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Capitulo 1



1.1 Introduccién

Hoy en dia, d desciframiento del cddigo de plegamiento de las proteinas es uno de
los temas mas estudiados, ya que por su importancia se le ha denominado la segunda mitad
del codigo genético (1). Consiste en la interpretacion de la informacion contenida en la
secuencia de aminoacidos (estructura primariad) para construir la conformacion
tridimensional de una proteina. Esta estructura tridimensional, altamente especifica, es la

[lamada estructura nativa, la cual posee la actividad biol égica de la proteina.

A pesar de un gran nimero de trabgjos de investigacion en € tema, la mayor parte
del codigo de plegamiento permanece aln indescifrado. Aunque se sabe que dicho cédigo
esta regido por aspectos termodinamicos (2, 3), hasta la fecha se desconoce como € arreglo
de aminoé&cidos dicta la estructura nativa de la proteina.  El estudio de la estabilidad
termodinamica de las proteinas proporciona informacién muy importante, que puede ser

empleada en € trabgjo de desciframiento del codigo de plegamiento (4).

Al proceso por € cud es dterada la conformacién nativa de una proteina se le
denomina desnaturalizacion, y puede ser inducido por cambios en los valores de pH, fuerza
idnica, por la presencia de sales inorganicas o disolventes organicos o por la variacion en la
temperatura (5). El proceso de desnaturalizacion puede estudiarse observando los cambios
gue ocurren en diferentes propiedades de la proteina, tales como caracteristicas
espectroscopicas 0 actividad bioldgica. Entre las técnicas utilizadas para los estudios de

desnaturalizacion tenemos: protedlisis, pérdida de la actividad enzimatica, cromatografia de
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exclusion, flourescencia, espectroscopia diferencial ultravioleta, resonancia magnética

nuclear, dicroismo circular y calorimetria diferencial de barrido (6).

En € estudio de la estabilidad termodinamica de las proteinas, los principales
resultados obtenidos indican que la desnaturalizacion de proteinas pequefias (masa
molecular menor a 35 000 Da) es generalmente un proceso reversible de una sola etapa, que
involucra dos estados termodindmicos estables, & estado nativo y € estado
desnaturalizado. (7, 8). En estos casos es posible caracterizar termodindmicamente €l
proceso de desnaturalizacion a través de la determinacion de los cambios de entalpia,
energia libre, entropia y capacidad calorifica (4, 7, 9). El proceso de desnaturalizacion
puede estudiarse en condiciones de equilibrio, bgjo las cuales la transicién es reversible; la
informacion que se obtiene a partir de estos estudios sirve también, para interpretar €

proceso de adquisicion de la estructura nativa (10).

Para proteinas de masa molecular mayor a 35 000 Da se ha observado que €
proceso de desnaturalizacion es més complgjo, ya que se pueden detectar especies
intermediarias estables (11, 12). Ademas, dicho proceso incrementa su complgidad en €
caso de proteinas oligoméricas (13); sin embargo, es necesario trabagjar con estos sistemas,
ya que la mayoria de las proteinas involucradas en los fendmenos biol gicos caen dentro de

este grupo de proteinas.

La calorimetria diferencia de barrido se ha utilizado ampliamente en las Ultimas dos
décadas para € estudio de las transiciones térmicas en proteinas. Esta técnica proporciona

informacion sobre la energia y mecanismo del proceso de plegamiento/desplegamiento de
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las proteinas (7). Por gjemplo, la caorimetria diferencia de barrido, permite probar la
validez del moddlo de dos estados para € andlisis de la desnaturalizacion térmica de una
proteina. Esta prueba se basa en la comparacion del cambio en la entalpia caorimétrica,
DHc4, con la entapia de van't Hoff, DH,y, determinada de la dependencia de la constante
de equilibrio con la temperatura (9, 14). Se ha observado que para muchas proteinas
globulares pequefias € proceso de desnaturalizaciéon es simple, teniendo como resultado
gue lardacion DHcy/DHyy , esigua al (7, 9). Sin embargo, proteinas con multidominios
muestran procesos mas complejos en su desnaturalizacion, donde dos 0 més transiciones
individuales de dos estados pueden estar presentes (15,16). Para procesos gque se desvian
del modelo de dos estados se observa que la relacién DHc,/DH\  €s mucho mayor que la
unidad, mas aln, se considera que dicha relacion establece € nuimero de regiones
cooperativas, dominios termodinamicos, que estan presentes en la macromolécula (7,15).
Este tipo de andlisis, sin embargo, solamente es posible cuando la transicion es reversible y
no estd controlada cinéticamente. Cuando hay irreversibilidad en € proceso de
desnaturalizacién, es necesario realizar un estudio calorimétrico méas completo para poder

extraer ciertainformacion termodinamica.

12



1.2  Proteinasas acidas

Las proteinasas acidas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
tanto en plantas, como en animales y microorganismos. Se consideran  proteinasas
&cidas a aguellas enzimas proteoliticas que:
) Su pH Optimo se encuentraen laregion de pH de2 a5
i) Son insensibles a diisopropilfosfofluoridato (DFP)
iii) Son insensibles a agentes metdicos quel atantes

iv) Son insensibles a venenos sulfhidrilicos.

A este tipo de enzimas corresponden, por gemplo, la pepsina y renina de origen
anima (18-21). La caracteristica principal de estas enzimas es su especificidad hacia la
hidrélisis de ciertos enlaces peptidicos, principamente: Glu-Asn, Glu-Lys, Asp-Pro, Phe-
Phe, Ala-Leu, Ser-Thr, Phe-Tyr (60), lo que permite su utilizacion en € cuajado de la

leche, sin continuar con una protedlisis extensiva de los fragmentos de caseina (19, 21).

La mayor parte de las proteinasas &cidas de origen microbiano se obtienen de forma
extracelular, a partir de sus medios de cultivo. Se encuentran ampliamente distribuidas en
diferentes organismos correspondientes a los géneros. Aspergillus, Penicillium, Rhizopus,
Paecilomyces y Trametes. Los procedimientos de purificacion de estas enzimas se basan en
varias combinaciones de precipitacion fraccionada, extraccion con disolventes, filtracidon en
gel, cromatografia de intercambio idnico y electroforesis. Las etapas de purificacion
generalmente se llevan a cabo en la zona de pH donde estas enzimas presentan su actividad

proteolitica, es decir, en intervalos de pH de 2 a 6.
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En genera, las proteinasas acidas de origen microbiano, presentan las siguientes
propiedades. El contenido de aminoacidos bésicos es menor que € de aminoacidos
acidos, lo que origina € fuerte caracter &cido de la proteina. Los puntos isoel éctricos para la
mayoria de las proteinasas &cidas se encuentran en valores de pH de 3 a 3.8 (22, 23). Tanto
las proteinasas &cidas microbianas, como las de origen animal, tienen un tota de
aminoéacidos que varia entre 290 y 340 residuos, con una masa molecular promedio de 35
000 a42 000 Da. El contenido de cisteina y metionina es menor que en las pepsinas
(24). No se ha observado que contengan fosforo inorganico, mientras que la pepsina tiene
un grupo fosfato por molécula. La especificidad es principamente hacia la hidrélisis de

enlaces peptidicos, especialmente |os adyacentes a aanina, leucinay tirosina

El stio activo de las proteinasas acidas se caracteriza por la presencia de dos
residuos de é&cido aspértico, uno de los cuaes es sensible a compuestos epodxicos (25)
mientras que e otro es sensible a compuestos diazo en presencia de Cu?* (26), produciendo

ambos tipos de compuestos inhibicion en la actividad catalitica.

