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Resumen 

Las razones para la naturaleza oligomérica de algunas proteínas no son claras, tal es el caso ele 

la enzima homodimérica Lriosafosfalo isomerasa (TPI). Se ha propl.lcstO que esta enzima es un 

oligómero pri9cipal111cnle por razones ele estabilidad más que de funcionalidad. Para 
-,, .. , · .• 

profundizar ~obfo esta discusión, caracterizamos las propiedades espectroscópicas, 
. ' - . 

hidrodinámica~y fl.111cionales de la enzima TPI ele Sc1~~l1~,j·omyces ~erevisiae para los procesos 

de desnaturalización y renaluralización reversibÍe ind,ué:idos por clornro de guanidinio y Urea. 

El desplegamiento y replegmnicnlo de esta enzim~ nofuero11 coincidentes después dc;: tiempos 

de equilibrio "convencionales", debido a una reacción lehta qúe involl1c1·a la'.clisl)ci'Elé:ión. El 
-.~.:: .. ·-· .. ¡ 

_.-' ·-'~_:, -:>-' ... ·'. ~ .... , 

equilibrio fue alcanzado en la dirección de la rerip.tu:r~li~i1ci~n '.ycpl'ic;:dé seí·'ciescdto como un 
~ : ... ::··,~-.~, .. \,__•:::.·~".L~·-(~:~:-.~.o.;fr'~'Ó· :;i.-·: ,.;::_:·:~'. .·~-:':~·i--·.:':o·>--<·· >· /· · - , 

proceso de tres estados, en el cual participEl.~fl(iÜteirii~éif~;~iO.flio.n~mérito expandi.ilo e 
¡. '.- ¡, .•• · ..• ·'"····· ¡,···"''• 

inactivo. Las cinéticas ele desnatur~lizri~ióll,y;rc;:l1~tuf~líZ,áCióntambién se describen c~n un 

modelo de. tres estádos, c.1 ·cual. invDiuhi·a·~:u!ljJ1tennedÍario monomérico. Por otro lado, la 

velocidad de.·reactivaciónfue··Jenia)Fclr&inclie~te de I~ concentráción de TPI; ta111~ié11Abstró 
dependencia con la viscosidad'ctc;la;~tlución, lo que sUgiere que. tanto c;:J pi,cg~61ie'i}fo%o~o la 

asociación están limitacl~~po1~Ja 'clifusión. Se evaluara~ los cambios:e11 en~~ifa·~~{di~b~IJara 
las transiciones.obsáv~'~a's 6n cloruro de.•guanictinio ·y urea .. 0~1 ri'r1'á1isis;Bé);~s;,lf at~~·~ht~nlctos 

' ' ; .' '.4~ < ,' : < . .· . .· .. . ·······.•. :::: :,:;~i::i;:':':f:1~·~~it~: ;!/;"','.'' .·· 
del presente trábajo/y¡ deJoscí·eportados en Ja literatura para la 'e.sfabilidad de:¡Já triosafosfato 

. . : : ~- •. ~ ·.\ .. ".'_ .. ,-. . ~. '.<::: ':. ~ .. - ., '· .. '·. '. .: - . . . . • . .- . • -' ,,; : . '.'«' ,::-· ';: ¡ ;.,., .:i-::·--·: - '·:.'i-'· -,,,; ._..,_~-- ' . -. . " ' 
.. ,. .. -:.- ·" 

isomerasa de dif6re~ie~:e~pecfos Y.ele otros baniles f3/o:, s~ conélllye'qu~~}at~tl.i~"~slalJiÍidad del 
····'¿-,. ... ;,,_·. ~(::· ':_·~:;·~; !-~- ,'_' i'f;-;·,~:-':,~:-·· ,·:!'.1'. Y'·'· 

monómero no ~s'.~flá 'única, ni la principal causa de la natur~Íe~~~ciiriíéfi6Kde'lii tlio~afosfato 
- :,·_,- . ~ ~-~-- !<'.·.- _;,,·.- ·, ~ - ";'-- ;~-~':·>·--!-~./'.- ;;_:;-~~,)~~~'."~·:::·i~:-..,·::..:.':,~~- ºY~r·-:~~!,_..o.. -

isomerasa. Debe éonsiderars~ la posibilidad ele que un:;dÍfuefó -~~t~blé~seid1~ya formricio 
·,, . - - ,.-.~--, ·-_,:: .;"·.;r- ''; ·:_·1Xi~(:. --~~.; .. > , '}· ......... ~._ -. 

tempranamente en.la evolución y fue su~secuentem~nt~ 2P,~Jfüi~i\[o 15,~fa"_u_n~·~~!~li~js P.CJ'fec:ta. 
,.- . . . .- ·.:·.:',-.:'. <~::·~~ --~--->: · .. ):r·· --- .. -,-. \ .,:--- ~.·:. ·, .. ;-'<" ~---. 

En las proteínas oligoméricas, la función y Ja estabilidaMest'áni;í~d~ameh'te :ligi{éÍas, por lo 
.· ·:· ,;·.·_. ~ ~.-:--:.--·:.:,<··--.. ~,-.~·:.'.·:.:'.··:.··--·-·-,--·.::-_.- ··--:,« .;.· ·' 

tanto, la naturaleza dimérica de la TPI debe ser exariiin~da, bajo)a luz de es~ lhterrelación. 
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Abstract 

The rensons underlying the oligom'erie nature of sorne proteins sueh as triosephosphate 

isomerase are uncleartlt-has-bcen proposed that this enzyme is an oligomer mainly becallse of 
. - . , . -

stability rathe¡:-than fLÚlctional reasons. To address this issue, th~ reversible denritui·ation and 
~ .. -- O O::._· . -- - . --·- ·-·- ,,. -- . ._ ·-· ' - . - -· -e •. - . --· ·.,-. --·- -1. - '.;:-'-"'".' -'- ; --- •• ., 

,e·.-_, . ·-

rennturntion ()C,:;üi{hqmodi meric __ tri osephosphatc. isome;·as~)rrci1hJsadc/1~1;~oniyces cerevisiae 
. ' ' .- . . ' _ .. ;·. .. .·.· .. ,., -.- ·¡ 

i 11 d uccd--_-by--~Ll_afüai~JF§~ cill dride--~~~?- Ltrea:11~y~1-~~~;r~11!0¿1~;~i!~~~-jbY~-s{Jcctroscopi e, 

functionál ·and hydÍÚlynamittcchriiques .. The'Lmf oldi'h{kn<l-~refóldi';:r~'ú:itfü 'énzyine ure not 
--·---·-- :;,·._:N _.x-.. ;.>.t d• ;: _>--+: ;~--:,a>?+~;':f~·i,JAf:+s~;:r/ r/;._N•,· , __ , ·---

coincident affer- "éo1iventional"cicquilibrium times:.~Unfol_ding;~expe'riments_·:c1id _nat· i·eaeh 
- -· , ... , ___ ;,-,.- .... 7 :-: .• ':/· - . '..: .0~-~ -:-.~:,· _,,_- - .: .. , · ... -·º- ·?;:r'.:.~-·:'X:, <·,~:. :.:;_'.¡~;·'./-:~·, .-¡~'}:. '-;+ , ..... "·ó .. ,. ,. -.-.-.,::_ .. 

º""; 1; bd um d~º •ori·Y§:~:~1~~r ?tK,~; ~ff ?Pi"",~ºfl~"~:rf 1~if~~rif ºlf?'i~ ,~fr·~:·~i9~;11,6r; um 

was reached _i 11 the' 1'efoldi ng- directióh; {fhe:si níplesl equi Ji bri urrl prithwáy comj:iati blé;wi th the 
.,c•_ '\'"iii;(;1l'_'(\:;z~, ff,~: }(~'''¡;):~ 5~~;:~~'\t'.:}; .. ,-''B ,): ;_;:; ','•j'{_f1,:i:'.-l;::r, ,;~'-> -_ 

obtnincd data was foúi1d',to ·bc\a 'thfoé"státc'~process involving. áii ,• inactivc,:arid éxpimded 

1no1101ner. Denatur~tion __ --:i1n~
0

rc~;t&rf ti,~~, ,'~in~~ici;;:a,!;~;,c:~ri~~tibl-c -~¡ t_~.--_.·a~::th1·e.~~~ht;:, 1~·~dél, 
involving a monoméric intermcdÍitté:'Réacii~ationcxperiments cai1ied.cmt rit diff~t;ent pfotein 

-"··,,.-~ .:-·''.::~-'-'-!:::,:e:·;.::.::---:_;·.;,.,,._;:_:·~,·:>:'_..:~-·---·.::. ··: "- · .. :_. ·:::-~:.--:-'+:.:.·,-.-;:.,:,,: .. .-~_:» ···:·-":·· 
!,<' 

concentrntions -wcré -used)ci cstifu.a~e ·t11e cí;at~s for n1onomc1; foldipg,and· ásso~iation werc 

rounct to be invel·sc1y rrorortionai' 10: thelvistosity ar the so1u1ion; 'süggéstin8 tliat.both 
- • ', .- '.' C- • "., • ., .' ... _(,.· •• ·- ".; • , • ---• .: • ; ·-,. • .-- •: ; '> -,- o._-.,., ~- ."·'¡:·,; ;_, • .• ".-' ; 

rcactions are diffusion-limited. Tl1e Gibb~ e'.nc1'gy C:hanges for inonol'ner.f()Ídil1g an4 moriomer 

association were carefullycalculáteél"fr(:¡llh,c]iiJá Obtajl1ecliricgu~pi~i:niJ,mi8iil~ride_ ánd .Urea. 
,_ ' ·-.--··'."-.:;.:, -.:~·;;,::·:';.;,~~~~--::·- .. ,>;_ :,.',.»"- \•• \~;:.:~>'.~.,-,.--.,_·:·.<"~,::'.','~·~;:::_:e·;,.,,_: ~. 

From an analysis of the prese!Ít ntÍd lit~r~t4r~,¿~f1I~ f.¿jrHI1e{st~tiifüy ·óftfiÓs~phosphate 
< • ;• :·•' •,',".;,'.-~·~>':•\ .. ~./,,',<'-'";,·"·A' ;•,_,,-• ;,~>,·!".;,'.·~,_·:,·r:r~;:."-;_i;~;:::· ''_•.;• '::::· ;;•':'- ·'•;, ' ' 

isomerase from differeilt speci~s a~d.fot):lt!i~•· ~{q"~'~1!,~I~i\,~ne)n9clel;'.sihiylati011s ob' tlie effect 
--";~· • -:: ;:1> ,-, :' ·:/ •• : .;;'.<:-, ,:·!\~'2:' ·'. .. ;;-·.- '-- :, ; • 

of stability in the catalytic adivity cihhee6z)'tj~~,\ilis~del,Wcfücted,ihrif the fow slability Of the 
' _ ... -;_'·};;·e'.-._,; .. --'- •. :~_,; ... _,::~!:.':.'-:.':\;:;~·::.'--;.,,·~··•"-,.".,··-~· :--.. ; ·' , 

monomcrs is· neither thc only nor t~¡ '~aY#,6Jt1tf{r,0~1j;~hkd'i¡erlc nat~re of triosephosphnte 
-.~·-.-~· ..... _ ... _,_ .... ·.,v:.·-:~:x~¡,>>~--·: .. ,·: .-: ... · ·' . . _.. -

isomerase. There isinterplay bet\vcen iUl181i6n i~dstability; 
': . , __ ,-.; - .'.. '.:C'.: .',>'-º'--·;- .. _., "_ ·_'-' - : .. 
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Abreviaturas 

CME centro de masa espectral 

DC dicroísmo circular 

DHAP dihidroxiacctona fosfato 

DTT clitiotreitol 

EDTA ácido ctilendiaminotctraacético 

FPLC cromatografía líquida de alta presión, del inglés "fast pressurc liquicl 

chromatography" 

G3P D-gliceraldehfdo~3-fosfato 

Gul-ICI cloruro de guanidinio -

GPDI-1 a.-gliccrolfosfato deshidrogenasa 

longitud de onda_ 
- -

NADI-1 dinucleótido de nicotinamida y.adenina (forma reducida) 

cTPI triosafosfato iso~ernsad~ conejo 

hTPI triosafosfato isoriiéra'fade humallo -

pTPI triosafosfato isOi:TI~fasa c1& pollo 

ScTPI triosafosfato iSomerasa de Sacclwromyces cerevisiae 

TbTPI triosafosfato isomerasa de Trypanosoma br11cei 

TPI triosafosfato isomerasa 

4 



Introducción 

Plegamiento de proteínas 

Las cadenas polipeptídicas adoptan, durante y después de su biosíntesis en los 

ribosomas, una estructura tridimensional biológicamente activa,. que se conoce como 

plegamiento; la precisión de este proceso tl~termina i~ ~conornr1º"'~~·Í~llai~; 
-: ,_ .·: -- . ,_,_ ." - - _. •. - • -'~,- -· ~' · .• -• - ·,ce; -· 

El problema del plegamiento. se.·· ha . movl~lo al (~se~nado c.eJ1tral .de. la biofísica 
·' :~-,_ ~ " - ..;;> ::_'.:, ~:·'.e_·, .. :·. 

molecular. El entender el mecanism.o por;Al ctlallasecucné:Já ~-e afrih1oácidóS dé una proteína 
' './ <~ .·_:-·-;_ ·,,- ;· '· ,~· .. • .. :~ .· !!<:-<'. -~. -~·, .. :;•'•_' ·-·~.. . .. ' - ·/ ·.: - .' 

,- _·-._-.. _:.:,,:·>.:.,.)-.;_:/(_: :;_~--~ ,;,::~:.·-, ___ ,·;;~?--·>;:-.:-;_" ... t-·< ;: .... ' .·.: -. ·.,:_.,. ,:_· . -. _ .. _,,_ .. 
dirige su rápido y eficiente plegami.~nt9 hu~_ia)~ c;?nf,c;irq:iacj,c511 11ati\fa, involucra .el esfll(::rzo ele 

'¡\·.: ,-. !,;.-') . .. , .. - . ·-... -,.,-

matemáticos, bioquí¡nicos, bioffsi~os''y Cit1í11{ic~s, ,·Cj~i~he·~ han perseguido la so.lución del 
• :. - . . .; ··, ; .;•o:;_.' ~-· -

problema desde el tra.baj~·se1ninal •de Á~fl11~~(t,[J;~;~J'.> ... 
~->:' 

Existe informadi¿J1 gethlla~~ ·~!~! pl~gafDiefoo: de proteínas monoméricas [3); sin 

embargo, . la . rnriyoría ele .. las prgtef,iir.i~·;~~~H '<le Íir1aturnleza . oligomérica. Las proteínas 
• ,' : ;:::, :~ .. -'·.': . • :,:.::~~ .-: .~::'_·.;,_" ~ ~ -{~'-~~~ •' • : '..:: .. r: : ~A-.:;, < • 

monoméricas sólo requieren d61;¡)I'iÍgri'f~iiCWfdtlhfi~hrii8iecular, esto es, de las interacciones ele 
~,,:_, ... . '·!,;: ,.1.~,-.,.: .. ;.:<·:·~ .:;,:":.:·~-=-·-~·.~ :,:·, :,::·'.: .. : <',. ' : '.· . 

autoorganizaci ón hacia el ··es,t~do:na.tJi~{'ri\i,~:~{ir~i,j~t1~,e~~ .. e1;:casode .1 as .. proteínas .. ol igo~ériCas 
también se requiere el recbrio:cJ.ri{(~nfqfy:i1~;¡,asppi~cii~l1: ihtermolecular; . .E11:\e1·"t~~·6 ~e los 

• '1' ¡ .. ··¡ >· l ¡_ -·--;. ·;' ~ ;: - • "' ¡¡ i ''> 

sistemas oligoméricos;o;J11ul:li~ª;;:i§~~-~;rff~~n~ü~.~ •. ¡~:.c1~·1a~; ve6é~.;Jris re~ccl.~ne~·d~~sbci.áción 
están 1·e1 aci onaclas · cop,~1~.m~~ftj~~:~.~tm~¿i·~¡{al,~s~ •. ~.~·;1'~f vÍ as•. rnet~ból i cas, apari ci ó~'.dd;1ri ~Act{~i.~ad 

.- ;.-" '."{~,'' ~:\ 

o ele la regulación a!O's.iéi·j:ca;':'pqÍs]q•;úihio,'es 11iuy. importante conocer la ruta. C:oriformaCional 
,,_ .... .,,- ,,.,,, ·¡-1_..' ·'" .;.o:-c' ·· .. ·: · ... 

- -~~-, ;'..,.- --

del reconocimiérlté,: y e~s~~bh1je de proteínas constituidas por varias cadenas polipeptídicas 

para formar una estructura biológicamente activa. 

Se ha observado que las proteínas se pliegan con o sin interinedi~1ios. También hay 

evidencia de vías de plegamiento simples o múltiples. El plegamiento presenta un nuevo reto 

en cuanto a la definición del problema: a) identificar y categorizar los mecanismos generales 
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del plegamiento b) identificar Ja secuencia y aspectos estructurales que determinan esos 

mecanismos y e) tratar.de predecir que níccanismo general predomina .para una proteína de 
,.--,, ... "· ·- '· - ' - -·-' ·.' -- _'. , - . .' 

secuencia y cstru~tma particular. Háy tremendos avances a este respecto, pero el acto final 
""-"-~f-~------=: -·--- -- ---- - -;=-, - - . ---- -

Plegamiento· ilÍ viÚ'o vs, in vivo 

El plegamientb.i1l.vi\10 esfaci .. lita .. do por varias· P.roteínas, que ayudan a que este proceso 
/_-,,: . '-, ·, · .. : -

se lleve a cabo en Jugar y.Úefopo~adecl!ádos, o evitan la agregaciónin-eversible de las cadenas - ' ,-, :' .... - " : ·,.· .. -. - -:•: ".: ··:,: ·-·, ·:-~ -- ~ - ' - . -_. - ·. . 

recién si ntctizadas [ 4]. Si~ ~ITiorirgcJ;ekist~ui1 gran número de proteínas· que adoptan ilz· vitro 
.. ; . , .~ ., ' ·!:• -;--,_,,,, ,-~· e.. . '. ' . ' . . - • 

la conformación n'ativa si~ Ít~~~~_dg·citras pr?teínas, de información adicional o de aporte de 
_·, ~-.-· -" . ' 

energía [5]. La adquisición y:est~biÍidad de estas estructuras está determinada por la secúencia 

de aminoácidos y las intei·acci~n¿s ~rotefna"disolvente [2]. 

El plegamiento•. in , vivo 'pu~de ser limitado por pasos ccitraduccioriales o 

postraduccionales, mientras que· pm:a estudiar el plegami('!nto ·in vitro, se .hacen experimentos 

donde los procesos de .. de~nht\1.~ali~acfóny. po:~:\<~1:ior i:e1~~ega~i.érito:yi;.ea~{)ci~ci6n· sean 

reversibles. Los res~Úados pued~psei'.dirdr~~i~~' J.ü6s la:;e$~n~!ÚÜCió~-¡,l,vitra1Jartede. una -- : ---- --· ~--- , --., - --------- >-··- ''-;-~:-... --~ -._,, -~' ----- -é·-:.~:,~··=··:~;;~ ,; }~~-~- :r~~·:-~·- .i;:1~~: , ___ ,,_. ~- --· _4 -·- __ ., • ··-

cadena polipeptídÍcri yii sintetiza4{\ [G{sÚ ).'i :~ .•.. - •· ; < • '~_ ..•. ·fa.'',>, · 

Para desnaturalizar a laspfot~ína~se pÚcdér1 ehlpleaí·ciiv&rib's.~~e-nt~s)por'bjc!mplo; el 
. .,,., .. ,_·.-.-e-,-'"" -.:::.·· :· . , __ - .. ~·-_ ,,-~, :"':~·r.:;:--:::.'"--:-.'-::·->C¡·~-,,':'r.·;:l···,:·-·: <-':.~¡·. - . -. --- .. ~" .-:--,-~ .':: 

cloruro de guaniclinio (GuHCI) o la urea. E~tos compJe~tos só~?dgcinte~>caoirópicos cuyo 
' '., .... _. - < 

mecanismo de acción todavía no es bien conocido [9~1l]>A#ai·eíÚefuehte;~!'ÓuHCi'yial.lrea 

aumentan la solubilidad en agua de los residuos de aminoácii~~i:~2~61~;~s,(e~rv~J\i,'áebilitan 
.. ~' .; ';,: ';.~ .. {' _. 

• :¡ . -:. '.(:;~·'.;(~ • 'l',~L . :;•.0 >,;. ', ,- '• ;-:'-" 

las interacciones•· .·hidrofóblcas; Jos .estados. eesrj~L:;~~(.:~t~~i.·fl~"~t.:;.,es.tos;; agentes' son 

conformaciones ,de h~IJras al azar. (raildom,coi l) .. S6,:cc)risfüer~~'ciüé éste estado es semejante al 
:~-. - ~:: :/:_.-<-~·>:- \:.:/. _;/Y : __ .. . · _: -~- .. -.. ·, · .>" _;,_: --~·:_;_:~· ~-,- -~?·~::~:· -, }Y~~~;\~IW~~\-_:.~~~:\:;~·':j:~iY- ._; 

estado desnaturriliziídófi11\íjvo; ya que los\á11gul~~·d~jc>üición alrededor de cada enlace del 
• -~-- ' ,· ,.,.. • • • - .. :-- ~ • • ' ~ ••• ,.: - _·:-• •• ,, ,- -•• " :·' .~. • ' • : < 

esqueleto polipeptídico y las cadenas laterales tiénen completa e igual libertad de rotación. 
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Una proteína desnaturalizada es un conjunto de confónneros de energía similar, que se 

interconvierten rápidamente entre sí; casi todos .losintermedi.arios son inestables en relación al 
- . : . ·. · .. ·_ -. -_.:.. - ... _ - . " ' ·- _. - ~ ' ' 

estado na ti vo .• uno de .. los ni ocle los más ~01~1ynes en· e) plegamiento ele proteínas es· el que 
--===- --- ------- ---· __ -.=_o---~-~"'_,--_"--..,o_~~=":fo-:"'.,.._ -~.-;.;- __ ,_. -

postula únicam~ntC: c;C>s estados: el nativo y el cles1~atllr~tlizadri. 

Plegamiento y asociación 

La formación .de estructura cuaternaria está ligada a las propiedades funcionales y de 

regulación de varias proteínas oligoméricas [7, 12]. Algunos oligómeros presentan un proceso 

de disociación I desplegamiento de dos estados sin intermedinriosdetectabÍes [J3]. En otros 

casos, cuando se han reportado intermediarios estable~, es.posible e~tin1~i'.~~ contribución 

relativa del plegamiento y la asociación a la estabilidad total .de.}1 pi·ifaíriKd~;- '.1~1:}~0~ dos 
'' oV•',~"'.\;~<-

el sistema alcance el equilibrio en un tiempo razonAÍ:i1~: Las ~Ón~tA~tesC4ci·~~ll~librio que 

describen el efecto de'la concentración' de,deSnatt1raÚzante: sobre las canti~ad~sh'elátivás de 
,, - .. ·-' -,." --- . - .. - ' .. . '· 

;,·}"~1 ' ;,.~\ .:·:..;. • e• :• '.J·~ ;·::'· ;;_,_ ' ' 

especies na ti vas, i nterm~cÍiari¡¡,s 'y; d,~;~ri~_tlir~(i.~~~:ª~'pllede\i ser obterii das .. a.· pardr ~e ~~~ ti pos 

de experimentos: (a) Expf!d~~%i~~Yc1e~'~(!~~'rifüraliiabión(N-4)?); La prot;rrii·11~tiva es el 
••:~~-~~-·o''.o ·.·_: =--·-=-: "-·----'"?:---.-.e:.-.,-' "·•o,:..~,- "'f ,-·:.: - . ~·._: .. :•: ~ ,._,_-;¡'],::;" - ... 

estado inicial y 1 as muesfr4l se ih¿üb~'ri·;,;~',,:.tli fereÍltes >cor;cllCiones: ~C:sri¡¡t'tir~fü~ahles; (b) 
·:,-; ',., ' : >: .. ,-, - ·-;.; ,. ".:.~-; .-_ . ; -,-·" ·'. . "» 

Experimentos de renaturalizációri (D-+~).,I~i;ia)fü~nt~;, 1;F~toteJf1a,_l]~t};~(~¡s~J·desenrolla . 

completamente al incubarse a temperaturas ;;~l~vac:lrisY:o'.~<altás<:é:dríc~htrationes de 
.... ¡ ·. -, - ·- '; :~ ' ' " :>; ~. 

desnaturalizante. La proteína desnaturalizadaes el ~st:adb'Í;ni6i~¡~·tjt~··~e·~~h~flir~ilzaalllenores 

concootracione' de de,noturnlizonte. En anlbq~1,ti~!,~;r~~~~J1.~,~~HLl~anzo~o el 
equilibrio, las poblaciones relativas de los.: ;estadós ,esta . "' s~} diicúlan' mediante la 

... ·. '.c .. :.: J<·;·~ lf~~ 51~'\~\~!)!p. +~~· •.·· :·. .· 
determinación. de las .propiedades •especfr~seopicas,';füri~iónale.s•·91hig~ódinámicas del. sistema. 

Si la desnaturalización· Y •. 1.a .. r~~atu1:~1¡J:~-¡¿~.J~~ :}kJ~;:~~%¡D~'.;~~ ·ti~~po'~~e:incubación es 

suficiente para alc~nzar el equilibrio, las•~ro~ieda~e-~obse;~Üdas ~e los experimentos N-4D y 
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D-•N deben coincidir .. Para proteínas oligoméricas, Ja desnaturalización se ha estudiado más 

que la renaturalización, ya que en es\~ úHima ~I rendimiento es bajo debido a la fomrnción de 

interacciones no.productivas e irreversibles entreJos itltermediarios del plegamiento [15]. Otra 
-----~..oo;l=--=c-=-.~ _-:o::or~~'-'=.o'.7~ .:'._.~_-:_,:.,~:--=·-ceo_;",;;-~-.-=-.-'-'- -,-. ·-·'--- -

de las dificultades que· sci , ¡~ued~·. p/esentar, es qú~' la ci1Íética de desnaturalización y 

renaturalizacióll séarl~1n~§J~ntris, ocasiClnando p1:obl~ri1as en Ja identificación de Jos estados al 

equilibrio. De hecho, el control cinético ha sido observado en proteínas monoméricas [16] y 

oligoméricas [17-21]. 

