonos que existe cooperatividad. Es~o implica que el 

fenómeno de unión del ligando al sitio· activo dC alguna manera facilita la unión de 

nuevos ligandos al. hexámero. fenómeno que. quedó demostrado con el estudio cinético 

que se presentó en la primera parte. 
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Fi:,.!ura 23. Cambio ncgati'\0 0 del centro de masa en función de la concentración de 
GlcN-ol-6P en la mulanlc "V234. E.1 ensayo se realizó a 30 "C y pH 7.5. 
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La cooperatividad podría deberse a que al inicio se unen unas cuantas 111oléculas de 

inhihidor pero no ocurre la transición alostérica. Al"aumentar la concentración de GlcN-

ol-6/:t se produce el carnbio Cu:1tcrnario y podemos observar una disrninución de casi 3 

nrn en la A,....,n del espectro. Este cambio puede ser.una señal interesante para seguir la 

transición cuaternaria en estudios de cinética rápida~. 

Al hacer el cxpcrirnento a concentración saturante de GlcNAc6P y agregando distintas 

concentraciones de inhibidor cotnpctitivo se obtuvo el componan1iento observado en la 

figura 24. 
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FiJ,!ura 24. Cambi_o nc~ati'\'o del centro de masa en función de la conccntracil•n de 
GlcN-ol-6/' con una concentración saturantc de GlcNAc6P en la n1utantc '\\'234 .. El 

ensayo se rcalizci a 30 ·e y pll 7.5. 
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El cu111bio observado en la gráfica anterior no se puede atribuir a la transición alostérica 

ya que desde el inicio se induce ésta por la presencia del nctivador alostérico. ~caída de 

¡.,,..""que se observa debe ser ocasionada por la unión del qtcN.-ol--6/' en el sitio activo. 

El sitio activo de esta enzima está conectndo al sitio alostérico a través del motivo de la 

tapa del sitio activo. corno se rnenciorió en la 'introducción .. E..o; factible que la unión al 
. . 

sitio activo altere las intcraccioncS·. de la cnZin~ .. ·, en la ·i;.;t~rfase debido_ a ca111bios 

tcrcinrios inducidos en la región dél ~itiO .. a.ctivó·Y~.traOstnitidos hacia el sitio.alostérico. 
. . -

Suponernos que la disrninució~ .·de l·a }...~,.,, itnplicn la ge-nernción de un ambiente 

hidroíóbico para el ·.residuo Trp234. Un hecho interesante es la presencia de 

cooperatividad que se Observa en ·1a figura 24 ('1= 1.9). Esta cooperatividad no se puede 

cxplicnr en térrninos de la transición nlostérica. ya que corno se había tnencionado en un 

principio ya ocurrió por la presencia del activador alostérico. Es posible que la 

coopcratividad que se observa sea una señal ~cncrada por el ajuste inducido en el sitio 

activo. que refleja las interacciones que dispararfon la transición alostérica desde el sitio 

activo. Es posible que este efecto no sea visible en cinética debido a que no produce 

carnbios de Km ni de ka.1 apreciables. 

Posteriormente se probó con una concentraci6n saturante de inhibidor cornpctitivo a fin 

de tener el sitio activo ocupado y producir la transición T-R con el sitio alostérico vacío. 

En estas condiciones la enzin1a se tituló con activador alostérico enc~ntrand~ que no_ hay 

catnbios significativos en la IF ni en la i .. rn-m· Pr<?bablcm<;nte· e.1. !=ªf!1bio· _cuaternario 

producido desde el sitio activo haya reducido al tninimo los'ca111bios a los que el residuo 

\\'234 es sensible. 
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l.-.it fluorescencia intrínseca de la enzirna. pone de n1.anitiesto que el estado R producido a 

través de unión del activador alostérico (R") es distinto del estado conformncional con 

an1has n1oléculas unidas (RAs). Tan1bién quedó. claro que· la ·adición de inhibidor 

cornpctitivo a la enzirna en estado' R" produce un carnbio en su tluorcscencia por lo que 

podemos aflnnar que R". RAs y R con inhibidor cornpctitivo unido (Rs) son tres estados 

distintos. al tnenos vibracionaln1cntc. es decir. pcncnecen cada uno a un grupo específico 