Estudios por difraccion de rayos X, revelan que las proteinasas é&cidas de
Penicillium jantinellum, Rhizopus chinenesis y |a pepsina, poseen estructura secundaria 'y
terciaia muy sSimilares (27-29). La estructura molecular presenta dos |ébulos
aproximadamente del mismo tamafio. En uno de los I6bulos se encuentra € extremo N-
termina y en € otro € extremo C-terminal. La molécula completa presenta, esenciamente,
estructura de hoja b-antiparalela. Solamente se observan tres o cuatro regiones helicoidales

de1.5a2.5giros (30).
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En estudios de la desnaturalizacion térmica de la pepsina (a diferentes valores de pH),
por microcalorimetria diferencia de barrido, Privalov et a. (16) observaron que € proceso
de desnaturalizacion es complgo y que ocurre en dos digtintas etapas a diferentes
temperaturas, siendo € dominio correspondiente a I6bulo C-terminad € maés estable y
presentando ademés reversibilidad. El andlisis de las transiciones calorimétricas mostro que
cada dominio estructural de la molécula de pepsina consta de dos unidades cooperativas 0
dominios energéticos quasi-independientes. Makarov et a. (59), han sugerido que €
nimero de regiones cooperativas o dominios energéticos en la pepsina son funcion del pH

del medio ambiente de la molécula

A la fecha, se han aidado varias proteinasas &cidas de Aspergilli, principalmente a
partir de Aspergillus saitoi (22), Aspergillus niger (31), Aspergillus awamori (32) y
Aspergillus oryzae (33). Los estudios reportados para estas enzimas son, principal mente,
sobre produccion, aidamiento y purificacion, algunas propiedades fisicas y su pefil de
actividad en funcién dd pH frente a caseina y hemoglobina. Sin embargo, no se ha
encontrado informacion sobre su estructura tridimensional o su estabilidad térmica, sobre
su mecanismo de desnaturalizacion en funcion de la temperatura. De dlas la mas estudiada

es la proteinasa acida de Aspergillus saitoi 0 aspergillopeptidasa A (34), la cual tiene una

1%
cm

masa molecular de 34 200 Da, un punto isoeléctrico de 3.6, una absorbencia especifica
= 13.15 y una composicion de aminoacidos de 283 a 289 residuos: Argy, Hiss, Lysi1, Tyriz.
18, Try1s, Phews, Cysi, Sergoas, Thras, LeUigoo, Ui, Vas, Glux, ASpasss, Glyaiz ,

Alay , Projp , amonia-amidags-32 (No contiene metionina).
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1.3  Objetivos
En este trabgjo se plantearon dos lineas de investigacion que aportaron informacion
sobre la estructura y la estabilidad de algunas proteinasas &cidas microbianas. Los objetivos

particulares que se perseguian eran los siguientes:

1.- Determinacion de la estructura secundaria, por dicroismo circular, de las proteinasas
acidas de Aspergillus awamori, Aspergillus niger y Aspergillus saitoi, y de la estabilidad

estructural y su relacion con la actividad enzimética en funcién del pH.

2.- Estudio de la desnaturalizacion térmica de la proteinasa &cida de Aspergillus saitoi
por dicroismo circular y calorimetria diferencial de barrido, para determinar € mecanismo
de desplegamiento y la posible existencia de algun intermediario estable durante €l proceso.
Asi mismo, a comparar los resultados obtenidos por dicroismo circular y calorimetria
diferencial de barrido, poder establecer la presencia de dominios termodinamicos en la

macromol écul a.
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Capitulo 2
Parte Experimental
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Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico (Merck, Alemania).

2.1 Enzimas

a] Proteinasas acidas de Aspergillus awamori y Aspergillus niger .

La proteinasas fueron producidas por una fermentacion en medio sdlido (Koji culture)
conteniendo harina de trigo (60g), soya desengrasada (40g) y cloruro de amonio (1g) (35).
La mezcla fue amasada con 70 ml de agua destilada y sometida a autoclave durante 30 min
a una presion de 30 psi. El pH del medio fue gjustado a un valor de 5.5, con HCl 1 M. Se
inoculé e medio con & microorganismo correspondiente: Aspergillus awamori cepa IFO
4888 y Aspergillus niger cepa ANH-15. La fermentacion se llevé a cabo en una columna de

vidrio (2.5 x 30 cm) por 36 horasa 30 °Cy un flujo deairede 4 |/h.

b] Proteinasa acida de Aspergillus saitoi.

La proteinasa se obtuvo de un extracto comercial (EC 3.4.23.6) de Sigma Chemica Co,
San LUisE.U.A.

18



2.2 Purificacion

al Aidamiento y purificacion de las proteinasas acidas de Aspergillus awamori y

Aspergillus niger .

En ambos casos |as proteinasas fueron extraidas del medio de cultivo (Koji culture), por
agitacion con 5 volumenes de regulador de Mcllvaine 0.1 M, pH 4 a 35 °C durante una
hora. Posteriormente, la mezcla de extraccion se dgjé en reposo durante 24 horas a4 °C, €
precipitado fue removido por filtracion a través de gasa, pape Whatman y celita 545. Las
Ultimas trazas de precipitado fueron eliminadas por centrifugacién a 3000 g durante 20 min

a4°C.

La enzima fue entonces precipitada, del sobrenadante, por adicion de etanol frio a una
concentracion final del 70 % en volumen. La enzima se dejo precipitar durante 24 horas a 4
°C. Laenzima precipitada fue separada por centrifugacion a 3000 g (0°C) durante 30 min'y
redisuelta en regulador de acetatos 0.05 M, pH 4.0.

Veinte mililitros de la disolucién anterior, conteniendo aproximadamente 2.5 mg de
proteina/ml, fueron aplicados a una columna de Ultrogel ACA 54 (25 x 74 cm)
(Pharmacia, Francia) acoplada a un colector de fracciones multirac 2111 (LKB), con bomba
peristdtica Varioperpex 2120 (LKB) y detector uvicord s 2138 (LKB). La columna fue
previamente equilibrada con regulador de acetatos 0.05 M, pH 4.0. La elucion (40 mi/h) se
llevd a cabo con € mismo regulador y las fracciones con actividad proteolitica fueron
unidas en una nueva fraccién, concentradas y recromatografiadas bgjo las mismas

condiciones.
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La purificacion final se llevd a cabo por intercambio iénico en cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC). Disoluciones de aproximadamente 1.5 mg de proteina/ml fueron
inyectadas en una columna Bio-Gel DEAE 5PW (0.75 x 7.5 cm) (Bio-Rad, E.U.A)),
acoplada a un cromatégrafo Varian 5020B. Los componentes proteicos fueron eluidos de la
columna con una velocidad de flujo de 1 ml/min empleando un gradiente lineal de Na Cl en

regulador de acetatos 0.05 M, pH 4.0.

b] Purificacion de la proteinasa écida de Aspergillus saitoi.

Un gramo del extracto comercial de la proteinasa &cida de Aspergillus saitoi fue disuelto
en 25 ml de regulador de fosfatos 0.05 M, pH 4.0, filtrado por membrana Millipore y
aplicado a una columna de filtracién en gd TSK-HW 50 F (25 x 54 cm) (Merck,
Alemania), acoplada a sistema de coleccidn. La columna fue equilibrada con regulador de
fosfatos 0.05 M, pH 4.0. La ducion se llevé a cabo en e mismo regulador y las fracciones
con actividad proteolitica fueron unidas en una nueva fraccion, concentradas vy

recromatografiadas bajo las mismas condiciones.

La purificacion fina se llevd a cabo por intercambio iénico en cromatografia
liquida de dta resolucion (HPLC). Disoluciones de un mililitro de aproximadamente 1.0
mg de proteina/ml fueron inyectadas en una columna Bio-Gel DEAE 5PW (0.75 x 7.5 cm)
(Bio-Rad, E.U.A.), acoplada a un cromatdgrafo Varian 9000. Los componentes proteicos
fueron eluidos de lacolumna con una velocidad de flujo de 0.7 ml/min empleando un

gradiente lineal de KCl en regulador de fosfatos 0.05 M, pH 4.0.
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2.3 Actividad proteolitica

La actividad proteolitica fue rutinariamente ensayada a pH 2.84 por una modificacién
ddd méodo de Anson (36), usando como sustrato hemoglobina (Sigma) a 2%
(desnaturalizada por calentamiento), en un regulador universal 0.05 M (0.05 M de acido
acético, 0.05 M de acido bérico y 0.05 M de acido fosforico) (37). Un mililitro de sustrato
fue incubado con 150 m de la disolucion de la enzima durante 10 minutos a 35 °C. La
reaccion fue detenida por adicion de 2 ml de &cido tricloroacético a 5 %. El precipitado
resultante fue removido por filtracion a través de papel filtro Whatman No. 40. La
absorbencia del sobrenadante fue medida a 280 nm en celdas de 1 cm de recorrido 6ptico.
Una unidad de actividad enzimética fue definida como la cantidad de enzima que produce

un aumento en 0.001 unidades de absorbencia por minuto, bago las condiciones del ensayo.

