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RESUMEN

El medio intracelular contiene concentraciones de proteína que pueden llegar

hasta 400 mg/ml. En un medio de tales características se puede suponer que existen

numerosas interacciones de tipo no específico que pueden afectar el equilibrio de las

reacciones. Es decir que si dentro de la célula ocurren numerosas interacciones

proteína proteína, algunas características de las proteínas podrían ser diferentes a las

estudiadas in vitro. En este trabajo se estudio el efecto de la interacción de diferentes

proteínas en la reactivación de la lactato deshidrogenasa (LDH) a partir de monómeros

desplegados en hidrocloruro de guanidina. Se encontró que la interacción de

diferentes proteínas con la LDH induce un incremento en la formación del estado

oligomérico por medio de la estabilización de la estructura tetramérica. Este estudio

también se realizó con la enzima citrato sintasa (CS). Además, se estudió el efecto de la

interacción de diferentes proteínas en la desamidación de la triosafosfato isomerasa

de Trypanosoma brucei (TbTIM); en presencia de proteínas la desamidación 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 exploró si la TbTIM tiene la capacidad de

unión a membranas biológicas y si ésta unión afecta la estabilidad de su estado

dimérico. Se encontró que la TIM se une a vesículas invertidas de eritrocitos y que la

interacción estabiliza al dímero. Además, la unión es dependiente de fuerza iónica,

presenta una cinética saturable y se inhibe cuando la enzima realiza catálisis.

Finalmente, con el objeto de estudiar si el sitio de unión ocurría a proteínas embebidas

o a fosfolípidos de la bicapa, se prepararon liposomas de asolectina; se encontró que la

TbTIM es capaz de unirse a los fosfolípidos de los liposomas y que la unión estabiliza al

dímero.

Los datos sugieren que las interacciones proteína proteína y proteína

membranas biológicas, 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 específico, que han

sido poco estudiadas y se ha ignorado el efecto de las mismas en las reacciones

intracelulares.
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[�“Cada vez me convenzo más de que sólo los poetas pueden escribir sobre la ciencia�”]

Armando Gómez Puyou

INTRODUCCIÓN

INTERACCIONES MACROMOLECULARES

Antecedentes

A finales del siglo XIX, con el descubrimiento de Büchner sobre la fermentación

y el aislamiento de enzimas, se iniciaron los estudios referentes a la organización de

los elementos celulares. En los primeros veinte años del siglo XX, los científicos

concebían a la célula como una �“bolsa de enzimas�”, posteriormente algunos científicos

manifestaron la necesidad de involucrar ideas de organización celular con el fin de

explicar las diferencias entre los eventos in vivo e in vitro. Uno de ellos fue David

Green, quien reportó la existencia de un complejo multi enzimático, constituido por

todas las enzimas del ciclo de Krebs; explicó que las enzimas en este complejo, se

encontraban localizadas de manera única y que por medio de interacciones

macromoleculares se favorecía el flujo de las reacciones en una secuencia dada. En

realidad, lo que Green describía era el espacio intramitocondrial (Green, 1958); sin

embargo tuvo la idea de que existía una organización enzimática con implicaciones en

el metabolismo.

Hace 4 décadas, Keith Porter sugirió que la célula eucariótica está dividida en

una fase rica en proteínas y en una fase acuosa (Porter, 1984). Porter sugirió que la

fase rica en proteínas, además de los elementos usuales del citoesqueleto, está

compuesta por una red de proteínas a la que llamó mosaico microtubular, que

consistía de complejos multi enzimáticos, que de manera reversible, se asocian a F

actina. La existencia del mosaico microtubular comprobó que la célula no es

simplemente una �“bolsa de enzimas�”, sino que gracias a múltiples interacciones

macromoleculares existe una organización celular.

Actualmente, se acepta que las interacciones macromoleculares son

fundamentales en todos los procesos celulares, por ejemplo: el ciclo celular, la

activación de receptores, la transducción de señales, la apoptosis y la acción de las

chaperonas. Sin embargo, se ha dado poca atención a la elevada concentración de
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proteína que existe en la célula y su implicación en las interacciones que puedan existir

entre proteínas no directamente relacionadas en una vía metabólica. Rodríguez

Almazán et al., (2007) reportaron que este tipo de interacción afecta la estabilidad y el

plegamiento de las proteínas. Si estas interacciones se tomaran en consideración se

entendería 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 Aglomeración Macromolecular en la Formación de Interacciones

Macromoleculares.

Las reacciones bioquímicas de los sistemas vivos se llevan acabo en el medio

intracelular que contiene altas concentraciones de macromoléculas. La concentración

tan sólo de proteína se encuentra en el rango de 200 a 400 mg/ml, (Zimmerman et al.,

1993) mientras que en la mitocondria hay una concentración de 560 mg/ml (Srere,

1967, 1981). En tales condiciones, las macromoléculas ocupan una gran fracción del

volumen, alrededor del 20 50 %, lo que resulta en la llamada aglomeración

macromolecular y en el efecto del volumen excluido (figura 1) (Zimmerman et al.,

1993; Minton, 2000; Minton, 2001). La aglomeración macromolecular en la actualidad

se ha considerado como un factor relacionado con las velocidades de reacción y

equilibrio de los eventos que ocurren en el medio intracelular (Minton, 2001; Ellis y

Minton, 2003), es además determinante en la formación de complejos (Svedruzic et

al., 2006) y en la compartamentalización metabólica (Ovádi et al., 2004).

Figura 1. Caricatura del ambiente intracelular magnificado a 1,000,000x.
Representación de una proteína en presencia de aglomeración macromolecular dada
por proteínas solubles, ribosomas y filamentos del citoesqueleto (Minton, 2001).
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Sin embargo, también se puede pensar que el medio aglomerado de la célula

favorece la formación de interacciones no específicas entre moléculas. Éstas 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 esperaría que éstas afecten algunas

de las propiedades fundamentales de las proteínas.

INTERACCIONES PROTEÍNA PROTEÍNA

Tipos de Interacción Proteína Proteína.

Se ha propuesto que hay dos tipos de interacciones proteína proteína, las

obligadas y las no obligadas (Nooren et al., 2003). Cuando las interacciones proteína

proteína son obligadas, los protómeros no se encuentran como estructuras estables

por sí solas, generalmente su función depende de interacción; un ejemplo es el

homodímero HU en Bacillus stearothermophilus. Muchas interacciones hetero

oligoméricas son no obligadas, dado que los protómeros pueden existir

independientemente, un ejemplo son algunos complejos de señalización, interacción

antígeno anticuerpo, receptor ligando o enzima inhibidor. 

Las interacciones proteína proteína también se pueden diferenciar

dependiendo del tiempo que permanece el complejo. Una interacción permanente

usualmente es estable y solamente existe en forma de complejo. A su vez, una

interacción temporal implica la asociación y disociación del complejo; generalmente

es relativamente débil y permite un equilibrio dinámico en solución, donde la

interacción se rompe y se forma continuamente. Un ejemplo de interacciones

temporales son las proteínas G, un complejo heterotrimérico estable al unirse a GDP,

el cual se disocia en las subunidades G y G en presencia de GTP. Es importante

mencionar, que la formación y estabilidad de interacciones proteína proteína

dependen de las condiciones fisiológicas y del ambiente, es decir una interacción

puede ser temporal, pero volverse permanente bajo ciertas condiciones celulares.
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Formación de Interacciones Proteína Proteína.

Se pueden identificar tres factores que ayudan al control de la formación de las

interacciones proteína proteína (Nooren et al., 2003): (i) Localización. Los protómeros

pueden asociarse, dependiendo de su co localización en tiempo y espacio. En la célula,

los protómeros pueden co expresarse o encontrarse en el mismo compartimiento

celular; cuando esto no es así, la difusión o transporte de los protómeros son

esenciales. (ii) La concentración de los protómeros también es importante. Algunos

mecanismos que alteran la concentración local de proteína incluyen: la expresión de

genes, niveles de secreción, degradación de proteínas, difusión y viscosidad del medio.

El anclaje de proteínas a membranas o a otro complejo estructural puede ayudar al

incremento en la concentración local de proteína. (iii) En estos procesos, las

condiciones fisiológicas 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 Ca2+ o el ATP; además, podría verse afectada por cambios

de pH, temperatura o modificaciones post traduccionales como por ejemplo la

fosforilación de proteínas.

INTERACCIONES PROTEÍNA MEMBRANA BIOLÓGICAS

Membrana Lipídica y Proteínas Periféricas.

