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RESUMEN 

Estudios de desnaturalización inducida por clorhidrato de guanidinio (Gdn-HCI), para enzimas 
homólogas de T riosafosfato lsomerasa (TIM) de diversas especies (humano, conejo, 
P/asmodium fa/ciparum, Thermotoga marítima, Leishmania mexicana, Sacharomices cerevisiae 
y T rypanosoma brucelj, indican que el patrón de plegamiento de la enzima es heterogéneo, a 
pesar de que el alineamiento de las secuencias primarias y la superposición de las 
estructuras tridimensionales de estas proteínas muestran únicamente diferencias muy sutiles. 
Se ha observado que la ruta de plegamiento va desde un proceso de dos estados, en el caso 
de L. mexicana, hasta procesos complicados, T. brucei. Observándose a menudo el proceso 
de agregación irreversible. En este trabajo estudiamos las reacciones de desnaturalización y 
renaturalizacion de la TIM de T. cruzi (Te TIM), inducidas por Gdn-HCI en un intervalo de 0.1 
M a 6 M, a 25 º C. El análisis del cambio en la Intensidad de Fluorescencia Intrínseca como 
función del tiempo indica que un adecuado tiempo de equilibrio es de 48 horas. Cada una de 
las muestras fue analizada por Intensidad de Fluorescencia (IF), Dicroísmo Circular (DC) y 
Actividad Catalítica. Los resultados indican que el patrón de plegamiento de Te TIM consta de 
cuatro estados, es decir, presenta dos estados intermediarios; de los cuales uno de ellos une 
ANS en un intervalo de concentración de 0.4-0.8 M de Gdn-HCI: el segundo intermediario 
presenta mayor IF, DC y Actividad Catalítica que la enzima nativa. Además mediante el análisis 
de la actividad catalítica se determina que el fenómeno de plegamiento de Te TIM es reversible 
casi al 100%, esto es sumamente interesante debido a que su pariente directa TIM de T. 
brucei (Tb TIM) no sigue un proceso reversible al renaturalizarla y presenta agregados, a 
pesar de tener alrededor de un 70% de identidad entre ellas. La información obtenida indica 
que la diversidad de formas por las cuales se puede llevar a cabo el plegamiento de una 
proteína homologa no es siempre el mismo, y nos lleva a reconocer que el plegamiento es un 
proceso inescrutable del cual todavía nos queda bastante por conocer. 



1.1 Proteínas 

Capítulo 1 
GENERALIDADES 

Las proteínas son las biomoléculas que desempeñan el mayor número de funciones en las 
células. Por un lado, forman parte de la estructura básica de los tejidos (músculos, 
tendones, piel, uñas, etc.) y, por otro, desempeñan funciones metabólicas y reguladoras 
(asimilación de nutrientes, transporte de oxígeno y de lípidos en la sangre, in activación de 
materiales tóxicos, etc.) 1• Las proteínas también son los elementos que definen la identidad 
de cada ser vivo, pues son la expresión del código genético contenido en el genoma. Sus 
funciones más el ambiente favorecen el fenotipo de los seres vivos. 

Las proteínas son polímeros de moléculas que reciben el nombre de aminoácidos y serían 
por tanto las unidades monoméricas de estas biomoléculas. En la naturaleza existen 
muchos aminoácidos diferentes, pero en las proteínas sólo puede haber 20 ó 21 
diferentes. Con estás moléculas los se pueden sintetizar muchísimas proteínas distintas, ya 
que en cada una, los aminoácidos se encuentran en un orden y una proporción específica 
determinada por un gen. Los aminoácidos están unidos entre ellos por medio de enlaces 
peptídicos. Estos enlaces son de carácter covalente y se establecen entre el grupo 
carboxilo de un aminoácido (COOH) y el grupo amino (NH2) del siguiente, dando lugar al 
desprendimiento de una molécula de agua (Figura 1 ). El enlace peptídico tiene un 
comportamiento similar al de un enlace doble (C=C), es decir, presenta cierta rigidez que 
inmoviliza en un plano los átomos que lo forman2. 

H H H H 

1 1 1 

o 
1 11 

H2NCCOOH + H2NCCOOH HzN-c-c-N-C-COOH 

1 1 1 1 1 
R R' R H R' 

Figura 1. Reacción de formación del enlace peptídico. Se resaltan los grupos que 
participan en la formación del enlace peptídico. 

La estructura y, por lo tanto, el papel biológico de una proteína está definido por tres 
niveles estructurales básicos o esenciales denominados: Estructura primaria, estructura 
secundaria, estructura terciaria y en el caso de proteínas oligoméricas también existe la 
estructura cuaternaria 1. 



La estructura primaria (Figura 2) es la simple secuencia de aminoácidos de la proteína 1. 

Nos indica qué aminoácidos componen la cadena polipeptídica y el orden en que dichos 
aminoácidos se encuentran; si se conoce la secuencia de nucleótidos del gen es posible 
obtener la secuencia de residuos de aminoácidos que forman a la proteína, utilizando el 
código genético, ya que tres letras del ADN (codón), son traducidas por los ribosomas en 
un aminoácido especifico, de ahí la importancia de conocer el genoma, pues en él están las 
instrucciones para todas las funciones que se necesitan para mantener a los organismos 
vivientes en condiciones naturales. 

Una vez obtenida la cadena principal de residuos de aminoácidos, éstos pueden obtener 
diversas conformaciones espaciales mediante diversos tipos de interacciones. Por ejemplo, 
los puentes de Hidrógeno entre los aminoácidos adyacentes originan la formación de 
estructuras regulares que se extienden a lo largo de una dimensión. Este nivel es al que se 
le denomina estructura secundaria de las proteínas. Estas estructuras incluyen el 
ordenamiento de la estructura primaria para la formación de estructuras repetitivas 
regulares (Figura 2). Es precisamente a partir del empaquetamiento de estas estructuras 
que las proteínas obtienen su estructura tridimensional y, por lo tanto, su función biológica. 

Existen dos tipos de estructura secundaria: 

1. La estructura a-hélice se forma al enrollarse la estructura primaria 
helicoidalmente sobre sí misma. Se debe a la formación de puentes de hidrógeno 
entre el grupo carboxilo (-C=O) de un residuo de un aminoácido y el grupo amino 
(-NH-) del cuarto aminoácido que le sigue en la secuencia. Es decir, que por cada 
cuatro aminoácidos la secuencia da un giro de 360º. Los aminoácidos que 
favorecen la formación de la a-hélice son: ALA, GLU, LEU y MEF. 

2. La conformación 13 de los aminoácidos no forman una hélice sino una 
cadena plana, en este tipo de estructura secundaria los aminoácidos se 
acomodan de manera paralela o antiparalela uno respecto al otro y se conectan 
entre sí por puentes de hidrógeno formando láminasz. 

La estructura terciaria de las proteínas informa sobre el empaquetamiento de la estructura 
repetitiva y la estructura irregular (asas) de un polipéptido para formar la conformación 
nativa (N), que es la biológicamente activa o funcional (Figura 2). Esta conformación se 
mantiene estable gracias a la existencia de enlaces no covalentes entre las cadenas 
laterales de los aminoácidos 1. Estas interacciones son: 
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1. Los puentes de hidrógeno 
2. Las interacciones hidrofóbicas (van der Waals) 
3. Las atracciones electrostáticas (puentes salinos) 

En algunos casos, para dar mayor estabilidad a la molécula proteica, pueden formarse 
también enlaces covalentes como los puentes disulfuro. Estos enlaces se forman a 
través de aminoácidos que contienen azufre (como la Gsteina), y que están distantes 
en la secuencia primaria. 

Para muchas proteínas los niveles de estructura mencionados anteriormente son 
suficientes para adoptar la conformación nativa. En cambio para otras la estructura 
nativa sólo se logra cuando se unen dos o más cadenas polipeptídicas iguales o 
diferentes, dando lugar así a la esll'Udllra Cllitl!mlrla de la proteína (un ejemplo de 
proteína con estructura cuaternaria es precisamente la Triosafosfato lsomerasa (TIM) 
con la cual se desarrolló este trabajo). Este nivel estructural informa sobre la unión de 
varias cadenas polipeptfdicas con estructura terciaria particular, para formar un 
complejo proteico conocido como oligómero (Figura 2). Cada una de las cadenas 
polipeptídicas que forman al oligómero recibe el nombre de monómero3. 

Estructura primaria 

!ltructur a ter.~i i Ertruct r e aternori 

Figura 2. Niveles estructanles de las proteíau. Se representa la estructura primaria, 
secundaria (a-hélices y hojas p), terciaria y cuaternaria de las proteínas. 



1.2 El Plegamiento 

Las proteínas adquieren su estructura tridimensional en un proceso llamado plegamiento, 
en el cual, cada secuencia de aminoácidos particular adopta una conformación nativa o de 
mínima energía; es precisamente en este estado en el que una proteína permanecerá la 
mayor parte de su existencia. Este fenómeno comenzó a ser estudiado alrededor de 1960, 
por Anfinsen4, pero debido a la complejidad del fenómeno a la fecha se considera todavía 
como enigmático. 

Actualmente se conocen algunos detalles de cómo es que las proteínas adquieren su 
función biológica. Se ha logrado descifrar que el plegamiento de algunas proteínas 
pequeñas y monoméricas ocurre de manera espontánea4. Debido a la constante demanda 
de proteínas en las células, el proceso es muy rápido, ocurre en el orden de los 
milisegundos a segundosz. 

También se conoce a detalle los grados de libertad de la cadena polipeptídica, así como 
todas las fuerzas que participan en el proceso (puentes de Hidrógeno, interacciones 
hidrofóbicas, atracciones electrostáticas y puentes disulfuro). El arreglo estructural que 
adoptan las proteínas al plegarse generalmente consiste en dirigir a los aminoácidos 
hidrofóbicos al interior de la molécula (ALA, VAL, PHE, PRO, MET, ILE Y LEU), mientras que 
los aminoácidos polares se localizan en la superficie (SER, THR, TYR, HYS, CYS, ASN, GLN, 
TRP); y es por eso que las proteínas son muy solubles en agua. 

El plegamiento hacia la conformación nativa es un proceso central para que las proteínas 
puedan llevar a cabo su función correctamente. En el plegamiento in vivo, existen factores 
auxiliares como chaperonas que son proteínas catalizadoras que asisten al proceso 1• Sin 
embargo, estos factores sólo facilitan el plegamiento productivo en el ambiente celular pero 
no lo dirigen3. 

Se sabe por estudios in vitro que para algunas proteínas el proceso NO necesita de 
información adicional o entrada de energía, por lo tanto se deduce que la información 
necesaria para la adquisición de la estructura tridimensional con actividad biológica se 
encuentra codificada, también, en la secuencia primaria 1• De ahí que al plegamiento se 
conozca como segunda parte del código genético. 

La reducción más sencilla que se puede hacer para estudiar el complejo proceso del 
plegamiento proteico, es considerarlo como una única reacción química de transformación, 
en donde la cadena de aminoácidos sin estructura denominada U (de "unfolded") se 
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transforma en la estructura tridimensional con actividad biológica como se muestra en la 
Figura 3. 

REACTIVO (U) PRODUCTO (N) 

Figura 3. Representación del Plegamiento como una reacción química. A la 
izquierda se representa a la proteína sin estructura (U), y del lado derecho la estructura 

tridimensional que se obtiene después del plegamiento (N). 

Dado que el proceso in vivo puede llegar a ser muy complicado se han diseñado 
experimentos para poder estudiarlo in vitro. Estos experimentos se conocen como de 
desnaturalización y consisten en ocasionar la pérdida de la estructura tridimensional de la 
proteína en cuestión4. Esto se debe a que generalmente aislamos a las proteínas de las 
células que las producen por medio de técnicas que relacionan su estructura y función 
(como la actividad catalítica), por lo tanto se encuentran en su estructura Nativa (N). De ahí 
que en esta reacción se cuantifica, de manera controlada, la desaparición de las 
propiedades de la proteína en estudio, hasta obtener una condición en donde la proteína 
carece de estructura (U). 

La desnaturalización se puede inducir por cambios de temperatura, presión, variaciones del 
pH o al agregar ciertas sustancias como la urea o el clorhidrato de guanidina4, es decir, la 
estructura Nativa está relacionada con las condiciones ambientales. Para algunas moléculas 
proteicas, si las condiciones originales de temperatura, presión, pH o fuerza iónica se 
restablecen, la proteína sin estructura o desnaturalizada (U), puede volver a su 
conformación tridimensional original, reestableciendo también su función. A este proceso se 
le denomina renaturalización y sería equivalente a colocar la flecha de regreso en la 
reacción mostrada en la Figura 3. 
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1.2.1 Rutas para el Plegamiento de las Proteínas 

Conocer las rutas mediante las cuales las proteínas adquieren su estructura tridimensional 
para tener el arreglo espacial que les permite obtener su estructura N y funcional es un 
problema aún no resuelto. A lo largo de la historia se han propuesto diversos modelos que 
describen la transición de la proteína de su estado U hacia la formación del estado N. Los 
modelos más reconocidos son los siguientes: 

1. El modelo clásico de nucleación-propagación implica la formación de un 
núcleo de la cadena de aminoácidos hidrofóbicos, seguida de un rápido avance de 
la cadena polipeptídica hacia el estado plegado. En este modelo la formación del 
núcleo es la limitante de este paso5. 