La paradoja de Lcvinthal 

Podemos referirnos al problema del plegamiento en términos de cómo y por qué una 

proteína adopta su conformación nativa. Una cadena polipeptídica es capaz de adoptar 

millones de conformaciones. Si Ja cadena polipeptídica visitara todas estas conformaciónes, 

encontrar Ja estructura correcta Je lomaría un tiempo mayor a Ja edad del liniv~~sb'[5fApesar 

de esto, las proteínas se pliegan en segundos, lo que se conoce coino la:prifadbJa'tje-Levinthal 
~ ;; °' ·;':; - :··. ·: - ·, : ~·-··: 

esto es, sólo unos cuantos confórmeros son'.visitados por Ja cad~lla')' isufuir:la ii~cesidad de 
_ · -:'-· _,_,,·_-·.-e:.: .. ~_\,·~-."·-··;-'::.<'.._-;~~:.··--~~'.;~. :-~~-=::~:··~??··'.-'..~~.:.:·.·:··:·~·:'7 .'·_,:-; ;-:· 

intermediarios de plegamiento. '' ¡/ ' , ': e, 

Tres mecanismos han emergido par~. eip1¡~artr:s~~~-i~1~~r NBr~~~dl1h ~61 :armazón 

(del inglés "fnunework") propone que Jos elem~ritcii~:¡~áal~s de es,tr~btura s'~éunda,~ia riativa se 
'-). !'.-(:;·--' ,,·.:,· .. ·: '., ·' 

forman independientemente de Ja estructufo_t:~1·ci~~~'~r:fa': · 24]._. Estos 'eielTlentós_ difundirían 
·.« '--:,, ~:~"S_<".'"'~,;-,r_~;"','~-. ·•¡-j_·~<';o·· _,1:-. ·- : ,: .-r:; >;.:·J··~/::.:." .. ~ ···. ·~-

haS[!I que .colisionen con éxito, se· adhi~t~iÚ~i'cfiin\,~i~ign ri la' estructura tdrpi~~lri;,{riiodelo de 
" __ : :':'.:t~·: :?~;;~~:·.::·~I~·/·: ~'}~~..;.:.:.º~/~:·- ~ "" . : -.-.. : "º;;_ ;_-~-;~_-:: ·<<·.< '_::-'>. · 

di fusión-colisión)· [25, ... 26]. 2)· Elmbdef()'cÍ~ Í1~1cI~aciÓn ,clásico postulá.'que),aigunos de _los 

residuos vecirio~;e11Ja,.sec~e11c_• __ ia~t.F/~a'.f~H.1_.'_~?;s;_r~.~./.t~~a s~ctmda~iª .. }ªt:iv~·~'que .. hc:t~aría como 
- - ~ •• "¡ ( • .: ; .,, • • 

un núcleo a partir 8~1 suaJ·Ja:é~t\·uétG'/a:íÍati.v~:'p6d1·ía'¡:fropagÓrsé{[27, 28]. De esta forma, Ja 

estructura terciaria .resulta una corisecuenciri necesaria de lri JormaC:ión previa de estructura 
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secundaria. 3) El modelo del colripso hidrofóbico supone que una proteína se colapsaría 

rápidamente alrededorde las ~ridenas .laterales hidrofóbicas; el intermediario así formado se 
. ,. . -. - .. ,. -· ·--·- ' - . . ' ' - . . - . - ·-'"-~- . ! :· ' . . ' .. 

rcarregl a ría. ~ntonee~ien ,un.·· espaeió)cCJnformriciCJf1ril n~sfri 11gid6[29,··. 30] : .. ~n ·.es.te modelo, ·Ja 
-~--· -----'---- ~--- -~-~0-~~-!~~~-;,~-~~~4.~- "'.--:'::~~-"':,:)~'=_:-=:#~':--b'-'o'~~ '.;:...'#!-=--r-:¡-_"='i-==:'-~~-oo;o-co"'°'....-_, 7-=o'--r-;~~=-~-o;-- · c;o·--=-ó:C'=- o....,;-;-"'----...C'-'"'-" -

estructura·secundada seda didgiéJn·(;M}ntehicCion''bs terciiaÍ'iassemejantes,nlas'cle la nativa, 
·. ., :. ·". • ·. ;. . · .. • .- , -.;. ·. ,' "«·''·: /' ,., . e '· • _.· .• ., - '·~ '.~-- .. • - : .•->, ,. - " .. .- . 

, _:_ -~ ·e _.·. __ '.;.'.Ar~~~~n:¿_·-~> '::~;~~::~--­

•...•.. /·,d ..•. · ... •· ... · .. ·~.· .. ·.·.~·.·.2~1 >' /<·········.' \ 
. · .. ·.··.· .. •: . 

' ' . 

. ·-·~ J-·""" 

• Figura 1: Los.tres mecanismos clásicos de plcgumlcnto. Figuru modificada 
ele (31). 

En Ja actualidad,· se busca afanosamente un "código de plegamiento" que intente 

responder cómo una estructura de una dimensión, representada por Ja secuencia de 

aminoácidos, genera la estructura tridimensional correspondiente. 

Desnaturalización 

La desnaturalización de las proteínas es., una herramienta para el estudio de las vías o 
- . •·. ' 

rutas de plegamiento. En las proteínas. gl.ºbulai:(::sipetjt1eñ~s d~snatL\ralizadás par ~emperatura 

[32] o por agentes químicos corno Ja l!re'ri y·~l,~~1i~1¡"~e,Ba encqn'trrtclo ~u~er plegamiento se 
.:-..,~.-; ;;;·;..·.::!.;.:;_:,_~~' ,;:.:_1.·: : .. ,.· •• -';·~:··: 

lleva a cabo cooperativamente; es d~ci~}~>li~t~5~Ri:cJ~6~\te Ühri;lra~~idión'éntre dos estados 
"-,.:o..:.-~~-- -- ._-, . - : ~-l>~-: ,."· 

macroscópicos, el nativo y el desnatüraliz~dó, sin fo p1:6sehcia.de intermediarios estables. Por 
. 't>: ·. ' ', :., - ·' 
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lo tanto, al aumentar la condición desnaturalizante lo que cambia es Ja proporción ele 

moléculas que se encuentran en el estado11atiyo y en el estado desnaturalizado [33). 
"' .• _.-

Existe controversia sobre la semej¡\n~a. entre Jos confónncros desnaturalizados que se 

obtienen por temperatura y aquellos qlle se obtienen por agentes químicos. Estos dos estados 
·''.''··· ',· ... ' . 

',.-;:· ~ 

pueden considerarse equivalentes yÍ{qt1~~A·;;lf{hC>s casos se observa eldtfteri6i·6 cooperativo y 
- ,_ . -.. j -:·. '.':·· .:;. ··- . . ' . ~ 

generalizado de la estructuranatiya;•sifr~4n-¡oips.significati\fos en.la estructura covalente (con 

El plegamiento de la cade'ná\_~dÚ¡1bpÚcti6ri:.naciehte 'yJa 'JenÜturalizaciÓn . de las 
··.:: -~' '• ;;-;- :,·, •'," ·0.,_: ".¡;-· ;·.,t .. ;._;_ f;:·::_. '-: :·, ":.: .. : -'· .; ·:·-·' - ·}' -

proteínas ·desnat~1ra1. i fa das · i 11 · ,,;p(}~·~•~.~~ff i~(Jü· g· ~;f lif- ~~·~~~~g~.~res~fa~~!.? i·~'?s. )o ..• ~ µe· pL1ede 
• ~o: ~ ' ' 'l'?<'; ., \ • 

ser muy importarite, debido a q'ue fü vía de for~aCión de' la estructura.nativ~·p~ede depender 
-.'_,,:_.:";'/'.'-··· _.•.-¡'• t-f~:··r·~·:::>!' .. --~.;:~~"· -;J"'·'~~·~-·'\.~>'~i~~-"""' " '.•=~-> _'..' ;;_'-.·." 

del estado.desbaüfra1i'iaci8: '.! . .. ,,. '\'' ·{·~.··· ;. i<,· ··-·c;,.}:C+.t·• ::\'i. ·';iP;·.::: .'.' .. :•· ., ... •.··::: •· 

A. prirtii: df! est~clió's. t~rn~ódiriáiniC:~ts~'.~a:~~f~~·hJ~ihéslabfÚd~d cbnfCl;rfl1acfonal •de la ·- ·. ,. ··<.,. :· .:,: .. _.,.,_ · ... ;_ · ... ····; .. ::/:,~:<·-:.\:,;, .. ~·:·~~\';'''.°..'··'<,:~, ... _,·:.:,_:·~:; . .'·<· :°'.<::' ;:~ ':-. ·;_' .. '" ~·,.-·_, .. i :_ ... . ·._ ,' 

estructura na ti va de las proteínas,;· f>ara ·•'le~ei~liiaV ;~s: características . de. lós ccmfórmeros 

visitados por la cadena, esto es, ,;la 1~~fo\cteipieg~IT1i~nto", es necesario utilizar un enfoque 
'•· .. ,,. .. · ;- .. - ·.o.¡-.. . ' . ·. 

cinético en el que se determinan, médiante diversas técnicas, las propiedades estruciturales y 

funcionales de los intermediarios visitados por la cadena polipeptídica, como función del 

tiempo. 

Presión y cstabiliclacl 

La estabilidad también se puede modificar al variar Ja presión, la cual afecta 
- ~ .. - :. ' 

exclusivamente las interacciones intema.s po(ca~bi~s e11 Ju,s 9ist,a11Cjas (volúlTlenes);cle los 

componentes [34, 35). En las proteíriás 1no.no~érittis'.~e:J':Jb~erv~l1Ccambios espectrales a 

presiones cercanas a 1 kbar; a p,resjºnts .~ª;~r~i:.1~f~.~~IJiaf
1

~~··~!dh,aturaliza. No se tiene 

información. detallada so~~e;i1 estri,~;~·µfispí#i~~6'i~tjr·~~~¿i6k sin embargo, existen pruebas 
--,;_ 

que indican que al exponerse los aminoácidos hidrofóbicos aumenta el volumen 
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hiclroclinámico; por Jo que se consideran termodinámicamente equivalentes a las transiciones 

inducidas por presión, temperatura o adición de agentes desnaturalizantes [35-37]. 

Plegamiento en presencia ele cosolvcntes 

Se han utilizado como crioprotcctores algunos polioles como.el glicerol; la sacarosa o 

el polictilenglicol [38, 39]. Se ha establecido que en algunas proteínas glob'ular~s y péptidos, 
-- o;-:;~ -~ -- ,._ ~- - ¡~:-==-~'~~(-=-"·-;=--, ,_ ~o::º""-"'º-'---'' -

estos compuestos estabilizan la conformación'.riátivk'.[40:~4iJ :á'trat6s de.j;@f·Hicl1:~úlé:ión 

p«fecendHI 1' !~ ~uperfl'i'.% lo ~rot,f m¡ 14~· ~~- ;e h.~ p~p:'~st§ qd~ la.'11,&riif U~.de~efeCto 
ele es tabi li~a,ció~;~s •• pro~·o1'.~i?g~1.·;1~·:c~:~1 GIÓ·. e~~·1;# s L¡¡)er,f¡'f i~,!~~ti·~··I~~~·~~~:/v~~·~?i~k%r;ductos 

1:.'." '·'>< ·.·· .. -,_, ;.· .. ;)/·"·;". ---.::-··-.·.\·.', 

144

, 

45

~¡ j¡!iCocóI ~1: ¡füÍietHehgllool 0 tombióó. se ~.z;úÜÍ!z~~o,"Onio •;iitentes en 1" 
«;; 

renaturalización; varios autores han demostrado que estos agentes promueven la 

rcnaturalización; pues al agregar alguno ele estos cosolventes en el amortiguador, se obtiene un 

mayor rendimiento en la renaturalización en comparación al obtenido sin la adición del 

asistente [45-47]. 

Estos cosolventes también se han utilizado como agentes viscogénicos, para determinar 

la naturaleza del paso limitante en algunos procesos como el plegamiento o la catálisis. La 
' ' 

determinación clét]Jaso l}lllitante ch. elplegamiento ele proteínas (exCluyendo la isomerización 

de las prolinas () la f~1·1l1iÍ6ióJ1 de enlaces disulfuro), puede sei-. detallado por un análisis 

cinético [11]. ·Por.ejemplo; ~I alterar la viscosidad ddl di~oJvente rpedi,antela adición de 
~ -·-. 

::~:~:~:.:::~::.:;:i:;;:/:1"';üt~~;:;~i·~~t~¡ití~~~0~r1t~;;~~~~1;j:~::: 
por la di fusión· [ 48]; gor(o.tr~'páJiei af aij~H#ár icómpifra1úntitnóicmes.s~nciJl~s:6Ao~lés en• Jos 

. ,-: .. ,:·· _._ :·~_;·~<- ·<·_:<._.: __ e:::·:. __ .·:_>< - ::-~:-::_:_ .'.· ::_ ... -. ·:_>':·: .... ~--- .- .. ·_ -. --. "_ .. ' -,_" ,~-- _.;: __ ,,"_'.:<.: : __ :, __ -·:_. _--~ .. :~:·, :·--
aminoácidos de la illiei:rasé' ehtre. las unidádes de plegamlento. de la h~i~~a •;p~oteína, se 

observó que se altúa tanto la velociclacl de desplegamiento como la de replegamiento, 
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demostrando que ambas unidades f3/a de la proteína juegan un papel importante en estos 

procesos. El plegamiento del monómcro de la subunidad ex se 11a descrito 'niediante un 
- • '. 1 •• ' .- • ' ' • - '" - • ' • • • • • • - ·' ,'. • ' • ·- ··--·- ; ". ,, • - • -: " :,, • --" • 

esquema de plegamient\) el!! ~+2, esto·. es,. primero s~ pliégan 6 úniiiade{f3/ix ,y por último 2 
e~ - --_O_--._- -,, ___ ,---~~'·--'---·--~~-,--,~--~.,-i"--- -~-.:_~-,-·--=~Ó!o':':-;' , ..;_-=-,~.' ':-"·.:;;o-_-,-~--'-'--,",_-,-~·--·-'--.-~'-:. - ';'""···--=e;-~~-'· ~--;-'.~-=~-, ·:ot~·?:-"'.?:'°'~:':~-\;{t~-:-"":-~~"'·:·~;~-'-=:'"'-=..."-:· -~º-. 

unidades Pfa r11J. E~to, ta~bién , se ha ()I:iservado· par~ atr~s:.p'i~lch~~~0;<ata);, comb la 
. . . . +:;·;;;,,:i-J , . : . ,···.··. ·.· .. ,·-:·;.i.'•;·t$~,·~}'0b'ri~~i-•fjfÉ'}:~;.~:N'(j_,,;, ... ·. 

fosfornbos1l-antran1lato.·1somerasa· [49). Porlo tanto~.este podnas~runmod~logen~ral·para la 

rocmoo;ón de.·.c.í~~t;~\(:%~'~§"';/e~mo·.lorbl'.1\~'~j~~i~f:~liJifl\~~d,0do.··I• 
velocidad de :p1ega1nicrjfo; y ·d~~plegamic'nto .·é11, rui1ció_n· .. ·c1e~1 ~'fvisc_osid~CIEci~(disoivente. para 

".':> i:~~ J:~~: ... '-;\~· - ·-"2· ... ;,.-:.- ·:_:~.;~:· :r::~ ,, .. -~~<>'. ;·:>;~·(;~~:~].)·~~·: ~,. ;·.~~:~~~/.:~~~~-:\~::~~="· ';,1?.l~":~~:~:~--. : .. -"_-· 

otras proteínas[5Ó,,'~~1].~
1

r ·::::~.,~;'. •'~: .<ci: . •. • .• ".'•.··s.:·<;"~: 3 ¿~t0· ~,¿ ::·l¡l':~/i,Y ;:,-"'._'.~.*' .1f'.: .. · .· 
Además de iné:reinentar1laNiscosidad del.disolvente; los aditivOscvisfogénicós corno el , . ,.-,-..... ,_ ,.,,-..-~··:::·~ ;,~~·:.' ·;-~::· .. ;·,·:-··.·---.- .. ,- ._,., ... ,. --_---_: ·'.··>-.::.:·:::.,'·;·'··~-~-.'.:·-··;·,,~·-!t:;:.,;::'.:~,, ~-:;._:.:.·~-~ .. 

et; leo g1;,q1 ·. ~l ··"'1if ¿~\' ~ ¡i~·.laea;~.;. au.merit~~··1ffi'~r~~l1J,1~·~~ w1~,f i~~~~f IMl· P8cn 

resol ver este problcn1ái' se ha sugeiido. trabajar bajo ;•c.:ondiCipneS,: ~f~¡ es,ÚlbÍlid~? (idéntiCa o 
,.,.. : ... --- ·. - . .·- · .. ,,.· .·.>;:~~·:rTR:<<'/~,~-:···:~:1;.>:r·~~~''._>·t~'.-~\;_:/{~¿.~;-,:"z·.;_.,,_ .. · 

isoestabilidad, que sC obtiene por medio de la adición de d~sn~fG~~1iz~flté';~.el,'cuaÜneutraliza el \.' ."' ·:: '.~ \~,.: >:~-. .- :, , - - . : ,. : >.. ; ~"··:_: - :-~\:(S.-:f~~~-.. : .{~':;:~;'.'.~~~;;::.;~}!.:;~~-.;-. '0¡.~:~:·_'._·:,~~~\:'/ :1:;?,:··.- :.",!-J· . ' 

efecto estabilizador delúgente viséogé~ieo. Una vez encCin'fradri~ e~tas~oAcii~¡'(¡~~s.~e ~1ealizan 

mediciones deÍ efecto de la viscosidad sobre las cinética~de':p)~ga~ie,rlto /desplegamiento 

[ 48, 55, 56). 

Triosafosf'ato isomcrasa 

En el presente trabitjo, utilizamos como modelo a la triosafosfato isornerasa. A 

continuación se mencionan algunos aspectos fole'vhntes de estaenzima: 

La triosafosfato isomerasa (TPI) esun~-¡>f~~~í~á;;1o~odil11érica;,de cadenas de 27 kDa, 
. •' _., -~" . .:.-. . -~ -.--:-·e,-._ '~"-¡;.':.-- ~-;-,_·: . ' . - . ' ,. • • 

soluble, que cataliza la interconl~r,s,io~f¿Rti-~ í~;&í'Hicl~3,¿¡ÜC:etonli fosfato y el b-gliceraldehído-
.' :·· .(--::/ 'Í>· ~,;:.:;:._,: :,-};·.:· 

3-fosfato (G3P)[S7J; Yit;qúe'_sólo~l o3.P'6.oiif¡J1dri en,lavía glucolítica, esta enzima asegura la 
~--;;_ ..... - ,-.\~.:~:·- '::/, ;~::·;~ ,~,:,,._ "::,),~". 

síntesis neta de ATP en fa oxidaciJj,:ci.~füi(giÜt:osa hasta piruvato. El mecanismo catalítico se 

conoce con gran detalle [58,' 57): La·TPI ~eh~ encontrado en todos los organismos en los que 

se ha buscado [59); a la fecha, se ha'reportado la secuencia de aminoácidos de TPI de más de 
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100 especies y se tiene la estructura tridimensional a alta resolución de 13 de ellas; Gall11s 

gal/11.1· (pollo) (60], Sacc!wr0111ycd.S' cerei1isiae J59], .Trypanosoma brucei· bmcei [61], 
-- - - ·-- '''"o.<. , .. :~---~ ,- _,_·, 

Escllericl1ia coli. (62], 1101110 sapie11s;sa¡~iens(humano);[63], Bácillus srearot/lermop{lilits [64], 
.,___ ~:::~~-,,,-:~-';~~- ·-éi-~:"'--:'~-~~~-'.~,~~;--_: ~~·:;_~ .. ~--"-;_;:,_~ :+~.,_;_.;~;~;; ' _-J~~' · - -·-.-- =-=-"-"--o-' :~-<c,oo~ º:~'"=-- ;.-.oc;, 

Plas11wdi11111 .fa/cip~arum., [65)> Vibilo:, ,;¡(¡;'.íij¡,;¡[6~] ;1
•T1)pa;wsoma ·CÍ'uzi. [67], ·. Lei~IÍ11(m1ia 

, _, --· ·--· .·,. -. , ::_ -~--~~,. '.T:::_"·~,.,,., ;~_--.·:_." ~. - -· .. - . : . . ·,"'> . -

mexicana· (68], 111é/·11IÓtdffe/~i1i11~ltf11lii [69] ;;py~~ócFf/cdí1s ivoesi [70] y E11t~1~11~~bc;'t;;;1;lytica 
- ... ,·.:.(; . . ,, ,._t:, .!<'·--:· 

;· 

[71]. La mayoríri de ¡¡j~ e~~irÍÍas 'Íl~aliz~·da~ s'¿n dímeros formados por dos cadenas idénticas 
-·-- ---:·_:- -_---_,,__, -~';'--'~~~~-=-~---'·;~;~;i~-;~f;~ ;~2~t.~·~·,.~~~i~~0--:,~.~;,f ~~~';'i:~; -';:-~.-~f·.-~r~}~~·-~~,:~·;-· ·o··-~~- --.óooeo.--_ ·e-=----,--~,- __ - '---- ,_--. .- -. ~-~O:"':,'::-. -,_~_ - -- -'7- -~-o-· - --. . - ,- - -

de 25-27 kDti; incl uyehCló' fa éhzi1na bifU11cional 'f osfoglicerato ci misa' l friosafosfato isomcrasa 
- .. ;-": • .. -:.·~ :--+ .. ;;-·'-~-\:~'.-.-.:!';_;_, __ \'.':.··--~-;_; __ - ;,~~..'..: ·>i.-~-- ._,, _·, . ':-. . .··· - .. ·. -_ ,_. ·: .::. .;:. - .. 

de 111er11101Ógc1.~ 11íi11;iti'11e , (72],\con la excepción de' dos enzimas ·de arqueobacterias "• ,. - ';'. . . -.. . ... ;- ·' ' - --·i· . . .. . ''. . .··~· '''·" .. _ ' - .... - .- . . -.. . . -~· . 

La trio~drasfato lso111c1·¡;sa ~s una ~~zihm hi.:,; ef'id.~ilté; La velocidad de isomerización 
- " .·. -. ~· ·;. ·:,,»-. . ;;-< ,_., 

del G3P cs.c.ntrc!IO.ª:xio9;0cd~~··i~uy§·~¿~:·~i;e.'.~.:;~1fc/~··d~.~~~~;La relación kcat/Km para el G3P 
. . . • ~-,, ';-·'.<• 

~::º::~:::r:;;l~~!:1~~~!t~0JJill1if f~~ti{f~~Eif J~~:~:~::: 
awdado con la un;ón dc!G3P n Jo¿Jz1'nia riáJzli~';iu~?¡iJ(&~~:m¡¿~ d~ !&s pa~mctros 

químicos entre sustrato y enzirpa son inils:i·áfüpos;qU~:'1.a:'.dtfüsióri 'del substrato af:sitio 'activo. 

Debido a Cstó, lriTPI es.un cél,t~lizric)cfr;''t~ff.~¿tb~·/~Jal~uÍ~r atÍmerito el1';;a;i0el~6i~ad·de los 

pasos catalíticos no tendría efe¿¡o·J~;·ir1:kef~¿i:ITá~··ae'íXrnricción [58]. ·· ·· .,~. ' ·.é 
., :/ ,:: '·~ ,)~('? ;'.',fi? '• ·.·.··· . .. . . . " 

La cinética enzi n1ática·· d~,lál]WI~dit.:&ft'~n;htesespecics exhibe· u11~.C::i n~lic!i'hi pefbólica 
. .•. . .· ·.F ;:' t~.::·Xf::.Yi··c·!Et .: .. •· ··. . . . ·.· .·. .. ~j . :·.·· ;,;;.;/;, · 

del tipo Michaelis~l\1c.nten [75,]~·I::os:resiclucis' irivofücrados eri el .p~gue1~d.~.l\sü~strat9 y la 
... ·- .--,: ''.-~. ·:".'( ,_::;:·· ..... ~.-- .. ·, ',,., . . . .. : .. -~;·:;· -:.~::::·:,:,··:~.:.: ~·(. ' 

catálisis están localizad~~ 6~ lri• ~1s.~~:sÜbü·n·idad .. Cada monómer~ 'úe'ri'6 ~~ sitio activo y 

funciona independientemente deI otro. A la fecha, no se han descrito cofactores o reguladores 
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alostéricos, ni se ha detectado cooperatividad entre las subunidades [76]. Parece ser que la alta 

eficiencia catalítica de la TPI requiere de la dimerización [77]. 

Estructura de la triosafosfato isomcrasa 

La triosafosfato isomerasu es el prototipo del barril f:Vcx, uno de . los patrones de 

plegamiento más comunes encontrados en la naturaleza. [78, 79].Lo~ brmi,lesf3/~ presentan 
- • - -;c.=-coo_- c:.'oo.~c;o=.= '_'o-.=-óoc -·'-"','----';-~=..:lo- 0 -co~-c-.·0---0:.c--c-~-"<~~-,,-==-"~;=':=:_.=-.' -:o- 0 

gran variedad de actividades catalítiéas, in~iuyench'·~;~di"la~;./~~:ci1a~~s\;~f;"~n~!i,,~¡~. ['801, La 

estructura .scctin,clf!iiii de, I:¡ TPl ~stá. fq;:1nad~-fJ()l:·~ch;Ó '¡'J~kj.i¡_~:~'~f;e ri,iief~h~ co~una (a.·veces 
< . e.;' ::'::-::::· ::,~·-.::_ - ::~>. ·--,·:. , ·-··; ~- ., ·._ : : .. -.. ·--,.~·::·:-- ·.:· ·::;·:' : ._, '.· .. -.::·'. ,:.-:;,,-:- ·::;:·:::--- -.. ::--''.: :: .. ;:¡::-. ~'·/.·:.'}'< .:. ·,·,,,>. ·-.·-= , :~>- -~ ·:~--- ,:/·_;_ ., -. -. . ., : .. 

dos) hélice(s) .c/(Figura 2). La cadena polipeplrdicase pWegá dci tal manera que las ocho 

hebras forman una hoja f3 paralela central semejando un barril. 

Figura 2. Estructura de la Tl'I (burril ¡3/o:). Izquierda.- esqueleto polipeptídico; derecha.- estructura 
secundaria en caricatura. 

El sitio activo se encuentra en uno de los extremos del barril, en la cavidad formada por las 

asas contiguas a las hebras f3 [60] (Figura 3). Este pafrón topológico se ha encontrado en 
, ,,.', .. ''./ 

aproximadamente el 10% de las proteínas cristalizadas y ¡.~süéltrl's, depositadas en el PDB 

(protein data bank, URL: http://www.rcsb.org/pdb/). 
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Figurn 3. Esqueleto polipeptídico de In SeTPI. Se muestran los aminoácidos conservados del sitio catalítico 
con sus cadenas laterales (negro) y el amílogo de sustrato fosfoglicohiclroxamato. 

En las proteínas homólogas, los aminoácidos que se encuentran en el sitio activo están 

conservados [5]. Para el caso de la TPI sucede lo mismo [59] (Figura 3). Aunque existen 

diferencias en los aminoácidos de la interfase, tanto la estructura del barril (Figura 4) como la 

geometría de la asociación entre los monómeros, son semejantes en diferentes especies [81]. 

TESlS CON 
1 FALLA DE omGiN 
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Figura 4 Sobrcposil'ión del monómcro de tres estructuras de TPI. 
Saccharnmyces cc•rel'isiae (negro), T1)1m110so111a bmcei brucei (gris 
oscuro) y pollo Ga/ills gal/us (gris claro). 

Plegamiento y asociación de la TPI 
TESIS CON 

FALLA DE OPJGEN 

Ya que la TPI es un homodímero, esta enzima es uno de los modelos más sencillos 

para explorar el plegamiento y la asociación de las proteínas oligoméricas. 

Se ha encontrado histéresis cinética entre los experimentos N->D y D~N en la 

desnaturalización de la. tJt~cic~nejo (cTPI) inclu6ida por pi'esión hidrostática [82] y en la 

desnaturalización de la TPide Sacclzaromyc~s cerevisl~e (ScTPÜ il1ducida<portemperatura 
,~ . - - ,,_ ', ¡' .• '·:,:,··~~_,,~<·,: ·"-: .. ·~.>/, 

[83]. A pesar de esto; los tr<lbajos en los que se ha calcúlactciia6~ttlbÍlidici cigjaTPI sólo han 

cmplc<mdo cxpcdmentoS N->Íl[Ú,9D, 9~]. ; :;. ! '\ .. ;¡ ( 
La renaturalizáci6n de lacTPI.[91;.92Jy:Cle.láTJ?1de_~~llO'¡(p,fPt)[~3] 1 (a páitfrde la 

~ : ~--· . '" ' -~;' .·. -· " .. -< .··, -. ·~ 

enzima desnaturalizada · por····>ouÜCI), ;'_es /1 cÓmpÍ~t~níéri't~''i'.1·eVt'irsibÍ~'?.~grl':'Cfriéti6a de 
"'::~· :>:··~ ~··:·; ,.\ ;;.;. ,···' '~_,-: ·.'~·. 

renaturalización, determinada·por la r~cup~nici4n de la·:acÜvidad enzimática; -cl~pende de la 

concentrnción de proteína cuando se trabaja a concentraciones bajas. A concentraciones 
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elevadas de proteína, la cinética se vuelve de primer orden, esto es, independiente de la 

concentración de enzima. Lo anterioi"inclicnqu~~ cuando Ja concentración .de proteína es baja, 

el paso limitante es la asociación de los m011ó1n~rE>s;_alau_n1c::ntar la c~n~e~1trn~i~~ de proteína, 
- _, __ ··---~-::'- ----:--:;·~·,. ,~--- ...,.--,<>-·~·· -__ ,., -;- .. --- ;=-.>.-=-·e;· • ,,,·-· - - - -,~--

la asociación deja de ser limÍtiuite y el paso_,11'1~s ient'() es unimólccular .. Co1no p1imera 
:·;«. ., 

aproximación, los datos obtcrtic!os. para I~ renhiJ'raü~acÍó~ dci'lri c~r~r se ajustan ai'm m~delo . - . .' . ·: .. ' - .. ' . - . . '.· ' .. . ' - . ~ . . . 

que los monómcros.formados durai1te la ,:~nátunilizadó~ ~~ni1Íacti~os.·[92].i~':constante de 
' - ·,, ' - . . . . - ..•. - • ' - ;.. .... -_ . '-~---. - ' """' i· - -. • . . ' ' . . ' . . .. - . . -: ' ,'- -:·: ·- ·.' . ,. -

vclociclacf de·asociación (3 xiq5 r.J:1 ::k,l¿esi~C1;ca~fli'1~,g~pcit·acla(lQ5 q]Q9,!M;.1 \~;.l}!pr¡ra la 

asociación, limitada por dffu~i<5n;;de'clos· móiéc~las de;tartjaffo •semejante. ·Ester implica que 
-_'-. ; .:.> !}:,._ --:;_:<-::~.-{:}:' ,-:'.;!};:'.:""t·~·::_:::·~'·.~· _'.:<~::: .->~ ; __ \·: .. ;-.--<~<~<-.:),?}\,Y:;:.-."·:·~!·>~: .:···:. :·:_..-· ·:·-· ~ :~ - . ·. ,:·~-:. . 