Los procesos celulares involucran un complejo arreglo de interacciones

proteína proteína y proteína membrana biológica. Múltiples proteínas citoplásmicas

se unen de manera reversible a la membrana celular, por ejemplo; en la transducción

de señales y en el tráfico de membranas. A estas proteínas, se le conoce como

proteínas periféricas y utilizan diferentes estrategias para interactuar reversiblemente

con las membranas biológicas. Algunas pueden tener uno o más dominios

especializados para la unión a membrana, como por ejemplo los dominios PH, FYVE o

C1 (Cho W, et al., 2005). Otras proteínas tienen lípidos unidos covalentemente que

sirven de anclaje a la bicapa lipídica y otras utilizan una parte de su superficie

molecular o estructuras de carácter anfipático.
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Gracias a la cristalización líquida de la bicapa 1,2 dioleoil sn glicerol 3

fosfocolina (Wiener M et al., 1992) se sabe que la bicapa lipídica tiene una estructura

polarizada que consiste en un núcleo central de hidrocarburos flanqueado por dos

regiones interfaciales. La región interfacial representa el 50 % del ancho de cada capa

y presenta heterogeneidad en términos de composición química y polaridad. Es la

polaridad de la región interfacial la que permite a las diferentes proteínas interactuar

con la membrana.

La localización de las proteínas periféricas en la membrana (figura 2), se

puede clasificar en tres grupos: (i) Proteínas tipo S: Que se localizan en la superficie de

la membrana, en la región interfacial (fuera del nivel de los grupos fosfatos) que

interactúan predominantemente con las cabezas polares. (ii) Proteínas tipo I: Este tipo

de proteínas se localiza en la zona de residencia de los fosfatos. (iii) Proteínas tipo H:

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

Figura 2. Estructura de la bicapa de fosfolípidos y localización de proteínas periféricas. (Cho
W & Stahelin RV, 2005)

Las Interacciones Proteína Membranas Biológicas.

Debido a que todas las membranas intracelulares contienen lípidos aniónicos y

la mayoría de las proteínas periféricas, tienen superficies catiónicas, la unión a la

membrana lipídica involucra interacciones electrostáticas. Se ha reportado que las

interacciones no específicas, aunque muchas veces no sean suficientes para anclar una

proteína a la membrana, son necesarias para el encuentro proteína lípido y la función

de proteínas periféricas (Murray D et al., 2002). Las interacciones no específicas

favorecen que residuos de superficie, tanto hidrofóbicos como aromáticos, penetren
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en la interfase y en el núcleo de hidrocarburos, permitiendo posteriormente la

formación de interacciones específicas. Por lo tanto, estos dos tipos de interacciones

no son mutuamente excluyentes, sino que las interacciones electrostáticas no

específicas preceden a las específicas e incrementan la energía de unión de las

proteínas.

LAS INTERACCIONES ESPECÍFICAS ENTRE PROTEÍNAS RELACIONADAS TIENEN UNA

FUNCIÓN METABÓLICA.

La fisiología celular depende de las interacciones macromoleculares (Srere,

2000), las cuales permiten la formación de complejos protéicos y el secuestro de

intermediarios aumentando la eficiencia del sistema metabólico (figura 3). Las

interacciones proteína proteína que ocurren en la matriz mitocondrial se han

estudiado extensamente (Srere, 1987). Uno de los primeros experimentos que

demostraron la interacción secuencial de las enzimas del ciclo de Krebs, fue la

interacción específica de la enzima citrato sintasa con la malato deshidrogenasa en

presencia de PEG (Halper L et al., 1977). Se conocen otras interacciones específicas

que ocurren durante el ciclo: la interacción entre la piruvato deshidrogenasa citrato

sintasa (Sümegi B et al., 1980), malato deshidrogenasa fumarasa (Beeckmans T, 1981)

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

Figura 3. La dilución del contenido celular favorece la disociación de multicomplejos.
En el ambiente concentrado del citosol se forman complejos multienzimáticos (no covalentes)
que permiten el transporte eficiente de los productos. Al diluir el contenido celular se rompen
los niveles de organización favoreciendo la disociación de interacciones entre proteína
proteína o proteína estructura celular (Nelson y Cox, 2008).
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Spivey y su grupo, demostraron que ocurre la canalización 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 solución, la aspartato

amino transfersa secuestra el oxaloacetato libre impidiendo la formación 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 síntesis 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 Å,

sugiriendo la existencia de un túnel electrostático que facilita la difusión del

oxaloacetato, cargado negativamente, de sitio activo a sito activo (Elcock et. al., 1997).

Se ha reportado que la enzima glucolítica, triosafosfato isomerasa (TIM)

interactúa con estructuras intracelulares (Walsh et al., 1989; Knull H et al., 1992; Orosz

et al., 2000; Orosz et al., 2001) y proteínas. Particularmente, se reportó que la TIM

junto con la enzima gliceraldehído 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 ESPECÍFICAS ENTRE PROTEÍNAS NO RELACIONADAS

INCREMENTAN LA ESTABILIDAD Y FORMACIÓN DE LAS PROTEÍNAS

Rodríguez Almazán et al. (2007) encontraron que ocho proteínas, de diferente

peso molecular y punto isoeléctrico, al interactuar con la enzima triosafosfato

isomerasa de Trypanosoma brucei (TbTIM), desnaturalizada por Gdn HCl, aumentan la

reactivación de la enzima, debido a que las ocho proteínas inducen la estabilidad de la

TbTIM (figura 4). En el trabajo se discute que la interacción que ocurre entre la TbTIM

y las ocho proteínas no relacionadas es relativamente inespecífica, es decir, esta

interacción es distinta a la interacción proteína ligando o proteína proteína que ocurre

en las reacciones de transducción de señales. Se hace notar que en la vía de

reactivación de la TbTIM, las proteínas interactúan preferentemente con el dímero, ya

que si no fuera así, no se formarían dímeros activos. La preferencia por un tipo de
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conformación demuestra un cierto nivel de especificidad. Estos datos sugieren que las

numerosas interacciones proteína proteína que ocurren en el medio intracelular son

fundamentales para la estabilización y formación de las enzimas.

Figura 4. Efecto de diferentes proteínas en la formación y estabilización del dímero
de TbTIM. A. Reactivación de TbTIM en ausencia y presencia de 19 g/ml de diferentes
proteínas. Con las proteínas de mayor masa se obtiene mayor reactivación. B. La
TbTIM nativa se incubó en presencia y ausencia de 19 g/ml de diferentes proteínas.
Todas las proteínas estabilizan al dímero (Rodríguez Almazán et al., 2007). BSA:
Albumina de suero de bovino; ADH: alcohol deshidrogenasa; DNasa:
deoxiribonucleasa; Ovo: ovoalbúmina; Hex: hexocinasa; Lys: lisozima; CytC: citocromo;
RNasa: ribonucleasa.
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ENZIMAS MODELO

Triosafosfato Isomerasa (TIM).

La TIM es una enzima glucolítica, que cataliza la isomerización reversible de

gliceraldehído 3 fosfato y dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a través del intermediario

cis enediol (Knowles J, 1991).

El gliceraldehído 3 fosfato (G3P) es de las dos triosas (G3P y DHAP), la única

que continúa la glucólisis para obtener piruvato y ATP. La TIM se encuentra en todas

las especies y está presente en todos los tejidos. Su deficiencia en humanos es causa

de anemia crónica y daño neuromuscular.

Características Estructurales y Mecanismo Catalítico de la TIM.

La TIM es un homodímero, conformado por dos subunidades de

aproximadamente 27 a 28 kDa (figura 5A). Tiene una estructura de barril uno de

los plegamientos más comunes en las proteínas. Consiste de 8 hebras rodeadas de 8

hélices unidas entre sí por asas. Las hebras se componen de aminoácidos de

carácter hidrofóbico que se localizan en el interior del barril y que a su vez están

rodeadas por hélices de carácter anfipático (Nagano N et al., 2002).

Aún cuando cada monómero contiene los aminoácidos que forman el sitio

activo, la TIM es catalíticamente activa únicamente en su conformación 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 dímero

de TIM, participa de manera predominante el asa 3 o asa de interfase (residuos 71 78),
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que 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 catalíticos de la TbTIM son la Lys13, His95 y Glu165, estos residuos

son los encargados de unir al sustrato (figura 5B). La Lys13 es el residuo responsable de

la especificidad por los sustratos naturales (G3P y DHAP) y varios análogos del sustrato

que existen en forma fosforilada (Belasco J et al., 1978) ya que la carga positiva de la

Lys permite la unión del sustrato al sitio activo (Lodi P et al., 1994). El Glu165 e His 95

actúan como ácidos y bases generales, el Glu165 se localiza de manera ideal (Knowles J,

1991) permitiendo la abstracción de un protón del C1 de DHAP o del C2 del G3P,

mientras el anillo imidazol de la His95 es un catalizador electrofílico, que polariza al

grupo carbonilo del sustrato.

A B

Figura 5. Estructura y sitio catalítico de la TIM. A. En amarillo se muestran los residuos
conservados, que corresponden al sitio activo y otros residuos de importancia
estructural. Cada monómero tiene un sitio activo. B. Residuos catalíticos, Glu165

cercano al asa 6 (azul obscuro) en conformación cerrada debido a la entrada del
sustrato (rojo y magenta), la Lys cercana a la otra subunidad del dímero (verde).

