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 1 

1 RESUMEN 

Estudios previos han reportado que algunas enzimas dependientes de 

adenosilcobalamina sufren inactivación durante la catálisis debido a la oxidación de la 

cobalamina. Además, la protección o reactivación de sus actividades catalíticas por 

proteínas llamadas “protectasas” o reactivasas ha sido descrita en bacterias. En este 

estudio, determinamos la influencia de la proteína humana MMAA en la cinética de la 

reacción catalizada por la enzima metilmalonil-CoA mutasa (MCM) mediante un 

ensayo in vitro utilizando ambas proteínas recombinantes purificadas. Nuestros 

resultados mostraron que MMAA juega un papel dual en la actividad de MCM. Cuando 

la proteína MMAA se agrega al inicio de la reacción, previene la inactivación 

protegiendo a MCM. Después de 60 minutos de reacción, cuando MCM es inactiva, la 

adición de MMAA incrementa la actividad enzimática mediante la hidrólisis de GTP, 

sugiriendo la reactivación de MCM por intercambio del cofactor dañado. La interacción 

entre MCM y MMAA in vitro se confirmó in vivo por ensayo de doble híbrido en 

levadura. 
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ABSTRACT 

Previous studies have reported that some adenosylcobalamin-dependent enzymes suffer 

inactivation during catalysis due to the oxidation of cobalamin. In addition, the 

protection or reactivation of their catalytic activities by proteins called “protectases” or 

reactivases is well known in bacteria. In this study, we examined the influence of 

human MMAA protein on the kinetics of the reaction catalyzed by methylmalonyl-CoA 

mutase (MCM) by testing both purified recombinant proteins in vitro. Our results 

showed that MMAA plays dual roles in MCM activity. When it was added at the 

beginning of the reaction, it prevents inactivation by guarding MCM. After 60 min of 

reaction, when MCM is inactive, the addition of MMAA increases the enzymatic 

activity through GTP hydrolysis, indicating reactivation of MCM by exchange of the 

damaged cofactor. The interaction between MCM and MMAA observed in vitro was 

confirmed in vivo by yeast two-hybrid system. 
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2 ABREVIATURAS 

 

Ab Aureobasidina A 

AdoCbl Adenosilcobalamina 

AdoH 5'-desoxiadenosina 

AMM Acidemia metilmalónica 

Amp Ampicilina 

Cm Cloranfenicol 

Co-C Enlace Cobalto-Carbono 

CoA Coenzima A 

Dmb Dimetilbenzimidazol 

DOC Concentración de oxígeno disuelto 

FR Factor Reactivante 

GMPPNP Análogo no hidrolizable de GTP 

GVPKS Motivo formado por los aminoácidos Glicina, Valina, Prolina, Lisina y Serina 

IMAC Cromatografía de afinidad por inmovilización de metales 

IPTG Isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido 

MCM Metilmalonil-CoA mutasa 

MeCbl Metilcobalamina 

MMAA Proteína cuyas mutaciones ocasionan acidemia metilmalónica ligada al grupo 

de complementación cblA  

ND-PAGE Electroforesis no desnaturalizante en gel de poliacrilamida  

NKAD Motivo formado por los aminoácidos Asparagina, Lisina, Alanina y Aspártico 

OHCbl Hidroxicobalamina 

SDS-PAGE Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida  

TLC Cromatografía en capa fina 

Vis Visible 
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3 ANTECEDENTES 

3.1 EL COFACTOR ADENOSILCOBALAMINA  

3.1.1 HISTORIA 

La importancia del estudio de la vitamina B12 se hace evidente a partir de 1824 

cuando aparecieron los primeros casos de anemia megaloblástica. Años más tarde, 

alrededor de 1860, Flint hace la primera relación entre esta enfermedad y deficiencias 

digestivas. En 1849, Thomas Addison describe por primera vez las características 

clinico-patológicas de la enfermedad y fue en 1872 cuando Anton Biermer nombró a 

esta enfermedad como “anemia perniciosa”, la cual era incurable y progresiva con daño 

a nivel hematológico, digestivo e incluso a nivel de sistema nervioso en etapas 

avanzadas. Después, en 1925, Whipple describe por primera vez el factor anti-anemia 

perniciosa realizando sus estudios en perros y posteriormente George Minot y William 

Murphy en 1926 realizan un estudio en el cual someten a 45 pacientes a dieta 

suplementada con hígado y carne, los cuales después de 1 a 6 meses bajo este régimen 

alimenticio revierten la enfermedad. En 1957, Hodking y cols. obtuvieron la estructura 

cristalográfica de la vitamina B12 evidenciando su naturaleza organometálica y 

describiendo la naturaleza del ligando de corrina  [1-3]. En 1958, un año después de la 

cristalización, Barker y su grupo de trabajo describieron la necesidad de la presencia de 

un compuesto derivado de la vitamina B12, la adenosilcobalamina (AdoCbl), para la 

actividad de la enzima glutamato mutasa, evidencia que revela su papel como cofactor 

enzimático [4].  Cuatro años más tarde en 1962, Guest y cols. descubren otro derivado 

de la vitamina B12, la metilcobalamina, que funciona como cofactor de la enzima 

metionina sintasa [5]. Ambos cofactores enzimáticos son las dos formas biológicamente 

activas de la vitamina B12. 

3.1.2 CARACTERÍSTICAS Y DERIVADOS DE COBALAMINA 

La cobalamina está formada por 4 anillos pirrólicos (tetrapirrol) coordinados 

ecuatorialmente a un cobalto central mediante ligandos con nitrógenos donados por los 

pirroles formando un anillo de corrina (Fig. 1, en rojo). El sustituyente unido al cobalto 

en la parte superior del anillo de corrina se denomina ligando axial superior ó ligando β-

axial. Por la parte de abajo del anillo de corrina se encuentra el ligando axial inferior ó 

ligando α-axial. Existe diversidad en las moléculas que pueden ocupar estos ligandos; a 

esto se debe la existencia de los derivados de cobalaminas, presentándose la mayor 
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diversidad en el ligando axial superior. Cuando en la posición del ligando β-axial se 

encuentra un grupo ciano entonces el corrinoide recibe el nombre de cianocobalamina ó 

vitamina B12, la cual es relativamente inerte y no tiene ninguna participación como 

cofactor. La AdoCbl o coenzima B12 tiene una molécula de 5’-desoxi-5’-adenosina (Fig. 

1 en azul) como ligando β-axial mientras que, otro derivado es la MeCbl la cual tiene un 

grupo metilo en este lugar. En cuanto al ligando axial inferior generalmente se 

encuentra en esta posición una molécula de 5,6-dimetilbenzimidazol (Dmb) como base 

nucleotídica (Fig. 1, en color verde) [6]. 

En condiciones fisiológicas, los derivados de la vitamina B12 se encuentran en 

tres estados de oxidación: Co(III), Co(II) ó Co(I). Los procesos de reducción-oxidación 

de estos derivados son de importancia clave en las reacciones enzimáticas en las que 

participan como cofactores. Como regla, el número de ligandos axiales decrece en 

paralelo con el estado de oxidación del cobalto, es decir, si el centro de cobalto es 

Co(III) entonces dos ligandos axiales están unidos a éste; si es Co(II) entonces sólo un 

ligando axial está unido y si es Co(I) ambos ligandos axiales están ausentes [7].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Fórmula estructural de la AdoCbl, modificado de 
Marsh, 2001 [60]. 

Ligando β-axial 

Ligando α-axial 

Anillo de corrina 
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3.2 ENZIMAS DEPENDIENTES DE VITAMINA B 12 

3.2.1 CLASIFICACIÓN DE ENZIMAS DEPENDIENTES DE AdoC bl 

Los derivados de la vitamina B12 participan como cofactores de una gran 

variedad de enzimas, por lo que todas ellas integran la familia de enzimas dependientes 

de vitamina B12.  

Esta familia se divide en 3 subfamilias:  

1) la subfamilia de isomerasas dependientes de AdoCbl 

2) la subfamilia de metiltransferasas dependientes de MeCbl 

3) la subfamilia de deshalogenasas reductoras 

La subfamilia de isomerasas dependientes de AdoCbl  se divide a su vez en tres 

clases:  

a) Clase 1: formada por aquellas que catalizan rearreglos de esqueletos de carbono. 

A esta clase pertenecen las enzimas glutamato mutasa, 2-metileneglutarato 

mutasa, metilmalonil-CoA mutasa e isobutiril-CoA mutasa.  

b) Clase 2: pertenecen a este grupo enzimas que llevan a cabo reacciones de 

eliminación de heteroátomos tales como diol deshidratasa, glicerol deshidratasa, 

etanolamino amonio liasa y ribonucleótido reductasa. 

c) Clase 3: conformada por enzimas que catalizan migraciones intramoleculares de 

grupos amino. A esta clase pertenecen la lisina 5,6-aminomutasa y D-ornitina 

4,5-aminomutasa. 

  

 Existe otra clasificación de la subfamilia de isomerasas en relación a su modo de 

unión al cofactor, específicamente a la posición del ligando axial inferior ó Dmb (Fig. 

2). En la clase I, llamada Dmb-off/His-on, el cofactor ocupa su sitio en el dominio 

enzimático y el ligando Dmb es desplazado por un grupo imidazol donado por una 

histidina del sitio activo. A esta clase pertenecen las enzimas que llevan a cabo 

rearreglos de carbono. En la clase II, llamada Dmb-on/His-off, el ligando permanece 

coordinado al núcleo metálico, a esta clase pertenecen aquellas que llevan a cabo 

rearreglo de heteroátomos [8].  
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En la figura 3 se muestra un resumen de la clasificación de las enzimas descritas 

previamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Tipos de unión entre la enzima y el cofactor AdoCbl, 
modificado de Banerjee, 2003 [59]. 

Fig. 3 Clasificación general de las enzimas dependientes de AdoCbl. 
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3.3 CATÁLISIS ENZIMÁTICA MEDIADA POR RADICALES 

Las isomerasas dependientes de AdoCbl utilizan la alta reactividad de radicales 

libres para catalizar sus reacciones. Los radicales catalíticos pueden originarse de los 

cofactores o de proteínas. Las reacciones catalizadas mediante radicales tienen una 

característica en común: los sustratos de estas enzimas no están activados por un 

mecanismo ácido-base. En este caso los sustratos se convierten en activos a través de la 

sustracción de un átomo de hidrógeno por alguna especie radical en el sitio activo. 

Podemos definir que la catálisis enzimática mediada por radicales es el mecanismo 

mediante el cual las enzimas realizan reacciones químicamente difíciles utilizando la 

alta reactividad de radicales libres. Lo que hace complicadas a estas reacciones es la 

energía extremadamente alta del estado de transición [9, 10].  

 Las enzimas de esta subfamilia hacen re-arreglos dependientes de AdoCbl los 

cuales involucran la migración de un átomo de hidrógeno de un carbono del sustrato a 

un átomo de carbón adyacente intercambiando por un grupo X que se mueve en la 

dirección opuesta. Al mecanismo general de reacción se le denomina ruleta de radicales 

(Fig. 4). Estas reacciones son iniciadas por la sustracción de un átomo de hidrógeno del 

sustrato con un radical adenosilo que es formado en el sitio activo a través del 

rompimiento homolítico del enlace cobalto-carbono (Co-C) de la coenzima. La 

homólisis de este enlace es considerada un paso clave y común en todas las reacciones 

enzimáticas dependientes de AdoCbl [11].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 Ruleta de radicales, modificado de  Banerjee, 2003 [59]. 
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3.4 DISTRIBUCIÓN DE LA PROTEÍNA MCM EN LOS 

ORGANISMOS 

 La enzima metilmalonil-CoA mutasa (MCM) lleva a cabo la reacción de 

isomerización reversible entre metilmalonil-CoA y succinil-CoA. Requiere de AdoCbl 

para poder llevar a cabo su función participando en rutas metabólicas esenciales en 

distintos organismos. Es una proteína ampliamente distribuida en los tres dominios de la 

vida, presentándose en arqueas, bacterias y eucariontes. Ha sido empleada como modelo 

de estudio de enzimas dependientes de AdoCbl y la comparación de su secuencia de 

aminoácidos entre diferentes organismos ha mostrado una alta conservación entre 

dominios. 

3.4.1 FUNCIÓN DE MCM EN BACTERIAS 

 Los primeros estudios de la proteína MCM en bacterias fueron desarrollados en 

Propionibacterium freudenreichii var. shermanii. La purificación de la proteína MCM 

de P. freudenreichii permitió determinar su estructura, la cual es un heterodímero α/β 

con una masa molecular de 150 KDa, 80 KDa de la cadena α y 70 KDa de la cadena β 

[12]. La clonación y el análisis de la secuencia de DNA de los genes estructurales que 

codifican para ambas subunidades en este mismo organismo reveló el arreglo operónico 

de los genes mutA y mutB siendo pioneros en reportar la secuencia de nucleótidos y de 

aminoácidos de una enzima dependiente de B12 [13]. La cristalización de la enzima 

generó grandes avances en el estudio de su estructura y mecanismo de reacción. 

Derivado de esta cristalización se determinaron dos dominios principales presentes en la 

subunidad α: un dominio amino terminal de 8 hebras β/α en forma de barril (TIM-

barrel), que corresponde al dominio de unión a sustrato y un domino carboxilo terminal 

α/β con 5 hebras β-plegadas ó dominio de unión al cofactor. Precediendo al dominio 

amino se encuentra una región que envuelve a la otra subunidad y ambos dominios se 

encuentran unidos por una región a la que denominaron “linker”.  En cuanto a la 

subunidad β, ésta es menos ordenada que la anterior y en ella se han perdido residuos 

importantes tanto para la unión del cofactor como para la unión a sustrato, por lo que se 

considera inactiva y sin ninguna función obvia [14].  

 Se ha realizado un intenso estudio de la enzima MCM en la bacteria Gram 

positiva Saccharopolyspora erythraea debido a su importante papel a nivel 

biotecnológico debido a que la actividad de MCM está involucrada en la producción del 

intermediario metilmalonil-CoA para la elaboración del antibiótico eritromicina en el 
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metabolismo fermentativo a partir de compuestos de carbono [15]. Al igual que en P. 

freudenreichii, la enzima MCM es un heterodímero formado por una subunidad mayor 

(α) y una subunidad menor (β). Reeves y colaboradores estudiaron cómo una mutación 

(polar knockout) en los genes que codifican para la MCM afectan la producción de 

eritromicina y como se asocia la producción con la composición del medio de cultivo, 

ya sea basado en aceite o en carbohidratos, la cual afecta la dirección en la reacción 

efectuada por MCM [16].  

Estudios en E. coli mostraron la presencia de MCM dentro de un operón de 4 

genes cuyas proteínas no tenían asignado ningún papel in vivo debido a la carencia de 

un promotor funcional [17, 18]. Sin embargo, estudios más recientes demostraron la 

expresión endógena de esta enzima manifestando su papel en la conversión de succinato 

a propionato en presencia de AdoCbl suplementada en el medio de cultivo [17], pero 

esta función ha sido considerada de baja importancia pues la sobrevivencia de la 

bacteria no depende de su función aunado a su imposibilidad de sintetizar de novo al 

cofactor. 

Contrario a lo encontrado en E. coli es el caso de la bacteria Methylobacterium 

extorquens, metilótrofo facultativo en el cual la enzima MCM participa en el ciclo de 

regeneración de glioxalato, elemento esencial en el metabolismo metilotrófico [19].  

3.4.2 FUNCIÓN DE MCM EN MAMÍFEROS 

 En mamíferos se conocen sólo dos enzimas dependientes de vitamina B12, la 

metionina sintasa, una enzima citoplásmica que cataliza la transferencia de un grupo 

metilo a la homocisteína a partir de metiltetrahidrofolato para la formación de 

metionina, y la MCM, la cual es una enzima de matriz mitocondrial  que participa en el 

catabolismo de los aminoácidos metionina, treonina, valina e isoleucina, de ácidos 

grasos de cadena impar y de la cadena lateral del colesterol, permitiendo finalmente su 

incorporación como un intermediario del ciclo de los ácidos tricarboxílicos [20]. 

 Los primeros estudios sobre la ruta de carboxilación del propionil-CoA a 

metilmalonil-CoA fueron realizados en tejidos de corazón de cerdo, riñón de ovejas y 

en hígados de rata entre los años 50’s y 60’s [21, 22].   

Posteriormente a partir de extractos de hígado de oveja, lograron purificar la 

enzima a homogeneidad e hicieron una estimación de su masa molecular aproximada y  

la determinación de algunos parámetros cinéticos como Km, Vmax, actividad específica y 

pH óptimo de actividad [23].  
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Uno de los primeros reportes del estudio de MCM en humanos fue realizado por 

el grupo de Kolhouse y colaboradores quienes lograron purificar y describir las 

propiedades de la enzima obtenida a partir de placenta humana [24]. Posteriormente 

Fenton y sus colaboradores realizaron un estudio más detallado a partir de la enzima 

purificada de hígado humano, confirmando su masa molecular (77.5 KDa), el espectro 

de absorción del cofactor AdoCbl, ensayos de estabilidad de la enzima a diferentes 

valores de pH (entre 6.5 y 8) describiendo también parámetros cinéticos como Km por 

metilmalonil-CoA (1.5 mM) y actividad específica (12-14 µmol SucCoA/min/mg) [25]. 

Este mismo grupo demostró que la enzima es sintetizada como péptido inmaduro e 

inactivo, teniendo una secuencia líder de aproximadamente 3 KDa que le permite ser 

translocada a matriz mitocondrial en donde es procesada para dar lugar a la enzima 

madura activa [26].  

Las investigaciones en la MCM humana continuaron con la clonación del gen a 

partir de una biblioteca de cDNAs [27] y su posterior secuenciación a partir de la cual 

se predijo la secuencia de 750 aminoácidos con una región líder mitocondrial de 32 

aminoácidos característica de enzimas de matriz mitocondrial [28]. Mediante técnicas 

de hibridación se logró determinar que la enzima está codificada por un gen único 

denominado MUT el cual está localizado en el cromosoma 6p12p-21.2 y conformado 

por 13 exones contenidos en una región de 35 Kb [29]. La enzima MCM humana fue 

producida heterólogamente tanto en Saccharomyces cerevisiae [30] como en E. coli de 

la cual se llevó a cabo la expresión y purificación para re-definir los parámetros 

cinéticos de Km y Vmax.  

