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Resumen

La triosafosfato isomerasa (TPI) es una enzima ubicua, critica para la glicélisis y
cataliticamente perfecta. El tipo de plegado que presenta, llamado barril (a/B)s,
se observa al menos en 10% de las estructuras reportadas en el banco de datos
de proteinas (Protein Data Bank, PDB). Es por ésto que estudiar el mecanismo
de plegamiento de los barriles o/p proveeria un fuerte avance para entender los
principios que rigen el mecanismo de plegamiento de las proteinas. A
continuacién se presenta un estudio comparativo sobre el mecanismo de
plegamiento/desplegamiento de las TPl de Entamoeba histolytica (EhTPI) y
Saccharomyces cerevisiae (ScTPI), utilizando clorhidrato de guanidinio (GdnHCI)
y presion hidrostatica como agentes desnaturalizantes. Ambas enzimas parecen
tomar una ruta de plegamiento semejante, presentando un intermediario
monomérico expandido pero estructurado. A continuacién, se realizé un estudio
termodinamico del desplegamiento de los intermediarios de ambas enzimas
utilizando presion hidrostatica, obteniendo los parametros termodinamicos AG,
AV, y Pye. La semejanza en las propiedades obtenidas sugiere que los
intermediarios podrian ser termodinamicamente equivalentes. Ademas, se
reporta un aumento en el valor absoluto del AV respecto a la concentracion de
GdnHCI.

Las similitudes encontradas en la ruta de plegamiento de ambas enzimas podria
indicar que la presencia de un intermediario monomérico expandido es un factor
constante en el mecanismo de plegamiento de las TPI.

Vi



Abstract

Triosephosphate isomerase (TPI) is an ubiquitous and critical enzyme for the
glicolysis pathway, and has been referred to as “catalytically perfect”. It's
characteristic fold, the (a/B)s,barrel is observed at least in 10% of the reported
structures in the Protein Data Bank (PDB) database. It is then understood why
studying the folding mechanism of this o/p barrels would provide a substantial
step towards the understanding of the general principles that govern protein
folding. This thesis comprehends a comparative study of the folding/unfolding
mechanism of triosephosphate isomerase from Entamoeba histolytica (EhTPI) y
Saccharomyces cerevisiae (ScTPl), using guanidium hydrochloride and
hydrostatic pressure as denaturing agents. Both enzymes appear to follow a
similar folding pathway, where an expanded, yet structured, monomer is present.
Following this, a thermodynamic study of the unfolding of both monomeric
intermediates was achieved using hydrostatic pressure. The resulting
thermodynamic parameters, such as AG, AV, y Py, were obtained for this
intermediates and were strikingly similar for both enzymes, suggesting that they
may be thermodynamically equivalent. A constant increase of the absolute value

of AV while the concentration of GdnHCI increases is also reported.
The similarities found in both enzyme folding pathways could indicate that the

presence of an expanded monomeric intermediate in the folding pathway of this
enzyme family could be a rather constant factor.
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| — Introduccion.

1.1.- Plegamiento de Proteinas.

Las proteinas necesitan plegarse para adquirir y ejercer su funcién biolégica. Las
proteinas se sintetizan como cadenas lineales de aminoéacidos; sin embargo, al
observar sus estructuras tridimensionales, éstas no son estructuras al azar.
Anfinsen demostrd, en su estudio sobre el replegamiento de la ribonucleasa, que
la informacién para obtener una proteina plegada y funcional se encuentra
contenida en el polipéptido, o0 mejor dicho, que es una propiedad de la secuencia
de aminoacidos y del medio que le rodea (2). Desde una perspectiva cinética
surge una cuestion interesante: si una proteina promedio probara todas las
conformaciones posibles hasta llegar a su conformacién especifica de minima
energia (N); ésta invertiria un tiempo mayor a la edad del universo para
plegarse, a esto se le conoce como la Paradoja de Levinthal (32).

Dado que las proteinas se pliegan en tiempos mucho mas cortos que la edad del
universo, debe existir alguna ruta o mecanismo de plegamiento que ataje este
problema cinético. La busqueda del mecanismo de plegamiento de las proteinas
es un problema central en la bioquimica desde hace mas de tres décadas. El
diagrama mas sencillo para el plegamiento de una proteina es el siguiente:

LJ———=N

En la actualidad se han propuesto tres modelos que intentan explicar el

mecanismo del plegamiento de proteinas (19):

1.- Nucleacion-propagacion: en el cual se propone que la estructura terciaria se
obtiene partiendo de un ndcleo inicial con estructura secundaria, del cual
empieza a propagarse rapidamente el plegamiento hacia la totalidad de la

proteina.