El efecto del pH en la actividad proteolitica frente a hemoglobina fue ensayado
similarmente en € intervalo de pH de 1 a 6. Se utilizd un regulador 0.05 M KCI/HCI para
preparar la hemoglobinaapH 1y 1.5, y e regulador universal parapH 2 a 6.

2.4 Determinacion de la concentracion de proteina

Durante las diferentes etapas de purificacion, la concentracion de proteina total fue
determinada por € método de Lowry (38). En los estudios decaracterizacion, actividad,
dicroismo circular y caorimetria diferencia de barrido la cantidad de proteina fue

caculada de la absorbencia a 280 nm.

a] Proteinasas acidas de Aspergillus awamori y Aspergillus niger.

Para estas enzimas se determind la absorbencia especifica, A de 10.0, segin €

cm

método de Robinson (39).
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b] Proteinasa &cida de Aspergillus saitoi.

1%
cm

Para esta enzima se utilizé la absorbencia especifica, de 13.15, reportada por

Ichishimaet a (34).

2.5 Determinacion de car bohidratos

El contenido de carbohidratos (hexosas neutras) fue determinado por € método de

Dubois et al. (40).

2.6 Electroforesisen gel de poliacrilamida

Se cdculd la masa molecular a partir de electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS). Se utilizaron geles comerciales de 0.45 x 43 x
50 mm con un gradiente de poliacrilamida de 8-25 % en un sistema PhastSystem de

Pharmacia.

2.7 Dicroismo circular

L os espectros de dicroismo circular (DC) se obtuvieron en un espectropolarimetro Jasco
J500 A, calibrado con &cido (+)-10-canforsulfonico (41).
al Los espectros en la region dd ultravioleta Igano (195-250 nm), para la
determinacion dd contenido de estructura secundaria y € estudio del cambio
conformaciona en funcién del pH, se redizaron a 25 °C y en una celda con recorrido
Optico de 0.05 cm. Las concentraciones de proteina utilizadas fueron: 0.358 mg/ml para

Aspergillus awamori, 0.425 mg/ml para Aspergillus niger y Aspergillus saitoi.
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Disoluciones de cada una de las enzimas utilizadas en estos estudios, fueron iniciadmente
didizadas frente a agua desionizada (pH final 4.5). La variacion del pH se reaizd por
adicion deNaOH 1 M o HCl 1 M.

L os espectros de dicroismo circular son reportados como elipticidad por residuo medio |
dm.w.rl, la cual fue calculada utilizando una masa molecular de 110 por residuo para las
proteinasas &cidas de Aspergillus awamori y Aspergillus niger y de 117 por residuo parala
proteinasa é&cida de Aspergillus saitoi (34). El contenido de estructura secundaria
determinado a partir de los espectros de DC se realiz6 por € método de Perczel et a (42),
utilizando € programa LINCOMB.

b] Para los estudios de desnaturalizacion térmica por dicroismo circular, se €igio la
proteasa acida de Aspergillus saitoi; se utilizaron disoluciones de la enzima (0.282 mg/ml)
en regulador de fosfatos 0.05 M, pH 5.0. Para la obtencidn de los espectros se empled una
celda de 0.1 cm de recorrido Optico, con chaqueta de circulacion de agua y un bafio
HAAKE-NK 22 para el control de latemperatura. Se midio directamente la temperatura en
la celda con un termémetro digital (Cole-Parmer modelo 8402-20). La desnaturalizacién
térmica se siguio por € cambio en la elipticidad a 230 nm. El cambio de temperatura en la
muestra (de 25 °C a 80 °C), se redlizd a velocidad de calentamiento constante. Se
seleccionaron velocidades de calentamiento de 0.086 a 1.5 K/min (con una precision de +
0.02 K/min). Las €lipticidades observadas fueron transformadas a fraccion aparente de

proteina desnaturalizada, fp app, Usando larelacion:

QT' QN

QD'QN

fD,app =
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donde:

Qn €lipticidad del estado nativo

Qp dipticidad del estado desnaturalizado
Qr dipticidad alatemperatura T

La reversibilidad de la transicion  se estudié también por € cambio en la dipticidad a
230 nm. El incremento de la temperatura en la muestra se realizo a velocidad constante, 1.5
K/min, desde 25 °C hasta la temperatura T' y, entonces la disolucion fue enfriada
rapidamente (10 K/min) hasta 25 °C. La diferencia de la dipticidad observada (a T') con
respecto a la elipticidad de la proteina nativa dividida por la diferencia de la eipticidad del
estado desnaturalizado y la elipticidad del estado nativo a la temperatura T’ (calculada a
partir de las curvas de transicion), se expresO como la fraccion de proteina

irreversiblemente desnaturalizada,

f QT' - QN
Dem. = (QD - QN)T‘

2.8 Calorimetria diferencial de barrido

Los estudios calorimétricos se realizaron para la proteinasa acida de Aspergillus saitoi
en un microcalorimetro diferencia de barrido MicroCal MC2 (Microca, Northampton,
MA, USA). Se utilizaron disoluciones de 1 a 1.3 mg de enzima/ml, diaizadas frente a
regulador de fosfatos 0.05 M, pH 5.0. Todas las disoluciones fueron desgasificadas al
vacio durante 20 min; posteriormente, & pH y la concentracién de la enzima fueron
verificados y la disolucion depositada en la celda de trabajo del calorimetro. En la otra
celda se deposito regulador de fosfatos 0.05 M, pH 5.0. Las endotermas calorimétricas se
obtuvieron a velocidades de barrido de 0.6, 0.9 y 1.25 K/min, bgjo una presion total de 2.0

Kg/cm2. Se redlizaron corridas regulador-regulador, bagjo las mismas condiciones que las
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muestras proteicas, para restarlas de las endotermas de la muestra. Las curvas de capacidad
caorifica de exceso se obtuvieron por substraccion de lineas bases sigmoidales. La
colecciéon de datos y € andlisis de los mismos se redizo utilizando € software DA-2 y

Origin de Microcal.
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Capitulo 3
Tratamiento de Datos
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3.1 Modelo de dos estaso

Asumiendo un modelo de dos estados para la desnaturalizacion reversible de una
proteina, podemos andlizar los datos de algun pardmetro fisico (f), que pueda sufrir un
cambio debido a la modificacion de la conformacién de la proteina al pasar del  estado
nativo (N) a estado desnaturalizado (D), y a partir de dichos datos calcular la constante de

equilibrio del proceso:

N® D (1)

« =Pl 2

[N]

0 bien en términos de la fraccion nativa (fy ) y de la fraccion desnaturalizada (fp ) de
proteina:
K= fD/fN: fD/(l- fD) (3)

siendo:
fn+fp=1 (4)

fo puede determinarse experimentalmente s se mide dicha propiedad fisica(f ), en funcién
de la temperatura, para el estado nativo (f ), € estado desnaturalizado (f p) y en cualquier

punto de latransicion, alatemperatura T(f 1),

fo=(Ffr-fn)/(fo -fn) (5)
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Bao este esquema la proteina  posee solamente dos estados termodinamicos
macroscopicos, € estado nativo y € estado desnaturalizado. La constante de equilibrio se

puede expresar como:

K:(fT-fN)/(fD-fT) (6)

L os parametros termodinamicos DG°, DH® y DS® se pueden obtener a partir de:

°=-RTInK (7)
HInK 0O

DH°=-R - 8

g‘ﬂl/T Bp ®)

DS = (DH° - DG°) /T 9)

y e cambio en la capacidad caorifica a presion constante, DC‘;, esta dado por:

06 05
Dc?g:gﬂDH + _ 1 &1bS * (10)
ST 5 6T 5

El andlisis del proceso utilizando € modelo de dos estados es Util aun cuando el
mecanismo de la transiciobn no corresponda exactamente a dicho modelo. En tales
condiciones, se obtienen valores aparentes tanto de la constante de equilibrio (Kapp), cOmo

de | as propi edades termodinamicas.
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3.2 Modelos para procesosirreversibles

La desnaturaizacion térmica de muchas proteinas es irreversible. Para explicar los

cambios ocurridos en dicho proceso se ha utilizado el modelo de dos estados:

N %5%® D (11)

donde N representa e estado nativo y D e estado desnaturaizado irreversible de la
proteina, siendo kapp |a constante de velocidad aparente de primer orden, que cambia con la
temperatura segun la ecuacion de Arrhenius.