Debidori;'cbsf9;~~~~~¡··;Y·é:ol. [92] ·sugier~n que:Ja asociaciónde·.1.os monómeros está 
, ;<'_>'. '::~>· 

1 i mi lada por di fl.l~i,óli; sÍl1 ení burgo; para determinar ex peri mental mente el papel de 1 a di fusión' 

es necesario d~t~rrÍ~inar la variación ele las constantes cinéticas con la viscosidad del .. ·,· .,. ·-

disolvente [94]; 

Existen dos hipótesis tentativas para explicar el valor elevado ele kasoc en la 
, -_ _- - "" .. - .-· ' .· . - --

renaturalizacióilfoe fo .JPÍ: 1) las subunidades ~isladas ya tienen antes del choque una 
__ i :_".;; .... o,·:- " ". ':' , _. !'·,-::.··. . .· :::_·:.: ·· •, 

conformación cofr1pÍemeútaria con la infrfrfase d~I ~tro l11orH5in.er6 y 2) 1.~s interacciones que 
J. " .. • •· ' - ' • • . ·-''. , -. . ·. • •. • - . . . . • . . __ .. .. " . • ;~:.. .. '" ,. _. • 

... ~ :--

tienen lugar du'1:iinfo la diJnerizaciórt son débiles; ya que estos ;C()rifónlleros contienen 

restricciones g~oméLricas no esp~cífic~s; sin .embargo, esta estructura laxa se rearregla 
- .· ,"·' -_,_. •' 

posteriormente para dar lugar al dí111er~ aétivo. 

Se ha propuesto que los mon6meros de la TPI son inestables y que el ensamblaje ele las 

subuniclades induce la máxima estabilicladconformacional [95]. Por otra parte, de acuerdo con 
. . 

la explicación "estructw'a-estabilidncl'', se ha' considerado que la dimerizaciónes riecesada 

para optimizar la geometría espacial del sitio activo [77]. Con los argumentos anteriores, no se 

ha establecido convincentemente la importancia relativa de la catálisis y la estabilidad para 
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explicar In naturaleza oligomérica de estn enzima, Aunque se ha propuesto un intermediario 

monomérico en el clesplegamiento / replegamiento, _sus. características estructurales, 

estabilidad y el papel ele la di fusión en su formación no se con()~et!·. 

En este trabajo, se utilizaron diversas técnicas para cafocterizar la desnaturalización y 
- ,,_. --· _ ... _ ··. 

la renaturalización ele la TPI ele Sacclwro111yces cerevisiae':~11 'ÓuI-ICI, y en urea, determinando 

a partir ele estos experimentos In estabilidad ele la enzima'.~.Con estos datos, así como con Jos 
- :'; . , .. -·, 

elatos disponibles en la literatura, se discute con detalle la~p~siblé~ 1:;1zones para la naturaleza 

oligomérica ele la TPI. 
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Objetivos 

El objetivo generaldc este proyecto, es canicterizar la termodinámica y Ja cinética de 
•;--·-.!_-_ --.-=e -_-e-= ·--- OO.-.,- --- • ' - ----

lu desnaturalización / renaturalización de la TPI de Sacclwromyces cerevisiae. Aunque se 
- . . ' 

conoce la estructura tridim~nsiónitl ele esta eilzima, existen varias incógnitas en cuanto a su 

mecanismo ~e plegami~nt~. 

Utilizando como agentes desnaturalizantcs la presión hidrostática, el cloruro de 

guanidinio y la urea, combinados con mediciones de Ja actividad enzimática, Jos espectros de 

fluorescencia, dicroísmo circular y la cromatografía de exclusión molecular, se plantean Jos 

siguientes objetivos particulares: 

1. Determinar Ja rnta el~ pj_¿g~~1i,~ntkcte .I.a ScTPI. 
, •• ,. \·., •-< .. _',",, ·-· --,. ;·· ' ;,,,·,·~~: ·f.j ' 

2. Obtener los .ildp~1;~jb'ª·'.¡)i{sos8Úe se cleterminen en el punto 1. 
• - .'; • :.- • ' ~- '. ,,. ·.' • ~-: "j •• • ."'. : • • : • '. ;, " : ' •• :. '. ' :: ..,. ' • • ' • - ' • -

3. Caracterizar las p1:6pi~d~d~~-c1{1~~ inÚrmediario~ presentes en Ja ruta de plegamiento . 
. · .».;·~ .:}:.;· ·.:·'.:-.· .. :·.,> - ,.;"·:_e,' : , , 

4. Determinar las cónsí'~ntes de ~~iocidad d~.la desnaturalización de Ja ScTPI. 

5. Determinar las constantes ele velocidad de la renaturalización de la ScTPL 

6. Determinar el efecto del glicerolen las constantes de vefocidad mCtlcionadas en Jos ,, . ._. ,._._ -

dos objetivos anteriores 

7. Conocer el papel de .la difüsló~e11 ~I esquema de plegamiento de Ja ScTPI 

S. Observar si el pafrón de plegamiento de Ja TPise modifica alvariar Ja concentración 

de glicerol. 
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Materiales y métodos 

Materiales 

La gliccrol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH) y el GuHCI se obtuvieron de Bohcringcr 

Mannhcim, la urca de Aldrich, el glicerol y el etanol (99.9%) se obtuvieron de Merck. Todos 

los dcmás.rea~tivos S(!,obtuyieron de Sigma. La. producción, expresión ypurificac.i(5n •. de la 

ScTPJ recoinbillari'!C ~e realizó de acuerdo a Vázqucz-Contrcras et al. [90]. La conce~t1:ación 
. . 

de ScTPI se midió cspcctrofotométricamente usando una absortividad molar (E2so) de 26,664 

Experimentos ele desnaturalización y renaturalización 

En los experimentos de desnaturalización (N->D), la ScTPI se diluyó en trietanolamina 

100 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, DTT 0.1 mM (Amortiguador A) y diferentes concentraciones 
·, ' ·.· ' 

de GuHCI o urca. Para los experimentos cié renaturnlizacióll <J)-N).'.Ia e1izima pril11cro se 

así como los espectros de dicroís0,~•9irct1Iar (J)9;~ f(u()r,c;:~cc11ci~ intrínseca,jncHcaron que en 
, . - . . .. _ ·-· .-- ·, . 

estas condiciones la ScTPI está com.plet~merÍte desnaturalizada. Estos tiempos de incubación 

fueron suficientes para alcanzar el estado desnaturalizado, ya que las propiedacles'observadas 

permanecieron sin cambio después de 24 h. Posteriormente, la renat~1ralización se inició por 
. . - . 

di lución de la proteína desnaturalizada en eL amortiguador A, que contenía concentraciones 

decrecientes de GuHCI o urca. En ambos tipos de experimentos, la' concentración de ScTPI 

estuvo en el intervalo de 7.5 nM a 7.SµM. 
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Mediciones espectroscópicas 

Las mediciones ele fluorescencia se realizaron con un espectrofluorómetro ISS PCl 

(JSS Inc., Champaign,.JL). La temperaturáde.Jas;celda~•se·niantuvo ac:25·± O.lC>C; Para los 
,· ., . ._ ' . ···- ._._,· .. .;·,· ;:,.·.· .. :· ... ··- .. -.... . . 

~ ..... 

espectros ele fll.101·escencia se· excitó_ a 280·11rn :ca~c:ho~1:(buri¡I¡¡&nJl1) y/~e c()lcctó .Ja emisión 

de 300-400 •nin (~~·cl~:d~cbanda ; . n-1~);·~d-~iU~~a::~-:~;~:1s;·a~:::·~a·;.~o·~: ·~A:y lcm·.de paso 
. - -· ' - - .. ' i. ·.·. ,._ .. -. . . ' _, '•'-. '"" .. '" ·•· .- '!'•'· •. _, . - ·., ·. ·" ' . . ·-, .· . 

de 1 uz, ·ctc1)e11·ci8n.~:º ~§:.1#.§~n·~~fl1rITTª!~~!i:~%~r~I~~1á!i.~fC2~~fr~~i3~;~~ds~;~;r¿ci~t1~~1···cct\IB) se 

calculó de Jos datós' de _int~ri~{aa·Ci·Úi)'otif~11Ídos;a ~iferentes Ii.mgiiudes de oridu (A.), usando la 

siguiente·~cuací6ni~:ªk~::±,~1f~kl>.'. •-·.~: .. 
'.,_ " ,' I,~'-~··· ·{¡_:·;.,,.: .. ·;:_ ,·;>' ;- .. 

Los e~)Jer(¡11~~rq~:· c~;,H~:al,t.a iJ'i-esi6n · hidrostática se llevaron a cabo en el 

cspectrofluoróiii'dti:¡jantd~.riieilcioirntlo; la niúestru se colocó en. una celda de cuarzo dentro de 
,· .. "•_ "1: '.'.'.~,'··t .. ~c,'.'."·t.:_•,.._';." ·-'.'::•;.." '.· _,. · ·-.' __ · : ;_,_·. . -.' :~ .<· _':'<' • 

:.·.~'.-T· 

una celda de prci~iÓll, pí;~vlsta de ventanas ele zafiro acoplada al aparato. 
. - - - . 

El D~' de las müestras con ScTPr (l.85-7.5 µM) se siguió a 222 nm con un 

espectropolarímelroJASCO J-715 usando c
0

eldas de 0.1 cmd.e puso de luz, termorreguladas a 

25 ± 0.1 ºC. Los valores reportados son el promedio de 4;:minutC>s, con registro~ cada JO 
. .. . - '·. - ·.: - ·, - . 

segundos. Para Jos espectros se siguió la elipticidud en el illte;~alo de,250 ti 2Hfnmen celdas 
' ,' 

de 0.1 cm de paso de luz. Las muestras de referencia sÍÍl proteína se restaron en todas las 

mediciones espectroscópicas. 

Ensayos ele actividad catalítica 

La actividad ele Ja ScTPI se midió en celdas de 1 mL, en una mezcla de reacción con 
.. . - .. ·. . .: . : 

trictanolaminaIOO mM pH 7.4, EDTA JO mM y DTT l mM (am01tiguador B),ccmteniendo 
- .<·:. " ' ·.-· .:·-,·; 

3.0 mM D,L-gliceraldehído-3-fosfuto, 10 ¡ig GPbH;Ó.2 ITIM NADI-1y15 pM•de ~6'f.flr· [97]. 
'··. ··- ,_. . . . · .. -'·'.'. ;>:_-. ·;-'"·" -, ·.1.:-/. ' 

Las velocidades de la reacción:se determil'laron en un espectrofotómetro Be~~nÚIÍl ~p7.Soo, a 

25 ± 0.1 ºC, a partir del decremento en la absorbancia del NADH a 340 nm como función del 
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tiempo. La actividad catalítica en presencia de altas concentraciones de desnaturalizante afecta 

Ju actividad de la enzima acoplnnte, además; las mediciones .de actividad catalítica deben 
. - -- ' '·: - ; - . '"'' ' '' ' .· .__ -

! levarse a cnbo a collce11traciones cle proteíná IbOO ~veces menores que las· usaclas ·pura los 
,-_,---_-, ~= :_~~--~(~--.-~;e;~· ~ - º::o:-·~--- '-~-i": _,_ ~~ - ~,_~----··-- --=--- - - - -- - -ce-.= --o_-_-o- -_-_--

CX pcri men tOS espectrÓscópicos. Pol·)ó:tririt6, lit actividad se midió .cmllo ,sigtie: •l~IS muestras 

(7.5 pM-75 nM ScTPI) fuúon i)riin'e1:ciTdil:gi~dits a7.5nM sÍ11 éainl:íio en la c~l1c~lltración de 

desn atura) izante. Unualícuota tomad~ ~e 1 a.me_zcla, anterio_r se" d.il uy6_enJamé~cl ~~de reacción 
- - - - - - . - - - -- -- . :e-'-',., :. 

para medición de Ja.actividacl;·csie p}oi::cdi1niento•tomó I5s~gullpos.fbe~pt;és'<lel'ú1Hn1opaso 
'' "_, --.. ,-- ¡_- -~: ·::· ; :, ::. ; __ .- ,' '.-- .. , >_,-·._:-:·.;-·:.·-:: ::·::-::::. :;·.·;.~_.·--!::~::~:_,.;/:,:;,_.' .. ~5\: <'/<:··.:·. :,': :<: 

de diluc.i.ón;la'.concentrac:ión. de .ScTPI rue'75'!)M y·.la c~ll~~rjtl:~~i~A·fa~·tj'~~ri~~ui°alizmiÍefue 
• ';· ·- . -. •.; _.,' '. ·• • .· . .". .-,·<-·-. ·'-'·'·.· ·O~',··-·Y•'~· ,,--.·~·.;,,>.·o··:,.·"·,'.'·,·-. ,•O'.' 

60 1nM ciur,iS.' •• t1·.8:Pf.~··ui;ea;.·Lgs ?~~.,:sp~··~C,~1)?.rn\'~s¡~~··~tI~~J~~.~l~~ .• ~(<\R,~(f~~'.1;~?.•_i.in~ales, 

:::.::~:j:J~:f Bt:;~c~.~~;~~;¡f~r~r~f ¡¡~~~~~!f ~i[~i~.~~~~;~if!t,~t;~ :e 1:: 
experimentos control· mosiraron gUe ihs:J11c:;~i~i§nefcl~.#ct(yid~Cl caÜÍIÍtic,a río se afectan por la 

· ' .. _-;--:,· ,;~·- · :~;~z. · ·' .. ,,_. ·~::->;-'. ·,_:1. - - •.• · " -

concentración residual de desnatura1iia'llíe ~~·eÍens;~Y~ ctd'tlcti~iclad [S9]•. 
. ; ~·:' -; " '.---- " .' . ,. '."..' . '. ... ' .. "'·. . ~ ·_ . . 

Radio de Stokes 

La cromatografía de exclusión portamaño s.e ll~vó,:~. c~boen unacolumna Superdcx 75 

HR 10/30 de filtración en gelacorlacla a un sistema FPLC.(rhannacia. Uppsala, Sweden). La 

clución de la proteína ~é siggl6~c'onun.clet(!Ct0r ~e .fluorescencia Waters 474,. usando una 

longitud de onda de;¿6n~1 ~n l~ ex.dtación (a~cho de banda Í8 nm) y 320nm en la c'mi.sión 
'··· .... ;__ .. 

(ancho de banda,ls':rl~):·.d;s dnzimas incubadas fueron introducidas a la ccílumria _d~ rÍJtraeión 
.. ::.·.:-·.,.>.,,,__ '.-;,.:>: -.·- -· .··· : '· .. · ... , .. _.·:;·.··:·:·-·r·~~o--.-~-.'"':' .. ·1 ... -· 

_:,,,: "'". '-:·. -~d,'..;, ' 

que había sido füeyir11n_ente equilibrada con amortiguadoi·;B y Qi.1I!s1:21~i!·s~:níU,esffa~.:Jü~ron 
·:/ ':';·-~~ ! 

cluídas a un nuJ'o,ci,</o.4 niL min·1
• Los radios de Stokes CR~),.se.~ri1§ii'1ai·6n de. los volúmenes 

.-:;__,_ >.-. ·-'<;~~··· .. ~}:'<-; ~:> ,:,·-·, 

de elución y un~,_ci.il:v.a de"Calibración en la cúal sé;utilizáfon rfrotéíllas con radios de Stokes 
,, ;.; __ , .-, ... 

conocidos, tanto: encondidones nativas como en 6 Mde GúHCI, de acuerdo a Uversky y 

Chánez-Cárdenas y coL [98~ 89]. 
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Ajuste ele elatos al equilibrio 

Ln rcnnturnliznción de los monómeros desnnturnlizados (D) ni dímero nntivo (N) se annlizó 

con un modelo de tres estados que incluye unintermedinrio monomérico (M). 

2D K,,,, ) 2M K ... ~ ) N (1) 

Los. cnmbios.enenqrgínlibrépnrael plegámiento delmonómero (~Gp1eg) yin asociación.de los 

monómeros.; ·. c4ci~~~c5. se · .. definen como 
.. . M ..•. · .. ,. ·. N 
~G"ics =.-RT In.-.. -• y'. ~G.,a:; =-,.RTln M 2 , .. D 

. . 

suponiendo que ambos vnrínn linenlménte con la c.oncéntt'áción de desnatürnlizante x de 

acuerdo a: 

(2) 

(3) 

Donde ~G1~1•s y ~G~oc son los óG en ausencin de desnaturnlizante y 111 es la energín de Gibbs 

en función de la concentración de desnaturalizante. 

fo = ~, JM = ~ , Y/~··==,~0.;.1·8~P~ctiyarylh~~:~Rh~~.1~~d'.~~c~g1if~{i~~4~;:~f~Íe(n'a total 

(Pt) está cxpre.a~a ~~ •ll~ciisJL~ conO~htn{ri\9~@¡~~~~~.;,{,, ¡~¡6;;,:¡21~~; f M, fN y 

Ji; pueden ser.exp1;esria~·~«~i-tfunciórí de las.constantes de eqÜilibrÍo como: 
' ~ ;.:.· ; . ·.;· ,'. . . .· . .,- .·' ' ' .' ;-- . 

(4) 

(5) 

fo= 1-fN-fM (6) 
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Se asumió aditividad en el observable experimental (y) de acuerdo a: y= Yofo + YMfM + )'NfN· 

Para comparar y usar los datos provenientes de diferentes técnicas,.~s conveniente normalizar 

los valores experimentales a cambio fracciona! (a) con la· fórmula"c{= [y(.\·)- y(x')] , 
• : [y(x:::: 0)- y(x')] 

donde x' es la co11c~nfración de des!iaturalizaMc en la cual la erízima está completamente 

desplegada. Los parámetros ÍiG~10s, lllptcg. ~G.~oc y lllasoc. fueron ajustados a a(.,·) usando las 

ecuaciones (4) y (5). 

Cinética de desnaturalización 

Las cinéticas de desnaturalización se iniciaron por la adición de ScTPI nativa, a una 

solución que contenía la concentración de GuHCl deseada y glicerol cuando fue el caso, en 

amortiguador B a una concentración de 37.5 o 375 nM. 

Las mediciones de fluorescencia se•realizat~on usando una longitud de onda de 

excitación de 280 nm (ancho ele. band!l 4~nm~. la.emisi.ón se coJectó a 320 · rim(anchó de banda 
• • • ' • • ' ' • • • • • ' • -: .. • •• < - • • ~- ' ' • • • :, • ,,- '; •• ' :•. - • • • 

8 nm). Los ensayos de actividad se hicieron por •ctitdé:Íó~ d~ fo'• mue~tra a los tiempos 
'" -.. · . _,.,. . '·. , .·· - -·. . . E' '~ :•. ·' , 

indicados, en amortiguador B a una concentración final dé;75 pMdeScTPI ~ 
-_-_ .. ; . "· 

Cinética ele renaturalización 

La ScTPI (18.75 µM) se desnaturalizó a 25. ± 0.1 ºQ p¡jr.iilcubación en amortiguador B 

en 6 M ele GuHCI por al menos 45 min. La reh,~túl'alizacf8n seinidó por dilución de la 
" ,· ·-~- . 

proteína en una mezcla que contenía eJ. ~t,llo}iigúacfcfr B.};difcit;entes concentráciones de 
.. · ~;- ,_: ·::>__ f'?jT>t~~'t?~:_F/:.--.-:.'.~~-~ :_t-~::;.::f-. :_:,',/_; __ e_·:;_-_:··.'·~-~.: - .. ,. 

glicerol (0-75%. v/v), La concentraciÓn:d~ :scTpl>en la ren~t¿·ralizubión varió entre 1.875 y 
~ • ;' ,.,; ¡'•.,-,•, \ .'. ;r~ '·,•;_.:; > t'::' 

187.5 nM. Lac~:Ac~~t?~b'¡:g~ a~rqµi-I9Icl~·i1á'~ieh~fo~aliz~ci~n se fijó en 60 mM. Experimentos 
:--~::~:~· }'<< 

control muestran que~ fu •actividad catal{tiCa ria es rtfectada por estas concentraciones de 

desnaturalizan te .. 
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Las mediciones de actividad catalítica se llevaron a cabo como sigue: una alícuota se 

tomó de la mezcla arriba mencionada(2 ng ScTPI), a los tiempos indicados se diluyó en la 

mezcla de reaccióli phru,hciividad, (ve1<subsección ensayos de actividad); Este procedimiento 
,•·;. ·' .·. -¿~,~~;;,,~_.:,,;;J-i:--;:o·é~::,, ~---::'._._:_:'._. ··-·----'··-·'----- - - _ - _-,----- -_--_;-c-· .. o.o.-.. ---.-=Ó-c;.-~-.-o-.. ', 

tomó i 5 s (4b'. s K .~fta~'c¿\1ce11tr~6ionc~ de glicerol). Las mediciones de fluorescencia se 

realizaron co~ 37.S-375 nM de ScTPI, usando una longitud de. onda ~F la e~~itKdión de 280 

nm (ancho de banda 8 nm), la emisión se siguió a 320.nm(ancho .. de banda-16nm). 

Ajuste de elatos cinéticos 

Rcnaturalización 

1.- Reacción unihimolccular 

Una reacción unibimolecular tiene dos pasos. En el primero se tiene una reacción de 

primer orden y en el segundo hay una reacción de segundo orden [99, 100]. Si se considera el 

caso inicial siguiente, la reacción es: 

D k, .... , > M. 

t: =O: [D]o o o 

[D] [M] [NJ 

Las ecuaciones cinéticas son: 

d[D] =-k [D] 
dt ,~ .. (7) 

(8) 

d[N] _ · 2 
dt-k2,,,,,,,[M] (9) 

25 



El curso temporal de [D], [M] y [N] se obtiene de [99, 100): 

[D] =[D]0 -r (ID) 

[N]=.!.([D]0 -[D]-'-[M]) (12) 
2 

{3' = iJ,(2i-/K) 
donde T = e-klmml k' · = 2k K = [D]ok;,,,.,,, / k.,,,,,,, _· fll"(2i.JK), i = Cl y .lo y /1

0
C•>, 

' 2mrm 2t1um' ' v-1 

son funciones de Bessel de primer y tercer tipo de orden cero, respectivamente. 

11.- Reacción biunimolccular 

La reacción consecutiva biunimolecular es [99): 

t: =O: [D]o o o 

[D] [N"'] [J\f] 

Las ecuaciones cinéticas son: 

d[D] =-k [D]2 

dt '"'"' 
(13) 

·1· 
d[N .. ]_2k [ ]2 -k· [N*J 

dt - Jdim D 2dim 
(14) 

d[N] = k, [N*] . 
dt .dfm 

(15) 

El curso temporal de [D], [N*] y [N] se obtiene de [99): 

(16) 
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(18) 

, , I , 
donde -r' = (tk1 + 1), k1 = k1<1; 111 [D]0 , k 3_ = -k2dini k1 yEi es la exponencial integral. 

Desnaturalización 

Los experimentos cinéticos de disociación y desplegamiento se ajustaron a la siguiente 

ecuación: 

(19) 

donde y es la intensidad de fluorescencia o la actividad catalítica, y0 es y a tiempo infinito, A1 

es la amplitud y'! es el tiempo de relajación. 

Teoría del estado ele transición 

La teoría del estado de transición propuesta por Eyring y por Evans y Polanyi en .1935 

[ 1O1, 102], aportó un nuevo aspecto en el cual se considera al complejo a~tiyado o ''estado de 
. . . -- : . 

transición*" como una especie inestable en el máximcide 'éne1:g·íalibre. 
• r ",:; ' -'• 

En la teoría del estado de transición, la re~1cCi6n elemental' A+B~ P se puede 

1 ·.. . 1 · .. 

rcescribircomo: A+B · K >AB1 ~P 

Se supone que Ips reactantesestán en equilibrio rápido con el estado de transición AB*. 

K* es la constante dé~qllÍIÍbri~ entre él estado de transición y Jos reactantes y k* es una 
. . 

constante universafde velocidad. 

[ AB
1

] 

K*=---
[A][B] 

(20) 
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(21) 

Tanto K* como k* no son parámetros medibles; se usan solamente para derivar los resultados. 

Combirilinélo las ecl.lacioT1es 20 y 21 se obtiene 

d [P] =k*K* (ÁJ[hJ 
dt " ;'• 

(22) 

La exp1óesión~ci-c~~sfa~t~ experiment~I es 

d [ P] = k [;\)[p) 
dt .• ,:_•.:-_ ' 

'.··· . ' 

Entonces se ti~~e}a rela~ión de una constante de velocidad experimental k con propiedades 

del estado d~ transÚ::ión. ' 

k = k*K* (23) 
. ,·.·: " . . 

Pero cuaJC]uier'coristante de equilibrio está relacionada, con la energía libre de la reacción, 
·.,,' .. '·" :·:· · .. - ' '" ' - . 

6.G* =_;?TI~ K* )' ia te~rín del estado ele .transición muestra que la constante ele velocidad 

universal k* es i¡ual a 

k* = k11T 

" 
(24) 

donde k8 y h son la constante de Boltzmann y Planck respectivamente (ka= 1.38 x 10-23 J K" 1
, 

/¡ = 6.62 x 10·34 J s). Combinando las ecuaciones 22-24 se obtiene 

k _ kuT K* _ k 8 T ( 6.G*) --- ---exp ---
/¡ 11 RT 

(25) 

Esta ecuación pe1111ite el cálculo ele la energía libre de activación (6.G*), a partir de una 
.... ' . 

constante de velocidaddetetmillada·expei·imentalmente. 
-:¡}. i~, , r "'·;?:-:·;i~,:~: ;,;·.~: 

Los 6.G* en austinbf~-de h~HCJ~'se;~btuvieron- por- extrapolación lineal de las constantes de 
·._.)'· J'-.': ~~:::.~----·._,:·;;;~ ... : ?.i:;;_; ':/·'··-~: :> . ' '":· 

velocidad obtenidas6n 'p:~-~~b~dia:de-désnatur~liza~te. 
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Resultados y discusión 

Desnaturalización y rcnaturalización ele la ScTPI 

Estudios al equilibrio 

1-Iistércsis 

Se determinaron las propiedades espectroscópicas y catalíticas de los diferentes estados 

de la ScTPI, con las muestras provenientes de experimentos convencionales N~j) (Figura 5, 
. ' 

símbolos vacíos) y ele experimentos D->N (Figura 5, símbolos Jlen~s). En ;ambos tipos de 

experimentos (N.:_.D yD->N),a concentraciones.menores a 0.3M de GuH~I:Ó¡¡,d¿.de;úrea, 
. ': "» ;,~.:-;: '~~:'.t ,' 

la acti vidadcatalílica y la fl üorescenciafueron muy parecidas entre sf y ri l~ nhtf~á'::·E~t~'.indfoa 
.. . . . .· - ·\ · .. ;, .· -·:,'·-· ·:{t~. -._·::".: ~~:·· .·. 

