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PROTEINAS ATRAPADAS EN MICELAS

Resumen

Los fosfolipidos y los detergentes anfifilicos son moléculas formadas por una cabeza po-
lar unida a una larga cola hidrofdébica. Al dispersarlos en un disolvente orgdnico, insoluble
en agua, forman agregados esféricos llamados micelas invertidas. El centro acuoso de
una micela invertida puede albergar una gran variedad de solutos que incluye macro-
moléculas como las proteinas. El contenido de agua en la micela se puede modificar,
asi como, por consiguiente, la cantidad de agua que rodea a la proteina. Por mas de 10
anos el Dr. Armando GAdmez Puyou, con su grupo de investigacién, del cual formé parte,
se dedico a estudiar el efecto del agua en la estabilidad funcional y estructural de varias
proteinas. Se utilizé el sistema de micelas invertidas

para atrapar a las enzimas en su interior e investigar,

en condiciones limitadas de agua, la relacion entre

la actividad catalitica y la termoestabilidad. Se estu-

dié también el efecto del agua en algunos procesos

La funcionalidad de las bioldgicos fundamentales como la desamidacién o

protel’nas requiere de una modificacién quimica de ciertos aminodcidos y el
. . plegamiento de proteinas.
estructura tridimensional

especifica, la forma nativa, Palabras clave: micelas, agua, proteinas, aminoa-
;o .. cidos
gue es la unica con actividad
bioldgica.

PROTEINS TRAPPED INTO MICELLES

Abstract

Phospholipids and amphiphylic detergents dispersed in an apolar solvent and limited
quantities of water are spherical aggregates called reverse micelles. The aqueous center
of a reverse micelle can accommodate a variety of solutes including macromolecules such
as proteins. The water content in the micelle, and thus the amount of water surround-
ing the protein, can be changed. For over 10 years, Dr. Armando Gémez Puyou and his
research group, of which | was part of, were devoted to the study of the role of water in
enzyme catalysis and the functional and the structural stability of several enzymes. Due
to their unique properties, we use reverse micelles to trap enzymes and investigate the
relationship between catalysis and thermostability under limited water conditions. The
water effect was also studied in some fundamental biological processes such as protein
deamidation and folding.

Keywords: micelles, water, proteins, aminoacids
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PROTEINAS ATRAPADAS EN MICELAS

Introduccion

n 1987 llegué al laboratorio del Dr. Armando GAmez Puyou en el Instituto de Fi-

siologia Celular de la UNAM para realizar mi trabajo de maestria bajo su direccion.

El tema de investigacidn consistia en explorar las propiedades de las proteinas en
sistemas no convencionales, un tema novedoso y diferente, ya que la mayoria de las
investigaciones en las proteinas, a diferencia de la nuestra, se desarrollan en agua. Ese
momento fue el inicio de una colaboracién que duré mas de doce afios y que hasta la
fecha ha marcado mi vida como investigadora, o mejor dicho, como experimentalista.
El Dr. Gdmez Puyou era un experimentador nato que siempre supo transmitir su pasion
por la ciencia. En las siguientes lineas son descritos algunos de los hallazgos de nuestro
trabajo en estos sistemas de micelas invertidas.

Micelas invertidas

Los tensoactivos son moléculas anfifilicas, esto es, poseen en su estructura quimica dos
grupos que difieren en sus relaciones de solubilidad: un grupo hidrofilico soluble en agua
y un grupo lipofilico, soluble en hidrocarbonos y repelente al agua. Los jabones, los de-
tergentes y los emulsificantes, entre otros, pertenecen a esta clase de compuestos, los
cuales pueden ser de origen sintético o natural, como es el caso de los fosfolipidos y
algunas proteinas (GRACIA, 2014).