2. Modelo dinámico de difusión-colisión, en este modelo la nucleación ocurre en 
pequeñas partes de la molécula formando microestructuras. Todas las posibles 
conformaciones pueden ser buscadas rápidamente pero no todas son estabilizadas. 
Varios de estos microdominios tienden a colisionar y a producir en coalescencia una 
subestructura con la conformación nativa. El plegamiento es realizado por una serie 
de pasos de difusión-colisión6. 

3. El modelo de plegamiento en etapas implica varios niveles de estructuración 
en los cuales varios elementos estructurales son formados y ensamblados; este 
modelo requiere una secuencia de eventos bien definidos asignando elementos 
estructurados con una relativa estabilidad a cada etapa del proceso7. 

4. El modelo jerárquico del plegamiento de las proteínas, corresponde al 
orden de formación de la estructura de las proteínas8• Este modelo plantea que 
durante los primeros milisegundos del plegamiento la molécula se compacta y 
aparecen elementos de estructura secundaria (a hélices y hojas f3). La siguiente 
etapa involucra la formación de puentes de Hidrógeno estables y la nucleación de 
los aminoácidos hidrofóbicos al solvente, en esta etapa inicia la formación de la 
estructura terciaria y por lo tanto pueden presentarse intermediarios con estructura 
muy semejante a la nativa, siendo la etapa más lenta del plegamiento9• Debido a 
que este modelo engloba de forma total la ruta de plegamiento de una proteína, se 
representa en la Figura 4. 

Las proteínas en su estructura son sistemas dinámicos que fluctúan entre un número 
determinado de conformaciones y no son una estructura única. Por más pequeña que sea 
la secuencia de aminoácidos de la proteína en cuestión es imposible pensar que una 
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proteína pueda visitar al azar10 todas las conformaciones posibles para plegarse 
correctamente, debido a la gran cantidad de tiempo que esto le llevaría y tomando en 
cuenta la velocidad con la cual se pliegan. Por ejemplo, supongamos que una cadena 
polipeptídica tiene 100 residuos y en promedio cada residuo puede adoptar 1 O 
conformaciones que difieren unas de otras solamente en el ángulo de rotación de los 
enlaces de los residuos de aminoácidos que componen el esqueleto polipeptídico, la 
cadena podrá adoptar 10100 conformaciones. Si la velocidad de transformación de una 
conformación en otra es muy rápida por ejemplo de 10-13 s, el tiempo promedio requerido 
para visitar todas las posibles conformaciones sería del orden 1081 años. El resultado de 
esta estimación, es muchas veces mayor que la edad del universo ( 1059 años) 11 • A pesar 
de lo anterior, las proteínas generalmente adoptan su estructura tridimensional funcional en 
intervalos de milisegundos-segundos. Para resolver esta paradoja, Levinthal a finales de la 
década de los 60s, postuló la existencia de rutas preferenciales en el plegamiento de los 
polipéptidos 11 . En estas rutas, la cadena polipeptídica viaja a través de una secuencia 
específica de intermediarios hasta plegarse en la estructura N. Debido a lo anterior, la 
detección y caracterización de los intermediarios estables que aparecen en las rutas desde 
el estado N (desnaturalización} o hacia él (renaturalización), son preguntas centrales en 
los estudios de plegamiento. 

Proteína desplegada 

N 1 
• ., 

uc eacwn 

Estructura slcundaria 

Estructura súpel secundaria 

• Dominios 

• Proteína plegada inactiva 

/ ~ 
Proteína monomérica plegada activa Unión de monómeros 

P , 1· t. . . rotema o 1gomenca machva 

Proteína OligoaXérica Activa 

Figura 4. Representación del Modelo Jerárquico del Plegamiento de las proteínas. Se 
representan cada uno de los niveles estructurales propuestos en el modelo jerárquico del 

plegamiento de las proteínas. 
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Diversos estudios al equilibrio sobre el plegamiento indican que el proceso se logra a partir 
de la generación local de estructura secundaria (a-hélices y hojas ~)9. Este temprano 
estado del plegamiento de las proteínas, en el que se encuentra mucha estructura 
secundaria, se dice que es extremadamente rápido ya que aparece 5ms después de 
iniciado el plegamiento en proteínas pequeñas. Es decir, de acuerdo a los modelos de 
plegamiento ya mencionados, al iniciarse dicho proceso se adquiere estructura secundaria 
y se efectúa una compactación de los aminoácidos hidrofóbicos, lo que hace que el 
plegamiento se conduzca hasta obtener un colapso hidrofóbico. Este colapso es conocido 
como glóbulo fundido, que es una estructura intermediaria de la que se hablará 
detenidamente más adelante debido a que existe evidencia de que la enzima que se 
estudia en este trabajo presenta en su ruta de plegamiento un intermediario con esas 
características 12. 

A partir de los 5 a los 1 OOOms la estructura secundaria vuelve a estabilizarse y forma la 
estructura terciaria, y es durante este tiempo cuando los elementos de estructura nativa 
comienzan a formar sub-dominios que se acoplan hasta formar los dominios12. El estado 
final del plegamiento involucra la formación de puentes de hidrógeno estables y la exclusión 
de algunos aminoácidos hidrofóbicos del solvente; en esta etapa inicia la formación de la 
estructura terciaria y pueden presentarse intermediarios con estructura muy semejante a la 
nativa 11 . Los últimos eventos en el plegamiento involucran la formación del resto de las 
interacciones no covalentes que mantienen la conformación nativa. Esta es la etapa más 
lenta del proceso del plegamiento9. 
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1.2.2 Intermediario común en el Plegamiento de las 
Proteínas. El Glóbulo Fundido. 

El glóbulo fundido es un intermediario que se presenta en los primeros estadios del 
plegamiento de muchas proteínas12, lo que sugiere la existencia de una ruta cinética 
general en este proceso. La presencia del glóbulo fundido como estado intermediario 
común en el proceso de plegamiento o desplegamiento de las proteínas ha sido 
ampliamente estudiado4·9,12 y se ha encontrado que existe como intermediario del 
plegamiento para una gran variedad de proteínas12. Existe evidencia de que la TIM puede 
anexarse a la amplia lista de proteínas que presentan características de glóbulo fundido. 
Las características estructurales que presenta el glóbulo fundido son: 

+ La presencia de una elevada cantidad de estructura secundaria similar a la 
presente en el estado nativo12. 

+ Ausencia de la mayoría de la estructura terciaria por el empaquetamiento de 
las cadenas laterales4. 

+ La molécula pierde parte del núcleo hidrofóbico lo que incrementa el acceso 
del solvente a la superficie hidrofóbica de la molécula 12. 

+ La interconversión al estado totalmente desplegado es rápida y no 
cooperativa, pero lenta y cooperativa para el estado nativo9. 

Actualmente se ha utilizado el análisis de fluorescencia para el estudio del plegamiento de 
las proteínas, ya que aporta información de las transiciones de las macromoléculas, 
siguiendo el cambio en esta propiedad espectroscópica mediante el uso de fluoróforos 
intrínsecos (como el triptofano) o bien extrínsecos como el 1-anilino-8-naftaleno sulfonato 
(ANS) que se muestra en la Figura 5. 

n 
~/H 

N 

A) B) 
Figura 5. Estructura de moléculas fluorescentes. A) l-anilino-8-naftaleno sulfonato, 

fluoróforo extrínseco. B) Triptofano, fluoróforo intrínseco. 
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El uso de este fluoróforo extrínseco se debe a su capacidad para ayudar a detectar 
cambios en la estructura terciaria y cuaternaria de las proteínas por medio del cambio en 
propiedades principalmente hidrofóbicas de ciertas regiones de la proteína, que afecten el 
acceso de regiones no polares13• Es decir, se ha comprobado que esta molécula es capaz 
de unirse a las regiones principalmente hidrofóbicas de las proteínas, lo cual es de gran 
ayuda para describir las transiciones por las cuales pasa la proteína en el proceso de 
desnaturalización o renaturalización. La unión de la molécula del ANS a estas regiones 
hidrofóbicas de la proteína modifica su intensidad de fluorescencia. Cabe mencionar que en 
general el ANS no se une a la proteína en estado N ni tampoco en el D. 

1.2.3 Enfermedades Relacionadas con el Plegamiento de 
las Proteínas 

Diversas enfermedades neurológicas se caracterizan por presentar en células específicas 
de tejidos específicos, agregados proteicos insolubles llamados depósitos amiloides. Estas 
enfermedades están relacionadas con conformaciones anómalas o erróneas de algunas 
proteínas2. En estos casos, proteínas cuya conformación nativa es globular adoptan una 
estructura fibrosa2. Estas patologías pueden tener un origen genético, esporádico o 
infeccioso. A la fecha no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares que le han 
permitido a una proteína, a lo largo de la evolución, permanecer soluble en las condiciones 
particulares del organismo, o formar agregados insolubles que se depositen en órganos y 
tejidos causando una patología 14. 

Estas enfermedades incluyendo a la enfermedad del Alzheimer en humanos, son el 
resultado de la precipitación de alguna proteína. El plegamiento anormal de las proteínas 
es al menos un factor en un grupo de desordenes infecciosos que incluyen la encefalopatía 
espongiforme bovina (EEB) o enfermedad de las vacas locas y otras fatales enfermedades 
humanas incluyendo la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob y la diabetes tipo 11 2. Al conjunto 
de estas patologías se le conoce como Enfermedades del Plegamiento Anómalo de las 
Proteínas (EPAPs)14. 

Debido a que las células cuentan con mecanismos para evitar y revertir el plegamiento 
anómalo de las proteínas, se ha propuesto que las EPAPs se deben, al menos 
parcialmente, a: 1 ) Alteración de los mecanismos que regulan las condiciones fisiológicas; 
2) Fallas en el "control de calidad" postraduccional1 4• 
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Una hipótesis avanzada de Stanley Prusinerz, indica que estas enfermedades son causadas 
por una proteína conocida como prión. Un prion es una proteína codificada por el 
cromosoma normal que presenta una conformación alterada. Los priones han perdido su 
función original, pero han adquirido la habilidad de convertir a las moléculas de proteína 
normales en priones; de ahí el nombre de proteína infecciosa. 

Las enfermedades del cerebro muestran aparentemente una mezcla de hojas p y 

a hélices que forman agregados insolubles fibrosos que dañan las células del cerebro. 
Actualmente, se cree que los priones presentes en los órganos y tejidos infectan a las 
proteínas para que sigan el camino de la falta de plegamiento haciendo que las proteínas 
se agreguen y se almacenen. 

1.3 Desnaturalización y Renaturalización de las 
Proteínas. 

1.3.1 Desnaturalización 

Dado que las proteínas son aisladas de la célula que las produce en su estado nativo, el 
plegamiento de las mismas in vitro es un proceso que debe estudiarse por medio de 
experimentos de Desnaturalización y Renaturalización. 

Se dice que una proteína se desnaturaliza cuando pierde sus diversos niveles de 
organización estructural. La desnaturalización es causada por un colapso de la estructura 
original con la ruptura de los enlaces iónicos, de las interacciones hidrofóbicas y de los 
puentes de hidrógeno, sin cambio en la estructura primaria, es decir, la perdida total de la 
estructura nativa. La desnaturalización va acompañada de la disminución de la solubilidad, 
cambios en la rotación óptica y en las propiedades espectroscópicas, así como perdida de 
la función biológica9. El fenómeno de la desnaturalización comenzó a ser estudiado en la 
primera década del siglo XX.Z. 

Las proteínas pueden ser desnaturalizadas por gran variedad de condiciones: variación de 
la temperatura y presión, variaciones de pH, adición de detergentes o agentes caotrópicos 
que se describen a continuación. 
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1. Variación de la Temperatura. Aumentar o disminuír la temperatura de la 
solución que contiene a las proteínas causa que estas biomoléculas se 
hagan sensibles en sus propiedades conformacionales. 

2. Variaciones de pH. La variación del pH de la solución que contiene a la 
proteína origina cambios en los estados de ionización de las cadenas de los 
aminoácidos cargados. 

3. Los detergentes, como el Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), se asocian con los 
residuos no polares de la proteína, por ello interfieren con las interacciones 
hidrofóbicas responsables de la estructura nativa de estas biomoléculas. 

4. Los agentes caotrópicos como los iones guanidinio y urea (Figura 6), son 
los más comúnmente usados para la desnaturalización de las proteínas. 
Estos agentes son moléculas cargadas (ionicas) o neutras (orgánicas) que 
incrementan la solubilidad de las sustancias no polares en agua. Su 
efectividad como agentes desnaturalizantes proviene de su capacidad para 
romper las interacciones hidrofóbicas de la estructura Nativa; aunque su 
mecanismo de acción aun no es descifrado. 

A 
o 

11 

H N-C-NH 2 2 

B 
+ 

NH2 
11 

H N-C- NH 2 2 

Figura 6. Estructura de los principales agentes desnaturalizantes. A) Urea 
y B) Ion Guanidinio 
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1.3.2 Renaturalización 

En algunos casos al eliminar los agentes que causan la desnaturalización, la proteína 
recupera su conformación original (Nativa), y a este fenómeno se le conoce como 
renaturalización y fue descubierto en el año 1957, por Christian Anfinsen2• Este 
investigador desarrollo experimentos con la Ribonucleasa A (RNasa A) 4 en los cuales 
demostró que la proteína puede ser desnaturalizada y renaturalizada encontrando que las 
características de la proteína antes y después de la desnaturalización son indistinguibles. 
La RNasa A fue desplegada con una solución de Urea 8M que posteriormente fue dializada 
La proteína así obtenida es 100% enzimáticamente activa y físicamente indistinguible de la 
enzima que no se sometió al experimento. 