J ;·'" ~,,~;:> -~: 
que la renaturalización de.la enzima es\:ompletamente reversible. Las múes'ti'~~.J-.i~ri:·/D->N 

también' coinciden a.altas'conccntra'Ciones de desnaturalizan te (1.5-~.5.'~.'full~~IC;';~J;()_;,O•M 
··· · · .· .··· ,> . ;,\· s<:'~. ·"· < : · · .... ·. . .•. ·... : > · ,.,,· !'.iy·y:<·:·.:;ff ··· .. ··• · 

urea). En ambos casos la enzima es\inactiva y n1uestra .un. CME cai·rié:teíisticol de proteínas - ·, ··>>· _:,_··:-;·-__ ··,:>-·:~·:·.~--:~:.;.:;:~~~<><'..;_._'_',':: •,; ' '' :··: ·'.- :· ·.. . .. ,,. _"{·.1;'~< '>-~'--', :>< ... : 

desnaturalizadas.· En :donlra~t6.~A:.~¿¿iic~Titrriciones; intei-medias de desnaturalizÍii1te~.Ja';~~firi1 de 
'·~~,S~/ , ·· "_-. •:··, 

las muestras N'~b y 't)-¡.~' llo'~e's:coTl}cÍ}1el1te :(Figúra 5) .. Las propiedades f~tfie:{bñ~Ies y 
~.,t • • :-•• 

espectroscópicas de. la scf Pr'q.LÍe·:~a"n erf~l ª~n'ffct8'b,-"+N.alca~zan. un válor2 córistante"déspués 
: -:'.:'.::<:::.~ ·:~: -. 

=-...~· ', - ~. :,.:. ''>-; .,_. 

en. el 

disociación, el 'de. desplegami~nt6,' o/amb:Os¡'seahJ~nt?~· :.~~ta'reaqc@1Jn0Ümplicti'ü.íñ ·.cambio 

en el radio de Stokes de li~e~ii~a e~trii1.o y 6 M'.~~,;~I-l~I (Fi~ura~;;tsi;~~:~ se obtuvo 

29 



un sólo pico de clución en columnas de exclusión molecular, a todas lasconcentraciones de 

GuHCI. utilizadas (Figura 6A): Las propiédades hidrodinámicas. de la ScTPI fueron similares 
~ - . . . ,-~- - ' .. - ·-~-·- ·- . 

. .·' -·- __ :_ ·- <-·. ; : .. -.. , ,,,- ' .. _. .,. ' - ·.' 

en ambas direcciones y permanecieron sin cambio.entre las 24 y 96 horas (Figura 611). El radio 
.;_,:--_--ooo_~-=.-. ·:-'-~----~"'.- ---,- -··=."----'----,---,~'.'=---,c-;-·=.-----7':;-~:co_ --- - -

de Stokes de la proteína nati\ia fue clc30 Áy CI de la proteína desplegada fue ele 45 A. 

352 A 

348 -§344 -
~340 
u 

336 

332 

~ºº -CtS 80 .~ 
·'!:::: ro 60 .... 
CtS o 
"C 40 
CtS 

"C ·s: 20 
:¡:; 
o 

<C o 
o 0.5 1 1.5 2 2.5 o 2 4 6 8 

GuHCI (M) Urea (M) 

Figurn S. Ilistéresis entre la dcsnaturaliznción (N->ll) y In 
rcnaturuliznción (D-.N) de la ScTPI. Muestras de la ScTPI 
(0.75 µM) de los experimentos N-•D (símbolos vacíos) y 
D->N (símbolos llenos) seguidos por el CME del espectro de 
fluorescencia (A y BJ o la actividad catalítica (C y D). Las 
mediciones se realizaron después de incubar por 96 (0, •> 
168 (0, •>y 240 (.6., .A.) horas en GuHCI (A y C) 6 48 (O, 
•> 192 (0, •>y 360 (.6., .A.) horas en urca (13 y D). Las líneas 
esllín dibujadas para ayudar en la visualización. 
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Figura 6. Experimentos de cromatografía de exclusión 
molecular. AJ Perfiles de elueión de las muestras de la ScTPI 
(0.75 pMJ determinados por la intensidad de fluorescencia 
(Acx=280 nm Ac 111=320 nm). Las muestras de las direcciones 
N->D (líneas continuas) y D->N (líneas discontinuas) fueron 
incubadas por 24 horas en O, 0.8, 1.2, 1.8, 2.5, 3.0 y 6.0 M de 
GuHCI. B) Radios de Stokes calculados de los volúmenes de 
elución obtenidos de las muestras en el sentido N->D 
(símbolos vacíos) y D->N (símbolos llenos) después de 
incubar por 24 {o, •)y 96 (o,•) horas. 

Otro agente desnaturalizante ampliamente utilizado para estudios de plegamiento es Ja 

presión hidrostática (34, 35). Al aumentar la presión se favorecen Jos estados de menor 
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volumen, lo que conduce a que las proteínas oligoméricas como la TPI se disocien en 

monómeros. para conocer si la. protéína se dcsnaturalizá de manera si mi lar que con GuHCI y 
.. • •• ,,, j, ·•. ·- -- •• =-'-~ -' . : _,~· ·- -- ~ ·----~ - _-_ ~ 

-.. :.~.;:. .· .·-- .. ' __ ·:·:·:_-.. ~--~.-' ... (:,·'.:' --~-- : -- .· .·.- . : ,. ; ,'' .. :, "·· :._ . _. _: ' . ~: 
urca, In enzima se sometió iHm.cidci:ae·presurización~despn:surizaciónrincubándoln por 5 

. ---~ ·, __ ,;~:,_~c;·h~-..,--=-~-~\..;·.~-¡~~-¿~~-';~-:, ~~"'-~~~~~~º -=-~_¿.¿-¡'.L:i~:o;--co'~/~i=--,:;-'.-1_,;,-o.-:-o'-:--;._".",o;.~t~.:_--_~-7t;~·~..'_-=-.::_~ó-:__.o;~,-'!...._,;.-.-0-:. ·--;~e-= :::~ .. -.. -=-----:·.-.e·-----:.''.-- - -

min a cada· pr~sióri>Ami·e~Wii~1>6i0~F~to·;.se·/C,b~~1!~¡j i1n~·.11Í~tér~~is··~nüy 1riaibida ··e1Úre· la 

compresión (Figul'a 7, símbbl~;. ~~C:í~sY•Y .:l~y cÍ~sd()~~¡·:~kf¿'~,:wr~~ra 7, ~f1nbolos llenos). 

Además •. existe el pr()blemnAe lllirr~ycrsi bilidad,ºque se~_oosCl'.~n.dntrc:'!ó~ estados iniciales y 
. -¡·~:~.:._:,_~ .,L::.:~_: -____ , 

fina les. De manera co~t1'ad¡{ri l~qll(!~~·dés¿rib6 C!11·1~~¡~·B.~~'.::~J:C:º~ l~~p,~b~ió~;·h,i~1:o~tfüica.no 
se logró desnaturalizar por coni~lcto a la ScTPL{co.lip~~ri\~;fo~1i1·ri'Js'~,pi~llf~\7j';:,,\ünque se 

'· ., ' ,, , '• . . <>-.:::>·i:·~~-~~l.J~::··~ .. :~~ ·._,;~ .. ~::·~.'. ·'~·-,:;. ,':-: <:.·.- ··: . .;~: :¡.~ .. ·- . 

exploraron diversos tie11lpos'deinéubación· (5min.-1 l,1):~i1~d~ªª~P:a~ó d~1>~ic:1C>; en ninguna 
. .. -. :" ·- -. '. ¡;' . - ·. . . <'.•.·'..··· '.~: . ' ._., -, ,<>'~ • -.,,.- ;;""; . ., .•.•. ·.·-~.'"'·• -· . ·.-. . ' .. • • - . 

condición se· obtuvie1'.61{6urvas q~1e ·s~ superpusie(an(res-l11ta'é!d~ nt 11lÓ~t1·~c!Ji),'~orJ6 que se 
- .. ~-_.-~··:··_-::;/'.~-.< .. ··:::·~~<.\,.:. . . - ·: __ ·.:· '.)·:_;_. ____ :;::.~.'; -~~,:\·· .. :_<-=---_·. ~':, ,.:,~ 1_·;·--.r.'.- -._.-~ 

decidió no co~u.;t.'i.i?%~xp)oí:a,~db este agente desnaturalizante; yaiqúe si el)fbcesc> ~o es 

reversible y no, se alc:anza: ~I eC]llilibrio, no es posible obtener parámetros termodinámicos. 
'., '"' -:·. ---.- ·/.·;." .·, .. - ' . 

Estudios previos han r~portado que la histéresis también se presenta al desnaturalizar­

renaturalizar a la ScTPI por temperatura [83]. 
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Figurn 7. Histércsis cntrc la prcsurización-dcsprcsurización 
de In ScTPI. Muestras de la ScTPI (0.75 µM) ni aumentar (O) 
y al bajar(•) la presión hidrostática, seguidos por el CME del 
espectro de fluorescencia 
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Ec1uilibrio real 

Debido a que a 25ºC no hubo coincidencia entre los experimentos N->D y D-)N, se 

estudió el efecto de la GuHCI a 30ºC, donde se esjJera que la cinética sen más rápida. Las 

propiedades de las muestras incubadas en ele sentido\D:-4N' permanecen prácticamente sin 

cambio después de48 horas. Como.se observó a25º~. a'30ºC las muestras N-)D alcanzaron 
' , ,'·. : ·.· ... . ·: '· -:- -. ,. 

progresivamente los valores'cleJas D-)N'.y a lo; 10 días im logró Ja ca.incidencia en ambos 

sentidos (tiempo meno1~ que a 25ºC) (FigLÍra 8). Sin embargo, a 30ºC y largos tiempos de 

incubación (>JO días), tanto Cn la enzima nativa como en los experimentos D->N se observó 

un decremento en la actividad catalítica y un co1Timiento hacia el rojo en los valores de CME. 

Dado que existen evidencias de que largos tiempos de incubación y temperaturas 

relativumente altus promueven reacciones químicas colaterales entre la proteína y el 

desnaturalizante, así como degradación de la proteína [103-105), no se llevaron a cabo más 

experimentos a 30ºC. 
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Figura 8. Comparación del CME y lu actividad catalítica al 
alcanzur el equilibrio. Muestras en el sentido N->D (O) y 
D->N (•)de la SeTPI (0.75 pM) a 30ºC, seguidos por el CME 
del espectro de tluorcsccncia (A) o la actividad catalítica (B). 
Las mediciones se rcalizuron después de incubar por 10 días. 
Las líneas están dibujadas para ayudar en la visualización. 

Intermediario al equilibrio en la renaturalización de la ScTPI 

Tornando en cuenta la discusión de los experimentos anteriores, únicamente se 

analizaron los experimentos en el sentido D-->N a 25ºC. Para facilitar el análisis y la 

comparación de los resultados usando diferentes técnicas, de aquí en adelante los datos están 
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normalizados como a (x) (ver ajuste ele elatos al equilibrio). En presencia de GuHCJ, Ja 

fluorescencia y el DC mostraron dos transiciones (f'igura 9), Jo que indica Ja presencia ele un 

intermediario. A altas concentraciones ~~~ ª~~n~~~,;~l!~~nt~ (2:.~) .O M GuH~l),Ja pri1T1~ra 

transición se caracteriza por el 6cultan1i~hio.¡~m6Í<i1. de los aniinoácidos aromáticC>s y la 
<;~:·-~-.~;i;": '.:)~-~,{-'_',-_:, .',' ' , ___ • ·,e, -

formación ele estructura secunclarfo; ?_~~':P.· 1;°: ~·o.6~~Mse detectó una meseta: En 'in segunda 

transición, la proteína adquirióláspi·Óp,ied~~~sdg·1.aenzi1ú~nat.iva a concentraci91lesme.nores 
-.. 1'~'~ -,';-,_<: __ •. ,· .. _.-:·.o-o ·::; ·>::.-· (t?>·:\·.~ 

a 0.6 M. La ScTPI fue i1mctiv~ cii;IaI~gÍÓn q~1c.co1Tespqndé álap'rhr1era)1·~nsicfon:aetectada 
.. __ , . __ :L __ :. __ -_~:'.j)~~_:;t:~-'.: ):;-:/;-:.~~/.<~~-~ )~:'.> ·;~:'{·~ ~;::;:,_:: .. /:~, :{:.«- · · ;-;;':: .. ? ·_j_~:;_:( .. ~-_;({.; __ ::·}~:~~;,~· <;!:~~:-;.J~~:g:;:\}'};f~~(:iL::~_:-. ~:>'./::: · ~:-.-

por técnicas cspectros.có~icas;:J ª"act.ivi.cl~d '.·c.atalítica '·s·e····de.tectó .. ú.nicámente.cn;···. I·a··segullda 

transición, in.9i.c~nd1p,:~qib;:~f"i~~~·1~e~~iari'·~ es •. ·· i.~~ctivo •• (Fiiurf 9). J)rido:',qu;}a,~S~~P~,cs;.· un 

dímero, 1á re~~t~i·an~~~i9,r~~B~;inc1üi('ún paso bimo1ecu1ar y por 10 tanto, .e1 :estdclo. de 
'· ~·.·: '._.,':.: .. ,\/'.?if:J~-~i~>-~y~~~.~;~:~ <"(~. ·, ·: · ... : .. : ; ·. 

asociación del ihte1:ri1eaiarip ~n :lü transición puede ser determinado por el efecto«de Ja "' :~> ~ ; i _..·, .. -"- .:,;-

concentraeióh de ~rbt~íR(Lri dependencia de a (x) con Ja concentración de prd,teíri~ha sido 
·-::-:..: ·:-:"2:·· .$:?:;··. :·./!_;:~· ·~--'~-' ·-. - ' . . _;_ .. '.:"<· :" 

··.-· ,_ --i.-_ ... ·:---..>·-::-_:,·.;-''":'-·,.-· ;-· 

considcrad~1 d(Jmc{ e(ínej(J(crit~rio para asignar un paso bimolecular en Jos mecanismos de 

plcganiiento [ÚJ.J.; E~~ ~lferentes concentraciones que se utilizaron ell Jos expe;·iJTl~ntos, no 

mostraron· un. ef;c:t.0C:1;,;6sobre.las tr~hsi~iol~tis dete2ta~as~oi:1116~i~ib~~/.1;/c11;~cii~ámicas o 

espectroscópicas. Si ñ ·embargo, cuando'.:Jtffco1fc·e¡{traci<S11··ql'. jP¡I(r~~~dislninúicÚí; ¡fas ··curvas de 
, ··; :·,,> '.-, -,'\~. -;.::_,-_ .... ~:e:~:(.:-:-',_..:-:;: -:.:·::_:~" :..·:_,. __ <~.,:~~.'.>- -- --~~r:,-0-'.:·~~1-~i.<-??-~-~.; ->>--~--~-- ,~:<: 

reactivación se desplazaron a conéentrhcibnds.clc: áe~Ílatü'ráii:úÍi1tt?ril~ri'Ón5s '(Figura 9). Por lo 
• ·_ · ·· · · ~" - ;. ~:.e :-'.,,. -_ -.: ,_· ; .. -.:<{·::.\~-~"->,,·';:'~·-:_,_<;.''4tf=.:- ;;¡,_:;:.~_,<::~'+.-·.: /·.~:., 

tanto, la segunda transición es una reaccióh bill16lecG1ri'e (!i{~J~n~ii;'. 'io~ ríÍonómeros (M) 
' . ·. ", ... ·. ,' . " , .. , ' ::;. ~ . ;,"· :' -

inactivos se asocian para formar al dímero activo. Las propi~~¡¡9es espeptroscÓpicas de Jos tres 

estados (N, M y D) se presentan en Já Figúra 10. Se ohservaque 61 intermediario posee una 

cantidad considerable de estructura secundaria, mientras que el espectro de fluorescencia 

intrínseca muestra que Jos residuos. aromáticos están parcialmente ocultos. Se han reportado 

espectros similares para experimentos N->D [88). 
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Figura 9. Amilisis de tres estados para la 
reuaturalización (D-.N) de la ScTPJ en presencia de 
GuIICI. Cambios normalizados para los experimentos 
D->N seguidos por CME a 7.5 (e), 1.85 (e), 0.75 <•> 
y 7.5 X I0'2 (A) µM. DC a 7.5 (+) y 1.85 (x) µM, 
actividad catalítica a 7.5 (0), 0.75 (0), 7.5 x w·2 (.6) y 
7.5 x w·3 µM (\7) nidio de Stokes a 0.75 µM (+).Las 
líneas son ajustes a las ecuaciones (4) y (5). Los 
parámetros obtenidos usando la alternativa {i) se 
encuentran en la tabla 1. 
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Figura 10. l'ropiedaclcs de los tres estados de la ScTPI observados en experimentos D->N. Los espectros de 
DC en el UV lejano (A) y íluorescencia intrínseca (B) de la ScTPI se obtuvieron a O (- -), 0.7 (--) y 2.5 
(- -) M de GuHCI. De acuerdo al análisis de tres estados (ver texto), la máxima concentración de intermediario 
(f.11 = 0.92) se estimó a 0.7 M de GuHCI. La concentración de enzima fue 7.5 µM. 

Aunque los dímeros y los monómeros están en equilibrio en la segunda transición, en 

esta región el radio de Stokes de la TPI permanece constante y similar al Rs de la nativa 

(Figura 68) y se observa un sólo pico (Figura 6A). Este comportamiento puede reflejar el 
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promedio de dos estados con diferente radio hidrodinámico en equilibrio rápido o indicar que 
. . 

las propiedades hidrodinámicas, deL .. intermcdiario · rTlonornérico •Y/ del d.ímero nativo son 

similares. Ya que en.la segunda tra11sición, el CCJUilibífo se;a16ani~111Jy Jcnt~m~nte (Figura 511 
- -=;- -·=' ,_>-r:-:-=-: -__ ~;c.r, -~:=-~- - -o =~ ,-,;,:-=:.,:é;_~:S---o:-,:~~~~~·~-;~·-,:-__;:~---~-=r-~i,,,.__:"'"'--;:.;.,_.,._-ó_~i-""?:-,-=" ""~'-;e'·,-=-..:=" ,·;-=- -_:- - -~=- _- -

y 5C), la prir11era !opC:ión· se••· d~scartó.···Pbr Io'.i11fit6, c¡}''ctí1~crq<'ri~~ti\'9 y;ci:• int¿rniediario 

1non omér·i co tl én~11.'~alorc-s···sei11c jan tes. e~' el ;~ad io. d~ sfak~s.)'~ái~t~J·~~ ~:giei'it~it.2 e1~1i,ecila1:i o es 

má' ºf pandidO ~:e el "n¡onómero nali vo" en ~1 . df >n~>:ü. !leei~b1e~7n\e,,,~,re1wr•ó~el radio 

hidrodi n~mi~: X~ :: i~;~,~m~~i:rio (23.5 Á) de 1 ~-s"TI'¡ p:~ ~i~~~~~~;~;~i:'Í~.'ª~u;i dnpor 

GuHCI [SS],·cl intermediario deserito·en este·trabajo es ~e~1os.Corni:Ja6ió::XR.;:;:3b Á), pero ·-. ,. __ : '··- ,., ,·. :· '·· ~.; .. -:::·.·¡·,_:;;;·-~:-:>··~.:·~·~·<··,~.·:,..-,.,~-·.··~~:· )•'"'·: ,_~--.· 

- ·-· ,._, - <--- :. . , .. ~·-._ .'·;-;-.:~r.;.·,"c,.-:'.;:,:.f~:,>.,:f¡,c~~ ,\,. -~. ~· '..':'·" 
menos expandido . cjue el intermediario observado ~rl I~ dgsrÍ¿ttui;aliz~c\<)n cle la TPI de 

· · ··. _-,~::···· .. ·} . . · _ . --- _··:_:,_ .. · · . · ·::·;.::~·· :_-~_,_~~7: .. ~?~;,~? .. \~_:·~,_:·~·:!;~:~~-~-.-:,_'.:;.-~:-.~-:--;<;:'.:._. :;·::r'.~· , :· -· 
T1'.)'panosomá' b1'.11c~f ('f[)TPI) (Rs = 36' Á) · [89) ·y¡os.dos~in(~i:fr\§dJ~ri<?s c¡jla de~natÚralización 

de la· subunitac1a'.de Ia·tript()fano··.sihta~~ 'c~~:4"it~F·~i~~:i~t.~)ti-~r~·t.er~'.il ~u~·fambién es un 
~,,.- . 

barril f3/a con un peso lnoJeéul!fr similar c27 kbaú.ió6f. 

El compoí·tamiento bifásico en el CME~·e;:DC de Ia;tPiparn Ia.cle~haturalización 
i nclucida por GuHCI fue menos marcado en ure~ (Figura h). Enest~ úlli~o de~naiµralizante, 

;.~·{;. ·.\'. 

los datos espectroscópicos mostraron dos transicion~s ~or la prcscinciij de.url'pe~Ueii;c:> H<Jrnbro 
alrededor de 2.5 M, además de Ja no coincidericia'eri_tre)as técnicas. ~a iforue i'nactiva en la 

primera transición (7-2.5 M urea) y se reaétivcSén.cohcentraéic:ines deurea que corresponden a 

la segunda transición (meilor•a:·2.5··M\k~a)./AI';gi.fal qúe en GuHCI, la reactivación de la 

enzima depende de la concentr~qió11 depr;?t~[rih (Figura 11). Estos datos sugieren fuertemente, 

que el mecanismo de fres estados observado en GuHCI es el mismo en urea. 

TESIS CON , 
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Figurn 11. Análisis de lres eslndos para la renaluralización 
(D->N) de In ScTPI en presencia de uren. Cambios 
normalizados para los expcrimenlos D->N seguidos por CME 11 
7.5 (e), 0.75 C•) y 0.225 (.Á.) pM, DC a 7.5 (x) pM y actividad 
catalítica 11 2.25 (0) y 0.225 pM (0). Las líneas continuas 
(actividad cat:tlítica) y las líneas discontinuas (CME y DC) son 
11jusles a las ecuaciones (4) y (5). Los parámetros están 
rcporlados en la labia 1 (alternativa ii). 

Cálculos ele estabilidad en la TPI 

El modelo mús simple que estú de acuerdo con los datos es un modelo de tres estados 

2D !:+ 2M !:; N, donde los monómeros desnaturalizados se pliegan .parci~lmente a un 
.-·- -. '· -, :.--".:;-. ·;<:.:: _:.;~'~ 

monómero inactivo y expandido hasta ensamblarse'.'. en. un clímero,acdytj nat}vóf?Yaque ·SÓio 

los experimentos.en el Sf1nttdo;D;N;{alcnnzan 6Leq't1ili,~ri6f esi6s,~ei~:sJ~~-~;!ph;i'~n,Jc(;¡ai; los 
_ ·: .. _·-~.- __ .... :.e_:.:·~,: .. :~~~-~ .:·::~-;~:·:· ~~?-~;-·-".: .::::~~~:::· :.~.;~;:\~--- ;~----:~:-: ·:--~~ :_.:· ·: _:_:<- : ~-~, . ( __ .::_« .. ·-- ;?_:~ ·:_ -~.:-.'., ~:)_- ;\rt-!.- ~:-;:r\·'.~~1~-:--~~:s:~'\/'.~~~~. -~·':;-:;;·~ ·- , -;__ ., _- · 

cambios en enei·gía/de (JibbsflisoCi~dos: cog,.las transiciónes;·esfo;··és}!el,:pJegamiento del 

monómero (L\Gp1.;8) y la,'.as"oci~di.ó~ de.fc>S mis111os (6Q.~cxi).;pa,~9\.·fu~:.haf datos con dos 
., -_-. _'.'. ~--- ~ 

desnatura1izantes 5' varias té9riicas;.•es 1JoS,ib,1.e11a.ceruso.d.e difo1'e,ntes Negos de .datos para 

obtener los parámetros terrhodillá111ic6t cuyos valmes, ··en·.· prin~ipio; deberían ser 

independientes de los datqs es~~gidos. S9bre esta base, L\Gg106 y L\G~oc se evaluaron de tres 

maneras; en todos estos ajustes, las Señale~ normalizadas del monómero desnaturalizado Yo = 

O y del dímero nativo YN = l. De acuerdo con la discusión de la sección anterior, los datos de la --------#· -- ' -
TESIS CON 
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señal normalizada para el intermediario monomérico en la actividad, YM = O y para los datos 

hidrodinámicos YM = l. En la pi"imera allemativa (i) los parámetros termodinámicos se 

ajustaron con todos los datos di.sponi.bLcs. con GuHCI, usan.~~ I~ YM de los datos 

espectroscópicos como un parámetro·ajúslable, los t:.Gº resullantes se reportan en la Tabla 1. 

En la segunda alternativa (ii) s~ uliiiziiron todos los datos disponibles con urea, debido a que la 

conducta bifásica no .es.tan m,arcrida:y ya que no hay datos disponibles del radio de Stokes, la 

señal espectroscópi9a del iÍltermeªiario es difícil d,e obtener ~omo parámetro de ajuste, por lo 

tanto, se Lltiliió la.)•;\n;'a~H~·~lte~~Úyaic()m~··Ú~pArámbtrofijo {Tabla 1). Finalmente, la 
' ::<'::.<\-··::·:'· '':~,·.~.:.>.\.·.:·"'' ;~~.·-·.:.~~. ·,~;·; .. _' './_'. -·~:;:~-::.·: ,. 

alternativa (ij{) ~u~(uij rijyst~. gjgtjf}i. §rjikl~¡i)1d(í: t§dos los datos disponibles·. en ambos 
"·: .' '.:~ ' .. ,, ·~ -, ---: .. ::.\,·,. ·;-/; .·-·\'.,_·:~- '·;':~'- : >; ,;-.".; ;·,'::\',"'.··:,_~·--··;-~:":.:.' ... ;y.,-:- .•. -·: ... 

dcsnaturalizantc~ y idos .JaJqi~~'.p~¡;~ t\~~;'c'~~kcic&bsciópia~ YM (DC) .Y YM (Cl\1E) .. como 
· · ,._-:- .1·i~.--:~·-·~ .. ;-··.L'i.:: .. '.-·,--~--c ~---::,' · .:-,:::-'.::· ~'-~.-;.-.. :"'>- ",·~· ·.___ ---· - · -·.'· -·- . - ... ' 

parámetros ajustables. En Ja.Tablal,'il:is;!va1dre¡'de~,§~1 ,oscilan entre 0.52:parapc yo.63 para 

fluorescencia, indicando que el int~rm,~cli~l'ÍO mo11on1éri'co•contiene estn1ctura secundaria 

substancial y sus aminoáddos. ar61TiáucÓs están parcialmente escondidos. Los valores de 
. . ... , -·· -· . - ...... ,-' . . 

l:!.G1~1og y l:!.G,~""' obtenidos. d{J~~tres ,alternativas so11 cercan.os entre sí, y en todos jf\G~é.:j >> 
. ' "~ ... ,·' . . : "·.-, ·"' ·'. ;.: ., :· . 

jt:.G~1.gj. La gran magnit,üdclef .t\G~oe.e~t~ 4.e.a.~úe("do;coh.1oseAper¡ll1entos,c1e difochfo,ya 
.·.-.:; -

q uc después de incubai~ a' hÚ~n,zr~{ por·• tres rrleses, I a actividad·.·. catalítica -de la ScTPI 

permanece constante.e irtcI~~~~~~ie~te,"~e i#c9ncentración d,eenziiná e~ e!,.ir}for~~l()de••75 pM 

- 7 .5 p M (ver abajo) .. L~·d:nyipa'raé:iónde · J'as .tres altemati vas sugiere que tanto el•pÍegamiento 

como la asociációll; 'ci{,.ía i.$cTPJ~, son teriÍlodinámicamerite etjuiyal~rites en ambos 
'-")·".: ·---: ¡.:''¿. --~-- -- ··:>'. :.·: .. :·~~{ ' i 

· _ : ·. -':- ; .. -'. -{7''.;-;º>>:··1,-'· :'.::::?,~·::.-~~,-~~;r~:-. :~;]\·· . ::-:-.·-~-- -; L:.· .. ::._ · <- _ . . '_ ~' :_··. ·,_·, -: " ::. ~-:<:-_::_ ·- ~> < -: 
dcsnatural izan tes,; (:0111o)i;ci:;.11á•:91J§~!.'.V~ciéÍé preyi rimen te·. para· otras. proteí11as;Jos , yal()re,sde 111 • 

--· _: -; -:-~---_-;:'. '"~--,~--;-\:--';:·z::..0:1~>,;·.:::·-·,:;:;/'·'~í';-", .5... · .- .. · .:. - ': _.-_:.:-., <--:' .·: 

para GuHCI son con~íd~i:~bJ6Jlici~t~i'iriíis,gr~ndes que los de urea {Tabla l).'Üadoqu~Jodos los 
- .o·:~: :.<:~·::":·t/f·:·: \-,.-.-··.:.--:-~~:,;.-:~~~\;'' ;.. • ' -, 

experimentos empleado~ :co:;n~ I~~~ aÍlerriativas {i) a (iii) están en el equilibrio, las pequeñas 

diferencias observadas en laTabla 1 pueden ser atribuidas a factores estocásticos; desde este 
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punto de vista, los resultados del ajuste global (alternativa iii) deben ser los más satisfactorios, 

ya que en este itjustc algunas de las imprecisiones se compensaron. 