3.4.2.1 ACIDEMIA METILMALÓNICA 

 Una de las principales razones por las que el estudio de la enzima MCM cobró 

gran importancia es debido a que mutaciones en el gen MUT, que codifica para esta 

proteína generan una enfermedad metabólica autosómica recesiva denominada acidemia 

metilmalónica (AMM).  

Los primeros individuos reportados con padecimientos que involucran el 

metabolismo de propionato datan de 1967 [31]. Debido a la inconsistencia y 

heterogeneidad de los datos clínicos y bioquímicos de los pacientes con padecimientos 

relacionados con la ruta de la vitamina B12 fue necesaria su clasificación en grupos 

genéticamente definidos. Cuestiones como la severidad de la enfermedad o si los 

pacientes responden o no al tratamiento con vitamina B12 son explicadas por mutaciones 

en diferentes genes que, mediante un abordaje por análisis de complementación, pueden 
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ser identificados. Actualmente existen 8 grupos de complementación, mut y cblA-cblG 

los cuales tienen bloqueada la producción y utilización de MeCbl y/o AdoCbl [32].  

Los pacientes que pertenecen al grupo de complementación mut presentan 

mutaciones en este gen provocándoles AMM aislada. Pacientes con esta enfermedad 

usualmente requieren de atención médica en el primer año de vida presentando altos 

niveles de ácido metilmalónico en suero y orina el cual puede llegar a ser 50 y hasta 

1000 veces mayor al normal, letargia, retraso en el desarrollo, deterioro en el intelecto, 

hipotonía, vómitos constantes y deshidratación. En algunos casos pueden padecer crisis 

por acidosis metabólica debido a cambios en la dieta o enfermedades infecciosas que 

ponen en riesgo la vida del paciente.  

El desorden mut ha sido subdividido en dos grupos: mut0, cuya actividad 

enzimática no es detectable ni es estimulada por la adición de OHCbl al cultivo de 

fibroblastos, y mut- con proteína inmunológicamente reactiva y cuya actividad se 

incrementa en cultivo de fibroblastos suplementados con OHCbl. Los pacientes con 

acidemia de tipo mut0 generalmente están afectados de manera más severa que los 

pacientes tipo mut- y son más susceptibles a la muerte [33]. 

La verdadera incidencia de esta enfermedad ha sido difícil de establecer debido a 

la dificultad de diagnosticar a los pacientes a tiempo. Algunos estudios mencionan una 

incidencia de aproximadamente 1:140,000 en Australia [34], 1:115,000 en Italia y 

1:169,000 en Alemania [35]. 

3.5 MECANISMOS CONTRA INACTIVACIÓN EN ENZIMAS 

DEPENDIENTES DE AdoCbl 

 Anteriormente hemos mencionado el mecanismo mediante el cual las enzimas 

dependientes de AdoCbl llevan a cabo sus reacciones. El cofactor juega un papel 

fundamental durante la reacción ya que, sin la formación de las especies radicales en el 

sitio activo de la enzima, ésta no podría ser efectuada. La presencia de dichos radicales 

provenientes del cofactor hacen que las enzimas que emplean este mecanismo sean 

susceptibles a inactivación debido a que los radicales pueden ser interceptados por 

oxígeno u otros nucleófilos presentes en el medio circundante.  

 En algunos miembros de esta subfamilia se han descrito distintas estrategias que 

permiten minimizar y controlar reacciones colaterales inadvertidas que podrían generar 

inactivación enzimática. A continuación se describen los mecanismos mediante los 

cuales puede prevenirse la inactivación controlando los radicales generados durante la 



 13 

catálisis, ya sea por diseño estructural de la proteína ó mediante metalochaperonas que 

confieren protección y reactivación, permitiendo recuperar su actividad. 

3.5.1 AMINOÁCIDOS INVOLUCRADOS EN PROTECCIÓN CONTRA  

INACTIVACIÓN 

 Mediante el estudio de la estructura cristalográfica de la enzima MCM de la 

bacteria P. freudenreichii se ha determinado el papel que juega la estructura de la 

proteína en la protección contra el ataque externo de los radicales intermediarios. Estas 

investigaciones han mostrado como tienen lugar los re-arreglos de radicales en el sitio 

activo, el cual está formado por las asas en el extremo carboxilo de las hebras β del 

dominio en forma de barril (β/α)8, completamente inaccesible al solvente, excepto a lo 

largo del eje del barril, en cuya cavidad se une el sustrato. De esta manera, el sitio 

activo que se encuentra profundamente enterrado protege a los radicales intermediarios 

altamente reactivos de reacciones colaterales no deseadas, de manera similar a lo 

observado en otras enzimas que usan radicales [36, 37]. 

 El papel que juegan ciertos aminoácidos para la protección de la enzima ha sido 

abordado mediante el estudio de mutaciones específicas en ciertos aminoácidos de la 

enzima. Una mutación hecha en el aminoácido tirosina en la posición 89 de la MCM de 

P. freudenreichii (mutante Y89F) mostró que este aminoácido juega un papel 

importante en la homólisis del enlace Co-C ya que interactúa con el carboxilato del 

sustrato. Una pérdida en esta interacción, como es el caso de la mutante estudiada, 

afecta la estabilidad de los radicales intermediarios reflejada en una disminución en la 

velocidad de la interconversión del sustrato a producto radical [38].  

Se ha demostrado que la histidina en posición 244 es importante ya que su grupo 

imidazol obstruye el paso de oxígeno en el sitio activo. La mutante en este aminoácido 

(H244A) tiene una acumulación del intermediario inactivo hidroxicobalamina [39].  

Un estudio de espectroscopía UV-Visible realizado en la mutante R207Q 

demostró que la enzima es inactiva debido a la acumulación del cofactor OHCbl 

ejemplificando el importante papel que puede jugar un solo residuo, pues pequeñas 

modificaciones en aminoácidos con múltiples interacciones en un entorno altamente 

regulado pueden generar reacciones colaterales no deseadas favoreciendo catálisis 

negativas [40]. 
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3.5.2 FACTORES REACTIVANTES 

 Debido a que las enzimas que llevan a cabo catálisis mediada por radicales 

tienden a sufrir inactivación por extinción de sus radicales intermediarios, el estudio de 

cómo éstas impiden su inactivación ha cobrado gran importancia. Además de la 

protección intrínseca debido a su estructura, existe un mecanismo denominado 

“reactivación” que consiste en devolver la actividad a la enzima por remoción del 

cofactor inactivo generado por el rompimiento irreversible de su enlace Co-C.  

El mecanismo de reactivación ha sido descrito y ampliamente estudiado en las 

enzimas dependientes de AdoCbl, diol deshidratasa, glicerol deshidratasa y etanolamino 

amonio liasa, las cuales sufren inactivación durante su catálisis. Asimismo, para cada 

una de ellas se ha descrito el mecanismo de reactivación efectuado por las proteínas 

denominadas “factores reactivantes” ó “reactivasas”.  

El fenómeno de reactivación fue descrito por primera vez para la enzima diol 

deshidratasa por Toraya y sus colaboradores mediante ensayos in situ en células 

permeabilizadas con tolueno utilizando una cepa de E. coli que contenía en un plásmido 

los genes que codifican para la enzima diol deshidratasa junto con sus regiones 

flanqueantes [41]. Dichas células con la holoenzima inactiva sufren rápida reactivación 

en presencia de AdoCbl, ATP y Mg2+. Por el contrario, las células que contenían sólo 

los genes de diol deshidratasa sin sus regiones flanqueantes no eran susceptibles de 

reactivación. Este tipo de ensayos permitió identificar los genes responsables de la 

reactivación enzimática y fueron nombrados como ddrAB (por sus siglas en inglés diol 

deshidratase reactivating factor). Estudios similares permitieron la identificación de los 

genes que codifican para los factores reactivantes de glicerol deshidratasa (gdrAB) y de 

etanolamino amonio liasa (eutA) [41-44].  

Cuando la holoenzima sufre inactivación durante la catálisis o por O2 en 

ausencia de sustrato, la coenzima unida a la enzima pierde la molécula de adenina de su 

ligando axial superior por un rompimiento irreversible del enlace Co-C. Los factores 

reactivantes median el intercambio del cofactor dañado por cofactor intacto. Este 

intercambio involucra la degradación de ATP que juega un papel dual durante la 

reacción (Fig. 5).  
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Fig. 5 Mecanismo de reactivación, tomado de 
Kajiura, 2001 [43]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El complejo inactivo puede ser reactivado debido a que el Factor Reactivante 

(FR) se une a ATP, lo hidroliza y forma un complejo ADP-FR que induce un cambio 

conformacional del factor, de una forma de baja afinidad a una forma de alta afinidad. 

Este complejo ADP-FR se une a la holoenzima inactiva liberando la coenzima 

modificada (AdoH + Cbl) debido a que la apoenzima consigue más estabilidad 

energética con el complejo ADP-FR que con coenzimas carentes de adenina. El 

resultado es la formación de otro complejo, apoenzima-FR-ADP que es inactivo aún en 

presencia de AdoCbl. Nuevamente la presencia de ATP induce cambios 

conformacionales en el FR, el cual vuelve a su forma de baja afinidad generando la 

disociación del complejo que resulta en apoenzima libre y FR-ATP. 

La estructura cristalográfica del factor reactivante de la enzima glicerol 

deshidratasa mostró por primera vez las características estructurales de estas proteínas. 

El factor es un heterotetrámero A2B2. La subunidad A comprende el dominio de 

ATPasa, el dominio de inserción, el dominio de unión y un dominio denominado 

“giratorio” que en conjunto confieren características estructurales similares a las 

chaperonas moleculares de la familia GroEL y Hsp70. La subunidad B es más pequeña 

y de forma globular y su plegamiento se asemeja al de la subunidad β de la enzima 

glicerol deshidratasa excepto porque carece de elementos de unión a cofactor. Con base 

en estos descubrimientos estructurales se ha propuesto un mecanismo de remoción de 

cofactor dañado de la holoenzima por un mecanismo de “intercambio de subunidades” 

[45]. 
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3.5.3 METALOCHAPERONAS INVOLUCRADAS EN PROTECCIÓN 

 Tanto procariontes como eucariontes metabolizan propionil-CoA mediante una 

ruta dependiente de B12, estando presente en ambos casos la MCM como parte de esta 

vía metabólica. Este hecho ha permitido extrapolar estudios realizados en bacterias a 

humanos, principalmente enfocados al descubrimiento de genes blanco de mutaciones 

que puedan generar AMM o cualquier otro desorden genético del metabolismo de la 

vitamina B12. En este sentido, una de las formas de abordar el tema fue mediante el 

análisis de arreglos de genes procariontes basados en la premisa de que genes agrupados 

o que forman parte de un operón tienen una función relacionada. De esta manera, el 

conocimiento de la función de alguno de los genes pertenecientes al arreglo permitiría 

inferir que el resto participan en el mismo proceso metabólico. Es así como, utilizando 

por primera vez este tipo de aproximación, determinan la participación de la enzima 

metilmalonil-CoA racemasa y descubren la existencia de un gen cercano a los genes de 

MCM de función desconocida e infieren su participación como proteína accesoria 

necesaria para su actividad [46].  

 Investigaciones en la bacteria M. extorquens confirman la participación de este 

gen en la ruta de propionil-CoA, dándole el nombre de meaB. También demuestran 

cómo las mutantes en este gen pierden la capacidad de convertir metilmalonil-CoA en 

succinil-CoA. Referenciando el modelo de reactivación descrito para otros miembros de 

esta subfamilia, especulan sobre su posible participación en la reactivación de MCM ya 

que la proteína tiene un dominio de GTP/ATPasa, pero no logran definir su función 

[19].   

Con el objetivo de revelar el papel de meaB, este mismo grupo logró clonar el 

gen para expresar y purificar la proteína, demostrando in vitro que ésta tiene actividad 

de GTPasa y que es capaz de unirse a MCM formando un complejo que puede ser 

detectado en ND-PAGE. Además demuestran que la enzima MCM aumenta su 

actividad de 1.4 a 3.9 U/mg en presencia de MeaB, GTP y Mg2+. Una de las 

características de los factores reactivantes (FR) es la formación del complejo FR-enzima 

inactiva en presencia de ADP y la disociación de éste en presencia de ATP. La 

asociación de MeaB con MCM no se vio favorecida en presencia de GTP ó GDP ni 

tampoco hubo una liberación de cofactor inactivo en las condiciones probadas. Por otro 

lado, Marsh y cols. demuestran que la enzima MCM de P. Freudenreichii se disocia 

progresivamente en sus dos subunidades estableciendo un equilibrio monómero-dímero 

[47]; esta disociación expone al cofactor unido el cual puede ser atacado por O2 o por 
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agua generando la forma inactiva de la enzima. En este sentido, los autores proponen 

que la proteína MeaB podría estar involucrada en la estabilización del dímero de MCM 

o podría unirse a ella para protegerla de la inactivación por la oxidación del cofactor 

durante la catálisis [48]. 

 La familia G3E de GTPasas P-loop está formada por UreG, HypB, CooC y 

MeaB y se ha descrito que actúan como chaperonas en el ensamblaje de metaloenzimas 

blanco, sin embargo el mecanismo mediante el cual actúan aún se desconoce [49].  

Experimentos de espectrofotometría UV-Vis de la proteína MCM de la bacteria 

M. extorquens permitieron monitorear la acumulación del cofactor inactivo OHCbl a 

partir de Cob(II)alamina en el dominio de unión a cofactor de la proteína MCM 

ocasionando la pérdida gradual de su actividad. La presencia de MeaB con GTP, GDP ó 

GMPPNP (análogo no hidrolizable) confiere un efecto protector evitando la oxidación 

del cofactor de manera independiente de la hidrólisis de nucleótido y debido 

principalmente a un efecto conformacional [50]. 

La cristalización de la metalochaperona MeaB de M. extorquens proporcionó 

datos importantes a nivel estructural cuyos motivos confirman su pertenencia a la 

familia G3E, las cuales típicamente actúan como switches moleculares con regiones que 

sufren cambios conformacionales durante la hidrólisis de GTP para comunicar una 

señal. Los miembros de esta familia se caracterizan por presentar baja actividad de 

GTPasa y cuatro motivos conservados característicos: el motivo P-loop en la forma 

GVPGVGKS (motivo Walker A), que coordina la molécula de fosfato del nucleótido de 

guanina, el motivo asa de especificidad de base NKAD (para guanina), las regiones 

switch I y II (Walker B) que interactúan con el nucleótido y el Mg2+ en el sitio activo. 

Esta proteína es un homodímero y cada monómero que la conforma está compuesto de 

3 regiones principales: un G-dominio central formado por 7 hebras β plegadas paralelas 

que albergan el sitio activo de GTPasa y extensiones α-hélice en ambos extremos N y C 

terminal que la diferencian de otras metalochaperonas de la familia. Particularmente la 

extensión C terminal de ∼70 aminoácidos, juega un papel importante en la formación de 

homodímeros independientes de nucleótido como contraparte de lo observado en los 

otros miembros que carecen de extensiones pero dimerizan de manera dependiente de 

nucleótido. La extensión N terminal de ∼50 aminoácidos, aparentemente participa en la 

interacción con MCM [51].  
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Utilizando la técnica de análisis de arreglos de genes procariontes previamente 

descrita, Dobson y sus colaboradores obtienen al gen meaB y buscan su homólogo en el 

genoma humano. Como producto de su búsqueda, obtienen un gen al que denominaron 

MMAA (cuyo nombre en inglés denota methylmalonic acidemia linked to the cblA 

complementation group).  Al secuenciar este gen en los pacientes con AMM del grupo 

cblA demuestran que la enfermedad es ocasionada por mutaciones en este gen. 

Determinan que el gen MMAA está codificado en el cromosoma 4, tiene un mRNA de 

1,437 pb que codifica para una secuencia de 418 aminoácidos predicha a partir de su 

secuencia de nucleótidos y utilizando un programa de predicción denotan una secuencia 

líder mitocondrial de 65 aminoácidos, quedando una proteína madura de 39 KDa 

aproximadamente [52]. Esta proteína tiene una identidad de 47% con MeaB de bacterias 

y 67% de similitud (Fig. 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 Alineamiento entre las proteínas MMAA de humano y MeaB de la bacteria M. extorquens. 
MMAA y MeaB tiene 46 % de identidad (asteriscos) y 67% de similitud (:). Sombreado en gris se muestra 
la probable secuencia líder mitocondrial de MMAA, sombreado en color se muestran los motivos de la 
familia G3E de GTPasas P-loop; amarillo: P-loop (Walker A); rojo: Switch I (�posicionamiento de 
molécula de agua para ataque nucleofílico); azul: Switch II (Walker B, � interacción con Mg2+). 
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Inicialmente, se especulaba que su papel podría ser como proteína 

transportadora del cofactor al interior de la mitocondria [52] y por extrapolación de los 

estudios realizados en su homólogo en bacterias se planteaba su papel como reactivasa o 

en la protección de MCM, sin embargo el papel de la proteína MMAA aún no ha sido 

revelado. 
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4 JUSTIFICACIÓN 

Existe una familia de proteínas que utilizan AdoCbl como cofactor para llevar a 

cabo reacciones químicamente complicadas. El cofactor es empleado como un 

generador de radicales creados por la hidrólisis del enlance Co-C en el sitio activo. La 

regeneración de este enlace después de cada ciclo catalítico es un punto crítico para 

mantener la actividad de la enzima, sin embargo puede verse afectada debido a la 

intercepción de estos radicales por oxígeno presente en el medio, generando la 

inactivación de la enzima.  

