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Logic will take you from A to B.
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RESUMEN

El medio intracelular contiene concentraciones de proteina que pueden llegar
hasta 400 mg/ml. En un medio de tales caracteristicas se puede suponer que existen
numerosas interacciones de tipo no especifico que pueden afectar el equilibrio de las
reacciones. Es decir que si dentro de la célula ocurren numerosas interacciones
proteina-proteina, algunas caracteristicas de las proteinas podrian ser diferentes a las
estudiadas in vitro. En este trabajo se estudio el efecto de la interaccién de diferentes
proteinas en la reactivacion de la lactato deshidrogenasa (LDH) a partir de monémeros
desplegados en hidrocloruro de guanidina. Se encontré que la interaccion de
diferentes proteinas con la LDH induce un incremento en la formacion del estado
oligomérico por medio de la estabilizacidon de la estructura tetramérica. Este estudio
también se realizd con la enzima citrato sintasa (CS). Ademas, se estudio el efecto de la
interaccion de diferentes proteinas en la desamidacion de la triosafosfato isomerasa
de Trypanosoma brucei (TbTIM); en presencia de proteinas la desamidacion de la
TbTIM se previene parcialmente.

Se ha reportado que la triosafosfato isomerasa se une a diferentes estructuras
celulares; con base en estos antecedentes se exploré si la TbTIM tiene la capacidad de
unién a membranas bioldgicas y si ésta unidn afecta la estabilidad de su estado
dimérico. Se encontrd que la TIM se une a vesiculas invertidas de eritrocitos y que la
interaccion estabiliza al dimero. Ademads, la unién es dependiente de fuerza idnica,
presenta una cinética saturable y se inhibe cuando la enzima realiza catalisis.
Finalmente, con el objeto de estudiar si el sitio de unidén ocurria a proteinas embebidas
o a fosfolipidos de la bicapa, se prepararon liposomas de asolectina; se encontré que la
TbTIM es capaz de unirse a los fosfolipidos de los liposomas y que la unién estabiliza al
dimero.

Los datos sugieren que las interacciones proteina-proteina y proteina-
membranas bioldgicas, que pueden ocurrir en el medio intracelular, afectan las
propiedades de las enzimas, ayudando al plegamiento y a la estabilidad. En este
estudio se da importancia al papel de las interacciones de tipo no especifico, que han
sido poco estudiadas y se ha ignorado el efecto de las mismas en las reacciones

intracelulares.



[“Cada vez me convenzo mds de que sdlo los poetas pueden escribir sobre la ciencia”]

Armando Gomez Puyou

INTRODUCCION

INTERACCIONES MACROMOLECULARES
Antecedentes

A finales del siglo XIX, con el descubrimiento de Blichner sobre la fermentacion
y el aislamiento de enzimas, se iniciaron los estudios referentes a la organizacién de
los elementos celulares. En los primeros veinte anos del siglo XX, los cientificos
concebian a la célula como una “bolsa de enzimas”, posteriormente algunos cientificos
manifestaron la necesidad de involucrar ideas de organizacién celular con el fin de
explicar las diferencias entre los eventos in vivo e in vitro. Uno de ellos fue David
Green, quien reporté la existencia de un complejo multi-enzimatico, constituido por
todas las enzimas del ciclo de Krebs; explicd que las enzimas en este complejo, se
encontraban localizadas de manera uUnica y que por medio de interacciones
macromoleculares se favorecia el flujo de las reacciones en una secuencia dada. En
realidad, lo que Green describia era el espacio intramitocondrial (Green, 1958); sin
embargo tuvo la idea de que existia una organizacidon enzimdatica con implicaciones en
el metabolismo.

Hace 4 décadas, Keith Porter sugirié que la célula eucaridtica esta dividida en
una fase rica en proteinas y en una fase acuosa (Porter, 1984). Porter sugirié que la
fase rica en proteinas, ademas de los elementos usuales del citoesqueleto, esta
compuesta por una red de proteinas a la que llamé mosaico microtubular, que
consistia de complejos multi-enzimaticos, que de manera reversible, se asocian a F-
actina. La existencia del mosaico microtubular comprobé que la célula no es
simplemente una “bolsa de enzimas”, sino que gracias a multiples interacciones
macromoleculares existe una organizacion celular.

Actualmente, se acepta que las interacciones macromoleculares son
fundamentales en todos los procesos celulares, por ejemplo: el ciclo celular, la
activacion de receptores, la transduccidén de sefiales, la apoptosis y la accion de las

chaperonas. Sin embargo, se ha dado poca atencion a la elevada concentracion de



proteina que existe en la célula y su implicacién en las interacciones que puedan existir
entre proteinas no directamente relacionadas en una via metabdlica. Rodriguez-
Almazan et al., (2007) reportaron que este tipo de interaccion afecta la estabilidad y el
plegamiento de las proteinas. Si estas interacciones se tomaran en consideracion se
entenderia mejor los procesos in vivo (Srere, 2000), ya que en el espacio intracelular

de todos los organismos existen concentraciones muy elevadas de macromoléculas.

Efecto de la Aglomeracion Macromolecular en la Formacién de Interacciones

Macromoleculares.

Las reacciones bioquimicas de los sistemas vivos se llevan acabo en el medio
intracelular que contiene altas concentraciones de macromoléculas. La concentracién
tan sélo de proteina se encuentra en el rango de 200 a 400 mg/ml, (Zimmerman et al.,
1993) mientras que en la mitocondria hay una concentracion de 560 mg/ml (Srere,
1967, 1981). En tales condiciones, las macromoléculas ocupan una gran fraccién del
volumen, alrededor del 20-50 %, lo que resulta en la llamada aglomeracion
macromolecular y en el efecto del volumen excluido (figura 1) (Zimmerman et al.,
1993; Minton, 2000; Minton, 2001). La aglomeracién macromolecular en la actualidad
se ha considerado como un factor relacionado con las velocidades de reaccion y
equilibrio de los eventos que ocurren en el medio intracelular (Minton, 2001; Ellis y
Minton, 2003), es ademas determinante en la formacion de complejos (Svedruzic et

al., 2006) y en la compartamentalizacion metabdlica (Ovadi et al., 2004).

Figura 1. Caricatura del ambiente intracelular magnificado a 1,000,000x.
Representacién de una proteina en presencia de aglomeracién macromolecular dada
por proteinas solubles, ribosomas y filamentos del citoesqueleto (Minton, 2001).



Sin embargo, también se puede pensar que el medio aglomerado de la célula
favorece la formacién de interacciones no especificas entre moléculas. Estas no
dependen de la estructura primaria, secundaria o terciaria de las moléculas, sino de
propiedades globales como lo son la carga neta, momento dipolo o multi-polo, la
polaridad de residuos en la superficie o la forma de las macromoléculas. Si tales
interacciones ocurren en el medio intracelular, se esperaria que éstas afecten algunas

de las propiedades fundamentales de las proteinas.

INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA

Tipos de Interaccion Proteina-Proteina.

Se ha propuesto que hay dos tipos de interacciones proteina-proteina, las
obligadas y las no obligadas (Nooren et al., 2003). Cuando las interacciones proteina-
proteina son obligadas, los protdmeros no se encuentran como estructuras estables
por si solas, generalmente su funcién depende de interaccion; un ejemplo es el
homodimero HU en Bacillus stearothermophilus. Muchas interacciones hetero-
oligoméricas son no obligadas, dado que los protédmeros pueden existir
independientemente, un ejemplo son algunos complejos de sefalizacidn, interaccidn
antigeno-anticuerpo, receptor-ligando o enzima-inhibidor.

Las interacciones proteina-proteina también se pueden diferenciar
dependiendo del tiempo que permanece el complejo. Una interaccién permanente
usualmente es estable y solamente existe en forma de complejo. A su vez, una
interaccion temporal implica la asociacion y disociacidon del complejo; generalmente
es relativamente débil y permite un equilibrio dinamico en solucién, donde la
interaccion se rompe y se forma continuamente. Un ejemplo de interacciones
temporales son las proteinas G, un complejo heterotrimérico estable al unirse a GDP,
el cual se disocia en las subunidades Ga y GPy en presencia de GTP. Es importante
mencionar, que la formaciéon y estabilidad de interacciones proteina-proteina
dependen de las condiciones fisioldgicas y del ambiente, es decir una interaccién

puede ser temporal, pero volverse permanente bajo ciertas condiciones celulares.



Formacion de Interacciones Proteina-Proteina.

Se pueden identificar tres factores que ayudan al control de la formacion de las
interacciones proteina-proteina (Nooren et al., 2003): (i) Localizacién. Los protdmeros
pueden asociarse, dependiendo de su co-localizacidon en tiempo y espacio. En la célula,
los protdmeros pueden co-expresarse o encontrarse en el mismo compartimiento
celular; cuando esto no es asi, la difusién o transporte de los protdmeros son
esenciales. (ii) La concentracién de los protdmeros también es importante. Algunos
mecanismos que alteran la concentracién local de proteina incluyen: la expresion de
genes, niveles de secrecidn, degradacién de proteinas, difusién y viscosidad del medio.
El anclaje de proteinas a membranas o a otro complejo estructural puede ayudar al
incremento en la concentracién local de proteina. (iii) En estos procesos, las
condiciones fisioldgicas del medio también juegan un papel primordial. La afinidad de
un complejo se puede alterar por la presencia de iones o moléculas efectoras que
existen en el medio como el Ca** o el ATP; ademas, podria verse afectada por cambios
de pH, temperatura o modificaciones post-traduccionales como por ejemplo la

fosforilacién de proteinas.

INTERACCIONES PROTEINA-MEMBRANA BIOLOGICAS

Membrana Lipidica y Proteinas Periféricas.

Los procesos celulares involucran un complejo arreglo de interacciones
proteina-proteina y proteina-membrana bioldgica. Multiples proteinas citoplasmicas
se unen de manera reversible a la membrana celular, por ejemplo; en la transduccion
de sefiales y en el trafico de membranas. A estas proteinas, se le conoce como
proteinas periféricas y utilizan diferentes estrategias para interactuar reversiblemente
con las membranas biolégicas. Algunas pueden tener uno o mas dominios
especializados para la unién a membrana, como por ejemplo los dominios PH, FYVE o
C1 (Cho W, et al., 2005). Otras proteinas tienen lipidos unidos covalentemente que
sirven de anclaje a la bicapa lipidica y otras utilizan una parte de su superficie

molecular o estructuras de cardcter anfipatico.