En disoluciones acuosas los tensoactivos pueden formar estructuras esféricas
llamadas micelas en las que los grupos polares estan en la superficie y las partes hi-
drocarbonadas se orientan hacia el centro de la micela formando un nucleo esférico.
Esta disposicion del tensoactivo elimina los contactos desfavorables entre el agua y las
regiones hidrdofobas, permitiendo la solvatacién de los grupos polares. Un ejemplo muy
comun de este tipo de microemulsiones lo constituyen los jabones y detergentes que
al contacto con el agua propician que las grasas de la suciedad queden atrapadas en el
interior de las micelas y sean arrastradas por el agua. Otro caso son las lipoproteinas de
la sangre que forman micelas para transportar los lipidos o grasas: en la superficie, una
monocapa de fosfolipidos, colesterol y proteinas especificas forman la micela, mientras
que el nucleo estd formado por triacilgliceroles y ésteres de colesterol (Figura 1A).

Ahora bien, ¢qué sucede cuando las moléculas anfifilicas se dispersan en un di-
solvente orgdanico de baja polaridad como el hexano, en vez de dispersarlas en un medio
acuoso? Se forman micelas con una orientacién invertida, ya que la region hidrocarbona-
da queda orientada hacia la fase organica mientras que los grupos polares se encuentran
en el interior de la micela donde pueden interactuar con el agua. Estas, llamadas micelas
invertidas, son gotas esféricas de agua rodeadas por una monocapa de uno o mas ten-
soactivos anfifilicos que se dispersan en el disolvente organico (Figura 1B). La adicion
de agua al sistema aumenta el nimero de agregacion promedio y el tamafio del centro
acuoso de la micela. Los cambios en la cantidad de agua y la temperatura alteran la forma
micelar y su equilibrio multiple. Esto hace que se consideren estructuras dindmicas, que
pueden disociarse y asociarse rapidamente cuando se inducen cambios en las condicio-
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nes locales. Debido a la cantidad de agua que albergan, el diametro de las micelas inver-
tidas varia entre 10 y 200 nm, y pueden contener un niumero elevado de solutos, que
incluyen macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos o incluso células completas.

Figura 1. A) Micela formada
en una disolucién acuosa.
Los grupos polares de las mo-
léculas del tensoactivo (rojos)
estan en la superficie en
contacto con la fase acuosa

y las partes hidrocarbonadas
(amarillas), se encuentran en
el interior de la micela.

B) Micela invertida formada
en un solvente organico
apolar. Los grupos polares
del tensoactivo se orientan en
el interior acuoso, mientras
que sus cadenas hidrofébicas
estdn en contacto con el
disolvente apolar (externo).

La transferencia de las proteinas al sistema es muy simple. La proteina deshidratada o
muy concentrada en una solucién acuosa, se mezcla directamente en una solucién com-
puesta por el tensoactivo y el disolvente organico apolar. En condiciones definidas se
puede obtener una solucién épticamente transparente, en la cual, la proteina se encuen-
tra encapsulada en las micelas invertidas (Figura 2). El contenido de agua en la suspen-
sién coloidal y, por consiguiente, la cantidad de agua que rodea a la proteina en la mice-
la, se pueden modificar ampliamente. Otro aspecto interesante del sistema de micelas
invertidas es la posibilidad de llevar a cabo catdlisis enzimatica en ellas. Esta reaccién se
produce cuando se mezclan micelas llenas de enzima con micelas llenas de sustrato, las
cuales se fusionan y transfieren su
contenido a otras.

Fueron estas propiedades uni-
cas de las micelas invertidas las que

Figura 2. Representacion de
una proteina atrapada en una
micela invertida de dioctil-
sulfosuccinato (AOT). Mode-

lo molecular tridimensional
de esferas llenas. Los dtomos
de carbono se muestran en
negro, los hidrogenos en
blanco, los oxigenos en rojo y
los azufres en amarillo. En el
interior acuoso esta atrapada
la proteina ubiquitina, que se
muestra en verde (Tomada de
Van Horn, W. D., Simorellis,
A Ky Flynn, P. F. 2005. JACS
127, 13553-13560).

aprovechamos para estudiar el pa-
pel del agua en la catalisis enzima-
tica y en la estabilidad funcional y
estructural de las proteinas.