MCM es una isomerasa dependiente de AdoCbl y ha sido estudiada 

ampliamente en bacterias en las que se ha demostrado que sufre inactivación por 

oxidación del cofactor. Estudios en M. extorquens demostraron que la proteína MeaB 

forma un complejo con MCM probablemente para ejercer un mecanismo de protección 

contra una posible inactivación, sin embargo la función exacta de esta proteína 

accesoria aún no ha sido dilucidada. Para algunas proteínas AdoCbl-dependientes que 

sufren inactivación se ha descrito otro tipo de mecanismo que involucra la participación 

de chaperonas que pueden restaurar la actividad enzimática perdida durante la catálisis 

intercambiando el cofactor inactivo por cofactor intacto de manera dependiente de la 

hidrólisis de ATP.  

En humanos se han descrito varios genes involucrados en la ruta metabólica 

intracelular de la vitamina B12 cuyas mutaciones se asocian a una enfermedad 

metabólica llamada acidemia metilmalónica (AMM), sin embargo a la mayoría de estos 

genes no se les ha asignado una función definida. La MCM humana está codificada por 

el gen MUT y su función es importante para la degradación de aminoácidos y ácidos 

grasos de cadena impar. Mutaciones en este gen provocan AMM.  

Por otro lado, se han descrito mutaciones en otro gen llamado MMAA las cuales 

también generan AMM, pero el papel que juega en esta ruta metabólica aún se 

desconoce. Análisis bioinformáticos han revelado que la proteína MMAA tiene 

identidad con MeaB de bacterias.  

Aún no se ha comprobado que la proteína MCM de humano sufra inactivación 

suicida ni se ha demostrado su asociación con chaperonas que lleven a cabo 

mecanismos de protección o reactivación enzimática. 
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5 HIPÓTESIS 

La proteína humana MMAA está involucrada en un mecanismo de protección o 

reactivación de la enzima MCM. 
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6 OBJETIVO GENERAL 

Demostrar que la proteína MMAA humana interactúa con la enzima MCM para 

ejercer un efecto protector o reactivador sobre la actividad de ésta durante la reacción de 

isomerización. 

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

Expresión de genes. 

• Clonación del cDNA correspondiente al gen MMAA de humano en un vector de 

expresión. 

• Clonación del cDNA correspondiente al gen MUT de humano en un vector de 

expresión. 

• Expresión de ambos genes en E. coli. 

Purificación de las proteínas MMAA y MCM. 

• Medición de la actividad de GTPasa de la proteína MMAA. 

• Medición de la actividad de isomerasa de la proteína MCM. 

Interacción entre las proteínas MMAA y MCM. 

• In vitro: Medición de la Actividad de MCM en presencia y ausencia de MMAA. 

• In vivo: Interacción entre ambas proteínas mediante un ensayo de doble híbrido 

en levadura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 23 

7 MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 CEPAS UTILIZADAS  

Para la propagación y purificación de los plásmidos pBlueScript SK+, pRSETA y 

construcciones realizadas en éstos:  

• Escherichia coli TOP10F’ (F’ {lacIq, Tn10(TetR)} mcrA ∆(mrr-hsdRMS-

mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 deoR araD 139 ∆(ara-leu)7697 galU 

galK rpsL (StrR) endA1 nupG; Invitrogen). 

Para la expresión de las proteínas MMAA y MCM: 

• E. coli BL21(DE3)pLysS (F-, ompT hsdSB (rB
-mB

-) gal dcm (DE3) pLysS 

(CamR); Invitrogen). 

• E. coli BL21(DE3)Rosetta (F-, ompT hsdSB (rB
- mB

-) gal dcm (DE3) pRARE 

(CamR); Novagen). 

• E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (F-, ompT hsdSB (rB
- mB

-) dcm+ TetR gal 

λ(DE3) endA Hte (argU ileY leuW (CamR); Stratagen). 

Para el ensayo de Doble Híbrido: 

• Saccharomyces cerevisiae Y2HGold (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, 

his3-200, gal4∆, gal80∆, LYS2::GAL1UAS-Gal1TATA-His3, GAL2UAS-Gal2TATA-

Ade2, URA3::MEL1UAS-Mel1TATA, AUR1-C, MEL1; Clontech) 

7.2 MEDIOS DE CULTIVO  

Para la conservación de cepas de E. coli a -70°C se empleó LB con glicerol 

(triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L y glicerol 200 mL/L).  

Para la propagación y purificación de plásmidos transformados en la cepa E. coli 

TOP10F’ se utilizó el medio LB. Cuando se requirió se adicionaron 100 µg/mL de 

ampicilina (Amp).  

 Para la estandarización de condiciones de expresión, se probaron las cepas de 

expresión de E. coli en medio LB y en SOB (triptona 20g/L, extracto de levadura 5 g/L, 

NaCl 0.5 g/L, KCl 186 mg/L y MgCl2 2.03 g/L). Cuando se requirió, se les adicionó 

ampicilina (Amp, 100 µg/mL) y cloranfenicol (Cm, 35 µg/mL ó 50 µg/mL, de acuerdo 

a la cepa empleada).  

 Las cepas de levadura utilizadas y derivadas del ensayo de doble híbrido se 

almacenaron y propagaron en los medios de cultivo incluidos y sugeridos en el sistema 
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Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech) siguiendo las recomendaciones 

del fabricante.   

7.3 CLONACIÓN DEL cDNA CORRESPONDIENTE AL GEN 

MMAA EN EL VECTOR DE EXPRESIÓN pRSETA 

7.3.1 AISLAMIENTO DE RNA A PARTIR DE LEUCOCITOS 

La extracción de leucocitos se llevó a cabo a partir de 10 mL de sangre fresca de 

individuos sanos mediante un gradiente de lymphoprep (Axis-Shield).  

La pastilla de leucocitos obtenida a partir de 10 mL de sangre se resuspendió en 

5 mL de RNAprotect Bacteria Reagent (QIAGEN) para mantener la integridad del 

RNA. A partir de la suspensión de leucocitos se extrajo el RNA total con el sistema 

RNeasy mini kit (QIAGEN) utilizando el protocolo para la extracción a partir de células 

animales descrito por el fabricante.  

7.3.2 DISEÑO DE INICIADORES 

En la tabla 1 se muestra el nombre, la secuencia y la descripción de cada uno de 

los iniciadores utilizados para hacer el cDNA y amplificar el gen MMAA. 

 

Nombre Secuencia (5’-3’) Descripción 

MMAAcom-For aataaaggatccatgcccatgctgctacca 

Diseñado para insertar el sitio de restricción BamHI 

al inicio del gen MMAA con secuencia líder 

mitocondrial. (Las bases subrayadas indican el sitio 

de restricción). 

MMAAwl-For cttaaagagaggatcctgtgtacaaaca 

Diseñado para insertar el sitio de restricción BamHI 

al inicio del gen MMAA y eliminar la secuencia líder 

mitocondrial. 

MMAA-Rev tatacaggatgaggaattcttagtctctgct 
Diseñado para insertar el sitio de restricción EcoRI al 

final del gen MMAA. 

MMAAint-For agcccaggtgcttgttcaga 

Iniciador sentido interno del gen MMAA diseñado 

para secuenciar a partir del nucleótido 439 de la 

secuencia referencia (NM_172250). 

MMAAint-Rev tgcactcacatattccgcttg 

Iniciador antisentido interno del gen MMAA diseñado 

para secuenciar a partir del nucleótido 1011 en 

dirección antisentido de la secuencia referencia 

(NM_172250). 

Tabla 1. Iniciadores utilizados para la clonación del cDNA del gen MMAA.  
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7.3.3 OBTENCIÓN DEL cDNA DE MMAA POR RT-PCR 

 El cDNA correspondiente al gen MMAA y su amplificación por PCR se realizó 

utilizando el sistema One Step RT-PCR (OmniScript).  

Para determinar la temperatura de alineamiento de los iniciadores, se llevó a 

cabo una curva de temperaturas que abarcó un rango entre 48 y 65°C utilizando los 

iniciadores MMAAcom-For y MMAA-Rev diseñados para obtener la secuencia 

correspondiente al gen MMAA completo, el cual tiene un tamaño esperado de 1,257 pb. 

Una vez determinada la temperatura de alineamiento (51°C) se repitió el procedimiento 

con los mismos iniciadores empleando las condiciones descritas en el anexo 1 (sección 

12.1.1). 

El producto obtenido a partir del RT-PCR se sometió a electroforesis en gel de 

agarosa 0.8% (w/v) en amortiguador TAE (0.4 M de Tris-acetato y 1 mM de EDTA, pH 

8.3) corriendo a 100 volts constante y tiñendo con bromuro de etidio (1 µg/mL). El 

amplicón del tamaño esperado se purificó del gel utilizando el sistema Gel purification 

mini Kit (QIAGEN). La purificación del amplicón se verificó por electroforesis en un 

gel de agarosa en las mismas condiciones.   

7.3.4 CLONACIÓN DEL cDNA DE MMAA CON SECUENCIA LÍDER EN EL 

PLÁSMIDO DE PROPAGACIÓN pBlueScript SK + 

7.3.4.1 DIGESTIONES CON LAS ENZIMAS BamHI Y EcoRI 

Una vez obtenido el amplicón completo purificado correspondiente al gen 

MMAA, se llevó a cabo una doble digestión con las enzimas de restricción BamHI y 

EcoRI (Invitrogen) según las especificaciones del fabricante. Asimismo, se llevó a cabo 

la digestión del plásmido de propagación pBlueScript SK+ con las mismas enzimas de 

restricción.  

Ambos digeridos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa bajo las 

condiciones descritas previamente. Los insertos digeridos obtenidos se recortaron y 

purificaron del gel utilizando el sistema Gel purification mini Kit (QIAGEN).  

7.3.4.2 LIGACIÓN DEL PLÁSMIDO pBlueScript SK+ CON MMAA  

La ligación se llevó a cabo mezclando 12 ng de plásmido pBlueScript SK+ 

digerido con las enzimas BamHI y EcoRI, 6 ng del amplicón correspondiente a MMAA 

digerido con las mismas enzimas y 1U de ligasa T4 (Invitrogen), de acuerdo con las 

especificaciones del fabricante.  
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7.3.4.3 TRANSFORMACIÓN DE LA MEZCLA DE LIGACIÓN pBlueScript SK+-

MMAA EN LA CEPA DE PROPAGACIÓN E. coli TOP10F’ 

Se obtuvieron células competentes de E. coli TOP10F’ mediante el método de 

cloruro de rubidio [53], las cuales se transformaron por el método de choque térmico 

con la mezcla de ligación descrita en la sección 7.3.4.2. siguiendo el protocolo de 

Invitrogen. La selección de clonas positivas se llevó a cabo en cajas de LB con Amp 

(100 µg/mL), IPTG (140 µM) y X-gal (120 µg/mL). 

7.3.4.4 PURIFICACIÓN DE LOS PLÁSMIDOS RECOMBINANTES A PARTIR DE 

E. coli TOP10F’ 

Se llevó a cabo la purificación de plásmido de 4 colonias positivas utilizando el 

sistema de purificación DNA isolation kit (Promega). A estos plásmidos se les nombró 

como pSK-MMAA-1 a 4 y se les sometió a una doble digestión con las enzimas BamHI 

y EcoRI para verificar la liberación del inserto del tamaño esperado, las cuales se 

sometieron a electroforesis en gel de agarosa 0.8% como previamente se describió. 

7.3.5 SUB-CLONACIÓN DE MMAA SIN SECUENCIA LÍDER EN EL 

PLÁSMIDO DE EXPRESIÓN pRSETA 

7.3.5.1 OBTENCIÓN DE MMAA SIN SECUENCIA LÍDER MITOCONDRIAL POR 

AMPLIFICACIÓN 

 Para obtener la secuencia de MMAA sin la probable región líder mitocondrial se 

llevó a cabo la amplificación por PCR utilizando como templado el plásmido pSK-

MMAA-1 con los iniciadores MMAAwl-For y MMAA-Rev (Tabla 1) empleando la 

enzima Platinum PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen) utilizando las condiciones 

descritas en el anexo 1 (sección 12.1.2). 

El producto de reacción se sometió a electroforesis en gel de agarosa bajo las 

condiciones descritas previamente. El amplicón obtenido que tiene el tamaño esperado 

para el gen sin secuencia líder (1,062 pb) se recortó y purificó del gel utilizando el 

sistema Gel purification mini Kit (QIAGEN). 

7.3.5.2  DIGESTIONES CON LAS ENZIMAS BamHI Y EcoRI 

Una vez obtenido el amplicón sin secuencia líder mitocondrial purificado 

correspondiente al gen MMAA, se llevó a cabo una doble digestión con las enzimas de 
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restricción BamHI y EcoRI (Invitrogen) según las especificaciones del fabricante. Se 

realizó también la digestión del plásmido de expresión pRSETA (Invitrogen) con las 

mismas enzimas de restricción.  

Ambos digeridos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa como 

previamente se describió. Los insertos digeridos obtenidos se recortaron y purificaron 

del gel utilizando el sistema Gel purification mini Kit (QIAGEN). 

7.3.5.3 LIGACIÓN DEL PLÁSMIDO pRSETA CON MMAA SIN LÍDER  

 La ligación se llevó a cabo mezclando 50 ng de plásmido pRSETA digerido con 

las enzimas BamHI y EcoRI, 15 ng del amplicón correspondiente a MMAA sin 

secuencia líder digerido con las mismas enzimas y 1U de ligasa T4 (Invitrogen), de 

acuerdo con las especificaciones del fabricante.  

7.3.5.4 TRANSFORMACIÓN DE LA MEZCLA DE LIGACIÓN pRSETA-MMAA 

SIN LÍDER EN LA CEPA DE PROPAGACIÓN E. coli TOP10F’ 

 Se obtuvieron células competentes de E. coli TOP10F’ mediante el método de 

cloruro de rubidio [53] las cuales se transformaron por el método de choque térmico con 

la mezcla de ligación de la sección 7.3.5.3 siguiendo el protocolo descrito por 

Invitrogen. La selección de clonas positivas se llevó a cabo en cajas de LB con Amp 

(100 µg/mL). 

7.3.5.5 PURIFICACIÓN DE LOS PLÁSMIDOS RECOMBINANTES A PARTIR DE 

E. coli TOP10F’ 

 Se llevó a cabo la purificación de plásmido de 4 colonias positivas utilizando el 

sistema de purificación DNA isolation kit (Promega). A estos plásmidos se les nombró 

como pMMAAwl-1 a 4 y se les sometió a una doble digestión con las enzimas BamHI y 

EcoRI para verificar la liberación del inserto del tamaño esperado. Estas se sometieron a 

electroforesis en gel de agarosa 0.8% como se ha descrito previamente. 

7.3.5.6 SECUENCIACIÓN DEL PLÁSMIDO pMMAAwl-1 

 Para verificar que la secuencia clonada no tuviera cambios con respecto a la 

secuencia referencia reportada en la base de datos del GenBank (NM_172250), se hizo 

la secuenciación completa del inserto clonado en pMMAAwl-1 utilizando los 

iniciadores universales T7 promoter primer y T7 Reverse primer junto con los 

iniciadores internos indicados en la tabla 1. Se empleó el sistema Big Dye Terminator 

Cycle Sequencing Ready Reaction versión 3.1 (Applied Biosystems) utilizando un 
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secuenciador automático ABI-PRISM 310 (Perkin Elmer) de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante.  

7.4 CLONACIÓN DEL cDNA  CORRESPONDIENTE AL GEN MUT 

EN EL VECTOR DE EXPRESIÓN pRSETA 

7.4.1 DISEÑO DE INICIADORES 

En la tabla 2 se muestra el nombre, la secuencia y la descripción de cada uno de 

los iniciadores utilizados para obtener el cDNA y amplificar el gen MUT. 

 

Nombre Secuencia (5’-3’) Descripción 

Mutwl-For tacagcaacgagctcctacaccag 

Diseñado para insertar el sitio de restricción SacI 

al inicio del gen MUT y eliminar la secuencia 

líder mitocondrial. (Las bases subrayadas indican 

el sitio de restricción). 

Mut-Rev ccatggttatacagattgctgcttct 
Diseñado para insertar el sitio de restricción NcoI 

al final del gen MUT. 

Mutint-579 ggaccatccgccagtatgct 

Iniciador sentido interno del gen MUT diseñado 

para secuenciar a partir del nucleótido 579 de la 

secuencia referencia (NM_000255). 

Mutint-966 ctccagaaccatccatga 

Iniciador sentido interno del gen MUT diseñado 

para secuenciar a partir del nucleótido 966 de la 

secuencia referencia (NM_000255). 

Mutint-1335 cacttactgagcaggatcccta 

Iniciador sentido interno del gen MUT diseñado 

para secuenciar a partir del nucleótido 1335 de la 

secuencia referencia (NM_000255). 

Mutint-1784 aatacttcagtgcgaaacaggc 

Iniciador sentido interno del gen MUT diseñado 

para secuenciar a partir del nucleótido 1784 de la 

secuencia referencia (NM_000255). 

Tabla 2. Iniciadores utilizados para la clonación del cDNA del gen MUT. 

7.4.2 SUB-CLONACIÓN DE MUT SIN SECUENCIA LÍDER EN EL PLÁSMIDO 

DE EXPRESIÓN pRSETA 

7.4.2.1 OBTENCIÓN DE MUT SIN SECUENCIA LÍDER MITOCONDRIAL POR 

AMPLIFICACIÓN 

Para obtener la región del gen MUT sin la región líder mitocondrial se llevó a 

cabo la amplificación por PCR utilizando como templado el plásmido pmMUT (donado 

amablemente por el Dr. W. Fenton [54]), el cual contiene el cDNA correspondiente al 
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gen completo. La determinación de la temperatura de alineamiento de los iniciadores, se 

obtuvo mediante la elaboración de una curva de temperaturas que abarcó un rango entre 

50 y 61°C, utilizando los iniciadores Mutwl-For y Mut-Rev (Tabla 2). Una vez 

determinada la temperatura de alineamiento (52°C) se repitió el procedimiento con los 

mismos iniciadores para obtener el amplicón correspondiente al gen MUT sin secuencia 

líder mitocondrial, el cual tiene un tamaño aproximado de 2,154 pb, empleando 

Platinum PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen) y siguiendo las condiciones 

descritas en el anexo 1 (sección 12.1.3). 

