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Resumen

En el presente trabajo se estudié el desplegamiento térmico de la triosafosfato
isomerasa (TIM) de levadura empleando para ello calorimetria diferencial de barrido y
métodos espectroscopicos tales como dicroismo circular (DC) vy fluorescencia.
Primeramente se buscaron condiciones de reversibilidad en las transiciones de
desplegamiento térmico seguidas por DC, siendo éstas: pH 8.5, concentraciones de proteina
menores a 0.150 mg mL™ y velocidades de barrido mayores a 1 °C min™. A pesar de que
los barridos de desplegamiento térmico fueron reversibles, los ciclos de desplegamiento-

replegamiento presentaron una marcada histéresis.

Por otro lado, se realizaron estudios cinéticos utilizando las técnicas de DC y
fluorescencia. Con ellos se prob6 que el desplegamiento consiste, inicialmente, de una
reaccion de primer orden, que conlleva a la formacion de un estado térmicamente
desplegado, U. A juzgar por la sefial de DC, U contiene estructura secundaria residual pero
carece de la mayoria de las interacciones terciarias presentes en la proteina nativa. U puede
formar un estado irreversiblemente desplegado (probablemente por agregacion) si
permanece expuesto durante periodos prolongados a temperaturas altas. En contraste, si se
enfria rapidamente el estado U es capaz de replegarse hasta la forma nativa a través de una
cinética de segundo orden. A partir de los resultados obtenidos en las cinéticas de
replegamiento seguidas por DC se observo que la union de los monomeros del estado U

para formar la TIM nativa esta asociada a la recuperacion de estructura secundaria



Asimismo, se determinaron los parametros de activacion de los procesos de
desplegamiento y replegamiento. El AH, de activacion determinado fue alto (480 kJ mol™)
comparado con lo reportado para varias proteinas monomeéricas. El valor de ACyy es
practicamente insignificante (2.1 + 5.9 kJ mol? K™). Por el contrario, el replegamiento
muestra un valor muy grande y negativo de ACy/r (-31 + 7 kJ mol* K1), lo que concuerda
satisfactoriamente con lo publicado para varias proteinas monomeéricas. La dependencia de
las constantes cinéticas de desplegamiento y replegamiento con la temperatura podria ser

una probable explicacion de la histéresis observada en los barridos térmicos.
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Surgimos de una singularidad
fortuita, la Gran Explosion; a medida
que se expandi6 el universo, se
condensaron los planetas, la materia
se fue enfriando y con ello se fueron
formando particulas, atomos
moléculas, hasta que de pronto la
complejidad fue suficiente como para
que ocurriera la vida, empezara a
evolucionar 'y aqui  estamos

meditando sobre etsas cosas....

La muerte y sus ventajas.
Fanny Blank Cerejido y Marcelino

Cerejido

Capitulo 1: Introducion




1 Introduccion

Las proteinas son responsables de realizar reacciones fundamentales en las
células, una de ellas es catalizar y regular las reacciones quimicas; también pueden formar
parte de unidades estructurales en los organismos vivos. La funcionalidad de las proteinas
requiere una estructura tridimensional especifica, la forma “nativa”, que es la tnica con
actividad bioldgica. El proceso mediante el cual una cadena polipeptidica adquiere la forma
nativa, se denomina plegamiento. Se ha observado que para muchas proteinas la secuencia
de aminoécidos por si sola puede dirigir el plegamiento sin informacién o energia adicional.
Esto se demostré con los experimentos realizados por Anfinsen y colaboradores con la
enzima ribonucleasa (Anfinsen, 1973): La ribonucleasa en su forma completamente
reducida, con 8 grupos SH, se reoxidd en condiciones desnaturalizantes, en 8 M de urea, de
este modo se obtuvo una mezcla (sin actividad enzimética) de configuraciones con varios
de los 105 posibles puentes disulfuros formados. Cuando se removié el agente
desnaturalizante la mezcla se transformé en una solucion homogénea de proteina
indistinguible de la forma nativa de ribonucleasa. En algunos casos las chaperonas u otras
proteinas accesorias estan involucradas en la adquisicion del estado nativo. Estas proteinas,
mas que determinar la organizacion espacial del producto final, asisten a la ordenacion y
direccion propias de la proteina. Esto significa que no contienen informacion adicional

sobre la estructura que ayudan a plegar (Jaenicke y Lilie, 2000).

Hasta el momento, se desconoce el modo en que la secuencia primaria dirige el
plegamiento proteico. El dia que este problema se resuelva sera posible predecir la

conformacién nativa partiendo Unicamente de la estructura primaria. Entender en detalle el
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plegamiento de las proteinas va mucho mas all4 de una curiosidad intelectual, dado que
esto nos permitiria identificar los factores que codifican y estabilizan caracteristicas
particulares de las proteinas, con el propésito de modificarlas o disefiarlas racionalmente

(Dobson et al., 1994).

La conformacion nativa de una proteina se mantiene gracias a innumerables
interacciones no covalentes entre los atomos de la proteina y entre estos y el solvente que
los rodea. Las cadenas hidrofébicas tienden a empacarse una con otra, y muchos de sus
aceptores y donadores de puentes de hidrogeno se disponen en el espacio favoreciendo la
formacion de este tipo de enlaces. Esto es especialmente notable en la cadena principal de
la proteina, en la que se forman redes de puentes de hidrogeno en hélices-a y hojas-p. La
energia de cada interaccion es relativamente pequefia, pero dado su gran nimero, el total
puede sumar cientos de kilocalorias por mol de proteina. A pesar de esto, la estructura
nativa es marginalmente estable. EI cambio de energia libre de Gibbs (4G) para el
desplegamiento de las proteinas es del orden de varias decenas de kJ mol™(Cantor y
Schimmel, 1980). Esta pequefia cantidad de energia es la diferencia entre la energia libre de

los estados nativo (Gn) y desnaturalizado (Gu).

AG =G - Gu (1.2)

El valor de AG es el resultado de un delicado balance entre los cambios
relativamente grandes de la entalpia y entropia del proceso (tipicamente del orden de

cientos de kJ; (Jaenicke y Lilie, 2000)).
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1.1 Desnaturalizacion de proteinas.

El proceso mediante el cual las proteinas pierden su conformacidon nativa se
denomina desnaturalizacion. En este proceso se pierde la funcion bioldgica ya sea por
alteraciones locales (sin que necesariamente se pierdan caracteristicas estructurales
globales) o bien por la extensién de la cadena polipeptidica (desplegamiento) en la que se
pierde una parte importante de sus contactos terciarios y de su estructura secundaria. Las
proteinas se pueden desnaturalizar cambiando su ambiente fisico o quimico. Los métodos
mas comunes de desnaturalizacion son el calentamiento, la adicion de algln agente quimico
como la urea o el cloruro de guanidinio, o solventes organicos, el cambio de pH o de fuerza

ionica o la aplicacion de presiones elevadas (Fersht, 1998).

Muchas proteinas, especialmente las pequefias, se desnaturalizan reversiblemente;
esto significa que recobran su estructura nativa espontaneamente cuando se regresa a
condiciones que favorecen el plegamiento. Cuando sélo se observan dos estados
macroscopicos, el desplegado (U) y el nativo (N), y no se aprecian intermediarios estables
se dice que el plegamiento puede describirse a través de un modelo reversible de dos

estados:

Ku (1.2)
Ne U
Kr

donde ky y kr representan las constantes de velocidad de la reaccion de desplegamiento y
replegamiento respectivamente. La constante de equilibrio (Ky) del proceso se puede
obtener de la relacion de las constantes de velocidad, asi como del cociente de las

concentraciones molares de las especies quimicas involucradas:
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(1.3)

Frecuentemente se ha observado que el tiempo necesario para el plegamiento va
de microsegundos a segundos. Por lo tanto, se deduce que los intermediarios no son
prerrequisito para el plegamiento rapido y eficiente de las proteinas; méas aun estas especies
pueden constituir trampas cinéticas que retardan el proceso de plegamiento (Jackson,
1998). Para saber si el modelo reversible de dos estados es adecuado para describir el
equilibrio, generalmente se comparan los datos de entalpia calorimétrica con la entalpia de
van't Hoff, calculada a partir de la dependencia con la temperatura de la constante de
equilibrio. Las desviaciones mayores al 5% se consideran como evidencia de intermediarios

estables (Jackson, 1998).

El modelo més simple para describir la desnaturalizacion de proteinas diméricas
es el modelo reversible de dos estados con disociacion. En este caso la separacion de los
mondmeros ocurre simultaneamente al desplegamiento de las cadenas polipeptidicas

(Mainfroid et al, 1996).

ky (1.4)
N & 2U
Kr

Por otro lado, muchas proteinas (tanto mondmeros como oligbmeros) se
desnaturalizan irreversiblemente; en algunas ocasiones se agregan y precipitan (Arroyo-
Reyna y Hernandez-Arana, 1995; Solis-Mendiola et al, 1998, Galisteo et al., 1991). Se ha
observado que el desplegamiento se puede describir mediante un modelo irreversible de dos

estados:
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Ku
N —->U (1.5)

donde k, es la constante de velocidad del proceso. Sin embargo este esquema de
desplegamiento puede complicarse, con la aparicion de estructuras intermediarias estables.
Uno de los casos mas simples para la descripcion del plegamiento de proteinas es el

propuesto por Lumry-Eyring (Sanchez-Ruiz, 1992; Tello-Solis y Hernandez-Arana, 1995):

kul ku2
Ne | >U (1.6)
krl

en el que se produce un intermediario (1) capaz de replegarse.

En varios casos, por ejemplo en el represor de triptofano (Shao et al., 1997; Shao
y Matthews, 1998) se ha visto que la cinética de plegamiento y asociacion de proteinas
diméricas puede ajustarse a un modelo simple secuencial unibimolecular de plegamiento y

asociacion, de acuerdo al siguiente modelo (Jaenicke y Lilie, 2000):

kul ku2 (17)
2U - 2M —> M>

donde U representa al estado desplegado, M al monémero estructurado, o parcialmente
plegado y M al dimero, ku: es la constante de primer orden y ku. representa la constante de

segundo orden para lareaccion de asociacion de mondémeros plegados.

En otras proteinas se ha determinado que un mecanismo biunimolecular, con un

intermediario dimerico (I2) en la ruta de plegamiento
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kul ku2 (18)
2U > 1, > M2

tal es el caso en el replegamiento y asociacion del represor del triptéfano de E. coli cuyo
intermediario presenta aproximadamente el 70% de la estructura nativa de la proteina

(Gloss y Mathews, 1998).

Con la informacion presente en la literatura se deduce que el proceso de
plegamiento y asociacion de una proteina puede ser muy complejo y diverso. Para conocer
en detalle las reglas que dirigen la formacion de la estructura nativa es necesario reunir mas
informacion, con mayor detalle a nivel atdbmico, de los procesos de plegamiento y
desplegamiento de diferentes proteinas con diversas topologias y con ello algun dia poder

resolver el problema del plegamiento proteico.

1.2 Triosafosfato isomerasa de levadura.

El objeto de estudio de este trabajo es la triosafosfato isomerasa (TIM) de
levadura. Esta enzima participa en la glucolisis, gluconeogénesis y en la sintesis de
triglicéridos. La enzima es necesaria para todas las especies y estad presente en todos los
tejidos (Gracy et al., 1994). La TIM cataliza la isomerizacion reversible entre el
gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y la dihidroxiacetona fosfato (DHAP), a través de un
intermediario cis-enediol (Figura 1.1). La velocidad de la isomerizacion es esencialmente
controlada por la difusion, esto significa que la evolucion de la TIM como enzima la ha

Ilevado a una funcidn practicamente perfecta (Knowles, 1991).
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Figura 1.1. Mecanismo de reaccién de la TIM. (Albery y Knowles, 1976). DHAP: dihidroxiacetona
fosfato, G3P: gliceraldehido-3 fosfato.

Se ha demostrado que la deficiencia de esta enzima en el ser humano incrementa
los niveles de dihidroxiacetona fosfato de, asimismo, causa anemia crénica y debilitamiento
neuromuscular. Ademas, debido a su importancia en la ruta glucolitica, se considera como
un blanco atractivo en el disefio de farmacos contra parasitos que tienen la habilidad de
vivir en la sangre de los mamiferos alimentandose de la glucosa contenida en ella. Algunos
de los ejemplos mas serios son los parasitos causantes de la tripanosomiasis (enfermedad
del suefio) y la malaria (Mande et al., 1994, Ostoa-Saloma et al., 1997; Garza-Ramos et al.,
1998), entre otras enfermedades. Estos padecimientos son muy comunes en las zonas
tropicales; especialmente la tripanosomiasis que se presenta con frecuencia en el sureste de

nuestro pais, hasta el momento esta enfermedad es incurable y mortal.
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La TIM ha sido ampliamente estudiada. Sus propiedades cataliticas se conocen en
detalle y esta bien caracterizada estructuralmente; se conoce la estructura cristalogréafica de
la TIM de 11 especies, asi como la secuencia de la proteina proveniente de mas de 60

especies diferentes.

Estructuralmente, la TIM es un homodimero de aproximadamente 53.3 kDa con
alrededor de 250 residuos en cada una de las subunidades (Lolis y Petsko, 1990; Davenport
et al, 1991); no requiere ningn i6n metalico o cofactor para realizar su funcion biolégica.
Las subunidades se asocian a través de interacciones no covalentes. Ambos mondmeros
tienen un sitio activo completo, localizado cerca de la interfase entre las subunidades, pero
solo la especie dimérica presenta actividad bioldgica, lo que podria indicar que los residuos
de una subunidad son cruciales para mantener la integridad o la estabilidad del sitio activo
de la otra subunidad. Los mondémeros adoptan un plegamiento de barril (o/p)s, donde las
hebras (3 forman una hoja B paralela circular que constituye la parte interna del barril,

rodeado a su vez por 8 hélices o (Lolis y Petsko, 1990; Davenport et al, 1991; Figura 1.2).