Durante la catálisis, el asa 6 (residuos 170 180) se mueve 7 Å de una posición

abierta en ausencia de ligando a una posición cerrada en presencia de sustrato o

análogo del sustrato en el sitio activo (Lolis, 1990). El asa 6 impide la entrada de agua

al sitio activo y forma un puente de hidrógeno entre la Gly174 del asa y el grupo fosfato

del intermediario, impidiendo la liberación de éste y su descomposición a metilglioxal y

fosfato. Por lo tanto, el asa 6 es responsable de asegurar la conversión eficiente del

sustrato al producto y estabilizar al intermediario de la reacción.



 13

Desamidación de la TIM.

Una gran variedad de estudios in vitro e in vivo han demostrado que la TIM se

desamida de manera espontánea y específica en la Asn71 y Asn15 a Asp. La

desamidación de la Asn71 ocurre en la interfase del dímero, en el asa 3, la

desamidación de éste residuo en una subunidad lleva a la subsecuente desamidación

de la Asn15, 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 jóvenes, las isoformas son reconocidas y

degradadas, mientras que en células viejas la isoforma desamidada no es fácilmente

reconocida y degradada favoreciendo su acumulación (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 desamidación de la Asn71 (Sun et al.,

1992). Es decir, entre mayor sea el número de eventos catalíticos, mayor será la

desamidación y degradación.

Lactato Deshidrogenasa (LDH).

Un claro ejemplo de isoenzimas es la lactato deshidrogenasa (LDH); las

isoenzimas se derivan de distintos genes que se traducen a proteínas con secuencias y

actividades similares, pero cada una con propiedades cinéticas y de regulación.

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

estereoespecíficamente, interconvierte el piruvato en lactato y el NADH en NAD+.
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Esta reacción, participa en la fermentación anaeróbica homoláctica, y forma

parte importante en la regeneración de NAD+, permitiendo la continuación de la vía

glucolítica.

La mayoría de los mamíferos expresan varias isoenzimas de LDH, las dos

formas principales son la forma M (M4 LDH) que se localiza en músculo esquelético e

hígado y la forma H (H4 LDH) que predomina en músculo cardiaco. Un tercer tipo

conocido como la forma X, se presenta únicamente en testículo. La identidad entre los

aminoácidos 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 M4

muestra una KM para el piruvato alrededor de 3 10 veces mayor que la forma H4.

Debido a que la estructura de las isoenzimas M y H se encuentran altamente

conservadas es posible la formación de híbridos entre éstas (H4, MH3, M2H2, M3H Y M4

(Clarke A et al., 1998).

Se ha cristalizado la LDH de varios organismos incluyendo Bacillus

stearothermophilus (Piontek et al., 1990), Bifidobacterium longum (Iwata et al., 1993),

Plasmodium falciparum (Dunn et al., 1996), cerdo (Grau et al., 1981) y humano (Read

et al., 2000).

Características Estructurales y Mecanismo Catalítico de la LDH.

La enzima LDH es un tetrámero formado por cuatro subunidades de

aproximadamente 35 kDa, donde cada subunidad es capaz de unir una molécula de

coenzima. (figura 6A). El monómero consta de: un dominio grande con plegamiento

tipo �“Rossmann�”, sitio de unión al cofactor y otro dominio con plegamiento donde

se localiza el sitio de unión al sustrato. Éste último dominio consiste en 4 hebras y 3

hélices , mientras que el dominio grande está formado por 6 hebras paralelas entre

sí y en posición central, flanqueadas por 3 hélices en cada lado. Al final de éstas 6

hebras se une el cofactor por medio de los residuos His195, Asp168, Arg171 y Thr246,

residuos que contribuyen en la geometría catalítica del sitio activo (figura 6B). La

cavidad a la que se une el sustrato se localiza en la interfase de los dos dominios.

La unión del sustrato al sitio activo ocurre de manera ordenada, posterior a la

formación del complejo binario LDH/NADH. La unión del sustrato ocurre dentro de una

cavidad, que provee la His195 y la Arg171; esta última 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 móvil�”, se cierra sobre la entrada del sitio activo y la Arg109 del �“asa

móvil�” forma un puente de hidrógeno 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 geometría adecuada para la reacción catalítica (Deng et al., 1994; McClendon

et al., 2005). Se considera que el cierre del �“asa móvil�” sobre la cavidad del sitio activo

es el paso limitante de la catálisis, ocurriendo en un tiempo de ~1 10 ms (Dunn et al.,

1991).

A B

Figura 6. Estructura y sitio catalítico de la LDH. A. Estructura tetramérica de la LDH de
humano, el cofactor y el análogo del sustrato (oxamato) se muestran en azul. El NH2 terminal
formado de 20 aminoácidos, se encarga de envolver a la subunidad adyacente. B. Arreglo de
los grupos que reaccionan con el sustrato en el sitio activo. La catálisis se resume de la
siguiente manera: 1) Se une el cofactor NADH y ocurre la formación de interacciones que
permitan posicionar correctamente el hidrógeno del C4 del NADH al C2 del sustrato; 2)
estabilización de cargas negativas del oxígeno de la cetona del sustrato que surgen en estado
de transición, por cargas electrostáticas con la His195 y Arg109. Éste último residuo está en el asa
móvil; 3) catálisis ácido/base, facilita la transferencia de un protón entre la His195 y el oxígeno
del sustrato. La His195 protonada se estabiliza por el Asp168 ( Mc Clendon et al., 2005).

Plegamiento de la LDH.

Todas las funciones y actividades biológicas requieren que sus proteínas se

plieguen en estructuras apropiadas y ensamblen en complejos específicos para llevar a

cabo sus actividades biológicas. El plegamiento de las proteínas es un proceso de

múltiples pasos que resulta en la estructura de menor energía libre.
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Anfinsen (1961) demostró que la ribonucleasa pancreática de bovino puede

renaturalizarse espontáneamente a partir de una proteína desnaturalizada: es decir la

estructura tridimensional de una proteína depende de la estructura primaria y de las

interacciones con el medio fisiológico. La ruta de plegamiento para cada proteína es

distinta, sin embargo la formación de estructuras nativas está gobernada por las

mismas interacciones físicas.

Utilizando experimentos de entrecruzamiento en LDH, se ha demostrado que la

formación del dímero (2M M2) es la reacción predominante en la vía de

plegamiento de la LDH, indicando que los intermediarios representan la población

predominante en condiciones de baja concentración de proteína o baja concentración

de desnaturalizante (Jaenicke, 1987).

Esquema I

Se ha demostrado que en la vía de reconstitución, tanto el monómero como el

intermediario dimérico son catalíticamente inactivos, la asociación del monómero

estructurado (4M) al dímero (2M2) es rápida y la dimerización del dímero (2M2

M4) se acompaña de un incremento de actividad catalítica (Jaenicke, 2000).

Citrato Sintasa (CS)

La CS es una enzima que se encuentra en la mayoría de los seres vivos y juega

un papel clave en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Cataliza la condensación de

acetil CoA con oxaloacetato, para formar citrato; es la única enzima del ciclo de Krebs

que puede catalizar la formación de un enlace carbono carbono.
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El citrato, además de ser un sustrato para el ciclo de Krebs, es un donador del

grupo acetilo para la formación de acetil CoA, esta reacción se lleva a cabo gracias a la

enzima ATP citrato liasa. En células eucarióticas 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 corazón de cerdo es un dímero, cada subunidad

está formada por 437 aminoácidos (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

proteolíticos aumenta.

Características Estructurales y Mecanismo Catalítico de la CS.

De los 437 aminoácidos que forman la subunidad de la CS el 75 % se encuentra

en segmentos hélice, el resto de la estructura consiste en segmentos irregulares y

pequeñas hebras formadas de 13 aminoácidos. Cada subunidad consiste de dos

dominios: un dominio grande formado por 15 hélices donde las hélices F,G,M y L

son las encargadas del contacto entre subunidades y un dominio pequeño formado de

5 hélices (N,O,P,Q y R) (figura 7A).

Gracias a la cristalización por difracción 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 unión del segundo

sustrato, la acetil CoA. La unión de sustratos provoca la rotación del dominio pequeño

en relación al dominio grande. Posterior a la formación de citril CoA en el sitio activo,

ocurre el segundo cambio conformacional que induce la hidrólisis del tioester,

liberando CoA SH (figura 7B).

La catálisis se puede dividir en tres reacciones: (i) enolización del grupo tioester

del acetil CoA por la abstracción de un protón del grupo acetilo para formar enolato

(Buckel et al., 1969); (ii) condensación del anión enolato con el grupo carboxilo del

oxaloacetato formando citril tioester (Eggerer et al.,1963); (iii) hidrólisis del citril

tioester para la formación de citrato y coenzima A (Eggerer et al., 1964) (figura 7C).
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Figura 7. Estructura y sitio catalítico de la CS. A. Empaquetamiento de hélices
(Wiegand & Remington, 1986) B. En la izquierda se muestra la CS de porcino en su
conformación abierta en presencia de citrato (rojo), a la derecha la CS en
conformación cerrada en presencia de ambos sustratos (verde) (Remington et al.,
1982); C. El Asp375 abstrae un protón del grupo metilo del acetil CoA formando
enolato, el enolato se estabiliza por medio de la protonación por la His274. El enolato
se rearregla para atacar al carbono del carbonilo del oxaloacetato y la His274 abstrae el
protón que previamente había donado. La His320 actúa como un ácido general. El
resultado es la formación de citril CoA por medio de una reacción de condensación.
Finalmente, se hidroliza el tioester regenerando CoA SH y produciendo citrato
(Remington et al., 1990).