De manera natural las proteínas han sido diseñadas para ser moléculas con alto grado de 
flexibilidad lo que les permite llevar a cabo su función y lograr así su estructura nativa de 
manera espontánea, por lo tanto se esperaría que una vez desnaturalizadas puedan volver 
a su conformación nativa de la misma manera, después de regresar a sus condiciones 
nativas; pero se ha demostrado que no en todos los casos es posible. Es decir, es posible 
desnaturalizar a la proteína, pero no se garantiza que el proceso sea reversible. 

La reacción de renaturalización de las proteínas oligoméricas tiende a ser aún más difícil, ya 
que a menudo se presenta la precipitación o agregación de estas moléculas, lo que 
conduce a una parcial o total proceso irreversibilidad. Para determinar la estabilidad 
conformacional y por lo tanto biológica de las proteínas mediante el análisis termodinámico, 
es necesario que el proceso sea reversible9. 

Debido a que al aumentar o disminuir gradualmente la condición desnaturalizante a una 
proteína se modifica la proporción entre el número de moléculas que se encuentran en el 
estado N y U, en el caso de un modelo de dos estados. Se puede obtener así un perfil de 
desnaturalización o renaturalización según sea el caso. 
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1.4 ¿Cómo se estudia el Plegamiento? 

Las principales técnicas experimentales que nos ayudan a seguir las transiciones 
estructurales que se llevan a cabo durante la desnaturalización y renaturalización de las 
proteínas son: 

+ Actividad Biológica. Ayuda a determinar las transiciones estructurales a 
nivel estructura nativa, pues es ésta la única que posee esta característica. 

+ Espectroscopia UV-VIS. Es particularmente utilizada para el estudio de 
moléculas con grupos cromóforos, y la sensibilidad del método depende del 
coeficiente de extinción de cada proteína. Para un coeficiente de extinción de 
104 el límite de detección es de 0.5nmol utilizado un espectrofotómetro 
convencional y esperando una absorbancia de 0.01. Las proteínas absorben 
luz UV-VIS a 280nm1. 

+ Espectrofluorometría. Algunos compuestos absorben luz y después la 
emiten alargando su longitud de onda, a este fenómeno se le conoce como 
fluorescencia. El mayor fluoróforo (residuo aromático), en una proteína es el 
T riptofano, el cual absorbe luz de 275-295nm y la emite en un intervalo de 
330-340nm. La fluorescencia es teóricamente cerca de 100 veces más 
sensible que la espectrofotometría UV-VIS para la detección de bajas 
concentraciones de proteína. La fluorescencia del triptofano se utiliza para 
seguir la movilidad interna de la proteína y la exposición o exclusión de los 
residuos aromáticos del solvente9. 

+ Dicroísmo Circular (DC). El DC es una propiedad de la actividad óptica 
de las moléculas. Se puede observar esta propiedad en el esqueleto 
polipeptídico de una proteína en la región del espectro UV cercano (270-
300nm) y UV lejano ( 170-250nm) en sus diferentes estructuras secundarias. 
Las a hélices se caracterizan por presentar señal negativa de DC a 222nm y 
señales positivas alrededor de 192nm. Mientras que las señales para las 
hojas ~ son similares pero menos apreciables4. 

+ Filtración en Gel. Esta técnica es ampliamente utilizada para la 
determinación del tamaño de las moléculas que participan en una reacción de 
desnaturalización de proteínas. Comúnmente se realiza con geles comerciales 
como Sephadex, Sephacryl y Biogel. Estos geles tienen un tamaño de poro tal 

14 



que la proteína puede ser fácilmente separada de las otras moléculas por 
diferencia de tamaño de manera efectivaz. 

+ Calorimetría de Barrido Diferencial (DSC). Es una técnica 
ampliamente utilizada para obtener información de la naturaleza del 
desplegamiento de las proteínas y de las fuerzas involucradas en estabilizar a 
las proteínas4• 

En el caso de tener un modelo de desnaturalización de dos estados se observa que, la 
estructura de las proteínas cambia conforme se incrementa la condición desnaturalizante, 
en principio, la proporción entre las moléculas de proteína presentes en el estado nativo 
(N) y el desnaturalizado (D), se modifique de tal manera que se puede obtener el patrón o 
perfil de desnaturalización. Este proceso fue estudiado primeramente por Anfinsen en 
1973. Del mismo modo es posible obtener el perfil de renaturalización al disminuir la 
condición desnaturalizante regresando a las condiciones que favorecen la presencia del 
estado N. 

1.5 Papel de las Enzimas 

Las enzimas son las proteínas encargadas de llevar a cabo todas las reacciones químicas 
que forman parte del metabolismo de la célula y, por lo tanto, de ellas depende en gran 
parte el buen funcionamiento celular. Las principales propiedades que presentan las 
enzimas son las siguientes: 

•!• Mayor Velocidad de Reacción. Las reacciones catalizadas 
enzimáticamente alcanzan velocidades de reacción de 106 a 1012 veces 
mayores que las reacciones no catalizadas enzimáticamente y de varios 
ordenes de magnitud mayor que las catalizadas químicamente. Esto es 
posible, gracias a que las enzimas disminuyen el estado de activación de la 
reacción y por lo tanto la reacción es mucho más rápida que en ausencia de 
la enzima. En presencia de las enzimas se requiere de un gasto mínimo de 
energía, y se pueden recuperar integras al final de la reacción ya que no 
participan directamente en ella. La velocidad de reacción enzimática 
depende de: 

• La cantidad o la actividad específica de la enzima. 
• La concentración del sustrato. 
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• El pH y la composición de la solución en que se lleve a cabo 
la reacción. 

• La temperatura. 
• La presencia de activadores o inhibidores. 

•!• Condiciones de Reacción Suaves, las enzimas trabajan a 
temperatura, a presión y en condiciones de pH específicas de acuerdo a las 
características del organismo en el que se encuentren. 

•!• Especificidad de Reacción, las enzimas presentan una gran 
selectividad por la identidad de los grupos químicos de sus sustratos y 
productos, de tal manera que rara vez se obtiene productos colaterales o 
secundarios de la reacción. 

•!• Capacidad de Regulación, es decir, que algunas actividades 
enzimáticas varían de acuerdo con la concentración de otras moléculas 
diferentes de sus sustratos (cofactores). Los mecanismos de regulación 
incluyen la inhibición, control alostérico, modificación covalente enzimática y 
variación en la cantidad de enzima sintetizada. 

1.6 Triosafosfato Isomerasa (TIM) 

1.6.1 Función de la TIM en la Glucólisis 

Una de las reacciones químicas más importantes para la mayoría de las formas de vida es 
el ciclo glucolítico. Esta vía metabólica anaeróbica consta de 1 O reacciones enzimáticas en 
donde una molécula de 6 carbonos (glucosa), es convertida en dos moléculas de tres 
carbonos (piruvato) con la generación de dos moléculas de ATP (principal molécula de 
almacenamiento energético en el metabolismo celular), la reacción general se muestra en la 
Figura 7. 
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Glucosa + 2NAD+ + 2ADP + 2P¡ 

2NADH + 2 piruvato + 2ATP + 2H20 + 4H+ 

Figura 7. Ecuación general de la glucólisis1
. Donde NADH: Nicotin Adenin 

Dinucleótido reducido; NAD+: Nicotin Adenin Dinucleótido oxidado; ADP: Adenosin 
Difosfato; ATP: Adenosin Trifosfato; P;: Fosforo inorgánico. 

En la reacción 4 de esta vía, la hexosa difosforilada fructosa-1,6-bisfosfato es dividida por 
la enzima aldolasa en dos triosas: dihidroxiacetona fosfato (DHAP) que es una cetosa, y el 
gliceraldehído-3-fosfato (GAP), que es una aldosa, las cuales son isómeros2. 

Para la obtención final de dos moléculas de piruvato se requiere isomerizar a la DHAP en 
GAP, pues únicamente este último podrá convertirse en piruvato. La isomerización de estas 
triosas es catalizada precisamente por la T riosafosfato isomerasa (TIM o TPI) enzima con la 
que se desarrolló este trabajo (ver Figura 8). 

1.6.2 Propiedades Catalíticas de la TIM 

Se sabe que el mecanismo catalítico de la enzima es a través de un intermediario 
endiolatado. La TIM cataliza las reacciones uniendo más fuertemente al estado de 
transición que al substrato; de hecho el 2-fosfoglicolato se une de 100 a 155 veces con 
más afinidad a la TIM que el Gliceraldehído-3-fosfato o Dihidroxiacetonafosfato15. 

La transformación de DHAP en GAP realizada por la TIM, es muy rápida, entre 1 os y 109 

veces más que en ausencia de la enzima, diversos estudios han confirmado por una parte, 
que la unión del GAP a la enzima está limitada por la frecuencia de encuentros entre las 
dos especies, y por otra, que no se debe a los ajustes conformacionales que la proteína 
desarrolla con el solvente para la catálisis o a los rearreglos químicos entre el substrato y 
la enzima, por ello se le conoce como "catalizador perfecto"z. 

Diversos estudios han revelado que cuando el sustrato se une al sitio catalítico, del asa 
próxima a este (asa 6), la cual está conservada en todas las TIM, se cierra sobre el sitio 
activo; esta asa es conocida como asa catalítica o flexible, y se ha comprobado que la 

17 



mutación de los aminoácidos que la componen reduce 105 veces el poder catalítico de la 
enzima15. 

º~~ e 
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H-C-oH 

OH 
1 

H-C-H 

1 

bHpP0
3
- 2 

C=O 

bH
2
0P0

3
- 2 

Gliceraldehído-3-foslato 
(aldosa) 

Oiiidroxiacetona fosfato 
(celosa) 

T riosafosfato lsomerasa 
(TIM) 

H-c-OH 

~-0-
1 -
CHpP03
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Intermediario endiolatado 

Figura 8. Esquema de la reacción catalizada por la TIM1
• Se representa la 

interconversión del Intermediario endiolatado por la TIM. 

No es claro por que la TIM sólo es activa como dímero, ya que los aminoácidos 
involucrados en la catálisis se encuentran en cada monómero, como se puede observar en 
la Figura 9. Es probable que las interacciones en la interfase sean necesarias para 
mantener a los aminoácidos catalíticos en una posición adecuada, o para mantener la 
estabilidad de la estructura de barril, de hecho un determinado número de aminoácidos de 
la interfase se encuentra conservado. Sin embargo, algunos miembros de la familia de 
proteínas a/~ son barriles activos como monómeros2. 
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1.6.3 Estructura Tridimensional de TIM 

La Triosafosfato lsomerasa TIM, presenta un elevado contenido de estructura secundaria 
en su estructura N, presenta en promedio aproximadamente 31 % de a hélices y 28% de 

hebras J3 plegadas del total de la estructura. 

La estructura secundaria de la TIM esta formada por ocho hebras J3 que alternan con una o 

dos a hélices. La cadena se pliega de manera que las ocho hebras forman una hoja J3 
paralela central semejante a un barril (en ángulo formado entre las hebras y el eje del barril 
es de 35º). Las hélices que unen a las hebras J3 se empaquetan en forma paralela a la 
dirección de las hebras (Figura 9) . Este patrón se ha encontrado en alrededor de 20 
enzimas con actividades catalíticas diversas 1• 

La TIM es una enzima clave para el metabolismo celular por lo cual se predice su presencia 
en todo organismo terrestre. Esta enzima se ha encontrado en diversas especies y 
actualmente se conoce la estructura tridimensional de 11 de ellas (humano 16, pollo17, 

Sacharomíces cerevicíae1B, Tripanosoma cruz119, Tripanosoma brucelº, Escherichia colfl, 
Bao7/us stearothermophilu5<2, Leishmania mexicanéf.3, Pyrococcus woesel4, Plasmodium 
fa!ciparunf.5, Termotoga marítiméf.6, Entamoeba histo!yticéf.7 y músculo de conejo28). Al 
analizar la actividad catalítica de TIM se encontró que sólo es activa como dímero. Su peso 
molecular es de aproximadamente 27KDa 1• 

El sitio activo de esta enzima se encuentra en uno de los extremos del barril, en la cavidad 
que se forma por las asas contiguas a las hebras. Los aminoácidos que componen el sitio 
activo son el GLU165, HIS95 y LYS12, y estos residuos están conservados en proteínas 
homólogas. En proteínas homólogas, las regiones que se encuentran en el sitio activo 
están conservadas, así como los residuos directamente involucrados en la química de la 
reacción. En el caso de la TIM, los aminoácidos conservados son aquellos que participan 
directamente en la química de la reacción, o se localizan en la vecindad del sitio activo. A 
pesar de las diferencias en los aminoácidos de la interfase, la topología del barril y la 
geometría de la asociación de los monómeros en el dímero, es semejante en diferentes 
especies 15• 
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A B e 
Figura 9. Representación de la estnctura tridimemional de una anidad 

monomirica de la TIM de T. cnu;i. A) Representación de Ju estructuras secundarias. B) 
Representación de los aminoácidos que confonnan el sitio catalítico: GLU165 (rojo), 
IIlS95 (amarillo) y LYS12 (rojo). C) Representación de los residuos de Trp (rojo) por 

monómero. 

1.6.4 Justificación del estudio de la TIM de T. cruzi 
(TcTIM) 

Dado el papel central que juega la TIM en el metabolismo anaerobio, se ha propuesto 
como blanco para construir fármacos especfficos contra agentes infecciosos 
principalmente humanos, que en alguna parte de su ciclo de vida dependan 
básicamente de la glucóllsis como fuente de energía. Este es el caso de los 
tripanosomátidos, como lo es el Tripanosoma auz¡19. 