Gracias a la cristalizacion liquida de la bicapa 1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-
fosfocolina (Wiener M et al., 1992) se sabe que la bicapa lipidica tiene una estructura
polarizada que consiste en un nucleo central de hidrocarburos flanqueado por dos
regiones interfaciales. La regidn interfacial representa el 50 % del ancho de cada capa
y presenta heterogeneidad en términos de composicién quimica y polaridad. Es la
polaridad de la regidn interfacial la que permite a las diferentes proteinas interactuar
con la membrana.

La localizaciéon de las proteinas periféricas en la membrana (figura 2), se
puede clasificar en tres grupos: (i) Proteinas tipo-S: Que se localizan en la superficie de
la membrana, en la regién interfacial (fuera del nivel de los grupos fosfatos) que
interactian predominantemente con las cabezas polares. (ii) Proteinas tipo-I: Este tipo
de proteinas se localiza en la zona de residencia de los fosfatos. (iii) Proteinas tipo-H:

Estas penetran al nucleo de hidrocarburos en la bicapa lipidica (Cho W et al., 2005).

Figura 2. Estructura de la bicapa de fosfolipidos y localizacién de proteinas periféricas. (Cho
W & Stahelin RV, 2005)

Las Interacciones Proteina-Membranas Bioldgicas.

Debido a que todas las membranas intracelulares contienen lipidos anidnicos y
la mayoria de las proteinas periféricas, tienen superficies catidnicas, la unién a la
membrana lipidica involucra interacciones electrostaticas. Se ha reportado que las
interacciones no especificas, aunque muchas veces no sean suficientes para anclar una
proteina a la membrana, son necesarias para el encuentro proteina-lipido y la funcién
de proteinas periféricas (Murray D et al.,, 2002). Las interacciones no especificas

favorecen que residuos de superficie, tanto hidrofébicos como aromaticos, penetren



en la interfase y en el ndcleo de hidrocarburos, permitiendo posteriormente la
formacién de interacciones especificas. Por lo tanto, estos dos tipos de interacciones
no son mutuamente excluyentes, sino que las interacciones electrostaticas no
especificas preceden a las especificas e incrementan la energia de unidn de las

proteinas.

LAS INTERACCIONES ESPECIFICAS ENTRE PROTEINAS RELACIONADAS TIENEN UNA
FUNCION METABOLICA.

La fisiologia celular depende de las interacciones macromoleculares (Srere,
2000), las cuales permiten la formacién de complejos protéicos y el secuestro de
intermediarios aumentando la eficiencia del sistema metabdlico (figura 3). Las
interacciones proteina-proteina que ocurren en la matriz mitocondrial se han
estudiado extensamente (Srere, 1987). Uno de los primeros experimentos que
demostraron la interaccidon secuencial de las enzimas del ciclo de Krebs, fue la
interaccion especifica de la enzima citrato sintasa con la malato deshidrogenasa en
presencia de PEG (Halper L et al.,, 1977). Se conocen otras interacciones especificas
que ocurren durante el ciclo: la interaccién entre la piruvato deshidrogenasa-citrato
sintasa (Simegi B et al., 1980), malato deshidrogenasa-fumarasa (Beeckmans T, 1981)

y citrato sintasa-aconitasa (Tyiska et al., 1986), entre otras.

Figura 3. La dilucion del contenido celular favorece la disociacién de multicomplejos.
En el ambiente concentrado del citosol se forman complejos multienzimaticos (no covalentes)
que permiten el transporte eficiente de los productos. Al diluir el contenido celular se rompen
los niveles de organizacién favoreciendo la disociacién de interacciones entre proteina-
proteina o proteina-estructura celular (Nelson y Cox, 2008).



Spivey y su grupo, demostraron que ocurre la canalizacién de oxaloacetato
entre la malato deshidrogenasa y la citrato sintasa, por medio de un sistema de
aspartato amino transferasa que secuestra el oxaloacetato libre. Cuando la citrato
sintasa y la malato deshidrogenasa se encuentran libres en solucion, la aspartato
amino transfersa secuestra el oxaloacetato libre impidiendo la formacién de citrato.
Sin embargo, cuando la citrato sintasa y malato deshidrogenasa se encuentran en
presencia de PEG, no se observa el secuestro de oxaloacetato por la aspartato amino
transferasa y la sintesis de citrato se inhibe poco (Datta A et al., 1985). Un modelo de
la estructura de la malato deshidrogenasa y citrato sintasa fusionada, muestra que
ambos sitios activos se encuentran a una distancia de aproximadamente 60 A,
sugiriendo la existencia de un tunel electrostatico que facilita la difusion del
oxaloacetato, cargado negativamente, de sitio activo a sito activo (Elcock et. al., 1997).

Se ha reportado que la enzima glucolitica, triosafosfato isomerasa (TIM)
interactUa con estructuras intracelulares (Walsh et al., 1989; Knull H et al., 1992; Orosz
et al., 2000; Orosz et al., 2001) y proteinas. Particularmente, se reportd que la TIM
junto con la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y la piruvato cinasa forma
un complejo con el canal de Katp, regulando la actividad del canal, alterando los niveles

de ATP en el microambiente del mismo (Dhar-Chowdhury et al., 2005).

LAS INTERACCIONES NO ESPECIFICAS ENTRE PROTEINAS NO RELACIONADAS
INCREMENTAN LA ESTABILIDAD Y FORMACION DE LAS PROTEINAS

Rodriguez-Almazan et al. (2007) encontraron que ocho proteinas, de diferente
peso molecular y punto isoeléctrico, al interactuar con la enzima triosafosfato
isomerasa de Trypanosoma brucei (TbTIM), desnaturalizada por Gdn HCI, aumentan la
reactivacion de la enzima, debido a que las ocho proteinas inducen la estabilidad de la
TbTIM (figura 4). En el trabajo se discute que la interacciéon que ocurre entre la TbTIM
y las ocho proteinas no relacionadas es relativamente inespecifica, es decir, esta
interaccion es distinta a la interaccion proteina-ligando o proteina-proteina que ocurre
en las reacciones de transduccion de seiiales. Se hace notar que en la via de
reactivacion de la TbTIM, las proteinas interactian preferentemente con el dimero, ya

qgue si no fuera asi, no se formarian dimeros activos. La preferencia por un tipo de



conformacion demuestra un cierto nivel de especificidad. Estos datos sugieren que las
numerosas interacciones proteina-proteina que ocurren en el medio intracelular son

fundamentales para la estabilizacién y formacién de las enzimas.

Figura 4. Efecto de diferentes proteinas en la formacion y estabilizacion del dimero
de TbTIM. A. Reactivacion de ThTIM en ausencia y presencia de 19 ug/ml de diferentes
proteinas. Con las proteinas de mayor masa se obtiene mayor reactivaciéon. B. La
TbTIM nativa se incubd en presencia y ausencia de 19 ug/ml de diferentes proteinas.
Todas las proteinas estabilizan al dimero (Rodriguez-Almazan et al., 2007). BSA:
Albumina de suero de bovino; ADH: alcohol deshidrogenasa; DNasa:
deoxiribonucleasa; Ovo: ovoalbumina; Hex: hexocinasa; Lys: lisozima; CytC: citocromo;
RNasa: ribonucleasa.
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ENZIMAS MODELO

Triosafosfato Isomerasa (TIM).
La TIM es una enzima glucolitica, que cataliza la isomerizacion reversible de
gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a través del intermediario

cis-enediol (Knowles J, 1991).
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Cihidroxiacetona fosfato Intermediario Enediol Gliceraldehido 3 fosfato

El gliceraldehido 3-fosfato (G3P) es de las dos triosas (G3P y DHAP), la Unica
gue continuda la glucdlisis para obtener piruvato y ATP. La TIM se encuentra en todas
las especies y esta presente en todos los tejidos. Su deficiencia en humanos es causa

de anemia crénica y daifio neuromuscular.

Caracteristicas Estructurales y Mecanismo Catalitico de la TIM.

La TIM es un homodimero, conformado por dos subunidades de
aproximadamente 27 a 28 kDa (figura 5A). Tiene una estructura de barril o/, uno de
los plegamientos mdas comunes en las proteinas. Consiste de 8 hebras 3 rodeadas de 8
hélices a unidas entre si por asas. Las hebras } se componen de aminodcidos de
caracter hidrofébico que se localizan en el interior del barril y que a su vez estan
rodeadas por a hélices de caracter anfipatico (Nagano N et al., 2002).

Aun cuando cada mondmero contiene los aminoacidos que forman el sitio
activo, la TIM es cataliticamente activa Unicamente en su conformacion dimérica
(Waley S, 1973; Casal et al., 1987). No se ha reportado evidencia de cooperatividad o
alosterismo entre subunidades. En los contactos entre las dos subunidades del dimero

de TIM, participa de manera predominante el asa 3 o asa de interfase (residuos 71-78),
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gue se extiende de una subunidad a la hendidura cercana al sitio activo de la otra
subunidad, ocasionando que los sitios activos e interfases se encuentren cercanos.

Los residuos cataliticos de la THTIM son la Lys®, His® y Glu*®

, estos residuos
son los encargados de unir al sustrato (figura 5B). La Lys™ es el residuo responsable de
la especificidad por los sustratos naturales (G3P y DHAP) y varios analogos del sustrato
que existen en forma fosforilada (Belasco J et al., 1978) ya que la carga positiva de la
Lys permite la unién del sustrato al sitio activo (Lodi P et al., 1994). El GIu'®® e His *°

, ;. 1
actian como &cidos y bases generales, el Glu'®

se localiza de manera ideal (Knowles J,
1991) permitiendo la abstraccion de un protén del C1 de DHAP o del C2 del G3P,
mientras el anillo imidazol de la His”™ es un catalizador electrofilico, que polariza al

grupo carbonilo del sustrato.

Figura 5. Estructura y sitio catalitico de la TIM. A. En amarillo se muestran los residuos
conservados, que corresponden al sitio activo y otros residuos de importancia
estructural. Cada mondmero tiene un sitio activo. B. Residuos cataliticos, Glu'®
cercano al asa 6 (azul obscuro) en conformaciéon cerrada debido a la entrada del
sustrato (rojo y magenta), la Lys cercana a la otra subunidad del dimero (verde).