Tres aminoacidos son particularmente importantes en el sitio catalitico: la lisina
13, la histidina 95 y el acido glutdmico 165. El &cido glutdmico 165 actla como un
nucleofilo catalitico que atrae el proton del sustrato iniciando la isomerizacién (Figura 1.1).
Otros elementos estructurales importantes son los lazos 3 y 6. El lazo 6 esta constituido por
los residuos 166 al 176 y forman una especie de tapa que se abre y cierra sobre el sitio
activo (Figura 1.2) con el objeto de mantener un entorno hidrofdbico para el sustrato. Otra

caracteristica estructural importante es el lazo 3, formado por los residuos 71 al 78, que
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contribuye a la mayoria de las interacciones no covalentes que mantienen unidos a los

mondmeros (Lolis y Petsko, 1990; Figura 1.3).

Abierta Cerrada

Figura 1.2. Estructuras cristalograficas del monémero de TIM de levadura, indicando el
movimiento del lazo 6 durante la catélisis. La TIM se muestra en el estado libre (forma abierta;
archivo del Protein Data Bank (PDB) 1YPI (Lolis y Petsko, 1990)) y el complejo con
fosfoglicolhidroxamato (forma cerrada; archivo PDB 7TIM (Davenport et al, 1991)). Se muestran
también los residuos del sitio activo: lisina 13 (rojo), histidina 95 (azul), acido glutdmico 165
(magenta).
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Figura 1.3. Estructra cristalogréafica del dimero de triosafosfato isomerasa de levadura. Archivo
del Protein Data Bank (PDB): 1YPI (Lolis y Petsko, 1990). Cada una de las subunidaes se muestra
en diferente color. Se sefiala el lazo 3 comentado en el texto.

1.3 Estudios previos de desplegamiento y replegamiento de la triosafosfato

isomerasa.

Los estudios de la cinética de replegamiento de la TIM a partir de sus monémeros
desplegados en cloruro de guanidinio (GuHCI) han demostrado que la recuperacion de la
actividad enzimatica esta relacionada con una reaccion bimolecular (Waley, 1973; Zabori et
al., 1980 y McVittie et al., 1977). Ademas, se ha informado de la existencia de una
reaccion unimolecular antes de la formacidén del dimero. Rietveld y Ferreira (1998)
propusieron un modelo de replegamiento para la TIM de musculo de conejo después del

deplegamiento por GuHCI en el que los mondmeros desplegados forman mondmeros
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plegados inactivos y después diméros activos, idénticos a la proteina nativa. Por lo tanto, el
mecanismo de la renaturalizacion de la TIM se ha descrito generalmente como una ruta
secuencial en la que el plegamiento de los monémeros precede al paso de asociacion (ver
ecuacion 1.7) Sin embargo, el grado de consolidacion estructural en el mondmero
“plegado” se desconoce hasta el momento. Recientemente, se ha demostrado que en
presencia de concentraciones moderadas de GuHCI la TIM de levadura se disocia en
mondmeros parcialmente plegados (Vazquez-Contreras et al., 2000, y Morgan et al., 2000).
Esta forma monomérica retiene una cantidad significativa de estructura secundaria, pero
carece de la mayoria de los contactos terciarios presentes en la forma nativa. Como se ha
sugerido, (Morgan et al., 2000), este intermediario monomérico podria participar en el paso

de asociacion en la ruta de renaturalizacion.

Con respecto a la estabilidad térmica de la TIM, se han llevado a cabo diversos
estudios de desnaturalizacion térmica de la isomerasa de varias especies, asi como de
algunas de sus mutantes (Schliebs et al., 1996; Schliebs et al., 1997; Alvarez et al., 1998;
Gopal et al., 1999; Sun y Sampson, 1999, Mainfroid et al., 1996). En la mayoria de los
casos, se ha encontrado que el proceso de desplegamiento es irreversible y esta ligado a la
agregacion de la proteina desnaturalizada. Sin embargo, Mainfroid y colaboradores (1996)
lograron encontrar condiciones de equilibrio en el desplegamiento de la TIM de humano
utilizando concentraciones bajas de proteina. La dependencia con la concentracion de las
transiciones térmicas indic6 que en este caso la desnaturalizacion es compatible con un
modelo de dos estados, el cual involucra al dimero nativo y a los monémeros desplegados
como unicos estados poblados en el equilibrio. Sin embargo, no se ha estudiado la cinética

del proceso, ni el grado de desplegamiento alcanzado después de la desnaturalizacion.
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1.4 Objetivos.

Objetivo General.

Caracterizar el desplegamiento térmico de la triosafosfato isomerasa de levadura.

Obijetivos especificos.
Buscar condiciones de reversibilidad para el proceso de desplegamiento térmico

de la TIM de levadura, el grado de reversibilidad se determinara utilizando dicroismo

circular (DC).

Definir si el proceso de desplegamiento de la TIM de levadura esta en equilibrio o
bajo control cinético estudiando el efecto de la velocidad de calentamiento en los barridos

térmicos seguidos por DC.

Obtener los parametros AH y AC, para el desplegamiento de la TIM de levadura

utilizando la calorimetria diferencial de barrido.

Determinar mediante dicroismo circular y fluorescencia las constantes cinéticas de
los procesos de desplegamiento (ku) y replegamiento (k) de la TIM de levadura. A partir de
la dependencia con la temperatura de las constantes de velocidad determinar los parametros
de activacion 4H*, AC," que describan las reacciones de desplegamiento y replegamiento

de la enzima.

Describir el mecanismo de desplegamiento y replegamiento térmicos de la TIM de

levadura.
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Es la dicha tratar de investigar lo
investigable y contemplar
serenamente lo inasequible a la
investigacion

Fausto.

Johann Wolfgang von Goethe

Capitulo 2: Materiales y
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2 Materiales y métodos

2.1 Triosafosfato isomerasa de levadura.

En este trabajo se utilizaron dos lotes de triosafosfato isomerasa de levadura. Uno
de ellos se adquirio de Sigma Chemical Co. (St Louis, MO) y se repurifico en la columna
de intercambio iénico monoQ HR 10/10. La muestra se eluy6é con un gradiente lineal de
NaCl de 0 a 100 mM en regulador de trietanolamina (TEA) 10 mM, etilendiamintetra-
acetato de sodio EDTA (1.0 mM) y ditiotreitol (DTT) 1.0 mM (regulador A) ajustado a pH

8.0.

El otro lote se obtuvo en el Instituto de Fisiologia Celular y la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional Autdnoma de México, mediante la técnica de purificacion
montada por los doctores Edgar VVdzquez Contreras y Alejandro Fernandez Velasco, con la
apreciable colaboracion del Bidlogo Hugo Najera Pefia (Vazquez-Contreras et al., 2000).
La expresion del gen de TIM de levadura se realiz6 en el laboratorio del Dr. Ruy Pérez
Monfort, con la valiosa participacion de la Bidloga Maria Elena Chanez Cardenas. El gen
de TIM de levadura se insertdé en un plasmido de expresién que a su vez se sobreexpreso
en la bacteria E. coli. El crecimiento celular se llevé a cabo a 37 °C en medio Luria-Bertani
complementado con 0.1 mg mL? de ampicilina. La sobreproduccion de la proteina se
indujo, cuando la densidad Optica del cultivo a 600 nm (1 cm de recorrido éptico) era
cercana a 0.8, mediante la adicion de isopropil-pB-D-tiogalactopiranésido (IPTG) a una
concentracion final de 0.4 mM. El crecimiento celular continué por 12 horas. El
precipitado de las células se resuspendid en regulador de tris(hidroximetil)aminoetano

(TRIS) 10mM, pH 8.0, fluoruro de p-metilsulfonilo (PMSF) 20 mM, y dimetilsulfoxido
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(DMSO) 20 mM. Después las células se lisaron por cambios de presion en la prensa de
French (1500 psi, 4 °C, 3 veces). El prensado se centrifugd 60 minutos a 63000 g. El
sobrenadante se precipitd con sulfato de amonio para alcanzar una saturacion del 64%,
dejando un dia de reposo a 4 °C. Después se centrifug6 durante 20 minutos a 29000 g, y al
sobrenadante se le adiciond el sulfato de amonio necesario para alcanzar una saturacion de
90%, dejando un dia de reposo, en refrigeracion. Se centrifugdé nuevamente por 20 minutos
a 29000 g y se resuspendio el precipitado en un regulador A, ajustado a pH 7.6. Esta
muestra se dializd contra el mismo regulador y se filtrd. El filtrado se inyect6 en una
columna de Sephacryl S-300, instalada en un cromatografo FPLC (fast protein liquid
cromatograph) de Pharmacia (Piscataway, NJ), equilibrando y eluyendo contra el regulador
A. Posteriormente, la muestra se aplicé a una columna de intercambio iénico MonoQ HR
10/10, equilibrada con el mismo regulador A y se eluy6 con un gradiente de cloruro de
sodio (NaCl) de 0 a 100 mM. Después, las fracciones que presentaron mayor actividad se
ajustaron a pH 8.0, y se inyectaron nuevamente a la columna MonoQ HR 10/10, esta vez

equilibrada a pH 8.0 y se eluy6 con gradiente salino de NaCl de 0 a 100 mM.

Las muestras obtenidas de las diferentes etapas de la purificacion se analizaron
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS PAGE, y Native-PAGE;
Pharmacia). La homogeneidad de la muestra después de completar el protocolo de
purificacion se verific6, también por electroforesis, obteniendose una sola banda
detectable. La concentracién de las muestras se determiné a partir de sus absorbancias a

280 nm (g1cm, % = 10.0 (Norton y Hartman, 1972)).
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Las proteinas de los dos lotes utilizados mostraron caracteristicas identicas
respecto a su actividad enzimatica, sus propiedades espectroscopicas y sus curvas de
desnaturalizacion. Sin embargo, la TIM comercial fue incapaz de replegarse después de su
desplegamiento térmico. Todos los experimentos (a menos que se indique lo contrario) se
realizaron en solucion amortiguadora de TRIS 50 mM ajustado con &cido clorhidrico a un

pH de 8.5 a25 °C.

2.2 Ensayos de actividad.

La actividad enzimatica de la TIM de levadura se determind espectrofotométricamente,
midiendo la velocidad de conversion del gliceraldehido-3-fosfato (G3P) en fosfato de
dihidroxiacetona (DHAP), el cual a su vez se convierte a a-glicerofosfato (a-GP) por
acoplamiento con la enzima a-glicerofosfato-deshidrogenasa (a-GDH). Esta Ultima
reaccion consume un mol de nicotinadenin dinucledtido, en su forma reducida (NADH),
por cada mol de DHAP que reacciona (Rozacky et al., 1971). Con un exceso de
deshidrogenasa, la velocidad de produccién de DHAP es equivalente a la velocidad de
oxidacion de NADH (figura 2.1), que se mide por la disminucion de absorbancia a 340 nm
(e = 6.2 x 10° M cm™). Las unidades de actividad enzimatica se expresan en umoles de
sustrato transformado por minuto. La actividad especifica se refiere a los moles de sustrato
convertido por minuto por miligramo de enzima (unidades de actividad enzimatica, Gracy,

1975).
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Los ensayos de actividad se realizaron a 25 °C, en 1 mL de solucion que contenia:
TEA 100 mM pH 7.4, EDTA 10 mM, NADH 0.2 mM, 10 pg mL? de o-GDH vy

gliceraldehido-3-fosfato (G3P) 1 mM como sustrato (condiciones estandar). La reaccion se

H_ 0
Y4
(,:/
HCOH 3P
H,COPO;H,

triosa fosfato
isomerasa

H,COH
(|3= 0] DHAP
1
H,COPO;H,
a-glicerofosfato- J/C\IADH
deshidrogenasa NAD*
H,COH
1
HOCI:H o-GP
H,COPO;H,

Figura 2.1 Reaccion acoplada para la cuantificacién de la actividad enzimatica de la TIM
de levadura. Gliceraldehido-3-fosfato (G3P), fosfato de dihidroxiacetona (DHAP), a-
glicerofosfato (a-GP) y nicotinadenin dinucleotido en su forma reducida (NADH) y

oxidada (NAD")
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inicio por la adicion de 4 ng de TIM. Los ensayos de actividad también se llevaron a cabo
a

43.2 °C en solucién amortiguadora de TRIS 100 mM, pH 8.5. Todos los reactivos se
utilizaron en concentraciones similares a las condiciones estandar, excepto la enzima
acoplada, que en este caso se incrementd hasta 25 pg mL™. En estas condiciones, ambas
enzimas presentaron estabilidad suficiente para medir la velocidad de reaccion durante

varios minutos.

La pureza de todos los reactivos utilizados fue grado analitico, y el agua utilizada

fue destilada y desionizada.

2.3 Técnicas experimentales.
2.3.1 Transiciones térmicas obtenidas por espectroscopia de dicroismo

circular.

Las mediciones de dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimetro
JASCO J-715 (Jasco Inc., Easton, MD) equipado con un portaceldas tipo Peltier para el
control de la temperatura y agitacion magnética. Las transiciones de desnaturalizacién
térmica se obtuvieron siguiendo los cambios de elipticidad a una longitud de onda fija de
220 nm, mientras la temperatura de la muestra se increment6 a una velocidad constante. En
todos los casos la temperatura de la muestra se registré directamente introduciendo el
termopar del equipo Peltier en el interior de la celda. Como una primera etapa del estudio
del desplegamiento térmico de la TIM, se buscaron condiciones de reversibilidad

explorando diferentes valores de pH: 2.0 (glicina-HCI, 0.05 mM); 3.9, 4.5, 5.0 (acetatos,
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0.05 mM); 7.4, 8.0, 8.5, 9.0 (TRIS, 0.05 mM); 9.5 y 10.0 (glicina-NaOH, 0.05 mM). En el
valor de pH donde la TIM mostré mayor reversibilidad (8.5) se estudio el efecto de la
velocidad de calentamiento en las transiciones térmicas. El intervalo de velocidades de
calentamiento fue de 0.05 a 3.0 °C min, con tiempos de respuesta de 8 y 16 segundos.
Frecuentemente se acostumbra utilizar concentraciones de proteina del orden de 0.1 mg
mL* en los estudios de DC, con celdas de 0.1 cm de recorrido dptico. Sin embargo, en este
estudio fue necesario disminuir la concentracion de proteina para evitar la agregacion de la
muestra; por lo tanto, la concentracion generalmente fue de 0.010 mg mL™? y se utiliz6 una
celda de 1.0 cm de recorrido Optico. Las transiciones de replegamiento se obtuvieron
después de completarse la transicion de desplegamiento. Las velocidades de enfriamiento

también se controlaron mediante el sistema Peltier.