Toda la información obtenida sobre TcTIM es de gran utilidad por que el protozoario 
patógeno del cual se aísla provoca la Tripanosomiasis americana o ~d de 
Chagas". Dicha enfermedad a infectado a 24 millones de personas en América Latina y 
según la OMS las muertes por año debido a esta enfermedad tienen un promedio de 
45 mil17• Tomando en cuenta la situación soc.ioeconónica y habitacional de los países 
afectados, principalmente en Améñc.a latina, algunos especialistas aseguran que 
dicha enfermedad constituye mayor amenaza que el SIDA. Incluso el mal provocado en 
Latinoamérica por la Enfermedad de Chagas se ubica en el tope de las enfermedades 
endémicas; entre las afecdones parasitarias se encuentra en tercer lugar, detrás de la 
malaria y la esquistosomiasis29. 



En la actualidad, una de las principales preocupaciones científicas es elaborar drogas o 
medicamentos efectivos contra las enfermedades producidas por parásitos. Las drogas 
actuales contra la tripanosomiasis generan desafortunadamente también algunos efectos 
colaterales en los pacientes. El estudio detallado de toda la información estructural de esta 
proteína está relacionado además con la generación de información necesaria para tratar 
de curar la enfermedad de Chagas29. Y debido a que existen pequeñas diferencias entre la 
enzima de este parásito y la de los humanos, esta información se puede aprovechar para el 
diseño racional de nuevos medicamentos3o. 

T. brucei es evolutivamente un pariente muy cercano de T. cruzi y produce la enfermedad 
del sueño en humanos y el nagana en ganado vacuno en África. Si se compara la estructura 
primaria de las TIMs de ambos parásitos, resulta que 185 de los 250 aminoácidos que las 
componen son idénticos en ambas proteínas; el 26% restante se compone de 30 cambios 
conservativos, lo que indica que únicamente hay un 15% de cambios drásticos o no 
conservativos entre ambas proteínas31 . 

A pesar de estas diferencias la estructura tridimensional de estas proteínas no muestra 
diferencias significativas19. Aún así, el patrón de plegamiento para ambas enzimas sigue 
rutas diferentes31 . Experimentos preeliminares 19 muestran que el patrón de plegamiento 
de la enzima de T. cruzi es reversible pero complejo, es decir, no es un proceso de dos 
estados; por lo tanto es necesario determinar cuales y cuantos son los pasos que lo 
determinan. Esta observación es interesante por que un pariente directo de T. cruzi, T. 
brucei posee un plegamiento irreversible y forma agregados. Dado que los agregados 
están presentes en patologías neurodegenerativas como el Alzheimer, estudiar el origen de 
los mismos es un campo de vanguardia. 
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Capítulo 2 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1 HIPÓTESIS 

El patrón de renaturalización de T c TIM debe ser muy similar al obtenido para la 
desnaturalización. 

2.2 OBJETIVOS 

~ Estudiar la renaturalización de T c TIM y comparar con los resultados 
reportados para la desnaturalización. 

2.2.1 Objetivos Particulares 

•!• Definir el tiempo de equilibrio de T c TIM tanto en el proceso de 
desnaturalización como en el de renaturalización. 

•!• Analizar el patrón de plegamiento-desplegamiento de T c TIM mediante 
cambios en la Intensidad de Fluorescencia Intrínseca y Extrínseca, 
Dicroísmo Circular y Actividad Catalítica. 

•!• Estudiar la reversibilidad del proceso desnaturalización/ 
renaturalización en diferentes condiciones. 

•!• Realizar una comparación del patrón de plegamiento de enzimas 
homologas TIM de diversas especies. 
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Capítulo 3 
MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1 MATERIAL 

MATERIAL BIOLÓGICO 

• Cepa de expresión de E. co/iBL21DE3pLysS 
• Enzima a.-GDH (a-Glicerol Deshidrogenasa) 

REACTIVOS 

• Medios de cultivo LB (Luria Bertami), para T. cruzi 
Bacto T riptona ................. 1 Og 
Extracto de Levadura ........ .5g 
NaCl. ....................... .. .. ....... 5g 

Agua .................................. 1L 

• Amortiguador de Lisis pH 6.5 

REACTIVO 

MES 
EDTA 

DTT 
PMSF (en ZOOµL de DMSO) 

• Amortiguador A pH 8 

• Amplicilina 

REACTIVO 
TEA 

Azida de Na 
DTT 

EDTA 

• IPTG (lsopropil-~-D-tiogalactopiranósido) 

• NADH (Nicotin Adenin Dinucleotido reducido) 
• G3P (Glicerol-3-fosfato) 
• ANS ( 1-anilino-8-naftalen sulfonato) 
• Gdn-HCI (Clorhidrato de Guanidinio) 

M 

0.025 
9.99X10-4 

9.98X10-4 

1.99X10-4 

M 
0.249 
0.01 

5.0X10-4 
0.0199 
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3.2 MÉTODOS 

3.2.1 Sobreexpresión y Purificación de Te TIM 

3.2.1.1 Sobreexpresión de TcTIM* 
• Realizado de acuerdo a Ostoa-Saloma, Pedro., et al.1997 

Preparar medio de cultivo 
líquido LB (Luria Bertami), 
adicionar ampkilina a una 

concentración de 
1 OOµg/mL; esterilizar 

Sembrar la cepa de 
expresión de T c TIM 

BL21DE3pLysS en medio 
sólido LB e incubar a 37ºC 

durante una noche. 

Agregar el inductor IPTG 
concentración final de 

0.4mM, aprox. 12 hrs a 
250rpm/30ºC. 

NOTA : A partir de este paso 
todo se hace en frío 

3.2.1.2 Purificación de TcTIM* 
• Realizado de acuerdo a Ostoa-Saloma, Pedro., et al.1997 

Cosecha las células por 
centrifugación a 6 K por 12 lm) 
minutos y resuspenderlas en 
30-40mL de amortiguador de 

lisis pH 6.5 

Llevar el sobrenadante a 
453 de saturación con 

Sulfato de Amonio. Incubar 
por tres horas a 4 ºC sin 

agitación . 

Homogenizador la 
suspensión tres 

veces. 

Centrifugar el 
sobrenadante a 40 K 

por 1 hora en un rotor 
60T. 

Inocular una colonia de la cepa 
de expresión de E. coli 

BL21DE3pLysS, en un Htro de 
medio LB densidad óptica inicial 

de 0.1 a 600nm 

/ 

'-

Agitar a 250rpm y 37ºC 
durante aproximadamente 4 
horas (densidad óptica entre 

0.9- 1.3) 

Sonicar la suspensión por 
1 ) cuatro tiempos de 
30segundos y 2) tres 
tiempos un minuto. 

Centrifugar a 11 K por 25 
minutos, desechar la pastilla. 

Tomar una alícuota de la 
suspensión para medir la 
actividad de la enzima. 
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Centrifugar a 15 K por 
20 minutos y desechar 

la pastilla. 

Realizar el análisis de 
actividad de las fracciones 
que se considera puede 
contener a la enzima 

Recolectar las fracciones y 
concentrar hasta 3 ml en 
un filtro Amicon de 3.5mm. 

Realizar el análisis de 
actividad de las fracciones 
que se considera puede 
contener a la enzima 

Hacer un gel de SDS-PAGE 
para corroborar la pureza 
de la enzima con ayuda 
de marcadores de peso 
molecular o de un patrón 
de TcTIM 

Lleva el sobrenadante a 
75% de saturación con 

sulfato de amonio e incubar 
toda la noche sin agitación 

a 4ºC. 

Aplicar la suspensión a una 
columna de Sephadex G-
100 a una velocidad de 
una gota/30 segundos 

Si la solución se ve muy 
turbia centrifugar a 12 K 
por 12 minutos y desechar 
la pastilla. 

Eluír la proteína con buffer 
A más NaCI 150 mM 
colectando fracciones a 
partir de este momento d 
1 ml 

Recolectar las fracciones y 
llevarlas al 70% de 
saturación con Sulfato de 
Amonio y guardarlas a 
4ºC. 

Centrifuga a 1 5 K por 
20 minutos y 
desechar el 

sobrenadante 

Resuspender la pastilla 
en 2 ml del 

Amortiguador A pH 8.0 

Aplicar el sobrenadante a 
una columna de 

Carboximetilsepharosa 
previamente equilibrada 

con amortiguador A. 

Eluír 60 ml del 
amortiguador A 

colectando 
fracciones de 5 ml 
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Centrifuga la solución 
saturada a 12 K/ 12 
minutos y eliminar el 

sobrenadante 

/ 

Resuspender la 
pastilla con 

800µL de buffer 
TE. 

3.2.2 Elaboración del sustrato G3P 

Poner la solución en una 
membrana de diálisis y 
colocarla en buffer TE en 
agitación a 4 ºC; después de 
3 horas cambiar el 
amortiguador 

Incubar toda la noche a 4 ºC 
con agitación. Recupera la 
enzima de la membrana y 
medir la concentración final. 

1. Pesa 1. 5gramos de resina Dowex 50WX2-100, Hform (Supelco), en un 
tubo de ensayo de boca ancha y resuspender la resina en 4ml de agua 
destilada a 25º C. Agita por un minuto con ayuda de un Vortex. 

2. Permrrir que la suspensión sedimente y eliminar el sobrenadante. Repite la 
operación hasta que desaparezca por completo el color rosa de la fase 
acuosa (aproximadamente por 6 veces) 

3. En un tubo de ensayo, de aproximadamente 20ml, pesa 100mg de 
sustrato G3P. A la resina, lo más seca posible, agregar 5ml de agua 
hirviendo. Agita la suspensión y añadir de inmediato al tubo con el 
sustrato. 

4. Hierve el sustrato con la resina exactamente por 3 minutos y 15 segundos, 
bajo agnación constante y enfría la suspensión en hielo. Filtra por una 
membrana de 0.22µm. 

5. Ajusta el pH a 5 con Bicarbonato de Sodio 
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3.2.3 Electroforesis en Gel SDS-PAGE 

SDS-PAGE con PhastGel el PhastGel se utilizó a una concentración de 12.5% de 
poliacrilamida. Inicialmente, se prepara la solución teñidora y la solución desteñidora 
como se muestra a continuación: 

... Solución T eñidora. Solución 0.1 % de FastGel Blue R en metanol al 30% y Ácido 

Acético al 1 0% en agua destilada . 

./ Solución Stock. Disolver una tableta de FastGel Blue R en 80mL de agua 

destilada y colocar en agitación de 5-1 O minutos. Agregar 120 mL de 

metanol y agitar de 2-3 minutos. Esto hace una solución 0.2% . 

./ Solución Final. Mezclar una parte de solución stock filtrado con 1 parte de 

ácido acético al 20% en agua destilada. 

• Solución Desteñidora. Metanol al 30% y ácido acético al 10% en agua destilada 
(3: 1 :6), de esta solución se debe preparar al menos 300mL de esta solución; por 
que debe cambiarse al menos tres veces. 

Una vez elaboradas estas soluciones, se colocan las muestras en cada uno de los carriles 
de la siguiente manera: Se corrió el gel a 70Vh por una hora, posteriormente se colocó 
en la solución teñidora caliente a 70º( por 15 minutos. Una vez teñido el gel se coloco en 
la solución desteñidora por tres tiempos de 7 minutos cada uno cambiando la solución. 

3.3 Determinación de la concentración de 
TcTIM 

La concentración se mide con ayuda de un espectrofotómetro, con una celda de cuarzo 
de 1 cm de paso de luz, tomando como blanco la solución de buffer TE utilizado para 
dializar. Se toman lecturas a 280nm y se determina la absorbancia de la muestra. En 
este caso se realiza una dilución 1 :500 de la proteína en buffer TE. Tomando en cuenta 
que con una absorbancia de 1.36 se tienen 1 OOOµg/mL, determinar la concentración 
final de la proteína, este es un factor ya establecido31• 

Por otro lado también se puede conocer la concentración de proteína si se tiene el 
coeficiente de absortividad molar e, el cual para TcTIM es de 1.33, y conociendo la Ley 

de Beer se puede obtener fácilmente su concentración. 
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3.4 Desnaturalización y Renaturalización 
inducidas por Clorhidrato de Guanidinio 

3.4.1 Diseño de Muestras 

El diseño de las muestras se divide en dos partes: la primera que comprende el estudio 
de la desnaturalización de T c Tlm y la segunda que involucra el estudio de la 
renaturalización de la enzima. 

En el caso de la desnaturalización se elabora en tubos de vidrio con tapón de rosca de 
aproximadamente 5mL, en los cuales se coloca una solución que contiene a TcTIM, 
Clorhidrato de Guanidinio (desnaturalizante) y Buffer TED (Trietanolamina, EDTA y DTI) 
20:1:1 pH 7.4, a las concentraciones más adelante señaladas. La concentración de 
proteína puede ser de 50 µg/mL ó 500 µg/mL, y es fija para cada tubo; mientras que la 
concentración de guanidina aumenta gradualmente desde 0.1 M a 6M y siempre incluimos 
dos tubos de referencia con la enzima nativa sin desnaturalizante como control. 