Durante la catdlisis, el asa 6 (residuos 170-180) se mueve 7 A de una posicién
abierta en ausencia de ligando a una posicion cerrada en presencia de sustrato o
andlogo del sustrato en el sitio activo (Lolis, 1990). El asa 6 impide la entrada de agua

al sitio activo y forma un puente de hidrégeno entre la Gly'"*

del asa y el grupo fosfato
del intermediario, impidiendo la liberacién de éste y su descomposiciéon a metilglioxal y
fosfato. Por lo tanto, el asa 6 es responsable de asegurar la conversiéon eficiente del

sustrato al producto y estabilizar al intermediario de la reaccién.
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Desamidacion de la TIM.

Una gran variedad de estudios in vitro e in vivo han demostrado que la TIM se
desamida de manera espontdnea y especifica en la Asn’' y Asn® a Asp. La
desamidacién de la Asn’' ocurre en la interfase del dimero, en el asa 3, la
desamidacion de éste residuo en una subunidad lleva a la subsecuente desamidacion
de la Asn®, localizada a 0.5 nm en la subunidad vecina. Cuando éstos residuos se
desamidan, se introduce un par de cargas negativas en la interfase, afectando la
estabilidad de la enzima, disociando y desplegando a las subunidades (Gracy W et al.,
1995). Estos cambios conformacionales incrementan la susceptibilidad de la enzima a
ser proteolisada.

Estudios in vivo realizados en diferentes células y tejidos, revelan el incremento
de isoformas desamidadas durante el envejecimiento (Turner B, 1975; Gracy et al.,
1985; Tollefsbol et al., 1982). En células jovenes, las isoformas son reconocidas vy
degradadas, mientras que en células viejas la isoforma desamidada no es facilmente
reconocida y degradada favoreciendo su acumulacién (Gracy R., 1995).

Se ha reportado que los cambios conformacionales que sufre el asa 6, cuando
se une un ligando al sitio activo, incrementa la desamidacion de la Asn’t (Sun et al.,
1992). Es decir, entre mayor sea el numero de eventos cataliticos, mayor sera la

desamidacion y degradacién.

Lactato Deshidrogenasa (LDH).

Un claro ejemplo de isoenzimas es la lactato deshidrogenasa (LDH); las
isoenzimas se derivan de distintos genes que se traducen a proteinas con secuencias y
actividades similares, pero cada una con propiedades cinéticas y de regulacion.

La LDH pertenece a la familia de las oxidoreductasas que simultdneamente y

estereoespecificamente, interconvierte el piruvato en lactato y el NADH en NAD".
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Esta reaccidon, participa en la fermentacién anaerdbica homolactica, y forma
parte importante en la regeneracién de NAD®, permitiendo la continuacién de la via
glucolitica.

La mayoria de los mamiferos expresan varias isoenzimas de LDH, las dos
formas principales son la forma M (M4-LDH) que se localiza en musculo esquelético e
higado y la forma H (Hs-LDH) que predomina en musculo cardiaco. Un tercer tipo
conocido como la forma X, se presenta Unicamente en testiculo. La identidad entre los
aminodacidos de la forma M y H es alta (aproximadamente 75%), sin embargo existen
diferencias en sus propiedades cinéticas. Por ejemplo a pH de 6.0, la especie My
muestra una Ky para el piruvato alrededor de 3-10 veces mayor que la forma Hj.
Debido a que la estructura de las isoenzimas M y H se encuentran altamente
conservadas es posible la formacién de hibridos entre éstas (Hs, MH3, M>H,, M3H 'Y My
(Clarke A et al., 1998).

Se ha cristalizado la LDH de varios organismos incluyendo Bacillus
stearothermophilus (Piontek et al., 1990), Bifidobacterium longum (lwata et al., 1993),
Plasmodium falciparum (Dunn et al., 1996), cerdo (Grau et al., 1981) y humano (Read
et al., 2000).

Caracteristicas Estructurales y Mecanismo Catalitico de la LDH.

La enzima LDH es un tetrdmero formado por cuatro subunidades de
aproximadamente 35 kDa, donde cada subunidad es capaz de unir una molécula de
coenzima. (figura 6A). El mondmero consta de: un dominio grande con plegamiento
tipo “Rossmann”, sitio de unién al cofactor y otro dominio con plegamiento o/ donde
se localiza el sitio de unién al sustrato. Este Gltimo dominio consiste en 4 hebras B y 3
hélices o, mientras que el dominio grande esta formado por 6 hebras 3 paralelas entre
si y en posicion central, flanqueadas por 3 hélices en cada lado. Al final de éstas 6
hebras 3 se une el cofactor por medio de los residuos His'®®, Asp®®®, Arg'’* y Thr**,
residuos que contribuyen en la geometria catalitica del sitio activo (figura 6B). La
cavidad a la que se une el sustrato se localiza en la interfase de los dos dominios.

La union del sustrato al sitio activo ocurre de manera ordenada, posterior a la
formacion del complejo binario LDH/NADH. La unidn del sustrato ocurre dentro de una

195

cavidad, que provee la His> y la Arg!’"; esta dltima solvata la carga del carboxilo
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cargado del sustrato (Deng et al., 1994). Una vez que el sustrato se posiciona sobre el
sitio activo, el “asa mévil”, se cierra sobre la entrada del sitio activo y la Arg109 del “asa
movil” forma un puente de hidrégeno con el sustrato; el agua abandona la cavidad,
seguido de un cambio conformacional, de tal forma que el piruvato y el NADH quedan
en una geometria adecuada para la reaccién catalitica (Deng et al., 1994; McClendon
et al., 2005). Se considera que el cierre del “asa movil” sobre la cavidad del sitio activo
es el paso limitante de la catdlisis, ocurriendo en un tiempo de ~1-10 ms (Dunn et al.,

1991).
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Figura 6. Estructura y sitio catalitico de la LDH. A. Estructura tetramérica de la LDH de
humano, el cofactor y el andlogo del sustrato (oxamato) se muestran en azul. El NH,-terminal
formado de 20 aminodacidos, se encarga de envolver a la subunidad adyacente. B. Arreglo de
los grupos que reaccionan con el sustrato en el sitio activo. La catdlisis se resume de la
siguiente manera: 1) Se une el cofactor NADH y ocurre la formacion de interacciones que
permitan posicionar correctamente el hidrogeno del C, del NADH al C, del sustrato; 2)
estabilizacidon de cargas negativas del oxigeno de la cetona del sustrato que surgen en estado
de transicion, por cargas electrostéticas con la His*®y Arg'®. Este ultimo residuo esta en el asa
movil; 3) catdlisis acido/base, facilita la transferencia de un protén entre la His'*> y el oxigeno
del sustrato. La His'*® protonada se estabiliza por el Asp™®® ( Mc Clendon et al., 2005).

Plegamiento de la LDH.

Todas las funciones y actividades bioldgicas requieren que sus proteinas se
plieguen en estructuras apropiadas y ensamblen en complejos especificos para llevar a
cabo sus actividades bioldgicas. El plegamiento de las proteinas es un proceso de

multiples pasos que resulta en la estructura de menor energia libre.
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Anfinsen (1961) demostrd que la ribonucleasa pancreatica de bovino puede
renaturalizarse espontdneamente a partir de una proteina desnaturalizada: es decir la
estructura tridimensional de una proteina depende de la estructura primaria y de las
interacciones con el medio fisiolégico. La ruta de plegamiento para cada proteina es
distinta, sin embargo la formacién de estructuras nativas esta gobernada por las
mismas interacciones fisicas.

Utilizando experimentos de entrecruzamiento en LDH, se ha demostrado que la
formaciéon del dimero (2M «—» M) es la reaccién predominante en la via de
plegamiento de la LDH, indicando que los intermediarios representan la poblacién
predominante en condiciones de baja concentracion de proteina o baja concentracién

de desnaturalizante (Jaenicke, 1987).

Kl Ripida K2
Esquema | M —» 4M «—— M, — NI
Inactivos Inactivos Inactivos Activo

Se ha demostrado que en la via de reconstitucion, tanto el monémero como el
intermediario dimérico son cataliticamente inactivos, la asociacion del mondmero
estructurado (4M) al dimero (2M,) es rdpida vy la dimerizaciéon del dimero (2M,

—>» M,) se acompafiia de un incremento de actividad catalitica (Jaenicke, 2000).

Citrato Sintasa (CS)
La CS es una enzima que se encuentra en la mayoria de los seres vivos y juega
un papel clave en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Cataliza la condensacién de
acetil-CoA con oxaloacetato, para formar citrato; es la Unica enzima del ciclo de Krebs

gue puede catalizar la formacion de un enlace carbono-carbono.

CS
CHQCOOH O Hz0 Coh-SH EH |c|)
_ S~
0—f|3 + HSC—g—SCoA ~——— HOOCCH;—(—CH;—C—OH
COOH COOH
Caloacetato Acetil-Coh Citrato
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El citrato, ademads de ser un sustrato para el ciclo de Krebs, es un donador del
grupo acetilo para la formacién de acetil-CoA, esta reaccion se lleva a cabo gracias a la
enzima ATP-citrato-liasa. En células eucaridticas animales, la enzima se localiza en la
matriz mitocondrial, se codifica en el DNA nuclear, se traduce en el citoplasma como
precursor y finalmente se transporta a la mitocondria (Alam et al., 1982; Harmey et al.,
1979; Wiegand et al., 1986). La CS de corazén de cerdo es un dimero, cada subunidad
estd formada por 437 aminoacidos (aa) y tiene un peso molecular de 48.9 kDa
(Bloxham et al., 1981). Cada subunidad tiene un sitio activo donde se une el
oxaloacetato y la acetil-CoA, la cual es funcionalmente independiente del sitio activo
de la subunidad vecina; no se ha observado cooperatividad (Johansson et al., 1974). En
presencia de oxaloacetato su resistencia a agentes desnaturalizantes y a cortes

proteoliticos aumenta.

Caracteristicas Estructurales y Mecanismo Catalitico de la CS.

De los 437 aminoacidos que forman la subunidad de la CS el 75 % se encuentra
en segmentos o-hélice, el resto de la estructura consiste en segmentos irregulares y
pequenas hebras [ formadas de 13 aminodcidos. Cada subunidad consiste de dos
dominios: un dominio grande formado por 15 a—hélices, donde las hélices F,G,M y L
son las encargadas del contacto entre subunidades y un dominio pequefio formado de
5 o hélices (N,0,P,Q y R) (figura 7A).