Sanchez-Ruiz et a (43) derivaron varios métodos para calcular la energia de
activacion aparente, Eapp , del proceso, a partir del andlisis de curvas calorimétricas. Dos de
estos métodos pueden ser adaptados para utilizar la informacién de los estudios por
dicroismo circular.

El primero relaciona la temperatura media (T, ) de la curva de transicion dd estado

nativo al estado desnaturalizado, con la velocidad de caentamiento, v:

v _ AE E
Ih—=ln— - — (12)
T R RT,
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donde A esel factor pre-exponencia de la ecuacion de Arrhenius. Por |0 que, apartir de un

grafico dd In— enfuncion de /T, seobtendrd unalinearecta con pendiente igual

2

T

a- E/R

El segundo método relaciona la fraccion de proteina en € estado nativo, fy , la
constante de velocidad aparente de la reaccion, kapp, en funcion de la temperatura y la

velocidad de calentamiento v:

dinf, kg, A -E

aT T TR =

entonces, a partir de un grafico del  In kapp en funcion de /T se obtendra una linea recta

con pendiente igual a-E/R.

Un segundo modelo que explica la desnaturalizacion irreversible de una proteina es
el de Lumry-Eyring, (44) € cua involucra la presencia de un estado desdoblado (U),

ademés del estado nativo (N) y € estado desnaturalizado irreversible (D)

N® U ® D (14)

con:.
K= fU / fN (15)
fN+ fU + fD =1 (16)
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Donde K es la constante de equilibrio paralatransicion de N aU, k la constante de
velocidad de primer orden, para lareaccién de U a D, que varia con la temperatura segun la
ecuacion de Arrhenius, fy eslafraccidon nativa, fy lafraccion del estado desdoblado y fp
la fraccion de proteina desnaturalizada irreversiblemente. Por lo tanto, a aplicar este
modelo a la desnaturalizacion térmica de una proteina que presente un intermediario
estable, se podria, en principio, calcular de manera directa la entalpia de van't Hoff para la

reaccion reversible, si fueraposible estimar losvaloresde fy y fu avarias temperaturas.
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Capitulo 4
Caracterizacion por
Dicroismo Circular delas
Proteinasas Acidas de
Aspergillus awamorl,
Apergillusniger y
Aspergillus saitol
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4.1 Purificacion
4.1.1 Proteinasas acidas de Aspergillus awamori y Aspergillus niger.

Los extractos obtenidos a final de la fermentacion tuvieron una actividad especifica de
290 a 340 U/mg. La precipitacion con etanol a 70 % aumentd la pureza en factores de 2.9 a
3.7. En lafigura 1A, se muestra €l patrén de elucion, en regulador de acetatos pH 4.0, de la
filtracion en gel para la proteinasa &cida de Aspergillus niger; las fracciones con actividad
proteolitica (1 242 U/mg) fueron unidas y recromatografiadas bajo las mismas condiciones.
En este caso la enzima se eluy6 de la columna mostrando un perfil mas definido (figura
1B). Las fracciones con actividad proteolitica (1 800 U/mg), marcadas entre barras en la
figura 1B, fueron colectadas, concentradas a aproximadamente 1.5 mg/ml e inyectadas ala
columna de DEAE-5PW. La figura 2 representa € patron de €lucion, en regulador de
acetatos pH 4.0, para la cromatografia de intercambio anidnico de alta resolucion. Solo
uno de los componentes separados fue activo, con actividad especifica de 5 500 U/mg, los
otros materiadles eluidos no presentaron actividad proteolitica. Resultados similares se
obtuvieron durante la purificacion de la proteinasa &cida de Aspergillus awamori, en cuyo
caso la actividad especifica de la enzima pura fue de 4 900 U/mg. Las actividades
especificas para estas enzimas son similares a las reportadas para otras proteinasas acidas
asparticas, tales como pepsina (45) (4 000 U/mg) y proteinasa Il de Mucor renninus (46)
(5 500 U/mg). La homogeneidad de las enzimas purificadas fue determinada por
electroforesis convencional en gel de poliacrilamida, en ausencia y presencia de

dodecilsulfato de sodio, observandose una sola banda en cada caso.
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Figura 1.

Cromatografia de filfracion en gel del exiracto crude obtenide por
precipitacién con etanol, de la proteinasa dcida Aspergilus niger. [A) 20 ml de la
disolucion de la proteina | aproximadamente 2.5 mg/ml), fueren inyectados en una
columna de Ultrogel ACA 54 (2.5 x 74 cm) y eluida con regulador de acetatos 0.1 M. pH
4.0. [B) Las fracciones colectadas en (A] con actividad especifica mayores que 400 Ufmg
fueron unidas en una sola fraccion, y recromatografiada bajo las mismas condiciones, La

linea sodlida representa la absorbencia a 280 nm vy la linea punteada la actividad
prateclitica,




0.600 1 i
4100

280 nm

<< 0.300

% M NaCl

Volumen de elucion (ml)

Figura 2.

Purificacion de la proteinasa de Aspergilus niger por cromatografio de
intercambio anionico de alta resolucion. El material marcado por las barras en la Figura
1 B fue concentrado e inyectado en una columna de DEAE 5-PW (0.75 x 7.5 cm) vy eluido
con un gradiente lineal (linea punteada) de NaCl en regulador de acetatos 0.05 M, pH
4. Los componentes proteicos presentes en el volumen elvido fueron detectados por
medicion de la absorbencia a 280 nm (linea solida). La flecha indica el componente con
actividad proteolitica.
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4.1.2 Proteinasa acida de Aspergillus saitoi

En la figura 3, se muestra € patron de elucion, en regulador de fosfatos pH 4.0,
para la filtracion en gel del extracto comercial de la proteasa acida de Aspergillus saitoi.
Las fracciones con actividad proteolitica (4 826 U/mg) fueron unidas y recromatografiadas
bgjo las mismas condiciones. Las nuevas fracciones con actividad proteolitica (5 175
U/mg) fueron colectadas y concentradas hasta aproximadamente 1.3 mg/ml e inyectadas en
la columna de DEAE-5PW. La figura 4 representa e patréon de elucion, en regulador de
fosfatos pH 4.0, para la cromatografia de intercambio anionico de ata resolucion; se
observa un solo pico con actividad especifica de 8 278 U/mg. Se observd una sola banda en
electroforesis convenciona en gel de poliacrilamida, tanto en ausencia como en presencia
de dodecilsulfato de sodio, de donde se deduce que la enzima fue purificada a

homogeneidad.
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Figura 3.