Las muestras para el análisis de la renaturalización de la enzima deben contener el mismo 
intervalo de concentraciones de guanidina utilizadas para la desnaturalización para poder 
realizar una comparación de los valores obtenidos. Para poder evaluar el desarrollo de 
este estudio es necesario elaborar una solución madre que contenga al desnaturalizante y 
a la enzima. Se busca obtener una solución que contenga una concentración de proteína 
determinada tal que al ser diluida nos permita obtener la misma concentración que se 
utiliza para la desnaturalización (50 µg/mL y 500 µg/mL) y nos proporcione la 
concentración más baja de desnaturalizante que se puede obtener. La concentración 
original de guanidina.que debe contener la solución madre debe ser lo más cercana a 6M 
para garantizar la completa desnaturalización de la enzima, por lo cual antes de comenzar 
a diluir a la proteína en estas condiciones se debe dejar equilibrar por un lapso nunca 
menor a 30 minutos. 

Estas muestras son incubadas en baño de agua a 25º( para posteriormente ser 
analizadas mediante el uso de técnicas de Fluorescencia Intrínseca y Extrínseca, 
Dicroísmo Circular y Actividad Catalítica. 
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3.4.2 Análisis del cambio en la Estructura Terciaria por 
Intensidad de Fluorescencia 

Para este análisis se utilizó un Espectrofotómetro marca ISS modelo PCS (Photon Counting 
Spectroftuorometer) con termorregulador para mantener la temperatura a 25 ºC y celdas de 
cuarzo de 500 µL, a las cuales se adicionaron 250 µI de cada una de las muestras para 
tomar los espectros. 

El análisis por fluorescencia de T c TIM se dividió en dos partes, la primera que fue el análisis 
de la fluorescencia de los residuos aromáticos presentes en la molécula, y la segunda en la 
cual se adiciona el fluoróforo extrínseco ANS (ver 3.4.3). 

La determinación de la fluorescencia de los fluoroforos intrínsecos, es decir T riptofano (W), 
Fenilalanina (F) e Tirosina (Y), se estudió de dos formas. La primera consistió en excitar cada 
muestra a 280nm tomando barridos de 300-400nm, esto con el fin de excitar a todos los 
residuos aromáticos. En la segunda lectura la muestra se excita a 295nm, haciendo barridos 
de 310-41 Onm, buscando excitar solamente a los T riptofanos presentes en la proteína. Los 
parámetros analizados de los espectros de fluorescencia intrínseca se definen en la siguiente 
Figura: 

300 320 340 300 380 400 

nm 

Figura 10. Parámetros a evaluar para cada espectro de fluorescencia a 280nm y 
295nm de excitación. Se observa como se determina la A. máxima la IF máxima, la IF a la 

A. máxima de la enzima nativa y el CMS. 
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De cada una de las muestras se obtiene por lo tanto cuatro parámetros diferentes que son: IF 
máxima, 'A máxima, IF a A máxima nativa y CMS; esto con el fin de obtener la mayor 
información posible sobre el comportamiento de la proteína en cada una de las 
concentraciones de desnaturalizante a las cuales fue expuesta. 

Una vez con estos datos se puede determina el Centro de Masa Espectral (CMS), basándose 
en la siguiente formula: 

C M S = 2: A. Jp_) 12: (A.) 
donde, 

A = longitud de onda 

!(A)= Intensidad de Fluorescencia a la longitud de onda 

3.4.3 Unión de ANS 

La lectura de fluorescencia del ANS se realiza excitando la muestra a 360nm efectuando 
barridos de 400-560nm, después de adicionar a la celda una alícuota de una solución madre 
de ANS, buscando que la concentración final sea de alrededor de 100µM13• El espectro 
representado de las muestras nativas con ANS se muestra en la Figura 11. 
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Figura 11 . Espectro de Fluorescencia de ANS. El parámetro analizado es la IF del primer 
pico del espectro a 496nm. 

En el espectro de ANS se determina la IF máxima a la longitud de onda a la cual absorbe la 
molécula, la cual se encuentra entre 494-496nm. 
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3.3.4 Análisis del cambio Estructura Secundaria por 
Dicroísmo Circular 

Para el análisis de la estructura secundaria se utilizó un Espectropolarímetro Marca JASCO 
modelo J-715 termorregulado a 25 ºC. Los parámetros necesarios para analizar cada una 
de las muestras son los siguientes: Rango de lectura de 210-260nm, Resolución de 1 nm, 
Velocidad de 1 OOnm/min, Número de repeticiones por espectro 3, Acumulaciones 1, 
Respuesta 4seg, Anchura de Banda 2 y Sensibilidad de 2mdg. 

Una vez determinadas estas condiciones se coloca cada una de las muestras para que el 
equipo realice la lectura de cada barrido al intervalo de longitud de onda antes 
mencionado, y se toma el valor de OC a 222 nm, longitud de onda a la cual se presenta 
mayoritariamente el contenido de las a. hélices. Los espectros representados para 
algunas condiciones en la Figura 12. 
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-5 ----- 1.0 M Gdn 

- · - ·· 6.0 M Gdn 
-6 

-7 
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nm 

Figura 12. Espectros de OC de TcTIM. Comportamiento de la helipticidad de TcTIM 
a diferentes concentraciones de Guanidina. 
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3.4.5 Determinación de la Actividad Catalítica y 
Reversibilidad de TcTIM 

+ Elaborar Buffer TE (TEA 100mM y EDTA 10mM) pH 7.4 
+ Preparar los reactivos para actividad: 

G3P sustrato (cuya elaboración se mencionó anteriormente) 
a GDH: SµL en 995µL de TE 
NADH: 7mg en 1 OOµL de TE 

+ Elaborar la mezcla de reactivos para actividad: 

REACTIVO 

Buffer TE 
G3P 

a-GDH 
NADH 

Volumen por cada 
celda 

928µL 
SOµL 
ZOµL 
ZµL 

Debido a que la determinación de la actividad no puede llevarse a cabo de manera directa 
por la presencia del desnaturalizante, el cual puede alterar la actividad de la enzima 
a GDH que también forma parte de la mezcla de actividad, es necesario realizar un 
protocolo que permita realizar el análisis 32• La reacción que comprende la determinación 
de la actividad de TcTIM se muestra en la Figura 13. 

TIM 
e____,> 

NADH NAD+H+ 

~ ªB 
.------------'> ~ j r 
a·GDH 

Figura 13. Reacción para la determinación de la actividad de TcTIM. Donde 
GAP: Gliceraldehído-3-fosfato; DHAP: Dihidroxiacetona Fosfato; NADH: Nicotin 
Adenin Dinucleótido reducido; NAD+: Nicotin Adenin Dinucleótido oxidado; G3P: 

Glicerol-3-fosfato y a-GDH: a-Glicerol Deshidrogenasa. 

Esta reacción permite evaluar la actividad de TcTIM de manera indirecta evaluando 
espectroscópicamente el consumo de NADH mediante la perdida de color, por lo cual se 
determina la actividad a 340nm, longitud de onda a la cual absorbe el NADH. 
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Para este estudio debe considerarse que la concentración a la cual se incubaron cada 
muestra de proteína es de 50µg/ml y que contiene determinada cantidad de 
desnaturalizante, misma que puede alterar los resultados de actividad ya que puede 
inactivar a la otra enzima necesaria para el análisis 32 , a.-GDH, por lo cual es necesario 
realizar diluciones de tas muestras originales para alcanzar tanto la concentración 
necesaria de proteína para este estudio, 5 ng/ml; así cómo la concentración de Guanidina 
más baja que se pueda tener. 

Por lo tanto, se realiza una primera dilución de la proteína a 1 µg/ml y se adiciona la 
cantidad de desnaturalizante necesaria para mantener la misma concentración en cada 
una de las muestras, la cual será aquella que se obtenga de la dilución de la solución más 
concentrada de guanidina (6M); posteriormente, se realiza una segunda dilución muy 
rápidamente, colocando una alícuota de la proteína tal que permrra obtener una 
concentración de 5 ng/ml en la celda que contenga la mezcla catalrrica. 

Para iniciar la determinación de la actividad se programa el espectrofotómetro Beckman 
Coulter DU 7500 en el programa de Cinética Multiceldas, a una longrrud de onda de 
340nm, con tabulaciones de 1.0, tiempo de 30segundos entre cada lectura y con un total 
de tiempo de 420segundos. 

Una vez concluida la lectura de la muestra se analizan los resultados obteniendo el valor 
de la pendiente de cada una de las muestras y las unidades en la que las reporta el 
programa son unidades de absorbancia (UA), las cuales se sustrruyen en la formula 
siguiente para obtener la actividad especifica de cada muestra. 

t1.u .a. 

Activida ti-especifica (µmol I min · mg) = 
6 22 

mL 

~M~;ª * [Pr ot (mg / mL )] 

mL 
donde, E NADH == 6.22 

Este primer estudio permite determinar la actividad catalítica de cada una de las muestras 
desnaturalizadas con diferentes concentraciones de guanidina, lo cual es necesario para 
caracterizar cada uno de los estados intermediarios presentes en el proceso de 
desnaturalización-renaturalización. 

Pero también es necesario determinar si la proteína es capaz de cegresar a su estado 
nativo completamente después de ser desnaturalizada, con el fin de determinar si el 
proceso es o no reversible. Para lograrlo seguimos el método propuesto por Zomosa
Signoret 2003, en el cual se incuba a la proteína a una concentración de 500 µg/ml y 6 
M de guanidina y se determina su actividad tras una hora de incubación a 25 ºC. 
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3.4.6 Análisis Estructural por Técnicas 
Computacionales 

Existen técnicas computacionales disponibles en la red para el análisis de la 
estructura primaria y cuaternaria35 de las proteínas, que son de gran ayuda para la 
comparación de los diferentes niveles estructurales de proteínas homólogas. 

Por lo tanto, el análisis computacional a nivel estructural de la TIM de diversas 
especies que han sido cristalizadas y reportadas en el Protein Data Bank (PDB)36, se 
divide en dos partes: 1) Comparación de las estructuras primarias y 2) Comparación de 
las estructuras tridimensionales. 

La comparación de estructura primaria fue realizada con el programa CLUSTAL W 
(1.82) multiple sequence alignment35. El cual se basa en la alineación de las estructuras 
primarias de las proteínas, señalando a los aminoácidos conservados en todas las 
estructuras, los conservados medianamente y los que no son conservados. Para llevar a 
cabo la alineación es necesario conocer los códigos PDB de cada una de las secuencias a 
analizar e introducirlas en el programa para que inicie el análisis. 

La alineación que realizamos comprende a las secuencias de aminoácidos de las 
TIM de cada una de las especies cristalizadas: Humano (1HTI), levadura (1YPI), L. 
mexicana (1AMK), T. cruzí (1TCD) , T. bruceí (1TPF), E. hísto!ytíca (1 M6J), T. marítima 
(1B9B) y Plasmodium(1YDV). 

El mismo programa permite realizar la comparación del porcentaje de identidad en 
estructura primaria de las secuencias introducidas para el análisis, para lo cual se tiene 
que seleccionar la secuencia contra la cual se desea realizar la comparación. Para este 
estudio seleccionamos como base la secuencia de TIM de T. cruzí con respecto a las 
demás secuencias. 

La comparación de estructura cuaternaria de las especies de TIM reportadas en el 
PDB, se llevó a cabo con el programa Deep View/Swiss-PDBViewer 3.7, el cual realiza la 
superposición de las estructuras cuaternarias con respecto a una estructura 
tridimensional base. Para nuestro estudio se determinó como patrón a TcTIM la cual se 
superpuso con: 1TPF, 1YPI, 1HTI, 1YDV, 1B9B, 1M6J, 1TIM (pollo), 1R2T (músculo de 
conejo) y 1BTM (B. sthereothermophíl/us). 
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Capítulo 4 
RESULTADOS 

4.1 Purificación de TcTIM 

Una vez seguido el protocolo de purificación mencionado en material y métodos, el cual consiste 
en la sobreexpresión de T cTIM en la cepa de expresión, el rompimiento de células por sonicación 
y purificación de TcTIM mediante el uso de centrifugación, precipitación, así cómo de columnas 
cromatográficas de Exdusión Molecular e Intercambio lónico. 

En cada uno de los pasos antes mencionados se determinó la concentración de proteína 
mediante la actividad específica de T c TIM y se obtuvo el rendimiento para cada proceso. 

Proceso Rendimiento 

Centrifugación - Precipitación 44.2mg 

Columna de Exclusión Molecular 41.45mg 

Columna de Intercambio lónico 25.63mg 

Por lo tanto, el rendimiento obtenido de la Purificación de T c TIM con el protocolo antes 
mencionado y mediante las técnicas anteriores es cercano al 60%. 

Para verificar la pureza de la enzima se elaboró un gel de electroforesis, SDS-PAGE en el 
PhastGel a una concentración de 12.5% de poliacrilamida. En este gel se colocaron en cada carril 
7 diferentes concentraciones de proteína y en cada uno de los extremos marcadores de peso 
molecular (LMW). 

El resultado obtenido es, una sola banda a la concentración más alta de proteína la cual indica 
que se encuentra totalmente pura, a concentraciones menores no se observa la presencia de la 
enzima debido a la sensibilidad de la técnica. La Figura 14 representa dicho resultado a 
continuación, indicando el orden en el que se colocó cada muestra en los carriles del gel. 
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Figura 14_ Gel ele electroforesis de TcTIM. Se puede observar una sola banda en el gel a 
un a concentración de 422µg/mL. *LMW. Marcador de Peso Molecular 

Es importante este resultado debido a que este trabajo se basa principalmente en el 
análisis de una enzima, la Triosafosfato lsomerasa, y si esta enzima no se encontrase 
totalmente pura el estudio no podría realizarse. 

