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CRPITULO A

INTRAODUCCION

1.1 E1l fenvmenc de plegamiento de las proteinas.

Dentro del complejo proceso gue 8s 13 biosintesis de una
proteina, los altimos eventos de éste son, qulzs, aquellos que
se conocen con menos profundidsad. Estos eventos flnales,
llamados postranslscionsles, conducen a la formaclén de una
gstructura molscular muy especisl, la cual 8e tapaz de
manifestar una actividad biloldgics particular. El matsrligl de
partida en los cambios postranslascionales os una . cadena
polipeptidica, o un segmento de la misma, la cual adquiere una
confarmaclionh sspecisl (nativa) a travas de un proceso que puede
llamarse plegamiento 0 doblado de la proteina (“protein
folding"). Acttuzlmente ge acepta qus gste procesn sg
espontango, al menos bajo cisrtas condiciones de temperatursa,
PH, ccncentrécién, etc. [1]); esto lmplica que &n  talss
condiciones ml estado nativo de la proteina o8 mas aestables que

el estado aleatorio o desplegado. Las intsracciones o “fusrzas®

no-covalentes gque contribuuen & la estaebllidad de la estructurs
nhativa son (2] los puenstes de hidrésnent; el {fendmano conocido

como efecto hidroféblco; las interscciones glectrostaticaes; las




fuerzas de dJdisparsison. Lag das primergs de estas clases han
8ldo sefialadas como las que contribugen sn mayor grado a la
gstabllidad de 1l estructura nativa {[3,4]. Eg  importante
mencionar gue sl disolvente Jusga un papel relesvante ys que
determing la magnlitud de las fuerzas no-covalentes,
ggpeclalmentse en sl afebtm hidrotfabico ogue aes  un Pendémenao
debido primordialmentse a factores entrépicos eh gl medio acuoso
{a21.

Cusndg se glteran las-comdiciones en las cuales gl sstado

pativo de  una proteins  as sst

o

ble, s2 produce 21 fandmeno de
Hesnaturallizaciden de la mactromolécula. Esto ‘uuede lograrse
camblandoe la tempearatura o 81l pH dél medio, o bléan varisndo las
propledsdes del disolvente acuoso mediante la adicién4 ds

alguncs solutog org

Y-

Nicos e inorganicons, £l proceso de
desnstuwrallzacion puede estudiarse observando 108 cambios aue

ocureren en  diversas propiledades de la protedina, pop gjemplo:

actividad biolagics, caracteristicas gspectroscédplicas,
viscasidad, ate. £{53. En  los casos da  varias protseinss

alobulares de baJjo peso molacular (< 25 Qoo )} 1a
desnaturalizacidn inducida por aumento de la temperatura o por
concentraciones crecientes de guanidina, ha sido caracterizads
como uw proceso de dos estados [6]; es decir, an condicionses de
equilibrio solamente existen en  concentracison aprecisble sl

gstado native (NI 4 el desnatwalizado (D)

N e 7 ¢ 1.2 :‘_
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Er tal situscidn, la curve de rransicisn obtenida al seguir al
cambin de slguns propledad de la proteines es de tipo sigmoidal,

"]

etas antre 21 walor

D
in

W monotfasica, s declir, sin escalones O med
inicial y =l valor final del parametro obserJvado; ademas, 1as
CLICEE corraspondiantes =] distintas propisdades 50N

dos or-itsrios sop esenciales para pdstular

coincicdent

&

un mecanismo  de dog  estados [F]. 51 18 desnaturalizacidn se

produce tarmicamente, existe una  prueba calorimeteica que &R

considera definitive pars descartasr la pressncla de estados

intermediarios en  ls  transicldn; gdichas  prueba  consiste end

COmpErat 2l cambilo de antslpis ' ue Icompata a la

desratiral

clar [ AHEY, medido  directasmebte por calorimetris

giferans

Al de  hareido, con 2l uwalor calcouwlado a particr de la
curva ge transicidn da alguna propledad de la 'proteina [(83. &1
astos dos  valores son  ilguales, dentro del error experimental,
la transicidan involucra dnlcamente dos estesdos estables [3,8].

Algunas proteinas que hean sido ampllamente estudiadas Woque

se

apegan 8 un mecanlsmo de desnaturalizacion de dos  estados son

las siguientes: lisozima (8,10), c~guimotripsina y su Zimégeno

b=

(11,121, ribonucleasa [13,14], mioglobing [11], 4 citocromo c

firjg.
ey 2y O ST oy o - . :
Fig otra parte, alounss  proteinas slguen un modelo de

desnaturalizacisn en =1 que 5

presaenta Bl menos U

. '

intermediaric asteble (I):




S I SO S S { 1.

o

Por  ejemplo, 2r la  desnaturalizscion  por guanhidina  de la
antidrass carbdnica [157, la o-lactelbdamina [16], U la
-peminilimﬁaa [17], se ha encontrado un estsdo intarmediario con
gstructurs sscundaris semedante a ls de  la forma nativa, pero
cuda estructurs Lterclaris esta practicamente destruida. Kim L]

Baldwin [&]1 man  Llamado a &5t 21 modelo de  armazsn

i

("Pramework Y, 4y nan sugabidm qQue se prasenta an proteinas cuya
estructurs terciaris es poco estable. Es cobveniente sefslar an
gzte punto due aungue un intesrmediario exista en condicliaones de
equilibrio, su participacién como wne  etspa obligatoria del
proceso de  plegsmisnto  de im mlecula debs ser demostrada
maediante estudios cingtilcos del fendmeno. Arnalogamente, la
susenicia de  intermediarios en  condicionss  de equilibrio no
Implica que no @xiétan éstos en vl proceso cingtico.

U comportamiento diferente ha sido detectedo en otras
proteinas como la subunidsd o de la triptofamo sintass (183, 1a
fosforilssas b (197, el nummuéoide [20]):; =n estos casos,

partes difersntes deg la proteina parecan segulr reacclones de

deenaturalizacisdn independientes y sucuRnciales, egto es, los
cambiios en  la  estructurs secundaria  dan lugar a una curva’

bifésica. Ya gue las tres proteifas mencichadas astén fformadas
por dominios estructurales diferentes, 21l comportamignto

obsarvado sn  la desnaturalizacien indics gue  los "madulos

independientes” muy probablemente corresponden & los dominios




dge  las  protednas (6], 8Bin meargm, ntras proteinas coma la
elastaszas o la gquimotripsins, ocuyas éstructuha molecular musstra
dos dominios, presentan curvas Que se adaptan a um modelo ds
dos estados, con ausencis de intermediarios bajdo condiciones de
gguilibrio [LL,217.

El gue un dominio estructural 8s una entidad capaz de
dobilaras o desdoblsasrsse en forma independientse del resth ds lé
moléculs, e un hecho que ha sido demostrado fehaclentemente an
astudlios P&alizadma‘umn la termalisina, Uita 4y colaboradores
Te2) han alslado el segundo dominio de ssta enzima, demostrando
aque B2e oapaz de renaturalizarse psra adguirier dnes sstructura
muy semeante 2 la que tisne cuando forma parte de 1z molecula
intacta, Obhservaciones similares han sido descritas parag 281
fragmento terminagl [ residuos 109-214 ) de la csdena ligera de
urte inmuroglobuling [23], 4 tambiéanm para . los  dominios de la
alastasa [24].

Una cupstidsrn que no ha sido resuelta hasta las fecha es ls
relaclonads con la existencla de fragmentos, de tamanio inferior
al de un domdnio . (menos de 100 residuos), aue puedan formar
gatructuras estables gl encontrarse  alisladas del resto de la
proteios [25]7. Este aspecto tiene un  interds especial ya que
tales feagmertos poderign servir como centros  de pucleacisn en
2l proceso de dublsdo de wuna cadena polipeptidica [86]. Kim y
Baldwin [61, basandose en la suwidencia axoerimentai ‘de
provtedinas Qe siguen une modela de o armagen, a3si como en los

resultados de  warios esstudios cinéticos, han propussto que

Y




cigprtas formas de sstructurs  secundaria { hélices o hodas )

]

pueden ser las iniciadorass de dicho proceso,. Por otra parte, ss

7

e sugerido que sn 1oz proteinas desneturalizadas térmicamente

wxish

o

0

20y wstructuaras residusles, aan hy ocargcterlizadas, gus

posiblements cumplan la misma funcion [26].

Ez  previsible aque las lrnvestigaciones resllizsdas dentro
del campo de la estasbilidaed 4 de los  mecanismos de plegamiento
de lasz protedinas, Jjunto con laos  avances en el sspecto de la
prediccidn astructural de msbtas  macronoléculas, tendran una
gran  importancia en la slucidaclan  del llamado "cadigo de

plegamisento”, por medio del ocual la secuencia de aminod&cidos

aspeciflcs la estructura tridimensionsl de una proteina.