2.- Modelo jerarquico (difusion-difusion o modelo de esqueleto): en el cual
aparecen primero los elementos de estructura secundaria para después

acoplarse entre éstos y eventualmente formar la estructura terciaria.

3.- Colapso hidrofébico: en el cual se propone una rapida compactaciéon de la
proteina propiciado por los aminodacides hidrofébicos, formando una especie de
nucleo, a partir del cual se produciria la basqueda y adquisicion de elementos de
estructura secundaria.

El modelo de nucleacién implica la propagacioén continua desde un ndcleo hasta
la estructura final; sin embargo, la existencia de intermediarios en equilibrio
contraindica y desfavorece este modelo (5, 33). La independencia de la
formacion de la estructura secundaria con respecto a la secuencia de
aminoacidos que la constituye y la dependencia que tiene con los contactos
terciarios, desfavorecen el modelo jerarquico (6, 7). El descubrimiento y estudio
de gloébulos fundidos que poseen cantidades importantes de estructura
secundaria indicarian que el colapso hidrofébico tampoco parece ser el
mecanismo universal de plegamiento (55-58). Es por esto que la evidencia
favorece, por el momento, a un mecanismo intermedio entre el colapso
hidrofébico y la adquisicion jerarquica de la estructura, es decir, un proceso

simultaneo de adquisicién de estructura secundaria, terciaria y compactacion.

La visién actual del plegamiento de proteinas comprende la correlaciéon de las
propiedades termodinamicas con propiedades estructurales. Esta converge en
la teoria del panorama o superficie de energia, en la cual la energia de una
proteina disminuye por un “embudo” energético de tal manera que la cadena
tiende hacia conformaciones con menor energia, hasta llegar a la mas estable,
la cual es la estructura nativa (20).



1.2.- La Triosafosfato Isomerasa.

1.2.1.- Generalidades

La triosafosfato isomerasa (TPl) es una enzima dimérica en organismos
mesofilos y tetramérica en organismos hipertermoéfilos (35). Cada subunidad
tiene un peso molecular de 27 KDa aproximadamente (39). Es una enzima
ubicua, clave en la via glicolitica. La TPI cataliza la interconversion entre
dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) y D-gliceraldehido-3-fosfato (G3P, GAP) por
medio de un intermediario enodiolato (34, 59). La TPl es una enzima muy
estudiada en sus aspectos estructurales, cataliticos y cinéticos, y las estructuras
cristalograficas de la enzima de 13 especies se encuentran ya disponibles en el

banco de datos de proteinas (protein data bank, PDB).

Estructuralmente, la TPI| es el prototipo de barril (a/B)s, un tipo de plegado
frecuente en la naturaleza (Figura 1). La estructura secundaria de la TPI consiste
en ocho hebras B que alternan con una (a veces dos) hélice(s) o, plegandose a
manera de barril. El sitio activo se encuentra en una cavidad localizada en uno
de los extremos del barril. La enzima presenta una cinética clasica de Michaelis-
Menten, sin ser regulada alostéricamente. Los residuos que unen el sustrato y
los cataliticos se encuentran en la misma subunidad. No se le conocen
cofactores, moduladores alostéricos, ni se ha detectado cooperatividad entre las

subunidades. Ademas, es activa s6lo como dimero (43, 68).

de Saccaromyces
cerevisiae (ScTPI).

Figura 1.- Triosafosfato Isomerasa




La relacién kea/Kn de esta enzima resulta del orden de 10® M's™, valor cercano
al esperado para las reacciones que estan limitadas por difusion (10% -10"°M"'s’
", por lo que se le ha llamado a esta enzima el catalizador perfecto (10, 27). Se
ha caracterizado el papel de los residuos criticos para la catalisis. En ScTPI, son
Glu165, His95 y Lis12; en EhTPI son Glu174, His102 y Lis13 (3, 31, 34, 36, 79).
El asa 3 de la otra subunidad tiene contacto con el sitio activo (39-41). El asa 6
tiene un importante papel en la retencion del sustrato y la liberacion del producto
asi como en el acomodo del residuo de glutamato catalitico. A esta asa se le ha
determinado la entalpia de apertura-clausura, sugiriendo que la liberacion de
producto puede ser el paso energéticamente limitante (64, 65). La zona de
bisagra responsable del movimiento del asa entera presenta también una regién
conservada y sensible a cambios en hidrofobicidad, asi como un residuo critico

de prolina (80).