4.2 Concentración de TcTIM 
Una vez realizada la determinación de la concentración de la enzima con ayuda de un 
Espectrofotómetro a una longitud de onda de 280nm, longitud de onda a la cual 
absorbe el enlace peptídico, y habiéndose realizado una dilución de la proteína en la 
celda del espectro de 1:1000 (protefna-amortiguador TE). Se obtiene una absorbanda 
de 0.11844, la cual se transforma en unidades de concentración mediante el factor 
mencionado en la sección de material y métodos. 

El resultado de esa transformación indica que la concentración de la enzima purificada 
es de 4.22mg/ml. y el volumen total obtenido de enzima es de 5.1 ml Por lo tanto el 
valor de la cantidad total de enzima obtenida en la purificación es bastante cercano a 
la aproximación que se tiene mediante el análisis de la actividad especffica 
mencionado anteñormente. 



4.3 Tiempo de Equilibrio 

4.3.1 Determinación por Intensidad de Fluorescencia 

Se determinó el tiempo de equilibrio de la Desnaturalización y Renaturalización, por medio de 
cambios en las propiedades fluorescentes como función de la concentración de Gdn-HCI excitando 
la molécula a 280 y 295nm, para lo cual se realizaron lecturas de cada una de las muestras al 
tiempo O, 48 y 96, una y dos semanas. Los resultados obtenidos para el proceso de 
desnaturalización se muestran en la Figura 15. 
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Figura 15. Determinación del tiempo de equilibrio del proceso de Desnaturalización 
TcTIM seguido por Fluorescencia a 280 y 295nm. Evaluación de A. máxima como función de 

la concentración de GdnHCl 

Se puede observar que el proceso de desnaturalización de T c TIM es bastante lento ya que al 
tiempo O muchas de las concentraciones de Gdn-HCI exploradas poseen propiedades 
fluorescentes parecidas a las del estado N. Transcurridas 24 horas de incubación a 25º(, el perfil 
de desnaturalización se modifica considerablemente, manteniéndose así hasta un tiempo no 
mayor a una semana. 

Se puede determinar que el tiempo de equilibrio para el proceso de desnaturalización es de 
48hrs, ya que después de este tiempo, a 96hrs y una semana, el perfil no presenta mayor cambio 
según la Figura 15. 
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El tiempo de equilibrio para el proceso de renaturalización se determinó de la misma forma que 
para la desnaturalización, tomando lecturas a diferentes tiempos: O, 24 y 48hrs, una y dos 
semanas; incubando las muestras a 25º(. Los resultados para el proceso de renaturalización se 
presentan en la Figura 16. 
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Figural6. Determinación del tiempo de equilibrio para el proceso de Renaturalización de 
TcTIM seguido por Fluorescencia a 280 y 295nm. Evaluación de /...máxima como función de 

la concentración de GndHCI. 

A diferencia de la desnaturalización, la renaturalización es bastante rápida, es decir, la forma de 
su patrón se mantiene desde el tiempo O hasta un tiempo no mayor a una semana. Pero ambos 
procesos coinciden en el tiempo de equilibrio. 

Los resultados obtenidos para ambos procesos indican que el tiempo al cual alcanzan el 
equilibrio las muestras en ambos procesos es de 48hrs ya que no se observa diferencia 
significativa entre los patrones obtenidos a tiempos mayores. El patrón obtenido a las dos 
semanas es diferente a los observados para los tiempos O, 48 y 96hrs y una semana. Por lo 
tanto la determinación del patrón de plegamiento de cada uno de los procesos se determina 
después de incubar las muestras entre 48hrs y una semana. 
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4.3.2 Determinación por Dicroísmo Circular (DC) 

Se determinó el tiempo de equilibrio de cada uno de los procesos por OC, incubando las muestras 
a 25ºC, a una semana y 2 semanas tomando en cuenta el tiempo de equilibrio encontrado 
mediante el análisis de la Intensidad de Fluorescencia. La lectura de cada una de las muestras fue 
determinada a 222nm, longitud de onda a la cual se presenta en su mayoría estructura en 
forma de a-hélices. Los resultados obtenidos son los siguientes: 
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-5 
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Figura 17. Determinación del tiempo de equilibrio para la desnaturalización y la 
reoaturalizacióo. Se determina el tiempo de equilibrio a la primera y la segunda semana de 

incubación tomando lecturas a 222nm. 

Para el caso de DC el tiempo de equilibrio puede ser determinado a una semana, aunque no se 
ve cambio considerable a las dos semanas de incubación. Para economizar tiempo se determina 
el tiempo de equilibrio a una semana. 

4.4 Análisis del Patrón de desnaturalización/ 
renaturalización por Intensidad de Fluorescencia (IF) 

El análisis del cambio en la estructura terciaria de la proteína al exponerla a diversas 
concentraciones de Gdn-HCI se determinó mediante el análisis en la intensidad de fluorescencia, 
obteniendo con esta técnica resultados del comportamiento de los residuos de aminoácidos 
aromáticos (Trp, Tyr y Phe); así como del fluoróforo extrínseco ANS. 

El análisis de los residuos aromáticos se dividió en dos partes: 1 ) Determinación del cambio en la 
estructura terciaria de los residuos aromáticos T yr y Phe excitando a la molécula a 280nm, con 
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barridos de 300-400nm; 2) Cambio en la estructura terciaria del Trp excitando a 295nm, con 
barridos de 310-41 Onm. Las muestras fueron incubadas a 25ºC por tiempos determinados y las 
lecturas se llevaron a cabo con ayuda de un Espectrofluorómetro con termorregulador. 

Una vez determinado este tiempo se incuban las muestras por 48hrs a 25ºC y se determinan las 
lecturas en el Espectrofotómetro de la forma antes mencionada para cada proceso, realizando 
gráficos que representen el cambio en las propiedades fluorescentes en función de la 
concentración de Gdn-HCI. Los parámetros a analizar a cada patrón se definieron anteriormente 
en la sección de Material y Métodos. 

El análisis del cambio la estructura terciaria de TcTIM es seguido mediante un patrón que indica el 
comportamiento de la molécula en las diferentes concentraciones de Gdn-HCI tanto para la 
desnaturalización como para la renaturalización. Es importante recavar toda la información que se 
pueda obtener de cada muestra mediante este análisis para poder realizar una comparación lo 
más completa posible entre ambos procesos. Es por eso que se obtiene el patrón para cada 
proceso analizando diferentes parámetros que se obtienen de las propiedades fluorescentes: 
longitud de onda de máxima emisión, Intensidad de Fluorescencia (IF) máxima, IF a la longitud de 
onda de máxima emisión de la enzima en estado N y Centro de Masa Espectral (CMS). 

La determinación de la longitud de onda en función de la concentración de desnaturalizante para 
ambos procesos a 280 y 295nm es presentado en la Figura 18. 
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Figura 18. Cambio en la estructura terciaria de TcTIM. Comparación del proceso de 
desnaturalización y renaturalización determinando la 'A máxima en función de la concentración 

de GdnHCl. A) Excitando a 280nm, B) Excitando a 295nm 
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Ambos procesos siguen caminos muy similares al excitar a los residuos aromáticos (Figura 18), 
de la proteína, realizando el análisis de la A. máxima en función de la concentración de Gdn-HCI. 

La determinación de la IF máxima en función de la concentración de desnaturalizante para ambos 
procesos a 280 y 295nm es presentado en la Figura 19. 
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Figura 19. Cambio en la estructura terciaria de TcTIM. Comparación del proceso de 
desnaturalización y renaturalización determinando la IF máxima en función de la concentración 

de GdnHCI. A) Excitando a 280nm, B) Excitando a 295nm. 

Al igual que para el análisis de la 'A máxima, el patrón obtenido para la desnaturalización y 
renaturalización de T c TIM determinando la IF máxima a 280 y 295nm es bastante similar, lo cual 
nos indica que ambos procesos siguen rutas similares para desnaturalizar o renaturalizar a la 
proteína. 

La determinación del patrón de desnaturalización y renaturalización analizando la IF a la longitud 
de onda de máxima emisión de la enzima N a 280 y 295nm se presenta en la Figura 20. 

El patrón presentado para ambos procesos sigue siendo muy similar ante el análisis de la IF a la 
longitud de onda de máxima emisión de la enzima nativa. 
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Figura 20. Cambio en la estructura terciaria de TcTIM. Comparación del proceso de 
desnaturalización y renaturalización determinando la IF a la máxima de la enzima nativa en 

función de la concentración de GdnHCI. A) Excitando a 280nm, B) Excitando a 29Snm. 

El análisis del cambio en el Centro de Masas Espectral (CMS) para la desnaturalización y la 
renaturalización, obtenido mediante la formula mencionada en Material y Métodos, a 280 y 
295nm es el siguiente: 
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Figura 21. Cambio en la estructura terciaria de TcTIM. Comparación del proceso de 
desnaturalización y renaturalización de CMS. A) Excitando a 280nm, B) Excitando a 29Snm. 

El estudio de la fluorescencia intrínseca de la proteína excitando a 280 y 295nm indica que el 
proceso de desnaturalización y renaturalización siguen caminos similares. 
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El análisis de las Figuras 18, 19, 20 y 21 indican la presencia de una población que se mantiene 
estable en un intervalo de 0.8-1.4M de guanidina y se advierte la presencia de una población en 
el intervalo de 0.1 -0.6M de Gdn-HCI que presenta mayor intensidad de fluorescencia que la 
enzima nativa. 

4.5 UNIÓN DE ANS 

El cambio en la Intensidad de Fluorescencia del fluoróforo extrínseco ANS es una herramienta 
ampliamente utilizada para la caracterización de los estados intermediarios presentes en la ruta 
de plegamiento de las proteínas. 

Mediante la intensidad de fluorescencia de las muestras se puede determinar en que 
concentraciones de desnaturalizante se encuentra el pico que indique la presencia de un 
intermediario que expone zonas hidrofóbicas al solvente que unen ANS. 

Para lograr obtener estos datos se adicionó a cada muestra antes de su lectura determinada 
concentración de ANS, y se excitó a la molécula a 360nm realizando barridos de 400-560nm. La 
IF se tomó del primer pico presente en el espectro alrededor de 496nm, tal como se indicó en la 
sección de Material y Métodos. 

Los resultados obtenidos para los procesos de desnaturalización y renaturalización de T c TIM a 
diferentes concentraciones de desnaturalizante se presentan en la Figura 22. 
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Figura 22. Unión de ANS a TcTIM para la desnaturalización y renaturalización. 
Determinación de la IF del ANS a 496run en función de la concentración de Gdn-HCL. 
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La Figura presenta un pico en la IF del ANS a 496nm en el intervalo de concentración de 
desnaturalizante de alrededor de 0.8-1.4M. Lo cual indica la presencia de un intermediario en el 
patrón de plegamiento de TcTIM que une ANS. 

En ese mismo intervalo de concentración de Guanidina se puede observar una meseta en los 
patrones presentados anteriormente de Intensidad de Fluorescencia a 280 y 295nm, el cual 
indica que aun no esta completamente desnaturalizada la enzima; con lo cual se puede definir 
como monómeros compactados que exponen zonas hidrofóbicas al solvente a dichas 
concentraciones de desnaturalizante. 

4.6 Análisis por Dicroísmo Circular (DC) 

El análisis del contenido de estructura secundaria como función del incremento en la 
concentración de Gdn-HCI, se llevó a cabo mediante la técnica de OC. Para este estudio se utilizó 
un Espectropolarímetro termorregulado con el cual se obtuvieron espectros con barridos de 210-
260nm. El patrón de desnaturalización y renaturalización se determinó tomando como referencia 
el valor de OC encontrado a 222nm, debido a que esa longitud de onda se encuentra 
mayoritariamente el contenido de a-hélices. 

Al realizar el análisis de las muestras por OC al equilibrio se obtienen los resultados presentados 
en la Figura 23. 
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Figura 23. Cambio en la estructura secundaria para la renaturalización y 
desnaturalización de TcTIM. Se cuantificó el cambio en la helipticidad de las muestras a 

222nm. 
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Se puede observar que el patrón de plegamiento-desplegamiento es bastante similar analizando 
la composición de estructura secundaria presente a 222nm, donde se presenta mayoritariamente 
estructura en a-hélices, para cada una de las concentraciones de desnaturalizante estudiadas. 

Analizando la estructura secundaria de la enzima en el proceso de desnaturalización y 
renaturalización es evidente que el primer intermediario que se encuentra a bajas 
concentraciones de desnaturalizante (0.1-0.5M), presenta mayor estructura secundaria que la 
enzima nativa, lo cual se advierte al presentarse menor helipticidad como se puede observar en el 
grafico 16. También se puede apreciar una meseta en la forma del patrón que se atribuye a la 
presencia de un segundo intermediario en un intervalo de concentración de guanidina de 0.8-
1.4M, lo cual indica que este intermediario aún cuenta con estructura secundaria. 

4. 7 Actividad Catalítica 

El estudio de la actividad catalítica de T cTIM refleja el cambio en su estructura nativa así 
como su oligomerización, ya que esta enzima sólo presenta actividad como dímero. Por eso es 
que es un análisis fundamental para este trabajo. 

La determinación del patrón de plegamiento por medio del análisis de la actividad 
catalítica para esta enzima no es sencillo debido a que la actividad se cuantifica mediante un 
sistema acoplado, como se menciono en la sección de Material y Métodos, en el cual la presencia 
de Gdn-HCI es nociva para la acción de la enzima a-GDH, la cual puede desactivarse arrojando 
resultados erróneos en este análisis. Es por esto que se utiliza el protocolo descrito36, el cual 
permite obtener la fracción de dímeros nativos en presencia del desnaturalizante. 