1.2 Caracteristicas estructurales de la pspaina.

El presente trabajo fue realizsdo como NS contribucidn al
conoclmiento del fFernoment de doblado de las proteinss, & traves
del sstudio de la dJdesnsturslizacicn 4 la estabilidad de 1a
pamaina. Egsta enzims es una [prolessa cisteinlca que  se
pnouentra an 2l latex del Fruto de la papads ( Carics papada )
(27]). 8w sstructura molecolar {0 figuwra 1.1 1 gque ha sido
datermlinacds por o difraccisn de rayos X, muestras dos dominios de
un poco mas Jde 100 residuos cada uwho, plegados sobres nuacleos
Ridrofdbloos independientes [28-20). Los dominins ze encuentran
separados por uns hendedura en la  gus s sitdan los residuos
responsables tanta de la actividad catelitice como de 1o unidn

con 2l substrato. EL primer dominia, farmado poir los residuos




Figura 1.1. Diagrama esquemdtico de la estructura de la papaina
{ tomado de la referencia [30] ). Los cilindros y las flechas re-
presentan hélices y hojas 13, respectivamente. La parte sombreada
corresponde al segundo dominio de la molécula. Las estrellas

sefialan las posiciones de 1los residuos de cisteina e histidina
que forman el sitio catalitico.
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10-111 4y  208-212, contieng varlios segmentos de hélice o , pero
ningun tipo de hojae . En contraste, el segundo dominle (resi-
Juos 1-9 y 118-207 ) muestra un extenso patron de hoJja § anti-
'pawalela u unicamente dos pejquefos fragmentos hellicoidales.
Tiktopulo o  Privalov [31]1 han  estudiadeo  la desnatu-
ralizacion térmica de la papaina por medio de la calorimstria
diferencial de barrido. Estos sutores determinsron el cocliente

del cambio deg entalpis calorimetrica entre el cambio de

entalpia calculado bajo la suposicisdn de un proceso de dos

T

gtados. E1 walor gque cobtuviaron, muy cercano 4 dos, indica que
el desdoblamientn de la proteina consta de dog etapas. Aun mas,
1oa auvtorses del trabajo han sugerido que cada eteps corresponde
al desdoblamiento de un  dominio de la moléecula. Sin embargo,
hasta la +fecha no existe evidencla de gue la curva de
gesnaturalizacien de ls papeina =swa bhifasica, como seria de
msperarse; de hecho, en el onico trabajo al respecto, Hill et
al. [38] encontraron un conportarmdiento de Lipo monofasico al
seguir  las cambioges en la rotescldén dptica  Iinducidos por

concentraciones creclilentes de gusniding.,

1.3 Contribucidén de esta tesis.

Con &l  fin de estudisr la capacldad de plegsmiento

indgpendiente 4 1l establilidsd de los dos dominios de lg

papaina, s& plantsaron dos estrategias a seguir. Emn primsr
lugar, s trato de sgparar los dominlios mediante el uso de
enzimas proteocliticas, Desafortunadamante, los intentos de




ohtener en forma alslada sstas das'waftaa de la proteina fueron
infructunsos, ya que el fragmentd de mayor tamafo producido por
hidrolisis enzimatica tuva  un fesn moleculsr de G000, En
segundo término, estudiamos ls desmathallzacién tarmica de la
papaina por  medio de difersentes teécnicas: dicroismo circular,
espectroscopia de  ahsorcisén diferencial, perdida de 1la
gctlvidad enzimstica, 4 susceptibilidad a la hidrdlisis por la
pepsina. Los resultados de estos estudios indican gue n el
proceso de  desnstwralizaclen se  forma  un intermediario con
gstructura  mstable, globular, 1 coampacta. La estructurs
secundaria del intermediario es muy semejante a ls del segundo
gominio en 13 proteins nativa, lo cusl suglere Qque ests parte
de la molécula es maés estable que el primer dominic. Bajo la
FUROsiclan de procesos independientes péra 8l desdoblamiento de
loé dos  dominios, s& ocalculé las  estsbilidad termodinamica de
los mismos { cambio ean  la energisa libre de éibbs para el
proceso M 0 )i estns valores experimentales se compararohn
con  aquellos calcdlados 8 partir ds las caracteristicas

estructurales de la papsina.




CARPITULO =

PRRTE EXXPERIMENTAL

2.1 Materiales.

La papaina usada en este trabsijo fue una preparacion
doblemente cristalizada, obtenids ds la compaiia Sigma Chemicgal,
Ban Luis Mo., E.U.A. La homogeneidad e integridad de esta muestrs
== proaaran utilizando las técnicas de electroforesis y
filtracidn en gel en condiclones desnasturalizsntes. En la
slectroforesis en gel de poliacrillamida al 10 X se observe uns
s0la banda de materisl proteico. Un resultado iguai sg obtuvo al
gxgminar 1 comportamiento electroforgtico ‘da la papaina en
prasencls de dodecil sulfsto de sodioc [937; a8l peso molscular
calculado = partir de este experimento fus de 24000, La
filtracldon en gel se llevs a cabo en presencia de guanidina 6M,
de acuerdo al método descrito por Fish et al. [34]. El perfil de
glucion de la papsing, determinado por  absorcisén de  luz de 280
nm, mostrd  un s0lo plco correspondiente a8 un peso molecular de
22800. En ambas determinaclones se usd wuna muestra de papaing
cuyo grupo tiol del sitio activo haibiia sido blogusado previamente

con icdoacetamida [ 27 1. Los  dos valorgs de peso  moleculsar que

10




gncontramos pars la prepsraclén de papaing concuerdan bién con el
walor sceptado qua es 23350 [26].

En todons los experimentos realizadosbla concentrscién de la
papainag g determing espectrofotomégtricamente, usando para ello
urr valor de 25 pars el coeficiente de absorcldn especifica ( Ay

am, L2 4@ BEF8 nm [33).

ot

Taodas las substancias quimicas utillizadas fueron grado
analitico, 4 se obbtuvieran de Sigma Chemical o de Merck, México.
El agua emplesda fue primeramente destilada y después desionizsda

an un sistems MLILL1I-Q de Millipore Co.

2.2 Hldrdélisis de la pspaina con enzimas proteoliticas,

g hiclileron pruebss de protadslisis con ls tripsina 4 1s
pepsina, B probaron o concentraclonas molares 'Pelativas
papaina:enzima entre 1los limites B0:1 4y 200:1., Los experimentos
con  tripslineg  se  efectusron en  reguledor de TRIS (2-~-amino~-2-
hidroximetllpropatno-1,3~-dicl) 0.1 M, oH B.0. En el casg de la
pepsinag se uWsd un  regulagdor de glicina 0.1 M, pH 2.6, ﬁn ambos
CAsNs 38 gnsayaron difersntes temperaturas y tiempos de reaccidn.

El analisis de los productos de la proteslisis se lleva a
cabo usando una columna de  Fliltracian en gel T8K-2000 SW,
instalads en un cromatdégrafo de liquidos de alts resolucison
Yardian 5020 B. A lss nrnuestras por analizar se l1es afadid
guanidina en cantidad suficiente pars alcanzar una concentracian
& M. Diez microlitros de musstra ( concentraclén aproximada de

proteina de 1 mgsml ) se inyectsron an la columna y fueron

21




gluidos con  ura solucisdn acuosa de guanidine 6 M a una velocidad
de flujo de 0.5 mlsmin., E1 material proteinico presente en el
efluente se detectd midiehdo 1la absarbancis a 280 nm. Hajo las

condiclones smpleadas en la cronstografia, se comprobs gque los

limites e fraccionamiantn e la columna, para cadaenas
polipeptidicas aleatorias, iban mas allés del intervalo

comprendido entere los 6000 Yy los 30000 dasltones.

2,3 Desnaturallzacidon téarmica de la papaina.

Prepardcicsh de las muestrss. R fin de evitar la posiblilidad
de autohidrsalisis, los sstudics se llevaron a cabo en un pH de
2.6 W3 aue se  sabe gue  1la papaina as 1nac£iwa an valores de pH
infericores a 2 [3671. Las muestras se prepararon disclviendoe ests
proteins en reodlador de glicima .03 ﬁ, pH 2.60, 4 posterior-
mente se disllzaron contrs al mismo regulador durante 24 horas a
4 o, Mespues de  la diadlisls  las muesstras se dilugeron para
ralcanzaﬁ 18 concentracidan deseadsa segan el tipo de sstudio; se
comprobd en todos lLos casos que 21 valor de pH no se desviara mas
de @ centésimas de unidad del uslor inicisl del regulador, En
aquellos experimentos en los gue se Usd etanol, 1 pH aparente de
la solucisn final se ajustd a 2.60 medlante la adicidén de HCL (

0.1 a 1.0 H 7,

Hicrodsme clecwlar OG0 . Estos estudios se hicleron an
un aspectropolarimetre  JASCO modelo JT-500 A, calibrado con una

!

splucion acupss del Acido {+)~10~canforsulfénico [37); 1lsa

12




calibraciin s corrobocd dsando le ssl de shonio de dicho Scido,

sEoln les especificscionss del fabricambte del souipo, En la re-

zidn del wltrsviolsehs lejsoo (lomgitudg de onda menor ode 280 mm)

i

& ussron soluciores o

i

papains ocon oconcentracisn ernters 0.03 u
CLoLlD malml, o osldes de 0,1 o de 1.0 om de recorrido luminczo. En

la regid,m del wulitreviclegts cercaro (0 BES-320 rm ) s&  empled 1a

i

cmlde de 1.0 om o con uns solucidsn des 0.85 masml de la protsina. Un

i

portasceldas

sorn chagquets para circulacidn de gous v un bafo de
circulacidén externa Hesake R-80 fueron usados para cortrolar la
temperatura de la celds & = 0.2 0 del valor deseado. La tempbs-
raturs real dentro de ls celds se midid ocon un bermistor conace
tado & wn termdnetro digital, R meds  temperatlsrs eslscolionada
para eshos estudics, la  owestrs se incubd durante 30 ming des-
puss de este btiempo no se observaromn 4s cambics en la sefal de DC
W 22 reglsterd entonces el espectro de la muestra., La velocidsad de

calentamisrnto de  ls muestras  fus sproximesdaments de 0.5 °CSmin,

T

Todos Loz sspectros se  obtuvieron usando una anchurs de bands
ssepaectral de L om.

Oebids & le waran absorbancis del‘ arups carboxilo de la
glicinag no  fus posible obtener datos 3 losgitudes de onds
infericerss & 197 mm el todos los barridos Eame&trales el voltaje
dinddico del Fotomultiplicador no excedié nunca los 300 voltios.