Cromatografia de fillracion en gel, del extracto comercial de la proteinasa acida
Asoergilus saifel, 1 g del extracto comercial, fue disuelto en 25 ml de regulador de
fosfatos 0.05 M, pH 4.0. La disolucion de la proteina fue inyectada en una columna TSK-
HW 50 F (2.5 x 54 cm) vy eluida con regulador de fosfatos 0.05 M, pH 4.0. Las fracciones
colectadas con actividad especifica mayor gue 1000 U/mg fueron unidas en una sola
fraccién, v recromatografiada bajo las mismas condiciones. La linea solida representa la
absorbencia a 280 nm vy la linea punteada la actividad proteolitica,
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Figura 4.
Purificacion de la proteinasa de Aspergilus saifol por cromatografia de

intercambio aniénico de alta resclucion. Un mililitro (con una concentracion de 1 mg/ml)
del material obtenido de filtracién en gel, fue inyectado en una columna de DEAE 5-PW
(0.75 % 7.5 c¢m) y eluvide con un gradiente lineal (linea punteada) de KCl en regulador de
fosfatos 0.05 M, pH 4.0. Los componentes proteicos presentes en el volumen eluide fueran
detectados por medicion de la absorbencia a 280 nm (linea solida). La flecha indica el

componente con actividad proteclitica.
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4.2 M asas moleculares

Las proteinasas de Aspergillus niger y Aspergillus awamori mostraron solamente una
banda cuando fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato de sodio (SDS), figura 5. De las movilidades eectroforéticas, determinadas

densitométricamente, se estimaron las masas moleculares (Tablal)

Tablal.
enzima masa molecular
Daltones
Aspergillus awamori 45 000 = 1000
Aspergillus niger 44 500 + 1000
Aspergillus saitoi 34 100 £ 1000
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Figura 5.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio
(SD3S), para las proteinasas acidas de Aspergilius niger y Aspergilus awamori, purificadas
por intercambic aniénice., Carril 1 vy 4 proteinas patron: a) fosforilasa b, 94 kDa, b)
albuming, &7 kDa, c)ovoalbUming, 43 kDa, d} anhidrasa carbénica, 30 kDa, e} inhibidor
de fripsina, 20 kDa v f] a-lactoalbumina, 14.4 kDa. Carril 2 proteinasa acida de Aspergilus
niger (0.2 mg/ml). Carril 2 proteinasa acida de Aspergilus awamod (0.1 mg/ml).



4.3 Contenido de carbohidratos

El andlisis de carbohidratos mostré que la proteinasa écida de Aspergillus awamori
contiene 16 % en peso de hexosas neutras (con respecto a glucosa), mientras que las
enzimas de Aspergillus niger y Aspergillus saitoi presentaron cantidades insignificantes de
estos azucares (< 3 %). Tal diferencia en € contenido de hexosas parece ser algo raro sobre
todo en las enzimas de masa molecular semgjante. Sin embargo, es sabido que la presencia
y naturaleza quimica de los carbohidratos ligados a las proteinasas acidas varia de
organismo a organismo, dependiendo de las condiciones en las que la enzima es producida
(47). De este modo, es posible que carbohidratos presentes en las proteinasas de
Aspergillus niger y Aspergillus saitoi no puedan ser detectados por € método de Dubois et

al. (40) .

44  Dicroismo circular

La figura 6 muestra los espectros de dicroismo circular, DC, a pH 4.5 de las tres
proteinas purificadas. Y a que la regién espectral estudiada (190 a 250 nm) corresponde a la
zona en la que €l espectro de DC de una proteina es un reflgjo de su estructura secundaria
(48, 49), podemos establecer que €l parecido de las curvas mostradas en la figura 6 indica
gue las tres enzimas presentan un patron similar de plegamiento. Ademés, las principales
caracteristicas espectrales de las enzimas de Aspergilli: una banda ancha negativa a 213-
214 nm, y dos picos positivos a 197 y 230 nm, han sido también observadas en los

espectros de DC de la penicillopepsina (50). Estos resultados sugieren fuertemente que las
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proteinasas de Aspergillus awamori, Aspergillus niger y Aspergillus saitoi, presentan el
patrén estructural tipico de las proteinasas écidas

El méodo LINCOMB (42) fue utilizado para estimar €l contenido de estructuras
secundarias de las proteinasas acidas. Este método se €igié debido a que contiene en su
base de espectros de dicroismo circular, proteinas con alto contenido de hoja b-plegada,
tales como penicillopepsina, pepsindgeno, inmunoglobulina C, concanavaina A, y ¢l
cristalina. El andlisis de los espectros experimentales di6 las curvas calculadas (figura 6)
gue reproducen los espectros observados con un error promedio de aproximadamente 300
grados cm® dmol ™. En latabla Il, se muestra el porciento de contribuciones relativas de
estructura secundaria y de cromoforos no-peptidicos a las curvas de DC de las proteinasas
&cidas.

Como se puede observar, la hoja b-antiparalela aparece como € principa tipo de
estructura regular en la conformacion de las enzimas, mientras que la a hélice tiene
solamente una participacion minoritaria en la estructura secundaria de estas enzimas. Es
importante hacer notar la alta contribucién de grupos no-peptidicos (residuos aromaticos y
puentes disulfuro) en los espectros de DC, de acuerdo con la gran magnitud del pico

observado hacia 230 nm (figura 6).

42



TABLA I

Porciento de contribuciones relativas de estructura secundaria y cromoforos no-peptidicos
delas curvas de DC de las proteinasas écidas.

enzima a-hédice hojab no-peptidicos | estructura
antiparalela irregular
Aspergillus 49 19.1 50.8 25.2
niger
Aspergillus 4.0 22.5 48.3 25.2
awamori
Aspergillus 5.6 14.7 52.5 27.2
Saitoi
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Figura &.

Espectros de dicrolsmo circular para: [(A) proteinasa acida de Aspergiius niger, |B)
profeinasa acida de Aspergilus awamor v |C) proteinasa dcida de Aspergilus saifol a

pH 4.5, | J, curva experimental; (- -- - - - | curva reconstruida a partir del andlisis de
estructuras secundarias por el metodo de LINCOME [42].
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4.5 Efecto dd pH en la actividad y confor macién de las proteinasas

En lafigura 7 se muestra la influencia del pH en la actividad proteolitica de las tres
proteinasas frente a hemoglobina. EI méaximo de actividad de las enzimas de Aspergillus
awamori y Aspergillus saitoi ocurre a pH 2.9, mientras que para la enzima de Aspergillus
niger ocurre a pH 2.3. La regién de pH donde estas enzimas son activas es tipica de las
proteinasas &cidas. Variaciones en & pH Optimo, de especie a especie, han sido observadas

para otras proteinasas fungicas (46, 51, 52).

El efecto del pH en la conformacion de las proteinasas fue estudiado por monitoreo
deladipticidad a 197 y 230 nm, en laregion de pH de 1.5 a6.5. A valores superiores a pH
4.5 las enzimas sufren un cambio conformaciona que es reflggado en la magnitud de sus
picos espectrales a las dos longitudes de onda estudiadas (figura 8A y 8B). En contraste
una significativa diferencia en el comportamiento de estas enzimas fue observado a valores
menores a pH 3. En la proteinasa acida de Aspergillus niger, € perfil de los cambios de DC
a 197 nm es notablemente desplazado hacia valores de pH menores (Figura 8A). Estos
resultados concuerdan con las curvas de actividad-pH (ver figura 7), lo que sugiere que la
pérdida de actividad que ocurre cuando € pH es disminuido es debido a un cambio

conformacional mayor.
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Ffeclo del pH en la elipicidad de las proteinasas acidas. Los cambios en
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Efecto del pH en lo elipicidad de las proteinasas acidas. Los cambios en

dicroismo circular fueron monitorieados a o 230 nm. |—0—) proteinasa de Aspergiius

M. ...} proteinasa de Aspergilss niger Y [--- A - - - proleinasa de

cwamod .. .
tados como porcentaje respecio al

Aspergilus saifol. Los valores de elipticidad son repor
valor a pH 4.5

49



Capitulo 5
Desnaturalizacion Tér mica
dela Proteinasa Acida de
Aspergillus saitol
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5.1 Dicroismo circular