Gracias a la cristalizacion por difraccion de rayos-X en presencia de sustratos e
inhibidores se ha observado que el oxaloacetato, el primer sustrato en unirse a la
enzima, induce un gran cambio conformacional que favorece la unién del segundo
sustrato, la acetil-CoA. La unién de sustratos provoca la rotacién del dominio pequeino
en relacién al dominio grande. Posterior a la formacion de citril-CoA en el sitio activo,
ocurre el segundo cambio conformacional que induce la hidrdlisis del tioester,
liberando CoA-SH (figura 7B).

La catdlisis se puede dividir en tres reacciones: (i) enolizacién del grupo tioester
del acetil-CoA por la abstraccién de un protén del grupo acetilo para formar enolato
(Buckel et al., 1969); (ii) condensacion del anién enolato con el grupo carboxilo del
oxaloacetato formando citril-tioester (Eggerer et al.,1963); (iii) hidrdlisis del citril-

tioester para la formacion de citrato y coenzima A (Eggerer et al., 1964) (figura 7C).
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Figura 7. Estructura y sitio catalitico de la CS. A. Empaquetamiento de o-hélices
(Wiegand & Remington, 1986) B. En la izquierda se muestra la CS de porcino en su
conformacion abierta en presencia de citrato (rojo), a la derecha la CS en
conformacion cerrada en presencia de ambos sustratos (verde) (Remington et al.,
1982); C. El Asp375 abstrae un protén del grupo metilo del acetil-CoA formando
enolato, el enolato se estabiliza por medio de la protonacién por la His?’*. El enolato
se rearregla para atacar al carbono del carbonilo del oxaloacetato y la His?’* abstrae el
protdn que previamente habia donado. La His** acttia como un acido general. El
resultado es la formacién de citril-CoA por medio de una reaccién de condensacién.
Finalmente, se hidroliza el tioester regenerando CoA-SH y produciendo citrato
(Remington et al., 1990).
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OBIJETIVOS

Este trabajo tiene tres objetivos principales:

1) Determinar el papel de las interacciones proteina-proteina en la reactivacion y
estabilidad de las estructuras nativas de la lactato deshidrogenasa (LDH) y
citrato sintasa (CS).

a) Determinar el efecto de diferentes proteinas con distinto peso
molecular y punto isoeléctrico en la estabilidad y reactivacion de la LDH y
CS.

b) Determinar si el efecto de estabilizacidon de la LDH, por la interaccién de

diferentes proteinas, es aditivo.

2) Determinar si la interaccion proteina-proteina de las enzimas LDH y CS con la

TbTIM afecta la desamidacion de esta ultima.

3) Determinar el papel de las interacciones proteina-membranas bioldgicas de
tipo no especifico en la estabilidad del dimero de la TIM de distintas especies. Las
membranas biolégicas que se utilizaron en este trabajo son: vesiculas invertidas de
eritrocito de humano; también se emplearon liposomas.

a) Determinar la unién de ThTIM a vesiculas invertidas y a liposomas.

b) Caracterizar la interaccion de TbTIM a las vesiculas invertidas. Se
estudiard si la unién de TbTIM a vesiculas es saturable y si la union es de
naturaleza electrostatica.

c) Determinar la union de TIMs de diferentes especies a vesiculas
invertidas.

d) Determinar si la ocupacién por sustrato o inhibidor competitivo del sitio
activo de la TbTIM altera su capacidad de uniéon a las membranas

bioldgicas.
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MATERIALES Y METODOS

Proteinas:

TIMs. Las TIMs de Saccharomyces cerevisiae (ScTIM) y de musculo de conejo
(Oryctalogus cuniculus, OcTIM) se obtuvieron de Sigma-Aldrich. La sobre-expresion y
purificacién de las TIMs de Trypanosoma brucei (TbTIM), Trypanosoma cruzi (TcTIM),
Leishmania mexicana (LmTIM), Giardia lamblia (GITIM), Homo sapiens (HsTIM) se
realizd segun la literatura (Borchet et al., 1993; Ostoa-Saloma et al., 1997; Kohl et al.,
1994; Lopez-Velazquez et al., 2003, Rodriguez-Almazan et al., 2008, respectivamente.)
Después de su purificacion todas las enzimas se mantuvieron a 4°C como precipitado
en 70% de saturacion de sulfato de amonio diluido en amortiguador que contenia 100
mM de trietanolamina (TEA), 10 mM de EDTA y 1 mM de ditiotreitol (DTT) a pH de 7.4;
este amortiguador se llamara TED. Para los experimentos, la suspensidn se centrifugd a
8 000 rpm durante 10 minutos y la pastilla se disolvié en amortiguador TED y se dializd
contra el mismo amortiguador a 4°C.

LDH. La LDH de musculo de porcino se obtuvo de Roche Diagnostics, esta
enzima se encuentra en una suspension 3.2 M de sulfato de amonio a un pH
aproximado de 6.5. Para los experimentos, se centrifugd la suspensiéon a 5 000 rpm
durante 15 minutos, se recuperd la pastilla y se diluyé en amortiguador que contenia:
0.1 M de fosfato de sodio monobdsico, 10 mM de EDTA y 1 mM de DTT, se referird
para fines practicos como amortiguador estandar. Se dializé contra el mismo
amortiguador a 4°C.

CS. La CS de corazén de porcino se obtuvo de Sigma Aldrich, la enzima se
encuentra en una suspension 2.2 M de sulfato de amonio a un pH de 7. Para los
experimentos, se centrifugd la suspension a 5 000 rpm durante 15 minutos, se
recuperd la pastilla y se diluyé en amortiguador que contenia 0.1 M de Tris-HCl a un
pH de 7.4. Se dializé contra el mismo amortiguador a 4°C.

La albumina de suero de bovino fraccion V, se compré de la compafiia Sigma.

Actividad enzimatica. Los ensayos de actividad se midieron en un
espectrofotémetro UV-Visible (Varian) a 25 °C. La actividad enzimatica especifica se
expreso en umol/min/mg.

TIMs. La reaccion se inicié con la adicién de TIM, generalmente 5 ng, en 1 ml de

mezcla de reaccién que contenia: amortiguador TED, 1 mM de gliceraldehido-3-fosfato
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(G3P), 0.2 mM de NADH (Roche Diagnostics) y 0.9 unidades de glicerolfosfato
deshidrogenasa (a-GDH) a un pH de 7.4. La actividad se determind en la direccidn de
G3P a DHAP, este ultimo se acopld a la enzima o-GDH, seguido por la oxidacion del
NADH a NAD" (Rozacky et al., 1971) (Esquema ll). La velocidad de produccién de DHAP
es equivalente a la velocidad de oxidacién del NADH que se produce por una

disminucién en la absorbencia a 340 nm (8340=6.22X103 M'lcm'l).

TNV
G3p =~ DHAP

Esquema ll NADH

a-GDH
MHAD+

L-Glicerol 3-fosfato

LDH. La reaccidn se inicid con la adicion de 50 ng de LDH a 1 ml de mezcla que
contenia: amortiguador estandar, 0.74 mM de acido pirtvico (Sigma-Aldrich) y 0.2 mM
de NADH (Roche Diagnostics) a un pH de 7.4 (Jaenicke et al., 1979). Al igual que en la
reaccidn enzimatica de la TIM, se mide la velocidad de oxidacién del NADH a NAD".

CS. La reaccidn se inicio con la adicion de 75 ng de CS a 1 ml de mezcla que
contenia: amortiguador 0.1 M Tris-HCl, 0.2 mM de acetil-CoA (Sigma-Aldrich), 0.5 mM
de oxaloacetato (Sigma Aldrich) y 0.1 mM de 5,5-ditiobis (2-nitro-dcido benzdico,
DTNB) de Sigma Aldrich. La citrato sintasa cataliza la conversion de oxaloacetato +
acetil-CoA —» citrato + CoA-SH, este ultimo producto se acopld a la reduccion de
DTNB a TNB%; el cual absorbe a 412 nm. (Margunov et al., 1998). El progreso de la
reaccion se siguié midiendo el incremento en la absorbencia.

Determinacion de la concentracion de proteina. La concentracién de proteina
se determind espectrofotométricamente a una longitud de onda de 280 nm. En todas
las determinaciones de proteina se considero el coeficiente de extincién molar de cada
enzima (Ab5280°‘l%=g/L), siendo para ThTIM 1.3 g/L, TcTIM 1.34 g/L, LmTIM 1.35g/L,
ScTIM 0.954 g/L, OcTIM 1.26 g/L, GITIM 0.954 g/L, LDH de musculo de cerdo 1.4 g/Ly
CS de corazén de porcino 1.76 g/L. Para la determinacion de proteina de vesiculas

invertidas se utilizé el método de Bradford a una longitud de onda de 595 nm.
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Desnaturalizacién y reactivacion de LDH. La LDH se desnaturalizé incubando
500 ug/ml de proteina en 6 M de hidrocloruro de guanidina (Gdn HCl)/amortiguador
estandar a 25°C durante 15 minutos. Para la reactivacidon se tomaron alicuotas de la
mezcla anterior y se diluyeron hasta 1 ug/ml en la mezcla de reactivacion que
contenia: amortiguador estandar (sin desnaturalizante), con y sin las proteinas por
estudiar. Después de la diluciéon se tomaron alicotas a diferentes tiempos y se
determind actividad.

Estabilidad de la LDH y CS. Se incubaron diferentes concentraciones de LDH 'y
CS (0.5 ug/ml, 1 ug/ml, 2.5 pg/ml, 5 pg/mly 10 ug/ml) en amortiguador estandar y Tris
0.1M, respectivamente, a 25°C durante 24 horas. Cada una de las concentraciones se
incubd en ausencia y presencia de otra proteina, generalmente 50 pug/ml. La LDH se
incubd con las siguientes proteinas: CS, TbTIM, HsTIM, ScTIM y BSA, mientras que la CS
se incubd en presencia de la LDH y TbTIM. Al término de la incubacion se midid
actividad.

Desamidacion de ThTIM. Se incubaron 200 ug/ml de ThTIM en presencia y
ausencia de 1 mg/ml de LDH y CS en un amortiguador que contenia: TEA 50 mM y 5
mM de EDTA a un pH de 9, al que llamaremos TE 50 mM. Este ensayo se realizd en
ausencia y en presencia de 0.2 mM de G3P vy la incubacidon tuvo una duracién de 12
horas a una temperatura de 36.5°C. Con el objeto de no afectar el pH final de la
mezcla, la LDH y la CS se dializaron en amortiguador TE 50 mM. Al término de la
incubacion se cargaron 10 pg de ThTIM en un gel nativo.