Catalisis y termoestabili-
dad

Las enzimas son moléculas bioldgi-
cas, capaces de aumentar la veloci-
dad de las reacciones quimicas, es
decir, actian como catalizadores.
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Figura 3. Relacion entre la
catdlisis y la termoestabilidad
de la F1-ATPasa mitocon-
drial en micelas invertidas

de fosfolipidos y tolueno con
diferentes cantidades de agua.
La reaccion de hidrolisis del
ATP se inicia cuando el con-
tenido de agua en las micelas
alcanza un valor > 0.15 %
(v/v). A esa misma cantidad
de agua la F1-ATPasa
empieza a ser sensible a la
desnaturalizacién a tempe-
raturas altas, en este caso la
incubacidn se realiz6 a 70 oC.
Modificada de Garza-Ramos
et al., 1989.

[1] Para masinformacién,
consultar el articulo
“ATPasa”
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Las enzimas, como la mayoria de las proteinas, son estructuras dindamicas que vibran
y fluctian constantemente. Los movimientos internos que se llevan a cabo durante la
catalisis sélo son posibles si las enzimas poseen cierta flexibilidad conformacional que al
mismo tiempo les permita mantener su estructura tridimensional nativa y permanecer
estable. Esta estructura nativa y funcional de las proteinas se mantiene gracias a la for-
macién de innumerables interacciones no covalentes, como los puentes de hidrégeno,
pares idnicos o interacciones de van der Waals. Estas interacciones se modifican como
consecuencia de los movimientos que se dan durante la catalisis, los cuales, a su vez,
se acompafan de rearreglos continuos de las moléculas de agua que interactdan con
distintos grupos funcionales de la proteina. Por consiguiente, la solvatacion es necesaria
para que funcionen las proteinas, sin embargo, la misma, a temperaturas relativamente
altas, provoca la desestabilizacién de los enlaces débiles que mantienen su estructura
nativa funcional. Por lo tanto, inferimos que en un entorno con poca agua, como el de las
micelas invertidas, las enzimas deben mostrar una alta resistencia a la desnaturalizacién
térmica.

Cuando me incorporé al grupo del Dr. Gdmez-Puyou, él colaboraba con el Dr.
Alberto Darszon, entonces en el CINVESTAV-IPN y ahora en el Instituto de Biotecnologia-
UNAM. El interés en el sistema de micelas invertidas estaba enfocado principalmente al
estudio de enzimas de la membrana mitocondrial, el complejo de la citocromo oxidasa
y la ATP sintasal. La particularidad de estos estudios radicaba en el uso de fosfolipidos
como agentes tensoactivos con el fin de entender mds acerca del funcionamiento y el
arreglo de estos complejos proteicos en un sistema que mimetizaba la interfase de una
membrana bioldgica. La transferen-
cia de estas proteinas de membra-
na a un solvente organico apolar, 1"i:| e
fosfolipidos y pequefias cantidades lII .l___.--""' 14
de agua, se hizo en forma de com-
plejos lipido-proteicos; ambas enzi-
mas mostraron un incremento en
su estabilidad térmica, la cual de-
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bergar muy poca agua y facilmen-
te se salian de fase. Anadiendo el
detergente no idnico, Triton X-100,
como co-tensoactivo se observo que las micelas podian disolver mayor cantidad de agua
y mantenerse estables a altas temperaturas. A éstas se les transfirio el sector F, (hidro-
filico) de la H*-ATPasa mitocondrial con diferentes cantidades de agua y se determind su
actividad y estabilidad térmica. El resultado probd que cuando se disminuye la cantidad
de agua, a un porcentaje tal que la enzima es incapaz de catalizar la hidrdlisis del ATP,
se aumenta su termoestabilidad (Fig. 3). Al aumentar la cantidad de agua su actividad
catalitica se incrementa a costa de disminuir su termoestabilidad (GARZA-RAMOS et al.,
1989).