de confórn1eros con rnuchas sitnilitudcs pero ligeramente distintos. Falta discutir la 

existencia de un cuarto estado que el n1odelo de Monod-\Vayman-Changeux ( 1965) 

predice. ~ •• es decir. el estado R sin ligando alguno que se encuentra en equilibrio con la 

forma T 0 • No podetnos asurnir la inexistencia de tal estado aunque su abundancia sea 

rníninm comparadu con el estado T 0 (/, .. = (T0 l/(~1 1 - 10"). cumquc tampoco podcn1os 

hablar rnucho de él ya que no tcnt!rnos n1anera alguna de estudiarlo. 
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CONCLUSIONES 

Se construyó una rnutantc con un trip~ofano en la posici~n 2~4 localizada en la interfase 

de la cnzin1a. En el estudio cinético .. de Csta· -:nutantc ,se· lnuestra un comp~rtamiento 
' :··.·· 

semejante al de la enzima silvesti-e,. con lo que ~omprob~mos ci~e la _enzima W234 es un 
' .. · · ... -·· .... - . 

buen n1odclo para estUdiar la--transició-~' n;~slé~C3:!(.j~rii~~e.:Ck~¿ C~t~di~ se observó ·que el 
'·.· .:: ·< :_;!:·- ' <· ... . ·:·· . 

confórmero R forrnado con el activndor .alostérico. es> catalítiCamente .distinto al 
·. ···'- "·'· ': 

confórntcro forntado por el sustrato en nus«?nc·i~·.-~C:-. ri:~·Ú~~~or al~~'iérica·. 

El estudio de fluorescencia confirma la ex_i_.s:terlcia.de.v~rios es~dos aloS:téricos R (Rs. RA 

y R"s) .. estructuralmente muy similure~ ·perO·vibraCional y· clltalíticarnentc distintos. 

También es segura Ja existencia del confórmero nlostérico ~. Si~ ernbargo. la existencia 

de esta especie es difícil de estudiar .debi-do a sU- _-baj~- ·propOrción con respecto al 

confónncro T 0 • 

L.as señales cuaternarias qu.e se_~btuvieron _en el experimento'. de fluo_rescencia_ pueden 

ser utilizadas parJ buscar la-'exisle.ñda de intc-rmcdiarios entre los confórmeros T y R así 

con10 la velocidad a que estos aparecen. 

En presencia del aclivador .. la.s señalt?S qu~ en1ite e~ triptofano-234 al llenar el sitio activo 

obedecen a cambios terciarios que._son transmitidos_ desde--c1 sitió·activo hacia el sitio 

alosrérico. Esto corrobora la unión estructural y funCional entre ambos sitios. 

59 



Las proteínas poseen una naturaleza flexible y sus posibles estados confornmcionales son 

rnuchos aLín sin sufrir cambios que la hagan perder su identidad funcional 

(dcsnaturnli::t.ación). La señales que medimos a través de nuestras técnicas fisicoquímicas 

son promediós que asignamos a un estado confonnacional,."quc en·íeatidad'cS una fainilia 

de co-:ifonnaciones cuyas diferencias están fuera' de ta sensibilidad de nuestros rnétodos . 
. · . 

En la ·a1cN6P desan1inusa encontrarnos rntíhiples conf~r~nacioncs que nos muestran la 

complejidad estructural de esta cnzinm. 

l'EKSl'ECTIV AS 

Considerando que nuestras técnicas nos dan pro111cdios de poblaciones y no poden1os 

distiguir entre dos n1oléculas con tres sitios llenos y dos 111oléculas. una con seis sitios 

llenos y otra cornplctamente vacía. se podrfa detern1inar In relación entre las señales 

ohscrvadas y la estcquiomctría por rncdio de curvas_de pegue con inhibidor cornpctitivo o 

aclivador alostérico 111arcndos·radiactivamcnte. 

L;1s señales descritas en este trabajo pueden servir como rnodelo para estudiar la 

dimirnica de In transici6n alostéricn a través de cinética nípida. la existencia de 

i ntcrn1cdiarios y la. velocidad del o de los procesos de dicho carnbio cuatcn1ario. 

Tumbién se podrían generar. n1utantes la cuales se 111odificaran con otro tipo de 

fluorcíforos y de ese modo tener varias señales. 
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