A B

C
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OBJETIVOS

Este trabajo tiene tres objetivos principales:

1) Determinar el papel de las interacciones proteína proteína en la reactivación y

estabilidad de las estructuras nativas de la lactato deshidrogenasa (LDH) y

citrato sintasa (CS).

a) Determinar el efecto de diferentes proteínas con distinto peso

molecular y punto isoeléctrico en la estabilidad y reactivación de la LDH y

CS.

b) Determinar si el efecto de estabilización de la LDH, por la interacción de

diferentes proteínas, es aditivo.

2) Determinar si la interacción proteína proteína de las enzimas LDH y CS con la

TbTIM afecta la desamidación de esta última.

3) Determinar el papel de las interacciones proteína membranas biológicas de

tipo no específico en la estabilidad del dímero de la TIM de distintas especies. Las

membranas biológicas que se utilizaron en este trabajo son: vesículas invertidas de

eritrocito de humano; también se emplearon liposomas.

a) Determinar la unión de TbTIM a vesículas invertidas y a liposomas.

b) Caracterizar la interacción de TbTIM a las vesículas invertidas. Se

estudiará si la unión de TbTIM a vesículas es saturable y si la unión es de

naturaleza electrostática.

c) Determinar la unión de TIMs de diferentes especies a vesículas

invertidas.

d) Determinar si la ocupación por sustrato o inhibidor competitivo del sitio

activo de la TbTIM altera su capacidad de unión a las membranas

biológicas.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Proteínas:

TIMs. Las TIMs de Saccharomyces cerevisiae (ScTIM) y de músculo de conejo

(Oryctalogus cuniculus, OcTIM) se obtuvieron de Sigma Aldrich. La sobre expresión y

purificación de las TIMs de Trypanosoma brucei (TbTIM), Trypanosoma cruzi (TcTIM),

Leishmania mexicana (LmTIM), Giardia lamblia (GlTIM), Homo sapiens (HsTIM) se

realizó según la literatura (Borchet et al., 1993; Ostoa Saloma et al., 1997; Kohl et al.,

1994; López Velázquez et al., 2003, Rodríguez Almazán et al., 2008, respectivamente.)

Después de su purificación todas las enzimas se mantuvieron a 4°C como precipitado

en 70% de saturación de sulfato de amonio diluido en amortiguador que contenía 100

mM de trietanolamina (TEA), 10 mM de EDTA y 1 mM de ditiotreitol (DTT) a pH de 7.4;

este amortiguador se llamará TED. Para los experimentos, la suspensión se centrifugó a

8 000 rpm durante 10 minutos y la pastilla se disolvió en amortiguador TED y se dializó

contra el mismo amortiguador a 4°C.

LDH. La LDH de músculo de porcino se obtuvo de Roche Diagnostics, esta

enzima se encuentra en una suspensión 3.2 M de sulfato de amonio a un pH

aproximado de 6.5. Para los experimentos, se centrifugó la suspensión a 5 000 rpm

durante 15 minutos, se recuperó la pastilla y se diluyó en amortiguador que contenía:

0.1 M de fosfato de sodio monobásico, 10 mM de EDTA y 1 mM de DTT, se referirá

para fines prácticos como amortiguador estándar. Se dializó contra el mismo

amortiguador a 4°C.

CS. La CS de corazón de porcino se obtuvo de Sigma Aldrich, la enzima se

encuentra en una suspensión 2.2 M de sulfato de amonio a un pH de 7. Para los

experimentos, se centrifugó la suspensión a 5 000 rpm durante 15 minutos, se

recuperó la pastilla y se diluyó en amortiguador que contenía 0.1 M de Tris HCl a un

pH de 7.4. Se dializó contra el mismo amortiguador a 4°C.

La albúmina de suero de bovino fracción V, se compró de la compañía Sigma.

Actividad enzimática. Los ensayos de actividad se midieron en un

espectrofotómetro UV Visible (Varian) a 25 °C. La actividad enzimática específica se

expresó en mol/min/mg.

TIMs. La reacción se inició con la adición de TIM, generalmente 5 ng, en 1 ml de

mezcla de reacción que contenía: amortiguador TED, 1 mM de gliceraldehído 3 fosfato
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(G3P), 0.2 mM de NADH (Roche Diagnostics) y 0.9 unidades de glicerolfosfato

deshidrogenasa ( GDH) a un pH de 7.4. La actividad se determinó en la dirección de

G3P a DHAP, este último se acopló a la enzima GDH, seguido por la oxidación del

NADH a NAD+ (Rozacky et al., 1971) (Esquema II). La velocidad de producción de DHAP

es equivalente a la velocidad de oxidación del NADH que se produce por una

disminución en la absorbencia a 340 nm =6.22x103 M 1cm 1).

Esquema II

LDH. La reacción se inició con la adición de 50 ng de LDH a 1 ml de mezcla que

contenía: amortiguador estándar, 0.74 mM de ácido pirúvico (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

reacción enzimática de la TIM, se mide la velocidad de oxidación del NADH a NAD+.

CS. La reacción se inició con la adición de 75 ng de CS a 1 ml de mezcla que

contenía: 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 ácido benzóico,

DTNB) de Sigma Aldrich. La citrato sintasa cataliza la conversión de oxaloacetato +

acetil CoA citrato + CoA SH, este último producto se acopló a la reducción de

DTNB a TNB2 ; el cual absorbe a 412 nm. (Margunov et al., 1998). El progreso de la

reacción se siguió midiendo el incremento en la absorbencia.

Determinación de la concentración de proteína. La concentración de proteína

se determinó espectrofotométricamente a una longitud de onda de 280 nm. En todas

las determinaciones de proteína se consideró el coeficiente de extinción molar de cada

enzima (Abs2800.1%=g/L), siendo para TbTIM 1.3 g/L, TcTIM 1.34 g/L, LmTIM 1.35g/L,

ScTIM 0.954 g/L, OcTIM 1.26 g/L, GlTIM 0.954 g/L, LDH de músculo de cerdo 1.4 g/L y

CS de corazón de porcino 1.76 g/L. Para la determinación de proteína de vesículas

invertidas se utilizó el método de Bradford a una longitud de onda de 595 nm.
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Desnaturalización y reactivación de LDH. La LDH se desnaturalizó incubando

500 g/ml de proteína en 6 M de hidrocloruro de guanidina (Gdn HCl)/amortiguador

estándar a 25°C durante 15 minutos. Para la reactivación se tomaron alícuotas de la

mezcla anterior y se diluyeron hasta 1 g/ml en la mezcla de reactivación que

contenía: amortiguador estándar (sin desnaturalizante), con y sin las proteínas por

estudiar. Después de la dilución se tomaron alicotas a diferentes tiempos y se

determinó actividad.

Estabilidad de la LDH y CS. Se incubaron diferentes concentraciones de LDH y

CS (0.5 g/ml, 1 g/ml, 2.5 g/ml, 5 g/ml y 10 g/ml) en amortiguador estándar y Tris

0.1M, respectivamente, a 25°C durante 24 horas. Cada una de las concentraciones se

incubó en ausencia y presencia de otra proteína, generalmente 50 g/ml. La LDH se

incubó con las siguientes proteínas: CS, TbTIM, HsTIM, ScTIM y BSA, mientras que la CS

se incubó en presencia de la LDH y TbTIM. Al término de la incubación se midió

actividad.

Desamidación de TbTIM. Se incubaron 200 g/ml de TbTIM en presencia y

ausencia de 1 mg/ml de LDH y CS en un amortiguador que contenía: TEA 50 mM y 5

mM de EDTA a un pH de 9, al que llamaremos TE 50 mM. Este ensayo se realizó en

ausencia y en presencia de 0.2 mM de G3P y la incubación tuvo una duración 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

incubación se cargaron 10 g de TbTIM en un gel nativo.

Identificación de la desamidación de la TbTIM. La desamidación de la TbTIM,

se identificó 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 utilizó fue: imidazol 153 mM y Hepes 400 mM a pH de 7; el pH

neutro del amortiguador permite que la TbTIM (pI de 9.08) adquiera carga positiva y

migre hacia el polo negativo o cátodo ( ) (Zomosa Signoret et al., 2003). Las proteínas

en el gel se tiñeron con azul de Coomassie.

Preparación de membranas biológicas.

a) Vesículas invertidas de eritrocito de humano. Las vesículas invertidas se

prepararon según Steck et al., (1974); esta técnica permite la obtención de vesículas

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 frío, que contenía 0.5 mM de fosfato de sodio, pH 8.0 8.2. Las

vesículas invertidas se separan de las vesículas 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 preparación, se mantuvieron a 4°C durante

un máximo de 7 días.