Identificacion de la desamidacion de la ThTIM. La desamidacion de la ThTIM,
se identificd por medio de una electroforesis, con los polos invertidos, en geles nativos
de acrilamida al 10 %, utilizando un sistema continuo de amortiguadores. El
amortiguador que se utilizo fue: imidazol 153 mM y Hepes 400 mM a pH de 7; el pH
neutro del amortiguador permite que la TbTIM (pl de 9.08) adquiera carga positiva y
migre hacia el polo negativo o catodo (-) (Zomosa-Signoret et al., 2003). Las proteinas
en el gel se tifieron con azul de Coomassie.

Preparacion de membranas bioldgicas.

a) Vesiculas invertidas de eritrocito de humano. Las vesiculas invertidas se
prepararon segun Steck et al.,, (1974); esta técnica permite la obtencion de vesiculas

impermeables y libres de citoplasma (figura 8). Se obtuvieron a partir de un
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hemolisado de eritrocitos de humano que se incubaron durante 18 horas en
amortiguador alcalino frio, que contenia 0.5 mM de fosfato de sodio, pH 8.0-8.2. Las
vesiculas invertidas se separan de las vesiculas con la membrana externa expuesta por
medio de un gradiente de Dextran (T 500) que se centrifuga durante 2 horas en un
rotor SW40 a 40, 000 rpm. Al término de la preparacion, se mantuvieron a 4°C durante

un maximo de 7 dias.

Hemoglobina + Proteinas Solubles o
* — 1 ; — G 0
Lisis Hipoténoica Fantasmas no sellados  Vesiculas Invertidas

Figura 8. Preparacion de vesiculas invertidas. Los eritrocitos tienden a romperse en un
solo sitio, al romperse se libera el contenido celular dando lugar a la formacién de fantasmas
no sellados. Las vesiculas mas pequenas se forman por medio de la disrupcidon mecanica de los
fantasmas no sellados; la orientacion dependerd de la fuerza idnica usada durante la
disrupcion y el sellado de los mismos (Alberts et al., 2001).

b) Liposomas. Los liposomas se prepararon con asolectina (Fluka, Biochemika)
segun Hackenbrock et al., (1986). La asolectina contiene proporciones equivalentes de
lecitina, cefalina y fosfatidilinositol y, en menor proporcién, otros fosfolipidos. Los
liposomas se suspendieron en un amortiguador que contenia 20 mM de TEA, 1 mM de
EDTA y 1 mM de DTT, para fines practicos se referira como amortiguador TED 20 mM,
a pH de 7.4. La mezcla se sonicd hasta obtener una mezcla translucida, posteriormente
el pH se ajustd a 7.4. Se mantuvieron a 4°C.

Estabilidad de TbTIM en presencia de vesiculas invertidas. Se incubaron
diferentes concentraciones de ThTIM nativa (0.1 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.5 ug/ml, 0.75
pug/ml, 1 ug/ml, 5 ug/mly 10 pg/ml) en ausencia y presencia de 80 pg/ml de proteina
de vesiculas invertidas en amortiguador TED 20 mM durante 2 horas a 25 °C. Al
término de la incubacién se midio la actividad.

Union de TbTIM a membranas bioldgicas.

a) Vesiculas invertidas. La TbTIM (0.25 y 5 ug/ml) se incubd durante 30
minutos con las vesiculas invertidas en amortiguador TED 20 mM. Posteriormente la

mezcla se centrifugd por 40 minutos a 28, 000 rpm y se determind actividad en la
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pastilla y sobrenadante. La actividad se expresé en porcentaje, el 100 % de actividad
se considerd como la suma de la actividad en la pastilla y en el sobrenadante.

b) Liposomas. La TbTIM (5 pg/ml) se incub6é con 20 ul de liposomas en
amortiguador TED 20 mM a un pH de 7.4, durante 30 minutos. Posteriormente se
centrifugd a 40, 000 rpm durante 60 minutos y se midid actividad en el sobrenadante y

en la pastilla.
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RESULTADOS

Efecto de la THTIM en la reactivacion de la LDH. Rodriguez-Almazan et al.
(2007) estudiaron el efecto de las interacciones proteina-proteina en la reactivacién de
la TbTIM en presencia de ocho proteinas diferentes (figura 4). Se observé que las ocho
proteinas aumentan la reactivacion de la TbTIM, posterior a la desnaturalizacion en 6
M de Gdn HCl. Esto dio la pauta a pensar que en el ambiente celular ocurren
numerosas interacciones proteina-proteina y que éstas pueden afectar el plegamiento
de las proteinas, desviando el equilibrio de la reaccidn hacia la conformacion activa.

Partiendo de este antecedente, surgid la pregunta sobre si este incremento en
la reactivacion observado en la TbTIM también ocurria con otra enzima que
presentaran diferente grado de oligomerizacion y caracteristicas. A continuacién se
reportaran los resultados obtenidos al reactivar a la enzima LDH en ausencia vy
presencia de TbTIM y otras proteinas.

Segun el esquema lll, la reaccién de asociacion de la LDH es dependiente de la
concentraciéon de proteina; a mayor concentracion de proteina, mayor sera la

asociacion de los mondmeros a dimeros y a tetramero.

Esquema lll £ k
a AM—> 21D — =T

donde M: mondmero, D: dimero y T: tetramero.

Se desnaturalizo a la LDH en 6M de Gdn HCI, posteriormente la concentracion
de Gdn HCI se diluyé 100 veces, lo que permite la reactivacién de la enzima. La
reactivacion se llevd a cabo a diferentes concentraciones de LDH en el medio de
reactivacion por 22 horas, al final de las cuales, se determiné la actividad (figura 9A).
Se observé que a una concentracidon de 1 pg/ml no hay reactivacién de la LDH, sin
embargo, al aumentar la concentracion de LDH a 2.5 pug/mly 10 ug/ml aumentd la
reactivacion un 7 % y 10 % respectivamente. Cuando la reactivaciéon de la LDH se
midié en presencia de 75 pg/ml de ThTIM se observé un incremento en la formacion
de tetrdmeros activos: a 1 ug/ml de LDH se observé una reactivacion del 5 % mientras

que a 2.5 pug/ml y 10 pg/ml se alcanzé una reactivacion del 15 %. Se eligidé la
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Reactivacion de LDH (%)

Reactivacion de LDH (%)

concentracién de 75 pg/ml de ThTIM, con base en que a esta concentracion se obtuvo
el valor maximo de reactivacion de 1 ug/ml de LDH (figura 9B). Posteriormente, se
decidio reactivar 1 ug/ml de LDH en presencia y ausencia de 75 pg/ml de TbTIM y se
determiné la actividad a diferentes tiempos (1, 2, 22, 44 y 72 horas). En ausencia de
TbTIM, la enzima se reactivd el ~3 %; en presencia de ThTIM la enzima presentd una
maxima reactivacion a las 22 horas del 13 % (figura 9C).

Es importante mencionar que la concentracion final de Gdn HCl en el medio de
reactivacion afecta considerablemente la reactivacion de la LDH (Zettlmeissl G, et al.,
1979). En el caso de la figura 9A, se incubd 1 pug/ml de LDH en presencia de 75 ug/ml
de TbTIM y 120 mM de Gdn HCl y se observé una reactivacion del 5 %, mientras que en
la figura 9 By C se incubd 1 ug/ml de LDH en presencia de 75 ug/ml de TbTIMy 12 mM
de Gdn HCl y se observd una reactivacion del 13 %. Para confirmar el efecto de la
concentracién de Gdn HCI en la reactivacidon de 1 ug/ml LDH, se incubaron diferentes
concentraciones Gdn HCl y se encontré que conforme aumenta la concentracién del

agente caotrdpico disminuye la reactivacion de la LDH (No se muestra este dato) (Gerd

etal., 1979).
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Figura 9. Efecto de la ThTIM en la reactivacion
de la LDH. A. Reactivacion de diferentes
concentraciones de LDH (1, 2.5, 7.5 y 10 ug/ml) en
ausencia y presencia de 75 pg/ml de TbTIM (24 horas
de incubacion). La concentracidn final de Gdn HCl en
el medio de reactivacion fue de 120 mM. B.
Reactivacion de 1 pg/ml de LDH en ausencia y
presencia de diferentes concentraciones de ThTIM
(15, 25, 55y 75 pug/ml) (22 horas de incubacion). C.
Reactivacion de 1 pg/ml de LDH en ausencia y
presencia de 75 pg/ml de TbTIM, se midié actividad
en diferentes tiempos (1, 2, 22, 44y 72 horas). En By
C la concentracidn final de Gdn HCl en el medio de
reactivacion fue de 12 mM.



Estabilidad de la LDH y CS en ausencia y presencia de otras proteinas. De
acuerdo a los resultados anteriores, la presencia de ThTIM en el medio de reactivacion,
favorece la formacién del estado nativo de la LDH. Rodriguez-Almazan et al., (2007)
reportaron que la reactivacién del dimero de TbTIM se ve favorecida en presencia de
BSA, debido a que la BSA interactia preferentemente con el dimero y provoca la
estabilidad del mismo, favoreciendo el equilibrio de la reacciéon hacia los dimeros
activos. Para estudiar si la reactivacion de la LDH en presencia de TbTIM se ve
favorecida por un mecanismo similar, se incubaron diferentes concentraciones de LDH
durante 24 horas, en presencia y ausencia de 75 ug/ml de ThTIM; también se ensayd
el efecto de la CS a una concentracion de 50 pg/ml (figura 10A). El tetrdmero de LDH
se disocia a concentraciones por debajo de su constante de asociacién favoreciendo la
poblacién de dimeros y mondmeros que se encuentran en constante equilibrio. Por lo
tanto en estos experimentos se estudio si la presencia de ThTIM y CS desvian el
equilibrio hacia la formacidn del tetramero activo al interactuar con este.

Los resultados indicaron que, en ausencia de TbTIM o CS, la actividad
especifica de la LDH disminuye conforme se reduce la concentracién de enzima,
mientras que en presencia de TbTIM o CS la actividad especifica de la LDH se mantuvo
al nivel maximo. Esto sugiere que la TbTIM y CS estabilizan al tetramero, favoreciendo
el desplazamiento de la reaccién hacia la conformacién activa (figura 10A).