El producto de la reacción se sometió a electroforesis en gel de agarosa en 

condiciones descritas previamente. El amplicón obtenido con el tamaño esperado, se 

recortó y purificó del gel utilizando el sistema Gel purification mini Kit (QIAGEN). 

7.4.2.2  DIGESTIONES CON LAS ENZIMAS SacI Y NcoI 

Una vez obtenido el amplicón purificado correspondiente al gen MUT sin 

secuencia líder mitocondrial, se llevó a cabo una doble digestión con las enzimas de 

restricción SacI y NcoI (Invitrogen) según las especificaciones del fabricante. 

Asimismo, se llevó a cabo la digestión del plásmido de expresión pRSETA (Invitrogen) 

con las mismas enzimas de restricción.  

Ambos elementos digeridos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa bajo 

las condiciones descritas previamente. El inserto y el plásmido se recortaron y 

purificaron del gel utilizando el sistema Gel purification mini Kit (QIAGEN). 

7.4.2.3 LIGACIÓN DEL PLÁSMIDO pRSETA CON MUT SIN LÍDER  

 La ligación se llevó a cabo mezclando 150 ng de plásmido pRSETA digerido 

con las enzimas SacI y NcoI, 300 ng del amplicón correspondiente a MUT sin secuencia 

líder digerido con las mismas enzimas y 1 U de ligasa T4 (Invitrogen), de acuerdo con 

las especificaciones del fabricante.  

7.4.2.4 TRANSFORMACIÓN DE LA MEZCLA DE LIGACIÓN pRSETA-MUT SIN 

LÍDER EN LA CEPA DE PROPAGACIÓN E. coli TOP10F’ 

 Mediante el método de cloruro de rubidio [53] se obtuvieron células 

competentes de E. coli TOP10F’ las cuales se transformaron por el método de choque 

térmico con la mezcla de ligación de la sección 7.4.2.3 siguiendo el protocolo descrito 

por Invitrogen. La selección de clonas positivas se llevó a cabo en cajas de LB con Amp 

(100 µg/mL). 
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7.4.2.5 PURIFICACIÓN DE LOS PLÁSMIDOS RECOMBINANTES A PARTIR DE 

E. coli TOP10F’ 

 Se llevó a cabo la purificación de plásmido de 4 colonias positivas utilizando el 

sistema de purificación DNA isolation kit (Promega). A estos plásmidos se les nombró 

como pMCM-1 a 4 y se les sometió a una doble digestión con las enzimas SacI y NcoI 

para verificar la liberación del inserto del tamaño esperado (2,154 pb). Las digestiones 

se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 0.8% como se describió previamente. 

7.4.2.6 SECUENCIACIÓN DEL PLÁSMIDO pMCM-2  

 Para corroborar que la secuencia clonada no tenía cambios con la secuencia 

referencia reportada en la base de datos del GenBank (NM_000255), se hizo la 

secuenciación completa del inserto clonado en pMCM-2 utilizando los iniciadores 

universales T7 promoter primer y T7 Reverse primer junto con los iniciadores internos 

indicados en la tabla 2. Se utilizó el sistema Big Dye Terminator Cycle Sequencing 

Ready Reaction versión 3.1 (Applied Biosystems) utilizando un secuenciador 

automático ABI-PRISM 310 (Perkin Elmer) de acuerdo a las recomendaciones del 

fabricante.  

7.5 EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA MMAA  

7.5.1 TRANSFORMACIÓN DEL PLÁSMIDO pMMAAwl-1 EN CEPA S DE 

EXPRESIÓN 

 Utilizando el método de cloruro de rubidio [53] se obtuvieron células 

competentes de las cepas de expresión E. coli BL21(DE3)pLysS, E. coli 

BL21(DE3)Rosetta y E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, las cuales se transformaron 

por choque térmico con el plásmido pMMAAwl-1 siguiendo el protocolo descrito por 

Invitrogen.  

7.5.2 ALMACENAMIENTO DE CLONAS DE EXPRESIÓN 

Una vez que la cepa de E. coli BL21(DE3)Rosetta se transformó con el plásmido 

pMMAAwl-1, la mezcla de transformantes se inoculó en 100 mL de LB con Amp (100 

µg/mL) y Cm (50 µg/mL). El cultivo se incubó a 37°C con agitación a 200 rpm hasta 

alcanzar una D.O.600 entre 0.5-0.7. Una vez alcanzada dicha densidad se hicieron 

alícuotas con glicerol a un concentración final de 20%. Las alícuotas se mantuvieron a   

-70°C hasta su uso.  
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7.5.3 PRUEBAS PILOTO DE EXPRESIÓN DE MMAA 

 Se hicieron las pruebas piloto de expresión sugeridas en el manual de Invitrogen 

y, debido a una baja expresión, se probaron otras condiciones (Tabla 3). 

 

Condición Prueba 

Medio de cultivo 
LB 

SOB 

Concentración de Inductor (IPTG) 
0.5 mM 

1 mM 

Densidad Óptica del medio para la inducción 0.5 y 0.8 

Tiempo de incubación post-inducción 2h, 4h, 6h, 8h, 12h, 18h y 24h 

Temperatura 37°C, 30°C y 22°C 

Cepa de expresión 

E. coli BL21(DE3)pLysS 

E. coli BL21(DE3)Rosetta 

E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL 

Tabla 3. Condiciones probadas para la expresión de MMAA. 

7.5.4 EXPRESIÓN DE MMAA 

 Un mL de la cepa E. coli BL21(DE3)Rosetta transformada con el plásmido 

pMMAAwl-1 y almacenada en glicerol se utilizó para inocular 400 mL de LB con Amp 

(100 µg/mL) y Cm (35 µg/mL). El cultivo se incubó a 37°C y 225 rpm hasta alcanzar 

una D.O.600 entre 0.5-0.7, momento en el cual la temperatura se disminuyó 

gradualmente hasta 22°C. Una vez alcanzada dicha temperatura, el cultivo se indujo con 

IPTG (0.5 mM) y se incubó durante 14 horas con agitación a 250 rpm. Después de este 

tiempo, las células se colectaron por centrifugación a 10,000 rpm durante 15 minutos a 

4°C. El paquete de células se almacenó a -70°C hasta su uso. 

7.5.5 PURIFICACIÓN DE MMAA 

La purificación de la proteína MMAA se llevó a cabo siguiendo el protocolo del 

manual ProBond Purification System (Invitrogen) en condiciones nativas con algunas 

modificaciones. Para la obtención del lisado, se utilizó un paquete celular de 

aproximadamente 3 g peso húmedo, el cual se resuspendió en 16 mL de amortiguador 

de purificación nativo 1X (50 mM NaH2PO4, 0.5 mM NaCl, pH 8). Después de tratar 

las células con lisozima (1 mg/mL), éstas se separaron en dos tubos (cada uno con 8 mL 

de lisado) para ser sonicadas y obtener las fracciones solubles e insolubles como lo 

indica el protocolo. La unión de la proteína a la resina se realizó en lote, colocando 4 
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mL de resina previamente equilibrada en amortiguador de purificación nativo con lisado 

diluido (1:2) en un vaso de precipitados con agitación gentil en hielo durante 1 hora. 

Posteriormente, la mezcla de lisado-resina se repartió en dos columnas ProBond 

Purification. Después se llevaron a cabo 4 lavados con amortiguador de purificación 

nativo 1X conteniendo 20 mM de imidazol y un lavado con amortiguador de 

purificación nativo 1X con 50 mM de imidazol para eliminar proteínas inespecíficas en 

cada columna. La proteína se eluyó con 8 mL de amortiguador de elución 2X (100 mM 

NaH2PO4, 1M NaCl, 200 mM Imidazol, pH 8) y cada fracción de 1 mL se colectó en un 

tubo de 1.5 mL. Por último a cada fracción obtenida se le agregó glicerol a una 

concentración final de 20%. La concentración de proteína se cuantificó por el método 

de Bradford (BioRad) utilizando BSA como estándar. Las fracciones más concentradas 

se almacenaron a -70°C hasta su uso. 

7.5.6 RECONOCIMENTO DE MMAA POR WESTERN BLOT 

 Para determinar si la proteína purificada corresponde a MMAA se llevó a cabo 

un ensayo de reconocimiento por Western blot. Las fracciones obtenidas durante el 

proceso de purificación se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida (10%) 

en condiciones desnaturalizantes siguiendo el protocolo descrito por Bollag, Rozycki y 

Edelstein [55]. Una vez concluida la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa (Millipore) utilizando como amortiguador de transferencia 

Tris base (3 g/L), glicina (14.4 g/L), SDS (1 g/L) y metanol (200 mL/L). El 

reconocimiento de la proteína se realizó utilizando el anticuerpo anti-HisG-AP 

(Invitrogen) y la detección utilizando el sistema de sustratos BCIP/NBT (Invitrogen), 

siguiendo las especificaciones del fabricante.  

7.6 EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA MCM  

7.6.1 TRANSFORMACIÓN DEL PLÁSMIDO pMCM-2 EN CEPAS D E 

EXPRESIÓN 

 Utilizando el método de cloruro de rubidio [53] se obtuvieron células 

competentes de las cepas de expresión E. coli BL21(DE3)pLysS, E. coli 

BL21(DE3)Rosetta y E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL las cuales se transformaron 

por choque térmico con el plásmido pMCM-2 siguiendo el protocolo descrito por 

Invitrogen.  
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7.6.2 ALMACENAMIENTO DE CLONAS DE EXPRESIÓN 

Después de transformar la cepa de expresión E. coli BL21(DE3)pLysS con el 

plásmido pMCM-2, la mezcla de transformantes se utilizó para inocular 100 mL de LB 

con Amp (100 µg/mL) y Cm (35 µg/mL). El cultivo se incubó a 37°C con agitación a 

200 rpm hasta alcanzar una D.O.600 entre 0.5-0.7. Una vez alcanzada dicha densidad se 

hicieron alícuotas agregando glicerol a un concentración final de 20%. Las alícuotas se 

mantuvieron a -70°C hasta su uso.  

7.6.3 PRUEBAS PILOTO DE EXPRESIÓN DE MCM 

 Se llevaron a cabo las pruebas piloto de expresión sugeridas en el manual de 

Invitrogen y, debido a una baja expresión de la proteína, se probaron diferentes 

condiciones de expresión (Tabla 4). 

 

Condición Prueba 

Medio de cultivo 
LB 

SOB 

Concentración de Inductor (IPTG) 
0.5 mM 

1 mM 

Densidad Óptica del medio para la inducción 0.5 y 0.8 

Tiempo de incubación post-inducción 2h, 4h, 6h, 8h, 12h, 18h y 24h 

Temperatura 37°C, 30°C y 22°C 

Cepa de expresión 

E. coli BL21(DE3)pLysS 

E. coli BL21(DE3)Rosetta 

E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL 

Tabla 4. Condiciones probadas para la expresión de MCM. 

7.6.4 EXPRESIÓN DE MCM 

 Un mL de la cepa E. coli BL21(DE3)pLysS transformada con el plásmido 

pMCM-2 y almacenada en glicerol se utilizó para inocular 100 mL de LB con Amp 

(100 µg/mL) y Cm (35 µg/mL). El cultivo se incubó toda la noche a 37°C con agitación 

a 200 rpm. Este cultivo se utilizó como inóculo de un reactor de 1.5 L que contenía 1 L 

de LB suplementado con glucosa (2 g/L), Amp (100 µg/mL) y Cm (35 µg/mL). La 

temperatura del reactor se ajustó a 22°C y se agitó a 234 rpm para mantener una 

concentración de oxígeno disuelto (DOC) del 38%, hasta alcanzar una D.O.600 de 0.8 

momento en el cual la temperatura se disminuyó a 12°C. Una vez alcanzada dicha 

temperatura, el cultivo se indujo con IPTG (1 mM), se inició la alimentación con 
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glucosa (100 g/L) a un flujo de 1 mL/h y se incubó durante 41 horas con agitación a 350 

rpm. Después de este tiempo, las células se colectaron por centrifugación a 10,000 rpm 

durante 15 minutos a 4°C. El paquete de células se almacenó a -70°C hasta su uso 

[manuscrito en preparación]. 

7.6.5 PURIFICACIÓN DE MCM 

La purificación de la proteína MCM se llevó a cabo siguiendo el protocolo del 

manual ProBond Purification System (Invitrogen) en condiciones nativas con algunas 

modificaciones. Todos los pasos se realizaron en presencia de luz roja. Para la 

obtención del lisado, se utilizó un paquete celular de aproximadamente 4 g peso 

húmedo, el cual se resuspendió en 30 mL de amortiguador de purificación nativo 1X 

(50 mM NaH2PO4, 0.5 mM NaCl, pH 8 y 5 µM de AdoCbl). Después de tratar las 

células con lisozima (1 mg/mL), el lisado se repartió en 5 tubos cada uno con 6 mL para 

ser sonicadas y obtener las fracciones solubles e insolubles como lo indica el protocolo. 

El lisado se diluyó (1:2) con el mismo amortiguador y se agregó a la columna ProBond 

Purification para permitir la unión de la proteína a la resina manteniendo un flujo 

máximo de 1 mL/min. Posteriormente se llevaron a cabo 4 lavados con amortiguador de 

purificación nativo 1X el cual contenía 5 µM de AdoCbl y 20 mM de imidazol. Para 

eliminar las proteínas inespecíficas se realizó un lavado de 8 mL con amortiguador de 

purificación nativo 1X con 5 µM de AdoCbl y 100 mM de imidazol. La proteína se 

eluyó con 12 mL de amortiguador de elución 1X (50 mM NaH2PO4, 0.5 mM NaCl, 150 

mM imidazol, pH 8 y 5 µM AdoCbl). 

7.6.6 DIÁLISIS Y CONCENTRACIÓN DE MCM 

 Para aumentar la concentración de la enzima e intercambiar el amortiguador de 

elución por amortiguador de almacenamiento (Tris-HCl 100 mM, AdoCbl 5 µM, pH 

7.5) se emplearon membranas de filtración. Para los lavados de mayor volumen se 

emplearon membranas con capacidad de 15 mL y corte de 50 KDa (Corning) y se 

efectuaron 3 lavados de 14 mL cada uno.  Para la concentración de proteína se empleó 

un cono de filtración con capacidad de 2 mL y corte de 30 KDa (Sartorius). A la 

fracción final se le agregó glicerol al 20%. Posteriormente se efectuó la cuantificación 

de proteína empleando el método de Bradford (BioRad) utilizando ASB como estándar. 

La proteína se almacenó a 4°C durante 5 días.  
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7.6.7 RECONOCIMENTO DE MCM POR WESTERN BLOT 

 Para determinar si la proteína purificada corresponde a MCM, se llevó a cabo un 

ensayo de reconocimiento por Western blot. Las fracciones obtenidas durante el proceso 

de purificación se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida (10%) en 

condiciones desnaturalizantes siguiendo el protocolo descrito por Bollag, Rozycki y 

Edelstein [55]. Una vez concluida la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa (Millipore) utilizando como amortiguador de transferencia 

Tris base (3 g/L), glicina (14.4 g/L), SDS (1 g/L) y metanol (200 mL/L). El 

reconocimiento de la proteína se realizó utilizando el anticuerpo anti-HisG-AP 

(Invitrogen) y la detección utilizando el sistema de sustratos BCIP/NBT (Invitrogen), 

siguiendo las especificaciones del fabricante.  

7.7 MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD DE GTPasa DE LA PROTEÍ NA 

PURA MMAA 

7.7.1 ESTANDARIZACIÓN DE CONDICIONES  

 Para la separación de los nucleótidos GTP y GDP se empleó la técnica de 

cromatografía en capa fina (TLC) utilizando placas de poli(etileimino)-celulosa 

(Merck). Las condiciones probadas para la mejor resolución de los nucleótidos se 

encuentran resumidas en la tabla 5. Para efectuar estas pruebas se emplearon estándares 

de GTP y GDP (Sigma) a una concentración de 50 mM. Las imágenes se obtuvieron en 

un transiluminador (Gel Logic 200 Image System) mediante la absorción de luz UV. 

 

Condición Prueba 

Fase móvil 

Amortiguador Tb 
(Tris 0.75 M, HCl 0.45 M, LiCl 0.5 M) [56] 

pH 8 

KH2PO4 
(1 M) [48] 

pH 3 
pH 4 

pH 4.5 
pH 5 

Tiempo de Corrimiento 
2.5 h 
5 h 

Cantidad de muestra 
cargada 

1.75 µL 
1 µL 

0.75 µL 
0.5 µL 
0.25 µL 

Lavados con metanol  
Sin lavado 
1 lavado 
2 lavados 

Tabla 5. Condiciones probadas para la separación de GTP y GDP por TLC. 
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7.7.2 MEDICIÓN DE ACTIVIDAD  

 La actividad de GTPasa de la proteína purificada MMAA se hizo con base en el 

protocolo descrito por Korotkova y colaboradores [48] con algunas modificaciones. El 

sistema de reacción contenía 20 µg de MMAA pura, 5 mM MgCl2, 38.5 mM KCl, 10 

µCi de [α32-P]GTP y 50 mM fosfato de potasio, pH 7.5 en un volumen total de 25 µL. 

Cuando la reacción se realizó en presencia de la proteína MCM, ésta se agregó en una 

relación 1:1 con respecto a MMAA. La mezcla se incubó a 37°C durante 15, 30 y 60 

minutos. Para detener la reacción se agregó etanol frío volumen a volumen y se 

centrifugó durante 5 minutos a 13,000 rpm para eliminar la proteína precipitada. Del 

sobrenadante se tomaron alícuotas de 1 µL las cuales se aplicaron en la placa con un 

capilar. La placa se colocó en un tanque que contenía amortiguador Tb (30 mL) y 

cuando el frente del amortiguador alcanzó el borde superior de la placa, ésta se retiró 

del tanque y se dejó secar. Después la placa se expuso a una película radiográfica JXA 2 

(Juama) durante 12 horas. Por último, la película se reveló y fijó (Kodak).  