Figura 8. Preparación de vesículas invertidas. Los eritrocitos tienden a romperse en un
solo sitio, al romperse se libera el contenido celular dando lugar a la formación de fantasmas
no sellados. Las vesículas más pequeñas se forman por medio de la disrupción mecánica de los
fantasmas no sellados; la orientación dependerá de la fuerza iónica usada durante la
disrupción y el sellado de los mismos (Alberts et al., 2001).

b) Liposomas. Los liposomas se prepararon con asolectina (Fluka, Biochemika)

según Hackenbrock et al., (1986). La asolectina contiene proporciones equivalentes de

lecitina, cefalina y fosfatidilinositol y, en menor proporción, otros fosfolípidos. Los

liposomas se suspendieron en un amortiguador que contenía 20 mM de TEA, 1 mM de

EDTA y 1 mM de DTT, para fines prácticos se referirá como amortiguador TED 20 mM,

a pH de 7.4. La mezcla se sonicó hasta obtener una mezcla translúcida, posteriormente

el pH se ajustó a 7.4. Se mantuvieron a 4°C.

Estabilidad de TbTIM en presencia de vesículas invertidas. Se incubaron

diferentes concentraciones de TbTIM nativa (0.1 g/ml, 0.25 g/ml, 0.5 g/ml, 0.75

g/ml, 1 g/ml, 5 g/ml y 10 g/ml) en ausencia y presencia de 80 g/ml de proteína

de vesículas invertidas en amortiguador TED 20 mM durante 2 horas a 25 °C. Al

término de la incubación se midió la actividad.

Unión de TbTIM a membranas biológicas.

a) Vesículas invertidas. La TbTIM (0.25 y 5 g/ml) se incubó durante 30

minutos con las vesículas invertidas en amortiguador TED 20 mM. Posteriormente la

mezcla se centrifugó por 40 minutos a 28, 000 rpm y se determinó actividad en la
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pastilla y sobrenadante. La actividad se expresó en porcentaje, el 100 % de actividad

se consideró como la suma de la actividad en la pastilla y en el sobrenadante.

b) Liposomas. La TbTIM (5 g/ml) se incubó con 20 l de liposomas en

amortiguador TED 20 mM a un pH de 7.4, durante 30 minutos. Posteriormente se

centrifugó a 40, 000 rpm durante 60 minutos y se midió actividad en el sobrenadante y

en la pastilla.
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RESULTADOS

Efecto de la TbTIM en la reactivación de la LDH. Rodríguez Almazán et al.

(2007) estudiaron el efecto de las interacciones proteína proteína en la reactivación de

la TbTIM en presencia de ocho proteínas diferentes (figura 4). Se observó que las ocho

proteínas aumentan la reactivación de la TbTIM, posterior a la desnaturalización en 6

M de Gdn HCl. Esto dio la pauta a pensar que en el ambiente celular ocurren

numerosas interacciones proteína proteína y que éstas pueden afectar el plegamiento

de las proteínas, desviando el equilibrio de la reacción hacia la conformación activa.

Partiendo de este antecedente, surgió la pregunta sobre si este incremento en

la reactivación observado en la TbTIM también ocurría con otra enzima que

presentaran diferente grado de oligomerización y características. A continuación se

reportarán los resultados obtenidos al reactivar a la enzima LDH en ausencia y

presencia de TbTIM y otras proteínas.

Según el esquema III, la reacción de asociación de la LDH es dependiente de la

concentración de proteína; a mayor concentración de proteína, mayor será la

asociación de los monómeros a dímeros y a tetrámero.

Esquema III

donde M: monómero, D: dímero y T: tetrámero.

Se desnaturalizó a la LDH en 6M de Gdn HCl, posteriormente la concentración

de Gdn HCl se diluyó 100 veces, lo que permite la reactivación de la enzima. La

reactivación se llevó a cabo a diferentes concentraciones de LDH en el medio de

reactivación por 22 horas, al final de las cuales, se determinó la actividad (figura 9A).

Se observó que a una concentración de 1 g/ml no hay reactivación de la LDH, sin

embargo, al aumentar la concentración de LDH a 2.5 g/ml y 10 g/ml aumentó la

reactivación un 7 % y 10 % respectivamente. Cuando la reactivación de la LDH se

midió en presencia de 75 g/ml de TbTIM se observó un incremento en la formación

de tetrámeros activos: a 1 g/ml de LDH se observó una reactivación del 5 % mientras

que a 2.5 g/ml y 10 g/ml se alcanzó una reactivación del 15 %. Se eligió la
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concentración de 75 g/ml de TbTIM, con base en que a esta concentración se obtuvo

el valor máximo de reactivación de 1 g/ml de LDH (figura 9B). Posteriormente, se

decidió reactivar 1 g/ml de LDH en presencia y ausencia de 75 g/ml de TbTIM y se

determinó la actividad a diferentes tiempos (1, 2, 22, 44 y 72 horas). En ausencia de

TbTIM, la enzima se reactivó el ~3 %; en presencia de TbTIM la enzima presentó una

máxima reactivación a las 22 horas del 13 % (figura 9C).

Es importante mencionar que la concentración final de Gdn HCl en el medio de

reactivación afecta considerablemente la reactivación de la LDH (Zettlmeissl G, et al.,

1979). En el caso de la figura 9A, se incubó 1 g/ml de LDH en presencia de 75 g/ml

de TbTIM y 120 mM de Gdn HCl y se observó una reactivación del 5 %, mientras que en

la figura 9 B y C se incubó 1 g/ml de LDH en presencia de 75 g/ml de TbTIM y 12 mM

de Gdn HCl y se observó una reactivación del 13 %. Para confirmar el efecto de la

concentración de Gdn HCl en la reactivación de 1 g/ml LDH, se incubaron diferentes

concentraciones Gdn HCl y se encontró que conforme aumenta la concentración del

agente caotrópico disminuye la reactivación de la LDH (No se muestra este dato) (Gerd

et al., 1979).

A B

Figura 9. Efecto de la TbTIM en la reactivación
de la LDH. A. Reactivación de diferentes
concentraciones de LDH (1, 2.5, 7.5 y 10 g/ml) en
ausencia y presencia de 75 g/ml de TbTIM (24 horas
de incubación). La concentración final de Gdn HCl en
el medio de reactivación fue de 120 mM. B.
Reactivación de 1 g/ml de LDH en ausencia y
presencia de diferentes concentraciones de TbTIM
(15, 25, 55 y 75 g/ml) (22 horas de incubación). C.
Reactivación de 1 g/ml de LDH en ausencia y
presencia de 75 g/ml de TbTIM, se midió actividad
en diferentes tiempos (1, 2, 22, 44 y 72 horas). En B y
C la concentración final de Gdn HCl en el medio de
reactivación fue de 12 mM.
 

C
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Estabilidad de la LDH y CS en ausencia y presencia de otras proteínas. De

acuerdo a los resultados anteriores, la presencia de TbTIM en el medio de reactivación,

favorece la formación del estado nativo de la LDH. Rodríguez Almazán et al., (2007)

reportaron que la reactivación del dímero de TbTIM se ve favorecida en presencia de

BSA, debido a que la BSA interactúa preferentemente con el dímero y provoca la

estabilidad del mismo, favoreciendo el equilibrio de la reacción hacia los dímeros

activos. Para estudiar si la reactivación 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 g/ml de TbTIM; también se ensayó

el efecto de la CS a una concentración de 50 g/ml (figura 10A). El tetrámero de LDH

se disocia a concentraciones por debajo de su constante de asociación favoreciendo la

población de dímeros y monómeros que se encuentran en constante equilibrio. Por lo

tanto en estos experimentos se estudió si la presencia de TbTIM y CS desvían el

equilibrio hacia la formación del tetrámero activo al interactuar con este.

Los resultados indicaron que, en ausencia de TbTIM o CS, la actividad

específica de la LDH disminuye conforme se reduce la concentración de enzima,

mientras que en presencia de TbTIM o CS la actividad específica de la LDH se mantuvo

al nivel máximo. Esto sugiere que la TbTIM y CS estabilizan al tetrámero, favoreciendo

el desplazamiento de la reacción hacia la conformación activa (figura 10A).

Resultó de interés estudiar si la LDH además de interactuar con la TbTIM y CS,

tiene la capacidad de interactuar con otras proteínas que poseen distintos puntos

isoeléctricos y masas moleculares (figura 10B). Para esto se evaluó si la interacción de

la LDH con diferentes proteínas afecta la estabilidad del tetrámero. Se incubaron

durante 24 horas 0.5 g/ml de LDH en presencia de 50 g/ml de cada proteína, al

término de la incubación se determinó la actividad. Las proteínas que se estudiaron

fueron: TIMs de diferentes especies (TbTIM, HsTIM y ScTIM), CS de corazón de porcino

y albumina de suero de bovino (BSA).