Los espectros de dicroismo circular se obtuvieron utilizando celdas de 1.0 y de 0.1
cm de recorrido 6ptico. Las elipticidades molares [4] se reportan por residuo calculadas
con una masa promedio de 107.9 gramos por mol de aminoacido. Los espectros obtenidos
se analizaron con el programa de estimacion de estructura secundaria "SELCON"
(Sreerama y Woody, 1993). El programa original contiene dos bases de datos: una de ellas
contiene los espectros de DC y la otra la asignacion de estructura secundaria para cada una
de las 17 proteinas de la base (incluyendo la proteina problema). La lista de asignacion de
estructura secundaria consta de varias columnas, que corresponden a los porcentajes de los
tipos estructurales o, B, giro, otros y la suma de todos los tipos para cada proteina. La sexta
columna tiene asignado un valor de cero para todas las proteinas. Esta columna se uso para

modificar la base de datos y definir un nuevo tipo estructural "desplegado”. Las bases de
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datos del programa se modificaron del siguiente modo: a la base de los espectros se le
incluyo el espectro de la lisozima térmicamente desnaturalizada; en la lista de asignacion
de estructura secundaria, a esta proteina se le dio un valor de estructura secundaria de 1.0
en la sexta columna, creando asi el nuevo tipo estructural "desplegado™ y un valor de 0.0 al
resto de los tipos estructurales. Esta asignacion fue posible ya que desde el punto de vista
termodindmico se considera a la lisozima como una proteina totalmente desnaturalizada
(Privalov, 1979). En otra estimacion, ademas de incluir el espectro de la lisozima
térmicamente desnaturalizada, la base de datos se redujo en el nimero de proteinas
contenidas, dejando Unicamente una proteina representativa de cada tipo estructural para

que cada tipo espectral tuviera un peso similar en el analisis.

2.3.2 Calorimetria diferencial de barrido.

Los ensayos calorimétricos se llevaron a cabo con un microcalorimetro diferencial
de barrido MicroCal MC-2 (Microcal Inc., Northampton, MA). Las mediciones se hicieron
en soluciones amortiguadoras, pH 8.5 (TRIS, 0.05 M) y pH 10.0 (glicina, 0.05 M),
utilizando velocidades de calentamiento desde 0.2 hasta 1.0 °C min™t. También se examind
el efecto de la concentracion de proteina en el intervalo de 0.7 a 2.27 mg mL™ a pH 8.5.
Las soluciones de proteina se dializaron contra el regulador del experimento, se
desgasificaron y filtraron antes de ser inyectadas en la celda calorimétrica. Se utilizd una
presion total de 2.7 atm, que se logré aplicando nitrégeno gaseoso en ambas celdas. A cada
curva calorimétrica se le rest6 la linea base correspondiente. Estas Gltimas fueron obtenidas
inyectando en ambas celdas regulador y realizando los barridos calorimétricos con las

mismas condiciones de los ensayos para proteina. Todos los datos termodinamicos (a
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menos que se indique lo contrario) estan dados por mol de dimero de proteina (53.3 kDa).
El programa Origin (MicroCal) fue empleado para el analisis de los datos, incluyendo la

resta de la linea base y el célculo de los cambios de entalpia calorimétrica (AHcai).

2.3.3 Cinética de desnaturalizacion.

La desnaturalizacion térmica de la TIM en funcion del tiempo se siguid, a
diferentes temperaturas, por cambios de elipticidad a 220 nm. La celda (1.0 cm de
recorrido Optico) llena hasta el 98% de su volumen total (3.0 mL) con solucién
amortiguadora de TRIS (pH 8.5), se equilibr6 a la temperatura del experimento. Para
completar el volumen de la celda se inyecto la cantidad necesaria de soluciéon concentrada
de TIM para alcanzar una concentracion final de 0.010 a 0.050 mg mL™. Las muestras se
agitaron (200 rpm) para que el mezclado y equilibrio térmico se alcanzaran rapidamente.
Bajo estas condiciones el tiempo muerto de los experimentos fue menor a 10 segundos.
Los datos cinéticos se ajustaron a una ecuacion de decaimiento exponencial simple (ver en

el Apéndice la seccion 6.2.1):

G=6+ (6 - &) exp (-kut) (2.1)

donde & es la elipticidad medida al tiempo t, & es el valor de elipticidad final, &
representa el valor correspondiente al tiempo cero, y ky es la constante de velocidad de

desplegamiento.

La cinética de desplegamiento también se estudido por cambios en la sefial de

dicroismo circular en la region del ultravioleta cercano (285 nm); en este caso, se
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inyectaron volimenes mayores de solucion de TIM concentrada para alcanzar una
concentracion final de 0.5 mg mL™. El equilibrio térmico en la celda se alcanzé después de
40 segundos, aproximadamente.

2.3.4 Cinética de replegamiento.

La cinética de replegamiento de la TIM se estudié por medio de cambios en la
elipticidad a 220 nm. Una celda de 1.0 cm de recorrido Optico, que contenia de 2700 a
2860 uL de solucién amortiguadora de TRIS se equilibro a la temperatura del experimento.
Después, se inyectaron en la celda de 140 a 300 uL de TIM térmicamente desnaturalizada
(una solucién de TIM, de concentracion menor a 0.150 mg mL™, calentada por 3.0 minutos
a 63.7 °C, ver la seccion de Resultados, pagina 56). El equilibrio térmico a una temperatura
cercana a la del experimento (+ 0.15) se alcanzé en 20 a 30 segundos. Con éste método, el
replegamiento se estudié en un intervalo de concentraciones de 0.007 a 0.015 mg mL™.
Para concentraciones mayores de TIM un segundo método result6 méas apropiado: la
muestra de TIM primero se desnaturalizé a 63.7 °C, durante 3 minutos, como en un
experimento tipico de cinética de desplegamiento. Después, la temperatura del portaceldas
tipo Peltier se fijo a un valor de 1.0 a 1.5 °C por debajo de la temperatura deseada para el
experimento de replegamiento; esto permitia que la muestra se enfriara rapidamente
(aproximadamente 15 °C min'). Cuando la temperatura de la celda estaba 0.5 °C por arriba
del valor deseado, la temperatura del portaceldas se fijé a la temperatura del experimento.
Dentro de la celda las oscilaciones de temperatura eran menores a + 0.2 °C, con respecto al
valor final alcanzado, en menos de un minuto. Este método se utilizo solamente cuando el
tiempo de vida media de la reaccion era mayor a 4 minutos. Los datos cinéticos se

ajustaron a una ecuacion de una reaccion de segundo orden (Apéndice, seccion 6.2.3):
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G=60+(6-a)/ (@2Coket+1) 2.2)

donde Co es la concentracion inicial de TIM en términos de monomeros, kr es la constante
de replegamiento, y el resto de los parametros tienen significados similares a los descritos

anteriormente para la ecuacion de decaimiento exponencial simple (ecuacion 2.1).

2.3.5 Espectroscopia de fluorescencia.

Los experimentos de espectroscopia de fluorescencia se llevaron a cabo en un
espectrofluorémetro PC1 marca ISS (Champaign, IL). Este instrumento esta equipado con
un portaceldas con camisa de circulacion de agua y bafio con termostato y bomba
recirculadora, para el control de temperatura. En este caso, para obtener una buena sefial y
detectar sus cambios durante el proceso de desplegamiento fue necesario utilizar una
concentracion de TIM de 0.050 mg mL™. Para la obtencion de espectros se utilizaron
celdas de 1.0 cm de recorrido 6ptico, las muestras se excitaron a 290 nm, y la emision se
detectd de 300 a 400 nm. Los experimentos cinéticos se llevaron a cabo con excitacion a
290 nm y emision de 318 nm. Los experimentos cinéticos se iniciaron diluyendo la
muestra de forma similar a como se describi6 para los experimentos de dicroismo circular.
En este caso el tiempo muerto de los experimentos fue de aproximadamente 35 segundos.
La temperatura se registré utilizando una sonda de temperatura modelo 5611 conectada a
un termémetro digital 1504 Hart (Hart Scientific, American Fork, UT), cuya calibracion es
rastreable al National Institute of Standards and Technology. Todas las otras sondas de

temperatura se calibraron contra el instrumento Hart.
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3 Resultados
3.1 Transiciones térmicas de desplegamiento y replegamiento de la TIM de

levadura.

Los procesos de desplegamiento y replegamiento térmico de la TIM se estudiaron
siguiendo la elipticidad a 220 nm con velocidades de calentamiento y enfriamiento
constantes. Las transiciones térmicas se estudiaron con una concentracion de proteina de
0.010 mg mL* a una velocidad de 2 °C min™, en distintos ambientes de pH: cerca a la
neutralidad (pH 7.4, 8.0, y 8.5), en medio &cido (pH 2.0, 3.9, 4.5, y 5.0) y en medio basico
(pH 9.0, 9.5, y 10.0). El desplegamiento térmico de la TIM de levadura se encontrd
totalmente irreversible a los valores de pH 2.0, 3.9, 4.5,y 5.0, 7.4, 9.5, y 10.0. La figura 3.1
muestra ejemplos de la irreversibilidad del proceso de desplegamiento térmico obtenido
para valores de pH 4.5 y 10.0. Un comportamiento similar se observo en el resto de los
valores de pH mencionados. Ademas, en el caso de los experimentos realizados a pH 2.0, el
espectro de la proteina nativa a 25 °C mostré una disminucion importante en la cantidad de
estructura secundaria, lo cual impidi6 que se observara claramente una transicion de
desplegamiento. Se observo reversibilidad parcial en el proceso de desplegamiento térmico
en los valores de pH de 8.0 y 9.0. El proceso que presenté mayor reversibilidad fue el
estudiado a pH 8.5. Por lo tanto, el resto de los estudios se llevaron a cabo a este pH. La
figura 3.2 muestra los resultados obtenidos a pH 8.5, 0.010 mg mL™ de TIM vy diferentes
velocidades de calentamiento. En esta figura se observa que a una velocidad de
calentamiento de 2 °C min, se obtiene un ciclo de histéresis casi perfecto, es decir la
elipticidad regresa practicamente a su valor original pero por un camino diferente (los

barridos térmicos obtenidos a velocidades mayores a 2 °C min? presentaron un
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comportamiento similar). Bajo estas condiciones, después del replegamiento el espectro de
DC en la region del UV-lejano era practicamente idéntico al de la TIM nativa, y se obtuvo

una recuperacion de la actividad enziméatica mayor al 95%.
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Figura 3.1. Transiciones de calentamiento y enfriamiento obtenidas en pH. 4.5 (curvas 1y 2) y 10.0
(curvas 3y 4). Las transiciones se obtuvieron con una concentracion de proteina de 0.010 mg mL™,
con una velocidad de calentamiento de 2 °C min™.

En la figura 3.2 se observa que las transiciones de desnaturalizacion dependen
fuertemente de la velocidad de calentamiento. Al disminuir la velocidad de barrido las
curvas se desplazan a temperaturas menores, lo cual es una caracteristica tipica de
transiciones que estan bajo control cinético (Freire et al., 1990; Sanchez-Ruiz, 1992; Tello-
Solis y Hernandez-Arana, 1995). Seria de esperarse que al disminuir la velocidad de

barrido las curvas de desplegamiento y replegamiento se acercaran lo suficiente hasta
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coincidir y asi obtener la curva de equilibrio. Sin embargo, al reducir la velocidad de
calentamiento en el desplegamiento conduce a una pronunciada irreversibilidad en la
transicion de replegamiento, por ejemplo, a velocidades de barrido menores a 0.2 °C min™,
la desnaturalizacion fue completamente irreversible, a juzgar por la sefial de elipticidad.
Esto sugiere que la irreversibilidad de la desnaturalizacion esté relacionada con el tiempo

de exposicion de la TIM a temperaturas altas.

14 F

16 F

[0] x 10° (grados cm® dmol™)

18 F

Temperatura (°C)

Figura 3.2. Transiciones de desplegamiento y replegamiento térmico de la TIM de levadura,
obtenidas a pH 8.5. Las transiciones se obtuvieron a distintas velocidades de calentamiento y
enfriamiento, como se indica a continuacion: curvas 1y 4, 2 °C min™; curvas 2y 5, 0.2 °C min; y
curvas 3y 6, 0.05 °C min™. Las transiciones se obtuvieron siguiendo la elipticidad a 220 nm, con una
concentracion de TIM de 0.010 mg mL™. El trazo 7 representa la curva de equilibrio hipotética,
calculada asumiendo un modelo reversible de dos estados.

Es evidente que las reacciones que causan dicha irreversibilidad no cambian la sefial de UV-DC de
la TIM desnaturalizada, como indican los valores coincidentes de elipticidad en la region posterior
a la desnaturalizacién de las diferentes transiciones mostradas en la figura 3.2. Los valores
esperados de elipticidad inicial y final en las cinéticas de desnaturalizacion se estimaron a partir
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de extrapolaciones lineales de las regiones de pre y postdesnaturalizacién de las curvas de

transicion.

Para efectos de comparacion, en la figura 3.3 se muestran las curvas de

desplegamiento y replegamiento de la lisozima, experimento realizado a pH 2.5, con una

concentracion de proteina de 0.025 mg mL™. En este caso, el desplegamiento es

completamente reversible y no se observa histéresis. Esto descarta la posibilidad de que la

metodologia experimental sea el origen del desfasamiento de las curvas.

|I—‘ 1
o (o]
T T

1

—_

[N
|

[6] x 10° (grados cm’ dmol™)

12 -

-13

20

40

Temperatura (°C)

50

60

70

80

Figura 3.3. Transicion de desplegamiento y replegamiento térmicos de la lisozima, obtenidas en
regulador de glicina 0.05 mM, pH 2.5. La curva continua representa el desplegamiento y la curva
punteada es el replegamiento, ambos a una velocidad de 1 °C min™. Las transiciones se obtuvieron
siguiendo la elipticidad a 220 nm, con una concentracion de proteina de 0.025 mg mL™.