Ajuste óG~lcs lllplcs ~G.~oc /llasoc e.o,~, 

(kJ mor1
) (kJ mor1 

• M'1) (kJ mor1
) (kJ mor1 

• M'1) (kJ mor1
) 

(i):¡: -15.91±0.05 12.23 ± 0.13 -68.01±0.31 64.60 ± 0.43 -9.6.42 

(ii)9 -12.41±1.38 4.26 ±OA8 -83.26 ± 1.92 26.12 ± 0.85 .. ~108;08 ... 

(iii)11 -16.59±0.71 12.39 ± 0.58 -70.26 ± 1.08 69.90 ± 2.42 -103.44 

(GuHCl) (GuHCl) 

5.42 ± 0.24 19.09 ± 0.61 

(Urea) (Urea) 

Tabla l. Estabilidad de la ScTPI a 25ºC y pll 7.4. * y,11 (DC) = 0.55 ± 0.02 y YM (CME) = 0.63 ±O.DI usados 
como parámelros de ajuste § YM (DC y SCM) = 0.59 fue tomado como conslante, es el promedio de los obtenidos 
en la allcrnativa (i) 'I YM (DC) = 0.52 ± 0.03 y (CME) = 0.59 ± 0.02 usados como parámetros de ajuste. 

Estudios cinéticos 

Cinética de rcnaturalización 

La actividad catalítica requiere de Ja formación del dímero activo. El esquema 

completo para la formación del dímero (2D4N) demandad~ ún paso bimol¿cul~r .. Por lo 
:, ';" ' ·º .. : ;::~:.:-... ···: ~., :, ' ; '··-" ·- : • ' ·'· '· ·, 

tanto, la ScTPI se desnaturalizó previamente:en 6:r.;fde OiÚ-IQJ pfü~45 riíin:y se·'renaturalizó 
. '-.-·:· ·. -'<<::·· .. "'··-::<,,-_y-~:·<:.~~-'.-:-· ·1;•,:.: .· :~'!:--<~--'."~-'. ~~-~·,,;:! .. -··-'.,,.,.~ . //:':. ,_;;:..~- ;·. :":-.-~< 

por di lución a ~i ferentes concentraciones· d.e prot~fnri.La pr~terna desnatllrall:l~cI!Í ne:> iTl~estra 
actividad catalítica; sin embargo, se recupera la actividad con el tiempo hasta q~e ser~~C:tiva 
totalmente (Figura 12). 
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Figura 12. Cinélicn de renctivnción como función de la 
concentración de ScTPI. La ScTPI se renaturnlizó por 
dilución a las siguientes concentraciones, 187.5 (•). 37.5 (.ó.) 
7.5 <•> y 1.875 (*) nM, las líneas continuas son ajustes u las 
ecuaciones 1 O, 11 y 12; las constantes de velocidad están 
reportadas en In Tabla 2. 

En el intervalo de 1.875 - 7.5 nM, la velocidad de reactivación se incrementa con la 

concentrución de ScTPI, como se predice para una reacción bimolecular. Sin en1b~rgó, en las 

mayores concentracione_s ensayadas <~?.s_ y _187.5 nM), .la recuperación de la activldüd·bburre 

aproximadamente a-fa_'rhisihil ~~Jc5,dicúf~;'¡5oi;_{ío¡ÜuitCJ; ttn. páso.-.uriimoieclÜm;(~llt~s-Ó después 
;''.:..···· ~·-,• •.;; '• '•:..'o-• _ .. ,_~-,.~- -:;,_~·-~. :·}._:": ,_cO_•,"'-,:-" ,_; 

de 1 a asociación} c-~~i~nza - ri _s~j; ci1.~~~3é¡li ~i_t~Bt~f Pilfa rix~Ílc~i- "í~' 6~n:~l1~t~: 6i nétiea 
·,,, > • ,_ L. - ' ;~ ,, ,' ·''' ,_ '.·> ;'.;.; , '']:'> 

observada, debe postulrir~e la -pres~niia -de ~n> i~termedia~ÍÓ-(1) &n Ja -~[fiéi~ p\~~'amibnto y 

modeios} ~ás( si~~Jes de • ¡J~{'. ~sta~~s son: asociación Los 

2D k"'" ) 2M k,,... ) N y 2D k,,... ) N* k~ª""'" )N. /.EJ>. pnmercj es gn modelo 
~\::.: :'~:· ' 

consecutivo unibimolecular eon_-_unintenr1ediiu:ió"fuónolneriCo.y.él'segúrido efbi.uriimoleculur 
-._ , ... :~~· ·. -;-:,;:;.:<'.',,,;:.:;~~!~.- ;:.:;;'~·· -'. · ... :·:.-'~:. ¡·.' _'';'~ ·,,.,;~--:'f.' .. J ''...''.;e:< 

z 
i:x:i 

~8 o r-:; 
oc' 

con un intermediario dimérico>-r:'.8t,düt6~ dk-KctiVi'arié1 lfN) se 'ajusforon adecuadamente a ~ g~ 
. ·-·_ --• • ; ,;;';~:~¡:J';-[;;g(S~~:~[.;·, > ;·• < .••• _- __ ··_ ·_--·_- ·• - :; - _- _··• ~ <; 

ambos modelos (Figura 13), Sióiembrirgo;1'Ja:prédicción del curso temporaLdeD e I (M o N*) ~ 

es muy diferente paralo::c1~~-~i~g:l·~:';i~;:.~~~t1e~a u~lbimblecular predicela acumulación de---i:x.¡-.j 

intermediado, mientras que én el rriodeÍo biunimolecular se predice que D, decrece lentamente 
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con el tiempo (Figura 13B). Debido a que con una sola técnica no es posible distinguir entre 

ambos modelos, se rculizaroncxpcrimcntos determinando la cinética de rcnaturalización de la 

ScTPI por Jluores.cencia: inti.·ínscca. En la Figura . 14 se- hác.c -una comparación de la 

rcnaturalización•dc Ja Sc'J'PLsegÚida ·par actividad catalítica y fluóresccncia intrínseca (320 

nm). En todasl~sC:onclicicmcsutilizadas y a las diferentes .concentraciones de proteína (18.75 

- 375 nM de ScTPI) ílº se observó un cambio en Ja fluorescencia intrínseca entre los 30 

segundos y las 24 horas (resultados no presentados). Dado que Ja se.ñal de fluorescencia 

intrínseca de D difiere de la señal de N (Figura JOB), la Figura 14 ~t1estraq't!e la flllorescencia 

intrínseca de Jos confórmeros presentes es similar a Ja s~ñaI d~\)a r¡atiyt1; i.fontro del primer 
. .... ,., : ,,,.:·:·-·._ {'.;:> ;<.-<·.·.·' .. _ :'.'/ ·-

minuto. El modelo. del .intennediario dimérico se descartó, ;ya ;'q~1~{pd;dic:e:i:\l1 ct~dlÍniento 
-. - - -· -, . ;.;-·- ;f(J~:;:_~- ~7;.:·'.";:~:-~~ ... "'C:\;· __ ;-"··,- ;:,?··'.. k<' - :-. 

lento de D. Si.este último modelo fuera el correctÜf;se Íbgtal·frffóbs.ervar' ~l cambic/en' ía señal 
. ::_.-/{ _, >;":. __ --;_·>> -~<::~.'- .. -:-.: :\__ - ._ " .. :· ·:~:· ..:..-~-:>.::2·r.-;:::· :~·:;.~:-'.:·:::·-·!.::.-::.:'.·:·-~;-<·· .. ~;·i_.'.-,>~º·)<··:> > .. -'·-~ .. ·-

de fluorescencia•aLipas~í·dcsdeDhfistaN. Por,Jo ·tallio; el· .. modefo,que se-ajusta iJ. Íos datos . , ... :. ·'' _. ·- .... :~::;:'iF -:;;-.-.;::_~ .. :t::/:::~:: .. _,.: ,_,_, .. , .. -·.;.':". · .... _,_ .. ,,.. .. _._. ··-~->·:.;::~.:_;·: .. ;,~·~;,.·::-:.·/·, ,.1 .. ·'""· ·- .-- ;,··-:-' -~··;:· _. 

monomérico. Es\Í:1di.ósjj!·~Ji_~i&~r<¡s dé cromatografía. de exclusiónmoleóulrir. e6Jo~. c~1~Jcs. se 
','''' •. '.":"·:?' ~;;-::··. ' . :_, ·, : . • ._;,>" ,,;.-_ .. , ,-

inyectó Ja cnzim!i 01ú;~h~á: ~~o L111 fluoróforo cxtrínse.co a diferentes tie111p,~s d~unmte Ja 
. '"·.:.-~- .::-,_::;_ 

rcnaturalización)sllgJcféA cjúe el intermediario es de naturaleza n,;nomérica, a~oyando aún 

mas al modelo unibi~óÍec~Iar(res~ltados no presentados). 
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Figura 13. Análisis de In cinética de reactivnción de In ScTPI. 
La enzima se renaturnlizó a 7.5 (0) nM. (A) Modelo consecutivo 
unibimolecular, las líneas son In predicción a [D], (--);predicción 
n [M], (- -) y el ajuste a [N], (--). Ajustes a las ecuaciones 
JO, 11 y 12. (B) Modelo consecutivo biunimoleculnr, las líneas son 
la predicción n [D], (- -); predicción a [N*], (- -) y el ajuste a 
[N), (--). Ajustes a las ecuaciones 16, 17 y 18. 
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Figura 14. Cinética de renaturnlización seguida por fluorescencia 
intrínseca y nctiviclacl catalítica. Fluorescencia intrínseca (0) de la ScTPI 
al renaturalizarla, también se le midió la actividad catalítica(•) n la misma 
concentración de enzima (187.5 nM). Las líneas son para ayudar a la 
visualización. 

A partir de experimentos de reactivación para la cTPI, previamente ~isOciada y 

desnaturalizada por GuHCI se ha propuesto que el esquema de renaturalizaci6n que sigue es el 
. . . ·.. -.. ' ~--

siguiente [91; 92]: 2p k''.'' .> 2M k, .. ~ >ll ~cmde D es un monómero despleg~'do; que se 

pliega (kp1cg=: 1:~'.):.ií~~tJ;~l)\~kf[·}c>~ffi~B;M~··llh mbli6inero competente .para .. 1~:mJ1eJi~ación. 
·-----"' ¡<';. ,,..·_:f;.~,.·:~¿_:.;-.,~"-·'- <:-(~:: -.-fi'"-

Zabori et al.· [92]'pl·ÓpÜsi~~:Q¡j'~u·e IU0col1~üít1fo 'de veloCidad de asociación de lbs monÓÍneros 

para formar dín1~ror(~)(k~s1~3 ;~~105 ~:ii- 1 ; s-1), es cercana al valor estimado para asociación 
,,,_,,. _,,._.,_,,_,_ •:=- .. - - -- - ' . :-

de monómeros ~~. ta'~a~o ~olTlparable que están limitados por difusión (kasoc=l05-109 Mº1 
• s"1

) 

[92]. Algunos efectos pueden operar. para incrementar o reducir la velocidad de reacciones 
. - -' - . . . ' : 

controladas porla dlfus}óni Ja magnitud de Ja con~t~'nte.ªe ~elofidad, asísugerida, no es por lo 

tanto un indicadÓr confiable del ·control·.J?ordif~~·i~gn ·(1071. Modelos teórico; ha~ mdstrado .. , ' -:_ :'. - -: ' ' - ... 

que las constantes de:veldciclad·de cada reacción son inversamente proporcionales a Ja 

viscosidad del disolvente si dependen de la difusión [108). Por tanto, Ja vía experimental más 
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sencilla para dete1minar si una reacción est<1 controlada por difusión, es examinar la 

dependencia de la reacdón con H1 viscosidad [94]. 

Para determinar si la asociación de los monómeros está .limitada por difusión, se 

realizaron cxp~;.illlent~id,e r~rfotural.ización en presencia ele glicerol. La renaturalización de la 
--:, ,•_ 

ScTPI es reversible ént1Je'o·)' 75 o/o· (v/v) de glicerol (Figura 15). El perfil cinético de la 

rcnaturaHzación.c!e. La S~'J'J:J.1 cm presencia de este co~olvente semuest1:a en la Figura 15. 

La velocidad de reactivación se reduce cuando se inc1:ementa la concentración de 

glicerol, indicando que el cosolvente afecta c.l paso bimolecúlar. f>e>r btro la?o, a altas 

concentraciones de glicerol se observó un retardó considcrabl~ en la' apªrición de la actividad, 

sugiriendo que el agente viscogénico también afecta la velocidadd;~ pl~gamiento del 

monómero (Figura 15, recuadro). 
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Figura 15. Reactirnción de la ScTl'I en presencia de glicerol. 
Muestras de la ScTPI previamente desnaluralizadas, se reactivaron 
por dilución en presencia de O (0), 20 (e), 40 (0), 60 <•) y 75 
(.6) % (v/v) de glicerol a los liempos indicados. La concentración 
final de ScTPI fue de 37.5 nM en todas las concentraciones de 
glicerol. 

Experimentos similares a los de la Figura 15, llevados a cabo a diferentes 

concentraciones de proteína (l.875 - 187.5 nM), se utilizaron para deteri:iinar las constantes de 
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velocidad de plegamiento de los monómeros, así como la asociación de los mismos en 

presencia de 20, 40, 60 y 75 % (v/v) de glicerol (Tabla 2). 

Glicerol kplcg kasoc 

% (v/v) . (s-t) (M-t. s"t) 

o J.43 X 10.¿ ± 7.80 X J 0--' 6.70 X 10' ± 2.81 X 10' --

20 9.83 X 10"-' ± 3.83 X 10-.' 3.72 X 10' ± 2.05 X 10' 

40 2.88 X 10-.' ± 2.02 X 10º-' 1.83 X lOJ ± 8.63 X 10" 

60 J.08 X 10··' ± 9.89 X 10"" 5.67 X 10" ± 3.31 X 10" 

75 2.24 X J 0"4 ± J .66 X 10"4 3.15 X 104 ± 9.22 X 10·' 

Tabln 2. Conslnntes de velocidad del plegamiento y In asociación de la ScTPI n 25ºC y pll 
7 .4. Las constantes obtenidas son el promedio de al menos 3 experimentos en nusencia de glicerol 
y 2 o rn¡ís experimentos parn 20, 40, 60 y 75 '7o (vfr) de glicerol. Los parámetros de ajuste son In 
k,,108 y la kasoc u justados a las ecuaciones 1 O, 11 y 12. 

A continuación, las constantes de velocidad relativas se regraficaron en función de las 

viscosidades (11) relativas (Figura 16). 

TESIS CON 
FALLA DE ornGEN 

46 



~ -Ol .. 
'ii. 
~ 

Cl 
.2 

o 

-0.4 

-0.8 

-1.2 

-1.6 

-2 

-

o 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.21.41.61.8 

log 11fllo 

o 
~ 

u o 
"' .. 
~ 

O> 
..2 

o 
-0.2 

-0.4 

-0.6 

-0.8 

-1 

-1.2 

-1.4 

o 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.21.41.61.8 

log rvno 

Figuru l<i. Dependenciu con Ju viscosidud relativa de 111 velocidad de plegamiento y asociación de la ScTPI. 
Lus dependencias de las viscosidades relativas, con lus constantes de velocidades de plegamiento del monómero 
(•) y de la asociación de estos, p•m1 formar ni dímero C•> se ajustaron a la ecuación de In recta. El coeficiente 
de correlación fue de 0.99 y 0.98 para el plegamiento y la asociación, respectivamente. 

En ambos casos la pendiente es cercana a -1, sugiriendo que tanto el plegamiento de 

los monómeros como la asociación de estos, están limitados por difusión. Si no se modifica la 
·.· ' ' 

cstabi lidad de<Ja ,eneÍrn¡\ J:>~r eI glic,eiol;: en~orjce~'..;1as:)rea,cc,ioriqs, contrarias, . ~sto es, el 
';'·· ";·-:' -, ,·; , .. " '.·: , . ·._:_:_ .,. ·-,~ (\"( . 

desplegamiento delmonómero y ·la disocinción'd~l,·dím~ro,d~b~táhser tal11bién dependientes 
, - '' ·;-. ·- - ''•'·. - -··o":- •. ,.--·--<"-- ··--.-'. -" .. -- - . . '. ·-·- --_, ~ - '·-.•-· 

de In viscosidad del disolvente. 

Cinética de desnaturalización 

La ScTPI nativa muestra un máximo en la señal de fluorescencia a 320 nrn (Figura 10). . . 

Para estudiar la pérdida de estructura terciariri.y cuaternatia, se dete1mi_nó el cambio en la 

fluorescencia intrínseca y en _la acti".ic.J~d. c~tal.(Úc; con respecto al tiempo al desnaturalizar la 

cnzi ma con diferentes concentÍaci~hci'~ d~ Gl.IHCI. 
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Figuru 17. Cinélicn de desnnlurulizución de In ScTPI. Lu enzima se desnaturalizó a 37.5 nM y se determinó la 
señal de íluoresccncia intrínseca (A) o la actividad catalítica (B) que perdió con el tiempo en 2.0 (0), 2.5 (.6.), 
3.0 ('\7) y 3.5 (*) M de GuHCI. La enzima se incubó en las diferentes concentraciones y en los tiempos indicados 
se tomó una alícuota para cuantificar la actividad catalítica. Las líneas son ajustes a una exponencial sencilla 
(ecuación 19), de donde se obliene la constante de velocidad de desplegamiento. 

La Figura 17A muestra que la variación de la señal de fluorescencia con el tiempo 

puede describirse adecuadamente mediante un ajuste a un decaimiento. expor,ie'nCia(sencillo 
1' • ::::~ .::_-,' ·.~ •.':·; 

(líneas) (ver Tabla 3), indicando que una ele las dos etapas en ¡i(~cÍ2shatufaÍizahi6n es la 
·. .'· "' .. ·. • ·~' .: . ; ' .. ' ·. ' í e' · 'r · • ·>, > -· ,, .~ ..- >. ·, ~ · ~-- ; · '· -- .- '.' 

limitante. Al variar la concentración de proteína de 37;5 23~5 n~vÍ)h~'~éoB~e;~~rbn cambios 
> • • • • • • :· ',. ;···.·:···.;··:-~-- ~ ¡;;;_ --~·;.·,-. :''..>"< ~(·,-;·;:· ,_,_.·.,· J·,,· :·:- ' 

en las constant_es de velocidad obtenidas (Tabla 3). Cb~ e(objet~\1~ ca;llct~rizár el paso 
- . - . .- ' .; 

limitante se realizaron experimentos en los cuales se determinó la desaparición de laactividad 

catalítica con eltiempo. La Figura 17 B muestra que la desaparición de la actividad catalítica 

también presenta un decaimiento exponencial. 

Experimentos similares a los mostrados en la Figura 17, pero desnaturalizando en 

presencia de glicerol, ;~o lllÍ.testrhn 9ambio en la constante de velocidad obtenida, lo cual 

sugiere que esta cohstánte ~e velocidad no está limitada por la difusión (Tabla 3). 
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[TPJ] 375 nM; 37.5 nM 37.5 nM 375 nM. 375 nM. 

GuHCI (M) - -r (s) fluo. 't' (s) fluo. 't' (s) act. 't (s) fluo. 't' (s) fluo; 
---- - -

Glic. 20% (v/v) Glic. 40% (v/v) 

1.5 3933.67±13.9 

2 866.95 ±2.5 620.03 ± 8.9 757.61 ± 59.1 1319.22 ± 44.5 1635.33 ±41.8 
- -- _-

2.5 166.63 ± 0.83 120.77 ± 5.5 231.46 ± 19.6 321.97 ± 2.9 234.32 ±4.3 

3 48.26 ± 0.46 36.83 ± 2.7 64.65 ± 6.3 54.57 ± 1.3 34.38 ± 1.8 

3.5 13.l 1 ± 0.34 11.65 ± 0.83 15.05 ± 0.41 12.20 ± 2.36 

4 8.48 ± 2.9 7.02 ± 0.38 

Tabla 3. Compuración de los tiempos de relajación de las cinéticas ele desnaturalización. Los tiempos de 
relajución se obtuvieron por fluorescencia intrínseca (tluo.) y actividád catalítica (act.), en uusencia y en 
presencia de 20 y 40% (v/v) de glicerol (Glic.). Los tiempos de relajación (T) se obtuvieron del ajuste de los 
datos experimentales a la ecuación 19. 

La similitud de los tiempos de relajación obtenidos al determinar la pérdida ele 

fluorescencia y actividad, indican que en_ la segunda transición (2.0 - 4.0 M GuHCI), la 

desaparición ele la estructura terciaria y cuaternaria ele la ScTPI es concertada. 

En la prim,ei·a transición (b.lC oP.~~cGúHCI) los experimentos·N~D niostraron 

cambios muy lentos tantó en el CME(cle]:espectro ele fluorescencia<cio~Ó.~11 Úlablividad - " - -·· ---~---·;;,--,- __ ., - --, -_~.. - . _, - -. '.'•:,.' .. :;,,>·-·,~--:-: ";.';,•- . < 

en la tabla 4. Estas cinéticas no se esrucliaron en presenci~:de ilicerol d;iiclCJ a la extrema 

lentitud del cambio. 
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GuHCl (M) T (h) Act. -r (h) fluo. . 
0.6 391.6 ± 123.5 424.8 ± 80.9 

0.7 310.7 ± 60.2 359.7 ± 42.7 

0.8 165.0 ± 13.3 219.2 ± 19.3 

l 43.6 ± 1.14 88.6 ±4.6 

Tnbln 4. Comparación de los tiempos de 
relnjación de las cinéticos de desnnturaliza­
ción obtenidos de los experimentos de 
histéresis. Los tiempos de relajación se 
obtuvieron por actividad catalítica (act.) y 
fluorescencia intrínseca (fluo.). La concentra­
ción de la ScTPI fue ele 0.75 pM. 

A partir de los T (-r=l/k) mostrados en las tablas 3 y 4 y de la ecuación 25, es posible 
. . . 

calcular la energf¡¡ de activación (ilG*). Al graficar ilG* vs GuHCI (f'.ig't1raj8), se observa que 

los datos deriv~dos de la tabla 3 (2.0-4.0 M GuHCl);mue.st1·ifo un~ pendiente diferente a los 

provenientes d~ la tabla 4 (0.5-1.0 M GuHCI), lo>dual¡Li~i~i~·u~camblo en el paso limitante 
: .. '.. ···- .- · .. ,, ·--.. ·. . 

al variar la conc~ntración de desnaturalizant~. '> . >. : > ;'. ···•· 
(<~ .. -~·":_:·:-'· 

En la primera transición (OS¿ l.o·M.GGi-ICI) 61 b~fádo TriMpoblado en c;:I equilibrio es 
. ~ __ ._ ;. - -- ' - ... ~ \ .';':;·;::;.:' -~- - ._,_ ¡ ~ -- < - ••• ,. _,. - ··- • - • • - ;,- ;.-_ - • ,· 

co11"espondan a la disociación·deldínierÓ en'Ínorlóiiie1§s, l~:variAci Óff~~·~q} ~~hq'ul-ICJ·para 
~'::7c .-_~'c:.X,>'i:)'.- "(:.i;.-- , - - ---- - - r- --"' ' . -_, -~ .- .- .-

esta transición es de -12.1· ± ISkl nlorl··MfL ·~·?r·~Hf p~ft~;;JrÍa ~~*u'HCí~·frarlsid6n~(2.0-4.0 

M GuHCl), que probablemente con·esponde.~ l¡¡,rlc;:s11atÜr¡¡ff~ac;icS~ del .mcmómero, la variación 

de .!lG* con GuHCl para esta transidém ~~ de -6.5 ~ o.d ~J ~ort · Mº1• 

l 
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Figura 18. Extrapolación de los llG1 obtenidos con GulICI. La 
datos se obtuvieron de las cinéticas de disociación y dcsplegamiento 
de la ScTPI seguido por actividad(•). fluorescencia (0) a 37 .5 nM 
y por fluorescencia 11 375 nl'vl <•>. Datos de las cinéticas ele 
disociación (histércsis) ele la ScTl'I a 0.75 ~tM seguidos por 
actividad (0) y por lluorcsccncia (Á). Las líneas son el ajuste a la 
ecuaci6n de la recta por mínimos cuadrados. El origen de la 
ordenada parn los datos ele la disociaci6n es de 115.8 ± 1.2 kJ mor1 

y para el desplegamiento es de 101.5 ± 0.6 kJ mor 1
• La pendiente 

para la disociación es -12.1 ± 1.5 Id mo1' 1 
• M'1 y para el 

desplegamiento es -6.5 ± 0.2 kJ mor 1
• M'1, 

Perfil ele energía 

A partir de la figura 18 es posible obtener 6GJ0,ples y 6.GJ1,ocde la extrapolación a O M 

de GuHCI. Los valores de 6G;10s y óG,:,oc pueden calCulársediréctamente de las cinéticas de 
·:·- ::}-.. -. - ' '_ '!· . - -

rcnaturalización; en este 2aso; los experimentos sé llevaron) cabo prácticamente en ausencia 

de desnaturali~áritt( poric) que no es necesario realizar rii~gllna extrapolación. A partir de 
·~: ¡. ' . . -

estos valore~ el~ ''1b!;:_yJJbs;~Valo1;es 'de M]~les y óG~oc obt~ni'cJüJ: cig!10{ ~xp~~imentos al 

equilibrio, se corisfruyÓ el perfil de energía que describe el patrón de plegamiento de la ScTPI 

(Figura 19). 
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Figura 19. Diagrama ele energía libre para el plegamiento 
clesplegamienlo y asociación / disociación ele In ScTPI. Las energías 
de activación están indicadas directamente con números. los cambios en 
energía libre están indicados por flechas verticales. Los números que 
tienen a la dcreclrn m, se obtuvieron por diferencia de las energías de 
activación del paso que le corresponde. De izquierda a derecha, los 
diagramas representan las transiciones entre los monómeros 
desplegados a monómeros parcialmente plegados u dímeros nativos. 

Es importante remarcar que el D.Gplcg y el D.Gasoc obtenidos por expelimentos al 

equilibrio o por la diferencia en las energías de activación de cada paso (~Gp1~8 = D.G;,.g -
. . . 