Loz grados de elipticidad, © , ocbtenidos del sparasto se
trarmsformaron & aliptididad por residuc medic, [&1, de ascweaerdo a

la relscidtn siguiente [38]:

FanN
.
1,

~—

-~

—_

Z
=
1

s

o

Cx

"
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donde M 22 el peso maleculab promedio por residuo de aminoacido,
que para  lg papaina ee igual = 110 [2871; 1 es la lonaitud de
recarrido luminoso en la muestha; expresada an  om, 4 © 85 la
concentracldn de proteins en g1, Las unidades resultantes pars

o] son grados om? dmol-t,

Espectroscopis de absoaoprcisn diferencial. ~8e utilizé un
espectro?otémetwu de doble haz Varlan ﬁMS—BO, equipado con un
registrador cuga‘ascala completa era lgual a 0.02 wunldadss ﬁe
absorpancia. Voldmenes iguales de unag solucldén de papaina ( 0.06
ma-sml 1 ose colocaron en dos celdas lgusladas de 1 cm de PeC@hrido
luminoso. La celds de referencia se mantuud constantemente a una
temperatura de 11 *C medliante circulacion de agua a Lravés del
portaceldas correspondiente; por otra parte, la temperstura de la
celda de muestra s incwehenté gradualmente hasta slcanzar
valores previamente selecciaonados. El calentamiento y 1la
incubscidn de la musstra se hicleron de 1ls misma manera descrits
e la secclan anterior. La sefal detectada en sl registrador fue

antonces lgual a la absorbancia de ls solucidn de papaita a3 una

temparatura dada,  menos la absorbancia de la misma solucien a 11

“. Los espectros agsi obtenidos son  exprasados  como absorcilon

rmalar diferencial, AE, en unidades ML ot

actividad proteolitica residual. Muestras de papaina ( .25

6 ) se incubaron

m

mg-ml, en regulador de glicina 0.03 M, PH

14




durante 30 min a diferentes temperaturas. Uospués de este tlempo,

0.2 ml de la soluclén de papsina fueron akadidos 3 0.7 ml de

regulador de fosfatos 0.15 M, pH 7.5, contsniendo cistedina 0.1 M
¥ EDTA 1 mM; la activacidaon de la papeaing se deJjd proceder durante
1¢ min & 356 °C. 8e agrego entonces 1.0 ml de caseina @l 1 X ( pov
) disuslts 2n &l mismo regulador de fosfatos, 4 se dejo actuar a
la papaina durante 10 min a 35 °0C. La reaccidn fue detenids
atiadiendo 3 ml de &cido tricloreoacetico al S ¥ (prv). La mezcla
de reaccldn se centrifugd a 2000 g durante 20 min, 4 se determind
la asbsorbancis del sobrenadante s 280 nm wusando como Blanco un
experimento  testliao preparado sin la  enzima. El wvalor de
absorbancia asi determingdo as hwouorcional g la cantidad de
aminoacldos aromaticos libgrados durants la hidrélisis del
sustrato, 4y proporciona uns medids de 13 actividsad proteolitica
de la enzima; s define uwna unidsd de sactividad como el
incremanto dg wuns unidsd de sabsorbancia por minuto, bajo lsas

concicliones de ensayo antes mencionadas [397.

dusceptihilidad a la hidralisis por pepsina. La reaccldén de
hldralisis de la papadina, catalizada por la pepsins, se llevsd a
cabo a8 varlias temperaturas, en un medic regulado por alicina 0.1
M, pH 2.6. R 0.35 ml de una solucian de papains ( ©.75 mgsml J,
praviaments  incubada a la temperaturs selecclionada durante 29
min, se les ahadieron 0,025 ml de wuna soluclidn de pepsinag { 0.6
mg-/ml ). Después de un tiempo determinado, 1la reaccion fue

detenida agrsgando L ml de scido triclorgacético al § ¥ ( p/v ).
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La mezcla anterior se centrlfugd a 2000 g 4 se determinag la
absorbancia del sobrenadante a 278 nm, con un hlanco preparado
sin pepsina. Se realizaron experimentos a diferentes tiempos de
reaccldn, anbtre 15 s 4 2 min, para calcular la velocldad iniclal
8 cada temparatura. Lag veloclidades se expresan como el cambio de
absariancis por gegunda.

Por otres parte, empleamos  temblén 21 métode anterior parsa
determinar la dependencis de 13 actividad de la pepsina con la
temparastura, En este caso el sustraetod uwusado fue hemogloblna
irreversiblemante degnaturalizads, la cusl se prepardé de acusrdo

al procedimignto descrito por Anson [40].
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CRFPITULO 3

RESUL TERDOS

3.1 Hidrélisis de la papaina por enzimas protenliticas.

La figure 3.1 muestra el perflil de elucidan de los productos
de hidralisis originados por  le sccidén de la pepsina sobre la
papaina. Estos resultados corresponden s difersntes temperaturas
de reaccidén, pero en todos los casos se usd una  proporcisn molar
papaina:pepsina de 100:1 4y el tiewmpo de resccidn fue de 1.9

horas. En el cromatograma correspondiente a 30 °C es evidents la

presencla de papaita intascta ( sefiaslada con una flecha vertical),

asi como  la de dos fragmentos con pesos moleculares aproximados
de @000 y 8500, 4 otrpog de tamafic 3dan menor. /A tempersturas de
hidrolisis mas  elevadas  la proteins intacta disminuyé notable-

mente, producidndose en cambion una ascumulacisn de los paptidos

mas pequafins.  Aungue hinguno de los Phagmantbs obtenidons a8 30 °C
tuvo un temaido correspondlente sl de un dominio de la papains, se
tratsd de encontrar condicionhes en las que hublera mayor
acumulacisn del fragmento més  arands. FProbamos uha temperatura
menor de  hidralisis (.20 °C ), mayores tiempos de reaccion (3
horas 3, 4 uhna relacion sustrato:aenzima de 50:1. 8in 'smbargo, en
ninguno de estos casos se logrd obtener una msyor praoporciéen del
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Absar-bancia a 2890 nm

| | | | |
3 7 1

Uolumearn de slucldn t ml 3

Figura 3.1. Elucién de los productos de hidrdlisis de la papaina
en la columna TSK-2000 SW. Los cromatogramas corresponden, en
orden descendente, a temperaturas de reaccion de 30, 40 y 50 °C.
Las flechas seflalan el volumen de elucion de la papaina intacta.




Pﬁagmehtm e 8000 daltanes.

Cuandn s usd la tripsine para llevar a cabo la hidroélisis,
loe resultados fueron todavia menos promisorios, A temperaturas
de reacclon  entre 20 4 40 °C gl andlisis de log productos mosterd
anicamente la presencis de la papaina intacta y de fragmentos con

pesa moleculsr menor de 6000,

3.2 Degnaturalizacisén térmicse de la papsina.

picroisma circular. La fiagura 3.2 mugstra los espectros de

n

OC de la papaina, & pH .60, obtenidos a tres temperaturas
diferentes. En la zona del UWW-lejano (198-250 rnm) los cambios
gspectrales que se observan son debidos  fundsmentalmente &
alteraciones en  la estructura secundaria de la moléecula [41-43]7;
por otra parte, la regidn del UV-cercano (250-310 nm) refleja las
modif'icaciones en el entorno asimatrico de reslduos aromaticos
ftriptofeano y tirosina principalments)] que gcurren al cambiar la
temparatura [44,45].

l.as cCcurvas de Lransician sequidas por 1 cambio de
plipticidad 8 208 4y 220 nm se presentan ean la figura 3.3. Ambas
curvas son claramente ifasicas, egto es, muaestran una mesets 3
temperaturas intermediss. Este hecho indica que existe un estado
intermaedisrio (I) en gl proceso de desdoblamiento de la moléculs,
ademss de los estados nativo (N) Yy desdoblado {0y, EX
intermediario es pues uhna especie con eastructurs secundaria
estable dentro de los 40 & las 48 °C. En ex&ewimentos de

renaturalizacion ( simbolps vacios en la figwa 3.3 ) observamaos
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Figura 3.3. Desnaturalizacién térmica de la papaina seguida por
dicroismo circular a 220 ( circulos ) y 208 nm ( cuadros ). Los
resultados de la renaturalizacién se muestran con simbolos vacios




que la transicion de 0 a I ers completamente reversible, migntras
que la correspondiente al procesc N a I fues reversible solamente
en forma parcial. El1 arsdo de renatuwralizacion fue dependlente de
la concentracison de proteina;g la mayor recuperscidn de  la
estructura rnativa se alcanzd bun urn valor de 0,02 mg/ml, Yy con
una velocidad de enfriamiento de aproximadamsnte 2 °0/hora. En
astas cudicioﬁes alrededor de un B0 ¥ de los casmbios en
elipticidad observados al aumentar la temperatura, fueron
revertidos al enfriar la soclucidén de proteina.