Las muestras de la TIM que se sometieron a ciclos de calentamiento y enfriamiento

consecutivos también presentaron el efecto de histéresis, sin embargo, la cantidad de

proteina replegada disminuy6 después de cada ciclo. Esto se muestra en la figura 3.4, donde
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se observan dos ciclos de calentamiento y enfriamiento sucesivos, a una velocidad de 2 °C

mint,

10 F
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-18

20 30 40 50 60 70

Temperatura ('C)

Figura 3.4. Transiciones sucesivas de desplegamiento y replegamiento térmico de la TIM de
levadura, obtenidas a pH 8.5. Las transiciones se obtuvieron a una velocidad de calentamiento de
2 °C min, siguiendo la elipticidad a 220 nm, con una concentracion de TIM de 0.010 mg mL™. Las
lineas 1y 2 representan el primer ciclo, y las curvas 3 y 4 al segundo.

Cabe mencionar que el envejecimiento de la muestra resulto ser perjudicial para su
capacidad de replegamiento. En muestras almacenadas (en refrigeracion, en regulador TEA
10 mM, EDTA 1 mM y DTT 1 mM, a un pH de 8.0) por un periodo de 4 meses, la
reversibilidad disminuia hasta un 90% aproximadamente. Después de un afio de
almacenamiento, la enzima era completamente incapaz de replegarse después del

desplegamiento térmico. Por el contrario, el envejecimiento de la muestra no presento
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ningun efecto en las caracteristicas espectroscépicas, actividad catalitica o en la transicion

de desplegamiento de la TIM.

Los espectros de DC en la region del UV-lejano de la TIM nativa y TIM
desnaturalizada se muestran en la figura 3.5. La forma de estos espectros refleja cambios en
la estructura secundaria de la proteina. Sin embargo, el espectro de la TIM obtenido a 75 °C
no tiene la forma tipica de una proteina desnaturalizada térmicamente. Se ha observado que
varias proteinas monoméricas pequefias presentan una forma comuin de espectro después
del desplegamiento térmico, que se caracteriza por un hombro ancho negativo alrededor de
220 nm y un pico negativo pronunciado cercano a 200 nm (Lopez-Arenas et al., 1999 y
referencias ahi citadas). Un ejemplo de este tipo de espectro es el de la lisozima
térmicamente desnaturalizada (figura 3.5, linea 4), la cual se considera como una proteina
completamente desplegada desde el punto de vista termodindmico (Privalov, 1979). Estas

caracteristicas no se presentan en el espectro de la TIM desnaturalizada.

Los espectros de la TIM nativa y desplegada se analizaron con el programa
SELCON (Sreerama y Woody, 1993) y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
3.1. Inicialmente, el andlisis se hizo con la base de datos original; aparentemente la TIM

desnaturalizada disminuye su contenido de hélice-a en un 50%, pero aumenta el contenido

de hojas-B3, con respecto de la TIM nativa. Sin embargo, este resultado es poco confiable
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Figura 3.5. Espectros de dicroismo circular (UV-lejano) de la TIM de levadura. Los espectros se
obtuvieron en regulador 50 mM de TRIS (pH 8.5), la concentracion de TIM fue 0.010 mg mL™. TIM
nativa a 25 °C (curva 1); enzima térmicamente desnaturalizada a 75 °C (curva 2). Se muestra la
curva diferencial obtenida de restar la lisozima de la TIM, ambas térmicamente desnaturalizadas
(curva 3). También se muestra el espectro de la lisozima térmicamente desnaturalizada (curva 4).
El espectro se obtuvo a pH 2.9, a una temperatura de 60 °C, la concentracion de proteina fue de
0.110 mg mL™.

dado que la base de datos original no contiene ningln espectro representativo de una
proteina térmicamente desnaturalizada. Para subsanar esta deficiencia, la base de datos se
complementd con el espectro de la lisozima desplegada por temperatura y se repitio la
estimacion (ver seccion 2.3.1) . En este caso, la TIM desnaturalizada también presenta una
disminucion importante en el contenido de hélice-a, asi como un aumento en el contenido

de hojas-f. Ademas, el contenido de “estructura desplegada” en la TIM desnaturalizada es
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1del 10%, comparado con la TIM nativa que presenta solo el 1%. Para refinar ain més el

calculo, la base de datos se redujo de tal modo que cada tipo estructural tuviera el mismo
peso en el analisis. Los resultados con la base de datos reducida muestran que la TIM
desplegada sufre una disminucion hasta un 10% del contenido de hélice-a, las hojas-p3
permanecen practicamente sin cambio y la “estructura desplegada” aumenta
considerablemente, todo esto con respecto a la TIM nativa. El analisis de los espectros con
la base de datos reducida podria considerarse mas confiable que las estimaciones realizadas
con las otras dos bases, especialmente para el estudio de proteinas desplegadas. Esto se
debe a que contiene un espectro representativo de enzima desnaturalizada térmicamente y
todos los tipos estructurales tienen un peso similar en el analisis.

El espectro de la lisozima se restd del espectro de TIM, ambas térmicamente desnaturalizadas; el
resultado que se obtuvo fue el espectro diferencial que se muestra en la figura 3.5 (linea 3). La
forma del espectro diferencial confirma que la TIM mantiene una cantidad significativa de
estructura secundaria después del desplegamiento térmico.

Tabla 3.1. Contenido de estructura secundaria determinado para los espectros de TIM de levadura
nativa y térmicamente desnaturalizada, utilizando el programa SELCON. EIl programa se utilizé en
su forma original (1), con la base de datos modificada incluyendo la lisozima térmicamente

desnaturalizada (2) y reducida incluyendo la lisozima desnaturalizada por calor (3) (descritas en la
seccion 2.3.1).

Base de datos TIM o B desplegado | giro otro suma
1 Nativa 0.50 031 | - 0.05 0.15 1.01
Desnaturalizada 0.24 041 |  ----- 0.17 0.18 1.00

2 Nativa 0.58 0.18 0.01 0.13 0.10 1.00
Desnaturalizada 0.31 0.27 0.11 0.19 0.13 1.01

3 Nativa 0.56 0.21 0.03 0.12 0.06 0.98
Desnaturalizada 0.10 0.26 0.40 0.20 0.03 0.98
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3.2 Calorimetria de desnaturalizacion térmica de la TIM de levadura.

La endoterma de desnaturalizacion de la TIM de levadura se presenta en la figura 3.6
(concentracion de 2.27 mg mL™, pH 8.5, a una velocidad de calentamiento de 1 °C min™). El
termograma exhibe un pico Unico, marcadamente asimétrico y con un maximo a una temperatura
de 60.3 °C. La temperatura a la cual el proceso de desnaturalizacion presenta un 50% de avance
(Tw), se determind en las curvas calorimétricas estimando el 50% del area bajo la curva. En el
experimento del gréafico 3.6 la T, del proceso fue de 59.5 °C.
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Figura 3.6. Curva calorimétrica del desplegamiento de la TIM de levadura, después de restar la
linea base de un barrido regulador-regulador. El experimento se realiz6 a una velocidad de
calentamiento de 1 °C min™, y con concentracion de proteina = 2.27 mg mL™* (pH 8.5).

La temperatura del maximo de la endoterma y la T2 son valores muy cercanos entre

si, pero no coinciden, debido a que esto sucede Unicamente cuando el cambio de
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capacidacalorifica entre la proteina nativa y desnaturalizada (ACp) es cero (Robertson y

Murphy, 1997).

Los experimentos calorimétricos se hicieron a varias concentraciones de proteina en
el intervalo de 0.73 a 2.27 mg mL™. La concentracion de proteina no ejercid efecto notable
en el valor de T2, como se aprecia en la figura 3.7. La T2 promedio (59.1 £ 0.4 °C) fue
muy similar a la que se determind por medio de las transiciones de DC a concentraciones
bajas (por ejemplo 0.010 mg mL™) de TIM y con la misma velocidad de calentamiento
(figura 3.7). En todos los casos las transiciones calorimétricas fueron irreversibles, esto se
comprobo en un segundo ciclo recalentando las muestras que habian sido enfriadas después
del primer barrido. Ademas, las muestras extraidas de la celda calorimétrica después de un
primer barrido mostraron agregacion evidente, la que aumenté al incrementar la

concentracion de proteina.

Los valores de entalpia calorimétrica (AHca), obtenidos de seis experimentos
independientes, no presentaron dependencia con la concentracién de la proteina, lo que
hace suponer que los efectos caldricos de la agregacion no son muy importantes. Cuando
los efectos de la agregacién no son muy grandes, el valor de AHca €s un parametro
termodindmico confiable, a pesar de la irreversibilidad del proceso (Milardi et al., 1994). El
promedio de AHca fue de 1330 + 100 kJ mol™, que corresponde a 2.7 + 0.2 kJ por mol de
residuo de aminoacido. Este valor es cercano, pero ligeramente menor, al valor
normalizado de la entalpia de desnaturalizacion de varias proteinas globulares (Murphy y

Freire, 1992), cuyo promedio a 60 °C es de 3.2 £+ 0.4 kJ por mol de residuo. Por lo tanto, de
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acuerdo a este criterio termodindmico, la TIM térmicamente desnaturalizada, parece estar

extensamente desplegada.
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Figura 3.7. Dependencia de la T, con la concentracion de proteina. Las temperaturas del 50% de
avance del proceso (de acuerdo al calor absorbido) se obtuvieron de varios barridos
calorimétricos ( &) a una velocidad de calentamiento de 1 °C min™ (pH 8.5). También se muestra
la Ty, obtenida por DC a una concentracion de 0.010 mg mL™ ( ¢).

A partir de un experimento calorimétrico se podria calcular el AC, de la transicion, en
base al desplazamiento de la linea base en las zonas de pre y pos-desnaturalizacion. Sin
embargo, en la practica esto no siempre es posible, debido a que en ocasiones (como en el
caso de la TIM) se observa una marcada curvatura en la tendencia final del trazo
calorimetrico haciendo dificil la extrapolacion hacia el centro del pico y originando con ello

mucha variabilidad en la determinacion del ACp. Generalmente, se llevan a cabo varios
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experimentos en los que se perturba la temperatura de aparicion del pico calorimétrico. Esto
se hace cambiando el pH (suponiendo que el cambio de pH no tiene efecto en AHcal). En el
caso de la TIM el proceso es irreversible (en las condiciones experimentales empleadas) y
por lo tanto al disminuir la velocidad de barrido también disminuye la temperatura de
aparicion del pico calorimétrico. Es generalmente aceptado que en un amplio intervalo de
temperatura el AHca Se puede describir como una funcion lineal de la temperatura, cuya
pendiente es igual al AC, (Privalov, 1979; Privalov y Gill, 1988). Los barridos
calorimétricos de la TIM de levadura se llevaron a cabo en pH 8.5 con velocidades de
calentamiento de 0.2, 0.75y 1.0 °C min* y en pH 10.0 con velocidades de 0.5y 1 °C min™.
Cabe mencionar, que en la bldsqueda de condiciones de pH para determinar el valor de
AHcal a diferentes temperaturas se probo el pH de 4.3. La TIM de levadura, en estas
condiciones de pH, y en concentracion cercana a 1 mg mL™, se agregd durante el proceso
de diélisis. Los experimentos calorimétricos probaron que al reducir la velocidad de
calentamiento se reduce Ti2, en concordancia con los resultados mencionados
anteriormente para DC. Estos resultados se usaron para construir el grafico de AHcai vs. T1/2.
Como puede observarse en la figura 3.8 la relacion entre el AHca y la temperatura se
describe adecuadamente mediante una linea recta, en concordancia con los resultados
encontrados para muchas proteinas pequefias (Privalov, 1979). Por lo tanto, de la linea recta

de la figura 3.8 se estim6 un valor de AC, de 49 + 3 kJ mol™* K,
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Figura 3.8. Dependencia del cambio de entalpia calorimétrica con la temperatura media de
desnaturalizacion (Tu2). Los experimentos se realizaron en pH 8.5 (/) y pH 10.0 (&)

El valor de AC, de desplegamiento de una proteina puede predecirse a partir de los
cambios de area polar y no polar accesible al solvente (AASApolar Y AASAno polar
respectivamente) que ocurren durante el proceso. Para calcular el valor de ACp se han
parametrizado las ecuaciones: ACp = 0.45 AASAno polar — 0.26 AASApoiar (Murphy y Freire,
1992) y ACp = 0.33 AASAno polar — 0.16 AASApolar (Spolar et al., 1992). Se calculd el cambio
de area superficial polar y no polar accesible al solvente entre los estados nativo y
desplegado de la TIM de levadura. Esto se hizo estimando la diferencia entre el dimero
nativo (Protein Data Bank archivo 7TIM) y las cadenas completamente extendidas. Los
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atomos de carbono y azufre se consideraron como apolares, mientras que los atomos de
oxigeno y nitrégeno como polares. Los célculos de area se llevaron a cabo con el programa
NACCESS (Simon Hubbard, University College, Inglaterra), una implementacién del
algoritmo de Lee y Richards (Lee y Richards, 1971), utilizando un radio de prueba de 1.4 A
y un ancho de corte de 0.05 A. Si se asume que la desnaturalizacion incluye la disociacion
y desplegamiento completo de los mondémeros, el valor esperado de AC, seria entre 35y 46

kJ mol* K1, que concuerda razonablemente con la estimacion experimental.