B, fecke]
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Se transfirieron muchas otras enzimas, membranales y solubles, como deshidrogenasas,
cinasas e hidrolasas, a las micelas de fosfolipidos que contenian Tritdn X-100 y se deter-
minaron sus propiedades cataliticas y de estabilidad. De manera general observamos
que las enzimas atrapadas en el interior de una micela invertida compuesta por fosfolipi-
dos y cantidades limitadas de agua, muestran actividades muy bajas comparadas con las
catalizadas en solucidn acuosa y temoestabilidad elevada. Esta relacidn inversa entre la
catdlisis enzimatica y la termoestabilidad, puede explicarse en términos de rigidez o fle-
xibilidad conformacional. En un espacio de agua limitante se restringen las interacciones
entre la proteina y el solvente que la rodea, haciendo que la flexibilidad conformacional
necesaria para llevar a cabo la catalisis disminuya. De igual manera, la alta estabilidad
térmica es el resultado de las restricciones en la movilidad de las proteinas impuestas por
un entorno con bajo contenido de agua.

Desamidacion de la TIM

¢Qué es la desamidacion de proteinas? Se trata de un proceso no-enzimatico y esponta-
neo al cual estan sometidas las proteinas en la célula y representa un ejemplo de modifi-
cacion postraduccional asociada al envejecimiento celular. En la desamidacién, se libera
amonio de las cadenas laterales de los aminoacidos asparagina o glutamina (mediante
una reaccion hidrolitica, Figura 5), y los productos generados, el acido aspartico o el
acido glutdmico respectivamente, introducen cargas negativas en las proteinas que las
desestabilizan, haciéndolas mas susceptibles a degradacion.

Un ejemplo de este proceso se puede observar de forma directa como conse-
cuencia del paso del tiempo en obras de arte antiguas. Entre los materiales que com-
ponen estos objetos, las sustancias de origen animal, usadas como adhesivos o recubri-
mientos, son las que estan sujetas a fendmenos de degradacién y envejecimiento. Los
frescos del Camposanto Monumental de Pisa en ltalia datan del siglo XVI. Durante la
Segunda Guerra Mundial, una bomba incendiaria explotd sobre el cementerio y las pin-
turas de los murales se restauraron usando materiales adhesivos de origen animal, como
las colas, preparadas a base de coldgena de pieles, huesos y tendones, y de la caseina de
la leche. Con los afios se han ido perdiendo las propiedades adhesivas de dichas colas, y
los frescos se han deteriorado nuevamente (Figura 4).

Figura 4. Frescos del Cam-
posanto Monumental de Pisa
en Italia (fotografias tomadas

de

Tripmls i by e Duonamics: Beifaimacon Rarisiyrazon aciusl e o rascoe

LSl 1347, Raka)
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Figura 5. Estructura de la
TIM de conejo. Se muestra la
posicién de la asparagina 71
(esferas en rojo) en la interfa-
se de ambas subunidades. Los
residuos del sitio activo estin
marcados en verde.
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En un esfuerzo por determinar las principales modificaciones quimicas asociadas al en-
vejecimiento de obras de arte, las pinturas de los murales del Camposanto se analizaron
mediante técnicas de protedmica, con las que se identificé la desamidacion de proteinas
como una de las principales alteraciones que llevaron a su deterioro y envejecimiento en
los ultimos 65 afios (LEO et al., 2011).

Aun cuando son varios los factores que pueden influir en la velocidad de reac-
cion de desamidacion de residuos de asparaginas y glutaminas en péptidos y proteinas,
como el pH, la temperatura, la fuerza idnica, la secuencia de la estructura primaria de
la proteina y su estructura tridimensional local, se ha propuesto este mecanismo como
un cronédmetro molecular del envejecimiento. La desamidacidn contribuye a controlar
el recambio de las proteinas en la célula (las cuales estdn sujetas a una biosintesis y
degradaciéon continua, proceso que se define como recambio proteico). En las células
de tejidos envejecidos se acumulan formas desamidadas de algunas proteinas, entre las
cuales destaca la triosafosfato isomerasa (TIM), una enzima de la glucdlisis (via metabo-
lica mediante la cual las células oxidan la glucosa para obtener energia).