Aungque se  sabe gque la papaina es inactiva en valores de pH
infericores a 3, decidimos  investigar si 1s irreversilbilidad
parciasl en la  transicién térmica pudiera ser debida a clerta
gutdalisis, producto de una pegueds actividad residusl a pH 2.60.
Para ssto s2 usd una muestra de papaina con el grupo tiol del
sitio activo blogueado con  icdoacebamids. Los perfiles de
desdoblamientno térmico de este derivado fueron muy simlilares a
los de la proteina nativa; en estos estudios la transliclion de N a3
T fue también reversible sglo parclalmente. Estos resultados
descartan definmitivamente gue la sutvlisis sea la causa de la
reversibilidad observada; es muy posible que 81 orlgen de pste
altimo fernoameno se encusntre sn la formaclsén de  agregados
moleculares, en competencia con el proceso de renaturalizacidn,
tal como sucede en los casos de algunas otras proteinas {(46], o
algun otro fendmeno no descrito en la literatura,

La dependencia con la temperstura de la sefial de DC en la

zona de sbsorcisén aramatica se muestea en la  figura 3.4, Es
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gwidentse Que los  cambios  en [@j a tres longitudes de onda
diferentes sigusn todos una misma transicisn sencills ( morno-"

fasica ). Ests transicion Pue esencialmente irreveraible, lo cual
apoya la  idea anterior sobre un Fenomenn de agregaclidn ya que
egtos experimentos se hicleron con ura  concentraclen de proteing
raucho mayor gue la empleada an la zona‘del UU-lejana. Como puede
veres en la fTigura 3.5, la tranzicion seguida a 2¥v9 rnm alcanza
mas del 90 X de s ualDP.Final gn la zona de estabilidad del
estacdo intermediarin. Lo ahterior indica que la mayaor parte de
las interacciones asimatrices de los residugs  aromadticos se

Rlerde durante el procesa N e I,

Espectroscopis da absarcian diferancial. Los espectros de
absorcidmn diferencial generados por elevscidn de la temparaturas a
3, 42 4y 75 °C ga livstran en la figura 3.6. Los hombros situados
B 289 y B3 rmm, asi como el mirilmo alrédedoh de 280 nm, s=an
ocaslonados por cambios en is polaridad del medic en &1 gue sa
encuentran  los residucs de tirosino 4 triptofano [47]. Tales
cambing se producen cuando  se desnaturaliza una proteina Yy las
cadenas laterales de alounos aminoscidos pasan de un entorno
HMidrofébico a un smbiente mas polar en el solvente acuosao {487,

La variacidon de ls absorcilan miPerenciai con la temperatura
flue mud  similar para  las medicimnes hechas a cualquliers de las
tres longltudes de onds mencionadas Grribs; ern 1a figurs 3.5 se
presenta la curva obtenida con los datos correspondientes a 280

!

nm. Ests curva se asemeda = una transicidn monafasics, pero
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Figur§ 3.5. Desnaturalizacién térmica de la papaina seguida por
dicroismo circular a 220 (circulos) y 278 nm (cuadros), y por
absorcién diferencial a 280 nm (tridngulos). En las ordenadas, F
representa la fraccién del cambio maximo observado.
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Figura 3.6. Espectros de absorcién diferencial de la papaina a
25 (curva 1), 42 (curva 2) y 75 °C i(curva 3).




oourre en unintervaleo de temperatura muy amplic en comparacien
con las transiciones seguidas por 0C; de hecho, la zons de camblio
de absorcien diferencial asbarcs virtuslmente las dos fases de la
curva de elipticidsd a2 220 nm. Este rasultado es indibatiud de
gue las etapags N eI € I e U, ambas s8 acompafian de un
Taumento an 1ls exposicion de residuns de tirosina 4 de triptofano
a8l solvente scuoso. Finslmente, cabe mencionar que los camblos an
la absorcidan diferencial producidos por aumento de la Lemperatura
fuaron reversibles en un 20 X,

gotividad protgolitica residusl. Estos estudios demostraron
que ls actividad de ls papsaina se plerde completamente al incubar
la enzima a tempersturas superiores a los 40 °C. La curva de
actividad residusl ( figura 3.7 ) colincide aproximadamente con la
primera transicien medida por t@] a 220 nm. La drastica pérdida
de actividad esra de esperarse yga que la funcldén catalitica de una
enzima depende eastrechamente de la geomstria deg las grupos que
forman al sitio activao, geometris gue a8 su vez s aspecislimente
sengsible a los camblos conformacionales de la molécula [49]1. Es
importante sefislar que 1a actividasd especifica de la musstrs
incuaga a 10 “0C fue 2.2 unidades por miligramo, valor muy
pargcido a8 2.9 gue es el dato reportadsd en la bhbibliograsfia para
laz papsina [383). De aqgi se desprende que, a bajas tempersaturas,
la incubacidn de ssta protedins a8 pH 2.60 npo tiens un efecto
estructural importante sobre la molécula, pudidndose atribulr la

augsencia de actividad en medio sdcido a cambins de protonacidn en
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Figura 3.7. Actividad residual de la papaina en funcidn de la
temperatura. Con cuadros se indica la fraccién de actividad rema-

nente. Los circulos corresponden a los cambios de elipticidad a
220 nm, como se indica en la figura 3.5.
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los grupos oel sitlo sctivo,

Susceptibilidad o la bidrélisis por pepsina.. La hidrdlisis
e la papsinag, cetallizads por la pepsina, presentd dos etapss
dlistintas en funcison de la tempersatura de reaccion ( figura
3.8 3, A temperaturas inferiores a8 los 44 °C la wvelocidad de
reacclan fue paguens, incremertandose notablemante a temperaturas
mas alewvadss. 1l aumentn de la wuvelocidad de uns reacclon
grnzimatica es debido a la energis de asctivacion del ﬁaso
limitante an 8l mecanismo catalitico [B50]: sin embaﬁgo; es de
gsperarse gque  la curus Pesulﬁamte sea monotaonica, como la gue
corresponde 2 la fldrolisie de la haemoglobine desnaturallizada en

la figura 3.8, Ahora hiaén, cuando el sustrato es wna proteina

rnatlva log . camblos estructurales de asta, provocados por el

aumento an la temperatura, conducen a que haya un aumento en sl
aamero de sitlos susceptibles &l stague de la protesss [51,527.

Este Gltimo efectn s 8l que Mos interesa  esstudiar en nuestro

cast, Fara eliminar, si bién en urna forma  aproximada, 21 sfecto

de la energisa de activaclsn, se ha propussto tomsr el cociahte de
las velocidades de reacclién pars la proteina bajo estudio y para
Lna proteina desnaturalizads [B31. En nuestro caso se calculsd tal
cociente { § ) usando los datos expeﬁimentales de la papsina 4 de
la hemoglobinag desnaturalizada; la wvariacién de £ ¢con la
tamperatura se muestra en 1a figuha 3.9. Puede observarse que a

tempearaturas elevanas, en les cuales predomina la  forma

desdoblada de la papsina, los valores de 6 son de cuatro a cinco

-
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yaces maucres gque a 44 °C

Caracterdisticas astructurales dea las gstados pativa,
desdohlade g intermediario. BEn todo eatudio de desnaturalizaclian
ge proteinas es importante  caracterizar, en primer lugsr, los
gstados  inicial W final del procaso. En  este trabajo hsmos

optenidn evidencia suficliente pars decir gque la papaina conserva
su estructura natlive sn pH &.6, siempre que la temperatura se
mantenga por debajo de los 20 “Cj primeramente, el espectro de DC
{ figura 3.2 3 tanto en 1a zoné de estructursas secundarias como
@mn la regidn de cromsforos aromaticos es muy similar al reportado
para la papaina en valores de pH cercanos 2 13 neutralidad

[42,54]); ademas, 48 ha sido mencionado que la incubacidén de esta

enzima en pH 2.&0 4 10 °C no tiene gfectos irreversibles sobre la

geometria del sitlo activo.

Mucho se ha discutido sobre si el estado de uhé protelina
desdoblada tarmicamente se ssemeda . & una cadena aleatoria, como
1s gque existe en altas cmncEntracioﬁes age guanidina, o bién sl
persisten en &1 algunas formas de estructura secundaria [26].
Frivalov 4 su grupo [3,11]), basandose en estudios calorimétricos,
apoyan la ides de que las fFormas desnaturalizadas por sungnto de
la temperatura o de la concehtraclon de guanidinag san moy
same jantes, Uria postura opuesta hs sido adoptada por obros
autores, Quid4rnes hacen resaltar lasg diferenclas espectroscdoplicas
entre los dos Lipos de sstado desdoblado {26,55]. En’pahticulaﬁ,

ge ha menclonado gue la elipticlidad alrededor de los 220 nm tiens
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una magnitud considerable en el estado final térmlico, mientras
gue su valor es cercenog a  cero cuando. el desdoblamiento es
inducide por la guanidinag. Aungue tal controversia estéd todavia
lejos de ser resuelta, es importante sefalar qgue en l& literatura
encontramos los gspectros de ne de cuatro proteinas
desnaturalizadas térmicamente: la termolisins f86], el fragmento
constante  de la  cadena  ligera de uns inmunoglobuling [23], 1a
pglicoproteina humana -1 [57], 4 la ribonucleasa 8§ [S5B8]. Todos
estos  espectros  son muy seme jantes, tanto en  forma como‘en
magnltud, al de la papaina a 73 °C ¢ ffigqura 3.2 ); este hecho nos
lleva & pensar qgue de existir estructuras residuzles & altas
tempersasturas, éstas deberian ser de un  mismo tipo en todos los
ctasos. La posibilidad de gque tal cosa ocurra dentro de un grupo
de proteinas con estructuras tridimensionales muy distintas entre
si  pareceria  ser pastante  remots. Uns explicascion alternativa

podria  buscarse en  alguns  carsctardistica  coman del estado

desdubd asdo térmicamente, como por ejemplo la menor expanslon de
la cadena polipeptidicae en comparacian con. la cadena alsatoria

que axlilste en altas concentraclones ds gusnidins [5,55]. Esta
manor expansion da lugsr a una distancis menor 4, tal wvez, a una
mayor correlaclsen espacial entre los grupos de amids del polipap-
tidg; esto altimo podria  traducirse @ suw vez en una sefal mas
intensa de 0OC, debido a8 un mayor acoplamiento de los momentos
dipolsres de las transiciornes electrdanicas [59]. En cualguier
casa, #s Cclaro que el gestado desdoblado de la papsinas es

i

semajante al de otras proteinas desnatuwralizadas por aumento de
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la temperatursa.