El estudio de la actividad catalítica se divide en dos partes: 1 ) Determinación del patrón 
de plegamiento, 2) Análisis de la reversibilidad del proceso. 

4.7.1 Determinación del Patrón de Plegamiento 

El patrón de plegamiento mediante el análisis en la actividad catalítica de las muestras de 
renaturalización y desnaturalización, se realizó de la siguiente manera: Tras una semana de 
incubación de las muestras, se llevó a la proteína a una concentración de 5.0ng/ml en la celda 
de actividad con la cantidad necesaria de Gdn-HCI para que todas las muestras se encontraran a 
30mM y con la adición de la mezcla de actividad, cuyo contenido ya fue mencionado en Material y 
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Métodos. Al realizar el análisis en el espectrofotómetro a 340nm, de la actividad específica de 
acuerdo a la fórmula mencionada en Material y Métodos se encontró el siguiente patrón para 
ambos procesos: 
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Figura 24. Cambio en la actividad catalítica de TcTIM como función de GdnHCI. 
Determinación del % de actividad especifica en función de GdnHCI. 

Se puede observar claramente que se presenta un intermediario, a bajas concentraciones de 
guanidina, que presenta mayor actividad que la enzima nativa, alrededor de 20% mayor, el cual 
se presenta en la concentración de desnaturalizante de 0.1 M. Este mismo intermediario es el que 
se encuentra con mayor IF y Helipticidad que la enzima nativa. 

4. 7 .2 Análisis de la Reversibilidad del Proceso de 
Desnaturalización de TcTIM. 

Para el análisis de la reactivación40 , de T c TI M después de la desnaturalización con Cloruro de 
Guanidinio 6 M. El experimento se llevo a cabo tras una hora de incubación de la enzima 
desnaturalizada a 2 5 ºC, a la cual se renaturalizó en amortiguador TED 20: 1: 1. 

Una vez renaturalizada T c TIM se llevó a cabo la determinación de la actividad catalítica, 
realizando una comparación con la enzima nativa a la misma concentración de la muestra, y se 
obtuvieron los valores de actividad específica reportados a continuación: 
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Enzima Actividad Específica 
(µmol/min mg) 

Nativa 1690.9967 

Desnaturalizada-Renaturalizada 1623.7942 

Con lo anterior, se demuestra que el proceso de desnaturalización de T c TIM es un proceso 
totalmente reversible cuando se parte de la enzima totalmente desnaturalizada a 6M de Gdn-HCI, 
ya que T c TIM después de la renaturalización cumple con su función biológica de manera normal. 

Los resultados obtenidos al realizar el protocolo4º en donde se incubaron las muestras a 
50.0µg/ml de T c TIM y a concentraciones crecientes de desnaturalizante llevándolas al equilibrio 
a 25 ºC. Una vez obtenidad dichas condiciones se renaturalizó por una hora eliminando el Gdn
HCI. Posteriormente, se determinó la actividad catalítica de cada muestra obteniendo el patrón 
presentado en la Figura 25. 
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Con la Figura anterior se determina que T c TIM logra recuperar su actividad después de su 
desnaturalización-renaturalizacióncon Gdn-HCI, se vuelve que a una concentración de alrededor 
de 0.5 M de desnaturalizante presenta mayor activida catalítica que la enzima nativa, y que en el 
caso de la incubación a 5.0 µg/ml la enzima mantiene cerca del 60% de su actividad hasta 
concentraciones alrededor de 3 M de Gdn-HCI. 

También es claro que, el porcentaje de reactivación de la enzima depende de la concentración de 
proteína, ya que a 2 µg/ml y 1 µg/ml la enzima tiende a perder más fácilmente su actividad. 
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4.8 Análisis Computacional 

4.8.1 Estructura Primaria 

Haciendo una comparación de la estructura primaria de las diversas especies de TIM a las cuales 
se les ha estudiado su patrón de plegamiento se obtiene una alineación de secuencias que indica 
que existen varios aminoácidos conservados totalmente, algunos conservados en algunas 
secuencias y varios más no conservados. El resultado obtenido de la alineación se muestra a 
continuación: 

lHTI A -APSRKFFVGGNWKMMJRKQSLGELIGTLNA- - -AKVPADTEVVCAPPTAYID- - - -FAR 52 
1 YP I-A - - -ARTFFVGGNFKLNGSKQSIKEIVERLNT- - -ASIPENVEVVICPPATYLD- - - -YSV 50 
JTCD-A - -SKPQPIAAANWKCMJSESLLVPLlffiNA- - -ATFDHDVQCVVAPTFLHIP- - - -MTK 51 
JTPF-A -MSKPQPIAAANWKCNGSQQSLSELIOLFNS- - -TSINHDVQCVVASTFVHLA- - - -MTK 52 
lAMK - MSAKPQP 1 AAANW1<CNGTI AS l EKL VQVFNE - - -HTI SHDVQCVV APTFVH l P- - - -L VQ 53 
1M6JA -f'ISAGKFVVGGNW1<CNGTLAS !ffiTKGVAASVDAELAKKVEVIVGVPFIYIPKVQQILA 59 
1 YDV-A - -MARKYFVAANW1<CMJTLESIKSLTNSFNN- -LOFDPSKLOVVVFPVSVHYO- - - - -HT 51 
1B9B- A - - ITRKL I LAGNWKMHKTI SEAKKFVSLL VN- -ELHDVKEFE 1 VVCPPFT ALS- - - -EVG 52 

lHTI A QKLO- PK !AVMQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGAn.JVVLGHSERRHVFGESDELIGQ 111 
1 YP l - A SL VKKPQVTVGAQNAYLKASGAFTGENSVOQ!KOVGAKWV ILGHSERRSYFHEOOKF!AD 110 
ITCO- A ARL TNPKFQIMQNAITRS- GAFTGEVSLQILKOYGISWVVLGHSERRLYYGETNE! VAE 110 
1 TPF -A ERLSHPKFV!MQNA!AKS-GAFTGEVSLPILKDFGVNWI VLGHSERRAYYGETNE IVAD 111 
lAMK - AKLRNPKYV l SAENA !AKS -GAFTGEVSMP ILKO IGVHWV l LGHSERRTYYGEIDE l VAQ 112 
!M6J A GEANGAN l L VSAENAWTKS- GA YTGEVHVGML VDCQVPYV I LGHSERRQ IFHESNEQVAE 118 
1 YDV-A RKLLQSKFSTG !QNVSKFGNGSYTGEVSAE!AKOLNI EYV l IGHFERRKYFHEIDEDVRE 111 
1B9B) EILSGRN 1 KLGAQNVFYEDQGAFTGEISPLMLQE IGVEYV 1 VGHSERRRI FKEOOEFINR 112 

... ·** *** 

lHTI A KVAHALAEGLGV IACIGEKLDEREAG ITEKVVFEQTKVIADNVK- -OWSKVVLAYEPVWA 169 
1 YP!-A KTKFALG(X;VGVILCIGETLEEKK/IGKTLDVVERQLNAVLEEVK- -OWTNVVVAYEPVWA 168 
1 TCO - A KVAQACAAGFHVIVCVGETNEEREAGRTMVVLTQLAAVAQKLSKEAWSRVVIAYEPVWA 170 
1 TPF - A KVAAAVASGFHV IAC IGETLQERESGRTAVVVL TQIAA!AKKLKKADWAKVV !AYEPVWA 171 
l AMK- KVSEACK(X;FHVIACIGETLQQREANQTAKVVLSQTSA!AAKL TKOAWNQVVLAYEPVWA 172 
1M6JA KVKVA IDAGLKVIAC!GETEAQRIANQTEEVVMQLKAINNA!SKEAWKN!ILAYEPVWA 17B 
1 YDV-A KLQASLKNNLKAVVCFGESLEQREQNKTIEVITKQVKAFVDLIDN- -FDNVILVYEPLWA 169 
1B9B) KVKAVLEKGMTP ILCVGETLEEREKGL TFCVVEKQVREGF YGLDKEEAKRVV !AYEPVWA 172 

. * ** * *· * ... ***·** 

lHTI A IGTGKTATPQQAQEVHEKLRGWLKSNVSDAVAQSTRI IYGGSVTGATCKELASQPDVOGF 229 
1YP1 - A 1 GTGLM TPEDAQO !HAS ! RKFLASKLGIJKAASELRIL YGGSANGSNA VTFKDKADVOGF 228 
ITCO-A IGTGKVATPQQAQEVHELLRRWVRSKLGID!MQLRILYGGSVTAKNARTL Ya-1RD!NGF 230 
1 TPF -A IGTGKVATPQQAQEAHAL !RSWVSSKIGADVAGELRIL YGGSVNGKNARTL YQQRDVNGF 231 
lAMK- IGTGKVATPEQAQEVHLLLRKWVSENIGIDVMKLRIL YGGSVNAANMTL Y AKPDI NGF 232 
1M6J:I\ IGTGKTATPDQAQEVHQY!RKWMTEN!SKEVAEATRIQYGGSVNPANCNELAKKAD!OGF 238 
1 YDV-A IGTGKTATPEQAQL VHKE lRK I VKDTCGEKOANQIRIL YGGSVNTENCSSL I OOEDIOGF 229 
1B9B - A !GTGRVATPQQAQEVHAF IRKLLSEHYDEETAGSIRIL YGGSIKPONFLGL IVQKDIOGG 232 

**** *** .. ** * 
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lHTI_A L~PEFVDIINAKQ---- 248 
lYPI A LVIJGA&LKPEFVDIINSRN---- 241 
l TCD-A LVIJGA&LKPEFVEIIEATK---- 249 
l TPF=A L~PEFVDIIKATQ---- 250 
lAMK_ L'VUGllSLKPEFRDIIDATR---- 251 
1H6J A LVIJGMILDAAKFKTIINSVSEKL 261 
1 YDV - A L'VUNAllLKESFVDIIKSAH---- 2 4 8 
1898 =A L'VUGllSLKESFIELARIHRGVIS 255 

***·*** 

Figura 26. Alineación de la 1eCUencia primaria de divenu especies de TIM's. Donde los 
aminoácidos en negritas. debajo de la alineación presentan un asterisco están conservados en 
todas las secuencias, los aminoácidos que tienen dos puntos debajo de su secuencia son los 
medianamente conservados y los que sólo tienen un punto son los que están presentes solo en 
algunas especies. 

4.8.2 Estructura Cuaternaria 

Las especies de TIM que se superpusieron son: lTCD (amarillo), lTPF (verde), lYPI 
(morado), lHTI (rosa fuerte), 1YDV (vino), 1898 (verde agua), 1M6J (rojo), lTIM (pollo, 
azuQ, 1 R2T (músculo de conejo, gris) y 1 BTM (B. sthereothermophillus, naranja). La 
superposición se llevo a cabo con el programa Deep View/Swiss-PDBViewer 3.7. 

Figura 27. SaperpG1ici611 de las atncturu crimJocrificu de TIM. Las estructuras 
superpuestas son: ITCD, ITPF, IYPI, lHfl, IYDV, 1898, IM6J, ITIM, 1R2T y IBTM. 

Se puede observar que no hay diferencia significativa entre las estructuras superpuestas 
con un RMS de 1.2 



Capítulo 5 
DISCUSIÓN 

En este trabajo se estudiaron las reacciones de desnaturalizacion y renaturalizacion de la 
T riosafosfato lsomerasa de T. cruzí (T c TIM), al agregar o diluir Clorhidrato de Guanidina 
(GdnHCI). 

Para determinar el tiempo de equilibrio de cada uno de los procesos se incubaron las 
muestras a diferentes tiempos O, 24 y 48 horas, una y dos semanas para el estudio de 
Intensidad de Fluorescencia; mientras que para el estudio por Dicroísmo Circular se 
incubaron las muestras por una y dos semanas. 

El análisis de la cinética del cambio en la Intensidad de Fluorescencia Intrínseca (IF) para 
ambas reacciones, indica que un adecuado tiempo de equilibrio es 48hrs como se puede 
observar en las Figuras 15 y 16; al igual que el análisis por dicroísmo circular, Figura 17. 
Una vez transcurrido este tiempo se analizó el cambio en la IF, Dicroísmo Circular (DC) y 
Actividad Catalítica de la enzima en un intervalo de 0.1 a 6 M de Cloruro de Guanidinio, 
incubadas a 25 º C. 

Los análisis realizados de Intensidad de Fluorescencia y Dicroísmo Circular (DC) una vez 
transcurrido el tiempo de equilibrio y al realizar una comparación de la desnaturalización y 
renaturalización de la enzima indican que siguen caminos similares, en los cuales se 
puede observar claramente la presencia de cuatro estados. El primer estado que se 
observa en cualquier modelo de desnaturalización es la forma nativa (N); al adicionar el 
Gdn-HCI se presenta un primer estado intermediario en el intervalo de 0.1 M-0.4M, que en 
el análisis presenta mayor IF, Helipticidad y Actividad Catalítica que la forma nativa. El 
segundo intermediario según el análisis de IF une el fluoróforo extrínseco ANS a una 
concentración de desnaturalizante de 0.8M de Gdn-HCI y de acuerdo con el análisis de la 
actividad catalítica es inactivo. El último estado en el proceso de desnaturalización es el U. 

Por lo tanto, después del análisis de los cambios en los diferentes niveles estructurales de 
la proteína se tiene que el análisis en la estructura terciaria o empaquetamiento por IF 
Intrínseca el cual determina el curso de los residuos aromáticos al aumentar gradualmente 
la concentración de desnaturalizante. La IF Extrínseca fue de gran utilidad para determinar 
al intermediario que une el ANS a la proteína. 