L-Asn péptido L-Asp péptido

El grupo del Dr. Robert W. Gracy, en la Universidad del Norte de Texas, estudié durante
varios afnos el fendmeno de desamidacién de la TIM de mamiferos. Los resultados de sus
experimentos, tanto in vivo como in vitro, demostraron que la desamidacién especifica
de una asparagina en la posicidn 71 es el evento que desencadena la degradacién de la
enzima. La TIM es un dimero de subunidades idénticas, mientras que la asparagina 71
(Asn71) forma parte de un asa que conecta a las dos subunidades (Figura 6), al desami-
darse se introducen cargas negativas en la interfase entre subunidades que llevan al au-
mento en la disociacidn y la desnaturalizacién de las mismas. Los cambios conformacio-
nales que se generan como producto de la desamidacidn afectan su actividad cataliticay
aumentan la susceptibilidad de la enzima a la protedlisis especifica.

Una de las aportaciones mds importantes de estos estudios fue la demostracion
de que la desamidacidn especifica de la Asn71 en la TIM se estimula por la unién del sus-
trato al sitio activo y la catalisis (SUN et al., 1986). El Dr. Gracy y su grupo propusieron que
los cambios conformacionales inducidos por la catdlisis se transmiten a la interfase del
dimero donde se encuentra la Asn71. En cada ciclo catalitico este residuo se expone al
solvente favoreciendo su desamidacién. Es decir, en su funcionamiento natural la enzima
se desgasta.

En colaboracién con el grupo del Dr. Gracy, estudiamos la desamidacién de la
TIM de conejo en micelas invertidas. La enzima se transfirio al sistema micelar (formado
por el detergente catidnico CTAB, hexanol y octano) con diferentes cantidades de agua
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Figura 6. Reaccion de desa-
midacion. La desamidacion
es una reaccién hidrolitica
espontdnea que se da en
algunas proteinas, en la

cual se libera amonio de las
cadenas laterales de residuos
de asparagina. El producto
de la reaccién es un residuo
de 4cido aspértico con carga
negativa.

Figura 7. Desamidacion de la
TIM. Las formas desami-
dadas de la TIM se pueden
observar mediante electro-
foresis en geles nativos. Las
bandas que migran mas

cerca del polo positivo son las
formas que por desamidacion
adquieren cargas negati-

vas extras. En las micelas
invertidas a 3y 6 % de agua
(v/v) el sustrato estimula la
desamidacion (se observan
mas bandas en presencia

de sustrato). Modificada de
Garza-Ramos et al., 1994.
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para regular su velocidad catalitica y
se cuantificé el grado de desamida-
cion. Las micelas invertidas represen-
taban el sistema ideal para hacer fun-
cionar el ciclo catalitico de la TIM en
camara lenta e inducir un tiempo de
permanencia mas largo de la Asn71
expuesta al solvente, en una confor-
macién favorable para desamidarse.
Esta condicion permitiria establecer
la relacién entre la velocidad de cata-
lisis de la TIM y su desamidacidn.

Los resultados de estos expe-
rimentos mostraron que, a medida
que la velocidad de catdlisis disminu-
ye por la reduccién en el contenido de agua, la desamidacion por ciclo catalitico aumenta
(Figura 7). Esto implica que en el sistema micelar, los pasos del ciclo catalitico tienen un
tiempo de vida mas grande, por tanto, la velocidad de desamidacion se relaciona con el
tiempo en el cual la Asn71 se encuentra en una conformacién o en un ambiente mas fa-
vorable para desamidarse. Cuando el contenido de agua se redujo casi totalmente, con-
dicién en la cual disminuye la flexibilidad conformacional y la velocidad catalitica se hace
extremadamente lenta, la TIM se “congela” en una conformacién que no es susceptible
a la desamidacion. En esta misma condicién la TIM presenta una elevada termoestabi-
lidad, haciéndola resistente a la hidrélisis de los enlaces amida por altas temperaturas
(GARZA-RAMOS et al., 1994).