7.8 MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD DE ISOMERASA DE LA 

PROTEÍNA PURA MCM 

7.8.1 TIEMPOS CORTOS DE INCUBACIÓN 

 La actividad de isomerasa de la proteína MCM se midió por desaparición del 

sustrato metilmalonil-CoA (MMCoA, Sigma) separándolo del succinil-CoA por HPLC 

y posteriormente cuantificando por absorción a una λ de 254 nm. El sistema de reacción 

contenía 3.2 ng de la enzima MCM, 0.24 mM de MMCoA, 5 µM de AdoCbl, 200 mM 

Tris/100 mM de amortiguador fosfato, pH 7.5 en un volumen total de 50 µL. Para los 

ensayos en presencia de la proteína MMAA, se agregaron 6.2 ng al sistema. La mezcla 

de reacción se incubó a 37°C durante 30 segundos, 1 minuto y 2 minutos y se detuvo 

por congelación en hielo seco/etanol. 20 µL de cada muestra se inyectaron en un HPLC 

con una columna nucleosil 100-5 C18 150 x 4.6 mm (Macherey-Nagel) y se analizaron 

por espectrofotometría (Varian ProStar Mod. 210) utilizando un método isocrático cuya 

fase móvil estaba compuesta de 50 mM NaH2PO4 pH 4, 85% y 15% metanol. La 

detección y cuantificación de MMCoA y SucCoA se llevó a cabo utilizando el software 

Galaxie Chromatography Data System (versión 1.9.3.2).  

 Para calcular la actividad específica de la enzima, se llevó a cabo la construcción 

de una curva estándar de MMCoA por triplicado para interpolar los datos de unidades 
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de área obtenidos en la cinética de reacción. La actividad se reporta en µmoles de 

succinil-CoA formados min-1 mg-1. 

7.8.2 TIEMPOS PROLONGADOS DE INCUBACIÓN 

 Para las cinéticas en tiempos prolongados de incubación, el sistema de reacción 

contenía 6.2 ng de la enzima MCM, 0.24 mM de MMCoA, 5 µM de AdoCbl, 200 mM 

Tris/100 mM de amortiguador fosfato, pH 7.5 en un volumen total de 50 µL. Para los 

ensayos en presencia de la proteína MMAA, se agregaron 12.5 ng al sistema en 

ausencia y presencia de GTP (1 mM) ó GMPPNP (1 mM) y MgCl2 (1 mM). La 

reacción se incubó a 37°C durante 30, 60, 120 y 180 minutos. Se detuvo por 

congelación en hielo seco/etanol. 20 µL de cada muestra se inyectaron al HPLC. En el 

caso de la reacción diseñada para observar el efecto reactivador de la proteína MMAA, 

ésta se inició agregando la enzima MCM, se dejó incubando durante 60 minutos y 

posteriormente se agregó MMAA al sistema. 

7.9 ENSAYO DE DOBLE HÍBRIDO EN LEVADURA 

7.9.1 DISEÑO DE INICIADORES 

En la tabla 6 se muestra el nombre, la secuencia y la descripción de cada uno de 

los iniciadores empleados en la amplificación de los genes MMAA y MUT en el ensayo 

de doble híbrido en levadura. 

 

Tabla 6. Iniciadores utilizados para amplificar y sub-clonar los genes MMAA y MUT  (las bases 
subrayadas indican el sitio de restricción). 

Nombre Secuencia (5’-3’) Descripción 

MutDH-F gatcccatggagctacaccagcaacagcc 

Diseñado para insertar el sitio de restricción NcoI al 

inicio del gen MUT sin secuencia líder mitocondrial para 

sub-clonarlo en el plásmido pGBKT7. 

MutDH-R cgaattctgcagttatacag 
Diseñado para insertar el sitio de restricción PstI al final 

del gen MUT para sub-clonarlo en el plásmido pGBKT7. 

MMAADH-F gatcgatgggaattctgtgtacaaacaacc 

Diseñado para insertar el sitio de restricción EcoRI al 

inicio del gen MMAA sin secuencia líder mitocondrial 

para sub-clonarlo en el plásmido pGADT7. 

MMAADH-Rev caagcttcctcgagttagtctctgctttta 

Diseñado para insertar el sitio de restricción XhoI al 

inicio del gen MMAA sin secuencia líder mitocondrial 

para sub-clonarlo en el plásmido pGADT7. 
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7.9.2 AMPLIFICACIÓN Y CLONACIÓN DE MMAA Y MUT EN LOS 

PLÁSMIDOS DEL SISTEMA MATCHMAKER GOLD YEAST TWO-HYB RID 

SYSTEM 

7.9.2.1 AMPLIFICACIÓN DE LOS GENES MMAA Y MUT 

Para poder clonar la secuencia del gen MMAA se llevó a cabo la amplificación 

por PCR utilizando como templado el plásmido pMMAAwl-1 previamente obtenido 

(7.3.5.5). La determinación de la temperatura de alineamiento de los iniciadores se 

obtuvo mediante la elaboración de una curva de temperaturas en un rango entre 50 y 

60°C utilizando los iniciadores MMAADH-F y MMAADH-R (Tabla 6). Una vez 

determinada la temperatura de alineamiento (58°C) se repitió el procedimiento con los 

mismos iniciadores para obtener el amplicón correspondiente al gen MMAA sin 

secuencia líder mitocondrial (1,062 pb) empleando Platinum PCR SuperMix High 

Fidelity (Invitrogen) siguiendo las condiciones descritas en el anexo 1 (sección 12.1.4). 

Para la clonación del gen MUT se llevó a cabo la amplificación por PCR 

utilizando como templado el plásmido pMCM-2 obtenido anteriormente (7.4.2.5). La 

determinación de la temperatura de alineamiento de los iniciadores MutDH-F y 

MutDH-R se obtuvo mediante una curva de temperaturas en un rango entre 50 y 60°C. 

Una vez obtenida la temperatura de alineamiento (50°C) el proceso se repitió para 

obtener el amplicón del gen MUT sin secuencia líder mitocondrial (2,154 pb). Para ello 

se utilizó Platinum PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen) empleando las 

condiciones descritas en el anexo 1 (sección 12.1.5). 

Los productos de las reacciones de PCR se sometieron a electroforesis en gel de 

agarosa 0.8%. Los amplicones con el tamaño esperado se recortaron y purificaron del 

gel utilizando el sistema Gel purification mini Kit (QIAGEN). 

7.9.2.2  RESTRICCIÓN DE LOS AMPLICONES CORRESPONDIENTES A MMAA 

Y MUT 

Una vez obtenidos los amplicones purificados de cada gen, ambos sin secuencia 

líder mitocondrial, se sometieron a doble digestión. El amplicón correspondiente al gen 

MUT se digirió con las enzimas de restricción NcoI y PstI (Invitrogen), al igual que el 

plásmido pGBKT7. MMAA se digirió con las enzimas EcoRI y XhoI (Invitrogen) junto 

con el plásmido pGADT7, siguiendo las especificaciones del fabricante. 
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Ambos digeridos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa bajo las 

condiciones descritas previamente. Los insertos digeridos obtenidos se recortaron y 

purificaron del gel utilizando el sistema Gel purification mini Kit (QIAGEN). 

7.9.2.3 LIGACIONES  

 Las ligaciones se llevaron a cabo mezclando 50 ng de plásmido digerido 

(pGBKT7 ó pGADT7), 150 ng del amplicón digerido correspondiente (MUT ó MMAA) 

y 1 U de ligasa T4 (Invitrogen), de acuerdo con las especificaciones del fabricante.  

7.9.2.4 TRANSFORMACIÓN DE LAS MEZCLAS DE LIGACIÓN pGBKT7-MUT Y 

pGADT7-MMAA EN LA CEPA DE PROPAGACIÓN E. coli TOP10F’ 

 Mediante el método de cloruro de rubidio [53] se obtuvieron células 

competentes de E. coli TOP10F’ las cuales se transformaron por el método de choque 

térmico con las mezclas de ligación de la sección 7.9.2.3 siguiendo el protocolo descrito 

por Invitrogen. Para la selección de clonas positivas de pGADT7-MMAA se resembró 

en cajas de LB con Amp (100 µg/mL). Para la selección de clonas positivas de 

pGBKT7-MUT se resembró en cajas de LB con kanamicina (Kan, 50 µg/mL).  

7.9.2.5 PURIFICACIÓN DE LOS PLÁSMIDOS RECOMBINANTES A PARTIR DE 

E. coli TOP10F’ 

 Se llevó a cabo la purificación de plásmido de 2 colonias positivas de cada caso, 

utilizando el sistema de purificación DNA isolation kit (Promega). Los plásmidos 

nombrados pGBKT7-Mut-1 y 2 se sometieron a una doble digestión con las enzimas 

NcoI y PstI para verificar la liberación del inserto del tamaño esperado (2,154 pb). 

Asimismo, los plásmidos pGADT7-MMAA-1 y 2 se sometieron a doble digestión con 

las enzimas EcoRI y XhoI para verificar la liberación del inserto (1,062 pb). Las 

restricciones se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 0.8% como se ha descrito 

anteriormente. 

7.9.3 TRANSFECCIÓN DE PLÁSMIDOS EN LEVADURA 

 Células competentes de la cepa de levadura Y2HGold se co-transfectaron con 

los plásmidos pGBKT7-Mut-1 y pGADT7-MMAA-1 utilizando el sistema Yeastmaker 

Yeast Transformation System 2 (Clontech) siguiendo el protocolo descrito por el 

fabricante. Este mismo sistema se empleó para co-transfectar la cepa Y2HGold con los 

plásmidos que sirvieron como controles (control postivo: pGADT7-T+pGBKT7-53, 
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control negativo: pGADT7-T+pGBKT7-Lam e interacciones inespecíficas: 

pGADT7+pGBKT7, pGADT7-MMAA+pGBKT7, pGADT7+pGBKT7-MCM). 

7.9.4 ESCRUTINIO PARA LA INTERACCIÓN ENTRE MCM Y MM AA EN 

LEVADURA  

 Una vez realizada la transfección se hizo la selección de ambos plásmidos por 

crecimiento en medio DDO a 30°C durante 3-5 días. Para hacer el escrutinio, una 

colonia de cada caso se resembró en los medios selectivos DDO+X-α-Gal y QDO+X-

α-Gal+Aureobasidina (Ab) siguiendo las especificaciones del fabricante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 41 

8 RESULTADOS 

 La acidemia metilmalónica es una enfermedad ocasionada por mutaciones en el 

gen que codifica a la enzima MCM o a la proteína MMAA. Hasta la fecha no se conoce 

por qué mutaciones en el gen de la proteína MMAA causan AMM ni cuál es el papel 

que pudiera tener en relación a la actividad de la MCM. Una técnica ampliamente 

utilizada en la clínica es la medición de la actividad de la proteína MCM en extractos de 

leucocitos de sangre humana debido a su practicidad y relativa sencillez. Con base en 

estos antecedentes y en virtud de que nuestro objetivo es conocer la función de MMAA 

en relación con MCM, fue indispensable clonar el cDNA de ambos genes a partir del 

RNA total el cual se obtuvo de leucocitos humanos. 

8.1 OBTENCIÓN Y CLONACIÓN DEL cDNA 

CORRESPONDIENTE AL GEN MMAA EN EL VECTOR DE 

EXPRESIÓN pRSETA 

8.1.1 EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL 

 

 Para obtener el RNA total de humano se hizo la purificación de leucocitos a 

partir de una muestra de sangre fresca. En la figura 7 se muestra la integridad del RNA 

total. La concentración obtenida fue de ∼1 µg/µL. Este RNA se utilizó para la obtención 

del cDNA correspondiente al gen MMAA.  
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Fig. 7 Purificación de RNA total a partir de leucocitos.  
Carril 1. 5 µg de RNA total; Carril 2. MPM 1 Kb (Plus DNA Ladder, Invitrogen). 
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8.1.2 RT-PCR Y CLONACIÓN DEL cDNA DE MMAA EN pBlueScript SK+ 

 Los iniciadores MMAAcom-For y MMAA-Rev (Tabla 1) se emplearon para 

obtener el cDNA correspondiente al gen MMAA, el cual incluye la probable secuencia 

líder mitocondrial asignada por Dobson y Gravel [52]. El amplicón obtenido por RT-

PCR tuvo el tamaño esperado de 1,257 pb como se puede observar en la figura 8A, de 

donde se purificó (Fig. 8B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con el propósito de clonar el cDNA correspondiente al gen MMAA empleando 

pBlueScript SK+, se llevó a cabo la digestión del amplicón obtenido y del plásmido con 

las enzimas de restricción BamHI y EcoRI. Los fragmentos digeridos se purificaron del 

gel (Fig. 9) para después ser ligados. 
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Fig. 8 Productos obtenidos por RT-PCR del gen MMAA. 
A. Carril 1. Amplicón correspondiente a MMAA (el rectángulo blanco 

muestra la sección purificada del gel); Carril 2. MPM 100 pb 
(Promega).  

B. Carril 1. Amplicón purificado del gel; Carril 2. MPM 100 pb 
(Promega).  
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La mezcla de ligación obtenida se transformó en E. coli TOP10F’. Se 

purificaron los plásmidos a partir de 4 clonas positivas (ampR y de color blanco), los 

cuales se nombraron como pSK-MMAA-1 a 4 y se sometieron a una doble digestión 

con las enzimas BamHI y EcoRI con la finalidad de verificar la presencia del inserto del 

tamaño esperado (Fig. 10).  
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Fig. 10 Purificación de los plásmidos pSK-MMAA-1 a 4 y digestión con  
las enzimas BamHI/EcoRI. 

Carril 1. pSK-MMAA-1 sin digerir; Carril 2. pSK-MMAA-1 digerido 
con BamHI/EcoRI; Carril 3. pSK-MMAA-2 sin digerir; Carril 4. pSK-
MMAA-2 digerido con BamHI/EcoRI; Carril 5. pSK-MMAA-3 sin 
digerir; Carril 6. pSK-MMAA-3 digerido con BamHI/EcoRI; Carril 7. 
pSK-MMAA-4 sin digerir; Carril 8. pSK-MMAA-4 digerido con 
BamHI/EcoRI; Carril 9. MPM 1 Kb (Promega). 
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Fig. 9 Digestión de pBlueScript SK+ y del amplicón MMAA con las enzimas BamHI/EcoRI. 
Carril 1. pBlueScript SK+ sin digerir; Carril 2 y 3. pBlueScrpt SK+ digerido con BamHI/EcoRI y 
purificado del gel; Carril 4. MPM λ-HindIII (Promega); Carril 5 y 6. Amplicón digerido con 
BamHI/EcoRI y purificado del gel. 
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8.1.3 AMPLIFICACIÓN Y CLONACIÓN EN pRSETA  

 El sistema de expresión de proteínas empleado en este trabajo utiliza a pRSETA 

como vector de expresión, el cual es multicopia y confiere resistencia a ampicilina 

(anexo 2). La transcripción de los genes clonados en este vector están bajo el control del 

promotor de la RNA polimerasa T7, la cual se transcribe a partir de una construcción 

cromosomal presente en las cepas de E. coli BL21(DE3), mediante la inducción de su 

expresión con IPTG. Para clonar el gen MMAA en este vector de expresión se utilizó el 

iniciador MMAAwl-For, el cual está diseñado para eliminar la secuencia líder 

mitocondrial, junto con MMAA-Rev (Tabla 1) empleando como templado el plásmido 

pSK-MMAA-1. El amplicón del tamaño esperado (1,062 pb) se purificó (Fig. 11A) y 

posteriormente se llevó a cabo la digestión con las enzimas de restricción BamHI y 

EcoRI tanto del amplicón purificado como del plásmido pRSETA, los cuales también se 

purificaron del gel (Fig. 11B) para ser ligados y transformados en E. coli TOP10F'. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los plásmidos obtenidos de 4 clonas positivas se purificaron y se nombraron 

como p-MMAAwl-1 a 4. Para verificar la presencia del inserto del tamaño esperado se 

digirieron con las enzimas BamHI/EcoRI (Fig. 12). 
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Fig. 11 Amplificación de MMAA por PCR y digestión del amplicón con 
las enzimas BamHI/EcoRI. 

A. Carril 1. Amplicón purificado del gel (1,062 pb); Carril 2. 
MPM 1Kb (Promega). 

B. Carril 1. pRSETA sin digerir; Carril 2. pRSETA digerido con 
BamHI/NcoRI; Carril 3. MPM 1Kb (Promega); Carril 4. 
Amplicón digerido con BamHI/EcoRI. 
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Fig. 12 Purificación de los plásmidos p-MMAAwl-1 a 4 y digestión con las 
enzimas BamHI/EcoRI. 

Carril 1. p-MMAAwl-1 sin digerir; Carril 2. p-MMAAwl-1 digerido con 
BamHI/NcoRI; Carril 3. p-MMAAwl-2 sin digerir; Carril 4. p-MMAAwl-2 
digerido con BamHI/Ncori; Carril 5. p-MMAAwl-3 sin digerir; Carril 6. p-
MMAAwl-3 digerido con BamHI/EcoRI; Carril 7. p-MMAAwl-4 sin digerir; 
Carril 8. p-MMAAwl-4 digerido con BamHI/NcoRI; Carril 9. MPM 1 Kb 
(Promega). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 El plásmido p-MMAAwl-1 se secuenció y el resultado obtenido se comparó con 

la referencia en la base de datos (NM_172250) verificando la ausencia de cambios en la 

secuencia de nucleótidos.  