3.3 Cinética de desnaturalizacion.

El desplegamiento térmico de la TIM delevadura se estudié en funcién del tiempo
siguiendo los cambios de elipticidad a 220 nm. Esto permitié estimar los cambios en la
estructura secundaria de la proteina. La figura 3.9 muestra las cinéticas resultantes a
distintas temperaturas. En todos los casos, los datos experimentales se ajustaron bien a
curvas de decaimiento exponencial simple (ecuacién 2.1). Los valores de elipticidad
extrapolados al tiempo cero fueron muy similares a la sefial esperada para la proteina
nativa, indicando que no hay una fase rapida de cambios estructurales significativos, que
pudiera perderse en el tiempo muerto de los experimentos. En un intervalo de 0.010 a 0.060
mg mL™ la concentracion de proteina no tuvo préacticamente ningln efecto en la constante
de velocidad, lo que remarca que la desnaturalizacion de la TIM sigue una cinética simple
de primer orden. Una caracteristica sobresaliente de las curvas de desnaturalizacion es que
todas ellas alcanzan valores finales de elipticidad similares; esto significa que la reaccion
avanza hasta completarse, como sucede en una reaccion irreversible. Sin embargo, a
temperaturas altas (mayores a 63 °C), cuando el desplegamiento ocurre en tiempos cortos,

el proceso fue completamente reversible. Por ejemplo, a una temperatura de 63.7 °C, la
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pérdida de estructura secundaria ocurre rapidamente (en 3 minutos, la reaccion ha avanzado
mas del 98%, a juzgar por la sefial de DC), pero la estructura nativa se recupera por
completo cuando la muestra se enfria rapidamente (15 °C min) hasta 25 °C. Cuando la
TIM permanece periodos de incubacion mas largos a temperaturas altas, no se observan
més cambios en la sefial de DC, pero su capacidad de replegarse disminuye notablemente.
Esto indica que las reacciones que causan la irreversibilidad ocurren después del

desplegamiento de la TIM, pero no alteran la sefial de DC en la region del UV-lejano.
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Figura 3.9. Cinética de desnaturalizacion térmica de la TIM a diferentes temperaturas seguida por
cambios de elipticidad a 220 nm. Los datos mostrados corresponden a las siguientes temperaturas:
62.8 (curva 1), 57.8 (curva 2) y 52.4 °C (curva 3). Las lineas suaves son el ajuste de los datos
experimentales a curvas de decaimiento exponencial simple. La concentracion de proteina fue de
0.010 mg mL™.
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Los cambios en las interacciones terciarias durante el desplegamiento de la TIM se
estudiaron siguiendo la elipticidad a 285 nm, con soluciones de proteina de 0.5 mg mL™.
Los experimentos se llevaron a cabo a 55.2 y 58.5 °C (figura 3.10). A la temperatura de
58.5 °C se obtuvo una curva cinética claramente bifasica. El ajuste de esta curva, de
acuerdo a un modelo de decaimiento exponencial doble, indica que la fase répida
comprende una amplitud del 68 al 72% (con respecto al cambio de elipticidad total); el
valor obtenido de la constante de velocidad para esta fase es, dentro del error experimental,
igual al determinado mediante los experimentos de DC en la regién de UV-lejano a la
misma temperatura (Tabla 3.2). La fase lenta, asociada a la aparicion de turbidez de la
solucién de la TIM, tuvo una constante de velocidad 13 veces menor que la de la fase

rapida (Tabla 3.2).
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Figura 3.10. Cinética de desnaturalizacion de la TIM obtenida por DC en la region del UV-
cercano. Las curvas que se muestran corresponden a las temperaturas que se indican: 55.2 °C
(curva 1) y 58.5 °C (curva 2). Las curvas suaves corresponden a los ajustes de los datos
experimentales de acuerdo a los modelos de decaimiento exponencial simple y doble
respectivamente. La concentracion de proteina fue 0.5 mg mL™.
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} Tratando de separar los efectos de las dos fases cinéticas en el espectro de DC en la
region del UV-cercano de la TIM desnaturalizada, se llevaron a cabo experimentos en los
que se permitia que la fase rapida avanzara hasta un 90%, mientras que la fase lenta sélo
habia avanzado un 15%, inmediatamente se obtuvo el espectro de DC en la region del UV-
cercano. El promedio de los dos espectros logrados de este modo se muestra en la figura
3.11; comparando con el espectro de la proteina nativa (también en la figura 3.11) se
aprecia que la fase rapida conlleva cambios importantes de las interacciones terciarias. En
contraste, la cinética de desplegamiento monitoreada por elipticidad en la region del UV-
cercano a una temperatura de 55.2 °C sigue un modelo de decaimiento exponencial simple

(figura 3.10). Este cambio también esta asociado a la aparicion de turbidez en la muestra.
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Figura 3.11. Espectros de DC en la region del UV-cercano de la TIM de levadura. Los espectros se
obtuvieron en regulador de TRIS 50 mM pH 8.5, con una concentracion de proteina de 0.5 mg
mL. Proteina nativa a 25 °C (linea continua); promedio de los espectros obtenidos después de la
fase rapida de la cinética de desplegamiento seguida por DC-UV cercano a 58.5 °C (linea
punteada).
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Tabla 3.2. Constantes de desplegamiento obtenidas por DC en las regiones de UV-cercano
y lejano en una temperatura de 58.5 °C
Técnica de obtencién

Constante de velocidad

(s
UV-lejano 1.6 x 103+ 4.2 x 10*
UV-cercano fase rapida 2.0x10%+28x10*
UV-cercano fase lenta 1.5x10%+75x%x10°

La desnaturalizacion de la TIM también se estudié por medio de espectroscopia de
fluorescencia. Estos estudios permitieron detectar los cambios de polaridad en el entorno de
los residuos de triptofano, que se reflejan como corrimientos en el espectro hacia longitudes
de onda mayores. Los espectros de emision se obtuvieron a intervalos de 540 segundos a
56.0 y 56.8 °C durante el curso del desplegamiento de la TIM. Los espectros que se
muestran en la figura 3.12 ejemplifican los cambios que ocurren en este proceso (56.8 °C).
La ausencia de un punto isofluorescente indica que hay méas de dos especies involucradas
en el proceso. Ademas, se pueden distinguir facilmente dos tendencias: Los espectros
correspondientes a tiempos menores a 45 minutos presentan un corrimiento progresivo en
la longitud de onda de méxima emision (Amax) de 320 a 328 nm y manifiestan una
disminucion importante en la intensidad a longitudes de onda menores. La reaccién de
desplegamiento a tiempos superiores a 45 minutos se caracteriza por un mayor corrimiento
de la sefal hacia longitudes de onda mayores, y por un incremento de intensidad de la sefial

en longitudes de onda cercanas a 330-335 nm.
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De acuerdo a lo anterior, se construyeron curvas cinéticas a partir de las
intensidades medidas a una longitud de onda particular, estas resultaron ser claramente
bifasicas; sin embargo, fue méas féacil distinguir las dos fases con una longitud de onda de
318 nm (figura 3.13). Por lo tanto, esta longitud de onda se escogié para las mediciones
cinéticas a otras temperaturas (figura 3.14). Los datos cinéticos se ajustaron adecuadamente
a una ecuacion de decaimiento exponencial doble (Ver seccion 6.2.2 del Apéndice). Los
valores obtenidos de las constantes de velocidad de la fase rapida resultaron ser muy

similares a los calculados para los experimentos de DC (Tabla 3.3).
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Figura 3.12. Espectros de emision de fluorescencia (longitud de onda de excitacion 290 nm). Los
espectros se registraron en diferentes tiempos después de iniciar la reaccion de desplegamiento de
la TIM a56.8 °C: 0.7 (curva 1), 9 (curva 2), 18 (curva 3), 36 (curva 4), 126 (curva 5) y 216 minutos
(curva 6). La concentracion de proteina fue de 0.050 mg mL™.
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Figura 3.13. Curva cinética construida a partir de la intensidad medida a 318 nm, de la serie de
espectros de emision de fluorescencia obtenidos a 56.8 °C (excitacion = 290 nm). La linea suave
representa el ajuste de los datos experimentales (/) a una ecuacion de decaimiento exponencial
doble.
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Figura 3.14. Curvas cinéticas de desplegamiento de la TIM de levadura obtenidas por
fluorescencia intrinseca (excitacion = 290 nm, emision = 318 nm). Los datos mostrados
corresponden a las siguientes temperaturas: 54.9 (curva 1), 59.8 (curva 2) y 61.8 °C (curva 3). Los
datos experimentales se ajustaron a curvas de decaimiento exponencial bifasico (curvas suaves).
La concentracion de proteina fue de 0.050 mg mL™.
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Tabla 3.3. Constantes de desplegamiento k, obtenidas por DC en la region del UV-lejano y
fluorescencia (fase rapida) a diferentes temperaturas.

Temperatura Fluorescencia Dicroismo Circular
(°C) (s (s
54.9 40x10*+15x10* 25x10%+1.0x10%
57.2 9.0x10*+35x10* 8.8x10*+3.2x10%
59.3 40x10°+15x10° 25x10%+1.0x103
59.8 20x10%+0.8x103 3.3x10%+1.3x10°
61.6 1.4 x 102+ 0.5 x 10 9.8x10%+3.2x103

De acuerdo a estos resultados, la cinética de desnaturalizacion de la TIM se puede

describir como una ruta secuencial cuyo primer paso conduce a la pérdida simultanea de

interacciones terciarias y una parte considerable de la estructura secundaria de la molécula.

Este paso de desplegamiento también comprende un incremento en la polaridad de los

alrededores de los residuos de triptofano. Las reacciones subsecuentes no conllevan

cambios en la estructura secundaria, pero aparentemente causan cambios posteriores en el

entorno de los residuos de triptofano y llevan a la proteina desplegada a un estado

irreversiblemente desnaturalizado. A concentraciones de proteina mayores (0.5 mg mL™?) la

irreversibilidad estd claramente ligada a la aparicion de turbidez en la muestra lo que

sugiere la formacién de agregados moleculares macroscopicos.
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3.4 Dependencia de la constante de desplegamiento con la temperatura.

El efecto de la temperatura en la constante de velocidad del desplegamiento (ky) en
la desnaturalizacion de la TIM se ilustra en la figura 3.15. El gréfico de In(k./T) en funcion

de (1/T) representa la ecuacion de Eyring (ver apéndice seccion 6.2.4):

In(K/T) = In E + AS'/R - (AHIR) (LIT) (3.1)

donde k es la constante de velocidad de una reaccion elemental; E representa el factor
preexponencial, que en la ecuacion de Eyring es igual a la razon de la constante de
Boltzmann entre la constante de Planck; 4Hy AS’ son la entalpia y entropia de activacion,
respectivamente. Cuando se considera la variacion del AH? y AS? con la temperatura, la

ecuacion 3.1 se transforma en (Chen et al., 1989):

In(k/T) = A - B(LIT) - (AC#/R) In(L/T) (3.2)

donde se asume que la capacidad calorifica de activacion, ACy, es independiente de la
temperatura. Los coeficientes A y B se expresan como combinaciones de los parametros de

activacion; en este caso representadas como:

A=In E+ (45 - ACY" In TR,

B = (AH*/ Tr - ACp’[ Tr)/R,

la que permite calcular facilmente el AH a cualquier temperatura Ty, escogida como

referencia.
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Mediante el analisis de los datos para el desplegamiento en la figura 3.15 de
acuerdo a la ecuacion 3.2, se estimé el ACy, igual a 2.1 + 5.9 kJ mol K. En comparacion
con el AC, calorimétrico (49 + 3 k] mol™® K?), AC,, es practicamente insignificante. Este
resultado concuerda con estudios previos del desplegamiento de proteinas monoméricas en
solucidn acuosa (Lopez-Arenas et al., 1999; Pohl, 1968; Segawa y Sugihara, 1984; Jackson
y Fersht, 1991; Alexander et al., 1992 y Oliveberg y Fersht, 1996), donde se han reportado
gréaficos de In(ku/T) vs. 1/T lineales o casi lineales. El ajuste de los datos a un modelo lineal
(ecuacion 3.1) da como resultado un AH?, de 480 kJ mol™. En comparacidn, los valores de
AHY, para proteinas monoméricas estan en el intervalo de 100 a 350 kJ mol? (Solis-

Mendiola et al., 1998).

Temperatura (°C)

-10 +

12 +

In (k ,/T)

In (k,/T)

J14 -

-16 +

295 300 305 310 315 320 325

UT x 10° (K"
Figura 3.15. Gréfico de Eyring para las constantes de desplegamiento (ku) y replegamiento (k) de
la TIM de levadura. Los datos de desnaturalizacion se obtuvieron por medio de: DC en la regién
del UV-lejano ( €), DC-UV cercano (+), y espectroscopia de fluorescencia ( % ). Las constantes de
replegamiento (=) se determinaron de los experimentos de DC en el UV-lejano. Las lineas
muestran las regresiones de minimos cuadrados de acuerdo a la ecuacién 3.1 (desplegamiento):
In(ky/T) = 162 (£ 4) - 57900 (= 1500) (1/T),
o la ecuacion 3.2 (replegamiento):
In(k/T) = 2500 (+ 5500) - 1.16 x10° (+0.26 x10°) (1/T) +3800 (z 800) (In(1/T));
ku Y kr estan dadas en sy M s respectivamente.
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3.5 Cinética de replegamiento.

La recuperacion de estructura secundaria durante el replegamiento de la TIM se
estudié por medio de los cambios en la elipticidad a 220 nm. Los experimentos se iniciaron
con una solucion de TIM, a concentracion menor de 0.150 mg mL™, previamente
desnaturalizada durante 3 minutos a 63.7 °C. Como se ha mencionado anteriormente (ver
seccion 3.3), estas condiciones aseguraron la formacion de un estado reversiblemente
desplegado. Los experimentos de replegamiento se iniciaron por alguno de los dos métodos

descritos en el capitulo de Materiales y Métodos (seccion 2.3.4).

La figura 3.16 muestra las curvas cinéticas, obtenidas a 48.3 °C, para dos
concentraciones de TIM. En ambas casos la elipticidad observada a tiempos largos es
cercana a la mostrada por la TIM nativa a la misma temperatura (deducida de la region de
pre-desnaturalizacion en la figura 3.2), indicando que el replegamiento es practicamente
completo en estas condiciones. Los experimentos de replegamiento se llevaron a cabo en el
intervalo de concentracion de proteina de 0.007 a 0.040 mg mL™; los valores observados de
tiempos de vida media (t12) se graficaron contra el reciproco de la concentracion molar de
TIM (en términos de mondmeros). En la figura 3.17 se observa el comportamiento a 48.3
°C. En este grafico se muestra que la vida media de la reaccion disminuye al aumentar la
concentracion de proteina. A pesar del error experimental, es evidente que la linealidad del
gréafico es consistente con la relacion esperada para una reaccion de segundo orden (ver en

el Apéndice la seccion 6.2.3):

t12 = 1/(2 Coky) (3.3)
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donde kr es la constante de velocidad de replegamiento y Co es la concentracion inicial de
mondmeros. Ademas, el valor de kr calculado de la linea de la figura 3.18 (1.5 x 10° £ 0.1 x
10® M s1) concuerda satisfactoriamente con el promedio de la constante (1.4 x 103 + 0.5 x
10® M1 s1) obtenida a 48.3 °C a través del ajuste de los experimentos individuales a curvas

cinéticas de segundo orden.