S OH H (o}

Figura 2.-Reaccidn "
catalizada s 0p032 OPO~
por la TPI. QFOs

enodiolato GAP

La TPI es activa anicamente como dimero, por lo que el sitio mas propicio para
abolir el funcionamiento de esta enzima en organismos patogenos es la interfase
del dimero, la cual no es tan conservada como el sitio catalitico (78). Las TPI de
organismos patogenos (Entamoeba histolytica, Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi, Leishmania mexicana, Plasmodium falciparum, Giardia
lamblia) presentan en la interfase un residuo de cisteina que sustituye a una
metionina regularmente conservada en las demas TPI, indicando un lugar

proclive al disefio de farmacos especificos (25).



1.2.2.- La Triosafosfato Isomerasa de Entamoeba Histolytica (EhTPI)

La EhTPI es una proteina de 261 aminoacidos, tiene 14 residuos adicionales y
un residuo menos si se compara con la enzima de Saccharomyces. Estos
residuos se encuentran en la cara del barril opuesta al sitio catalitico, en las asas
1,2, 3,6 y 8 previas a las hebras 3, y en el asa 8 cercana al sitio catalitico. Los

residuos cataliticos se presentan en la Figura 3 (38).

Figura 3.-
Residuos
importantes
de EhTPI.
A}Cisteina 14
(Azul) .
B)Residuocs
cataliticos
(ROjO) .

La EhTPI posee en su secuencia a la Cis14, localizada en la interfase y que
forma un puente de hidrogeno con la His86 de la otra subunidad. Al realizar la
derivatizacion de este residuo con metil-metano tiosulfonato (MMTS) se obtiene
un monémero compacto con poca pérdida de estructura terciaria, y con la senal
de elipticidad a 222 nm reducida 23%. El radio de Stokes (Rs) para el monémero
derivatizado por MMTS es de 25.9-26.4 A (62).



1.2.3.- Caracteristicas de EhTPI y ScTPI.

Diversas caracteristicas de ambas enzimas se resumen la siguiente tabla:
Tabla 1.- Caracteristicas de EhTPI y ScTPI.

Masa Molecular (Monomero) 27936 Da 26667 Da

K 0.7mM 1.5mM

Keat 1.45X107s™ ® 1.58X10s™

Glu catalitico 174 165

His catalitica 102 95

Lis catalitica 13 12

No. Triptofanos 5 3
(Trpi2, Trp75, Trp166™, Trp177%, (Trp90, Trp157*, Trp168%)

Trp200)

Radio de Stokes —Dimero (R,)° 31.2A 30.0 A

ASA Total Dimero® (PDB) 19697A° 19356 A®

% Hidrofobicidad del ASA 57% 57%

ASA del Monémero (PDB) 11361.36 A® 11285.8 A®

ASA oculta al dimerizar. 2753 A® 3216 A®

La EhTPI posee una afinidad ligeramente mayor que la ScTPI por el G3P,
mientras que su velocidad méxima es practicamente idéntica. La numeracion de
los residuos cataliticos muestra el desplazamiento por las inserciones y la
supresion en la secuencia de la EhTPI; sin embargo, éstos corresponden
estructuralmente al mismo sitio. La EhTPI posee 5 triptofanos contra 3 de la
ScTPI, de los cuales 2 corresponden a posiciones estructuralmente
equivalentes, el Trp75 de la EhTPI se encuentra en la region de la entrecara. El
Radios de Stokes (Rs) de ambas enzimas es similar.

* Para la reaccién G3P->DHAP.
Triptofanos en posicién equivalente.
Calculado por cromatografia de exclusién en gel.

© Analisis de Area Accesible a Solvente (ASA) realizado con NACCESS, Radios de VdW Richards 1977, Radio de la
Sonda: 1.4 A.



La EhTPI y la ScTPI comparten un 44.7% de identidad entre ellas. Una
yuxtaposicion de las dos estructuras presenta una desviacion estandar media
(RMSD) de 1.38A (Figura 4). Esto se puede atribuir a que los residuos
adicionales de EhTPI en las asas no generan grandes cambios en la estructura

secundaria ni terciaria del esqueleto.

Figura 4.- Yuxtaposicién del
esqueleto de
carbonos a de EhTPI
v ScTPI.

RMSD,=1.38 A

En cuanto al Area accessible a solvente (ASA), de la tabla anterior se calcula
que la EhTPI tiene un poco mas de ASA (341A?) que la ScTPI, y que el area
oculta por la dimerizacién es considerablemente mayor (463A%) en la ScTPI que
en la EhTPI. Otro estudio de area accesible a solvente de la ScTPI indica que el
area total de la proteina dimérica es de 17800 A? el area que se oculta en la
dimerizacion es de 2500 A? (por dimero) y que 57% de ésta es hidrofobica, lo
cual es un valor ligeramente mas bajo al de otras TPl. Ademas, la ScTPI
muestra menos volumenes de cavidades totales accesibles a solvente (150 A3
Método Connolly (16) ) que la TPI de Trypanosoma (300 A®), y en ambas estas
cavidades son altamente hidrofobicas (78).