8.2 CLONACIÓN DEL cDNA CORRESPONDIENTE AL GEN MUT 

EN EL VECTOR DE EXPRESIÓN pRSETA 

8.2.1 CLONACIÓN DE MUT EN EL VECTOR DE EXPRESIÓN pRSETA 

 Para realizar la clonación del gen MUT en el vector de expresión pRSETA fue 

necesario amplificarlo a partir del plásmido pmMUT (donado por el Dr. Fenton [54]), el 

cual contiene la secuencia del gen completo (2,250 pb) incluyendo la región líder 

mitocondrial. Los iniciadores diseñados para este fin fueron Mutwl-For y Mut-Rev, los 

cuales insertan los sitios de restricción para las enzimas SacI y NcoI al inicio y final del 

gen respectivamente y eliminan la secuencia líder mitocondrial (Tabla 2). El producto 

de PCR con un tamaño de 2,154 pb se muestra en la figura 13A. Posteriormente el 

amplicón se digirió con las enzimas de restricción SacI y NcoI, junto con el plásmido 

pRSETA (Fig. 13B y C) para ligarlos y transformar la cepa E. coli TOP10F'.  
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 Los plásmidos obtenidos de diferentes clonas y nombrados como pMCM-1 a 3, 

se digirieron con las enzimas SacI y NcoI para verificar la presencia del inserto de 2,154 

pb correspondiente al gen MUT (Fig. 14), el cual estuvo presente en todos. 
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Fig. 14 Purificación de los plásmidos pMCM-1 a 3 y digestión con las enzimas SacI/NcoI. 
Carril 1. MPM 1 Kb (Promega); Carril 2. pMCM-1 sin digerir; Carril 3. pMCM-1 digerido 
con SacI/NcoI; Carril 4. pMCM-2 sin digerir; Carril 5. pMCM-2 digerido con SacI/NcoI; 
Carril 6. pMCM-3 sin digerir; Carril 7. pMCM-3 digerido con SacI/NcoI. 
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Fig. 13 Amplificación del gen MUT  y digestión del amplicón y del plásmido pRSETA  
con las enzimas SacI/NcoI. 

A. Carril 1, 2 y 3. Producto de PCR correspondiente al gen MUT; Carril 4. MPM λ-
HindIII (Promega). 

B. Carril 1 y 2. Doble digestión del amplicón MUT con SacI/NcoI purificado del gel; 
Carril 3. MPM λ-HindIII (Promega). 

C. Carril 1. Doble digestión del vector pRSETA con SacI/NcoI purificado del gel; 
Carril 2. MPM 1Kb (Promega). 
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El plásmido p-MCM-2 se secuenció y se llevó a cabo la comparación con su 

referencia en el GenBank (NM_000255) confirmando que no hubo cambios en los 

nucleótidos y que se encontraba en el marco de lectura correcto. 

8.3 EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA MMAA 

8.3.1 PRUEBAS PILOTO DE EXPRESIÓN 

 Se llevó a cabo la cinética de expresión de la proteína MMAA sin secuencia 

líder la cual tiene una masa molecular esperada de 42 KDa considerando la bandera de 

histidinas. La expresión de la proteína se analizó en SDS-PAGE en los lisados 

obtenidos, tanto en fracción soluble como en insoluble. Como control positivo se utilizó 

la expresión de una proteína denominada MeaB de Saccharopolyspora erythraea CA 

340 cuyo gen está clonado en el plásmido pRSETA y la proteína se expresa empleando 

el mismo sistema. Los resultados mostraron que la proteína MMAA, no se sobreexpresó 

claramente en estas condiciones (Fig. 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15 Expresión de la proteína MMAA en las fracciones solubles e insolubles 
de lisados obtenidos a partir de células de E. coli BL21(DE3)pLysS. 

E. coli BL21(DE3)pLysS transformada con el plásmido p-MMAAwl-1 se creció 
en medio SOB inducido con 1 mM de IPTG durante 0, 2, 4 y 6 horas a 37°C. Se 
colocaron 10 µg de proteína de cada muestra en cada carril y los geles se tiñeron 
con Coomassie. Carril 1. MMAA soluble, To; Carril 2. Control soluble, 6 horas; 
Carril 3. Control MeaB, insoluble, 6 horas; Carril 4. MMAA soluble, 2 horas; 
Carril 5. MMAA soluble, 4 horas; Carril 6. MPM 10 KDa (MARCA); Carril 7. 
MMAA soluble, 6 horas; Carril 8. MMAA insoluble, 2 horas; Carril 9. MPM 
BSA 66 KDa; Carril 10. MMAA insoluble, 4 horas; Carril 11. MMAA insoluble, 
6 horas; Carril 12. MPM Kaleidoscope Polypeptide Standards (BioRad). 
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 Debido a la baja expresión de la proteína MMAA fue necesario modificar las 

condiciones de expresión. Inicialmente se cambió de medio de cultivo (de SOB a LB) 

dejando las demás condiciones iguales. Como puede observarse en las figuras 16A y 

16B, no hubo una mayor expresión de MMAA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Los resultados muestran que la mayor parte del control MeaB y una pequeña 

parte de MMAA se queda en la fracción insoluble (Fig. 15 y 16), por lo que se llevó a 

cabo una tercera prueba piloto de expresión disminuyendo la temperatura a 30ºC y 

aumentando el tiempo de incubación después de la inducción a 8 horas (Fig. 17).  

En los organismos se ha descrito una preferencia por el uso de codones para 

ciertos aminoácidos (clasificados como codones mayoritarios) para los cuales existe una 

poza de tRNAs mayor lo cual agiliza la traducción de proteínas. Por el contrario, existen 

codones poco utilizados denominados menores o raros [57]. Este uso de codones 

preferenciales puede representar un problema en la expresión de proteínas heterólogas, 

ya que el gen clonado e introducido en la cepa puede codificar para un mRNA que 

contenga codones raros para los cuales hay una poza de tRNAs escaso, provocando una 
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Fig. 16 Expresión de la proteína MMAA en las fracciones solubles e insolubles de lisados obtenidos a partir 
de células de E. coli BL21(DE3)pLysS. 

Una sola colonia de E. coli BL21(DE3)pLysS transformada con el plásmido p-MMAAwl-1 se creció en 
medio SOB y LB los cuales se indujeron con 1 mM de IPTG durante 0, 4 y 6 horas a 37°C. 10 µg de 
proteína de cada muestra se cargaron en los carriles y los geles se tiñeron con Coomassie. 
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B. Fracciones Insolubles: Carril 1. Control MeaB, To; Carril 2. Control MeaB, 4 horas; 
Carril 3. Control MeaB, 6 horas; Carril 4. MMAA, To (SOB); Carril 5. MMAA, 4 horas 
(SOB); Carril 6. MMAA, 6 horas (SOB); Carril 7. MMAA, To (LB); Carril 8. MMAA, 4 horas 
(LB); Carril 9. MMAA, 6 horas (LB); Carril 10. MPM Kaleidoscope Prestained Standards 
(BioRad). 

A. Fracciones Solubles: Carril 1. Control MeaB, To; Carril 2. Control MeaB, 4 horas; 
Carril 3. Control MeaB, 6 horas; Carril 4. MMAA, To (SOB); Carril 5. MMAA, 4 horas 
(SOB); Carril 6. MMAA, 6 horas (SOB); Carril 7. MMAA, To (LB); Carril 8. MMAA, 4 horas 
(LB); Carril 9. MMAA, 6 horas (LB); Carril 10. MPM Kaleidoscope Prestained Standards 
(BioRad). 
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baja expresión de la proteína. Para sobrellevar esta situación en esta prueba piloto de 

expresión se emplearon dos cepas de expresión derivadas de BL21, E. coli 

BL21(DE3)Rosetta y E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, las cuales contienen genes 

que codifican para tRNAs de baja frecuencia en bacterias.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como puede observarse en la figura 17, no hubo una inducción clara de la 

proteína MMAA, sin embargo pudo detectarse un producto cuya masa corresponde a la 

esperada (señalado con una flecha), la cual está en mayor cantidad en los extractos 

provenientes de E. coli BL21(DE3)Rosetta por lo que esta cepa de expresión se utilizó 

para modificar las condiciones que nos permitieron explorar la posible degradación de 

la proteína durante la obtención del extracto por efecto de las proteasas propias de la 

bacteria. En el siguiente experimento se adicionaron dos inhibidores de proteasas 

(EDTA y PMSF) y una combinación de éstos durante la extracción de los lisados. 

Además, la temperatura después de la inducción se disminuyó a 22°C por lo que el 

cultivo se incubó por más tiempo (14 horas). Los resultados de estos cambios se 

muestran en la figura 18. 

Fig. 17 Expresión de la proteína MMAA en las fracciones solubles e insolubles 
de lisados obtenidos a partir de células de E. coli BL21(DE3)Rosetta y E. coli 

BL21-CodonPlus(DE)3-RIL. 
Ambas cepas de E. coli se transformaron con el plásmido p-MMAAwl-1 y se 
crecieron en medio LB el cual se indujo con 0.5 mM de IPTG durante 0 y 8 horas 
a 30°C. 10 µg de proteína de cada muestra se cargaron en los carriles. Carril 1. 
To, ELCtotal, cepa E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL; Carril 2. T1, fracción 
soluble, cepa E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL; Carril 3. T1, fracción 
insoluble, cepa E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL; Carril 4. MPM Broad Range 
SDS (Bio-Rad); Carril 5. To, ELCtotal, cepa E. coli BL21(DE3)Rosetta; Carril 6. 
T1, fracción soluble, cepa E. coli BL21(DE3)Rosetta; Carril 7. T1, fracción 
insoluble, cepa E. coli BL21(DE3)Rosetta. 
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Por primera vez se observó la expresión de una proteína con el peso esperado 

que responde a la inducción con IPTG cuando se compara con el cultivo sin inducir y 

fue la más alta cotejando los resultados con los experimentos anteriores. Además, no 

existió diferencia en la cantidad de esta proteína en extractos obtenidos en ausencia y en 

presencia de los inhibidores de proteasas probados bajo estas condiciones.  

8.3.2 PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA MMAA 

Utilizando las condiciones establecidas anteriormente se llevó a cabo la 

expresión de la proteína MMAA a mayores volúmenes purificándola por IMAC. A lo 

largo del proceso de purificación se tomaron muestras y se sometieron a SDS-PAGE 

(Fig. 19). 
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Fig. 18 Expresión de la proteína MMAA en las fracciones solubles de lisados 
obtenidos a partir de células de E. coli BL21(DE3)Rosetta. 

La cepa E. coli BL21(DE3)Rosetta transformada con el plásmido p-MMAAwl-1 
se creció en medio LB y se indujo con 0.5 mM de IPTG durante 0 y 14 horas a 
22°C. Los extractos se obtuvieron en presencia de EDTA (1.5 mM), PMSF (1 
mM) y EDTA+PMSF (1.5 mM y 1 mM respectivamente). 10 µg de proteína de 
cada muestra se cargaron en cada carril. Carril 1. To, fracción soluble, sin 
inhibidor; Carril 2. To, fracción soluble, EDTA; Carril 3. To, fracción soluble, 
PMSF; Carril 4. To, fracción soluble, EDTA+PMSF; Carril 5. MPM Broad 
Range SDS (Bio-Rad); Carril 6. T1, fracción soluble, sin inhibidor; Carril 7. T1, 
fracción soluble, EDTA; Carril 8. T1, fracción soluble, PMSF; Carril 9. T1, 
fracción soluble, EDTA+PMSF. 
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Como podemos observar en la figura 19 (carriles 6-8) cuando se eluyó con 200 

mM de imidazol se obtuvo una banda mayoritaria de aproximadamente 42 KDa que 

coincide con la masa molecular esperada para MMAA, aunque en esta fracción también 

están presentes algunas proteínas de mayor y menor peso. 

8.4 RECONOCIMIENTO DE MMAA POR WESTERN BLOT  

 Para corroborar que la banda de 42 KDa obtenida corresponde a MMAA se 

llevó a cabo el reconocimiento de la proteína por Western blot utilizando un anticuerpo 

dirigido contra la bandera de histidinas (Fig. 20).  
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Fig. 19 Purificación de la proteína MMAA a partir de la expresión en 1 L de cultivo. 
La proteína de cada fracción se cuantificó y aproximadamente 10 µg de cada una se cargó en los 
pozos del gel. Carril 1. Fracción soluble (lisado); Carril 2. Fracción insoluble (pastilla); Carril 3. 
Proteínas que no se unen a la columna (NB); Carril 4. Lavado 1 (amortiguador de lavado con 20 
mM de imidazol); Carril 5. Lavado 5 (amortiguador de lavado con 50 mM de imidazol); Carril 6-8. 
Fracciones sucesivas de elución (con amortiguador 2X+200 mM imidazol); Carril 9. Lavado de la 
columna (250 mM imdazol); Carril 10. MPM Broad Range SDS (Bio-Rad). 
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Fig. 20 Western blot de la proteína MMAA. 
El ensayo se realizó empleando el anticuerpo anti-HisG-AP el cual está 
dirigido contra la cola de histidinas de la proteína. La coloración se 
desarrolló utilizando el sistema de sustratos BCIP/NBT. 
Carril 1-4. Fracciones sucesivas de la elución; Carril 5. MPM 
Kaleidoscope Prestained (BioRad). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados confirmaron que la banda de 42 KDa corresponde a la proteína 

MMAA (Fig. 20 señalada con una flecha), sin embargo las proteínas que co-eluyen en 

estas fracciones también fueron reconocidas por el anticuerpo. A partir de estos 

resultados puede inferirse que probablemente las bandas de menor peso corresponden a 

la proteína degradada durante la purificación debido a su alta inestabilidad y las de 

mayor peso podrían ser aglomeraciones de la misma. Esto mismo ha sido observado 

durante la purificación de ortólogos bacterianos de la proteína MMAA, las cuales 

precipitan en extractos puros y semi-puros [17]. 

8.5 EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA MCM 

8.5.1 PRUEBAS PILOTO DE EXPRESIÓN 

La construcción pMCM-2 codifica para la proteína MCM sin región líder la cual 

es traducida con una bandera de 6 histidinas en el extremo amino terminal cuando ésta 

es transformada en cepas de expresión de E. coli BL21(DE3). De igual manera que con 

MMAA, se realizaron pruebas piloto de expresión para lograr la mayor producción de 

proteína posible. Para iniciar, se mantuvieron fijos los parámetros de tiempo de 

incubación (22 horas después de inducir) y LB como medio de cultivo; además se 

probaron diferentes concentraciones de IPTG y distintas temperaturas de incubación del 

cultivo inducido. La expresión de la proteína se analizó por SDS-PAGE en extractos 

libres de células, tanto en la fracción soluble como en la insoluble (Fig. 21). 

1      2      3      4      5    
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Fracciones solubles Fracciones insolubles 

A A-I 

B-I B 

C C-I 

Fig. 21 Expresión de la proteína MCM en las fracciones solubles e insolubles de lisados obtenidos a partir 
de células de E.  coli BL21(DE3)pLysS. 

La cepa E.  coli BL21(DE3)pLysS transformada con el plásmido pMCM-2 se creció en medio LB el cual e 
indujo con distintas concentraciones de IPTG durante 22 horas a diferentes temperaturas. 10 µg de proteína 
se cargaron en cada carril. 

A. Incubación a 37°C, fracciones solubles: Carril 1. To; Carril 2. Inducido con 0.1 mM IPTG; Carril 
3. Inducido con 0.25 mM IPTG; Carril 4. Inducido con 0.5 mM IPTG; Carril 5. Inducido con 0.75 
mM IPTG; Carril 6. Inducido con 1 mM IPTG; Carril 7. MPM Benchmark (Invitrogen). 

A-I.  Incubación a 37°C, fracciones insolubles, mismo orden que en panel A.  

B. Incubación a 22°C, fracciones solubles: Carril 1. To; Carril 2. Inducido con 0.1 mM IPTG; Carril 
3. Inducido con 0.25 mM IPTG;  Carril 4. Inducido con 0.5 mM IPTG; Carril 5. Inducido con 0.75 
mM IPTG; Carril 6. Inducido con 1 mM IPTG; Carril 7. MPM Benchmark (Invitrogen). 

B-I. Incubación a 22°C, fracciones insolubles, mismo orden que en panel B. 

C. Incubación a 37°C, fracciones solubles: Carril 1. To; Carril 2. Inducido con 0.1 mM IPTG; Carril 
3. Inducido con 0.25 mM IPTG; Carril 4. Inducido con 0.5 mM IPTG; Carril 5. Inducido con 0.75 
mM IPTG; Carril 6. Inducido con 1 mM IPTG; Carril 7. MPM Benchmark (Invitrogen). 

C-I. Incubación a 19°C, fracciones insolubles, mismo orden que en panel C.  
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Los resultados mostraron que la mayor cantidad de proteína MCM se expresa a 

37°C sin embargo, se encuentra en la fracción insoluble (Fig. 21A-I, señalada con una 

flecha). Se ha reportado que cuando las proteínas se van a cuerpos de inclusión o a la 

fracción insoluble, una estrategia para mejorar la solubilidad es disminuir la temperatura 

de incubación [54]. Cuando la temperatura de inducción se bajó a 19°C se obtuvo una 

mayor cantidad de MCM en la fracción soluble (Fig. 21C, señalada con una flecha). Por 

otro lado, no se encontraron diferencias en la expresión a distintas concentraciones de 

inductor, por lo que se mantuvo la empleada en otros casos (0.5 mM).  

Además de las variables probadas, se llevó a cabo una prueba piloto de 

expresión utilizando las cepas E. coli BL21(DE3)Rosetta y E. coli BL21-

CodonPlus(DE3)-RIL, pero los resultados mostraron que no hay diferencias notorias 

entre las cepas probadas por lo que se siguió utilizando E. coli BL21(DE3)pLysS (datos 

no mostrados).  

Para obtener una mayor cantidad de proteína, se diminuyó aún más la 

temperatura (12°C) y se escaló el volumen de cultivo a 1 litro, empleando un reactor 

conectado a un enfriador. Las células cosechadas a partir de este cultivo se emplearon 

para purificar la proteína MCM por IMAC. En la figura 22 se muestra la electroforesis 

desnaturalizante de cada una de las fracciones de la purificación.  
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Fig. 22 Purificación de la proteína MCM a partir de la expresión en fermentador de 1 L de cultivo.  
10 µg de proteína se cargaron en cada carril. Carril 1. To (ELCtotal sin inducir); Carril 2. Fracción 
soluble (lisado); Carril 3. Fracción insoluble; Carril 4. Proteínas que no se unen a la columna (NB); 
Carril 5. Lavado 1 (amortiguador de lavado con 20 mM de imidazol); Carril 6. Lavado 4 
(amortiguador de lavado con 20 mM de imidazol); Carril 7. MPM Benchmark (Invitrogen); Carril 8. 
Lavado 5 (amortiguador de lavado con 100 mM imidazol); Carril 9. Fracción de elución (150 mM 
imidazol); Carril 10. Lavado de la columna (250 mM imidazol); Carril 11. MPM Benchmark 
(Invitrogen). 
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8.6 RECONOCIMIENTO DE MCM POR WESTERN BLOT  

 Para confirmar que la proteína purificada de 82 KDa corresponde a la enzima 

MCM, una muestra de la elución obtenida con 150 mM de imidazol se sometió a 

Western blot utilizando un anticuerpo que reconoce la bandera de histidinas (Fig. 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Los resultados corroboraron que tanto la banda principal de 82 KDa como las de 

menor peso corresponden a MCM y sus productos de degradación. 