A 0.5 g/ml de LDH en ausencia de proteínas, se observó que la enzima perdía

su actividad. Sin embargo, en presencia de las otras proteínas se observó una pérdida

de actividad máxima del 10 %, indicando que la LDH tiene la capacidad de interactuar

con varias proteínas y que estas incrementan la estabilidad del tetrámero (figura 10B).
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Un tercer experimento se realizó, incubando diferentes concentraciones de CS

en presencia y ausencia de 50 g/ml de TbTIM y LDH (figura 10C). Al igual que la LDH,

a bajas concentraciones de CS se observó pérdida de actividad. Sin embargo, en

presencia de TbTIM y LDH la actividad de la CS se mantuvo en el nivel máximo, lo que

indica que la interacción de las proteínas con la CS desvía el equilibrio hacia la

formación de dímeros activos.

Figura 10. Estabilidad de la LDH y CS en presencia y ausencia de distintas proteínas.
A. Se incubaron diferentes concentraciones de LDH en presencia y ausencia de 75 g/ml de
TbTIM y 50 g/ml de CS. Se consideró como 100 % a la actividad inicial que fue de 416
mol/min/mg. B. Estabilidad de 0.5 g/ml de LDH en ausencia y presencia de 50 g/ml

diferentes proteínas: ( ) TbTIM, ( ) HsTIM, ( ) ScTIM, ( )CS y ( ) BSA. Se
consideró como 100 % a la actividad inicial que fue de 370 mol/min/mg. C. Se incubaron
diferentes concentraciones de CS en presencia y ausencia de 50 g/ml de LDH y TbTIM. Se
consideró como 100 % a la actividad inicial que fue de 108 mol/min/mg.
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Características de la estabilización de la LDH en presencia de varias proteínas.

De acuerdo a los resultados anteriores, y ya que en el ambiente intracelular existe gran

heterogeneidad de proteínas, surgió la pregunta sobre si la estabilidad que inducen las

diferentes proteínas al tetrámero de LDH es aditiva. Se incubaron 0.5 g/ml de LDH en

ausencia y presencia de diferentes proteínas durante 24 horas. Las proteínas que se

eligieron fueron la ScTIM, albumina de suero de bovino (BSA) y CS de corazón de

porcino. Se observó que, en ausencia de proteínas, la LDH (0.5 g/ml) mantuvo el 14 %

de la actividad con respecto a la actividad inicial. En presencia de ScTIM, BSA y CS, se

observó un incremento en la estabilidad de la LDH, manteniendo el 41 %, 53 % y 50 %

de actividad respectivamente. Al incubar las tres proteínas con la LDH en la misma

mezcla, se conservó el 89 % de la actividad, indicando que la suma de las interacciones

de diferentes proteínas incrementan e inducen la estabilidad del tetrámero en relación

a la interacción de las proteínas por separado (figura 11).

Figura 11. El efecto de distintas proteínas en la estabilidad de la LDH es aditivo. Se

incubaron 0.5 g/ml de LDH en ausencia ( ) y presencia de 0.4 g/ml de ScTIM ( ),

BSA ( ) y CS ( ). Por último se incubó a la LDH con las tres proteínas en la misma

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

La desamidación de la TbTIM en ausencia y presencia de LDH y CS. El

ambiente aglomerado y heterogéneo del medio intracelular puede ocasionar la

interacción de múltiples proteínas 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 Asn15 y Asn71. Partiendo de este hecho, se exploró el

efecto de las interacciones proteína proteína en la desamidación de la TbTIM, con el

ScTIM BSA CS ScTIM+BSA+CS
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objeto de estudiar si la interacción entre la TIM y proteínas no relacionadas previenen

la desamidación de las Asn. La interacción podría ocasionar la disminución de

accesibilidad al solvente, previniendo la modificación de los residuos.

Se incubaron 200 g/ml de TbTIM en presencia de 1 mg/ml de LDH y CS

durante 12 horas (la técnica se describe en la sección de materiales y métodos). Al

término de la incubación se identificó a las proteínas y sus isoformas utilizando

técnicas de electroforesis en geles nativos y tinción con azul de Coomassie. La LDH y CS

no interfieren con la migración e identificación de la TbTIM, debido a que su migración

es claramente diferente.

Al incubar a la TbTIM en condiciones donde se favorece la desamidación, se

observó la formación de isoformas y en consecuencia la disminución 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

desamidación de la enzima, pero esta vez, en presencia de LDH y CS, se observó un

aumento de la movilidad electroforética, posiblemente debido a que la LDH y CS

ejercen un efecto protector sobre la TbTIM, disminuyendo la desamidación.

Ánodo (+)

Cátodo ( )

Figura 12. La desamidación de la TbTIM en ausencia y presencia de proteínas. La
TbTIM (200 g/ml) se incubó 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 cátodo. En presencia de G3P, se observó la aparición de
isoformas y la disminución en la movilidad electroforética; sin embargo cuando a la
mezcla se añadió 1 mg/ml de LDH y CS, se observó un aumento en la movilidad
electroforética sugiriendo la disminución de isoformas desamidadas.

TbTIM + + + + + +

LDH +

CS +

G3P + + + +
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TbTIM con Vesículas Invertidas

Estabilidad de los dímeros de TbTIM al interactuar con vesículas invertidas. Se

ha reportado que la TIM tiene la capacidad de interactuar con varias proteínas y

estructuras celulares como microtúbulos, 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 unión

a membranas de eritrocito que una TIM normal (Orosz et al., 2001). En nuestro

laboratorio Rodríguez Almazán et al., (2007) reportaron que la interacción de la TbTIM

con varias proteínas induce la estabilidad de la estructura nativa de la TbTIM. Fue

entónces que surgió la interrogante sobre si la TIM tiene la capacidad de interactuar

con membranas biológicas y así aumentar su estabilidad.

La TbTIM es una enzima dimérica, debido a esto cuando la enzima se expone a

concentraciones por debajo de su constante de asociación, el dímero se disocia a

monómeros y pierde actividad. La actividad observada al final de la incubación refleja

la cantidad de dímeros activos que quedan en la mezcla. A concentraciones menores

de 5 g/ml se observó una pérdida en la actividad del 60 %, sin embargo, al incubar

diferentes concentraciones de TbTIM en presencia de 80 g/ml de proteína de

vesículas invertidas, no se observaron cambios en la actividad específica de la enzima,

(figura 13). Por lo tanto, los datos indican que las vesículas invertidas estabilizan al

dímero de TbTIM, favoreciendo el equilibrio entre monómeros y dímeros hacia los

dímeros activos.

Figura 13. Efecto de las vesículas invertidas en la estabilización del dímero de TbTIM. Se
incubaron diferentes concentraciones de TbTIM (0.1 g/ml, 0.25 g/ml, 0.5 g/ml, 0.75
g/ml, 1 g/ml, 5 g/ml y 10 g/ml) en ausencia y presencia de 80 g/ml de proteína de

vesículas invertidas. Después de 2 horas se midió actividad. Los resultados se expresaron
como porcentaje de la actividad específica, en donde el 100 % fue de 3223
mol/min/mg. n=3.
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Unión de TbTIM a vesículas invertidas. Los resultados anteriores mostraron

que la TbTIM interactúa con las vesículas invertidas. Con el propósito de explorar las

características de la interacción, se estudió si la enzima puede unirse a las vesículas

invertidas. Se incubaron 0.25 g/ml de TbTIM en ausencia y presencia de 80 g/ml de

proteína de vesículas invertidas durante 30 minutos. Posteriormente, la mezcla se

centrifugó a 28, 000 rpm y se midió la actividad en el sobrenadante y en la pastilla. En

ausencia de vesículas invertidas se midió actividad y se observó una pérdida en la

actividad del 91 % tomando como 100 % a la actividad inicial, sin embargo en

presencia de vesículas invertidas se encontró muy poca actividad en el sobrenadante,

la mayor parte de la actividad se encontró en la pastilla, indicando que la TbTIM es

capaz de unirse a las vesículas invertidas; además 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 I).

Tabla 1. Unión de TbTIM a Vesículas Invertidas (VI).

Actividad inicial: 0.343 mol/min ± 0.024
Actividad de TbTIM en:

Concentración de TbTIM
g/ml)

VI
g/ml)

Sobrenadante
mol/min)

Pastilla
mol/min)

0.25 0.03 ± 0.01
0.25 80 0.04 ± 0.07 0.322 ± 0.04

Tabla 1. Se incubaron 0.25 g/ml de TbTIM en ausencia y presencia de 80 g/ml de
proteína de vesículas invertidas. Al incubarse la enzima en ausencia de vesículas
invertidas, se encontró la pérdida en la actividad con respecto a la actividad inicial. Sin
embargo en presencia de vesículas invertidas, la mayor parte de la actividad se
encontró en la pastilla y poca pérdida en la actividad con respecto a la actividad inicial.
Esto indica que la TbTIM tiene la capacidad de unión a vesículas invertidas y por medio
de esta se estabiliza el dímero y la conservación de la actividad. n=3

Características de la unión de TbTIM a vesículas invertidas. Se realizaron tres

experimentos con el fin de estudiar las características de la unión de la TbTIM a las

vesículas invertidas. En el primero, se incubaron 0.25 g/ml de TbTIM en ausencia y

presencia de diferentes concentraciones de vesículas invertidas (figura 14A). En

ausencia de éstas, la TbTIM perdió el 60 % de su actividad, sin embargo en presencia
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de 8 g/ml de proteína de vesículas invertidas, la pérdida de actividad disminuyó

drásticamente y, con 48 g/ml, más del 90 % de la actividad se preservó. El 95 % de

esta actividad sedimentó unida a las membranas.