Resulté de interés estudiar si la LDH ademads de interactuar con la ThTIM y CS,
tiene la capacidad de interactuar con otras proteinas que poseen distintos puntos
isoeléctricos y masas moleculares (figura 10B). Para esto se evalué si la interaccion de
la LDH con diferentes proteinas afecta la estabilidad del tetramero. Se incubaron
durante 24 horas 0.5 pug/ml de LDH en presencia de 50 pg/ml de cada proteina, al
término de la incubacion se determind la actividad. Las proteinas que se estudiaron
fueron: TIMs de diferentes especies (TbTIM, HsTIM y ScTIM), CS de corazén de porcino
y albumina de suero de bovino (BSA).

A 0.5 ug/ml de LDH en ausencia de proteinas, se observé que la enzima perdia
su actividad. Sin embargo, en presencia de las otras proteinas se observé una pérdida
de actividad maxima del 10 %, indicando que la LDH tiene la capacidad de interactuar

con varias proteinas y que estas incrementan la estabilidad del tetramero (figura 10B).
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Un tercer experimento se realizd, incubando diferentes concentraciones de CS
en presencia y ausencia de 50 ug/ml de ThTIM y LDH (figura 10C). Al igual que la LDH,
a bajas concentraciones de CS se observd pérdida de actividad. Sin embargo, en
presencia de ThTIM y LDH la actividad de la CS se mantuvo en el nivel maximo, lo que
indica que la interaccién de las proteinas con la CS desvia el equilibrio hacia la

formacion de dimeros activos.
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Figura 10. Estabilidad de la LDH y CS en presencia y ausencia de distintas proteinas.
A. Se incubaron diferentes concentraciones de LDH en presencia y ausencia de 75 pug/ml de
ThTIM y 50 pg/ml de CS. Se consideré como 100 % a la actividad inicial que fue de 416
umol/min/mg. B. Estabilidad de 0.5 ug/ml de LDH en ausencia y presencia de 50 pg/ml

diferentes proteinas: ( ) TbTIM, ( . ) HsTIM, ( ) ScTIM, (.)CS v ( . ) BSA. Se
consideré como 100 % a la actividad inicial que fue de 370 umol/min/mg. C. Se incubaron
diferentes concentraciones de CS en presencia y ausencia de 50 ug/ml de LDH y ThTIM. Se
consideré como 100 % a la actividad inicial que fue de 108 umol/min/mg.
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Caracteristicas de la estabilizaciéon de la LDH en presencia de varias proteinas.
De acuerdo a los resultados anteriores, y ya que en el ambiente intracelular existe gran
heterogeneidad de proteinas, surgio la pregunta sobre si la estabilidad que inducen las
diferentes proteinas al tetramero de LDH es aditiva. Se incubaron 0.5 ug/ml de LDH en
ausencia y presencia de diferentes proteinas durante 24 horas. Las proteinas que se
eligieron fueron la ScTIM, albumina de suero de bovino (BSA) y CS de corazén de
porcino. Se observé que, en ausencia de proteinas, la LDH (0.5 ug/ml) mantuvo el 14 %
de la actividad con respecto a la actividad inicial. En presencia de ScTIM, BSA y CS, se
observé un incremento en la estabilidad de la LDH, manteniendo el 41 %, 53 % y 50 %
de actividad respectivamente. Al incubar las tres proteinas con la LDH en la misma
mezcla, se conservo el 89 % de la actividad, indicando que la suma de las interacciones
de diferentes proteinas incrementan e inducen la estabilidad del tetramero en relacién

a la interaccién de las proteinas por separado (figura 11).
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Figura 11. El efecto de distintas proteinas en la estabilidad de la LDH es aditivo. Se
incubaron 0.5 pug/ml de LDH en ausencia (.) y presencia de 0.4 pg/ml de ScTIM (),
BSA (.) y CS (). Por ultimo se incubd a la LDH con las tres proteinas en la misma

mezcla (. ). La actividad se expresé como porcentaje de la actividad, tomando como
el 100 % de la actividad inicial de la LDH que fue de 327 umol/min/mg. n=1

La desamidacion de la ThTIM en ausencia y presencia de LDH y CS. El
ambiente aglomerado y heterogéneo del medio intracelular puede ocasionar la
interaccion de multiples proteinas y que dichas interacciones afecten sus propiedades.
Se ha reportado que a 37°C, pH alcalino y en presencia de sustrato, la TIM puede
sufrir desamidaciones en las Asn®®> y Asn’!. Partiendo de este hecho, se exploré el

efecto de las interacciones proteina-proteina en la desamidacion de la TbTIM, con el
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objeto de estudiar si la interaccion entre la TIM y proteinas no relacionadas previenen
la desamidacién de las Asn. La interaccién podria ocasionar la disminucién de
accesibilidad al solvente, previniendo la modificacion de los residuos.

Se incubaron 200 pg/ml de TbTIM en presencia de 1 mg/ml de LDH y CS
durante 12 horas (la técnica se describe en la seccién de materiales y métodos). Al
término de la incubacién se identific6 a las proteinas y sus isoformas utilizando
técnicas de electroforesis en geles nativos y tincion con azul de Coomassie. La LDH y CS
no interfieren con la migracion e identificacion de la TbTIM, debido a que su migracién
es claramente diferente.

Al incubar a la TbTIM en condiciones donde se favorece la desamidacion, se
observé la formacion de isoformas y en consecuencia la disminucién de la movilidad
electroforética, debido al aumento de cargas negativas en la interfase de la enzima
(figura 12). Sin embargo, al incubar a la enzima en un medio en el que se favorece la
desamidacion de la enzima, pero esta vez, en presencia de LDH y CS, se observd un
aumento de la movilidad electroforética, posiblemente debido a que la LDH y CS

ejercen un efecto protector sobre la ThTIM, disminuyendo la desamidacién.

TbTIM + + + + + +

LDH - - + - - -

CS - - - - - +

G3P - + + - + +
Anodo (+)
Catodo (-)

Figura 12. La desamidacidon de la ThTIM en ausencia y presencia de proteinas. La
TbTIM (200 pg/ml) se incubd en ausencia y presencia de LDH y CS, amortiguador TE 50
mM a un pH de 9, durante 12 horas a 36.5 °C. Cuando la mezcla se incuba en ausencia
de G3P, la TbTIM migra como una sola banda y muestra tener una mayor movilidad
electroforética hacia el cdtodo. En presencia de G3P, se observd la aparicidon de
isoformas y la disminucién en la movilidad electroforética; sin embargo cuando a la
mezcla se afiadid 1 mg/ml de LDH y CS, se observé un aumento en la movilidad
electroforética sugiriendo la disminucién de isoformas desamidadas.
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Estabilidad de los dimeros de ThTIM al interactuar con vesiculas invertidas. Se
ha reportado que la TIM tiene la capacidad de interactuar con varias proteinas y
estructuras celulares como microtubulos, actina y membranas de eritrocito, (Walsh JL
et al., 1989; Knull H et al., 1992; Orosz et al, 2000). También se ha reportado que la
TIM de enfermos que padecen “deficiencia de la TIM” tiene mayor capacidad de unidn
a membranas de eritrocito que una TIM normal (Orosz et al., 2001). En nuestro
laboratorio Rodriguez-Almazan et al., (2007) reportaron que la interaccién de la TbTIM
con varias proteinas induce la estabilidad de la estructura nativa de la TbTIM. Fue
entdnces que surgio la interrogante sobre si la TIM tiene la capacidad de interactuar
con membranas bioldgicas y asi aumentar su estabilidad.

La THTIM es una enzima dimérica, debido a esto cuando la enzima se expone a
concentraciones por debajo de su constante de asociacion, el dimero se disocia a
mondmeros y pierde actividad. La actividad observada al final de la incubacién refleja
la cantidad de dimeros activos que quedan en la mezcla. A concentraciones menores
de 5 ug/ml se observé una pérdida en la actividad del 60 %, sin embargo, al incubar
diferentes concentraciones de TbhTIM en presencia de 80 pug/ml de proteina de
vesiculas invertidas, no se observaron cambios en la actividad especifica de la enzima,
(figura 13). Por lo tanto, los datos indican que las vesiculas invertidas estabilizan al
dimero de TbTIM, favoreciendo el equilibrio entre monémeros y dimeros hacia los

dimeros activos.
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Actividad Especifica de ThTIM (%)
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20 1 —O— THTIM con Vesiculas Invertidas |

ug/ml de ThTIM

Figura 13. Efecto de las vesiculas invertidas en la estabilizacién del dimero de ThTIM. Se

incubaron diferentes concentraciones de ThTIM (0.1 pug/ml, 0.25 ug/ml, 0.5 ug/ml, 0.75
ug/ml, 1 ug/ml, 5 ug/mly 10 ug/ml) en ausencia y presencia de 80 ug/ml de proteina de
vesiculas invertidas. Después de 2 horas se midid actividad. Los resultados se expresaron
como porcentaje de la actividad especifica, en donde el 100 % fue de 3223
umol/min/mg. n=3.
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Union de TbTIM a vesiculas invertidas. Los resultados anteriores mostraron
que la ThTIM interactua con las vesiculas invertidas. Con el propdsito de explorar las
caracteristicas de la interaccidn, se estudiod si la enzima puede unirse a las vesiculas
invertidas. Se incubaron 0.25 ug/ml de ThTIM en ausencia y presencia de 80 ug/ml de
proteina de vesiculas invertidas durante 30 minutos. Posteriormente, la mezcla se
centrifugd a 28, 000 rpm y se midié la actividad en el sobrenadante y en la pastilla. En
ausencia de vesiculas invertidas se midié actividad y se observd una pérdida en la
actividad del 91 % tomando como 100 % a la actividad inicial, sin embargo en
presencia de vesiculas invertidas se encontré muy poca actividad en el sobrenadante,
la mayor parte de la actividad se encontrd en la pastilla, indicando que la TbTIM es
capaz de unirse a las vesiculas invertidas; ademas hubo poca pérdida en la actividad
con respecto a la actividad inicial. Por tanto se puede concluir que la TbTIM se une a

las membranas y adquiere una mayor estabilidad (Tabla ).