Por otra parte, cahe mancilonar quea lés bandas
caracterigticas de la papaina nativa en  la zona aromatlica se
pierden completamente o altas tempersturas [ figuras 3.2 ). En su
lugar aparece  una banda ancha, centrada aproximadamente en los
275 nm oy de muy pocs intensidad; en base a estas caracteristicas,
B2 My probable que 1a sefal de DO mancionada ses teblda a los
gnlaces disulfuro de la proteinag [44,607. Es.suidente grtonces
que £l estado desdoblsdo carece de las interacciones tiplcas de
la estructura terciaria de la proteins nativa,

En  cuanto al estado irntermediaric, wuha caracteristlics
importante s que posss  una  estructura seéundaria estable y
diferente dJdel estado nativo, como puede  deducirse de 1la
comparaciaon de los sspectros de OC obtenidos @ 43 4y 16 °C { figu~
g 3.2 1. La papaina nativa muestra dos bandas negativas
centradas alrededor de los 221 W de los 208 nm, las cuales
indicarn 1a preponderancls de héllces sobre obros tipos de
astiructurs repetitiva [41,487. En  contraste, el intermediaric
prrasenta un minime de elipticided en  los 211-212 nm'que =31
caracteristico de las hojas 3 [41,43]. Con el fin de estimar
cusntitativamente las difarencias gstructuraleas antre el

intermediario 4y le forma nativa, hicimas un  andlisis de loz

3

£

espectrog de DC (198-25Q0 nm) correspondientas; se reslizo uhs
regresian lineal maltiple por cuadrados minimos [61], usando los
ggpectros de base reportados por Hennessey y Johnson [42]. No se

introdujeron restricciones de ninhguna sspecie en el asnalisis, de
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manera que la obtenclon de coeficientes negativos para alauna o
algunas estructuras indicsria un analisis pobre o poco adecuado:
an forma  similar, uns suma de estructuras muy diferente sl 100 ¥
seria indiclo de wun  analisis poco  satisfactoric [&7]. Los
resultados de  este anaélisis se encuentran e la Tabla 3.1 can
fines comparativos G prasentan también los conternidos
astructurales de la papaing 4 de cadse uno de sus daminioa,
calocuiados de  la  eastructurs de la enzima determinada por
difracclion de rayos X [28,29]. FPara el estado nativo los
porcentades astructurales sstimados stuvieron en concordsncles
corn  lops  walores de  rayons X;  ademsés, l1a suma de estructurss
results  cercans gl 100 M. Estos resultados sefFslan que el
analisis fus gatisfactorico, y apoysn la conclusion previa sobre

la conservacion de la estructura nativa de la papaina a pH 2.6,

En el caso del sestado intermedisrio, las suma de estructuras igual’

sl 117 ¥ nos obligs & tener cisrta cautels en la Interpretacidn
de los valores absolutes para los contenidos sstructurales., Sin
embpargo, de scuerdo con Hennessey u Johnson [42], s muy probable
que la mayor sobreestimacion estructural scurra an la categoris
da estructuras irregulares. Dg cualguisr manera, queds claro gus
2l estado I tiene un mayor contenido porcentual de hojas g (prin-
cipalmente antiparalelas ) que el estado nativo; aun mas, en
Comparaclion con  las estructuras de log  dominios, la estructurs
sacundaris del intermediario parece corresponder precisamente a
la del segundo dominio de la moléculs.

Otra caracteristics importasnte del estado intermediario es
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CONTENIDOS PORCENTUALES DE ESTRUCTURAS SECUNDARIAS EN LOS ESTADOS

NATIVO E INTERMEDIARIO DE LA PAPAINA.

HOJA B

HOJA 8

ESTADO HELICES ANTIPARALELA PARALELA GIROS IRREGULARES TOTAL
NATIVO 24 17 1 20 47 109
INTERMEDIARIO 19 26 06 - 22 44 117
NATIVO* 28 14 0 20 41 100
DOMINIO 1* 37 0 0 20 43 100
DOMINIO 2* 19 29 0 20 32 100

*Valores calculados de la estructura tridimensional de la papaina, determinada por difrac-

ci§n de rayos-X [28,64].




que aste contiens un nNacleo hidrofobico formado por residuos de
aminuéciﬂws proteglidos del solvente acunso. Esto se deduce de que
lajtwansiclén dael estgdo I al D se acaompafa de un 40X del cambio
tm%al abservado en la  absorecidn diferencial ( Figura 3.5 ).
Refiriéendonos a 13 Tabla 3.4, ia  cusl muestra log residuos
poliltos u semiocultos en  cada dominico de la papains, vemos qus
hay W total de 9 residucs aromsticos ( considerando tirosina y
triptofanc anicamente ) en el dominio 1, 4 10 en gl dominio 2 que
contribuyen a las bandas de absorociaonh diferenclial; seria entonces
del esperarse que a8l desdoblamiento de cads mitad de la molécula
produjers aproximadamenta  un 50 X del cambilo total}muservado. Os
acluerdo con Lo gus se expuesto hasta sste  punto, podemos decir
Qque nuestros  resultados  son consistentes con un mecanismo de
debnaturslizacion gue involucra el éeedoblamiento secugncial
priacticamente independlente de 108 dominios moleculsares., A ssta
miema conclusion han llegado Tiktopulo y Privalov [31], baséndo-

se en 1los resultados de su estudio calorimatrico de la papaing;
sin embargo, rnuestros resultados del analisis confbrmacional nos
permiten ir mas lejos Yy sugerir que la porciéon mas sstable de
psta proteins es su segundo dominlo.

Los estudios de susceptibilidad a 13 hidrdlisis por pepsins
nroporcionan mas evidencia en favor del mecanismo secuencial de
dasdobhlamliento. La curva de la figura 3.9 indica gue hay un
factor de 4 o mas en el aumento del namero de sitios de
hijdrdlisis a8l pasar del estado I al 0. Observando la secuencia de

,

aminoacidos de lu  papains [28], 4  taomando en cuenta que la
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especificidad de la pepsins es primordialmente hacla residuos de
triptafano, tiresina, fenilalaning, leucina, 4 metloning [EBR],
pusde verse que hay 17 4 22 sitiocs posibles de ataque enzimatico
gn el primero y el segundo dominos, respectivements. 8i el sstado
I estsd constituido por el primer dominio degdoblado 4y 8l segundo
adn caonserva su gstructurs, entonces  al pasar a8l eaestado D se
esperaria  un aumento de 2.3 veces ( 39717 ) en el numero de
sitios de hidralisis; intercambiando el papel dé los dominios en
la secuencia N ——» I O, 21 aumento seria de solo 1.8 (39-22).
Aunque la primera posibilidad se acerca mas a los resultados
gxperimaentalss, és evidente que hay otros factores que deben
t.omarse  en  cuenta, aparte del arror sn l0s datos 4 las
suposiclones tomadas pars 1 manejo de los mismos: por ejemplo,
puede oourrir gus al desdoblarse una parte de la moléculs algunos
zitlios de hidrdlisis gueden bloqueados por sy cercenis 8 la cotra
parts de la moleculs gue san conserve su estrucura nativa,
Finalmente, el estado intermediario 8 lnactivo catalitica~

mante 4y, @ Juzgar poar su espectro de  DC en 1abhagiéh aﬁomética
(Flaura J3.27), posese My pocas de la estructurs  tercliaria
caracteristices de la papaina nativa. En vista del modelo’
secuenciasl de desnaturglizaciasn, la ausencia de actividad
enzimitics es una caracteristics esperada g1 sg racuerda qQue 1o0s
aminoacidos PQSﬁunsablas de aquella s ancuantran unos an el
primer dominio 4y otros en el sequndo [268]. En vcontrastse, la
carencls casli  totsl de estructurs tercliaris en el irntermediasric

patreceria  contraponerse al  mecanismo de desdoblamiento ya
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mencionado; sin  embargo, la sefal de 0OC de un grupo sromatico no
depande excluslivamente de las interacciones con  grupos vecinns,
sina  tambhigen del grado en gue se sncuentren restringidos los
movimliantos de rotaclildén del cromaforo [44]; de tal suerie, un
paguedfco cambla en las dimensiones de una proteina  pusds
incrementar arandemente el movimiento intarna de algunos
residuns, sin qQue esto lleve & la pérdidas de la confarmacian

alohal de ls macromolécula [BS5].

3.3 Parametros termodinamicos de las transiciohes N e I =&

I-—-»—«»D.

Comn sg senald en el apsrtado anterlior, nuestiros resultados
indican guse cada una de las transicliongs térmicas de la papsains
representa gl desdoblamiento de un dominio en particular. 81 se
conglders gque estas etapss constituden transiciones sencillas e
independlientes, esto s, sin intermedisrlios, es posible calcular
las funciones termodingmnicas que 1las  caracterizan, En primer

lugar, las constantes de equilibrio para dichos procesos son:

[ X1
Ko = e
[ N3]
{ 3.1 )
L0
Kz = S—
[ T ]

[

Los walores de estas constasntes se calculsron usando los
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datos de elipticldad tanto a 220 como a 208 nm ( figura 3.3 3, de

acuerdo sl modelo de dos estados (8],

BLTY — Ou(T)
Ke(Ty =

01(T) - ©¢T)

| ( 3.2 )
O(T) = ©(T)
Ka(T) =

Oo(T) ~ ©(T)

donde ©(T) es la =alipticidad observada a una longltud de onda
dada 4 wa temperatura T. Los subdindices N, I, 4 D s& refieren a
los estados descritos anteriormente. Los pardmetros termodinag-

micos correspondientes a los cambios en energia libre ( AG ),
entalpia ( AH y u erntropie ( A8 ) Bstan relacionados coan la

constante de equilihria de scusardo a las conoclidas ecuaclionss:

AB = -~ RT 1n K ( 3.3
AH = - R [d (1nK)/ d (L/T)]e { 3.4 )
Ag = ( AH - A3 )/ T { 3.5 )

La scuacion (9.4) se usa comunmente pare calculsr el valor
de AH, @ traves de la llamada grafica de wvant® Hoff ( 1n K vs.
1T 3. En la figura 3.10 se ilustran las graficas correspon-
dientes a las dos transiclones de la papsina; los valores de AH "]
AS caleoulados a la tempersturs en la cual K o= 1 ( Ta ) se
apcuehtraﬁ en la Tahla 3.2,

Fara el ferémeno de desnaturalizaclon de las proteinas los
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Tabla 3.2

PARAMETROS TERMODINAMICOS PARA LA DESNATURALIZACION
DE LOS DOMINIOS DE LA PAPAINA

Dominio- AHm _ ASm Tm AG* T* AG (25°C)
(kcal mol *) (calmol *'K *) . (°C) (Kcal mol %) (°C) (Kcal mol 1)

1 .+ 57.2 + 189 30.0 + 3.5 7 + 0.8
2 + 71.5 + 218 54.7 + 5.1 10 + 4.5

E1 subindice "m" indica que el pardmetro se evalud a la temperatura
a la cual la constante de equilibrio es igual a la unidad.