El espectro de DC de la proteinasa &cida de Aspergillus saitoi apH 5y 25
°C se muestra en la figura 9. Los picos positivos a 197 y 230 nm, asi como la
banda negativa centrada hacia 213 nm, son caracteristicos de la proteinasas
&cidas fungicas (seccion 4.4). En € intervalo de pH de 2.5 a5.5 |laforma de
los espectros es similar, variando solamente las magnitudes espectrales. Sin
embargo, fuera de esta zona, la forma del espectro varia drasticamente,
indicando que modificaciones conformacionales de importancia tienen lugar
bajo estas condiciones. Considerando esta region de estabilidad, se decidio
realizar los estudios de desnaturalizacion térmica a pH 5.0 ya que la actividad
enzimética de la proteinasa fue cercana a cero a este pH, 1o que evita €l riesgo

de autohidrolisis como fuente de irreversibilidad.
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5.2 Efecto de la velocidad de calentamiento en la desnaturalizacion

térmica

A 80 °C (pH 5.0) € espectro de DC de la proteinasa (figura 9) presenta
las caracteristicas tipicas del espectro de proteinas desnaturalizadas por
calentamiento (53). Sin duda, la enzima pierde su estructura nativa a 80 °C.
Se observa, especialmente, una gran variacion en la sefid de DC a 230 nm en
funcién del caentamiento de la muestra, por lo que las mediciones de
eipticidad a esta longitud de onda son muy apropiadas para seguir € proceso
de desnaturalizacion térmica de la enzima. La figura 10, muestra las curvas de
transicion térmica seguidas a diferentes velocidades de calentamiento, por
monitoreo de la elipticidad a 230 nm. En la Tabla I1l se muestran los valores
para la velocidad de barrido y la temperatura media de cada transiciéon de la
figura 10. En agunos experimentos la transicién se siguié a 197 nm; las
curvas resultantes son completamente superponibles a las de la figura 10, lo
que indica que en ambas longitudes de onda la sefia de DC, monitoreo el

MIiSMO Proceso.
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TABLA III.

VELOCIDAD DE BARRIDO| Tnm
(K/min) (K)

0.086 3305

0.2 332.9

0.4 334.1

0.7 3365

1.0 336.8

12 3385

15 339.0

Como se observa en la figura 10, la transicion de la desnaturalizacion
fue fuertemente dependiente de la velocidad de calentamiento, como es de
esperarse para un proceso de desplegamiento que se encuentra bao control
cinético debido a la presencia de una reaccion irreversible (54-56). Asi mismo,
las muestras que fueron calentadas a temperaturas superiores a 75 °C
(temperatura a la cual la transicion habia sido completada) no mostraron
reversibilidad de la sefial de DC cuando fueron enfriadas a 25 °C. Después de

permanecer algunos minutos las muestras a dicha temperatura, se observo
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turbidez en las disoluciones. Esto sugiere que la irreversibilidad puede estar
asociada con agregacion de la proteina desdoblada.

Desde € punto de vista del caracter irreversible de la desnaturalizacion
térmica de la proteinasa é&cida, se andizaron las curvas de transicion en

términos de un modelo simple de dos estados.

N %Sme D (11)

donde N representa €l estado nativo y D el estado desnaturalizado irreversible
de la proteina, siendo kapp la constante de velocidad aparente de primer orden
gue cambia con la temperatura segun la ecuacion de Arrhenius. La ecuacion
12 puede ser utilizada para andlizar las curvas de transicién para la

desnaturalizaciéon térmica de la proteinasa &cida, considerando un modelo

irreversible de dos estados. Por lo tanto, se construy6 un diagrama de |nlz en
Tm

funcion de UT,,, (apartir de las curvas de transicion, figura 10) en donde se
observa, figura 11, una apreciable curvatura, o que sugiere que la ks, no esla
constante de velocidad de una reaccion elemental. En contrapunto, utilizando
el segundo método para calcular la energia de activacion del proceso, ecuacion

13, apartir delos
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valores de ki determinados de un grafico de In fy enfuncion de la
temperatura (figura 12), y construyendo un diagrama de Arrhenius con In kap,
en funcion de VT se obtuvo una linea recta de donde Eyy, €s 286 kJmol
(figura 13). Por lo tanto, se observa una discrepancia en los resultados de los
diagramas para el célculo de la energia de activacion; € primer método, figura
11, no permite explicar que la desnaturalizacion térmica de la proteinasa écida
de Aspergillus saitoi sea un proceso que siga un modelo irreversible de dos
estados, mientras que € segundo método, figura 13, indica que la
desnaturalizacion si cumple dicho modelo.

Para explicar e comportamiento observado se considera que la
desnaturalizacion térmica de la proteinasa &cida de Aspergillus saitoi sigue un
mecanismo ddl tipo Lumry-Eyring (44) (seccion 3.2):

N® U ® D (14)

=

Donde K es la constante de equilibrio para la transicion del estado
nativo (N) al estado desdoblado (U), k la constante de velocidad de primer
orden, para la reaccion del estado desdoblado (U) a estado desdoblado

irreversible (D), que varia con latemperatura segun la ecuacion de Arrhenius.
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Diagrama de Arhenius para el modelo ireversible de dos estades. La energia de
octivacion aparente, Eanp . e 286 kifmol. (La ordenada al origen es In & = 100).
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5.3 Célculodelaentalpiadevant't Hoff, paralareacciéon reversible

del modelo de Lumry-Eyring

Se ha observado que las curvas de calorimetria diferencial de barrido
(56, 57) para proteinas que se comportan segin e modelo de Lumry-Eyring
son fuertemente afectadas por la velocidad de calentamiento. Por supuesto,
este efecto también puede ser observado en curvas de transicién, seguidas por
monitoreo de la dlipticidad, en funcion de la temperatura. Sin embargo, s
asumimos que € equilibrio siempre estd presente, cierta informacion
termodindmica del proceso reversible de N a U podra ser obtenida por
extrapolaciéon a velocidad infinita de calentamiento (56, 58). En particular, se

puede demostrar (ver apéndice A) que la entalpia aparente de van't Hoff,

definida por:
dinkK, DH ..
PP - _ _—___vham (17)
di1/T R
fDapp
Kw = 7. 1 (18)
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sigue una dependencia aproximadamente lineal de 1/v, cuando 1/v tiende a
cero,

DHyH app > RT 2k X1/ v)+DH 4 (19)

Por lo tanto, la extrapolacion de DHyapp @ /v = O daréa la entapia de
equilibrio de van't Hoff, DH,y . La figura 14 muestra este tipo de diagrama
para la desnaturalizacién de la proteinasa acida. Las entalpias aparentes de
van't Hoff fueron calculadas a partir de las curvas de transicion de la figura
10. Aunque la ecuacion 19 establece que los valores de la entalpia de van’'t
Hoff aparente, deben ser calculados a la misma temperatura, en la practica su
evaluacion a partir de cada una de las curvas de transicion no introduce errores
apreciables, ya que la entalpia de van't Hoff puede ser considerada constante
dentro del intervalo de temperatura estudiado. En la figura 14, los datos de
las velocidades de calentamiento mas altas fueron extrapolados linealmente

a 1l/v = 0, obteniéndose una ental pia de van't Hoff igual a 234 kJ/mol.
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velocidad de calentamiento infinite, cbieniéndose una entalpia de van't Holf de 234

kJfmaol.
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54 Estimacion directa de la entalpia de van't Hoff (DH )

El andlisis de datos descrito anteriormente se basa en la suposicion de
gue € comportamiento de la desnaturalizacion térmica de la proteinasa écida
sigue un modelo dd tipo Lumry-Eyring. Adicionalmente, para sustentar esta
suposicion, se pudo demostrar experimentalmente la presencia del estado
desplegado (U), e cua existe en equilibrio con € estado nativo (N). Se
observé que cuando la enzima se calentaba (a 1.5 K/min) hasta una
temperatura T’ y se enfriaba stbitamente (10 K/min) a 25 °C, el cambio en la
sefid de DC era considerablemente reversible (figura 15). Ademas s los
cambios de elipticidad son expresados como fp, 45p, (COMO en la figura 15) y
bajo la suposicion de que tanto € estado U, como € estado D muestran la
misma elipticidad, se tiene que: fp, opp = fo + fu, (fu es la fraccion de
proteina en el estado desdoblado, U, y fp lafraccidon de proteinaen € estado
desnaturalizado irreversiblemente D). Por lo tanto, cuando la muestra se
encuentra a unatemperatura T’ y es enfriada r@pidamente desde T’ hasta 25
°C , la extenson de la reversibilidad en fp, 4 , dara una estimacion
cuantitativa del valor de fy alatemperaturaT'. Adicionalmente, ya que fy
= 1 - fp, app » la constante de equilibrio para la reaccion reversible puede ser

calculada a partir de:



k=Tu- Ty (20)
fN (1- fD,app)