Tabla 1. Union de ThTIM a Vesiculas Invertidas (VI).
Actividad inicial: 0.343 pmol/min + 0.024

Actividad de THTIM en:

Concentracién de ThTIM VI Sobrenadante Pastilla
(ug/ml) (ug/ml) (umol/min) (umol/min)
0.25 - 0.03 £0.01 -
0.25 80 0.04 + 0.07 0.322+0.04

Tabla 1. Se incubaron 0.25 ug/ml de ThTIM en ausencia y presencia de 80 ug/ml de
proteina de vesiculas invertidas. Al incubarse la enzima en ausencia de vesiculas
invertidas, se encontro la pérdida en la actividad con respecto a la actividad inicial. Sin
embargo en presencia de vesiculas invertidas, la mayor parte de la actividad se
encontré en la pastilla y poca pérdida en la actividad con respecto a la actividad inicial.
Esto indica que la TbTIM tiene la capacidad de unidn a vesiculas invertidas y por medio
de esta se estabiliza el dimero y la conservacién de la actividad. n=3

Caracteristicas de la unién de ThTIM a vesiculas invertidas. Se realizaron tres
experimentos con el fin de estudiar las caracteristicas de la unidon de la ThTIM a las
vesiculas invertidas. En el primero, se incubaron 0.25 ug/ml de ThTIM en ausencia y
presencia de diferentes concentraciones de vesiculas invertidas (figura 14A). En

ausencia de éstas, la TbTIM perdio el 60 % de su actividad, sin embargo en presencia
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de 8 ug/ml de proteina de vesiculas invertidas, la pérdida de actividad disminuyd
drasticamente y, con 48 ug/ml, mas del 90 % de la actividad se preservé. El 95 % de
esta actividad sedimentd unida a las membranas.

En un segundo experimento, 80 ug/ml de proteina de vesiculas invertidas se
incubaron con diferentes concentraciones de TbTIM y la actividad se determind en el
sobrenadante y en la pastilla (figura 14B). Se encontrd que la union de la TbTIM a las
vesiculas invertidas es saturable. Por debajo de 5 ug/ml la mayor parte de la actividad
sedimentd en la pastilla, sin embargo por arriba de 5 pug/ml, las vesiculas invertidas se

saturaron, por lo que la actividad se distribuyd tanto en el sobrenadante como en la

pastilla.
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Figura 14. Caracteristicas de la union de ThTIM a vesiculas invertidas. A. Se incubaron
0.25 ug/ml de ThTIM con diferentes concentraciones de vesiculas invertidas. Al
término de 30 minutos se centrifugd y se midid actividad en el sobrenadante y pastilla.
La actividad inicial fue de 0.38 + 0.05. El porcentaje de actividad en la pastilla se calculd
tomando como 100% a la suma de la actividad en el sobrenadante y pastilla. n=3 B. Se
incubaron diferentes concentraciones de ThTIM en presencia de 80 ug/ml de proteina
de vesiculas invertidas, la union de la ThTIM a las vesiculas invertidas muestra una
cinética de saturacion. La actividad se expresé en umol/min. n=3

Se ha calculado que el punto isoeléctrico de la ThTIM es de 9.08. A pH de 7.4 Ia
TbTIM esta cargada positivamente, sugiriendo que la unidn a las vesiculas invertidas en
las que hay abundancia de cargas negativas se podria deber a interacciones
electrostdticas. Para examinar esta posibilidad, se estudié el efecto de varias sales a

una concentracion de 100 mM vy se determind la unién de ThTIM a las vesiculas
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invertidas. Los resultados demostraron que las sales KCl, NaCl, CH3COONa y CH3;COOK
inducen un efecto inhibitorio en la unidon de ThTIM a vesiculas invertidas, indicando
gue las interacciones electrostaticas son fundamentales en la union de la enzima a las

vesiculas internas (tabla 2).

Tabla 2. Union de ThTIM a Vesiculas Invertidas (V1) en Presencia de Sales.

Actividad inicial: 10.7 umol/min % 1.06.

Concentracion de ThTIM Vi Sal Actividad total  Actividad total
en sobrenadante en pastilla

(ug/ml) (ug/ml) (100 mM) (umol/min) (Mmpol/min)

5 80 - 0.78+0.87 9.3+ 0.854

5 80 KCl 10.2+ 1.57 0.27+0.03

5 80 NacCl 10.2+ 0.49 0.23+0.05
5 80 CH3COONa 9.9+ 1.22 0.5+ 0.41

5 80 CH;COOK 9.9+ 0.80 0.32+ 0.06

Tabla 2. Se incubaron 5 pg/ml de TbTIM con vesiculas invertidas en presencia de cada
una de las diferentes sales. La actividad se midié en el sobrenadante y en la pastilla y
se expresé en umol/min. En presencia de sal se inhibe la unidn de la enzima a
vesiculas invertidas, encontrando la mayor parte de la actividad en el sobrenadante.
n=3

Unién de TIM de diferentes especies a vesiculas invertidas. Las propiedades
cataliticas y estructurales de la TIM de distintas especies son muy similares; sin
embargo la secuencia de aminoacidos presenta variaciones entre las especies y causan
diferencias en su punto isoeléctrico. De acuerdo a esto, se determind la unién de 5
ug/ml de TIM de diferentes especies a 80 pg/ml de proteina de vesiculas invertidas y
se encontré que la unidn es dependiente del punto isoeléctrico de cada enzima. La
TbTIM gque tiene un pl tedrico de 9.08, fue la que presentdé mayor unién a las vesiculas
invertidas y conforme el pl de cada enzima disminuye, la unién a las vesiculas también
disminuye. La TcTIM tiene un pl tedrico de 8.7 y presenta una unidn intermedia entre
TbTIM y LmTIM, esta ultima con un pl tedrico de 8.3 (figura 15). Este estudio, junto con
el antes mencionado (tabla 2), demuestran que la unién de TbTIM a las vesiculas

invertidas ocurre gracias a interacciones electrostaticas.
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Figura 15. Unidn de TIMs de diferentes especies a vesiculas invertidas. Se incubaron 5
ug/ml de TIMs de las especies indicadas con vesiculas invertidas, se midié actividad en
el sobrenadante y la pastilla. Se grafico la actividad encontrada en la pastilla expresada
en porcentaje; tomando como 100 % la suma de la actividad que se encontrd en el
sobrenadante y en la pastilla. La unidon de las TIMs es dependiente del punto
isoeléctrico. n=3

Unién de ThTIM a liposomas. Se ha reportado que algunas enzimas glucoliticas
interactuan de manera especifica con el NH,-terminal de la banda 3 de eritrocito en
condiciones de baja fuerza idnica, (Orosz et al., 2000; Campanella et al., 2005). Con el
proposito de explorar si las bicapas lipidicas por si solas tienen la capacidad de unir
TbTIM, se incubaron liposomas preparados de asolectina con 0.25 ug/mly 5 ug/ml de
TbTIM durante 30 minutos, posteriormente se centrifugd la mezcla a 40,000 rpm por 1
hora, y finalmente se midieron las actividades del sobrenadante y la pastilla.

Se encontrd que la mayor parte de la actividad sedimenté con los liposomas,
sugiriendo que los fosfolipidos de las vesiculas invertidas cargados negativamente
(Tabla 3), podrian ser el sitio de unién de la TbTIM. Sin embargo no puede descartarse
una posible interaccion entre la TbTIM vy alguna proteina embebida en la membrana
lipidica de las vesiculas invertidas. También se observd que los liposomas
incrementaron la estabilidad del dimero, manteniendo el 75 % de la actividad para
0.25 pg/ml de TbTIM y el 95 % de la actividad para 5 pg/ml de ThTIM, con respecto al
100 %. En ausencia de liposomas la actividad de la enzima disminuyé obteniendo un 15

%y 27 % de actividad para 0.25 pg/mly 5 ug/mi, respectivamente.
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Tabla 3. Unién de ThTIM a Liposomas

Actividad inicial para 0.25 pg/ml fue de 0.379 umol/min + 0.11
Actividad inicial para 5 pg/mlfue de 8.5 pumol/min £ 1.09

Actividad total en  Actividad total

Liposomas Concentracién de Enzima sobrenadante en pastilla Act. Total
(ul) (ug/ml) (umol/min) (umol/min) (%)
- 0.25 0.02 - 5.2
- 5 1.23+0.44 - 14
20 0.25 0.04 £0.32 0.24 + 0.085 75
20 5 0.85+0.14 7.24 £0.791 95

Tabla 3. Se incubaron 0.25 pg/ml y 5 pug/ml de ThTIM en presencia de liposomas, la
suma de la actividad en el sobrenadante y pastilla, expresado en porcentaje fue del 75
%y 95 %, respectivamente, tomando como el 100 % a la actividad inicial. En ausencia
de liposomas, se observo tan sélo el 5.2 % y 14 % de actividad total respectivamente.
n=3

Importancia de la catalisis en la unidon de ThTIM a vesiculas invertidas. Se
estudid la unién de ThTIM a las vesiculas invertidas en condiciones en que la enzima
lleva a cabo catalisis. Los experimentos de unién se realizaron de manera
convencional, excepto que en la mezcla se afiadi6 gliceraldehido 3-fosfato (G3P). En
condiciones de catdlisis, la unién de 5 ug/ml de ThTIM a las vesiculas invertidas se ve
drasticamente disminuida en comparacién a la unién de la enzima en condiciones en
que no hay catalisis. En vista de estos resultados, se examiné el efecto de un inhibidor
competitivo de la TIM, conocido como fosfoglicolato. Al igual que el gliceraldehido-3
fosfato, el fosfoglicolato inhibe la unién de TbTIM a las vesiculas invertidas (tabla 4).
Este efecto es distinto al observado al aumentar fuerza idnica debido a que la
incubacién con sustrato e inhibidor se realizdé a bajas concentraciones, mientras que
las sales ejercen su efecto a concentraciones milimolares. Estos resultados sugieren
gue la ocupacion del sitio catalitico por sustrato o inhibidor, impiden la unién de la
enzima a las vesiculas invertidas.

Posterior a la prueba de unién, se tomaron aquellas mezclas que contenian
Unicamente vesiculas invertidas (tabla 4). A la mezcla 2, se agregd 3 mM de G3P,
mientras que a la mezcla 3, se agregd Unicamente agua (tabla 5). Ambas mezclas se
centrifugaron por segunda vez y se midio actividad en el sobrenadante y en la pastilla.
En la mezcla 2, en presencia de G3P, se encontré mayoritariamente la actividad en el

sobrenadante, indicando que la enzima que se encontraba unida a las vesiculas
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invertidas se desprende de éstas al catalizar. En ausencia de G3P, la actividad se

encontré en la pastilla.