KN
w
1

[6] x 10° (grados cm’ dmol™)
5
1

0 10 20 30 50 60
Tiempo (min)

Figura 3.16. Cinéticas de replegamiento de la TIM de levadura obtenidas a 48.3 °C y dos diferentes
concentraciones de proteina. El replegamiento se siguié por cambios en la elipticidad a 220 nm.
Los datos mostrados corresponden a 0.007 mg mL™ (curva 1) y 0.040 mg mL™ (curva 2). Los datos
experimentales se ajustaron de acuerdo a un modelo para una reaccién simple de segundo orden
(linea suave)

La TIM replegada en las condiciones descritas anteriormente, mostré una
recuperacion de la actividad enzimatica mayor al 95% cuando el ensayo se llevo a cabo en
condiciones estandar (pH 7.4, 25 °C). La recuperacion de actividad enzimética también se

estudié en las condiciones del replegamiento (pH 8.5 y 43.2 °C). Los ensayos que se

hicieron con muestras de TIM que se habia replegado en un 95% indicaron que la actividad
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recuperada es mayor al 90% con respecto a la observada en la TIM nativa, en ensayos a las
mismas condiciones experimentales. Sin embargo, no se pudo llevar a cabo un estudio
detallado de la recuperacion de actividad durante el replegamiento, debido a que el sustrato
parecia promover la reactivacion. En efecto, cuando la TIM desplegada se inyect6 en la
celda de reaccion, inicialmente no mostraba actividad enzimatica, pero la actividad

aumentaba durante el tiempo del ensayo.

1200 |- -
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Figura 3.17. Efecto de la concentracion de proteina en el tiempo de vida media (t12) del
replegamiento de la TIM. Los experimentos se llevaron a cabo a 48.3 + 0.2 °C, las concentraciones
de las muestras de TIM fueron desde 0.007 hasta 0.040 mg mL™. La concentracion se expresa en
términos de molaridad de mondmeros (M, = 26 650). De la pendiente de este grafico se calculd k;
=15x 107 M*s? (ecuacion 3.3) referida en el texto.

3.6 Dependencia de la constante de replegamiento con la temperatura.

El valor de la constante de replegamiento, kr, se determind en un intervalo de
temperaturas de 40 a 51 °C. En la mayoria de los experimentos la concentracion de proteina

59



fue de 0.010 mg mL™. Sin embargo, en los experimentos que se llevaron a cabo a
temperaturas mayores a 48 °C la concentracion de TIM se increment6 (0.030 a 0.040 mg
mL1) para reducir el tiempo requerido para el replegamiento. Esto se hizo para evitar la
aparicion de especies irreversiblemente desnaturalizadas. En todos los casos, kr se
determiné de los experimentos en que el replegamiento era mayor al 95%. Los resultados
se muestran en la figura 3.15. Es evidente la curvatura que se observa en este gréfico,
semejante a lo reportado para curvas analogas del replegamiento de proteinas monoméricas
(Pohl, 1968; Segawa y Sugihara, 1984; Jackson y Fersht, 1991, y Alexander et al., 1992) o
para la reaccion de replegamiento y asociacion del represor Arc P22 (Milla y Sauer, 1994);
este comportamiento es consistente con un valor de ACy, negativo. El ajuste por minimos
cuadrados de los datos experimentales a la ecuacion 3.2 aporta el juego de parametros que

se muestra en la figura 3.16, entre los que destaca el valor de ACy/r = -31+ 7 kJ mol™* K1,
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Lo importante en la ciencia no es
tanto obtener nuevos datos, sino
descubrir nuevas formas de pensar

sobre ellos.

William Lawrence Bragg

Capitulo 4: Discusion
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4 Discusion
El desplegamiento térmico de la TIM silvestre de varias especies bioldgicas y de

algunas de sus mutantes se ha estudiado ampliamente. En la mayor parte de los casos se ha
observado que el proceso es irreversible, debido probablemente a la agregacion de la
proteina desplegada (Schliebs et al., 1996; Schliebs et al., 1997; Alvarez et al., 1998; Gopal
et al., 1999; Sun, y Sampson, 1999). En contraste Mainfroid y colaboradores (1996)
realizaron estudios en equilibrio de la TIM de humano, encontrando que el desplegamiento
se lleva a cabo a través de un proceso de dos estados, que involucra al dimero nativo y a los
mondmeros desplegados como Unicas especies pobladas en el equilibrio. Los datos
presentados en esta tesis indican que el desplegamiento térmico de la TIM de levadura es
un proceso irreversible en diversas condiciones, como se ha observado para la TIM de
varias especies. Sin embargo, en las condiciones Optimas de reversibilidad (pH 8.5 y
concentraciones bajas de proteina), se observaron transiciones completamente reversibles
de desplegamiento y replegamiento en barridos térmicos a velocidades mayores a 1 °C
mint. En estas circunstancias, las dos transiciones estan completamente separadas. Este
resultado implica que una barrera cinética importante interviene entre los procesos de
calentamiento y enfriamiento impidiendo alcanzar el equilibrio. Los intentos para lograr el
equilibrio disminuyendo las velocidades de barrido fueron infructuosos, debido a la

irreversibilidad del proceso.

Los resultados de la cinética de desnaturalizacion indican que el primer paso de la
ruta de desplegamiento corresponde a una reaccion de primer orden. Esta reaccion produce
la especie que en esta tesis se denomina "TIM térmicamente desplegada” representada por

el simbolo U. Esta estructura carece de la mayoria de las interacciones terciarias presentes
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en la forma nativa N. A juzgar por el corrimiento hacia el rojo en Amax de los espectros de
fluorescencia, los residuos de triptofano parecen estar mas expuestos al solvente en U que
en N. Se ha observado que la hidratacion de grupos hidrofobicos que se exponen al solvente
durante el desplegamiento de una proteina estd acompafiada de un incremento en la
capacidad calorifica de la solucion. En este sentido, U parece exponer amplias zonas que
originalmente se encontraban ocultas en la proteina nativa, como lo sugiere el valor elevado
de AC, de desnaturalizacion. Cabe sefialar, que todas las cinéticas de desnaturalizacion
alcanzaron la elipticidad esperada para la proteina desnaturalizada. Cuando la especie U se
expone a alta temperatura por periodos largos no se observan cambios en la sefial de
elipticidad en la region del UV-lejano. Sin embargo, dado que esta especie parece exponer
zonas hidrofdbicas al solvente, seria susceptible de agregarse, lo que probablemente sea la
principal causa de irreversibilidad del proceso de desplegamiento. Esto concuerda con lo
observado frecuentemente para la TIM de varias especies biologicas y para varias proteinas
oligoméricas (Garel, 1992). Sin embargo, de acuerdo a las evidencias de los espectros de
DC en la region de UV-lejano, aparentemente U conserva una cantidad significativa de
estructura secundaria (incluyendo, quiza, regiones helicoidales y hojas-B) Estas
caracteristicas se han observado previamente en el intermediario de desplegamiento de TIM
de levadura en concentraciones moderadas de desnaturalizante (GuHCI), que se ha descrito
como un mondémero parcialmente plegado que carece de las interacciones terciarias, pero

que conserva parte de la estructura secundaria, (Morgan et al., 2000).

A pesar de la propension de U a agregarse, se encontrd que a temperaturas mayores

de 63°C y concentraciones bajas de proteina (menores a 0.150 mg mL™), el tiempo
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requerido para la reaccién de desplegamiento es mucho menor que el tiempo de aparicion
de las reacciones que originan irreversibilidad. La TIM desplegada fue completamente
capaz de replegarse a través de una reaccion de segundo orden que produce una TIM
dimérica indistinguible de la forma nativa, lo cual pone de manifiesto el caracter

monomérico de la especie U.

Los ajustes estructurales de la proteina necesarios para el desarrollo de la actividad
enzimética no pudieron estudiarse en detalle. Sin embargo, la cinética de replegamiento
pudo estudiarse siguiendo los cambios de elipticidad a 220 nm. Al estudiar la dependencia
de la constante de replegamiento con la temperatura se encontré un valor de ACy’r muy
negativo. Esto concuerda con lo reportado para la cinética de replegamiento de varias
proteinas monomeéricas (Pohl, 1968; Segawa y Sugihara, 1984; Jackson y Fersht, 1991;
Alexander et al., 1992). La formacion del dimero involucra la recuperacién de la estructura
secundaria nativa y probablemente la mayoria de las interacciones terciarias podrian
consolidarse en este paso, esto dado que se ocultan grandes extensiones de area superficial
accesible al solvente. De acuerdo a la curva trazada en la Figura 3.15, kr alcanzaria un valor
méaximo igual a 1.8 x 10° M s*! alrededor de 30 °C . Resulta interesante que esta magnitud
sea comparable con lo reportando anteriormente para la constante de velocidad del paso de
asociacion (kni) en la renaturalizacion de la TIM desplegada por GuHCI: para la TIM de
musculo de conejo (pH 7.5, GUHCI 0.065 M) kyi es igual a 3 x 10° M s a 0 °C (Zabori et
al., 1980); en el caso de la enzima de masculo de pollo (pH 7.5, GUHCI 0.40 M) kpi es
aproximadamente igual a 2.2 x 10* M s cerca de 30 °C (McVittie et al., 1977). Cabe

hacer notar, sin embargo, que la renaturalizacion de la TIM, desde sus monomeros
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desplegados por GUuHCI, se ajusta adecuadamente a un mecanismo cinético secuencial uni-

bimolecular:

monomero desplegado — mondmero intermediario — dimero nativo,

donde el intermediario se ha descrito como un monémero “plegado™ o compacto (Zabori et
al., 1980; Rietveld y Ferreira, 1998; Gao et al., 1998, y Gokhale et al., 1999). Sin embargo,
dado que la recuperacion de estructura secundaria durante la renaturalizacién no se ha
abordado en estudios previos, no puede evaluarse hasta la fecha el grado de organizacion
estructural de dicho intermediario. Con respecto a esto, estudios recientes del
deplegamiento de la TIM de levadura inducido por GUHCI han demostrado la presencia de
un intermediario parcialmente plegado en concentraciones moderadas de desnaturalizante
(Morgan et al., 2000). Este intermediario carece de las interacciones terciarias, pero, a
juzgar por su espectro de DC en la region del UV-lejano, parece conservar estructura
secundaria residual. Queda por demostrarse, si un monémero parcialmente plegado aparece
como intermediario cinético en la formacion de la TIM dimérica, bajo condiciones que
favorecen al estado nativo; Morgan y colaboradores, han sugerido que tal hecho pudiera ser
posible. Tal propuesta ahora puede apoyarse fuertemente en vista de la similitud estructural
del intermediario mencionado, con el mondémero desplegado que se encontré en este
trabajo, el cual es capaz de dimerizar. En condiciones cercanas a las fisioldgicas, el
replegamiento de la TIM de levadura a partir de sus monémeros poco estructurados (como
aparece en el desplegamiento por GuHCI), podria involucrar dos grandes pasos de

plegamiento: 1) La formacion rapida de una estructura intermediaria, similar al monémero
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desplegado térmicamente. En este paso la disminucion de la concentracion del
desnaturalizante por dilucién, podria inducir un colapso répido de la cadena polipeptidica
dando origen a la aparicién de algunos elementos de estructura secundaria, como lo indican
nuestras observaciones, dicha estructura es estable en la ausencia de desnaturalizante,
sufriendo s6lo cambios graduales incluso a temperaturas de hasta 75 °C. 2) El paso de
asociacion que conduce a la formacion del dimero, va acompafiado de la ganancia del resto
de la estructura secundaria y el ocultamiento de grandes cantidades de area superficial
accesible al solvente. Probablemente la mayoria de las interacciones terciarias podrian
formarse durante esta etapa. Lamentablemente, la recuperacion de la estructura cuaternaria
a través de la restitucion de la actividad catalitica no pudo medirse con precision por la

curvatura en los trazos de oxidacion del NADH (ver seccion 2.2).

A pesar de que el desplegamiento térmico de la TIM es un proceso reversible, el
estudio de sus propiedades cinéticas y de equilibrio, en condiciones donde se espera que
tanto U como N estén apreciablemente poblados en el equilibrio, no fue posible por la
tendencia de la especie U a formar agregados irreversiblemente desnaturalizados, junto con
la aparente lentitud de la reaccion de desplegamiento. Por lo tanto, es imposible determinar
si coexisten 0 no intermediarios en equilibrio con N y U dentro de un particular intervalo de
temperaturas. Sin embargo, los resultados mostrados en este trabajo en la cinética de
plegamiento y desplegamiento sugieren que un simple modelo de dos estados, podria dar
una descripcién razonable del desplegamiento en equilibrio:

Ky 4.2

Ne 2U
Kr
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La similitud del ACp y AH (vistos como descriptores del proceso global) con el -
ACyr y la resta de las entalpias de activacion (AH?, — AH%) puede considerarse como

evidencia en favor del modelo propuesto en la ecuacion 4.1. Ambos juegos de parametros

se resumen en la Tabla 4.1.

Si suponemos que el mecanismo 4.1 es valido, entonces debe cumplirse la
aproximacion de ACp cai = -ACy?r, dado que ACy’y es insignificantemente pequefio. Sin
embargo, el valor de 49 kJ mol™ K de AC; cal esta fuera del intervalo de 95% de confianza
para -ACy’, (31 + 13 kJ mol! K, calculado de su error estandar en la regresion de la
ecuacion 3.3), indicando que la diferencia en las capacidades calorificas puede ser
significativa. Asimismo, la suma del AH,/ y -AH/ excede significativamente el valor de
AHcal (extrapolado) a baja temperatura, a pesar de que por arriba de 53 °C ambos valores de
la entalpia global de desplegamiento concuerdan satisfactoriamente (Tabla 4.1). Las
discrepancias descritas pueden indicar la existencia de un estado intermediario entre Ny U
o que el desplegamiento y replegamiento siguen rutas distintas. Sin embargo, es posible que
la falta de concordancia entre los resultados calorimétricos y cinéticos tenga su origen en la
sobrestimacion del ACp ca debido a la agregacion. Ciertamente, un pequefio efecto
exotérmico puede tener poca influencia en el AHca a una determinada temperatura, pero si
la magnitud de este efecto disminuye con la temperatura, el AC, ca aparente (medido a
partir de la pendiente del grafico de AHca Vvs. Ty) seria mayor que el ACp real de la

transicion de desplegamiento.
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Tabla 4.1: Parametros calorimétricos y de activacion que caracterizan el desplegamiento y
replegamiento de la TIM de levadura®

entalpia (kJ mol™)

Temperatura (°C) AH, AHY, AHE — AHY, AHcal
49.0 480 (10) -510 (30) 990 (30) 810 (50)°
53.8 480 (10) -660 (60) 1140 (60) 1050 (70)
59.0 480 (10) -830 (90) 1310 (90) 1330 (90)

Capacidad calorifica molar (kJ mol™? K1)

ACpfu ACpfr ACp cal

~0 -31(7) 49 (2)

& Los parametros de activacién se calcularon a partir de las regresiones de minimos
cuadrados mostrados en la Figura 3.15. La entalpia calorimétrica se midi6 a partir de
barridos calorimétricos y el AC; cal a partir de la pendiente de la linea de la Figura 3.8. Entre
paréntesis estan indicadas las desviaciones estandar de los valores.

b\alor extrapolado de la linea de la Figura 3.8.