D.GJcsplcg Y D.Gasoc = .:iÓJ,oc ,~ .. 4gJis.~J:>si,~.;1n1.1y simiJare_s (FiguraJ9);'L~ cliferencia en las 
···-, - • J ''!~:.:,:, <;;} ', < ~· .- í,_J - .: "' ,,- ··,:::· 

co.nstantes de equ_ilibri9·~·~c'.~,i,~~\~Lfi~·~;~;'.i~fu~i1ííij}t~:-~tiee11?r.Nfi;•~fd.ciÍl<l~.fü~gnitudprira ·1a 

disociación. La coher~~cfrA6'.J_f¡.¿{16~?~rif~~efr6s cinéticos y los term6d.illámicos ;u~iere que.el 
. :\ ;_ -- <o;,.;;.· _ •. ', .. _~-/'.-.',~:.<.l .... ·. '. . .__ - . 

esquema de plegamie~to -~r~p~~~i6 ~a{-~ la desnaturalización/renaturalización de• la ScTPI ·es 

plausible. 
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Desnaturalización ele la TPI ele diferentes especies y otros barriles 

Pla 

La desnaturalización de la TPI ha sido extensamente estudiada pero, algunas veces, se 

ha encontrado irreversibilidad [66, 86, 89, 109]. La Figura 20 muestra todos Jos datos 

disponibles ac~rc~Ae h~est_'.1bilif1~~ ter'!10"9_inán1i~.a ~.f:_I~J_PI de diferentes especies[~~· 59, 

83-85, S7; • SS, 9~i.AEh· ~g11li'.~st6 ~~ri Wf>s<·r·:ci,risi~·?·~e-f;·~~s~·-·.t~·~oaj.o •. ·do' .ridé s~ dciteC:tó un 
<' " ' •• • ··~ 

comportamiento blfi1sico.;y: s~ usó pm;a ob.ten~; ... ]os'~rll'í~'~i6s;6~;6r1ergía('Jib:re; éii ~JOs ·demás 

casos se emplearon .·trnnsiC:iones monofásicas.tfrili,~ai~4t'i~1'.D~~1g1~-j~ea2'.~~t~1o·s.(2b ~ ·N). 
: . ·<.1:;_C.\}::,-,;·~fc;:{';'.F:.: Y.:·-::?·:·>,J\, ·{:·.:.:.·· __ .' . .<:< :_ :· __ . ;:.· ; ~ :- . · ... -;_ ··.. · -

Por consiguiente, solamente se han repo1:tado lo~-,~~fu~í9~;:en ·~nergíá.Jibre jtl".Ql_ucrando .un 
., .· .. :-. : .. _.:<\;-~~:~;;:.:" St~~~iA'~.A~;~~-->~:~~::::_:·. -·. :_;_·_· ~_., _-._ . . ; ___ ,,. _ -._-_. -~ .' _'.,·· :\ --.. ,_·."-

in termed i ario a partir de datos cinéticos par.a J~'.cT_PJ![S~l:Y.•Pªra la.ScTPI· [83] q de ·mútiintes 
'-;. ~ \·~·-. -} .. 

monoméricas de la TPI. de humano (11TPir[95, 81J :{de ÍbTR1[~7]; Tod~{s.)af tfomás 

caracterizaciones termodinámicas de Ja· estabiÍid~d···de.·:la TPI~;-e~.Ia./Figlfr~·~2d~:· hJ~. Jsado 
:-~-i-;,-< . , .. ·." ··-"' 

experimentos en Ja dirección N->D. A este respecto, Jos resulta'cic)~;defri}FI~!tft~!~.C:Iri;.afue~te 
._. _. ,, ::-.:-. ._:~·;·J' /,~;;-,·:·, >{;-;.-:.<?:·;_~-· ·_<;!,;;,,·.'.'. - ' 

muestran que debe prestarse especial atención cuando se}eali#a1rú~)c~;nd~Je'€~~~firrí~ntos en 
'' ,· ·.·''.-...< ·-··,.;:_ ., ;;'/::,· :,·c:c:·>··_,· .. (:,• .. ;e·'··-~·_:•_· ·· · · 

la dirección N->D, ya que a menos de que se cunipltln J~Fgi~ iiempoÚcl~·i~cubacion, el 
- .-- . -. -- ''. . ' -'•' , ~ .''.. · .... ~ -· .. :. ' ':.- -' . .. - _,_ ' 

es que el clásico indicio de la existencia de. un interm(!diario, esto es, transiciohd{~ifásicas y Ja 
• -·· . -- ,... , ··.c-· l,>_:.;. -. ; ·. 

no coincidencia, pueden no haber sido vistas eh est~dios pr~vios (~oril'p~r~(sWfí.b.ÓJo~ llenos y 
~' ¡ ,.'-- ;-,-;.-' -.":;_~·,;:-... ---/~- -. 

vacíos en la Figura 5)'. Además, cuan.d())a~}nfü~icio~¡;:s Sºill,~leJ~s .. iTpiJsWijéJ!:~i$pI~b de una 

::::b::;:::·c~'.J,. ;¡:Z1:1¡;·};::l'L5r~~·!lr!f ~~~~~?::::~~411~~~~t.~~.!~.~'Jt ¡: 
•;:· -

valores de la liteí·aiiú~á eri )~~~~i~ur~-~~. A pesar de esto, hay una ciar~ relacicSn entre Jos 

cambios en energÍa·li&J'e'pm·~I~s transiciones de asociación y plegamiento, puesto que para 

todas las TPI estudiadas ~I ~G~oc es mucho más negativo que el ~G1~tog. La fracción de la 
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contribución del plegamiento a la . estabilidad d.e la enzima nativa (estimada como 

2 .t.G1~1cs / .t.G,~, ) varí~cntt'.e 0.11 pa_racTP} a:0.30 para laSc1'PI, :esto_ es, el ensamble de las 

subunidadcs• iriá6in~iita~'Ja eÚ~bi .. J~Cta~~,c·J,1ra_.,,!·mad~n,atc1t~1a=.T~L En~,ioJos;los~:ca~os. el 
- -:,... -

plegamiento cl~l-hlo~,Ón~~r.i,~s.~}i1,~jl:~q.~~~\fü~§j~ri~~~/:~9~\yal()1·es del •. .t.G~1.s.-obt~KiM,s~para las 

TPI silvestres ~aa~1i:e~t1}~,{o~:,h;'.;i~j~9·ff 1~bi~'1 :;E~to:indka que los lnonóÍ11éros de)a. TPI 
__________ ~' -0~-~--7 =-~~;_:~~_,.;~~,_·:~·~·~;·."~',-=-=/~;o=:-=~~--F;iC·,¡~~~;'-~~--~~~~~-~~:J~:~,~-L,.~:~-\-~.;,?:ci;--:-·oo~-~o--_ . - --·-~- ---=~-~~:--=-'-~~>~,i-~~;~:.~- ~1+-'o~-, -_;-o;-=-----"-- 0 

son margi1falmcíite cstableúYa~.que,estos :váloi·cs .son menores que los· observados para el 
' _'. :- ,'. ___ :·:-o:.··: '·..o:·'t-·- i;<~:;.>,:"<,.,;.·- .:;,;;...;~-: __ i~~=~- ::·,;.-.,~.:-.cp:-··,·;,.,o·J_;;~'-,:,':"·'-.',:,-:-·-·e-~;.-· --~-" · - . · '. ,- --·-·;'.e·:·-:-:;.;.-.,::.,-·;',• ·.-,· 

plegamiento.de prótri'ín~~~'ll?~~~~~\c~Í,jrfN/1·"~.l~~'~°:k•--autores .• han .. s.~ge~i4~'.~~~}~~1'~I-.es 
di mérica pri nci paimente' p9f:c:0Hsidei'a6icllléi de .estiibi J¡ dad [95]; En· contraste;'_~tf¿sen foques 

~--~· . :.':·:::.::~:--·~·;-_-,·-··:~;:·~{:~~~:,:-~-:,;: ... :,.-,:.1-:-.1,':.~ .. :· ,.~'.-: .. -... ,. :- : •. :. ,_.,.. , · ... : .. ·:,-:~.·'·.:?s.:;~;: :;·.:~:;-,>~:.·~::c.::;t~ ···.Ó\'. 

:~:é::~:: 1,~.:~it~~~r~~~~~r1~~iR(t~~~;~0~~~1~1~1~~,¿2t1t~:: 
y 1os obtenidos 1Jii,.ri! 6tro~~balfites.M~'.'.'~6 ~Jiri1í~atá.~1~ e:~ry!1i~udón ·re1ati va':de, 1a estabilidad y 

;:._,'·~- .,~~:~\~··f·:·.¡j'··::_¡~/e'';-:,;.;~:·h,(·:;2'~~~: . ."::~> -.'.·-.,~-¡,, '..!:~·_; ·{,~~,,·.:·,;-..·.,, ·: ;~.·:.·;.·.-:•.·'.'.:·.';:--:·_;_ .".::.;._ -:··: ·':' . ':_' ,'o ' 

' - ·'. ·;_: ~.:.-.,-. X;:;:~_ . :,~ --:: '-~~-! -" .. ··-~·- ·- .·.,,."" .. ' ·.---~: ¡"'.:'.'.{; ·¡ (.:, '-·'<; . : __ --~~- _¡·~?:F.:::·:;·:,. 
la función cqme> r,a~.O[l~S parn·Ja n:~titr~leza qim,éiica deJaTPI. 
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Figurn 20. Estabilidad de la TPI de diferentes especies. Los datos que se presentan a continuación son para 
enzimas silvestres a 25ºC y pH 7.4, salvo en los casos que se indique. D.G~ics C•). D.G,?.oc (O) y D.G1~1 (A). El 
código para el eje de las x es el siguiente. hTPI-1: TPI de humano a pH 8.0 [95], hTPI-2: t..G,~,oc de ref. [95] 
yt..G1~1 de ref. [84], hTPI-3: M14Q/R9SQ mutante monoméricn [95, 84], hTPI-4: Ml4Q ! R98Q / Ql79D ! 
K l 93A I A215P mutante monomérica [84 ], BsTPI: TPI de Bacil/11s stearotlzer111oplzi/11s [84]. cTPI: TPI de conejo 
(85], pTPI: TPI de pollo a 30.4 ºC [93], LmTPI-1: TPI de Leislz111a11ia mexicana a pH 7.5 [87], LmTPJ-2: 
mutante E65Q a pH 7.7 [87 ], TbTPI: mutante monomérica de la TPI de Tt)•pwwsoma bmcei a pH 6.8 [87], 
ScTPJ-1: TPI de Saccliaromyces cerei•isiae t..G,?,oe promedio a pH 7 .2 [SS]. ScTPI-2: t..G,?,oc extrapolación a 
25"C de la desnaturalización I rcnaturalizaciCin por temperatura [83], ScTPI-3: D.G,~soc promedio calculado de 
datos estructurales y parámetros de solvatación (59], y ScTPI-4: elatos de este trabajo (tabla 1, alternativa iii). 

Estabilidad vs función 

Estabilidad 

Se ha propuesto que la TPI es una enzima dimérica por razones de estabilidad, Esta 

hipótesis está basada en dos suposiciones.La primera, es que no pueden existirlos ban·iles p/a 

monoméricos activos con bajae.stá~ilÍ~acl: ~egund1:1,· la ·alta· est¡¡bi,Jic:!,a'c:! )'.~qüier(!.de las 
;... .. :». -.}.·:;'.)';,- :.;-.• · ._._:;.:.:_':·, ,> .· .·;.: ::··.. . - ·_,.:·.·_. . ..,,,_,;,~::,;;·:~•-"-·'.;;·o>. ·, , . 

interacciones cüafo1;1lariaS;estó. e~\' ~61ei:1~o~ibJC'.e~9onfraf bafriles f3/ci mdil'6'hi~ricos ·e~tables. 
'\>~~ ... );~~~.:).\/:'\2~~_::Y:t::.:.~~/.··~\<<Y:'. ·'. ·... . "·._ - : . 

La primera suposición no' est_á(~e.'[_ICU~cfr4ó' eón if b'aJa•'estabÍJldad (~9.0 ±' 2:0. kJ mort) 
.::,:.:.e:: 

reportada para fo aldoiasa~fub~.o~·~A;~:y··iictivá de Staplzylococc11s aure11s [111]. En cuanto a 
:·. ,_., -«'·;· .. -: ·· .. .i. ,_,• ... ;',5::1" ,,.· 

la segunda sup~sidión, se ha ·~e~ortacÍo un barril Pfa muy estable, específicamente para la 
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subunidad a de la triptofano sintasa, el t.G1~1 = -34.3 y -64.42 kJ mor1 para la 

desnaturalización jnducida porGuHCI y urea, i;esp(!ctivarrienlc [U2; H)6J., Por lo tanto, el 

~:·:,::!~.d¿·::1¡1:~.~~~;;~;i~~~T~Il~
0

;~~¡,J¡~Jii~~~~~~~¡~~l~t~;~-~::;:: 
mo1·1

, Tabla 1 )éstá•.clal·arnenté d~¡)tro,,d~;·¿ste'interyálófpefo ~crc'~nofal';lími_te.inferioÍ;. Cabe 
- 1 • '' ;::(·;, .. ,_.,,,··::.~·f.,::f·, .·-~':;'·~:-'.'.L'~'.:"~··'~-: ¡.·.. ,_, "- ",f..;.,;:, .'·,'.·:·¡:,;'•,'..·,!._~--e'·'-':','_;,'."·'·;,•, 

. ::_;:··~ '.::·_,::; \;'_":.~) '·'·. ·.:;--· ¡·· :":>¡;,~_ .... ·.;..,..:'-~- _ .... _,\-,:~;.. "" ~-·'·. ·-.;. 

111e11cio11ar··que 1a··esíabilidad.~.c1e'Ios"barriies~p1ri1n'~nBfu~ric6s~p~t1edtsel'i·~.~rerhefiia-daccon1o·se 

mostró en estudios. de ·.las \~~u;~nt~S····~o~~~~r~~~~¡·~e;~·f}~~€ffJ1~·;g~~~~ .• ·~'7!}:~~J:tó. la 

estabilidad de -10.46 a -16.32 ki~or 1 [84]. E~ cI~roi~ui'hriyriJg·JT¡'~li;i c¡U~ ~~~tah'v~lidei a las 
• - - ·.· ~ '·" ' - _,e::·, ·- ... ·~ . "' ' . _. ': -:~· - º;· .••· ,- - é. - -= •.• 

dos suposiciones un-iba mencionadas. 

Función 

' ' .. - .· ; ' 

La hipótesis funcional se apoya en el hech.o de que a pesardel gran esfuerzo en 

investigación que se ha realizado, las mutantes mc:inoméricasde la .'fPI presentan una' actividad 

catalítica al menos 100 veces numor que Ias.TPI~ silv~str~~[Ú3.J.': c;~,be·nf~pcicm~r que los 

residuos del sitio activo se encuentrim contenidos en ca;~la mbnóm6io.·Seha>'pi·opuesto que el 
. , · .. ·-··· -., .. .::.·.~--~·~:~~·~;~·-·-·-· . .::',:.. .. /.j'~'-···'-·'f(;~~:·:'Y;.f-_'-'-: . - '• ::__· 

enorme incremento en la acti viClad ca1alíticá;que.~ca'Jlipa~a•a.rn:'~~'c:i8i~cl¡5n~: es de bici~ a los 
é• ~·. 'f::-. ::-.. ~!-- • t·:¡· 

contactos intersubunidade.s que .clis,mi riuy6n 1~;fl~~lbiJid~trt~e·:lá,s:·ri:~~s ~afo1 ft¡cá~··· [77] .<Otros 
~<:'.::.__- :'. ' , .·' . - . . ' ~';.;---.~~:--~· -o.:Y· - _·.:. . . 

':. :>.-:·_.-.·.· :: -:.···_; ~- '_. ,.:_,:;·_. ,:_~_·.; ·· .... '.: ·'«..:.:;-:·:.-·::·: ... · .. --:-'- »"'• ~::~: :':~:-.:. 
estudios, tales como ·1arenaturalizaeión:én meaib{conveiiciónále,s'é:énno.en bajocoTltenido.de 

_ ... ·;;· .. 
. , 

agua, así como lap~tabiliclad·alri dilución [91, 92, 114-i.16] indican que ia cittálisis de la TPI 

requiere de la dimerizaeión. 
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Figura 21. Concentración de ScTPI versus actividad catalítica. 
Datos experimentales (e), y simulaciones para los siguientes 
valores de [ t.Giieg y t.G,~,00 J (en kJ ·· mo1"1

), 

respectivamente:(a) [-15.29, -69.99] de la tabla l, alternativa 
iii, (b) [-70, -70), (c) (0,-70) y (d) (-75,-35]. Líneas (a) y (b) 
son indistinguibles. Pt =Proteína total 

' . ' . 

Esto también se puede abordar por el análisis de la a~tivid;{d ·~~pecffié:a .como fünción 
"· ·' '\. ~-.-. ':.'", '·~":>·.::o"·. /:' '. -:. '"' ' 

; ~--~-~,,·,~,'. '~ .,,: .. ;~;', 
de la concentración de proteína. Estos datos experimentale~ se!ifíJcifü:ai1 i!H Úi.FÍgüra 21-junto 

. . . . .. . .. ··. , <, <:':"t:é'.,~é·Ji~J.:~:~:U·';:}'.¡;¡{;'.1>:::~;; ;.;. '.r· · 
con la pred1cctón obtenida usando los datos.de este traba.1oi(Tatilad';álternat1va 111);~La figura 

tnmb;én mue"rn tres s;muJadone• p¡~ y;e~;l~~~~l~;~?~'~¡:f~~~~~~fu¡ dos 
simulaciones indican.que .. 1a··ac:ti~id~d:es'.práctic~~~llt~.6'6fisr;ij·t~'·~~~~~~f~~l,~~~R;,~~·-7o··.kJ 
mor 1 y el t.Gi1.g es ~a~biri<la·,de O ª':: (() ~j MbrJ, i .e.' d~ ph, ~~nó;fü~fo(,Jiti'\~st~ble; a un 

:~::::ro6:~:. e::;::f 1~*~;;;:I::i~~;ji[!~~dllt.ldl,!_ll.·.;.i~ilf 1~n=o~~; 
:~::::, :: :: ~:~~1~~~,f ~~y:;~i;;llrJi2~~;~~,~~r~~d~~r~~~~;;·::~·:: 

·_.,,r:··. ;~.-~':i·. «'::'r;' ;;;~!<(.<:, ':·-. ,~;t:. ·)'·' ! 

proteína. Ya que Íll vivo la concentraciÓn,de TP{paradifer~ntes especie~ se encuentra entre 
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1 x 10-5 a 1 x 10-6 M [ 1.17] y Jos monómeros son escasamente activos, es claro de Ja Figura 21 

que el alto ~G,?,o<: es necesario pt~ra Ja catálisis. Es probable que no hay presión de selección 

que favorezcri. la·apririciÓn de 1l1011óme1:~s.est1ible~. I,n posibilid_ncl de 9lle'un4fm~rc{establf!se 
- --- '- · ----.= _- -=:-;o-.,c.c'--'.;~\'--= ;1.=-c'.o--'=-:---rr.-'..c-o-:;--"'.'~.<~,-_.,,.,,-~.--,-~;

0
~c..oo,·,·:-;'-~-'= .--;·e;- o-.-.• -·~.-,-.--'-·,- ;. - - -- ,..---,. - _.,_. e,-: ---- ; .. '-,. -- ----· --- - - . - -· - ,.-- - ,-., ---- -- -~- ~::-1,.; - - .•• -- 0 

haya formado tempranáriiehie''eri Ji\ e\ioJlíción· y ··posteriormente· se fue optiÍriizandc{parauna 

catálisis perfe6ticleb~·d~t¿hhes'sbr.cÓnsidera¿la; De Ja discusión anterior; los d:~~osde la TPI 
• ' - • - . ' -- .. ·.; .: - - -. '-~: - '. .'; ,: . ' • - : . ' - :e '' ..• ' - • ' ' ' ~;· -. : : ... - . ·, 

-¡-\ .'' 

parecen.,ii1cti6ar'rjúciiiioY1~ay.t1na sola.rázón.•para. Ja. naturaleza dirriérica:cic~ta'lTPI; en ·.las· 
{:·.<> .. \~f¡~ :·:~~~:~>; {'2~:,_;'.f<;_j:. ~~o-:_._' L':;:,- '.,: ~: __ ::~. ·, · ,· :: ;,.,.c-•o- ·--·- .. :.: _"" :~-.:· , ' -; :: '·-.' : • ' .. -'- _.-.-;-:<! ~- ·:'; ,'.)-.:;"-," ~-'~~~ .~~,'::~ )::.: 

proteínas oilg(;fü~~i~.~~~TJ'.ii·r~n~í?nY' ra. e$1~iJffici~d .. estál1 íntima~f:rit~;Jigá_~~~/.~óí:.r.º · tánto, .1a 

naturalezá•• clifuéi,;~a";,,CJ~.t1kt.f~L·c1cbe· sú.exmninada'.haJo ita·Úu~t'cie)' ~sa •·•inteITelación. 

Definitivamente, la baja c~tabilida~ de Jos monómeros de JaTPI !}~ ·~~ ni la única ni la 

principal causa. 

Conclusiones 

Conocer más acerca del plegamiento y de la asociación de proteínas oligoméricas nos 

permitirá conocer si efectivamente existe un código de plegamiento que pueda llegar a 

predecir, para una cadena lineal de aminoácidos, el tipo de plegamiento que tendrá en su 

forma biológicamente activa. 

En el presente trabajo describimos la formación de una estructura oligomérica a partir 

de estudios de desnaturalización / renaturalización, utilizando uno· de Jos modelos más 

sencillos, la enzima homodimérica triosafosfato isomerasá. 
. . 

Aunque la desnaturalizacióri y la rehaturaÍizaci.ón de Ja TPI ha sido am¡:iliamente 

estudiada, Jos datos terrnoainámicos para Ja desnaturaliza~ión sólo han sido reportad9s para Ja 

hTPI y cTPI, en Jos que se ha propuesto un modelo de tres estados (2D;+2M .f+ N) usando 

mutantes monoméricas o datos cinéticos. La desriatufaliiación ~eflriX.:+~i sil~estres flie 
;:- ::.· ' . ··. 

modelada inicialmente como una transición de dos estados; Ja irif6r~nación sobre las 

propiedades del monómero se obtuvo de Ja desnaturalización de dos estados en mutantes 
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monomélicas o fue' calculada a partir de energías de activación para Ja enzimasilvestre. Sin 

embargo, en ningún caso se observaron intermediarios en equilibrio. En el presente trabajo se 
•. '¡_/_ .. >_, .,-::> .:·~:.:·, ~.;-!~' ··- - · ·, --. -<:'.'.'c~~"~::_-'_-~·c;·-.',_': .·:.._:,:_.- <--~e-'_·_;_<_·_-_-_~;_.'~'.;- .. , 

detectó un, i ntermedi.Ü,1·io.im9n.omé1·ico,-_ al _,desn atu1·aJizar_ ª_.•.1a·.SeTPI(co11_ Gul·I9I••Y:}1.foa. _'Con. Jos 

ex pe1·i 111entos _-i-eiJi~~~tt~'~\~rG'~iJr~n•::l,os•· dÜto~;·~~~;;c1:;:~.~Js.f ?o~~a~':·s~-~1JJ~:~~r:- dlversas 

técnicas, ·desnatüra1&a¡1~~~i·:p~i·~·-~9~rnfE~oti.~·f~«~>~~~j~~·~?; -~~í .·~~~~·h~~~J¡~:a~Y~e~-ariCJ~s y 

predicciones. Ha~ ~~ld""~~f;~~~i!~l~1$~~jit~?~~.~~·;d~;li~;~Ji~i~.~Ii .y! .. de 
Trypa11oso111a brucei y' Plás1')¡rJ,1tu:1i~Jgtcipcfrii111; ~donde.-. se ha ';nc.~-V-tf~d~·~~~~s :: de; un 

"">.~-- ,,. '"-.):.:,:;-.t,~):'.:f!j~{¡_· · 
1'11te1·n1ed1'a1·1·0 ··"_:_ ·, _.,._._,·.c •. , •. _._, k·.;.' - ' . --; - - ',, -- -- - ' ;;;~ -·.•·.~-· 

.·. - ) ':·' '"' ·- -'?.» - ~ ;i;\:-.:~:·;:~~; .?~·.,:(-:~·:;·:/~-~ .···. 
Nuestros dat6s ip.diCan que:tanto ~n úrea como en' QuHGI ·lúiy)úrl7fíitermediario de 

-~ . ···r::~· .. . . , :. ,~ ... ¡ -- . . .. . ... , , ~:;-\-_ ::,;:;'\; .,. '.'..,,. ~; ;-

plegamiento al ~quiJibiJc»,tjetecta~Clo::¡wr\a) :p1'esencia;"de: uriri ij:Í~s~tU.~{JÚri el casó de la 

desnaturalizadónillclti¿ida~o)bútic1\y.b)nó coincidenbiir~n{~ef~sfacrii6asutilizadas para Ja 
,.· '.·· ····,··;:,,-:·:;.~~·~:'. .. :-'.-,' ,,;."::\·':,:\,'.·'':,:·::,.,•,,·_: }···_"':·"' .. ·.·:·;.;,:·.-.v.·<· .. ~· .. ··~:-.~·;·::":·.~- ··" , 

desnatufaliza~ión'.p6r·ur6a:),di:1ÚCJ;/01:f10~ ajustes s6'abtu~Í~r~ri los·ti.Gº para el paso del 
: - - . . . ·-·- •. - .• .. -· . • . ~ • ,, •' z . ·" • : • - • ... ' .... , ... -

monómcro de~natur~jizado. qué .se pliega cori. un 'ti.G~,.~=-16.59 ± Ó.71 kJ mor1 y 

posteriorm~nte, se as~ciac~n lltÍ ti.Q,~00 =-70.26±1.08. kJ mór1. 
-"-

Por otro Jadqf_lo:s e~perimentos de cromatografía de exclusión molecular indican que 

en GuHCI el i~te1jn';;:aiqrioobservado ~s un monómero expandido, que tiene un coJTimiento 

hacia el rojo ei1:1il_seiiaLclefluorescencia intríriseca, así como una señal de DC con estructura 
- ·;:;-_,._ ' .. · ·:.' 

secundaria signl_fi,tmi\lri.é 

Cabe méll~ioriai qlle el ti.G~00 =-70.26 ± 1.08 kJ moJ'.1 es el que participa : ·: ... :· .. >~.~~:- .. ·- _ .. ' -. 
;-'.:.·· .. --- , 

mayoritariamente,·~;r;.e( Ad1~i.d:lmpatib1e'cori_··1osexpel-imentós de _inactivación por dilución; 
.. ·.~o·;., .. ·.•-,-'.,_·_.-'>!-~)·' .. -._,.· ... ·.·.-:\ .. ,. ··"-- ..• - ,--;; .·~ . .--.·-· ;. '- ·.-'.~·-· •. :,'.~:: - e_ 

.-,,.:;··. \":•. "''"·,··, 

con este valor rióes:!ir1portah(é.~prira la;JPI'ge'ffer'áftj°f¡ mo~óméro más estable, ya que en 

:;,:~::~::,::;:1~iit,~~J }~~j~i[¡~f~1ri1'~i~J~.~~~~biª~i&~:":~: P~':::· :::.::~: 
monoméricas de_ TPI muestran que la estructura ,del baJTil, está bien conservada, sin embargo 
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presentan al menos 100 veces menos actividad catalítica que Ja enzima silvestre. Por 
- .. . 

consiguiente, se sugie1:e que la dimériza".ión P5Dc~b~~e,l~ tcn~i~n de las asas catalíticas que se 

requiere paraJa creación del espacio yJarigicÍez del;sitjo activo .. 
, - -~ __ : -~.:. - -.. . ' .·. ___ . ' - . ~-~~.~~,:S,~;_~,'. _ _;~~---.-~;~~:-0~=;;~~-. __ :,:-:.-- '_-, 

La présencia dél glicerol en la·T~(116)i~Üe'f:fe~tosin:cve'1;~ibles. La TPI rcnaturalizada 
- ' '·- . ' - . - - - -,_,. -.... - ~-. '.' - .. · ' _, ' -

no muestra aiferenfiassignificativris'·~rl~~;ll~'ri;{O':al .p.cfrcéntaje de renaturalización determinado 

por actividad catalítica y/o fluorescencí~Ynt.:fns~ca; 
----;,'= -__ ,;.._ - ' ---;-=-~_::.-'--~'-"-="·~;'""'".--t·:::--~ =~-~~ ---=- ,·== 

Para· descdl:>ir el iriecafli~~~.:d~' plegamiento de la ScTPI es necesario postular la 

prcsencia_d_e 1;1n inte11nedi~.~i~ 1(2p,"-~J-4 N) durante la renaturalizacióndela enzima, donde 
· __ .J' '.<::.. ._. ,:. -

conccntración\dci,:p1:éteÍ~a:'~h ~l e~pe_rimento. El .modcl() que .desáibé,.n1ejq1:·1~5,· rést1ltados. es 

el L1nibimole?~1~hc~~i~f A~·~·;~i-#f;pa~~.9u.~·.•.cie~#.1·~'in'.K;}~;xe.~~;ci_~:~k:·~~·f :?"~ri~i;·~·n .. ·a bajas 
, -··::_ .. '~-: ," /\'·: .. './(.':J',;~·s·~: ---~-,~,:~-;< ~,:::_~·~ .--.: ::·. :':-'.).:::·_·:.-. _:!·:·-:"~ :: -~:{~ . ."i-L ;~. , · . . >:- .. ~ ·~.s_r:·:': -/!< ·'./:_,--~A~;\:-~.:):.~;·;~··,_) \ .. f.:=_: .. :,~::-· · ·,::_ -~ 

concentracio.nes cle';pyo~9,ín_~;;~s.):c;li;:¡~egyngé¡- oJdef!l·(2lvf.jf7 ij),'~Jr¡i~.nt1.·~~ ·que· a. concentraciones 
.> ·t<C ¡;;?t·L'[¡~1"~·1:s:::f},'.?)~ .. ::2~;.ff\•,:{g.Y:;S .. ;;~.:·A{·iTW~.·"; .. ,;" ··· ··•.· ' ·. . 

de proteína mayqr_cs';·e1:pás(ílimitanteesél··.L1niirlqlec"l.iliu~D);,;1v!. 