Plegamiento y asociacion de la TIM

La funcionalidad de las proteinas re-
quiere de una estructura tridimen-
sional especifica, la forma nativa, que
es la Unica con actividad bioldgica. El
proceso mediante el cual una cadena @
polipeptidica adquiere la forma nati-
va se llama plegamiento. Los aminoa-
cidos en las proteinas se enlazan por
medio de uniones peptidicas en una
secuencia lineal especifica que estd
determinada por la informacién con-
tenida en el DNA de los genomas. La
cadena se pliega espontaneamente y
se favorece la formacién de interac-
ciones no covalentes entre los distin-
tos grupos quimicos de los aminodci- @
dos que conducen a la adquisicion de
la estructura tridimensional (Figura 8).

- Sustrato + Sustrato
3% 6%
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Figura 8. Plegamiento de
proteinas. La informacién
necesaria para especificar la
estructura tridimensional
nativa de una proteina estd en
la secuencia de aminoécidos,
la cual esta determinada por
la secuencia de nucledtidos
del DNA. La conformacién
nativa de una proteina se
mantiene gracias a innu-
merables interacciones no
covalentes entre los dtomos
de la proteina y entre éstos y
el solvente que los rodea.
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Estudiar el plegamiento de las proteinas ha llevado a entender en detalle los principios
que dictan la formacidn de la estructura tridimensional y de ahi determinar el mecanis-
mo de plegamiento. Esto es de particular interés debido a la notable caracteristica de las
proteinas que, a pesar del nimero astronédmicamente grande de conformaciones posi-
bles, adoptan sdlo la conformacién especifica, la forma nativa.

El proceso de plegamiento puede estudiarse observando los cambios que se pre-
sentan en diferentes propiedades de la proteina, como sus caracteristicas espectrosco-
picas o su actividad biolégica. En general se ha encontrado que las estructuras plegadas
de muchas proteinas son casi esféricas y muy compactas, mientras que en el estado
desplegado presentan propiedades similares a un polipéptido extendido o random coil
(Figura 9). Las diferencias en energia entre el estado nativo y el desnaturalizado se deben
a un rearreglo entre los dtomos de la proteina y el solvente acuoso. Durante el proceso
de plegamiento las moléculas de agua se excluyen de la vecindad de los aminodcidos no
polares. La desolvatacion de estos residuos promueve la interaccidn entre ellos, su em-
paquetamiento y la formacidn de una estructura compacta.

Consideramos que estudiar el plegamiento de las proteinas en micelas invertidas
nos permitira determinar el efecto del agua y cuantificar cuanta agua se necesita para
plegar de manera correcta una proteina. Con este fin se escogiod la TIM de conejo, puesto
gue conociamos bien cémo se comportaba dicha enzima en las micelas, y contadbamos
con datos en la literatura sobre su proceso de plegamiento en solucién acuosa, los cuales
nos servirian como referencia.
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Figura 9. Esquema que repre-
senta la via de plegamiento
de la TIM. Los mondmeros

desplegados se renaturali-
zan en dos pasos. Primero

se forman monémeros
parcialmente plegados y en
un segundo paso se asocian
adquiriendo con ello la con-
formacion nativa y funcional.

Los monémeros parcialmente

plegados pueden interaccio-
nar dando lugar a agregados
inactivos.
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Como ya se menciond, la TIM es una proteina oligomérica conformada por dos subunida-
des idénticas. Las proteinas oligoméricas adquieren sus propiedades funcionales cuando
las subunidades plegadas se asocian entre ellas, en una estructura cuaternaria particular.
Las proteinas diméricas como la TIM constituyen el modelo mas sencillo para estudiar
el plegamiento y asociacion de proteinas oligoméricas. Los estudios del plegamiento in
vitro de proteinas oligoméricas son complicados, debido a la tendencia que tienen las
subunidades desplegadas o parcialmente plegadas de formar agregados no funcionales
(Figura 9). La agregacién es una reaccion que compite fuertemente con las reacciones
consecutivas de plegamiento y asociacion entre las subunidades que llevan a las protei-
nas oligoméricas a su estado nativo. Si cada micela invertida atrapa un monémero des-
plegado de la TIM, manteniéndolos separados durante su replegamiento, se disminuirian
las interacciones moleculares que conduce a la agregacién favoreciendo la asociacion de
las subunidades correctamente plegadas.