Una vez determinadas las condiciones de purificación y habiendo corroborado 

que la proteína obtenida es MCM, ésta se dializó y concentró a 2 mg/mL 

aproximadamente.  

8.7 ACTIVIDAD DE GTPasa DE LA PROTEÍNA PURA MMAA 

8.7.1 ESTANDARIZACIONES REALIZADAS 

 En la secuencia de aminoácidos de la proteína MMAA se han encontrado 

dominios que sugieren que tiene actividad de GTPasa [52]. Para demostrar dicha 

actividad fue necesario estandarizar el método de separación de GTP y GDP por TLC 

probando diferentes fases móviles y a diferentes pHs así como el número y el orden de 

los lavados de la placa con metanol. Los resultados mostraron que la mejor resolución 

de los compuestos se obtuvo empleando amortiguador Tb como fase móvil (0.75 M 

Fig. 23 Western blot de la proteína MCM. 
El ensayo se realizó empleando el anticuerpo anti-HisG-AP el cual está 
dirigido contra la cola de histidinas de la proteína. La coloración se 
desarrolló utilizando el sistema de sustratos BCIP/NBT. 
 

1  
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Tris, 0.45 M HCl y 0.5 M LiCl) a pH 8, corriendo la placa de poli(etileimino)-celulosa 

durante 3 horas sin ningún lavado con metanol. 

8.7.2 MEDICIÓN DE ACTIVIDAD DE GTPasa DE MMAA 

 Una vez obtenidas las condiciones de separación de GTP y GDP, se llevó a cabo 

la medición de la actividad empleando como sustrato [α-32P]GTP en presencia de 

MgCl2. Como resultado de la actividad de GTPasa de la proteína MMAA se detectó un 

incremento en la concentración de GDP de manera dependiente del tiempo (Fig. 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Banerjee y colaboradores reportaron que MeaB, una proteína homóloga a 

MMAA presente en Methylobacterium extorquens tiene actividad de GTPasa la cual 

aumenta casi 100 veces en presencia de la MCM bacteriana correspondiente [58]. Para 

explorar esta posibilidad, se llevó a cabo la medición de la actividad de MMAA en 

presencia de MCM humana en una proporción 1:1 a diferentes tiempos (Fig. 25A) y en 

presencia de MCM a distintas proporciones molares (Fig. 25B). Los resultados 

muestran que en las condiciones probadas no hay un incremento significativo en la 

actividad de GTPasa de MMAA inducido por la presencia de MCM. 
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Fig. 24 Determinación de la actividad de GTPasa de la proteína MMAA. 
Carril 1. Control [α-32P]GTP incubado 60 min en ausencia de MMAA; Carril 2. 
Mezcla de reacción a los 0 min; Carril 3. Mezcla de reacción a los 15 min; Carril 
4. Mezcla de reacción a los 30 min; Carril 5. Mezcla de reacción a los 60 min. 
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8.8 ACTIVIDAD DE ISOMERASA DE MCM PURA 

8.8.1 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ESPECÍFICA Y EF ECTO DE 

MMAA A TIEMPOS CORTOS DE INCUBACIÓN  

 Con la finalidad de saber si la enzima MCM purificada tenía actividad, se llevó a 

cabo la medición de ésta cuantificando la disminución en la concentración del 

metilmalonil-CoA, debido a su conversión a succinil-CoA, después de la separación de 

ambos compuestos por HPLC. Los resultados mostraron que la proteína pura tuvo 

actividad de isomerización la cual aumentó rápidamente durante los primeros segundos 

y posteriormente declinó conforme aumentó el tiempo (Fig. 26). La actividad específica 

obtenida en estas condiciones fue de 21 µmoles mg-1 min-1 la cual es comparable con la 

reportada por Fenton y colaboradores [54] y mayor a las previamente reportadas en 

lisados de hígado y ELCs de fibroblastos de humanos [25 y 62].  

1           2           3            4              1               2             3               4             5 
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Fig. 25 Determinación de la actividad de GTPasa de MMAA en presencia de MCM. 
 A. Cinética en presencia de MCM: Carril 1. Mezcla de reacción a los 0 min; 

Carril 2. Mezcla de reacción a los 15 min; Carril 3. Mezcla de reacción a los 
30 min; Carril 4. Mezcla de reacción a los 60 min. 

B. A diferentes proporciones molares de MCM incubando durante 30 minutos: 
Carril 1. Solo MMAA; Carril 2. Radio molar 1:1 MMAA:MCM; Carril 3. 
Radio molar 1:2 MMAA:MCM; Carril 4. Radio molar 1:4 MMAA:MCM; 
Carril 5. Radio molar 1:8 MMAA:MCM. 
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 Con la finalidad de ampliar la parte lineal de la gráfica por más tiempo, se 

realizaron mediciones de la actividad empleando concentraciones más bajas de proteína 

en la mezcla de reacción, sin embargo hubo un incremento en la desviación estándar de 

los valores por efecto de las diluciones, por lo que estos resultados no pudieron ser 

analizados confiablemente (datos no mostrados).  

Para determinar si MMAA tiene un efecto en la actividad de MCM a tiempos 

cortos de reacción, se adicionó esta proteína a la mezcla de reacción (Fig. 26). Los 

resultados mostraron que no hay un efecto significativo de MMAA en la actividad de 

isomerización de MCM a tiempos cortos de reacción.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.8.2 ACTIVIDAD DE MCM A TIEMPOS PROLONGADOS DE INC UBACIÓN 

En bacterias se ha demostrado que enzimas dependientes de vitamina B12 sufren 

inactivación debido a formación de radicales altamente reactivos durante la catálisis, ya 

que el electrón no apareado es susceptible a oxidación, generándose un cofactor inactivo 

unido al dominio. En estos organismos se han identificado dos mecanismos por los 

cuales estas enzimas han resuelto este problema. Uno de ellos es la reactivación, 

efectuado por ATPasas denominadas factores reactivantes, las cuales logran eliminar el 

cofactor inactivo liberando el dominio y restaurando la actividad de la enzima [41-45]. 

El otro mecanismo descrito es preventivo es decir, impide o protege a la enzima de esta 

oxidación mediante la asociación de ésta con una GTPasa cuyo cambio estructural 

estabiliza a la enzima [48, 50]. 

Fig. 26. Efecto de MMAA en la actividad de MCM pura a tiempos cortos de reacción. 
La reacción se llevó a cabo incubando a 37°C una mezcla que contenía 3.2 ng de 
MCM, 0.24 mM de MMCoA, 5 µM de AdoCbl en 200 mM Tris/100 mM de 
amortiguador fosfato pH 7.5, en un volumen total de 50 µL en ausencia (●) y 
presencia (■) de 6.4 ng de MMAA con GTP (1 mM) y MgCl2 (1 mM). 
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En este sentido, para investigar la participación de MMAA como posible 

reactivasa o protectasa se adicionó a las mezclas de reacción en presencia de GTP ó 

GMPPNP, el cual es un análogo no hidrolizable usado para definir si la hidrólisis de 

GTP interviene en el efecto observado. Los resultados mostraron que en ausencia de 

MMAA la actividad de MCM disminuye progresivamente probablemente debido a su 

inactivación (Fig. 27A). Cuando MMAA-GTP es agregada desde un inicio en la mezcla 

se observó un incremento del 60% en la actividad de la enzima comparada con la 

actividad obtenida en ausencia de ésta. Este efecto también es observado en presencia 

de MMAA-GMPPNP, lo cual demuestra que para obtener este incremento en la 

actividad la hidrólisis de GTP no es indispensable (Fig. 27A). Cuando MMAA-GTP es 

agregada a los 60 minutos de reacción, una vez que la enzima MCM ha sido inactivada, 

se observó un efecto restaurador de la actividad la cual fue recuperada aproximándose 

incluso a los mismos valores que los obtenidos en la reacción en la cual MMAA-GTP 

es agregada desde un inicio. Este mismo ensayo se realizó con MMAA sola y con 

MMAA-GMPPNP sin embargo no se obtuvo la restauración de la actividad enzimática 

indicando que la hidrólisis de GTP es necesaria (Fig 27B).  
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Fig. 27 Efecto de la adición de MMAA en la actividad de MCM en tiempos prolongados de incubación.  
Panel A: Una mezcla de reacción que contenía 6.2 ng de MCM, 0.24 mM MMCoA y 5 µM de AdoCbl 
en 200 mM Tris/100 mM de amortiguador fosfato, pH 7.5 en un volumen total de 50 µL fue incuabada 
a 37°C en ausencia (●) y presencia de 12.5 ng de MMAA sola (�) o con GTP+MgCl2 (■) o 
GMPPNP+MgCl2 (▲) adicionada al inicio de la reacción. Panel B: El ensayo fue realizado de la misma 
manera que en panel A pero en ausencia (●) y presencia de MMAA sola (�) o con GTP+MgCl2 (■) o 
GMPPNP+MgCl2 (▲) adicionada a los 60 minutos de haber iniciado la reacción. 
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8.9 INTERACCIÓN ENTRE LAS PROTEÍNAS MMAA Y MCM 

POR ENSAYO DE DOBLE HÍBRIDO 

 Los resultados realizados in vitro mostraron que existe una influencia de 

MMAA sobre la actividad de MCM para la cual la interacción entre ambas proteínas es 

ineludible, sin embargo era fundamental comprobar que ésta realmente sucede en un 

contexto fisiológico. Una aproximación ampliamente utilizada para observar 

interacciones in vivo entre dos proteínas es mediante un ensayo de doble híbrido en 

levadura.  

8.9.1 CLONACIÓN DE MMAA EN EL VECTOR pGADT7-AD 

 La clonación del gen MMAA se realizó por amplificación del cDNA a partir del 

plásmido p-MMAAwl-1, el cual contiene la secuencia sin región líder (1,062 pb). Los 

iniciadores utilizados para este fin fueron MMAADH-F y MMAADH-R que insertan 

los sitios de restricción EcoRI y XhoI al inicio y final del gen respectivamente (Tabla 6). 

El amplicón obtenido fue del tamaño esperado (Fig. 28A), el cual posteriormente se 

digirió con las enzimas EcoRI y XhoI junto con el plásmido pGADT7-AD (Fig. 28B).  
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Fig. 28 Amplificación del gen MMAA y digestión del amplicón y del plásmido 
pGADT7-AD con las enzimas EcoRI/XhoI. 

A. Carril 1-4. Amplicón obtenido (1,062 pb); Carril 5. MPM 1Kb (O’GeneRuler 
Fermentas).  

B. Carril 1. MPM 1Kb (O’GeneRuler Fermentas); Carril 2. Amplicón digerido 
con EcoRI/XhoI;  Carril 3. pGADT7-AD digerido con EcoRI/XhoI. 
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Los fragmentos purificados se ligaron y los plásmidos de dos colonias positivas 

se purificaron y nombraron como pGAD-MMAA-1 y 2. En la figura 29 se muestran los 

resultados de la digestión con EcoRI y XhoI de cada plásmido para verificar la presencia 

del inserto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.9.2 CLONACIÓN DE MUT EN EL VECTOR pGBKT7 

 Para realizar la clonación del gen MUT fue necesario amplificarlo a partir del 

plásmido pMCM-2, el cual contiene el cDNA sin secuencia líder (2,154 pb). Los 

iniciadores diseñados para este fin fueron MutDH-For y MutDH-Rev que insertan los 

sitios de restricción para las enzimas NcoI y PstI al inicio y final del gen 

respectivamente y eliminan la secuencia líder mitocondrial (Tabla 6). En la figura 30A 

se muestra que el producto de PCR fue del tamaño esperado; posteriormente el 

amplicón se digirió con las enzimas de restricción NcoI y PstI, junto con el plásmido 

pGBKT7 para someterse a ligación (Fig. 30B). 
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Fig. 29 Purificación de los plásmidos pGAD-MMAA 1 y 2 y digestión con 
las enzimas EcoRI/XhoI.  

Carril 1. pGAD-MMAA-1 sin digerir; Carril 2. pGAD-MMAA-1 digerido 
con EcoRI/XhoI; Carril 3. MPM 1 Kb (O’GeneRuler Fermentas); Carril 4. 
pGAD-MMAA-2 sin digerir; Carril 5. pGAD-MMAA-2 digerido con 
EcoRI/XhoI. 
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 La mezcla de ligación se utilizó para transformar células competentes de la cepa 

de propagación E. coli TOP10F’. Los plásmidos de 3 clonas positivas se purificaron, se 

nombraron como pGBKT7-MCM-1 y 2 y se digerieron con las enzimas SacI y NcoI 

para verificar la presencia del inserto de 2,154 pb correspondiente al gen MUT (Fig. 31).  
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Fig. 30 Amplificación del gen MUT y digestión del amplicón y del plásmido pGBKT7 con 
las enzimas NcoI/PstI.  

A. Amplificación de MUT: Carril 1. MPM 1Kb (O’GeneRuler Fermentas); Carril 2-
4. Amplicón obtenido (2,154 pb). 

B. Digestiones con NcoI/PstI purificadas del gel: Carril 1. MPM 1Kb (O’GeneRuler 
Fermentas); Carril 2. pGBKT7 digerido con EcoRI/XhoI; Carril 4. Amplicón 
digerido con EcoRI/XhoI. 
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Fig. 31 Purificación de los plásmidos pGBKT7-MCM-1 y 2 y digestión con las 
enzimas NcoI/PstI.  

Carril 1. MPM 1 Kb (O’GeneRuler Fermentas); Carril 2. MPM λ-HindIII 
(Promega); Carril 3. pGBKT7-MCM-1 sin digerir; Carril 4. pGBKT7-MCM-1 
digerido con NcoI/PstI; Carril 5. pGBKT7-MCM-2 sin digerir; Carril 6. pGBKT7-
MCM-2 digerido con NcoI/PstI. 
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8.9.3 INTERACCIÓN MMAA-MCM A TRAVÉS DEL ENSAYO DE D OBLE 

HÍBRIDO EN LEVADURA 

El ensayo de doble híbrido empleado es un sistema basado en la proteína GAL4. 

La proteína conocida como “anzuelo” es expresada como una fusión al dominio de 

unión a DNA (DNA-BD) de la proteína Gal4 a partir de un gen clonado en el plásmido 

pGBKT7. Por otro lado, la proteína conocida como “presa” es expresada como una 

fusión con el dominio de activación (AD) de Gal4 a partir de un gen clonado en el 

plásmido pGADT7. Cuando las proteínas fusionadas “anzuelo-presa” interactúan, el 

DNA-BD y AD son aproximados permitiendo la activación de la transcripción de cuatro 

genes reporteros independientes (Fig.  32) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los 4 genes reporteros confieren características distintas a las células: 

1) AUR1-C: Al ser expresado otorga resistencia al antibiótico aureobasidina A. 

2) ADE2: Permite el crecimiento de las células en medio mínimo en ausencia 

de adenina (SD/-Ade). 

3) HIS3: Permite el crecimiento de las células en medio mínimo en ausencia de 

histidina (SD/-His). 

4) MEL1: Codifica para la proteína α-galactosidasa la cual degrada el 

compuesto X-α-gal generando una coloración azul en colonias crecidas en 

presencia de este sustrato. 

Fig. 32 Principio del ensayo de doble híbrido. 
Las dos proteínas son expresadas separadamente, una (anzuelo) fusionada al dominio de unión 
a DNA de Gal4 (BD) y la otra (presa) al dominio activador (AD). En la cepa Y2HGold la 
activación de los genes reporteros solo ocurre en las células con proteínas que interactúan y se 
unen a los promotores respondedores a Gal4. Tomado del manual de usuario del sistema 
Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid (Clontech).  
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Una vez clonados los cDNAs correspondientes a MMAA y MUT, los plásmidos 

pGADT7-MMAA-1 y pGBKT7-MCM-1 se co-transformaron en la cepa de levadura 

Y2HGold del sistema de doble híbrido para verificar la interacción entre las proteínas. 

Para validar los resultados obtenidos, se realizaron los siguientes experimentos control: 

1. Control positivo: Co-transformación de los plásmidos pGBKT7-53 y 

pGADT7-T, los cuales codifican para las proteínas p53 (epítopo) y 

antígeno-T cuya interacción ha sido demostrada. 

2. Control negativo: Co-transformación del plásmido pGBKT7-Lam y p-

GADT7-T, los cuales codifican para lamina y antígeno-T respectivamente, 

de las cuales se sabe que no interactúan. 

3. Control de auto-activación: Co-transformación de los plásmidos vacíos 

pGBKT7 y pGADT7 para corroborar que éstos no generen la activación de 

los reporteros del sistema. 

4. Control de activación inespecífica debida a MMAA: Co-transformación de 

los plásmidos pGBKT7 (vacío) y pGADT7-MMAA-1 para corroborar que 

MMAA no active por si misma la transcripción de los genes reporteros. 

5. Control de activación inespecífica debida a MCM: Co-transformación de 

los plásmidos pGBKT7-MCM-1 y pGADT7 (vacío) para corroborar que la 

presencia de MCM no active a los reporteros del sistema. 

 

Los medios selectivos empleados en el escrutinio de cada uno de los 

experimentos realizados se encuentran resumidos en la tabla 7 junto con el fenotipo 

esperado en cada caso. 

Los resultados muestran que las colonias que contenían los plásmidos pGBKT7-

MCM-1  y pGADT7-MMAA-1 desarrollan una coloración azul intenso en el medio de 

selección SD-Trp-Leu+X-α-Gal debido a la interacción entre las proteínas MMAA y 

MCM (Fig. 33A, número 6). 