La re:1~tJ\t~1·f i~d~~;h~~e:J·tl;~~·Jjg4'.~ct'.f f¡.~J~fa~~l~f ~~~~j¿nd~; gl,id~rol en·. e J. amÓrtiguador 

de renaturalizaci6n colTlo sk;esLi.nf!·~·é:ririffrilihci~~::jf{ ''.'!··i~C !"0. ,, 

En · presehciri~c1~··glicero1 · la·•_-·v~1·o~i~dJt':1~}.it~s~~~i!~~Úc_G1ar.'cjis$.inuy~·•·2!vJ·.·_; __ .. ·N, la 

asociación de los monómeros es ITlás leritaetÍ~s·i~·iÜfar~ri10c1e·Cohce~t~abioh~k(i.875 ~ 187.5 
- ·~ .. ' o - '"··· -:-~ , ' .... '- -- - ._ . - . <"~ • • •• ' ,. - - • • - ., - • 

nM), pues estamos disminuyendo l.a frecuenéi.á de choques entre las especies: . 

Este efecto es más evidente al aumentar el porcentaje de glicerol a 60 y}5% (vlv). En 

estos casos se observa, además de. Ja disminu~ión d~l . paso l?imólec;Jlar~. Jil>.retfaso 

considerable en la aparición ele Ía actividad catáiítiCa .. Esto sugiere qu~ ·~Í p~~s~~-~nim6l~cular 
. -;-· 

' .. ' ~~ 

(D ~ M) también sf}:ar~dta por,, el glice~di, p()~ibienientepór un an-eglo intrám~Íécülar de los 

confórmeros. Ya que a "altri~concehtraciones de glicerol kpteg << kasoc• el paso que limita la 
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renaturalizaciónde la TPI es el unimolecular, por lo tanto, el proceso se vuelve independiente 

de Ja concentración. 

Los experimentos. presentados _indican que en Ja triosafosfato isomerasa de 
.:._._ -~--, _____ , __ -,-.;o_ -

Sacclwromyces;-cerei;Úfae al, igual que en Ja: enzima de conejo, el puso limitante en la 

renaturalización>de¡J.cncle, _Cle 'Ja con'c~ntrad_91-i;'4~:¡:>rqieíl111;'Kua1íclo_ 3 ese'.báj4. ;§s Ji,n¡)ortante 
__ . . >'· ", .> . ,.~,,, _ ,:~-:·~ >: .. '::. _;. :;:·:.: <;r'. :~~; :·~:, .>~':·~·, :·:._. ,. ._ . ,':; _ ~.'·t. ·:·:··." ¡.<;;· /<:".-._, __ . .,_ ... :'-' ... :- -~: . 

señal ar q_ue en ___ todas .lascondi~i •ones···estudiadas,el;pol·cent~jé!:de ;1·ecupe1·~ción •.. 'de.-Iti••acti vid ad 

b;o]óg;ca y ~e l~ e;,;::;~~~§~~j~~f*jif i ij~ Z'fJ~~ii:~if i~,~~i~~i::-;~:~n 
de glicerol. ---' L;•,:,r f :- " ~: :•/ .-J-'- - - _f:¡c ·> '.Q7:' e'.'': ·- , 'l-) - r 

oblcn;d:: 1:02~.h~\r;t~I~:rl~~f~~~f :~~r~~t~:~:t~J~~J~;t~:~~fr::,j:o:: 
a la eneontrad11 en e_Ld1111_ero,a('.t!Y.'?:'..'"\·0'-~·:"~;c,,; ; - ~·;r •-:. _ ·_ ;: "!.', ¡ :; '-• - -··> ':i e>· -· · · 

Mf com~: ::c1~Í~f t~i~i~tt~~ti~:~i;~·;~diiI.r::•~e1 pJOga~ie~;o.Ji1 ·~ooómoro 
Sei·ía.:va)iósd'-~bH~f.>~fupfi~ri~.J~',f¡)~~§e~te di~cusión para incluir oligómeros con 

~ .: '" ,, - - " • -·o :C" ,-·-,~·", -,¡· ,,~-: 

diferentes tipbs·de blegcin1ibnt6: i.6i{d~tos,~n Ja referencias [14, 118-121] 'indican que en 
., . '. ._ . ·, -' ), . ·. ~- .· _;--- .. .-;· ·, . '. '. 

muchos casos, Ia·esial:>ilidrid del df~~ro contribuye significativamente __ a Jaienergfalibre 
.. - ~ - - : .- - . - :-- , . - ' -

conformacional de la proteína, como se discute an'iba para la TPL Sin e~hargo, clado ~ue hay . . . . . - ' 

relativamente pocos estudios termodinámicos para la asociación / disociación de proteínas 

oligoméricas, es muy difícil hacer conclusiones generales. 

\ 
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Perspectivas 

Algunas interrogantes interesantes que surgen de este trabajo son: 

• Estudiar a profundidad Iris características estructurales. y el estado de asociación del 
' . ' ·-,, ·. . ' ·, . 

. . ·.. . . 

intermediario cinét.iCO rlarü'C:ó1~pá1~a1:lo con ~l intel·inccliario ~I equilibrio. 
. . .:. . . -- ' . •' ·. . ; " .. : ·'. :. ' ·:- ':·. . . ~- ' ' 

. : ~;· 

• Estudiar las caracter'.ístici1s estructurales de. losconfórni~1·~s c~ los primeros eventos en la 
---- - -0..=-- •-----'--- - _ _:_, -·- --· ··-- · - - -- -~- ·--·-- -- · -- oo-_- _ .;_:_ -e"' oo! :___,-"-"~~oc-="=--:"·;:;~-=c'.,-~~"--'""~;,.-,,.-_-..=,""= 0:-.·-_':_·o..~~----,--,-- -- -

ruta de pl~ganilento (orden de mili¿egurídos). g f.· '?: ·· · 
.. - ;::;;~'', 

• Estudiar la contribución del glicerol en la estabilid~d el~ ía'~s'érPi~ ·· 
,,. . ' - , ._' "" --.-." ' : ~-'-- .. "·::·; - :..~.":,· .. :. " 

• Realizar experimentos ele disociación. en presen~ia de ~Jic~rol, para conocer si este paso 

también está IHnitrido por Ja difusión. 
. ./' '· :_·.;.: 

• Obtener las constantes de velocidad ele renaturalización en presencia GuHCI bajas y 

constrüir un gráfico con . las .. ~6nstant~·s ele velocidad de desnaturalización y de 

renaturalización (gráfico ele C/1evro11) en ausencia y presencia ele glicemJ; 
.. · . - ·': .,·. 

• Realizar experimentos en los q~~ se logren tener condiciones ele equilib1ioaldesnaturalizar 

/ renaturulizar por presión hidrostática. 
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Anexo 

Figura extra. La caricatura ilustra como un ciego puede tener una impresión 
incorrecta ele un elefante, dependiendo ele la parte que este tocando; demostrando 
la importancia ele examinar una reacción ele plegamiento con tantas pruebas 
como sea posible, antes de elaborar conclusiones. (Aclaplaclo de una vieja fábula 
China) 
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Thermodynamic characterization of yeast triosephosphate isomerase 
refolding: insights into the interplay between function and stability as 
reasons for the oligomeric nature of the enzyme 
Hugo NÁJEílf\, Miguel COSTAS' ancl D. f\lejanclro FERNÁNDEZ-VELASC02 

LalJOralurio de r1s1coquímica e Ingeniería ele Proteínas. Departamento de Bioquímica, Facultad de Medicina. Universidad Nacional Autónoma de México, 
Cu¡¡Jau Universitaria l.1éxico, O F. 04510, México 

Tlw rcasons undcrlying thc oligomcric naturc of somc protcins 
such as trioscphosphatc isomcrasc (TIM) are unclcar. lt 

·has becn proposcd lhal lhis cnzyme is an oligomcr. mainly 
becausc of its slability ralhcr lhan J"or functional reasons. To 
addrcss this issuc, thc reversible dcnaturation and renuturation 
of lhc homodirncric TI M from bakcr's ycasl (Socdraromycc'.1' 
n·n·risiae) induccd by gua11idinium chloridc and urca havc bccn 
charnctcrizL·d hy spcdroscopic. functional and hydrodynamic 
tcchniqucs. Thc unfolding and refolding of this c111ymc are 1101 
(:oincidcnt :1ftcr • convcntional' cquilihrium times. Unfokling 
cxpcrimcnts did nol rcach cquilibrium, owing to a vcry slow 
dissocialion and/or unf'olding proccss. By contras!, e<¡uilib­
rium was rcachcd in lhc rcfolding dircclion. Tite simples! 
cquilibrium palhway compatible with tite oblained dala was 

INTRODUCTION 

Thc funclional and rcgulalory properlics of oligomeric prolcins 
are mostly provided by qualcrnary struclurc formalion (1.2]. 
Tri1>Scphnsphale isomcrasc (Tlt\'I) is thc protolypc or the ///;, 
barre!. one of lhe mosl common folds found in Nature [3.4]. Ali 
wild-lype TIMs so far sludicd are oligomcrs. Tli\I aclivily 
c.xhibils classkal i\liclwclis-1\'lcnlen kinctics. is nnl alloslcrically 
rcgulatcd and thc rcsidues involved in suhstralc hinding and 
catalysis are ali located in the samc subunit. 1 lowever. dimcr­
izalinn is rcc¡uircd for c<tlalylic aclivily. In an rlfort to ralionalize 
tite olignrncrk nalurc of TIM. il has bcen proposcd thal TIM 
monomers are thcnnodynamically unslablc and thal subunil 
assembly induces maximal rnnforrnational slability (5]. lksides 
this slructural-slahilily c.xplanation. it has becn also argued lhal 
dimcrizalion is nci:cssary to oplimizc thc gcomctry of tite acli\'c­
sil<' pockcl [(•]. lt appcars lhal thc relalivc importancc ofslabilily 
an<l funl'lion as n .. ·asons for thc oligon11 .. ·rk· naturc.: of this cnzymc 
is 1wl con\'incingly cstablishcd. 

Somc olign111\..'rs show a two-statc dissociation/unfulding pro­
ccss '' ithout dct1...•dabk inknn..:diatcs pj. J lo\\'\..'Vcr. in many 
cases. stabk intrrirn.:diatcs han~ h..:cn n.:portt.·d [8.9). \Vhcrc thrc..: 
or morc stat..:s ar\..' obscr\'..:d. it is possihlc to cstim:.itc thc relativc 
contribution of mono1ncr folding and association to thc ovcrall 
stahility of lhc protcin through lhc calculalion of lhc ther1110-
dy1wmic paramctcrs t.kscribing thc proccsscs involvcd. Thc l\\'o 
prcrcquisitcs J"or thesc calculatinns are the rcvcrsibilily of thc 
process and lhal lite sysll!lll reachcs cquilibrium. Tite cquilibrium 
constants that dcs1...·rihc thc cffcct uf dcnaturanl conccntratiun 011 

found lo be 11 lhrcc-slatc proccss involving an inactivc and 
c.xpandcd monomcr. Tite Gibbs cncrgy changcs for monomcr 
folding (i\G~, 1 , 1 = - J 6.6 ±O. 7 kJ · 11101- 1) and monomcr associ­
a1ion (i\a::,, .... = - 70.3±J.1 kJ · 11101- 1) wcrc calculatcd from 
dala obtaincd in thc two dcnaluranls. From an analysis of lhc 
prcscnl data ancl dala from lhc liternturc on lhc s1abili1y ofTIM 
from diffcrcnl spccics and for othcr f!/;x barreis. ami model 
simulalions 011 lhc cffcct of slabilily in tite calalylic aclivily or lhc 
cnzymc. it is concludcd lhat thc low stahility of thc monomcrs is 
ncithcr lite only, nor lhc main. cause for lhe dimcrk naturc of 
Tli'vl. Thcrc is intcrplay bctwccn function and stabilily. 

Kcy words: dimer cvolution, equilibrium. hyslcrcsis. monomcric 
inlcrmcdiatc, TIM-b:trrcl. unfolding/rcfolding. 

lhc rclativc amounts of'nalivc. folding inlcrmcdialcs ami unfolded 
statcs can be obtaincd from two lypes ofcxperimcnl. narnely (a) 
nalive dimer -• unfolded monomer (N -•U) unfolding cxpcr­
imenls, whcrc the nalive prolcin is thc initial slalc ancl samplcs 
are incubatcd al severa) cunct:nlrntions of 'knaturunt, and (b) 
U-• N rcf'olding e.xpcrirnenls in which the nalive prolein is lirsl 
complctt:ly unfoldcd using high dcnatunmt conccntrations. Thc 
unfoldcd stalc is lhcrcforc thc inilial statc lhat is titen allowcd to 
rcfold al lowcr denalurant conccnlrations. In bolh lypes of' 
c.xpcrimcnts. lhc rclativc populalions of'thc slablc slalcs are then 
mcasun.:d aftcr cquilibriurn is rcachcd. monitoring thc spcc­
troscopic. funclional or hydrodynamic propcrtics of lite syslcm. 
lf denaluralion and renaturation are reversible ami tite in­
cubation time is long cnough for cquilibrium to he reachcd. both 
typcs of c.xpcriment should givc lhc samc rcsulls. For oligomeric 
proleins. unfolcling ralher titan rcfolding has bcen commonly 
sludicd, sincc low rcfolding yiclds are commonly obscrvcd owing 
to lhc formalion of irreversible non-produclivc inlcraclions 
bctwecn folding inlcrmcdialcs (9]. Anolhcr dillicully is lhal 
unfolding and rcfolding kinelics mighl be very slow, making the 
idcnlilicalion of lhe cquilibrium slates problcmalic. In facl, 
kinetic control has becn observcd in monorncric [10] and oligo­
meric prolcins (11-15]. In the case of TIM. kinctic hyslercsis 
belwccn N -• U and U -• N c.xpcrimcnls has bccn dclcclcd in lhe 
prcssurc-induccd denaluralion ofrabbil Tli\I (rTll\I) [16] ami in 
lhc tcmpcralurc-induccd unfolding of bakcr's-ycasl (Sacdwra­
mycc•scerel'isiae) Tll\I (yTIM) [17]. Jlowcvcr. up unlil lite presenl 
time. TIM slability has only bccn sludicd al cquilibrium cm­
ploying N -•U e.xpcrimcnts (5.18-24]. In the prcscnt study 

Abbrt)v1ar1ons uscd. OTT, d1fh1othre1101. GdmCl. guan1din1um chloride, GDPH. glycerol-3-phosphate dehydrogenaso, N - U, natwo d1mer-+ unfolded 
rnonorn•:-r: R~. Sto hes rad1us: SCM. specrraJ centre of mass: TIM, triosephosphate isomerase; hTIM, human TIM; rTIM, rabbit TIM; TbTIM, Trypanosoma 
tHucc1 TIM. yl L\1. yeast (Sacch.iromyces cerev1s1¿Je) TIM 

1 On satJbatical loave frorn the Departamento do F1s1coquimíca, Facultad de Química. Universidad Nacional Autónoma de México, Ciudad 
Un1ver:;1tar1a México. D F. 04510, México 

7 To whorn correspondence should bo addressed (e-mail fdaniet(,!/Serv1dor.unam.mx). -----------TESIS CON © 003 B1ochernical Society 
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wc monilorccl thc clcnaturntion and rcnaturntion of yTIM in 
guaniclinium chtoridc (GclmCI) ancl in urca, ancl clctcrminccl 
thc stahilit)' of the enzyme. Wilh thcsc elata, togcthcr with thc 
inl'onnation availablc in thc litcraturc, wc discuss in dctail 
thc possihlc rcasons f'or thc oligomcric naturc of TI M. 

MATERIALS AND METHODS 

Malerlals 

Glyccrol-J-phosphatc dchyclrogcnasc (GDPI 1) ancl Gcl111CI wcrc 
l'rom Bochringcr-Mannhcim. urca from Aldrich. Ali othcr 
rcagcnls wcrc purchasccl from Sigma. Procluction. cxprcssion 
and purilkation oí recombina ni yTI M wcrc pcríormcd as 
dcscribecl by V;izqucz-Contrcras el al. [24]. Thc conccntration oJ' 
purificd yTIM was measurccl using a molar absorption cocllkicnt 

·(t:,.,,) of'26664 J\·1· 1 ·cm·• [25]. 

Dena!uratlon (N -• U) and renatura!lon (U -> N) cxperlments 

In denaturation cxpcrimcnts (N _,U). an aliquot of a conccn­
tratcd yTIM stock solution was dilutcd in IOO mM trktlwuol­
amine. pll 7.4. containing 1 mM EDTA. O. 1 mrvl dithiothrcitol 
(DTTJ (Buffer A) and diffcrcnt conccntrntions oJ' GdmCI or 
urca. For thc rcnaturalion expcrimcnts (U-• N), thc CllZ)'lllC was 
lirst cxpnscd to 6 M GdmCI for 45 min or 8 M urca for 6 h. 
conditions undcr which yTIM is complctcly unfoldcd, as indi­
catcd by thc ahscncc of' catalytic activity as w<'ll as by CD and 
intrinsic-fluorcsL·encc spcctra. Thcsc incubation times wcrc 
cnough f'or thc crvyme to rcach the uníolded statc. since ali thc 
111011it0rcd propcrtics rcmaincd unchangcd aftcr 24 h. Aftcr this 
step. rcnaturalion was startcd by dilution o!' the unl'oldcd protdn 
in buffer A Lhal containcd dccrcasing conccutraLions of GclmCI 
or un: a. 111 both typl'S of cxpcrimc:nt. y TI i\.1 conccntralion WHS 

iu thc rangc 7.5 uM }.5 ¡1M. 

Speclroscoplc measurements 

Fluorcsccncc mcasurcments were maclc on an ISS (Cha111paign. 
1 L. U .S.A.) l'CI spcctroíluorimctcr. Thc tcmpcraturc of thc ce lis 
'"ª' maintaiucJ al 25 ±0. I ºC. Fluorescence measurcments werc 
carricd out al an excilation wavclcngth oJ' 280 nm (4 11111 baud­
width) and cmissiou was mouitored from 300 to 400 n111 (8 11111 

bandwidLh). Tite lluorcsccncc spcctrnl centre oímass (SCM) w;1s 
c;dculatcd írom intensity data (!,,) obtaincd al differcnt wavc­
kngths using: 

SC'i\1 ~ L·'' I..l'i.1 .. 
CD o!' yTll\1 samplcs (l .85--7.5 ¡1M) was monitored at 222 nm 
with a JASCO J. 715 spcctropolarimctcr using 0.1-cm-pathlcngth 
ce lis thcrnwslaticaliy maintaincd al 25 ± 0.1 ºC. Thc vahres 
rcportcd wcrc thc average of 4 min scans. rccordcd cvcry 10 s. 
RcJ'crcncc samplcs without protcin werc subtractcd in ali spec­
truscopi..: mcasun:mc:nts. 

Ca!alytic-actlvl!y measurements 

yTI l\! acLivity was mcasured in 1 mi oí a mixture thal conLained 
IDO mi\! tricLhanolamiuc. pH 7.4. IO mi\! EDTA ami 1 mM 
DTT (Buffer ll). containing 3.0 ml\I D.L-glyccraldchydc-J-phos­
phatc. 10 ¡1g oJ' GDl'l l. 0.2 ml\1 NADI 1 and 75 pM yTll\I [26]. 
RL0 aL'lil1n ratcs wcrc dctcrmincd from thc dccrcasc in ahsorbancc 
al J-10 nm as a J'unction oí time in a Bcckman DU7500 spcctro­
plwtomeLcr with a multiccll clcvicc thcrmostaticaliy maintainccl 
al 25±O.1 ºC. Catalytie-activity mcasurcmcnts are complicatcd 
by thc prcscncc oí high concenlrations or dcuaturnnts beca use oí 
Lhcir cffcct on thc activity of thc coupling cnzymc. In addition. 

© 2003 B1ochcmical Socicly 

TIM catalytie-activity measurements must be carriecl out al 
much lower protcin conccntrations ("' 1000 times) than thosc 
uscd íor spcctroscopic mcasurcmcnts. Thereíore, activity was 
mcasurccl as foliows. Samplcs (7.5¡11\1-75 nM yTJM) were firsl 
dilutcd Lo 7.5 nM withoul changing the conccntrntion oJ' dc­
naturunt. Aliquots wcrc withUrnwn from thc uforcrncntioncd 
mixture and íurther dilutcd in thc activity rcaction mixture; this 
procedurc took 15 s. Aíter this final dilution step. Lhc yTIM 
conccntration wus 75 pí'\1 and thc residual dc:naturant conccn­
tnition was eilhcr 60 mM GdmCI or 80 mM urca; Thc time 
courscs of NADll oxidation wcrc linear. indicating that uo re- or 
dc-nctivation took place during rcaction-rutc mcasurcmcnts. As 
prcviously found, the clilution stcp did not alfect activity valucs. 
and coutrol experimcnts showcd that catalytic-activity mcasurc­
mcnts wcrc not affcctccl by residual concentrations of dcnatur­
ant in thc assay media [23]. 

Hydrodynamlc measuremen!s 

Sizc-cxclusion-chromatography cxpcrimcnts werc períormccl on 
a Supcrdcx 75 llR 10/30 gel-filtration columu couplcd to a 
Pharmacia (Uppsala. Sweclcn) FPLC system. l'rotein elution was 
monitorcd with a \Vatcrs 474 scanning fluorcsccncc detector, 
usiug an cxcilalion wavclcnglh oJ' 280 nm (18 nm bandwidth). 
cmission bcing monitorcd al 320 nm (IS nm bandwiclth). The 
incubatccl enzymcs werc loadccl on to thc filtration columu. 
which hacl bccn equilibratcd with Buffer B ancl GclmCI. The 
samplcs werc clutcd al a ílow rale of 0.4 mi · min·•. Stokcs-radii 
(R.) valucs werecalculatccl from clution vol u mes and u calibration 
curve [23.27]. 

Dala filllng 

The rcfoldiug of thc unfoldecl monomcrs (U) into thc nuth•e 
dimcr (N) was analysecl accorcling to a threc-stalc moclcl in­
\0olving a monomeric intcrmcdiatc (M): 

2U~2f\1~N (1) 

Thc changcs in Gibbs energy for monomcr foldi11g (óG,.,,,,) und 
monomcr ussociation (L\Gn"~111 .), <lcfincd as L\Gr0111 = - RT In 
(Al/U) and D.G._,,,,.= -RT In (N/M') (whcre R is the gas 
constan t. T is thc tcmperaturc a11d In is logarithm to thc busc e). 
wc:rc assumcd to vary lincarly with dcnaturanl conccntration x 
acconling to: 

L\G,,.1t1 = L\G~~•t.t + 1111u1.1X 

ó.G1"'"u1· = D.G;: .. ,.,.,. + lll11,. .. n1··'· 

(2) 

(3) 

wherc /11 is the Jepcndcnce oí free cncrgy 011 denuturant con­
ccntration. Thc molar frnctions of suhunits in the unfoldcd. 
monomcric a11d nativc states are defincd by J,. = U/P,. f,., = 
1\/ / P, and /~ = 2N / P, respcctively, whcre thc to tul protein 
conccntration (/',) is exprcsscd 011 a monomcr basis (P, = 
U+¡\/+ 2N). f" and /, can be cxprcssed as u function of thc 
cquilibrium constants as: _________ _ 

- (-
1
-+ 1 ) + / (-

1
-+ 1 ) '+8K;,..,,,.P, 

Kfuhl ~ Kr..M J;, = --'-----'-----'----'------
4K.,.,,,.P, 

(4) 

j~ = 2u;1J' · K,~'"" · P, (5) 
with J,. = 1-f,-J;,. In obtaini11g eqns (4) und (5). the ex­
perimental observable (y) was nssumccl lo be uclditivc y= 
y,.¡;.+ J'." J;, +y, f,. In order to compnre and use data from 
clilfercnt tcchniques. it is co11venicnt to normalizc the exper­
imental vnlucs as" = [y(x) -y(x')]/[y(x = 0)-y(x')]. whcre _,., is 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



thc dcnaturnnt conccntration for complete Unfofding." Thc par­
a1nctcrs .1G~~'"l' lllruhP .l\G:~11nr und 1111Wlm! wcrc ftllcd to·a(x) using 
cqns (4) uncl (5). 

RESULTS AND DISCUSSIDN 

Unfoldlng and refoldlng of yTIM 

yTf M was incuhatcd in 6 M GclmCI or in 8 M urca. Incubation 
times longcr than 1 O min in GdmCI or 5 h in urca fcacls lo 
complete unf'olcling or yTIM. as indicatcd by thc complete 
inac·tivalinn ol' thc cnzyme. a far-U V CD spcctrum charactcristic 
of unf'oldcd pruteins. a dccrcasc in thc quantum yicld of thc 
íluorcsccncc spcctrum ami a red shirt in thc SCM to 351 11111 

(rcsults not shown). 111 whal follows. yTI 1\1 incubatcd for 45 min 
in 6 M GdmCI or for 6 h in 8 M urca was uscd as thc unfoldcd 

"(U) starting material for thc U-> N cxpaimcnts. Thc spcc-
troscopic and catalytic propcrtics ofyTIM wcrc dctcrmined aflcr 
dilfrrcnt incubation times in the U-• N cxpcri111cn1s (Figure 1, 
closcd symbnls) ami in the convcntional N -•U cxpcrimcnts 
(Figure 1. open symhols). Thc lluorcsccncc and catalytic activity 
of yTIM al conccntrations bclow 0.5 M GdmCI or 1.0 M urca 
wcrc nativc-likc in both thc N -•U ami U-• N samplcs. Thc 
!alter indicatcs that yTIM rcnaturation is fully reversible. N -•U 

352 

348 

1344 

~340 
en 

336 

332 

A 

o 0.5 1 1.5 2 2.5 o 
GuHCI (M) 

2 4 6 8 

Urea (M) 

Figure 1 Hyslcresls between lhe unfaldlng (N -• U) and refaldlng (U -• N) 
al yTIM 

yTIM samples (0 75 ¡1MJ lrom N -•U (open syrnbols) and U-• N (closed syrnbols) 
expemncnls wcre rnon;tored by tne SCM ol !he l!uorescence speclra (A and BJ ar catalyt1c 
act.vily IC and DJ Measuremcnts ~ere laken atter incubahon lor 96 10. el. 168 10. •l 
and 240 16. Á) hin GdrnCI ('GuHCI') (A and C) or 48 (Q. el. 192 (0. •l and 360 
(.6 .. .6.l h rn urca (8 and D). Lines are d1awn to aid v1sua!ual1on 

Slablllty of lrlosephosphale lsomerase 787 

1.2 M 

6.0M 

8 9 10 11 12 
Elution volume (ml) 

Figure 2 Elullan proliles al yTIM from N _,U and U -• N experlmenls In 
lhe presence ol GdmCI 

yTIM samples (0.75 ¡rM) lrom N -•U (conlinuous lmes) and U -• N (broken hnes) 
expc11rnenls werc incubaled 101 24 h in lhc presence ol GdmCI. thcrealler sarnples (l 00 ¡11) 
werc injecled inlo a Superdex 75 column equihbrated in the sarne concentrat1on of denaturan!. 
Etut1on profiles were rnonitored by Uuorescence inlensity (,\,,,,1J1,011 = 260 nrn; ,\1 m.ss•cn = 
320 nrn) 

ami U --. N samplcs wcrc inactivc ancl showed a similar SCM al 
high conccntrations of dcnaturants (1.5-2.5 M GdmCI or 7.0-
8.0 M urca). Al thcsc low ami high dcnaturant concentrations. 
both typcs of cxpcrimcnls gavc thc samc rcsults. In contrast. 
thcrc wcrc diffcrcnccs in thc N -• U and U - N courscs al 
intermedia te conccntralions of dcnaturanl (Figure 1 ). Whilc 
thc spcctroscopic and functional propcrtics of yTIM in the 
U - N samples rcachcd a constan! value aftcr 48 h in both 
GdmCI and urca (closcd symbols in Figure 1 ). in thc N-> U 
cxpcrimcnls (open symbols in Figure 1) thcrc was a vcry slow 
changc in thc SCM and catalyti<: activity towards thc valucs 
obscrvcll in thc U-• N direction. Thc data in Figure 1 indicatc 
lhat. in thc U -• N cxpcriments. cquilibrium was lruly reachcd, 
whilc in thc N - U cxpcrimenls this was nol thc case. Thc 
hystcrcsis obscrvcd in Figure 1 aftcr incubation for convcntional 
(1or2 llays) and much highcr 'cquilibrium times' was probably 
due to slow kinetics of the dissociation and/or the unfolding 
trnnsition(s). 
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Figure 3 Three-state analysls ol yTIM renaturatlon (U ._, N) In the pres en ce 
of GdmCI (' GuHCI ') 

Normahzed changes for yTIM renaturat1on cxperimenls (U -+ N} In GdrnCI la!lowed by SCM 
al 7.5 !e). 1.65 (e). 0.75 l•l and 0.075 (Al ¡•M. CD al 7.5 ( +) and 1.65 1 x) ¡•M. 
calaly!ic ac11v11y al 7.5 (0). o 75 IOl. 7.5-' (l:\) and 7.5"' ('\7) flM and R, al o 75 ¡•M 
('). In each panel, contmuous l1nes are l1ts to eqns (4) and (5); btoken lmes are prediclmns 
Parameters obtained using a1terna!1ve (1) (A) and allernal1ve (11) (8) are given in Table 1. 