Monémeros Monémeros Dimero
desplegados parcialmente plegados nativo

Agregados

La TIM desnaturalizada y sin actividad catalitica se transfirid a micelas invertidas for-
madas con el detergente catidénico CTAB, hexanol y octano. En este paso de transferen-
cia, los mondmeros desnaturalizados de la TIM se distribuyen individualmente en una
micela diluyendo hasta 100 veces el agente desnaturalizante. Después de 24 horas de
incubacién, se observé que la TIM recupera totalmente su actividad catalitica, esto es, la
enzima en el sistema micelar fue capaz de plegarse y recuperar su conformacion nativa.

La velocidad de reactivacion es funciéon de la concentracién de proteina: a mayor
concentracién de proteina, menor velocidad de reactivacién, indicando que en el siste-
ma micelar, al igual que en un medio totalmente acuoso, la asociacidn entre subunidades
es el paso limitante en el plegamiento de la TIM. La magnitud de la reactivacion depende
de la cantidad de proteina: al aumentar su concentracién se incrementa la cantidad de
enzima cataliticamente activa, lo cual sugiere que los monémeros se encuentran sepa-
rados en las micelas. La velocidad de asociacién y reactivacion de la enzima depende
del contenido de agua. La reactivacion sigue un comportamiento de tipo sigmoidal en
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Figura 6. Reaccion de desa-
midacién. La desamidacion
es una reaccion hidrolitica
espontdnea que se da en
algunas proteinas, en la

cual se libera amonio de las
cadenas laterales de residuos
de asparagina. El producto
de la reaccién es un residuo
de 4cido aspartico con carga
negativa.
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funcién del contenido de agua: a bajos porcentajes se recupera muy poco de la activi-
dad debido a la formacién inmediata de estructuras inactivas estables, a medida que
se aumenta la cantidad de agua en la micela aumenta la poblacién de enzima plegada y
cataliticamente activa (Figura 10). Para que la via de plegamiento avance hacia la forma-
cion de la estructura nativa de la TIM, se necesita agua en una cantidad suficiente para
hidratar completamente a la proteina. A 3.6% de agua (v/v), el centro acuoso de la micela
sin proteina puede albergar hasta 750 moléculas de agua (GARZA-RAMOS et al., 1992).
Otro resultado importante fue el hallazgo de que el proceso de renaturalizacion
en las micelas se lleva a cabo en rangos de tiempo de minutos, érdenes de magnitud ma-
yor al tiempo de reactivacién en agua. Esto, aunado al hecho de que la solucién micelar
es Opticamente transparente, abrid la posibilidad de utilizar métodos espectroscépicos
para realizar la caracterizacidn cinética y estructural, de los pasos intermedios en la for-
macién de la estructura nativa y cataliticamente activa de la TIM (FERNANDEZ-VELASCO
et al., 1995).
Cambiando la cantidad o las propiedades del agua en la que se coloca una enzi-
ma, demostramos que se pueden modificar sus propiedades cataliticas y estructurales.
Tiempo después, sacamos a la TIM

Lk de las micelas, la regresamos al agua
—e 1 ia
i P y contmuarnos estudiandola con un
= _e enfoque diferente. En colaboracion
£ o . .
c 604 / con el Dr. Ruy Pérez-Montfort incur-
S . -
E b 4 sionamos en la caracterizacion de las
o . s .
% 40 TIMs de algunos organismos parasi-
2 / tos, con la idea de disefiar compues-
E 201 /‘ tos que las inhibieran de manera es-
.,0 pecie-especifica. La TIM fue el tema
0)-—e ) .
# . . . . , de estudio del Dr. Gdmez Puyou du-
0.02 3 4 5 6 7

rante sus ultimos afios. Muchos de
sus estudiantes nos formamos con
ella, creando un grupo importante
de “TIMdlogos”. Sin duda, otro gran legado de nuestro querido y entrafiable Doctor Pu-
you, como lo llamamos sus estudiantes, colaboradores y amigos. 3¢

Agua (viv)
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