El estudio de la estructura secundaria por Dicroísmo Circular, proporciona resultados muy 
importantes para este trabajo debido a que la TcTIM presenta estructura de barril 
a./~ que consta de 8 hebras ~ y 8 a. hélices, la información obtenida de este análisis 
comprende el curso de la estructura secundaria en cada uno de los pasos que sigue para 
lograr su plegamiento. 
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Por último, la recopilación de estos resultados indica que la ruta de plegamiento que 
sigue T c TIM para el proceso de desnaturalización-renaturalización, se representa en el 
modelo siguiente: 

Donde Nz: dímero nativo; Nz*: dímero NO nativo; 2N: monómeros compactos; 2U: 

monómeros desnaturalizados. 

El estudio de la reactivación de la enzima luego de la desnaturalización con Cloruro de 
Guanidina 6M, incubada una hora a 25ºC indica que la enzima sigue un camino reversible 
tal como se ha reportado anteriormente 3?,38. Por lo tanto la enzima vuelve a su estado 
nativo después de la desnaturalización, por lo cual se puede decir que la enzima busca su 
renaturalización de manera inmediata. 

Como anteriormente se ha mencionado el patrón de plegamiento de TIM inducido por 
Cloruro de Guanidina de diversas especies (humano24, conejozs, P. FalcíparurrF6, T. 
maritim;i8, L. Mexican;i3, 5. Cerevisiae'-9•3º, T. brucel-2 y T. cruz119 ) es bastante 
heterogéneo37, actualmente no se puede definir por qué siendo enzimas homólogas 
puedan presentar tanta diversidad en su plegamiento, a pesar de que la superposición de 
las estructuras tridimensionales de estas proteínas muestra únicamente diferencias muy 
sutiles. Se ha observado que la ruta de plegamiento puede ir desde un proceso de dos 
estados hasta procesos multipasos, en los cuales a menudo se observa la agregación 
irreversible. 

La comparación en cuanto a porcentaje de identidad en secuencia primaria de las 
diferentes especies en comparación con T c TIM, presentó resultados muy interesantes que 
indican que el porcentaje de identidad de la secuencia primaria de las TIMs es en 
promedio mayor al 50% de identidad. Estos resultados indican que a pesar de la gran 
similitud en secuencia que existe entre ellas no se puede predecir mediante esta la ruta 
de plegamiento que puede seguir cada especie. Es decir, aunque la estructura primaria 
sea ampliamente conservada con la evolución, el patrón de plegamiento no sigue las 
mismas características. 

A continuación se muestra un análisis comparativo del porcentaje de id entidad en 
secuencia primaria de las diferentes TIMs con respecto a T c TIM. 
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Especie % de Identidad con 
respecto a TcTIM 

T. brucei 73.90 

P. faldparum 42.63 

S. cerevidae 45.78 

l. mexÍCilna 68.27 

T. marftima 41 .83 

E histo!ytica 43.97 

Humano 51.20 

Tabla 1. Porcentaje de identidad de diversas especies de TIM. Comparación de la 
secuencia primaria de las diversas especies de TIM con respecto a TcTIM. 

Los resultados obtenidos indican que la especie de TIM más parecida en cuanto a 
secuencia primaria a T cTIM es Tb TIM, es decir la TIM de T. brucei, se cree que esto se 
debe a que son del mismo género; y la especie con menor identidad en secuencia 
primaria con respecto a T cTIM es la de T. marítima que presenta alrededor de 42%, esto 
tal vez se deba a las diferencias que presenta cada una de ellas a nivel biológico. Lo 
anterior se puede observar como en la Tabla 1. 

Con la comparación de estructura cuaternaria de las especies de TIM reportadas en el 
PDB, se puede observar que la superposición de las estructuras cuaternarias indica que, 
a pesar de la heterogeneidad de los modelos de plegamiento de dichas especies, las 
enzimas llegan a una estructura tridimensional común. 

En la Tabla 2 se puede apreciar el número de aminoácidos por monómero de cada 
especie de TIM, así como su código PDB, la ruta de plegamiento, su reversibilidad y la 
referencia que describe dicho proceso. 

Dentro del problema del plegamiento de las proteínas se ha propuesto ampliamente que 
la ruta de plegamiento ha sido conservada a lo largo de la evolución. También se ha 
propuesto que proteínas homólogas siguen la misma ruta de plegamiento para asegurar 
que las proteínas se plieguen de manera correcta. 

Contrario a esta creencia, el plegamiento por el cual las TIMs de diferentes especies 
llegan a la estructura nativa in vitro, es muy heterogéneo y va desde el modelo de dos 
estados en la enzima de L. mexicana 37 hasta un patrón de plegamiento muy complejo en 
la enzima de T. brucei 22 en donde la proteína no sigue un proceso reversible al 
renaturalizarla como se puede observar en la Tabla siguiente. 
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Especie Numero Código PDB Reversibilidad Modelo de Plegamiento Referencia 
de aa inducido por Gdn-HCI 

Desnaturalización 38 
T. cruzí 251 neo SI 

/2N-+ 2U 
N2 
~ Renaturalización 

N24 2U En preparación 
T. bruceí 250 1TPF NO f : 37 

N2~ N?2~2U 
p 248 1YDV NO 43 
faldparum 

N2_. N2~ A_. 2U 

S. cerevídae 248 1YPI SI N~ 2N* 2U 32, 45 

L. mexicana 250 1AMK SI N1~ 2U 39 

T. marítima 253 1B9B NO N2-+ A-+ 2U 44 

Conejo 261 1R2T NO N2-2~ 2U 42 

Humano 248 1HTI No reportado N2- 2~ 2U 41 

Tabla 2. Comparación de TIM de diferentes especies- Nomenclatura para el modelo 
de plegamiento: Nz: dímero nativo; Nz* : dímero NO nativo; 2N: monómeros 
compactos; 2U: monómeros desnaturalizados; N: primer monómero caracterizado; A: 
agregado. 

La enzima que presenta mayor identidad con respecto a T c TIM, es Tb TIM (73.9% de 
identidad) y muestra un patrón de plegamiento muy diferente al encontrado es este 
trabajo para T c TIM. Tb TI M presenta agregados intermediarios en el proceso de 
plegamiento lo que hace que el proceso se vuelva irreversible, mientras que en TcTIM el 
patrón aunque es muy similar es completamente reversible. 

La TIM es una enzima que se ha estudiado con detalle desde el punto de vista estructural , 
se conoce más de un millar de secuencias primarias y se han reportado las coordenadas 
tridimensionales de 11 de estas especies ( r cruzí, r bruceí, L. mexicana, 8 
stearotherphilus, Sacharomices cereviciae, Humano, pollo, r marítima, E. hystolitica, P. 
falciparum, P. woese1) La superposición de estas estructuras (Figura 25), sólo muestra 
diferencias muy sutiles. Lo que indica que a pesar de las variaciones en la secuencia 
primaria a lo largo de la evolución, la estructura tridimensional se ha conservado, lo cual 
esta directamente relacionado con la función que la proteína desempeña en el 
metabolismo. 

Una vez realizado el estudio comparativo entre las diversas especies de TIM's, se 
determino que no es posible definir la ruta de plegamiento que sigue una proteína 
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mediante el análisis estructural, es decir, no hay un código que indique la conversión de 
estructura primaria a estructura cuaternaria. Por eso, es que a este proceso se le conoce 
como segunda parte del código genético, y se espera que al igual que la primera parte del 
código genético, es decir la traducción de nucleótidos a aminoácidos se pueda contar en 
el futuro con un código que traduzca la conversión secuencia de aminoácidos a estructura 
tridimensional. 
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Capítulo 6 
CONCLUSIONES 

6.1 Conclusiones 

•!•Tiempo de Equilibrio 

La caracterización de los procesos de desnaturalización y renaturalización de la TIM de 
Tripanosoma crozi inducidas con Cloruro de Guanidinio, seguido por el cambio en la 
estructura terciaria por Intensidad de Fluorescencia y en la estructura secundaria por 
Dicroísmo Circular indica que ambos procesos alcanzan el equilibrio después de 48hrs de 
incubación a 25 ºC. 

•:• Patrón de Plegamiento para TcTIM 

El patrón que presentan las reacciones de desnaturalización y renaturalización es 
bastante similar. Presentando un modelo de cuatro estados. 

El estudio de la Intensidad de Fluorescencia y Dicroísmo Circular de las muestras de 
desnaturalización y renaturalización indican la presencia de dos estados intermediarios, 
que pueden observarse claramente en las Figuras presentadas anteriormente. Dichos 
estados intermediarios se caracterizaron con ayuda de la Intensidad de Fluorescencia 
Extrínseca (Unión de ANS) y la Actividad Catalítica. Por lo tanto el patrón propuesto en 
este trabajo para la desnaturalización y renaturalización de T c TIM es el propuesto en la 
Discusión de este trabajo. 

•:• Características de los Intermediarios 

El primer intermediario encontrado en los análisis de Intensidad de Fluorescencia 
Intrínseca y Extrínseca, Dicroísmo Circular y según el análisis de la actividad catalítica este 
confórmero es activo, lo que indica su naturaleza dimérica. Este intermediario se presenta 
en un intervalo de 0.1-0.4 M de Guanidina. 

El segundo intermediario, es observado en las transiciones analizadas por las mismas 
técnicas antes mencionadas, presenta claramente una meseta en el intervalo de 
concentraciones de desnaturalizante comprendido entre 0.8-1.4M. Mientras que el 
estudio realizado por actividad catalítica indica que es inactivo. El aumento en la 
Intensidad de Fluorescencia del ANS indica la presencia de regiones hidrofóbicas 
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parcialmente expuestas al solvente en ese mismo intervalo de concentración. Con lo cual 
se concluye que aún presenta secundaria pero carece de actividad catalítica. 

•!• Reversibilidad del Proceso de Desnaturalización 

Una vez analizados los resultados del análisis de la Intensidad de Fluorescencia y 
Dicroísmo Circular se puede concluir que después de la renaturalización T c TIM logra 
regresar a nivel estructural a la forma nativa. 

El ensayo de reversibilidad de la actividad catalítica de T cTIM es el más importante debido 
a que su función biológica es indispensable para obtener una conclusión completa se 
realizó después de desnaturalizarla totalmente a 6M de Gdn-HCL, y al cabo de una hora 
se le renaturalizó, para determinar su actividad catalítica. 

Este análisis indico que logra recuperar casi al 100% su actividad catalítica, es decir su 
función biológica. Por lo cual se concluye que el proceso de desnaturalización es 
reversible. 

•!• Comparación de la estructura primaria y cuaternaria de 
las diversas especies de TIM, así como la heterogeneidad 
de su patrón de plegamiento. 

El alineamiento de las secuencias primarias de diversas especies de TIM's indica que la 
especie de TIM que presenta mayor identidad con la enzima de T. cruzi es T. bruceí, que 
es alrededor del 75% idéntica, lo cual no es muy raro siendo enzimas del mismo genero. 
Pero lo que si es bastante raro es que estudios anteriores de desnaturalización de Tb TIM 
indican que esta posee un plegamiento irreversible 37 , con lo cual se descarta totalmente 
la teoría de la conservación de la ruta de plegamiento a lo largo de la evolución31 . 

La superposición de las estructuras cuaternarias de TIM de diferentes especies indica que 
independientemente del porcentaje de identidad de estructura primaria que presenten 
entre ellas y la ruta de plegamiento que siga cada una de ellas todas llegan a una 
estructura tridimensional con bastante similar. 

En la Tabla 2 se realiza una comparación de la ruta de plegamiento de diversas especies 
de TIM's, y se puede observar la gran heterogeneidad que presentan, ya que se puede ir 
desde un modelo muy sencillo de dos estados, como el reportado para L. mexicana, 
hasta un proceso bastante complejo como el que en este trabajo se ha estudiado. Lo que 
realmente resulta interesante es la diversidad de estados intermediaras que se pueden 
presentar en las diferentes especies estudiadas, a los cuales se les puede atribuir la 
estabilidad del proceso, ya que como en el caso de T. brucei se presentan agregados 
que evitan la reversibilidad del proceso. 
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Una vez analizada la ruta de plegamiento de las diversas especies de TIM 
desnaturalizadas con GdnHCI se puede observar claramente la heterogeneidad de 
modelos que se pueden presentar en una enzima homóloga, a pesar de que presentan 
altos porcentajes de identidad en sus estructuras primarias, que la superposición de las 
estructuras cuaternarias indica que no hay diferencia significativa entre ellas y que los 
residuos del sitio activo se encuentran conservados al 100%, es difícil entender como 
pueden tener mecanismos de plegamiento tan diferentes. 

Capítulo 7 
PERSPECTIVAS 

Este trabajo trajo consigo aún más incógnitas de las que se tenían al comenzar el estudio, 
las principales son: 

• El patrón de plegamiento de T c TIM ¿Será el mismo al desnaturalizarse con 
Urea? 
• Si se realizaran mutaciones en los residuos de aminoácidos de Tb TIM que 
no son conservados con respecto a T c TIM, se podrá obtener un modelo de 
plegamiento reversible para esta enzima. 

Para poder encontrar respuestas a estas preguntas es necesario que se continúe con el 
estudio de esta enzima, para lograr tener más información que nos ayude a comprender o 
a descifrar al menos una parte de este enigma conocido como PLEGAMIENTO. 
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