Thc hydrodynamic propcrtics of yTIM in thc prcscncc of 
Gd111Cl wcre cxplnrcd using size-exclusion chromatography 
[2.1.27]. A single clulion peak was obscrvcd al ali thc GdmCI 
conccnlralions tcstcd (Figure 2). The /( of yTf M shows 
an jncrcasc in going from O to 6 1\1 GdmCI from JO.O lo 44.9 Á 
(1 A= 0.1 nm) (Figure 2J. The R, of unfoldcd yTIM varic<l 
bclwccn 40.9 and 44.9 Á in going from 2.5 to 6.0 M GdmCI 
(Figure 2). Thc clu1ion prolilcs ofyTf 1\1 samplcs in the N -•U and 
U-• N cnurscs were similar al low (0-0.4 M GclmCI) and high 
cnncenlralions ( 1.2 -6.0 1\1 GdmCIJ of dcnaturant (Figure 2). 
Howevcr. in O.X 1\1 GdmCI lhc elulion prolilcs of yTIM clcarly 
diffcrcd in quanlum yicld (Figure 2). In spile of this diffcrcncc in 
lluoresccrn:c prnpertics, lhc R, of yTIM in N - U and U-• N 
experimenls are coincidcnt al ali lhe times (24. 96 and 168 h) 
ami GdmCI conccntralions stuclicd. 

© 2003 Biochemical Soc1el¡ 
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Figure 4 Spectroscoplc properlles ol the three slales ol yTIM observed In 
U - N experlments 

Far.UV CD (A) and lluorescence (B) speclra o! yl!M were oblained al O (long·dash broken 
!mes). 0.7 (conlmuous !mes) and 2.5 (sho~·dash broken lines) M GdmCI Accordmg lo lhe 
three-stale analysis (see the texl), lhe rnaxirnum concentra11on al interrned1a!e (/~ = 0.92) was 
est1maled to occur al 0.7 M GdmCI. 

In an cfforl to find conditions for coincidcnce bctween thc 
N -•U and U-• N cxpcrimcnts. both courses wcrc also studiecl 
al 30 ºC. whcrc faster kinctics woulcl be cxpectcd. Thc propertics 
of U - N samplcs remaincd almost unchangcd after 48 h (results 
not shown). As observecl al 25 ºC. thc N - U samplcs al 30 ºC 
progrcssivcly rcachcd thc U-. N valucs. lt was aflcr ID days that 
coincidcncc was achieved (rcsults not shown), i.c. within a 
shortcr time than al 25 ºC. Howevcr. al 30 ºC an<l this long 
incubation time. a dccrcasc in thc catalytic activily anda red shift 
in the SCM values werc also obscrved in the nativc cnzymc 
and in the U-• N c.xperiments. Sincc it is known that long incu­
bation times or rclatively high tcmpcraturcs promote collateral 
chcmical rcaclions bctween lhe protcin and denaturants. as wcll 
as protein degradation [28-30], no furlhcr cxpcrimcnts were 
carried out at 30 ºC. 
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Figure 5 Three·slate analysls of yTIM renaturallon (U -• N) In lhe presence 
of urea 

Normalizad changcs lor yrn.: renaluralion e1poriments (U -~ N) in urea lollowed by SCM al 
7.5 (e). 0.75 l•l and 0.215 (Á) ¡1M, CD al 7.5 ( x) ¡1M and catalylic activrly al 2 25 (0) 
and 0.225 (0) ¡1M. Contrn.ous lrnes (catalytrc actrvrly) and brolen lrnes (CD and SCM) are 
Iris to cqns (4) and (5). Pa-ameters are reportcd in Table 1 (allcrnalrvc iv) 

An equlllbrlum lntermedlate In the refoldlng of yTJM 

On !he basis of' thc abovc findings. hercaftcr only the rcsults of 
U--• N e.\pcrimcnts at 25 ºC are analyscd. To facilita le !he 
analysis ami comparison of' rcsults using diffcrenl tcchniqucs. 
rcsults arl· hcnccforth exprcsscd in thcir normalizcd form a(x) 
{scc ahovc). Thc inlrinsic nuuresccncc anú CD of yTIM in thc 
prcscncc of GdmCI cxhihitcd two lransitions (Figure 3). indi­
cating thc prcscncc of an intcrmcdiatc. Thc first tn1nsitio11. 
obscrvcd al high com:c11trntions of dcnaturant (bctwc..•cn 2.5 and 
1.0 l'"f GdmCIJ. is charactcrizcd by parlial burial of aromatic 
rcsiducs and scco1H.lary-structun: formation. A shouldcr was 
dctcclcd f'rnm 1.0 ¡,, 0.6 1\1. In thc sccond transition. obscrvcd al 
GdmCI conccnlrations lowcr than 0.6 1\1. yTll\1 acquircd !he 
spcctral prnpL"rtics and sccondary structurc of thc nativc cnzymc. 
yTI 1\1 was inactiw in thc rcgion that corrcsponds to thc first 
transition lh:tt.·cfl•d by thc spcctroscopic tc:chniqucs. Catalytic 
activity appcarl.'d 111 thr.: sccond transition. indicating that thc 
intermedia te is inactivc (Figure J). Thc /( of yTll>I was nativc­
likc in thL' sccond transition. sn lht.: intcrmcdiatc 1night be 
a nativc.likt.! dimcr PI" an cxpandcd monomcr. Sincc yTHvt is a 
dimcr. its fL'foldi11t! must indw.h.· a bimoh.·cular stcp, and hcncc 
thc associatillfl slah: of the intcrmcdiate can he dctcrmincd 
frnm thc cffcct of protcin L'OllL"cntration 011 thc transitions. Tite 
d1.:pcndcnL·c of :,((.rJ nn protcin conct:ntration has bccn considcrcd 
lo be thc bes! critrnon l'or assigning thc bimolcrnlar stcp in a 
folding mcchanism ((8) ami rdi:rcnccs thcrcin). Variations in 
yTf l>I conccntration had no ele ar cfl'ccl on thc transitions detcclcd 
by spcctros\..'opic or hydrodynamic 1111..·asurcmcnts (rcsults not 
shown). l lowcvcr. as thc yTll\I conccntration was dccreased. the 
rL'·activation curn.·5 wcrc displaced to lowcr dl!naturunt con­
ccnlration (Figure 3). Thcrl!forc. thc sccond trnnsition is a 
himoh:cular rcaction. \Vhcrc inactivc monomcrs associatc to 
form thc acti\'c dimer. Thc spcctroscopic propcrtics of the three 
statcs are shown in Figure 4. lt is sccn that lhc intermcdiale 
posscsscs a cunsi<lcrabh.! amount of sccondary structurc. whcrcas 
its lluorcsccnce spcctra shows that aromatic residucs are parlially 
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buried, flnal rearrangemcnls in their environmenl being ac­
complished upon associalicm. Similar spcctra werc rcporlccl for 
N -• U e.xperimenls [22]. 

Although dimers a11d monomcrs are in cquilibrium in thc 
sccond transition. the 11, of yTf M rernaincd co11sla11l (Figure 3) 
and a single clution peak was obscrvcd (Figure 2). This may 
reílecl thc average of lwo states with dillCrcnl hydrodynamic 
propertics in fast cquilihrium. or thal thc hydrodynarnic propcr­
Lics of thc nlonomcric intcrmcdiatc anc.1 thc nativc dimcr are 
similar. Bccause lhe approach to cquilihriurn is cxtremcly slow 
(Figures 1 A ami 1 C). thc lirst possibility was ruicd out. Thcrcforc. 
thc na ti ve d!rncr and thc monomcric intermedia te havc similar R,., 
valucs (JO A) and thc ialtcr is lhcrci'orc more cxpanclcd than 
!he' nali\'e 111ono111cr ·in thc dimer. Frorn Nl\IR cxperirncnts, thc 
hydrodynamic radii (R,.) l'or nalivc yTll\I ami l'or thc rnonomcric 
intcrmcdiatc obscrvcd in unfnl<.Jing cxpcrimcnts are 24 and 
29.6 Á rcspcctil'Cly [22]. Thc intcrmedialc dcscribcd herc is less 
cxpandcd titan thc monomcriL· intcrmcdiatc obscrvcú in thc 
unf~lding of thc TIM from T1y¡>a1w.w111a brucei (TbTll>f) (R, = 
36 A) [23] and lhc two unfolding intcrmcdiates of the a-subunit 
of tryplophan synthasc (/1, = J7.9 and 52.9 A). which is a 
lllOllOllleric ff/;, barre) protcin Of a similar molecular mass 
(27 kDa) [31]. 

In urca. thc prcsencc of' an intenncdiatc is clcarly indicated by 
thc non-cuincidencc of activity and spcctroscopic data. Dcspite 
lhis. only a rathcr weak shoulder around 2.5 M urca was dcteclcd 
by CD ami SCM (Figure 5). yTll\I was inactivc in thc firsl 
transition. bcl\vccn 7.0 anc.I 2.5 t-.1 urca. ami rc~activatcs al 
dcnalura11t conccntrations that corrcspond lo thc sccond lran­
sitio11 (lcss than 2.5 M urca). As with GclrnCI. cnzymc rc­
activation depended 011 protci11 co11ccntratio11 (Figure 5). Thcse 
data slrongly suggcst that the same lhrcc-statc mcchanism 
observccl for thc cnzymc in GchnCI is also prcscnt for the enzyme 
in urca. In ordcr lo explore lhc cllccl of io11ic strcnglh on !he 
cquilibrium rcassociation of yTIM. 11·e mcasurcd thc effccl of 
modcrate NaCI co11ce11lralions (0.3 and 0.6 1\1) 011 thc aclivily 
profilc in urca. Within experimental error. no changes were 
dctccted in thc prcscncc of NaCI (rcsults 11ot shown). 

Calculatlon of yTIM slablllty 

Thc simplcst modcl accounting for !he prcsent data is a threc­
slale modcl 2U = 21\1 = N. whcrc lhc unfolckd monomers 
parlially fold in to cxpandeú and inactivc monomcrs which furthcr 
asscmblc into thc nativc active dimer. Since U-• N cxpcrimenls 
rcachcd equilibrium. thesc wcre uscd to calculate the Gibbs 
cncrgy changcs associatcd with thc obscrved transitions. i.c. 
rnonomcr folding (L\Gruidl anc.I monomcr association (ó.Gu."'"'"J. 
Given that for yTIM lherc are dala for two dcnaturants a11d 
severa! techniques. it is possiblc to use diffcrent sets of data to 
obtain lhc thcrmodynamic paramcters whosc valucs. in principie. 
should be indepcndcnt ol' thc choscn dala set. Furthcrmore. il is 
possiblc to use a subscl ol'values ancl prcdict. with thc i\G;'..r.i and 
i\c:: ...... obtained. thc bchaviour of anothcr set. This allows us lo 
test the interna! consistc11cy or thc data and thc soundncss of the 
proposcd model, and lo cvaltwlc !he physical rcliability of 
thc obtained valucs for thc paramctcrs. In this framework. 
L\G~: 1 i.i und L\c::~ .. w wcrc cvaluatcd for Jivc altcrnativcs. In all 
thcse fillings. the normalizcd signa! for the uníoldcd monomcr 
y,. =O and for thc na ti ve dimcr y, = 1. while in accorclancc with 
thc discussion in thc prcvious subscction. for aclivity dala the 
11onnalizcd signa! for thc monomcric intermeúiale y,. =O and 
for hydrodynamic data y,. = 1. In thc Jirst altcrnalive {i). the 
lhermodynamic paramctcrs wcre filtcú to íluorcsccncc and CD 
dala in GdmCI. prcdicting calalytic activity and hydrodynamic 

TESIS CON., 
FALLA DI!: C-1.: .. G~ 

© 2003 Brochemical Society 

075 



790 H. Nájera, M. Costas and D. A. Fernández-Velasco 

Table 1 Stablllty of yTIM al 25 ºC and pll 7.4 

Gibbs cncrgy changc (kJ · rno1·1¡ 

Fil .l\G?c.1c1 l\~1·.c.c t.G~~I 

(1)" -- 1 o 49 :L 0.79 - 77-48 :Lo 89 -98 46 
(ii)t -16.38:!: 1.46 -· 6/ 59 :L 0.82 -10035 
(iil)l --15.91:lOO'J -5801 :L0.31 ·-gs 42 
(iv)§ --12-41:t1.38 -- 83 26 :L 1.91 --108.08 
(v)'. -1659±071 - 70 26 :!_ 1 08 -103.44 

y_, (CD) = O 64 ±O 02 and y" (SCM) = 0.71 ±O 02 uscd as \ol\mg paramelcrs 
t y., (CD) and h• (SCM) werc \akcn as conslanls equal lo \hose ob\ained in allernahve (1). 
t y_, (CD) = O 55 ±O 02 and y" (SCM) ~ O 63 :LO 01 "sed as \11\ing pararnclcrs 
§ !'.• (CD and SCM¡ = 0.68 was \akcn as conslanl cqua\ lo lhe average o! \hose oblaincd 

in alternat•ve (1). 

~- ¡¡, (CD) = O 52 ±O 03 and y,, (SCM) = O 59 :!: O 02 uscd as \ol\1ng paramclers. 
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Unless othcrw1se s!a!cd. dala a1e for w1!d-IJ'PC cnzyrncs a! 25 ºC and pH 7 4 . .l\G~~ 
(•). L\G~,~(}C (0) a~1d 1.\G~ 1 (.A) The codc lor lhe labcls on tr.e abscissa 1s as lollows: hTIM· 
1. human TI~\ al pi\ 80 15); hl\M-2, t.G:,-., Trom 15) arod t\G~" \1orn 118); hTIM-3, 
M14QtR980 monomcnc mu\an\ 15. 181, hl\M-4. MI 40/R98QIQ1790/KI 93AIA215P mono­
meoc mutan! [18]. HsllM. 8Jc11/us sft•,uotht'ffnoph1!us TJM [18]; rTl~I. rabb1l TIM [19J. 
Cnlll,•, chockcn T!M .11304 'C l34J. LmllM·I, Le,sllm.inr.1 rr;exrca11a TIM al pi\ 7.5 [21J; 
LmTl\.-1·2. E65Q mu!ant a! pll 7.7 [21 J. ToTIM, TrypJnosomJ brucei TIM monorner1c mu!an! 
al pi\ 6 8121 J, yTll.l-1, Sacclwom¡·ces cmi•is-ae TIM a1eiage t.G: .. oc, al pi\ 7.2 [22]; yl\M-
2, t\G~r lrom !herma! dcnatural1on ex!rarmrated to 25 ºC 117J; yTl~·J. averal)c L\G~,~-­
caicula!ed lrorn st11.K1ura! data and solva!1on parameters (JSJ. J'1d yl1M·4, ttie prescnt ~ork 
(Table 1. a1:e111at1~e 1) 

dala. In lite sccond allcrnalivc (iiJ !he converse was done. i.c. 
paramclcrs wcrc fiucd to calalylic-aclivity and hydrodynamic 
dala ami thc spcciroscopic behaviour was predicted. The /!i.G" 
oblained for alternativcs (i) and (ii) are givcn in Table l. thcir 
prcdicli\'c power heing displayed in Figure 3. In alternati\·c (i) 
(Figure JA). lite spcctroscopic signal or lhc monomcr (y,,) was 
also usccl as a lilling paramclcr. In altcrnalivc (ii) (Figure 3U). 
tlu:sc two valucs wcrc uscd as constants to prcdicl thc spcc· 
troscopic hehaviour. In both cases, thc change of .:.(x) with 
prolcin conccnlnllion is wcll rcproduccd. The third alternativc 
(iii) consisted in using ali thc arnilable data in GclmCI. again 
using y_,1 for spcctroscopic data as un adjustablc pnrarnctcr. tite 
resulting l!i.G" bdng rcported in Table 1. For urca, altcrnatives (1) 
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and (i1) wcre nol considered. sincc, as mcntioncd ahove. in lhis 
clenaturant !he biplrnsic hchaviour of thc speclroscopk data is 
Jcss marked amf. morcover, hydrodynamic dala are nol availablc. 
Thercl"orc. altcrnalive (ir) used ali lhe availablc elata in urca . 
1 Jere, thc spectroscopic signal ni" lhc in1enncdia1c is dillicult to 
ohtain as a fittcd paramctcr anti hcncc thc yM \':tluc obtaincd in 
!he analysis of GdmCI dala (allernalivc /) was uscd as a fixcd 
parnrnctcr (Table IJ. Finally. alternali\c (r) was a global lit 
efllploying ali thc availahlc dala in bolh dcnaluranls and using 
thc valucs or y_,, (SCl\·IJ ancl y_,, (CD) :1s adjuslahlc paramctcrs. 
In Table 1. thc fillcd spcclroscopic y_,, \'alues are bctween 0.52 
and 0.71, indicaling lhat in comparison with lhc nalive climer. 
thl! monomcric intcrmcdiatc c.:ontains substantial sccondary 
structurc an<l thc aromatic rcsiducs an: partially buricd. as 
obscrvcd in thc spcctroscopic data shown in Figun: 4. Thc L\G~~•M 
and t\G:: ........ valucs ohtaincd from lhL~ Íl\'c altcrnativcs are 
closc, and. for ull ar thcm. t\G::, ..... P L\G~:.itt· Thc largc magnitudc 
ofL'\G:: .... ,w is in agrccmcnt with dilution cxpcrimcnts. sincc. aflcr a 
3-monlh incubalion lime. lhe catalylic acli\'ily ofyTIM remaincd 
constant and inclL·pcndcnt of cnzymc conccntratiun ovcr thc 
range from 75 pM lo 7.5 ¡tM (see beluw). Tite col11parison mnong 
alternativcs (iii)-(1·) suggcsts that thc fulding allll assuciation of 
yTIM is thcrmodynamically equivalen! in hollt denaluranls. As 
obscrvcd previously for olhcr proteins. lhc• 111 \'alues for GdmCI 
are consiclerably larger !han !hose l"or urca. Sincc thc dala 
cmploycd in alternati\'cs (i)- (1·) are ali al cquilibriu111. the small 
cliffcrcnccs sccn in Table 1 can be allribuled 10 cxpcrimcnlal 
error. From this point of view. thc results of lhc global lit 
(allcrnativc 1') must be lhc mosl salisfaclor}'. sincc in this fitting 
sorne of thcsc c.xpcrimcntal inaccuracics are compcnsatcd for. 

Unfoldlng of TIM from dlffcrent spectcs and other //fa barreis 

Thc unfolcling of TIM has becn cxtcnsiwly sludicd. hui. often. 
irrcversibilily has been obscl'\'cd [20.23.32.33]. Figure 6 displays 
ali the available dala rcgarcling thc thcrmodynamic slabilily of 
Ttl\I from diffcrcnt spccics [5.17-19.21.22.34]. In contrnst with 
thc prescnt data for yTIM. whcre biphusic behaviour was dclectecl 
and usccl to obiain lhe Gibbs encrgy changes. in ali olher cases. 
monophasic lrnnsilinns werc employcd using a 1wo-sia1c fllodcl 
(2U = N). Therefore. thc only rcporlcd Gibbs cnergy clrnngcs 
involving an inlcrmcdiatc had lo be oblaincd from kinelic data 
for rTIM [19] or from thc unfolding of monomeric 111u1anls of 
human Tll\1 (hTJ;\IJ [5.18] and ar TbTl;\I [21]. Ali lhcrmo­
clynamic characlerizalions ofTIM slability in Figure 6 havc usccl 
cxpcrimcnts in tht! N ._U dircction or calculations from struc­
tural data [35]. In lhis respecl. lhc results in Figure 1 clcarly show 
thal caution mus! be cxcrdscd wltcn using only dala from N -• U 
cxpcrimcnts to obtain thcnnodynamic paramctt:rs. sincc. unlcss 
long incubation times are c111ploycd. cquilihrium mighl not havc 
bcen rcached. Dcspilc thc diffcrent comlitions used to obtain thc 
dala in Figure 6. for ali Tll\I spccics there is a clear rclalion 
between the Gibbs energy changes for the associa1ion and folding 
transitions. namcly 6.G,,.~,,,. is 111uch higgcr than L\G1 .. 1t1. Thc 
fraclional conlribulion ol"monomer folding lo lhe slability ofthe 
nativc cnzymc (cstimatcd as 2tiG~'..i. 1 / óG:'..i> varics bc.::twccn 0.14 
for rTll\1 to 0.32 for yTIM; lhal is. subunit ussembly nolably 
incrcascs the conl"ormalional slability ol' Tll\I. as previousty 
stalecl [5]. In ali cases monomcr folding is a favourablc process, 
the t.G,.,,,1 \'alues obtaincd for wild-type Tl;\Js \'arying from 
-5.0 lo -16.6 kJ · 11101·1. This indicales lhat TIM rnonomers 
are marginally slablc. Sinee thcsc valucs are smallcr !han !hose 
obscrvcd for lhc folding of monomcric protcins (36]. it can be 
concluded that Tf;\I is dimcric. mainly bccausc of stability 
consiclcrations [5]. In contras!, othcr approachcs (scc bclow) 



suggest that the high catalytic skitls oí TI M are Jinked lo the 
oligomcric naturc oí the cnzyme. l n whal íollows, through 
the comparison betwccn TIM rcsults ami those obtained íor 
other /1/a barreis. wc anaiysc thc rela t ivc contributions oí stability 
and l'unction as reasons f'nr thc dimcrie nature oíTIM. 

The stability hypothesis is hascd on two underlying assump­
lions. First. tlwt monomcric and active /l/a barreis with low 
stahilily are nol likely to occur. Sccondly. that. in thc absence or 
qualernary inleractions. high stahility cannol be achievcd for 
/l/:i barreis. The tirst assumption is nol in agrccment with the 
low stability íl'portcd for thc 1nono111cric and aclivc aldo)asc 
from Swpliy/oco('('ll.H1111·,•11s(/\G;:,,,, = -9.0±2.0 kJ · n101- 1) [37]. 
Regarding the sccond assumplion. a highly stable /l/a barre!, 
n:1111cly the a-subunit of'tryptophan synthase. has been reported; 
in this case. i\G:: .. = -34.3 and -64.42 kJ · mo1- 1 from thc 

· Gd111CI- and urca-induced unfolding respectivcly [38.39]. Thcre­
fore thc stability rangc for 1110nomeric ami active /l/a barreis is 
very broad (-9 to -64 kJ · mot· 1); moreover. il varíes signifi­
cantly with pH. as obserwd in thc indoi-3-ylglyccrol phosphatc 
synthasc frum Su{(olohus .w/fi:11aricus. whcrc AG~:. 1 , 1 changcs from 
--14.7:tl.2kJ·mol- 1 al pll7.0 lo -25.5±1.8kJ·mot-1 at 
pll 9.0 [40]. Thc stahility of yTll\.1 nH>110mers ohtained in 
this work ( - 16.6 ±O. 7 kJ · n101- 1 ; Table 1) is clearly within this 
rangc. hut closer to the lower li111it. Noticeably. thc slahilily of 
monomcric /l/:.t. barreis can be incrcascd. as shown by thc rcsults 
l'or hTIM mnnomeric mutants. whcre thc stability incrcascd from 
-10.46 to - 16.32 kJ · n101- 1 [18]. 11 is clear. then, that thcrc are 
e.xamples that undermine thc validity ofthe two above-mentioned 
ass11111ptions. On the other hand. lhc f'unctional hypothesis finds 
strong support from the Íill'I thal, dcspitc the significan! rcsearch 
cll'orls madc so far. thc catalytic activity oJ' monomcric TIM 
mulants is al bcsl 100 times lowcr than that oJ' wild-typc TIMs 
¡.¡ 1,42]. This is rcmarkahlc. considcring that active-si te rcsiducs 
are sclf'-rnntaincd in thc monnnior. lt has hcen proposcd that 
lhc hugc incn:asc in catalylil.: activity obscrn:d upon assodation 
is duc to intcrsubunit conlacts thal dccrease lhc nexibility oí 
the calalytic lonps [C•]. In lhc case ni' yTll\I. thc intcrsub­
unit contact!; 01.·""·uning during reassociation in\'olvc adjustmcnts 
in thc secondary and tertiary slructurc (Figure 4). as wcll 
as 11101101111.:r shrinking. Othcr approachcs. such as rcfolding 
kindh.·s in convcntional ami Jnw-watcr media. as wcll as stability 
lowards dilution [·13-47]. indicate thal TJM catalysis requircs 
dimcrization. 

So me insight might be gained by thc analysis or the fraction of 
active Tll\1 as a function of protcin concentration. Thesc 
experimental data are shown in Figure 7, together with the 
prediction using lhe t>.G" values obtaincd in thc prcscnt study 
using thc three-stalc model describc<l above (Table l. alternative 
r). Figure 7 also shows thn.'c simulations for diffcrcnt óGº \'a)ucs. 
Thc first two simulations indicah! that activity is practically 
constant wh..:n L\G1

1
: .. ~.,, = -70 kJ · 11101·- 1

• and l\G~:.111 is changc<l 
from O to - 70 kJ · n101- 1 ; that is. f'rom a non-stable to vcry 
stahk monomcr. In othcr \\'Or<..ls. thc activity profilc is almost 
indcpcndcnt of óG;'.,1,1• In thc third simulation, L\G::~~ .... WHS 

rcduced by hall' ( -35 kJ · 11101- 1) while maintaining a vcry stablc 
monomer (i.'.c::.1•1 = -75 kJ ·mol' 1). the rcsult bcing that caw­
lytic activity is drastically reduced. Since in l'iro TJM concen­
trations J'or diffcrent species are betll'een 1 x J0-5 and 1 x JO-• M 
[48] ami nwnomers are barcly acti\'e, it is cicar from Figure 7 that 
a high ¿\G'.:,_ .. , is ncedcd for catalysis. lt is likcly that there is no 
cvolutionary prcssurc that favours tite appcaranci: of stabll! 
monnmers. Thc possibility lhal a stable <limcr formcd carly in 
ernlution and was subsequently optimized for pcrfcct catalysis 
should be consi<lcred. From lhe abovc discussion it appcars that 
thc available Jata for TIM indicatcs that thcrc is nota unique 
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Figuro 7 Fracllon ol acllve yTIM molecules as a funcllon ol proleln 
concenlrallon [P1 ('PI')] 

Experimenlal dala lar lhe lraction ol nalive molecules as a lunclion ol yTIM concenlration <•> 
are compared wlth sirnulations based on the rollowing values of i:\G~10 and ~G~ssoc (in 
kJ • rno1-1¡ rcspecl1vely: trace a. - 16.6 and - 70.3 (lrorn Table t. allernalive 0; b, - 70 
and -70; lrace c, O and -70; and trace d, - 75 and -35 !Jaces a and b are 
ind1sl1nguishable. 

rcason for thc dimeric naturc oíTIM. For oligomcric protcins. 
runction and stability are intimatcly linkcd. llencc. thc dimeric 
nature ofTIM should be cxamincd in thc light ofthis interplay. 
Dcfinitivcly the Jow stability or TI M monomcrs is neither thc 
only. nor thc main. cause. 

lt would be valuablc to widcn thc prescnt discussion to inciudc 
oligomcrs oí differcnl fold types. Thc data in [S.49-52] indicalc 
that. in many cases. the stability or thc dimer contributes 
signilicantly lo thc conformational free energy of the protein. as 
discussc<l above for TIM. J Jowcvcr. sincc lherc are rclatively fcw 
thermodynamic studies for thc dissociation/association or oligo­
meric protcins. gener:d conclusions are dillicult to make. 
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