AG* y T* corresponden a las condiciones de mdxima estabilidad.




parametros AD, AH 4 AS dependern de la tempsratura debido a8 gque sl
cambio =20 la capacidad calotiPica a prresidn constante, ACL, tiene
urn  yalor considarabie. Los trabajos de Privaloy [3] han
demnmostrada que ACe puede considerarse constante dentro de
intervalos de hasta 80 o 100 °C. De acuerde a esta informacisn,

Y sabiendo gum

AGp = [d{AH)/dT)e = T [d(A)/dT I L 3.5 )
Pueds demostrarse [H3] que la variacien de N3 con la temperaturas

esta dada por la ecuacisn

AB = AHo (L-Ts/Tu) ~ Kp [ Ta - T + T INn(T-Tw) ] {( 3.7

Usando la scuacisn anterior se calculd AB an funcién de 1la
tampersturs para cada uno de 1os dominios, segun se ilustrs en 1o
figura 3.11. E1 valar de AC, usado fue el de 1a papaing ( 2.92
Kocal mol-t K4y, determinado por Tiktopulo y Privalov [311,
divido entre dos; 22L0  supane Jgue cada dominio coantribude de
igual forma al valor totsl de ACp de la molécula entera,

Ez importante resaltar slgunos de los resultados obtenidos
an esta  seccldn. En primer lugar, =1l cambio total de entalpis
calculada para la desnaturalizasclion completa de lag papainag, 128.7
Keal mol-,  es muy similar al wvalor de 122.60 Keal mol-l
determinado calorimétricamente por Tikitopulo 4y Privalov [31] en

2l mismao  pH. Por otra parte, i lase entalpiss especificas de los
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Flgura 3.11. Estabilidad térmica de los dominios 1 (curva 1) y
2 (curva 2) de la papaina. La ordenada representa el cambio de

energia libre que acomparfia al desdoblamiento de cada una de estas
partes de la proteina.




desdobilamientos de cads dominio se extrapolan a 110 °0, se
cbtienen valores de 14.8 y 13.3 cal ot para el dominio 1 4 el 2,
raspactivamente; comd Privalav [3] ha hacho notar, 1la mayoria de
las proteinas globulares muestran entalpias especificas cercanas
a 13 cal gt a 110 °C., La sxcepcldn la constituyen preteinss cuya
gatructura no es compscta o que presentas zonas no estructurades;
en  estos  ocasdsg la entalpia de desnaturslizacisn tiene walores
menoraes ( 7-10 cal gt ), 8 ls tenperaturs referida. Finalmente,
la Tabla 3.2 muaestrs que la estabilidsd méxims de ambos daminios
gs solementse de unas ouantas Kiloacalorias por mol. Esta situscidn
ez caracteristica de las proteinas Ja que en general los maximos
de AG, en &l pH de madyor estabilidad, alcanzan entre 7 4 17 Keal
mol~t [31: comg regls condn, en medios acidos lg estsbilldad

gisminugye notablemantes.

3.4 Calculo de la establlidad termodinamica de los dominios de
la papaina, en base a las caracteristicaes estructurslses de ests
proteina,

Coma se menciond en el capitulo 1, es comunmente aceptado
gque los factaores principales que contribugen a la estebilidad de
laz proteinas zan Los puentes de hidrdgenc y el sfecto hidro-
fobico; ambos factores - contrarrestan el camblo entropico que
favorece el desdoblamiento de la macromolécula. Segun lo ante-

rior, 8l cambio en 18 enerdgia libre para el fenameno de desna-
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turalizaclian, AB%, pusde aproximarsese por la siguliente ecuscidén:
AGO = 1 ABh + T, ny ASL - M (T AST) ( 3.8 )

donde ﬁ ez £l namero de puentes de hidhégeﬁu en la molaéacula, Y
A 25 el camblo ereraéatico producido al romperse uno de estos
enlaces; N Y AB& raprasentan, raspectivements, el ndmero de re-
glduog hidrofobicos del tipo 1" ocultos en 2l interior de la
proteina, 4 21 cambio en la snhergdls libre que acompatfa la trans-
ferencia de un residug de esta.claea desde el interlior de la mo-
lécula hasta el solvente acunso. Agr eg el cambio des entropis
por residuc, que ocurre al desdoblarse la macromolécula, o N es

el numero tot&al de residucs an esta altima,

Con el Fim de comparar los resultados experimentales de la
seccien anterior, se hizo el calculo de  AGP para cada dominio ds
la papaina de acusrdo & ls ecuacion ( 3.8 ). Por una parte nos
basamos en la descripcisen sumamente detallada de la estructura de
gsta proteina determinada por difracclidén de ragos-X [29,64]. 0se
egta descripcldn se obtuvo el namero de enlaces de hidrogeno pre-
gantes an cads dominlio de la molédcula, segun se resume en la
Tabla 3.3; también se determindg el ndmsro de residuos hidrofeéehi-~
cog, ocultos y semiocultos, de cada una de las diferentes clases
{Tabla 3.4). Por obtra parte, los valores de AGh, AB& y Agr ge
tomaron de datos eXistentes en la literatura. Para los puentes de
hidrogeno, los resultsdos de sstudios con compusstios modelo Y po-

lipeptidos sintéticos [E5,66], 3si como los datos de estudios
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Tabla 3.3

PUENTES DE HIDROGENO EN LOS DOMINIOS
DE LA PAPAINA*

Tipo de enlace : Dominio 1 Dominio 2

Entre dtomos del esqueleto

polipeptfdico:

hélices 30 10
hojas-g 4 27
otros 9 4

Entre cadenas laterales y
‘otras cadenas laterales o
dtomos del esqueleto: 28 23

TOTAL 71 64

* REFERENCIA [64]




Tabla 3.4

CADENAS LATERALES QUE CONTRIBUYEN
AL EFECTO HIDROFOBICO*

- Residuo Dominio 1 Dominio 2
Trp : 1,1 (s) | 3
Tir 5,2 (8) 5, 2(s)
Fen - 3
val 4 4
Ile 3 5
Len 3 3
Pro 1 -
Treo 1 -

Ala 3 2

*Con (S) se indican residuos "semiocultos", de
acuerdo al area superficial accesible de los
mismos [64].




catorimatricos [38)], indican que el wvalor para ABh gstsd comprean-
dido entre 1 y 1.5 Kcal mol™l; en nuestro calculo usamos el valar
promadio de sstos limites, 1.25 Kecal mol i, Los valores de AG&
han sido calculados @ partir de sstudlios de solubilidad en algu-
nos solventes organicos (principslmente stanol Y dioxaho].que o=
mejan el ambiente interlor de una proteins. En el caso gue nos
cocups emplesmos el promedic de dos Jjuegos de estos parametros
[Tabla 3.5%), reportados por Brandhs [12,137] Y por Tanford 4 co-
laboradores [67]. Filnalmente, el valor utilizado para el cambio
entraplco por residuo, ASr, fPue 4.2 cal mol-t K3; en este caso
exliste colncldencia en 1as rasultados obtenidos de sstudios calo-
rimetricos {31 4y de sguellos realizados con polipéptidos sinté-
ticos [6&5].

Los resultados del cédlcoculo de la estebilidad de cada uno de
los dominlos de la papains se resunen en la Tabhlse J.6. Tenlendo
an cuents due estos resultados provienen de un céloculo aproxi-

mado, se puad

o
i

decir gue eon satlsfeactorios si

i

e los compara con
los resultsdos experimentales de la seccidn anterior (Tabla 8;2).
Aungue existen diferenciss  considerables, sobre todo para sl
primer dominio, entre los valores de A3 calculados en forma ax-
perimaental, por un lado, w los derivados de consideraclones es-

tructurales por gl obro, €s notable que existe coincidsncia an

cuanto a la mayor estsbilidad del dominio 2 de la moleéecula, a 28
“C, Esta mauor establlidad se debe, de acuerdo a los datos de la
Tabla 3.6, a un efecto hidrofdébico mas grande que inclusive com-~

pansa la menor saturagclan de puentes de hidrageno que presenta la
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Tabla 3.5

AG~ (SOLVENTE ORGANICO -+ AGUA) PARA LAS CADENAS

LATERALES DE AMINOACIDOS HIDROFOBOS.

Los valores se expresan en Kcal mol 1.

A.A. Brandts.? Tanford. ? Promedio
Trp + 2. + 3.4 + 2.95
Fen + 2. + 2.5 + 2.5
Tir + + 2.3 + 2.4
Pro + 2. - - + 2.5
Leu + 2. + 1.8 + 2.15
Ile + 2. - - + 2.15%*
val + 1. + 1.5 + 1.5
Ala + 0. + 0.5 + 0.55
Treo + 0.4 + 0.2

lrReferencia [12]

2Referen_cia [67]




segunda mitad de 1a mo;écula.