4.1 Evaluacion de la estabilidad termodinamica de un supuesto modelo de dos estados.

A pesar de que no podemos concluir que el desplegamiento de la TIM de levadura
se lleva a cabo mediante un modelo de dos estados, este modelo esta sustentado en la TIM
de humano mediante resultados del desplegamiento térmico en equilibrio estudiado por
fluorescencia (Mainfroid et al., 1996). Por lo tanto, es interesante estimar la estabilidad de
la TIM de levadura asumiendo un modelo reversible de dos estados y comparar dichos

resultados con los reportados para la TIM de humano.
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Bajo la consideracion anterior, la constante de equilibrio (Ky) para el

desplegamiento de la TIM de levadura puede obtenerse de la relacién:

Ku = ku/kr (42)

Por otro lado, Ky esta relacionado con la fraccion de proteina desplegada, fi, mediante la

ecuacion 4.3 (ver en el Apéndice la seccion 6.1.1):

Ky = 2C{f2/(1 - f)] (4.3)

donde C: es la concentracion total de proteina expresada por mol de monémeros. Dado que
la dependencia de ky y kr con la temperatura es conocida (pie de la figura 3.16), es posible
calcular f, en funcion de la temperatura. Para una concentracion de proteina de 0.010 mg
mL, se calculé la curva de transicion que se presenta en la Figura 3.2 (linea 7). Esta curva
presenta una temperatura media de desnaturalizacion (Tw,) de 51.8 °C, que es similar a la
reportada para la TIM de humano (aproximadamente 54 °C) en pH 8.0 y la misma
concentracion de proteina (Mainfroid et al., 1996). Los valores de K, obtenidos se
utilizaron para estimar el cambio de energia libre de Gibbs para el proceso de
desplegamiento de la TIM de levadura (Figura 4.1). Como se observa en este gréafico, se
espera que el valor maximo de AG, (90 kJ mol™?) aparezca alrededor de 21 °C. Para la TIM

de humano, el AGy estimado fue de 80.7 kJ mol™ (19.3 kcal mol™) a 25 °C. Sin embargo, la
concordancia en AG, para ambas enzimas parece ser fortuita, dado que hay una gran
discrepancia entre el ACp y de 31 kJ mol™ K™ usado en nuestros calculos (ACpu = -ACp'r) y

el pequefio valor para AC,, (6.3 k] mol! K1) estimado por Mainfroid y colaboradores
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(1996) a partir de la variacion de AHy con Tw. Cabe mencionar que estos autores
determinaron AHy por el analisis de van't Hoff de las transiciones obtenidas por
espectroscopia de fluorescencia; desafortunadamente, no se reportaron los valores de AH..
Es evidente que se requieren mas estudios para conocer con precision las propiedades

termodinamicas de esta familia de enzimas diméricas.
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Figura 4.1. Cambio de energia libre de Gibbs (4G,) a partir los valores de la constante de
equilibrio de la curva de transicion teérica (linea 7) presentada en la figura 3.2.

4.2 Histeresis en las transiciones térmicas de desplegamiento y replegamiento térmico.
En la Figura 3.2 se observa una marcada histéresis en los barridos térmicos de la
TIM, resultado que contrasta con lo observado para varias proteinas monoméricas

pequefias, cuyas transiciones térmicas, obtenidas a velocidades de calentamiento de uno o
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dos grados por minuto, estan cerca de una curva de equilibrio. La explicacion mas simple
de tal comportamiento es que en la regidn de la transicion la cinética de desplegamiento-
replegamiento de la TIM es mucho mas lenta que para una proteina tipica monomeérica. Por
ejemplo, en la temperatura media de desplegamiento el valor de las constantes de
desplegamiento y replegamiento de la lisozima (Segawa y Sugihara, 1984) oscilan entre
0.05 y 0.90 s?, dependiendo del pH. Esto significa que las poblaciones de moléculas
plegadas y desplegadas se aproximan hacia los valores de equilibrio, después de una
perturbacion térmica, con un tiempo de relajacion (t = 1/(ku + kr)) de 0.5 a 10 segundos.
AUln para una proteina méas grande, la tripsina bovina (Pohl, 1968), el t esperado es de 0.5
minutos en Ty Para un sistema compuesto de dimeros nativos en equilibrio con
mondmeros desplegados la respuesta a una perturbacion pequefia se caracteriza por un

tiempo de relajacion que esta dado por (Nolting, 1999):

© = 1/(ky + 4kr [U]e) (4.3)

donde [U]e es la concentracion de equilibrio de los mondémeros desplegados antes de aplicar
la perturbacion (ver la seccién 6.2.3 del Apéndice). En el caso de la TIM, ky y kr evaluados
a una supuesta Ty, (51.8 °C) tienen valores de 4.5 x 10° sy 124 M y s, respectivamente.
Para una concentracion total de proteina de 0.010 mg mL™ [U]e = 1.87 x 107" M y el tiempo
de relajacion para estas condiciones seria de 120 minutos, que es 200 veces mayor que el
tiempo de relajacion requerido para proteinas monomeéricas. Por lo tanto, para alcanzar un
equilibrio entre el dimero nativo y el mondémero desplegado de una muestra de TIM se
requeririan tiempos de incubacién muy largos o velocidades de barrido muy pequefias.

Desafortunadamente, la aparicion de reacciones subsecuentes (como la agregacion

71



inespecifica de U) origina que el proceso se haga irreversible. A pesar de esto, dado el valor
grande de AH," el desplegamiento ocurre rapidamente y hasta completarse cuando la
temperatura es de unos pocos grados por arriba de Ty. Del mismo modo, el replegamiento
estd altamente favorecido, tanto cinética como termodinamicamente, en temperaturas
ligeramente por debajo de Tw Ademas, estas consideraciones indican que la
termoestabilidad de la TIM, vista como el tiempo de vida media del dimero activo, esta
gobernada tanto por la barrera cinética de la reaccion de desplegamiento como por la

dependencia de esta barrera con la temperatura.

72



La ciencia es una forma de pensar, mucho

mAas que un cuerpo de conocimientos.

Carl Sagan,

Capitulo 5: Conclusiones y

perspectivas
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5 Conclusiones y perspectivas

El desplegamiento de la TIM de levadura puede describirse como una reaccion
inicial de primer orden que conlleva a la formacion de un estado térmicamente desplegado
U, capaz de replegarse hasta la forma nativa si se enfria rapidamente. El replegamiento a
partir de U se lleva a cabo a través de una reaccion de segundo orden en donde la
asociacion de los monomeros esté ligada a la recuperacion de la estructura secundaria. Si el
estado U permanece expuesto a temperaturas altas durante periodos prolongados puede

formar un estado irreversiblemente desplegado (probablemente por agregacion).

Aunque los resultados que se presentan en este trabajo describen detalles de
diferentes facetas del desplegamiento de TIM, es evidente que es necesario realizar mas
estudios para caracterizar completamente este proceso. Seria interesante por ejemplo,
determinar si en condiciones desfavorables para la formacion del dimero de TIM, aparece
una reaccion de primer orden que conduzca a la formacion de un mondémero plegado,
previo al paso de asociacion. Esto podria estudiarse en concentraciones muy bajas de
proteina en las que las colisiones mondmero-mondémero sean poco probables. Si la
sensibilidad de las técnicas empleadas no permite disminuir suficientemente la
concentracion de proteina, una alternativa posible es el estudio de la cinética de
replegamiento de una mutante monomeérica de TIM, o bien el uso de agentes que aumenten

la viscosidad del medio, por ejemplo el glicerol.

Por otro lado, se ha visto que el complejo entre la TIM y el ién fosfato tiene una
constante de disociacion de 5.0 £ 0.2 mM a 25 °C (Lambeir et al., 1987); por lo que resulta
interesante analizar cémo afecta la presencia de este inhibidor competitivo a la cinética de
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desplegamiento y replegamiento de la enzima. Por ejemplo, se podrian hacer los
experimentos cinéticos en presencia de diferentes concentraciones del ion fosfato. Esto
ayudaria a evaluar la integridad del sitio activo en el estado de transicion del

desplegamiento y replegamiento.

Asimismo, para describir estructuralmente el estado de transicién en las rutas de
plegamiento y desplegamiento, se pueden estudiar diferentes mutantes. Las que a
continuacion se describen son mutantes en las que se ven alteradas algunas interacciones
electrostaticas. Estas Ultimas son interesantes de estudiar porque pueden alterarse con
cambios de pH y fuerza idnica. En algunas de ellas se pretende romper un puente salino
existente y en otras formar una interaccion electrostatica potencial. Estudiando la cinética
del desplegamiento y replegamiento de las distintas mutantes se pueden obtener las
constantes cinéticas de los procesos y con ello calcular los parametros de activacion asi
como su dependencia con el pH y fuerza ionica. La diferencia de los parametros de
activacion entre la proteina silvestre y las mutantes aqui propuestas nos ayudaria a saber el

efecto de alterar una carga electrostatica, explorando sitios particulares de la proteina.

5.1 Mutantes en las que se genera un puente salino.

En las mutantes que se sugieren a continuacion se pretende formar una interaccion
electrostatica. De llegarse a formar los puentes salinos se encontrarian en el extremo N-
terminal del barril. La TIM de algunos organismos termdfilos presentan algunos de los

puentes salinos aqui propuestos.
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T158K

T158 esté en la base del barril en el segmento que conecta o5 y 6. La lisina introducida en
esta posicion formaria un puente salino con E200 que se encuentra en el segmento que
conecta a6 y B7 (figura 5.1, A). La flexibilidad natural de la cadena podria permitir que
158K interactuara favorablemente con E200. Mediante célculos de minimizacion de
energia se estimd que la distancia entre 158K y E200 seria de 2.67 A. T158 es vecino de
W157, esto permitiria que los cambios en el entorno de esta posicion sean detectable por

fluorescencia intrinseca.

N148E

N148 se encuentra en a5 muy cerca de W157 y de W90 (figura 5.1, B), lo que facilita su
caraterizacion mediante fluorescencia intrinseca. En esta mutante la cadena lateral de E148
formaria un puente salino con K195, que se encuentra en a6. Este puente salino es muy

favorable geométricamente.

N35K
N35 se encuentra al final de ol (en la base del barril) al sustituirse por K formaria un
puente salino con el carboxilo terminal de N248. Este tipo de puente salino se encuentra

entre E34 y R250 en Bacillus stearothermophilus.

5.2 Puentes salinos que podrian romperse.

K223Q
El puente salino formado por K223 y E179 se encuentra en el inicio de a6 y fin de

o7, y esta presente en Leishmania mexicana y levadura, pero no en la TIM de otras
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especies. Por su posicién podria alterar el entorno de W168 y ser detectable por

fluorescencia.

5.3 Puente salino conservado.

D225Q
R189 forma puente con D227 a una distancia de 2.84 A y con D225 a una distancia de 3.53

A. Se propone cambiar D225 por Q rompiendo asi el puente salino menos favorable.

5.4 Q65

Otra posicion que resulta interesante de estudiar es la alteracion de Q65. Este es un
residuo conservado en la TIM de todas las especies a excepcidn de Leishmania mexicana y
se encuentra al inicio del lazo 3. La glutamina estd completamente escondida dentro de la
interfase formando parte de una red de puentes de hidrégeno. La TIM de Leishmania
mexicana en esta posicion tiene un acido glutamico. Recientemente se demostré que al
cambiar E65 por Q en la TIM de L. Mexicana incrementa considerablemente la termo
estabilidad de la enzima (la transicion de desplegamiento se recorre aproximadamente 20
°C hacia temperaturas mas altas). Por lo anterior, resulta interesante estudiar el papel de Q

en esta posicion en la termoestabilidad de TIM

Estas son s6lo algunas propuestas que pudieran desarrollarse en futuros trabajos
para determinar detalladamente el mecanismo de desplegamiento y replegamiento de la

TIM de levadura.
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T158K N148E

Figura 5.1. Representacion de la estructura del monémero de TIM. En los tres paneles se indican
las posiciones de los residuos nteractuar en caso de que se formara el puente salino

N35K . . . .
propuesto (ver el texto). Se res los residuos de triptofano vecinos a los puentes salinos
(azul). Las ramas g aparecen en amarillo y las hélices « en rojo. Panel A: T158 (verde), E200
(café); panel B: N148 (verde), K195 (café); panel C: N35 (verde), N248 (café).
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K223Q D225Q

Q65

Figura 5.2. En los paneles A y B se representa la estructura del monémero de TIM y se resaltan las
posiciones de los residuos que interactian en los puentes salinos que se propone romper. Panel A:
K223 (verde), E179 (café), W 168 (azul); panel B: D225 (verde), D227 (violeta), R189 (café).
Panel C: se presenta el dimero de TIM resaltando el lazo 3 (azul) y Q65 (verde). En los tres
recuadros las ramas S aparecen en amarillo y las hélices « en rojo.
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Necesitamos  especialmente  de la
imaginacion en las ciencias. No todo es
matematicas y no todo es simple ldgica,
también se trata de un poco de belleza y

poesia.

Maria Montessori.

Capitulo 6: Tratamiento de los datos

80




Apéndice
Tratamiento de los datos
6.1 Estudios de desplegamiento en condicionesde equilibrio

6.1.1 Modelo reversible de dos estados para proteinas diméricas.

Si se encuentran condiciones de reversibilidad es posible estudiar el proceso de
desnaturalizacion en el equilibrio; el modelo més sencillo es el mecanismo de dos estados

(Cantor y Schimmel, 1980):

ku (6.1)
Ne U
Kr

donde N y U representan a los estados nativo y desplegado respectivamente y ky, y kr son

las constantes de velocidad de los proceso de desplegamiento y repelgamiento.