Tabla 4. Importancia de la Catalisis en la Unién de TbTIM a Vesiculas Invertidas.
Actividad inicial: 11.1 umol/min + 1.03

Mezcla G3P VI Fosfoglicolato Actividad total en Actividad total en pastilla
(ng/ml) (LMm) sobrenadante (umol/min)
(umol/min)

1 - - - 3.4+1.60 -

2 - 80 - 0.1+£0.02 10.2+1.42

3 - 80 - 0.1 £0.06 10.3+1.42

4 3mM 80 - 6.9+1.90 1.6 +0.90

5 3mM - - 6.3+1.99 -

6 - 80 100 6.6+1.50 0.1+2.20

7 - - 100 44+1.62 -

Tabla 4. Se exploré el efecto del G3P y fosfoglicolato en la union de 5 ug/ml de TbTIM
a vesiculas invertidas. Cuando el sitio activo estd ocupado por sustrato o inhibidor, la
enzima no se une a las vesiculas. n=3

Tabla 5. Importancia de la Catalisis en la Unién de TbTIM a Vesiculas Invertidas.

Actividad total en

VI Agua sobrenadante Actividad total en pastilla
Mezcla G3P (ug/ml) (ul) (umol/min) (umol/min)
2 3mM 80 - 5.29+ 0.55 1.69+0.01
3 - 80 75 0.22 £0.12 8.02£0.25

Tabla 5. Se tomaron las pastillas de las mezclas 2 y 3 (tabla 4) y se incub6 con G3P
(mezcla 2) y agua (mezcla 3), se centrifugd y se midié actividad en el sobrenadante y
pastilla. En presencia de sustrato la enzima se encontré en el sobrenadante indicando
gue el sustrato ocasiona que la enzima se desprenda de las membranas al realizar
catalisis activa.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La concentracién de proteina intracelular se encuentra en el rango de 200 a 400
mg/ml. A tan altas concentraciones, las macromoléculas ocupan una gran parte del
volumen celular que resulta en el fendomeno de aglomeracion macromolecular. Este
ambiente aglomerado permite la formacién de complejos multienzimaticos, donde las
enzimas se organizan de manera especifica, alterando reciprocamente sus propiedades
funcionales y estructurales. Ademas, permite la canalizacidén de sustratos y el aumento
en la eficiencia catalitica.

Debido a su importancia metabdlica, las interacciones proteina-proteina de tipo
especifico han sido las mas estudiadas y mejor entendidas. Sin embargo, se ha dado
poca atencién a las interacciones proteina-proteina de tipo no especifico que
inevitablemente ocurren en el ambiente aglomerado de la célula y el efecto de estas
en las propiedades de las proteinas. Rodriguez-Almazan et al., (2007) reportaron la
importancia de dichas interacciones entre la enzima dimérica ThTIM y ocho proteinas
no relacionadas en la reactivacion del dimero. Se encontré que la TIM es capaz de
interactuar con diferentes proteinas y que dicha interaccion favorece la formacion de
dimeros activos a partir de mondmeros desplegados por medio de la unién de las
proteinas a la conformacién dimérica.

Partiendo de este antecedente, en el presente trabajo se realizaron ensayos de
reactivacién y estabilidad con las enzimas LDH y CS, con el objeto de entender si el
efecto de estabilizacion y reactivacion a causa de las interacciones de tipo no
especifico, ocurre con otras enzimas, y si es posible globalizar el efecto. Se encontro
que la interaccién de la LDH con la TbTIM incrementa la reactivaciéon del tetramero y
se propone que ocurre debido a que la interaccion de la TbTIM desvia el equilibrio
entre mondmeros, dimeros y tetrameros plegados hacia ésta ultima conformacion,
estabilizando al tetrdmero; la CS también es capaz de interactuar con la LDH y
estabilizar al tetrdmero, y viceversa. Este estudio en conjunto con el de Rodriguez
Almazan et al.,, 2007, demuestran que las interacciones de tipo no especificas que
ocurren en el medio intracelular incrementa la reactivacion y la estabilidad de no sélo
las TIMs, sino de otras proteinas que presentan oligomerizacién.

Es importante notar que los experimentos se hicieron a concentraciones de

ug/ml, indicando que la reactivacidon y estabilidad de las enzimas, no ocurre a
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consecuencia de aglomeracién macromolecular, para la cual se necesitan cientos de
mg/ml de proteinas. De cualquier forma, se puede concluir que el ambiente celular
donde coexisten altas concentraciones de diferentes especies protéicas, es propicio
para favorecer las interacciones proteina-proteina y dar lugar al incremento en las
propiedades antes mencionadas.

Las interacciones estudiadas en el presente trabajo se pueden considerar
inespecificas, debido a que ocurren con proteinas no relacionadas y distintas
caracteristicas fisicoquimicas. Sin embargo, se hace notar que la interaccién ocurre
predominantemente con la conformacidn activa de las enzimas, ya sea tetramero para
la LDH o dimero para la CS, demostrando preferencia por la estructura nativa, lo que
implica cierta especificidad.

Debido a que el ambiente intracelular esta conformado por una gran diversidad
de especies protéicas, resultaba necesario realizar ensayos donde diferentes proteinas
coexistieran en la misma mezcla. Al realizar el ensayo, se encontrd que el efecto de
estabilizacién no es particular de que una uUnica especie interactie con la LDH, sino
también que la suma de diferentes especies estabilizan al tetramero, simulando el
ambiente heterogéneo de la célula.

Ademas de ayudar a la reactivacion y la estabilidad de la estructura funcional
de las enzimas, se estudid si la interaccidon proteina-proteina de tipo no especifico
podria tener efecto en modificaciones que ocurren a proteinas, como es el caso de la
desamidacion. La TIM es una enzima modelo para el estudio de la desamidacion, la
cual en presencia de sustrato, induce el cambio de conformacidn del asa 6 y transmite
el cambio al asa de interfase incrementando la probabilidad de desamidacion en
condiciones de baja fuerza idnica, pH alcalino y altas temperaturas (37° C), debido al
incremento de la exposicién de la Asn’’ al solvente. Aunque el aumento en la
movilidad electroforética hacia el catodo no es dramatico con respecto al control, si se
observa que en presencia de proteinas, las forma desamidada diminuye,
probablemente debido a que la interaccidon de las proteinas modifica el medio al cual
la Asn se encuentra expuesta, impidiendo y diminuyendo la exposicién al ambiente.

Posterior al estudio del efecto de las interacciones proteina-proteina en la
reactivacion y estabilidad de la LDH y CS, se estudié el efecto de la interaccidon con

otras estructuras celulares, por ejemplo con membranas bioldgicas. Se encontrd, que
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la TbTIM tiene la capacidad de unidon a vesiculas invertidas y liposomas. Se ha
reportado que la unién de la enzima glicolitica, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa a la banda 3, proteina membranal de eritrocito, inhibe su actividad en
un 70 % (Campanella et al., 2008), mientras que la LDH presenta un 20 % menos de
actividad especifica al interactuar con la membrana mitocondrial (Sanz et al., 1988). En
este trabajo, la interaccion de la TbTIM a membranas estabiliza la estructura dimérica
de la enzima, manteniendo su actividad en el nivel maximo, alin a concentraciones por
debajo de su constante de asociacion.

En éste estudio se encontré que la ThTIM tiene la capacidad de unirse a
membranas bioldgicas y que esta unidn es sensible a fuerza iénica, debido a que
Unicamente en amortiguador TED <20 mM se unen ambas especies. Posteriormente se
demostré que la unién se produce debido a interacciones idnicas entre los grupos
ionizados de la enzima y la membrana bioldgica. Experimentos adicionales confirmaron
la sensibilidad de la union a alta fuerza idnica: (1) la incubacién con 100 mM de
diferentes sales inhibe la union de la ThTIM a vesiculas invertidas y (2) la unién resulté
ser dependiente del punto isoeléctrico de la enzima, esto debido a que la enzima tiene
un punto isoeléctrico de 9.08 que al estar a pH de 7.4, adquiere carga positiva que
permite la interaccién con los fosfolipidos anidnicos de la bicapa.

Se ha reportado que las enzimas glucoliticas: gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, aldolasa, fosfofructocinasa, piruvato cinasa y lactato deshidrogenasa
son capaces de interactuar con la banda 3 de eritrocito de humano (Campanella et al.,
2005). Es importante mencionar que aunque la enzima es capaz de unirse a liposomas,
es decir: interactua con los fosfolipidos, es posible que la interaccion a vesiculas
invertidas se deba a proteinas embebidas en la membrana de las vesiculas como es el
caso de la banda 3.

Otra caracteristica importante de la unidn de la TbTIM a las vesiculas invertidas
es que se inhibe cuando el sitio activo de la enzima se encuentra ocupado por sustrato
o por un analogo del sustrato, el fosfoglicolato. Esta inhibicion de la unién de la ThTIM
a las vesiculas es diferente a la observada por alta fuerza idénica debido a que la
concentracién utilizada de inhibidor fue de 100 uM, mientras que el efecto de sal

ocurre a concentraciones milimolares. Es importante notar que cuando la enzima se
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encuentra unida a las vesiculas invertidas y se agrega sustrato, la enzima es liberada,
es decir cuando la enzima realiza catalisis no ocurre union a las vesiculas invertidas.
Previamente, se estudié que la proteina disulfuro isomerasa (PDI) es mas
efectiva como chaperona en el plegamiento de la lisozima bajo condiciones de
aglomeracion (Van der Berg et al., 1999), confirmando que el efecto de la
aglomeracion macromolecular provoca el incremento en las constantes de asociacion
entre macromoléculas y como consecuencia el incremento en el plegamiento
(Zimmermman y Minton, 1993). En éste trabajo se encontré que el incremento en la
reactivacion de la LDH no se debe al efecto de un ambiente aglomerado, ya que el
efecto de las proteinas se observd a concentraciones por debajo de mg/ml, lo cual
indica que las interacciones de tipo no especifico incrementan la estabilidad de
enzimas oligoméricas, por tanto este estudio abre un nuevo panorama sobre el posible
papel que juegan las interacciones de tipo no especifico, en particular sobre la
estabilidad de los oligdmeros. En el ambiente intracelular las proteinas estan a
concentraciones en que parece que el contacto entre proteinas no relacionadas es

inevitable.
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