Ne scuerdo o las ldeas comunmente aceptadas, el efecto hi-
drofabico tisrne unz contribucién importante en la astabllidad de
las proteinas, S5in embargo, Privalov [687, en una revision re-
clente =zobre este tema, hia mencionado que en la establillidad ter-
modinamica de sstas macromolaculas seria mayor sin ls contri-
bhuclion hldrofdbica. Debido a ssta concluslidsn msés bien sorpren-
dente, decidimos investligsr an nuestro trabjo 1a poéibilidad de -
ast.ilmar la magnitud del efecto hidroféblce, partisndo de datos

sxperlmentales. Para tal ©in, es conveniente reescribir la ecua-

clam { .8 ) como sigue:
AGo = AHM +  AHY = T ( ASc + A G ) ( 3.9
dondes AGY = AHY - T AS* ; esto es, gl efecto hidrofoébico se

descomporie en sus contribuciones entalpica Yy entrapica. Ademas,
la ewsteblilidad por los pusntes de hidrégeno se considers Gnica-
mente entalpica { AHMY, Y practicaments constante, como s usual,
{11, Por otra lado, AGY e5 gl valor experimentsl del cambio en
la enerqgis libre para el desdoblamiento una proteins, 4 estsa dado

por:

w

AGPr = A HP - T ABD ( 3.10 )

Iguslandn las scuacionss ( 3.9 ) y ( 3.10 ), obtenemos




A Hv = A HO - AH®

—

>

0
[ad
H

T { AS" ~ AS8< )

W por 1o tanto,

>

o]
4
i

AHY - AMHM — T ( AS® - ABC ) (

w0

<110

Oegde lusan, AHP 4 A8 son Puhciones de la temperatura; dsando
las scuacliones { 3.4 1y { 3.5 ) podemops hacer explicita esta

dependencisa de T, a traves de A,

AGr = AHye -~ AHN + ACp (T - Tr ) = T ( ASw - ASc +

A0y In TATr? ) ' ( 3.12 )

donde AHw 4 AStw son constantas evaluades a una temperstura de
referencia, Tr., En ests punto, dsbemos mencionar una de las con-
clusiones principaleg an gl trabajo de Priveloyvw 4y colaboradaoreas
[37, referente & la eleccidn de Tr. Estos investigadorsas han en-
contrado gue a 110 °leas entalpiss especiflices de desnaturaliza-
cidn, AnR?, alcanzasn para proteinas globulares "compactas" alcan-
zan un valor de aproximadamente 13 cal g, Esta constante termo-
dinamica suglere la existencia de alguha propliedad estructursl
muy semejante en tddo &1 grups de protedinas estudladas; Frivalow
encontrd gue mientras gue gl nuamero de contactos hidrofabicos

por gramo variaba de proteins a proteina, €l ndmero de puentes de

hidragena por gramo podia considerarse como constante. La con-
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Clusion de este sutor fue gue, a 110 °C (283 K), el sfecto hidro-
fablca se hace nulo o la eptalpis de desneturslizacien es atri-
bulble drnicamente a log enlaces de hildrdgenn, esto es,

AHses = A HM. Resultados analogos fueror obtenidos pars la en-

tropia especifica, 1o cusl llevd & proponer gue A Ssss = A Se,

Con esto, la ecuacisn { 3.12 ) se reduce =
ABr = ACy (T -~ Tr Yy -~ T ( ACy In T/Tr ) { 3.13 )
donde TF/ = 323 K. E1 primer término del lado derecho de ecta

ecuacian represents AHY, y =1 ssgundo es lgual s A B, Es evi-~
gente gue cﬁandm T = Tr, AHr = A8t = 0: debido a que gl valaopr
maxima de AG para una reaccidén con ALy constante se abtiene
cuando A& = @ [3], 1la ecuacisn ( 5.13 ) nos dice que 2l maximo
de estabilidad por el sfecto hidrofabico, ABY, es igual a cero.
En otras palasbras, seria de esperarse que tal efecto cantribuyera
a degestabilizar la forma nativa de una proteinas. Comb esta coh~
clusidén se deriva de la proposicidn de que AHY 4 A 8 tienen un
valor iguwal a cero a urna  misma temmeraturé {110 °C)y, descidimos
probar la validez dg 18 misma. Como ya se mencliond; Privalov adu~-
ce que 3 110 *C AHO = AHM si gsto es cierto, se esperaria que
el walor de HE pars una proteina dada fuera proporcional sl no-
mero de puentss de hildrageno presentes en la misms. Usando los
datos reportados por Privalov {37, hicimos laé graficas gue rela-
cionan AtHP y el numero de puentes de hidrageno, nﬁ, para varias

proteinas {(inhibidor pasncrestico de tripsina, nh=28; citocromg o,

o0
o

[—




Tabla 3.6

FACTORES QUE DETERMINAN LA ESTABILIDAD DE LOS

DOMINIOS DE LA PAPAINA, A 25°C

AGH AGE -TAS _ aGD
(Kcal mol™ 1) (Kcal mol 1) (Kcal mol *) (Kcal mol 1)
Dominio 1 + 88.8 + 42.1 - 133.9 -3
Dominio 2 + 80.0 + 55.1 - 131.4 + 3.7

6[0[6”
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nh=70; parvalbuming, nh=71; ribonucleasa, nh=81; llsozima, nh=09;

P

mioglobina, nh=133; papsina, n=139; o-quimotripsina, rMP=173), y
a difersntas tamperatuhas entre l1los 60 4y 1los 110 °0. Lag figuras
3.12 y 3,183 muestran las graficas resuwltantes, pudidéndose
chservar qQue aunque gxiste una buana correlacidn en todas las
“temparasturas, ésta es magor a 80 °C. Asi, BS muy  posible que l1a&
temperatura a la cual AHY = AHM o sea 110 °C, sino més

bien alrededor de los 80 °C. De scuerdo a log antsrior, la ecua-

cien ( 3.12 ) se transformsria en
AGT = A Qg £ T~ 353 ) -~ T ( ACe In T/383 ) ( 3.14 )

Oe acuerdo a esta ultima ecuaclidn, en el caso de la papaina

{ A Co = 9,92 Keal molt K-t ) la estabillidad proporclonada por
gl efecto hidrofébico, ABGr, seria de +57.8 Kcal mol-t a 25 °0
{298 K. Eate wvalor es ya considerable pero spenas alcanza un 60X
del wvalor estimado en base a la estructura de la proteina (Tabla
3.6). Los resultados anteriores nos indican gue 8s necaesgrlo con-
tar con mas  informacidn  experimental antes de qQue ssa poslble
calcular con precisién las magnitudes de l1os distintos factorss

que contribuyen a 18 estabilidsd de ung proteina.

3.6 Transicilén térmica de la papadina en mazclas agua-stanol.
Con el fin de determinar la importancia del efecto hidro-
fFabiro en la gstabilidad de las proteinas, algunos autoras han

i

estudiado la desnaturaslizacidén de estas macromoléculas sn mez-
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clas alcohol-agua [6%9]1. Aunque los trabajos de este tipo no san
namerosos, algunas conclusiones generales hsn surgido de los
migmos. Por edemplo, 8l efecto principal de alocochales como al
metanol, =1 etanol, 4 2l propaneol, ss disminulr la estabilidad de
las pﬁmteinaa 2 la desnesturalizaclion téarmica 13,698,770} se cree
gue e@sto ocurre comd consecusncis de una zolvatacidn prefarencisl
pror el solvente arganico, de los grupos hidrofébicos de la macro-
molacula; esto guiere decir que la formacion de estructuras scuo-
sa% ordenadas {(“clatratog” D‘"icQEEPQS“] alrededor de dichos ghu¥
pos &s grandements abatida por la presencla del alcohol [13,697.
Ein emabargo, al menos para loz casos del metanol Yy del stanol,
g8 ha  reportado que ocurre una estabilizacidén de la forma natiuva
de las proteinass a bajss concentraclones del alcohol y temuératu4
ras inferiores a los 30 °C [13,69]. Para la lisozima ¢ la ribo-
nucleasa vste aumantm en ABGY es del grden de 2 Kcal mol-t,

Er esta tesis se estudié el efecto del stanol sobre la
transicion térmica de la papains. ta figura 3.14 rmuestra los
egspectros de DC ( 198-250 rm ) de esta proteina en etanol al 5 A
[ Wy 1, correspondientes & tres temperatursas; es sgvidente que
existe un punto isodicroico alredsdor de los 206 nm, lo cual
sefala la existencia de uﬁiCBmenté dos estados conformacionales
ditferentes, En concordancia con lo  anterior, las curvas de
desnaturalizacian construidas de los detos de elipticidad s 220

08 i | ffigurg 3.18 1 muestrsh e sola transicion, en ambos

e
H]

casos . 3in iAntermedisric slguno, Esta transicisn tiene lugar entre

log 3% y los &0 *0C aproximsdamente, con wuna T, de 46-47 °C, A

a8




Figura 3.14.
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partic de la temperatura méas baja (10 °C ) pusde aprecilarss un
aumento gradual o9 pegueno sn la  magnitud ‘da la elipticidad,
cantinuanda este comportamiento hasts los 30 °C.