En un segundo experimento, 80 g/ml de proteína de vesículas invertidas se

incubaron con diferentes concentraciones de TbTIM y la actividad se determinó en el

sobrenadante y en la pastilla (figura 14B). Se encontró que la unión de la TbTIM a las

vesículas invertidas es saturable. Por debajo de 5 g/ml la mayor parte de la actividad

sedimentó en la pastilla, sin embargo por arriba de 5 g/ml, las vesículas invertidas se

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

pastilla.

Figura 14. Características de la unión de TbTIM a vesículas invertidas. A. Se incubaron
0.25 g/ml de TbTIM con diferentes concentraciones de vesículas invertidas. Al
término de 30 minutos se centrifugó y se midió actividad en el sobrenadante y pastilla.
La actividad inicial fue de 0.38 ± 0.05. El porcentaje de actividad en la pastilla se calculó
tomando como 100% a la suma de la actividad en el sobrenadante y pastilla. n=3 B. Se
incubaron diferentes concentraciones de TbTIM en presencia de 80 g/ml de proteína
de vesículas invertidas, la unión de la TbTIM a las vesículas invertidas muestra una
cinética de saturación. La actividad se expresó en mol/min. n=3

Se ha calculado que el punto isoeléctrico de la TbTIM es de 9.08. A pH de 7.4 la

TbTIM está cargada positivamente, sugiriendo que la unión a las vesículas invertidas en

las que hay abundancia de cargas negativas se podría deber a interacciones

electrostáticas. Para examinar esta posibilidad, se estudió el efecto de varias sales a

una concentración de 100 mM y se determinó la unión de TbTIM a las vesículas
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invertidas. Los resultados demostraron que las sales KCl, NaCl, CH3COONa y CH3COOK

inducen un efecto inhibitorio en la unión de TbTIM a vesículas invertidas, indicando

que las interacciones electrostáticas son fundamentales en la unión de la enzima a las

vesículas internas (tabla 2).

Tabla 2. Unión de TbTIM a Vesículas Invertidas (VI) en Presencia de Sales.

Actividad inicial: 10.7 mol/min ± 1.06.

Concentración de TbTIM
g/ml)

VI
g/ml)

Sal
(100 mM)

Actividad total
en sobrenadante

( mol/min)

Actividad total
en pastilla

mol/min)
5 80 �– 0.78± 0.87 9.3± 0.854
5 80 KCl 10.2± 1.57 0.27± 0.03

5 80 NaCl 10.2± 0.49 0.23± 0.05
5 80 CH3COONa 9.9± 1.22 0.5± 0.41

5 80 CH3COOK 9.9± 0.80 0.32± 0.06

Tabla 2. Se incubaron 5 g/ml de TbTIM con vesículas invertidas en presencia de cada
una de las diferentes sales. La actividad se midió en el sobrenadante y en la pastilla y
se expresó en mol/min. En presencia de sal se inhibe la unión de la enzima a
vesículas invertidas, encontrando la mayor parte de la actividad en el sobrenadante.
n=3

Unión de TIM de diferentes especies a vesículas invertidas. Las propiedades

catalíticas y estructurales de la TIM de distintas especies son muy similares; sin

embargo la secuencia de aminoácidos presenta variaciones entre las especies y causan

diferencias en su punto isoeléctrico. De acuerdo a esto, se determinó la unión de 5

g/ml de TIM de diferentes especies a 80 g/ml de proteína de vesículas invertidas y

se encontró que la unión es dependiente del punto isoeléctrico de cada enzima. La

TbTIM que tiene un pI teórico de 9.08, fue la que presentó mayor unión a las vesículas

invertidas y conforme el pI de cada enzima disminuye, la unión a las vesículas también

disminuye. La TcTIM tiene un pI teórico de 8.7 y presenta una unión intermedia entre

TbTIM y LmTIM, esta última con un pI teórico de 8.3 (figura 15). Este estudio, junto con

el antes mencionado (tabla 2), demuestran que la unión de TbTIM a las vesículas

invertidas ocurre gracias a interacciones electrostáticas.
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Figura 15. Unión de TIMs de diferentes especies a vesículas invertidas. Se incubaron 5
g/ml de TIMs de las especies indicadas con vesículas invertidas, se midió actividad en

el sobrenadante y la pastilla. Se graficó la actividad encontrada en la pastilla expresada
en porcentaje; tomando como 100 % la suma de la actividad que se encontró en el
sobrenadante y en la pastilla. La unión de las TIMs es dependiente del punto
isoeléctrico. n=3

Unión de TbTIM a liposomas. Se ha reportado que algunas enzimas glucolíticas

interactúan de manera específica con el NH2 terminal de la banda 3 de eritrocito en

condiciones de baja fuerza iónica, (Orosz et al., 2000; Campanella et al., 2005). Con el

propósito de explorar sí las bicapas lipídicas por sí solas tienen la capacidad de unir

TbTIM, se incubaron liposomas preparados de asolectina con 0.25 g/ml y 5 g/ml de

TbTIM durante 30 minutos, posteriormente se centrifugó la mezcla a 40,000 rpm por 1

hora, y finalmente se midieron las actividades del sobrenadante y la pastilla.

Se encontró que la mayor parte de la actividad sedimentó con los liposomas,

sugiriendo que los fosfolípidos de las vesículas invertidas cargados negativamente

(Tabla 3), podrían ser el sitio de unión de la TbTIM. Sin embargo no puede descartarse

una posible interacción entre la TbTIM y alguna proteína embebida en la membrana

lipídica de las vesículas invertidas. También se observó que los liposomas

incrementaron la estabilidad del dímero, manteniendo el 75 % de la actividad para

0.25 g/ml de TbTIM y el 95 % de la actividad para 5 g/ml de TbTIM, con respecto al

100 %. En ausencia de liposomas la actividad de la enzima disminuyó obteniendo un 15

% y 27 % de actividad para 0.25 g/ml y 5 g/ml, respectivamente.
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Tabla 3. Se incubaron 0.25 g/ml y 5 g/ml de TbTIM 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 observó tan sólo el 5.2 % y 14 % de actividad total respectivamente.
n=3

Importancia de la catálisis en la unión de TbTIM a vesículas invertidas. Se

estudió la unión de TbTIM a las vesículas invertidas en condiciones en que la enzima

lleva a cabo catálisis. Los experimentos de unión se realizaron de manera

convencional, excepto que en la mezcla se añadió gliceraldehído 3 fosfato (G3P). En

condiciones de catálisis, la unión de 5 g/ml de TbTIM a las vesículas invertidas se ve

drásticamente disminuida en comparación a la unión de la enzima en condiciones en

que no hay catálisis. En vista de estos resultados, se examinó el efecto de un inhibidor

competitivo de la TIM, conocido como fosfoglicolato. Al igual que el gliceraldehído 3

fosfato, el fosfoglicolato inhibe la unión de TbTIM a las vesículas invertidas (tabla 4).

Este efecto es distinto al observado al aumentar fuerza iónica debido a que la

incubación con sustrato e inhibidor se realizó a bajas concentraciones, mientras que

las sales ejercen su efecto a concentraciones milimolares. Estos resultados sugieren

que la ocupación del sitio catalítico por sustrato o inhibidor, impiden la unión de la

enzima a las vesículas invertidas.

Posterior a la prueba de unión, se tomaron aquellas mezclas que contenían

únicamente vesículas invertidas (tabla 4). A la mezcla 2, se agregó 3 mM de G3P,

mientras que a la mezcla 3, se agregó únicamente agua (tabla 5). Ambas mezclas se

centrifugaron por segunda vez y se midió actividad en el sobrenadante y en la pastilla.

En la mezcla 2, en presencia de G3P, se encontró mayoritariamente la actividad en el

sobrenadante, indicando que la enzima que se encontraba unida a las vesículas

Tabla 3. Unión de TbTIM a Liposomas

Actividad inicial para 0.25 g/ml fue de 0.379 mol/min ± 0.11
Actividad inicial para 5 g/ml fue de 8.5 mol/min ± 1.09

Liposomas
l)

Concentración de Enzima
( g/ml)

Actividad total en
sobrenadante

mol/min)

Actividad total
en pastilla

mol/min)
Act. Total

(%)

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
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invertidas se desprende de éstas al catalizar. En ausencia de G3P, la actividad se

encontró en la pastilla.