Para una serie de experimentos de enfriamiento stibito desde diferentes
T’, en la region de temperatura de la transicion, se determinaron los valores
correspondientes de fy . Por lo tanto, se calculd una constante de equilibrio
para cada fy . El diagramade van't Hoff (In K en funcion de 1/T) construido
se muestra en la figura 16, donde se obtiene una linea recta con pendiente
igual a- DHy / R Laentapia de van't Hoff para e equilibrio es de 176 kJ/mol
. El vaor de la entalpia de van't Hoff determinado por este método es €
limite mas bajo para la verdadera DH,y . Esto es debido a hecho de que en los
experimentos efectuados la muestra tardd un tiempo finito en enfriarse,
durante € cua parte de las moléculas de proteina en e estado U fueron
trasnformadas a estado D, causando una subestimacion de fy y de K. Sin
embargo, el valor de 176 kJmol es satisfactorio, dentro de las limitaciones del
método empleado, s lo comparamos con la estimacion previa de DHy

(seccion 5.3).
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5.5 Célculo dela energia de activacion para la reaccion irreversible del

modelode Lumry-Eyring

Para € modelo de Lumry-Eyring (ec. 14), se puede demostrar (apéndice

B) que:

1 di_ E&K %_{_VDHVH

(0]
= : = (21)
fy dT Vé K+1; RT? g
de donde la constante de velocidad paralareaccion irreversible esta dada por la ecuacion:

K dT Re?
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Aungue esta expresion no es simple, es posible calcular k si se conoce la
constante de equilibrio y € cambio del In fy en funcion de la temperatura, la

entalpia de van't Hoff y lavelocidad de barrido

De esta forma, la energia de activacion de la reaccidon irreversible se
calcul6 a partir de un gréfico de In k en funcién de /T (figura 17). El valor de
la energia de activacion, E = 308 kJmol, para la reaccion irreversible del
modelo de Lumry-Eyring es dd mismo orden que la energia de activacion
aparente (E 5p = 286 kd/mol ), calculada para el proceso irreversible de dos

estados.
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Figura 17.

Diggrama de Arrhenius pora lo energio de oclivocion de la reaccion ireversible
del modelo de Lumry-Eyring. Las constantes de velocidad, 4 se caoloularon segun la
ecuacion 22 | seccldn 5.5). El valor de la energio de activocion es 308 kl/mal. [La
ardenada al origen es In k= A = 108.8)
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5.6 Fracciones delosestadosN, Uy D en funcion de latemperatura, de
acuerdo al modelo de Lumry-Eyring

Para e modelo de Lumry-Eyring descrito en la ecuacion (14), Sdnchez-
Ruiz (57) demostrd, bagjo la suposicion de que € equilibrio es siempre

establecido, que las fracciones para los tres estados considerados en €

model oestan dadas por:
fy = exp| - } F(T)] (23)
NTOK+l v
fu = exp| - } F(T)] (24)
YT K1 v
1
fo=1- exp[- —F(T)] (25)
Y,
donde
T kK
= Q. — 2
FM = §op, 1T (26)
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En estas ecuaciones K = fy/fy, veslavelocidad de barridoy k eslaconstante
de velocidad de primer orden para € proceso U® D. S se asume que los
estados U y D tienen e mismo valor para la observable usada para monitorear

la transicion, entonces tendremos que:  fp app = fu + o,

Ya que la desnaturalizacion térmica de la proteinasa acida de
Aspergillus saitoi sigue un modelo del tipo Lumry-Eyring, se calcularon,
entonces, las poblaciones presentes para cada estado del modelo. Las
constantes de equilibrio a cada temperatura se calcularon a partir de la
ecuacion de van't Hoff empleando € valor de DHyy = 234 kdmol™ y las
constantes de velocidad a partir de la ecuaciéon de Arrhenius con E = 308
kJmol* 'y A =1088.

Laintegral F(T), se calculé como:

R S RT .
F(T)=g — o —~2.€ 2 qr 27)
° expae DH +D789+1
ERT Rp

y se evaluo de forma numérica utilizando € programa mathematica.
Con DS = 516 JK, € valor de la temperaturainicial To (320 K), corresponde

aunatemperaturaalacual lavelocidad de reaccién es despreciable (57).
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En la figura 18 se muestran las fracciones para los estados fy, fu Yy o
en funcion de la temperatura, a las diferentes velocidades de barrido. Se
observa que las poblaciones de los tres estados involucrados en e modelo de
Lumry-Eyring son fuertemente dependientes de la velocidad de barrido, como
es de esperarse para un proceso de desplegamiento que se encuentra bago
control cinético debido a la presencia de la reaccion irreversible. En la figura
19 se presentan, para cada velocidad de barrido, las curvas de transicion en
funcién de la temperatura para la fraccion desnaturalizada aparente, tanto la
observada experimentalmente, foapp, oo COMO la calculada segin las ecuaciones
23 a 26, fpap. Se observa que la curva experimental y la calculada se
comportan de forma muy similar, para velocidades de barrido de 0.7, 1.0, 1.2
y 1.5 K/min. Mientras que para velocidades de barrido menores, es decir,
0.086, 0.2 y 0.4 K/min la curva caculada se desplaza hacia la derecha de la
curva experimental, esto es, T, de la curva calculada es mayor que la T, dela
curva experimental. Este comportamineto puede ser atribuido a factores
cinéticos que involucran directamente la reaccion irreversible del modelo de
Lumry-Eyring. Recordemos que la curva calculada depende de la integral

F(T) y que ésta es una funcién de la constante de velocidad de la reaccion
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irreversible cuya estimacion depende, en forma més bien complga, de

parametros de la transicion reversible (ecuacion 22).
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5.7 Calorimetriadiferencial debarrido

Las endotermas (figura 20) de la proteinasa écida de Aspergillus saitoi
se obtuvieron a pH 5.0 empleando dos velocidades de barrido: 0.6 K/min y
1.25 K/min. Como se puede ver en la figura 20, las curvas de capacidad
calorifica de exceso cubren un intervalo de temperaturas que coincide con €
de las curvas de transicion de la figura 10. Ademas, la temperatura del
maximo de las curvas caorimétricas concuerda con los valores de Tp
observados en los experimentos de dicroismo circular llevados a cabo bajo
condiciones semgantes (ver figura 10). Estos resultados indican que ambas
técnicas (DC y DSC) siguen € mismo proceso, esto es, la pérdida de la
conformacién nativa de la enzima a mismo tiempo que la ruptura de

interacciones que la estabilizan.

De cuatro experimentos independientes de DSC se obtuvo un valor
promedio de la entalpia calorimétrica, DHy = 770 £ 60 kJmol. Para la
pepsina, una proteinasa acida de tamafio muy cercano a de la enzima de
Aspergillus saitoi, un valor de DH,y muy cercano ha sido reportado (899
kJmol) (59). Las entalpias aparentes de van't Hoff fueron determinadas de la

ecuacion (9, 16):
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DH\H app= Pl (28)

donde C7; esd vaor del C* evaluado a Tm. DHyy, app fue de 539, 520y 460

kJmol para velocidades de barrido de 0.6, 0.9 y 1.25 K/min respectivamente.
Como se muestra en la figura 14 las entalpias aparentes de van't Hoff
calculadas a partir de las mediciones calorimétricas tienen la misma tendencia
gue los valores obtenidos a partir de los experimentos de dicroismo circular.
Esta observacion sugiere que ambos conjuntos de datos daran un valor comun

de DH,4 , cuando se extrapolen a velocidad de calentamiento infinita.