Si el ambiente es modificado hacia condiciones que favorezcan el desplegamiento,
la conformacion nativa cambia inicialmente muy poco; es decir; puede haber cambios
locales pero la estructura global se conserva. Al continuar la induccion del desplegamiento,
ocurre una transicion abrupta en un intervalo relativamente estrecho de condiciones del
medio. Cuando el grado de desplegamiento se puede medir por diferentes técnicas y con
todas ellas se determina la misma curva de transicion, se puede proponer que el
desplegamiento es un fendmeno de dos estados donde solo el estado nativo y el desplegado
existen en equilibrio; esto también sugiere que el proceso es cooperativo. En otras palabras

la estabilidad de cada parte de la estructura es dependiente de las otras partes, y por lo
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tanto, las estructuras parcialmente plegadas son inestables con respecto a las estructuras

nativa y completamente desplegada.

Si la fraccion de especies desnaturalizadas se puede determinar mediante sefiales
biofisicas o espectroscopicas (como la elipticidad o la intensidad de fluorescencia), y se
define al pardmetro "y" como el observable utilizado para seguir la desnaturalizacion. El
valor de ese parametro debe modificarse con los cambios en la conformacion molecular, y
de esta manera es posible medir indirectamente la transicién; las muestras en estado nativo
asi como en estado desplegado poseen sus propios valores del parametro observable "'y,
siendo yn Y Yo respectivamente. Ya que ambos dependen de la concentracion de agente
desnaturalizante los valores de yn y yp, en cualquier punto de la transicion se obtienen
mediante la extrapolacion lineal. Asi mismo se definen fy y fu, como las fracciones de

proteina nativa y desnaturalizada respectivamente.

En las proteinas diméricas las interacciones entre las cadenas pueden contribuir de
manera significativa a la estabilidad conformacional de toda la proteina. EI modelo mas
simple para describir el desplegamiento de enzimas diméricas es el reversible de dos
estados, en los que la disociacion y desplegamiento ocurren de manera simultanea (ver

seccion 1.1).

Ky (6.2)

No 2U
Kr
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En este modelo, los dos estados en equilibrio son el dimero nativo N y el mondémero
desplegado U y la constante de equilibrio (Ky) puede calcularse de la relacion: Ky =

2[UJ%/[N].

La concentracion total de proteina C; expresada por monémero esta dada por:

Ci = 2[N] + [U] (6.3)

Por lo tanto las fracciones de proteina nativa y desplegada se obtienen de:
fn = [N]/Ct = [N]/(2[N] + [U]) (6.4)

fu = [U]/C: = [UJ/(2[N] + [U]) (6.5)

La fracciébn de proteina desplegada puede medirse espectroscopicamente. La

constante de equilibrio esta dada por la ecuacion (ver seccién 4.1):

Ku = [U1Y[N2] = 2Ct[fu?/(1-fu)] (6.6)

El cambio de energia libre del proceso (4Gu) puede calcularse facilmente a partir de

la constante de equilibrio.

AGy =-RT In Ky (6.7)

Si el equilibrio representado por la ecuacion 6.2 se perturba ligeramente mediante
un cambio pequefio en las condiciones fisicas o quimicas del sistema las concentraciones de

equilibrio original de las especies nativa ([N]e) y desplegada ([U]e) tenderan a
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reequilibrarse. Después de la perturbacion el equilibrio se desplaza hacia una nueva

posicion:

[N] = [N]e + [n] (6.8)

[U] = [U]e + [u] (6.9)

donde [n] y [u] son los pequefios cambios que sufren las concentraciones [N]e y [U]e

Sabiendo que:

KU = ku/kr (610)

donde ky y kr representan las constantes de velocidad de desplegamiento y replegamiento

respectivamente. La perturbacion evoluciona en el tiempo de acuerdo a la ecuacion 6.11.

d[n}/dt = -ku[n] - 4k: [N][U]e (6.12)

En este caso la constante de velocidad observable de un experimento (A)seria

(Nolting, 1999):

A= ku + 4kr [U]e (612)

6.2 Estudios de desplegamiento fuera del equilibrio.

Los experimentos cinéticos permiten obtener informacion sobre el proceso de
plegamiento y desplegamiento de proteinas. ES importante mencionar que partiendo

unicamente de los datos cinéticos no puede determinarse sin ambigiedades el mecanismo a
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través del cual ocurre el proceso. Los estudios cinéticos son Utiles ya que permiten
discriminar modelos que no se ajusten a los datos experimentales. El plegamiento y
desplegamiento de las cadenas polipeptidicas son procesos intramoleculares, por lo que la
cinética de estas reacciones siempre se describe en términos de ecuaciones de primer orden.
Por otra parte, el plegamiento de especies multiméricas puede requerir la asociaciéon de
moléculas independientes y ser descrita por ecuaciones cinéticas de orden superior

(Jaenicke y Lilie, 2000).

6.2.1 Modelo cinético de dos estados.

Se asume que inicialmente la muestra consiste exclusivamente de proteina nativa y
que al someterla a un aumento subito de temperatura se induce el desplegamiento
molecular. De esta forma se origina una mezcla de especies conformacionalmente

diferentes cuyas proporciones cambian con el tiempo.

Para la reaccion:
Ky
Ne U
Kr (6.13)

la velocidad de reaccion es (Cantor y Schimmel, 1980):

-d[N/dt = ky[N] - ki[U] (6.14)

~dfw/dt = kuf - kefu (6.15)

85



definiendo "fn = fn + AfN" y "fu = fu + Afy", donde fn y fu (ver la Figura 6.1) denotan las

fracciones de equilibrio finales (y constantes), y sustituyendo en la ecuacion 6.15, se

obtiene:
-dAfn/dt = (ky + ki) Afn (6.16)

.10

9
& AN

AN

ket — \L’

N —
tiexpo

Figura 6.1 Esquema de la dependencia de fy contra tiempo, ilustrando los pardmetros discutidos
en el texto.

En general la propiedad fisica observable "y" se considera aditiva:

y = fnyn + fuyu (6.17)
Definimos

(ko + k) = A (6.18)

y es conveniente trabajar con la variable Ay, donde:

Ay = y-y = ynAfn + yudfy (6.19)

Ay = (yn - yu) AfnCexp ™ (6.20)
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Ay = Ayexp™ (6.21)

donde Ay° es el cambio del valor "'y desde t = 0 hasta su valor de equilibrio "y". Como se
ha mencionado anteriormente, el observable “y” puede representar la sefial de elipticidad o
la intensidad de fluorescencia. Por ejemplo en el caso de las cinéticas de desplegamiento
estudiadas por los cambios en la sefial de dicroismo circular, la ecuacion 2.1 de la seccion

2.3.3 podria derivarse facilmente al sustituir Ay = & - & y Ay’ = & - &, en la ecuacion 6.21.

La ecuacion 6.21 indica que la grafica de: "In(4y/A4y®) vs. t" debe ser lineal donde la

pendiente de la recta es independiente de las condiciones iniciales de la propiedad medida.

En este caso el tiempo de relajacion () estaria dado por 1/A. Si se estudia el proceso
en condiciones tales que la reaccion este muy desplazada hacia la formacién de U entonces

kr es insignificante y por lo tanto A = ky y el tiempo de relajacion seria igual a 1/ku.

6.2.2 Modelo cinético de tres estados.

Las cinéticas bifasicas se pueden describir mediante el esquema:

kul ku2
Ne o U
ke ke (6.22)

Este esquema involucra un intermediario en la ruta entre el estado nativo y el

desplegado. Las ecuaciones de velocidad estan dadas por (Cantor y Schimmel, 1980):
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(6.23)
~d[N/dt = kua[N] - kea[1]

(6.24)
d[U]/dt = ke[1] — kr2[U]

Anélogamente al caso de dos estados, se hacen las manipulaciones y sustituciones

necesarias, y se obtienen formas alternativas de las ecuaciones anteriores:

-dAfn/dt = (Ku1 + kr1) Afn + k1 Afy (6.25)

-dAfuldt = kyaAfy + (kuz + Kr2) Afy (6.26)

Las ecuaciones 6.25 y 6.26 son ecuaciones diferenciales simultaneas lineales. La

forma general de solucidn de dichas ecuaciones es asumir que las soluciones son del tipo:

Afn=c exp™ (6.27)

Afy=c"exp™ (6.28)

donde ¢, c'y A son constantes. Sustituyendo las ecuaciones 6.27 y 6.28 en las ecuaciones

6.25 y 6.26 se obtiene:

0 = (ku1 + kr1 - 2) Afn + ke Afy (6.29)

0= kuZAfN + (ku2 + kr2 - ﬂ)AfU (630)

Estas ecuaciones simultaneas se resuelven mediante un sistema de determinantes:
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kul + krl -4 kr1

(6.31)
ku2 I(u2 + kr2 -4

Al resolver este sistema, se obtienen dos raices de A: A1 y Az, al sustituirlas en las
ecuaciones 6.27 y 6.28, se obtienen 4 constantes: c1, C2, C3 Yy ¢4 llegando asi a la solucion

general del sistema:

Afn = crexp™t + coexp (6.32)

Afu = caexp ™ + caexp (6.33)

Analogamente al caso sin intermediarios, en condiciones donde el proceso es
irreversible;
A1= Kut (6.34)

J2= K2 (6.35)

donde kuy1 y ku2 representan las constantes de velocidad de cada una de las reacciones que se

describen en la ecuacién 6.22.

Generalmente se mide la propiedad fisica “y”, cuya dependencia con el tiempo se da

por la expresion:

Ay/Ay® = Arexp™ + Azexp™ (6.36)

donde A1 + Ao=1.
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6.2.3 Reaccion de segundo orden.

La formacidon de un dimero plegado a partir de sus monémeros desplegados se lleva a
cabo a través de una reaccion de segundo orden. Cuando se consideran condiciones en
las que la reaccion estéd desplazada hacia la formacion del dimero, el proceso se puede

describir de la siguiente forma:

ke (6.37)

2U > N

En tales casos la velocidad puede expresarse como

-d[U]/dt = 2k:[U]? (6.38)

Separando variables se obtiene

dU/[U]? = 2kdt (6.39)

que al integrar da:

1[U] =2kt + ¢ (6.40)

donde c es una constante.

Cuando t =0, U = Uy, por lo tanto

¢ =1/ [Uo). (6.41)
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De ahi se desprende que:

[Uo)/[U] = 1/([Uq]2kit+1) (6.42)

Considerando las ecuaciones 6.3, 6.17, y 6.19, y al igual que en la seccion 6.2.1 se
hace uso de la relaciones Ay = & - &y Ay° = & - & se puede llegar facilmente a la ecuacion

2.2.

La expresion de la vida media de la reaccion (tw), el tiempo necesario para que
desaparezca la mitad del reactivo, puede obtenerse haciendo U = [Uo]/2 .Entonces ty, estaria

dado por:

ty, = 1/(2 [Uq] kr) (6.43)

La vida media es inversamente proporcional a la constante de velocidad y también
es inversamente proporcional a la concentracion de U. Este resultado es caracteristico de las

reacciones de segundo orden.

6.2.4 Teoria del estado de transicion.

El estado de transicion o activado para el plegamiento de una proteina se define
como una especie intermedia en el proceso que posee una alta energia libre. Se ha
propuesto que esta conformacion es una forma distorsionada de la forma nativa (Fersht,

1998).
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Cuando se conocen las constantes de velocidad a varias temperaturas, los datos

pueden analizarse de acuerdo a la ecuacion de Eyring, cuya forma logaritmica se escribe:

In(k/T) = In (ke/h) — AG*/RT, (6.44)

o en su forma alternativa

In(k/T) = In (ke/h) — AS?/R — AHI/RT (6.45)

donde kg es la constante de Boltzmann, h la constante de Planck, R la constante de los gases
y T es la temperatura absoluta; AG?, AH* y AS representan la energia libre, la entalpia y
entropia de activacion respectivamente. Con estos parametros cinéticos se puede

caracterizar energéticamente al estado de transicion.

El AG’ representa la barrera de energia libre para que el reactivo llegue al estado
activado y de ahi la reaccion ocurre espontaneamente. Analogamente el AH? y AS” son las

diferencias de entalpia y entropia respectivamente, que separan al reactivo de su estado

activado.

La variacion de los parametros AH* y AS* con la temperatura esta dada por:

ASE = AS + ACH In (T/Ty) (6.47)
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donde AH/; y AS?; representan los parametros de activacion a una temperatura de referencia
Tr. Reordenando términos se obtiene la dependencia de la ecuacion 6.45 con la temperatura,

que tiene la forma (ver ecuacion 3.2 de la seccion 3.4):
In(k/T) = A - B(L/T) - (AC'/R) In(1/T) (6.48)

Por otro lado los parametros cinéticos de una reaccion se pueden relacionar con los

pardmetros termodinamicos de la misma, sabiendo que la constante de equilibrio K:
K = ku/kr (6.49)

y considerando que:

K= exp (-AGU/RT) (6.50)

donde AGy es el cambio de energia libre de Gibbs del proceso. La constante de equilibrio

también se puede expresar (Castellan, 1987)

K = exp ASyR exp —AH/RT (6.51)

Anélogamente

Ky = vexp A1 yR exp —AHEyRT (6.52)

y para la reaccion en sentido inverso se expresaria:
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ke= vexp 457 IR exp — AL JRT (6.53)

donde v es el factor preexponencial y los subindices u y r indican la direccion de cada una

de las reacciones. Separando los efectos entalpicos y entrépicos, se obtiene que:

exp “4HIRT = gxp ~4H'RT [ gxpy ~aH'URT (654)

y de ahi se deduce que:

AH = AHY, - AH, (6.55)
Por otra parte, tomando 6.55 y sabiendo que el cambio de capacidad calorifica AC, esta
definido como:
ACp =0 AHIOT (6.56)

es claro que para que el modelo de dos estados sea valido, debe cumplirse que

ACp ~ -ACp’;/-u + ACpfr (657)
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Si he visto mas lejos es porque estoy

sentado sobre los hombros de gigantes

Isaac Newton.
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