 En la misma figura puede observarse la presencia de un azul pálido en los 

controles cuyo fenotipo debería ser blanco (Fig. 33A número 2, 3 y 4); esta coloración 

es debida a una activación inespecífica del sistema, sin embargo cuando se resembró en 

condiciones más estrictas (medio SD –Trp–Leu–Ade–His + X-α-Gal + AbA) estos 

controles no crecieron (resultado esperado) mientras que la interacción MMAA-MCM 

se confirmó (Fig. 33B). 
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Experimento 

 

 

Plásmido 1 

(DNA-BD) 

Plásmido 2 

(AD) 

Medio de selección 

inicial (SD) 

Fenotipo (en 

medio SD-

Trp-Leu+X-

αααα-Gal) 

Prueba en medio 

QDO/X/A 

- (No crece) 

+ (Crece) 

(1) Control 

positivo 
pGBKT7-53 pGADT7-T 

-Trp 

-Leu 
Azul + 

(2) Control 

negativo 
pGBKT7-Lam pGADT7-T 

-Trp 

-Leu 
Blanca - 

(3) Control de 

auto-activación 
pGBKT7 pGADT7 

-Trp 

-Leu 
Blanca - 

(4) Control de 

activación 

inespecífica 

debida a MMAA  

pGBKT7 
pGADT7-

MMAA-1 

-Trp 

-Leu 
Blanca - 

(5) Control de 

activación 

inespecífica 

debida a MCM 

pGBKT7-MCM-1 pGADT7 
-Trp 

-Leu 
Blanca - 

(6) Interacción 

MMAA-Mut 
pGBKT7-MCM-1 

pGADT7-

MMAA-1 

-Trp 

-Leu 
Azul + 

Tabla 7. Fenotipos esperados y medios selectivos empleados en el escrutinio de los experimentos de doble híbrido. 

PANEL A 

DDO/X 

PANEL B 

QDO/X/A 

PANEL C 

 

Fig. 33 Interacción de las proteínas MMAA y MCM por ensayo de doble híbrido en levadura. 

Panel A. Crecimiento en SD–Trp–Leu + X-α-Gal, de cada uno de los experimentos elaborados (numerados del 1 al 6 

de acuerdo al esquema del panel C). Panel B. Crecimiento en SD –Trp–Leu–Ade–His + X-α-Gal + AbA, de cada 
uno de los experimentos elaborados (numerados del 1 al 6). Panel C. Esquema del orden en el cual se realizó la 
resiembra de los experimentos. 
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9 DISCUSIÓN 

  

 El interés en el estudio de la proteína MCM y de otras enzimas involucradas en 

el metabolismo de vitamina B12 aumentó drásticamente debido a la aparición de los 

primeros reportes de AMM en humanos. Las primeras investigaciones en las que se 

realizó la caracterización de la MCM empleó órganos como fuente de origen, tales 

como el corazón, riñón e hígado de animales [21, 22]. A partir de los homogenados de 

estos tejidos la enzima se purificaba mediante una serie de pasos exhaustivos que 

podrían incluso ser perjudiciales para los análisis posteriores debido al riesgo de pérdida 

de actividad de la enzima. En 1979 se realizó el primer estudio extensivo de MCM en 

extractos de fibroblastos humanos normales y de pacientes con AMM. La medición de 

la actividad de MCM se empleó para caracterizar la naturaleza bioquímica del 

padecimiento, permitiendo hacer una separación entre los fenotipos mut- y mut0 [62]. En 

1980 se purificó MCM a partir de 2.5 kg de placenta humana y se describió como un 

homodímero de 72 KDa por subunidad y 2 moles de AdoCbl por dímero [24], 

posteriormente se purificó también de hígado de humano [25]. La clonación del cDNA 

correspondiente al gen MUT se llevó a cabo por primera vez a partir de la construcción 

de una biblioteca de cDNAs de hígado de humano permitiendo la descripción de su 

secuencia de nucleótidos y aminoácidos [27, 28]. La realización de estudios detallados 

de la biología y la bioquímica de mutantes causantes de AMM estuvo detenida durante 

mucho tiempo debido a la carencia de un sistema de expresión eficiente, ya que la 

purificación a partir de fibroblastos o la expresión en sistemas de levadura resultaban 

muy complejos y de baja eficiencia. Fue hasta 1997 cuando Fenton y colaboradores 

reportaron la clonación y expresión de MCM en E. coli, utilizando como fuente el 

cDNA obtenido de hígado de humano [54].  

Para cumplir con el objetivo de este trabajo fue necesario medir la actividad de 

la enzima MCM humana por lo que se expresó y purificó la proteína para lo cual se 

empleó un sistema de expresión heteróloga en E. coli basado en lo previamente 

reportado por Fenton. Uno de los principales inconvenientes al expresar proteínas 

heterólogas es el mal plegamiento que puede dar lugar a su precipitación en cuerpos de 

inclusión, este hecho se observó cuando MCM fue expresada a 37°C. Para sobrellevar 

este problema la temperatura se disminuyó a 12°C ya que se ha reportado que una 
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disminución de la temperatura permite el plegamiento apropiado de las proteínas [57, 

64].  

 Después de una serie de estandarizaciones, una proteína de 82 KDa se purificó y 

los ensayos de Western blot confirmaron que era MCM. La actividad de ésta se midió 

empleando un método directo de cuantificación por HPLC, midiendo la desaparición de 

MMCoA debido a su conversión a SucCoA. Bajo las condiciones probadas la proteína 

MCM tiene una actividad de 21 µmoles mg-1 min-1. Anteriormente se ha descrito la 

actividad específica de esta enzima en varios organismos encontrándose una amplia 

discrepancia entre los valores. Un ejemplo de ello es el valor obtenido de MCM de 

fuentes bacterianas, los cuales van desde 9-12 µmoles mg-1 min-1 reportada en P. 

freudenreichii [65] hasta 50 mmoles mg-1 min-1 reportada en M. extorquens [66].  En 

eucariontes esta inconsistencia en las actividades reportadas también es notoria, 

encontrando valores en el organismo marino Schizochytrium limacinum SR21 con una 

actividad de 76 mmol  mg-1 min-1 el cual es muy elevado comparado con el reportado en 

bacterias [67]. En cuanto a la MCM humana, se ha medido actividad en extractos de 

fibroblastos y linfocitos [68], los cuales son valores relativamente bajos comparados 

con los obtenidos en este trabajo y se aproximan más a los obtenidos por Fenton  quien 

empleó un sistema similar [54]. La actividad reportada de MCM en este trabajo es 

mayor a la obtenida en hígado de humano (14 µmoles mg-1 min-1) [25] pero mucho 

menor al compararlo con el valor obtenido de la expresión heteróloga en levadura (67 

µmoles mg-1 min-1) [69]. Estas inconsistencias pueden ser debidas al empleo de 

diferentes métodos de detección de la actividad siendo el más utilizado pero menos 

preciso el radiométrico que involucra el marcaje radiactivo del sustrato, que al ser un 

método indirecto puede tener valores sobre o subestimados comparado con los 

obtenidos mediante un método directo como el de HPLC cuyos resultados son mucho 

más precisos. 

 Hemos mencionado que el uso de radicales para efectuar las reacciones de 

isomerización puede llevar a la inactivación de la enzima debido a su alta reactividad. 

Este hecho ha sido demostrado en varios miembros de la subfamilia e incluso en la 

MCM bacteriana [50]. También se han descrito dos mecanismos principales mediante 

los cuales las enzimas que llevan a cabo catálisis enzimática empleando radicales 

pueden prevenir la inactivación por mecanismos de protección o recuperar su actividad 

por reactivación, en ambos casos involucrando la actividad de chaperonas. Nuestros 
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resultados demostraron que MCM humana sufre inactivación durante la catálisis, la cual 

se ve reflejada en una clara disminución en la actividad. Una vez demostrado que MCM 

humana sufre inactivación durante la catálisis, la presencia de un mecanismo de 

protección o reactivación realizado por una proteína accesoria era presumible. El que la 

presencia de mutaciones en el gen MMAA generen acidemia metilmalónica [52], indica 

que la proteína MMAA juega un papel importante en la conversión de metilmalonil-

CoA a succinil-CoA. Además, se ha demostrado que su contraparte bacteriana, MeaB, 

se asocia con MCM participando como metalochaperona impidiendo la inactivación de 

la enzima durante la catálisis.  

Para elucidar la función de MMAA en este aspecto, se llevó a cabo la clonación 

del cDNA de humano correspondiente al gen MMAA para posteriormente expresar y 

purificar la proteína. Después de una serie de estandarizaciones, MMAA pudo ser 

purificada a partir de extractos libres de células de la bacteria E. coli lo cual se confirmó 

mediante los ensayos de Western blot. La presencia de otras bandas que co-eluyen con 

la banda principal de MMAA revela la inestabilidad de esta proteína como ha sido 

observado en sus homólogos bacterianos MeaB y YgfD [48, 17]. MMAA fue 

clasificada como miembro de la familia G3E de GTPasas P-loop con una alta identidad 

en secuencia con sus ortólogos bacterianos conservando todos los motivos 

característicos, sin embargo nunca antes había sido purificada ni tampoco medida su 

actividad de GTPasa. Para demostrar el funcionamiento de MMAA como GTPasa se 

hicieron ensayos de TLC los cuales mostraron que la proteína recombinante (sin la 

probable secuencia líder) fue activa en presencia de GTP y Mg2+, sin embargo la 

actividad se considera relativamente baja siendo ésta una de las características 

presentadas por los miembros de la familia y previamente descrita para UreG, HypB y 

CobW [58], y observado también en los ortólogos bacterianos MeaB y YgfD [17, 48]. 

Se ha descrito también que la proteína MeaB de M. extorquens tiene un aumento de 

actividad aproximadamente en 100 veces en presencia de MCM [58], sin embargo los 

ensayos realizados en presencia de MCM a diferentes proporciones molares y a 

distintos tiempos no mostraron un incremento en la actividad de GTPasa de la proteína 

MMAA bajo las condiciones probadas.  

 Para indagar sobre la posible participación de MMAA como factor reactivante o 

protector de la actividad de MCM se llevó a cabo la cuantificación de la actividad de 

MCM en ausencia y presencia de MMAA en diferentes condiciones. Para los ensayos 

de protección de la actividad se adicionó a la mezcla de reacción de MCM al tiempo 



 69 

cero MMAA+GTP ó MMAA+GMPPNP, el cual es un análogo no hidrolizable que 

permitió evaluar si los efectos observados son dependientes de la hidrólisis de 

nucleótido.  Los resultados muestran un incremento del 60% en la actividad comparada 

con la obtenida en ausencia de MMAA, en ambos casos, lo cual sugiere un mecanismo 

de protección debido a que es independiente de la hidrólisis de GTP. Estos resultados 

son similares a aquellos reportados por Korotkova y Lindstrom quienes encontraron que 

la adición de MeaB incrementa la actividad de MCM considerablemente la cual 

aparentemente no está involucrada en la liberación del cofactor [48].  

También fueron llevados a cabo ensayos utilizando a la enzima MCM inactiva, 

dejando correr la reacción durante 60 minutos previo a la adición de MMAA. Los 

resultados mostraron que cuando la enzima MCM ha perdido su actividad y se agrega 

MMAA-GTP, la actividad es reestablecida. Por el contrario, cuando se agregó MMAA-

GMPPNP el efecto positivo de MMAA en la actividad de MCM no se observó 

indicando que en estas circunstancias el efecto de re-establecimiento de la actividad si 

es dependiente de la hidrólisis. Estos datos concuerdan con aquellos obtenidos para las 

enzimas diol y glicerol deshidratasas quienes mostraron ser reactivadas por sus factores 

reactivantes a través del intercambio del cofactor dañado unido a la enzima de manera 

dependiente de hidrólisis de ATP [41-45].  

El sistema de doble híbrido en levadura ha sido ampliamente utilizado para la 

demostración de asociaciones entre proteínas humanas siendo relativamente fácil de 

adaptar y de gran versatilidad ya que puede ser empleado tanto para el estudio de 

interactomas en organismos modelo y la búsqueda de interacciones novedosas mediante 

el escrutinio de bibliotecas genómicas [70, 71], como para demostrar interacción entre 

dos proteínas de las cuales se sospecha su asociación, asunto de este trabajo. A pesar de 

que la interacción entre las enzimas MMAA y MCM es inferida a partir de los datos 

enzimáticos obtenidos in vitro, fue necesaria la confirmación de la interacción en un 

contexto fisiológico. En este sentido se llevó a cabo un ensayo de doble híbrido en 

levadura el cual confirmó la interacción entre estas dos proteínas.  

Los resultados obtenidos demuestran la formación de un complejo entre ambas 

proteínas y sugieren la implicación de MMAA en dos importantes papeles, como 

“protectasa” y como “reactivasa” de la enzima MCM. Hasta el momento se han descrito 

aproximadamente 30 mutaciones en el gen MMAA, las cuales generan principalmente 

codones de paro prematuros o cambios en el marco de lectura causando AMM. Los 

pacientes con estas mutaciones presentan crisis convulsivas por acidosis y, en algunos 
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casos, son respondedores al tratamiento con altas concentraciones de vitamina B12 [32]. 

El papel de MMAA como “protectasa” o “reactivasa” de la enzima MCM explica 

parcialmente la existencia del fenotipo cblA, ya que las mutaciones en este gen 

probablemente abaten el mecanismo protector o reactivador de la enzima y en 

consecuencia podría generarse la acumulación de MCM inactiva, sin embargo aún es 

preciso ahondar en este aspecto para establecer la contribución de MMAA en esta 

dinámica de inactivación a nivel fisiológico, lo cual brindaría un panorama más 

completo contribuyendo al entendimiento de las inconsistencias y variaciones en la 

respuesta de los pacientes al tratamiento. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 71 

10 CONCLUSIONES 

Se lograron obtener los cDNAs correspondientes a los genes MUT y MMAA a 

partir de muestras de RNA total de leucocitos de sangre humana. 

A partir de los plásmidos que contenían los cDNAs de los genes MUT y MMAA 

se llevó a cabo la expresión de las proteínas humanas correspondientes empleando 

distintas cepas de expresión de la bacteria E. coli. 

Utilizando extractos de las cepas de E. coli se lograron purificar las proteínas 

MMAA y MCM humanas las cuales se identificaron mediante ensayos de Western blot.  

Se demostró la actividad de GTPasa de la proteína MMAA mediante ensayos de 

TLC y se midió la actividad de MCM utilizando un método directo detectando los 

productos de la isomerización por HPLC. 

Los resultados de la actividad de MCM mostraron que sufre inactivación durante 

la catálisis. En presencia de MMAA la actividad de la proteína MCM es mantenida o 

recuperada de manera independiente y dependiente de la hidrólisis de GTP 

respectivamente por lo que se demostró que MMAA es una chaperona que protege y 

reactiva a la proteína MCM. 

Se comprobó por primera vez la interacción entre MCM y MMAA humanas 

tanto in vitro como in vivo. 
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12 ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 79 

Reversotranscripción Activación Extensión final 

50°C 
30 min 

95°C 
15 min 

94°C 
15 min 

51°C 
1 min 

72°C 
2 min 

72°C 
10 min 

1X 1X 25X 1X 

Desnaturalización Extensión final 

94°C 
1 min 

94°C 
30 seg 68°C 

2 min 

68°C 
10 min 

1X 25X 1X 

Desnaturalización Extensión final 

94°C 
1 min 

94°C 
30 seg 68°C 

2 min 

68°C 
10 min 

1X 25X 1X 

12.1 ANEXO 1 

12.1.1 CONDICIONES EMPLEADAS EN EL RT-PCR DEL GEN MMAA 

 Para obtener el cDNA correspondiente al gen MMAA a partir de RNA total y su 

amplificación se emplearon las siguientes condiciones:  

 

 

 

 

 

 

  

12.1.2 CONDICIONES EMPLEADAS EN EL PCR DEL GEN MMAA 

 Para sub-clonar el gen MMAA en el plásmido pRSETA se llevó a cabo la 

amplificación del gen con los iniciadores MMAAwl-For y MMAA-Rev utilizando el 

plásmido pSK-MMAA-1 como templado bajo las siguientes condiciones: 

 

 

 

 

 

 

 

12.1.3 CONDICIONES DE AMPLIFICACIÓN PARA EL GEN MUT 

Para la amplificación del gen MUT se utilizaron los iniciadores Mutwl-For y 

Mut-Rev y como templado el plásmido pmMUT empleando las siguientes condiciones:  

 

 

 

 

  

 

Amplificación 

52°C 
2 min 

Amplificación 

51°C 
2 min 

Amplificación 
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Desnaturalización Extensión final 

94°C 
1 min 

94°C 
30 seg 68°C 

2 min 

68°C 
10 min 

Desnaturalización Extensión final 

94°C 
1 min 

94°C 
30 seg 68°C 

2 min 

68°C 
10 min 

12.1.4 CONDICIONES EMPLEADAS DURANTE LA AMPLIFICACI ÓN DEL 

GEN MMAA A PARTIR DEL PLÁSMIDO p-MMAAwl-1 

Para llevar a cabo la clonación del cDNA correspondiente al gen MMAA se hizo 

la amplificación a partir del plásmido p-MMAAwl-1 con los iniciadores MMAADH-F 

y MMAADH-R utilizando las condiciones siguientes: 

 

 

 

 

 

 

 

 

12.1.5 CONDICIONES EMPLEADAS DURANTE LA AMPLIFICACI ÓN DEL 

GEN MUT A PARTIR DEL PLÁSMIDO pMCM-2 

Para llevar a cabo la clonación del cDNA correspondiente al gen MUT se hizo la 

amplificación a partir del plásmido pMCM-2 con los iniciadores MutDH-F y MutDH-R 

utilizando las condiciones siguientes: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

58°C 
2 min 

1X 25X 1X 

Amplificación 

50°C 
2 min 

1X 25X 1X 

Amplificación 
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12.2 ANEXO 2 

 Mapa del plásmido pRSET en sus tres versiones (A, B y C). La versión A se 

empleó para la expresión de las proteínas MMAA y MCM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen tomada del manual de instrucciones pRSETA, B y C (versión D, Invitrogen) 
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12.3 ANEXO 3 
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