Un andlisis directo de los datos calorimétricos dio un valor de 1.4 a 1.7,
para el cociente DHq, / DH,4 , resultado que sugiere que la molécula de la
proteinasa &cida esta formada por dos unidades cooperativas
termodindmicamente. Sin embargo, debe recalcarse que debido al carécter
irreversible de la transicion de la desnaturalizacion, las entapias de van't Hoff
derivadas de las curvas calorimétricas son solamente valores aparentes. Por |o
tanto, un cllculo mas rea del cociente DH.y / DHyy  Se obtuvo utilizando €
valor “verdadero” de la entalpia de van't Hoff, esto es 205 kJ/mol ( que es un

valor promedio calculado a partir del DHyn 4 €Xtrapolado a velocidad de
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cadentamiento infinita y € vaor determinado directamente de los
experimentos de reversibilidad). De esta forma, DH.y / DHyy esigua a 3.8,
indicando que hay cuatro regiones cooperativas en la enzima. Este nimero de
regiones cooperativas es € mismo que se encontro para la pepsina a pH 6.5
(16, 59). Para la pepsina se ha observado ademas que €l cociente DHc, / DHy
(calculado a partir de experimentos calorimétricos a una sola velocidad de
barrido) disminuye de 3.7 a 2.5 cuando € valor del pH es disminuido de 6.5 a
5.0, eventuamente alcanzando un valor de 1.7 a pH 20 (59). Por
consiguiente Makarov et a (59) propusieron que € numero de dominios
termodinamicos en la molécula de la pepsina cambia con € pH. Sin
embargo, dado €& comportamiento totalmente irreversble de la
desnaturalizaciéon térmica de la pepsina en medio &cido, y debido a los
resultados encontrados en este trabgo, es evidente que los estudios de

Makarov et a (59) deberan ser cuidadosamente reexaminados.
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CONCLUSIONESY
PERSPECTIVAS
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1.- Los resultados de los estudios conformacionales de las protreinasas de
Aspergillus awamori, Aspergillus niger y Aspergillus saitoi, indican que las
tres enzimas tienen un patrén similar de plegamiento. Ademas, sugieren gue
estas enzimas presentan € comportamiento estructural tipico de las

proteinasas acidas.

2.- En este trabgjo se demostré que la desnaturalizacion térmica de la
proteinasa &cida de Aspergillus saitoi sigue un modelo del tipo Lumry-Eyring.
Esta conclusion estd sustentada por la deteccion de la especie desdoblada
(reversible) U. Asi mismo, a pesar de la irreversibilidad global del proceso,
se pudo determinar la entalpia de van't Hoff para € equilibrio entre € estado
nativo N y e estado desdoblado U. La comparacion de esta entalpia de van't
Hoff con la entalpia caorimétrica indica que la molécula de la proteinasa
acida de Aspergillus saitoi estd formada por cuatro regiones cooperativas,
como en € caso de la pepsina. Esta conclusion seria completamente diferente
s se comparara DH.; con la entalpia de van't Hoff obtenida directamente a

partir de las curvas cal orimétricas.
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3.- Debido a la complgiidad de las ecuaciones propuestas en este trabgjo,
para explicar que € proceso de desnaturalizacion térmica de la proteinasa
acida de Aspergillus saitoi sigue d modelo de Lumry-Eyring, hay diferentes
juegos de pardmetros de entalpia de van't Hoff y de energia de activacion por
los cuales se puede obtener un correlacion aproximada entre las curvas de
transicion experimentales y las calculadas. Por 1o que, un gjuste de la curvas
experimentales de fraccion desnaturalizada, fappop, Mediante una regresion no
lineal, permitira calcular el cambio en la entalpia de van't Hoff, DH,4 vy la
energia de activacion, E para poder asi, obtener una mejor correlacion entre

las curvas experimentales y las calculadas.

4.- En investigaciones futuras seria conveniente e interesante readlizar
estudios cinéticos con proteinas que sigan e modelo de Lumry-Eyring, para
determinar gue tan rapido se establece la reaccion de equilibrio con respecto a
la reaccion irreversible. Es decir, emplear un modelo cinético para calcular las

constantes de velocidad de cada una de |as reacciones invol ucradas.

5.- La metodologia desarrollada en esta tesis podra ser empleada en €
estudio de otras proteinasas acidas, enzimas asparticas, por gemplo, en la

desnaturalizacion térmica de la pepsina, para la que se ha reportado un
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comportamiento totalmente irreversible (a diferentes valores de pH). Los
estudios realizados para esta enzima, podrian ser examinados una vez mas,
tratando de establecer la presencia de algun intermediario estable durante €
proceso de desnaturaizacion térmica, y rehaciendo una comparacion de la

entalpia calorimétrica con la entalpia de van't Hoff.

#s.t.s.
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Apendice A

Para € modelo de Lumry-Eyring descrito en la ecuacion (14), Sanchez-Ruiz
(57) demostrd, bajo la suposicion de que € equilibrio es siempre establecido,

gue las fracciones para los tres estados considerados en el modelo estan dadas

por:
1 1
fy =~ rexpl- ~F(T)] (A1)
K 1
fu =~ Texpl- ~F(T)] (A2)
1
fo=1- exp[-;F(T)] (A3
donde
v kK
F(T) = 9K+1dT (A4

En estas ecuaciones K = fy/fy, v eslavelocidad de barridoy k esla

constante de velocidad de primer orden para € proceso U® D. S se asume
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gue los estados U y D tienen & mismo valor para la observable usada para
monitorear la transicion, entonces tendremos que fp a4 = fu + fo. Y yaque

fu+ fu + fp = 1, la constante aparente de equilibrio sera

Kapp = fo,app/ (1~ fo,app) = (1-fn) / fiy (A 5)

Sustituyendo la ecuacion A 1, setendr&

1
Kapp = (K +1) exp[ F(T)] -1 (A 6)

INKagp =In{ (K+1) exp[%F(T)] -1} (A

7)

Diferenciando laecuacion A 7, y reordenando se obtiene:

1

dInKapp__ \Y =0 00 A8
dT B 1 T (A 8)
(K+1)exp[;F(T)] -1
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donde se utilizala ecuacion A 4 en laforma dF(T)/ dT = kK/ (K+1). Dela
ecuacion A 8y delarelacion general d(In K)/dT = DH/RT?, se obtiene que la

expresion parala entalpia de van't Hoff es:

1
o, ) RTK s on A9

DHH, app =
» app v

1 1
eXIO[;F(T)] Tk

esta ecuacion puede ser smplificada, si: (i) la entalpia aparente de van't Hoff
sigue una dependencia aproximadamente lineal de 1/v, cuando 1/v tiende a

cero, o bien (ii) cuando K >> 1
DHy, app » RT?K(1/V) +  DHyn (A 10)

gue es la ecuacion 19.
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ApendiceB

Para lareaccion en e equilibrio del modelo de Lumry-Eyring (ecuacion 14),
setiene que

K = fulfx (B1)
fn+ fu+fp=1 (B2

por lo que:
fu(1+ K)=1-fp (B3)

Si se sigue la desaparicion del estado nativo con respecto a tiempo vy

considerando que la temperatura también varia con el tiempo, tendremos que:

df dK df
1+ K N 4+ f " = . D B4
( )dt Ndt dt (B4)
y COMo
dT
F =V (BS)

por 1o que la ecuacion B4 se puede escribir como:

dK_ dfp
dT dT

df
14K Ny B6
( Far +in (B6)

Sanchez-Ruiz (22) demostro:
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-, - 'D

dT v§|<+1;J
(B7)
por lo tanto
(1+K)di +fN dK:_ }%kK J1- fD) (B9)
dT dT V§K+1,'5
de donde
dfy . 1 l1leekk 6 1 dKi
= _INIi-— = (B9)
dT N7 VEK+1j (K+1)dT )
considerando la forma general de la ecuacion de van't Hoff:
dink  DH
dT  RT?
o bien
dK _ KDI2-| (B10)
dT RT
Sustituyendo la ecuacién B10 en la ecuacion B9 y reordenando:
1dfy_ 1leK cB?(JrDH-vg (B11)

fyy dT V§K+1£ RT? &
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o bien

dinfy _ 1eK %JrDH-VQ

: : B12
dT VK+1Q'3§2 RT? o (B12)

de donde la constante de velocidad paralareaccion irreversible del modelo de

Lumry-Eyring es.

a& +10dInf, vDH,,
Vg = - 2
K g dT RT

gue es la ecuacién 26 (seccion 5.3)
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