Es convenliente sefalar gque las formess nativae y desdotilada de
la proteins parscen 2er  1ss mismas con y sin la pressencia del
alcohol, ya que los espectros correspondientes son muy similares
( var filguras 3.2 4 3.14 3. Ademas, la actividad especifica de la
papaina, despuaés de incubarla durante 30 min en 5 X de etanol y a
10 *0, fuse ldéntice a la de lg enzima incubada sin el alcohol,

Faesulta claro que la presencia de una pequeds cantidad de
etanol tiere Lierne un efecto rotable sobre la estabilidsd de los
dominios de la papains; las  transicliones térmicas de astas
entidades, due son secuencialss en ausencia del alcohol, tienden
g fundiraze en und sola transicion cuando el solventeg orgénico sse
haya an el medio. Una explicacisen para este comportamiento seria
gque 21 estancl sstabiliza ls eﬁtructure del primer dominio
desplazando la  Te de  su translclisén hacla tempersturss mayores,
mientras que a temperaturas mas selevadss provoca unas desmstabpi-

1i

N

acion del segundo dominio. Ests interpretacidn estarias en
cancordancis con los efectos de los alcoholes en la estabilidad
de laz proteinas, segun  se describidé antes. Otra explicaciéﬁ
posible estaria basada en un cambio conformacional previo al
desdoblamiento de la molécula, come por ejemplo el gue ocurre de
los 10 a los 30 °C. Ein embarge, de acusrdo @ lo pequeo de 1os
cambias en la elipticidsd en esta zona, es dificll que haya una

alteracian significativa e la fforms nativa previa al
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Figura 3.16. Desnaturalizacién térmica de la papaina, en etanol
al 20 7%, seguida por cambios de elipticidad a 220 (circulos) y
208 nm (cuadros). '




desdoblamiento.

Otra coss muy diferente ocurre cuando  la concentracidén de
etanol se eleva al B0 % { u/v ). Gmmo>‘puede verse sn la figura
3.16, en este gaso los cambios en las sefales de D0 son més

drasticos a bajas tempers

i3

turasg; en particulsr, el aumanto de la

maanitud de { & 1 a 2280 v

<4

55

208 rmm indica la formacidn de estructu-
ras helicoidales (42,437 adiciongles a las s pressentes sn el
astadn nativo., Este efecto ys ha sido observado con anterloridad
an algunas oteras proteinss [5,70)]. Se debs hacer raesaltar gue la
papaina incubada  en 20 ¥ de etanol 4 8 10 °C dnicamente recupera
urn 30 X ode su actividad especifios.

Hoo solamente el estado native de la proteina se ve alterado
por la presencia de etanol al 20 ¥, sino también el estado
daesngturalizado parece diferir de agquel que se produce an
ausencia del solvente  orgsénico; 25t pusde apreclarse de las
diferantes valores de glipticidad que se ﬁagistran an ambaos £asos
a Ltemperaturas eslevadas ( figuras 3.3 Yy 3,16 ). Por la tanto, &5
avidente gque al aumsntar la concentraclar de etanol de 5 a 20 7
ge produce Wuna  modificacion drastica en la naturaleza de leos
cambios conformnacionales  inducidos  por LN aumanto en la

tempearatura.
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OIsSCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo demuestran dque la
desnaturalizacian térmice de la pspsina No &8s un proceso de daos
gestadns, s que se observa la presencia de wun intermediario ( I )
@stashle. Las transiciones del estado nativo { N ) al estado I, W
de este @l estscdo desdoblado ( 0 ) conllevan cambios carsascteris-
ticos en la estructura secundaris de la proteina. Por otra parte,
&l grado de exposicién  al sclvente de residuos aromaticos 4y el
nomero de sitios susceptibles al stsgue enzimatico, indican gue
@l estade I tiene wna estructurs globular compacta. En vista de
1o anterior, 4 teniendo en cuenta gue la moleécula de la papains
agsts formada por dos dominios [28], la conclusliédén maés probabls es
que cada transicldén térmica ( N e I 8 I e 0 ) corresponde al
desgablamiento independisnte de uno da 1oé daminios. Ya que 8l
sitio activo de esta enzims esta qumada por resliduos de ambos
dominics, seria de esperarse gue la sctividad enzimatlica se
perdiera nacasarismente durante la primera transicison, tal como
lao  observamos  en  este trabajo, Tiktopulo y Privalov [31] por
medio de un estudic calorimétrico han  llegado & una conclusian

i

igual con respecto al desdoblsmiento secuencisl de los dominlaé

&4




de esta proteina.

El1 analisis de 1a estructura secundaria en 21 estado
intermadiario mostrdé que éste es muy  similar al segundo dominio
de la molécula, Estos resultados nos permiten postular que sn el
mecanisma de desnaturalizacian la primera  sBtapa 1nv01gcra
principalmente e8] desdoblamiento del primer  dominio. Existe
cierta euidencié QPEUié, aungue indirecta, en favor de esta
proposician. Shapira Y4 Arnon [71] han informado sobre 1a
reduccion salectivae de uno de los tres enlaces disulfuro de la
papaing; estos autores shcontraron que en presencla de urea 6 Mvu
a8 37 °C, &1l enlsce disulfurc entre los residuos de cisteins
nameros 56 gy 95 es reducido por 2-mercaptoetanol, mientras que
los otros dos disdlfuros ( 282-63 y 153-200 ) permanecen intactos.

En condicicones mas fuertemente desnaturalizantes (guanliding 6 M)

1o

]

tres disulfuros de l1la proteina son reducidos completsmente.
Esto lndica que una parte del dominio 1 es la mas inestable
frente a8 la desnaturalizacion inducids por solutos organicos,
Suponiendo due los fendmenos de desdoblamiento de los domi-
niocs son procesos independientes, lo cual parece ser valldo sl
menns como una aproximacisn, calculamos los parametros termodi-
namicos correspondientes a esos procesos (Tabls 3.2). La validez
de este calculo parece ser avalada por la suma de entalpias ob-
tenida (128.7 Kcal mol-d), gue es cercana al valor de 122.6 Kcal
mo 1L determinado calorimétricamente [313.La estabilidad
termodinamica de ambos dominios es muy similar a 20 °C; los

valores de AG? difieren entre si danicamente unas 4 Kcal mol-t

88




siendo mauor este pardmetro pars el dominio 2.

Ya que la’astructuha molecular de la pépsina g8 conocida, en
este trabajo tratames de determinar que tipo de intsracclones
dan lunar a las diferenciss de estabilidad entre las dos rmlta-
des de ls proteina. Considerando que las fuerzas mas importantes
que contribugen a la establilidad de una photeiha son 1lns enlaces
de hidrdégeno 4 2l efecto hidroféblice, calculamos AGP parsa los
dos dominios. Fara este in usamds valores promedio de las ener-
anias del enlace de hidrdgeno y de AG para la transferencia de
grupca tiidrafoboz hacla un medlio acuoso. A pasar de las muchas
limitaciones inuvolucradas en este cédlculo, los resultados (Ta-
bla 3.6) son alertadores 4s gQue predicen una mayar estabilidad
del dominio 2 gues del dominio 1, del orden de 7 Kcal mol-t; en
campardcidsn con las 4 Keal mol~t encontradas axpsrimentslmente,
gl resultado parece bastante satisfactoric. En consecuenclia, ls
magriltud de los factores gue detarminan la estabilidad de los
dominios, segun la Tabls 3.6, indica que gl efecto hidrofsablco
Juega un papel muy importante sn 1a mayor establlldad de la se-~
gundga parte de la molécula. En relacliéen con aeste punto, se
observd gque @l etancl tiene un efecto muy Importante sobre 1a
rnaturaleza de la transicisn térmica de la papaina; sim embargo,
la informacidn existente respecto a la influesncia de los
slcoholes sobre la sstabilidsd de las proteinas es tan escasa qua
na permite una interpretacion cuantitativa de los resultados.

Llendo mas leJjos todavia, seria impartante dilucidar si 1la

diferente estabilidad de los dominios de la papaina tiene alguna
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implicacian en la Ffunclén bioldgice ©o en el procsso de
plegamients  1in vivo de la proteina. RAungue =n este punto
cualquisr  proposicidén seris necasariamente especulativa, es
convenientse hacer algunos comentarios al respecto  que puedan
sefnalar las tendencias a segulr en trabajos futuros.

Ern primer lugar, se ha sugerido que la estabilidsd marginsl
de las proteinas globulares tiene una aran importancis pars ei
desempeiic eficiente de la actividad bioldgica, ys que permite
fluctuaciones estructurales en sstas macromoléculas [3,6]; estas
pboceéos dingdmicos son  necaesarios para gque, por ejemplo, una
enzima pueda unirse a su  sustrato 4 produzca una accldn
catalitica sobre el mismo. En gl casco de 1a papaina se sébe qua
ambos dominios contrinugen tanto & la actividad catalitics como g
la unian del sustrato [87]; por 1o tanto, Dodrié pensarse que
para la gctividad gnzimsdtica son mas importasntes las
fluctusciones locales en la interfase de los dominigs que l1a
estabilidad de éstos como un todo.

For otro  ladeo, el proceso de plegamiento o doblado de una
proteinag probaplemente s inicis desde el momento mismo de la
biasintesis, &s decir, desde qgue un fragmento de 1la cadena
polipeéptidics naciente adogulera gl tama’o necesario para
gstabilizarse a través de las interacciones wa mencionadas
anteriormente. En otras palabras, aste proceso se inicia por el
extremo amind terminal de la cadenag. Ern wna proteins cbmo la
papaina, formada por deos dominlos, el primero de ellos inicis,

quizs, gl doblada en formse independiehte para adgulrir uns
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gstiructura globular tipics:; después del plegamiento del segundo
dominio =1 proceso debe contindar con  un rearreglo final que
involucre interacclones entre ambas partes de la molécula. En 1la
papaina los primeros nueve amingacidos a partir del sxtremo amino
tarminal forman parte del sistema de hoja $ antiparalels del
gegundo dominia ( figura 1.1 31y 83 probable esntonces que estos

nueve residuns  sufran un reartreglo considerable durante la etaps
final de sjuste inter-dominlo, rearreglo gue seria facilitado por

la escass esgtabilidad estructural del primer dominio molecular.
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