Tabla 4. Importancia de la Catálisis en la Unión de TbTIM a Vesículas Invertidas.
Actividad inicial: 11.1 mol/min ± 1.03

Mezcla G3P VI
g/ml)

Fosfoglicolato
( M)

Actividad total en
sobrenadante

( mol/min)

Actividad total en pastilla

( mol/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 3 mM 80 �– 6.9 ± 1.90 1.6 ± 0.90
5 3 mM �– �– 6.3 ± 1.99

6 �– 80 100 6.6 ± 1.50 0.1 ± 2.20
7 �– �– 100 4.4 ± 1.62

Tabla 4. Se exploró el efecto del G3P y fosfoglicolato en la unión de 5 g/ml de TbTIM
a vesículas invertidas. Cuando el sitio activo está ocupado por sustrato o inhibidor, la
enzima no se une a las vesículas. n=3

Tabla 5. Importancia de la Catálisis en la Unión de TbTIM a Vesículas Invertidas.

Mezcla G3P
VI
g/ml)

Agua
( l)

Actividad total en
sobrenadante

( mol/min)
Actividad total en pastilla

mol/min)

2 3 mM 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 incubó con G3P
(mezcla 2) y agua (mezcla 3), se centrifugó y se midió actividad en el sobrenadante y
pastilla. En presencia de sustrato la enzima se encontró en el sobrenadante indicando
que el sustrato ocasiona que la enzima se desprenda de las membranas al realizar
catálisis activa.
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

La concentración de proteína 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 fenómeno de aglomeración macromolecular. Este

ambiente aglomerado permite la formación de complejos multienzimáticos, donde las

enzimas se organizan de manera específica, alterando recíprocamente sus propiedades

funcionales y estructurales. Además, permite la canalización de sustratos y el aumento

en la eficiencia catalítica.

Debido a su importancia metabólica, las interacciones proteína proteína de tipo

específico han sido las más estudiadas y mejor entendidas. Sin embargo, se ha dado

poca atención a las interacciones proteína proteína de tipo no específico que

inevitablemente ocurren en el ambiente aglomerado de la célula y el efecto de estas

en las propiedades de las proteínas. Rodríguez Almazán et al., (2007) reportaron la

importancia de dichas interacciones entre la enzima dimérica TbTIM y ocho proteínas

no relacionadas en la reactivación del dímero. Se encontró que la TIM es capaz de

interactuar con diferentes proteínas y que dicha interacción favorece la formación de

dímeros activos a partir de monómeros desplegados por medio de la unión de las

proteínas a la conformación dimérica.

Partiendo de este antecedente, en el presente trabajo se realizaron ensayos de

reactivación y estabilidad con las enzimas LDH y CS, con el objeto de entender si el

efecto de estabilización y reactivación a causa de las interacciones de tipo no

específico, ocurre con otras enzimas, y si es posible globalizar el efecto. Se encontró

que la interacción de la LDH con la TbTIM incrementa la reactivación del tetrámero y

se propone que ocurre debido a que la interacción de la TbTIM desvía el equilibrio

entre monómeros, dímeros y tetrámeros plegados hacia ésta última conformación,

estabilizando al tetrámero; la CS también es capaz de interactuar con la LDH y

estabilizar al tetrámero, y viceversa. Este estudio en conjunto con el de Rodríguez

Almazán et al., 2007, demuestran que las interacciones de tipo no específicas que

ocurren en el medio intracelular incrementa la reactivación y la estabilidad de no sólo

las TIMs, sino de otras proteínas que presentan oligomerización.

Es importante notar que los experimentos se hicieron a concentraciones de

g/ml, indicando que la reactivación y estabilidad de las enzimas, no ocurre a
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consecuencia de aglomeración macromolecular, para la cual se necesitan cientos de

mg/ml de proteínas. De cualquier forma, se puede concluir que el ambiente celular

donde coexisten altas concentraciones de diferentes especies protéicas, es propicio

para favorecer las interacciones proteína proteína y dar lugar al incremento en las

propiedades antes mencionadas.

Las interacciones estudiadas en el presente trabajo se pueden considerar

inespecíficas, debido a que ocurren con proteínas no relacionadas y distintas

características fisicoquímicas. Sin embargo, se hace notar que la interacción ocurre

predominantemente con la conformación activa de las enzimas, ya sea tetrámero para

la LDH o dímero para la CS, demostrando preferencia por la estructura nativa, lo que

implica cierta especificidad.

Debido a que el ambiente intracelular está conformado por una gran diversidad

de especies protéicas, resultaba necesario realizar ensayos donde diferentes proteínas

coexistieran en la misma mezcla. Al realizar el ensayo, se encontró que el efecto de

estabilización no es particular de que una única especie interactúe con la LDH, sino

también que la suma de diferentes especies estabilizan al tetrámero, simulando el

ambiente heterogéneo de la célula.

Además de ayudar a la reactivación y la estabilidad de la estructura funcional

de las enzimas, se estudió si la interacción proteína proteína de tipo no específico

podría tener efecto en modificaciones que ocurren a proteínas, como es el caso de la

desamidación. La TIM es una enzima modelo para el estudio de la desamidación, la

cual en presencia de sustrato, induce el cambio de conformación del asa 6 y transmite

el cambio al asa de interfase incrementando la probabilidad de desamidación en

condiciones de baja fuerza iónica, pH alcalino y altas temperaturas (37° C), debido al

incremento de la exposición de la Asn71 al solvente. Aunque el aumento en la

movilidad electroforética hacia el cátodo no es dramático con respecto al control, si se

observa que en presencia de proteínas, las forma desamidada diminuye,

probablemente debido a que la interacción de las proteínas modifica el medio al cual

la Asn se encuentra expuesta, impidiendo y diminuyendo la exposición al ambiente.

Posterior al estudio del efecto de las interacciones proteína proteína en la

reactivación y estabilidad de la LDH y CS, se estudió el efecto de la interacción con

otras estructuras celulares, por ejemplo con membranas biológicas. Se encontró, que
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la TbTIM tiene la capacidad de unión a vesículas invertidas y liposomas. Se ha

reportado que la unión de la enzima glicolítica, gliceraldehído 3 fosfato

deshidrogenasa a la banda 3, proteína membranal de eritrocito, inhibe su actividad en

un 70 % (Campanella et al., 2008), mientras que la LDH presenta un 20 % menos de

actividad específica al interactuar con la membrana mitocondrial (Sanz et al., 1988). En

este trabajo, la interacción de la TbTIM a membranas estabiliza la estructura dimérica

de la enzima, manteniendo su actividad en el nivel máximo, aún a concentraciones por

debajo de su constante de asociación.

En éste estudio se encontró que la TbTIM tiene la capacidad de unirse a

membranas biológicas y que esta unión es sensible a fuerza iónica, debido a que

únicamente en amortiguador TED <20 mM se unen ambas especies. Posteriormente se

demostró que la unión se produce debido a interacciones iónicas entre los grupos

ionizados de la enzima y la membrana biológica. Experimentos adicionales confirmaron

la sensibilidad de la unión a alta fuerza iónica: (1) la incubación con 100 mM de

diferentes sales inhibe la unión de la TbTIM a vesículas invertidas y (2) la unión resultó

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 interacción con los fosfolípidos aniónicos de la bicapa.

Se ha reportado que las enzimas glucolíticas: gliceraldehído 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: interactúa con los fosfolípidos, es posible que la interacción a vesículas

invertidas se deba a proteínas embebidas en la membrana de las vesículas como es el

caso de la banda 3.

Otra característica importante de la unión de la TbTIM a las vesículas invertidas

es que se inhibe cuando el sitio activo de la enzima se encuentra ocupado por sustrato

o por un análogo del sustrato, el fosfoglicolato. Esta inhibición de la unión de la TbTIM

a las vesículas es diferente a la observada por alta fuerza iónica debido a que la

concentración utilizada de inhibidor fue de 100 M, 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 vesículas invertidas y se agrega sustrato, la enzima es liberada,

es decir cuando la enzima realiza catálisis no ocurre unión a las vesículas invertidas.

Previamente, se estudió que la proteína disulfuro isomerasa (PDI) es más

efectiva como chaperona en el plegamiento de la lisozima bajo condiciones de

aglomeración (Van der Berg et al., 1999), confirmando que el efecto de la

aglomeración macromolecular provoca el incremento en las constantes de asociación

entre macromoléculas y como consecuencia el incremento en el plegamiento

(Zimmermman y Minton, 1993). En éste trabajo se encontró que el incremento en la

reactivación de la LDH no se debe al efecto de un ambiente aglomerado, ya que el

efecto de las proteínas se observó a concentraciones por debajo de mg/ml, lo cual

indica que las interacciones de tipo no específico 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 específico, en particular sobre la

estabilidad de los oligómeros. En el ambiente intracelular las proteínas están a

concentraciones en que parece que el contacto entre proteínas no relacionadas es

inevitable.
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