1.2.4.- Estudios del plegamiento de barriles (a/B)s (Barriles TPI).

Los barriles o/ son el tipo de plegado mas comin en la naturaleza (47) y
parecen compartir algunas caracteristicas comunes si se relacionan por familias
de actividades cataliticas (17). Sin embargo, resulta desconcertante la diversidad
de funciones cataliticas que poseen estos barriles (47).

Diversos estudios de plegamiento en estas proteinas han propuesto que el
plegamiento-desplegamiento no corresponde a un modelo simple de dos
estados. En el desplegamiento en urea de la subunidad « de la triptofano sintasa
(a-TS), dos intermediarios han sido observados (9, 18, 44, 67). En la
fosforribosilantranilato isomerasa (ePRAIl) y la indol-3-glicerol fosfato sintasa
(sIGPS) también se presenta por lo menos un intermediario en equilibrio (84,85).
Un estudio de los intermediarios de la o-TS y la sIGPS muestra que éstos
presentan una estabilidad similar (AG1.2=19.2 kd/mol y AGy=18.8 kJ/mol), lo
que refuerza la hipétesis de que los barriles se pliegan de manera similar en
eventos tardios del proceso de plegamiento (22). En un estudio en el que se
reacomodaron los segmentos (o/p) de la TPl de Saccharomyces cerevisiae, se
caracteriz6 el plegamiento de un cuarto de barril (formado por los segmentos 1y
3), de la mitad del barril (formado por los segmentos 2, 4, 6, y 8) y de 2 barriles
completos (uno formado por los segmentos 2, 4, 6, 8, 1, 3, 5, y 7, y el otro por
los segmentos 1, 3, 5, 7, 2, 4, 6, y 8). El cuarto de barril y la mitad del barril
presentaron una cantidad importante de estructura terciaria y secundaria, en el
primer barril completo ocurre una oligomerizaciéon mayor a 2 subunidades por
enzima, en tanto que el segundo barril se pliega practicamente como la enzima
nativa. Esto revela y favorece una hipétesis sobre la existencia de mdltiples
dominios de plegamiento en los barriles («/B)s, €n la que probablemente estos

dominios correspondan a cada segmento o/f (69).



1.2.4.1.-Estudios termodinamicos y cinéticos de la desnaturalizaciéon y
renaturalizacion de la TPI.

Los parametros termodinamicos para el proceso de plegamiento-desplegamiento
de la TPl de varias especies se resumen en la tabla 2:

Tabla 2.- Parametros Termodinamicos del plegamiento de varias TPI (Todos los datos

en kJ/mol) .

Especie® ' Conejo  Humano hTPL hTPI BsTPI PoTPI"**! LmTPl ° LmTPI  TbTPl  ScTPl ' ScTPI“* | "ERTPI
(TP {61 (hTPl) = M14Q/RS = M14Q/R9 “2) (37) Egsql 137 146) ag) 115)
a2, 43) 0> zQ/0179

DIK193A/
215p 12

AGYy

65 e | & = - - > | o - -~ 39.7
G 5 = 1046 | -16.32 = = = = = e 16.62 -
AGH, 0 = = = - = - = - = 115.8 -
AGhee.  EE 59.92 - - E & - - - - 025 -
AGia0e. 99 = z = = s = = = 2 835 =
AG.soc. 60 - = = = -61.09 = - = 6845 | -70.28 | -11.74

-79.88

AG. 7o 70 80.75 = o 10125] 40.59 8368 | -13431 | -1422 | -80.75 | -103.14 -

Donde: AG?, energia de activacion, AG, diferencia en energia libre de Gibbs, U,
desplegamiento, F, plegamiento, asoc., asociacion, disoc., disociacion.

Se observa en la Tabla 2 que el cambio de energia libre correspondiente a la
asociacion de los monémeros (AGasoc) €S mucho mayor al cambio de energia
del plegamiento (AGg), lo cual es senal de la gran importancia que tiene el
proceso de dimerizacion para completar y mantener el plegado correcto de la
enzima en el estado nativo (dimérico).

* rTPI, BsTPl y LmTPi y ScTPI se hicieron en GdnHCI, hTPI y ScTPI en urea, hTPi y ScTPI por actividad, EhTPl y
PoTPI por temperatura.
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En un estudio de desplegamiento de la TPl seguido por accesibilidad a la
alquilacion, la enzima muestra tres subdominios de plegamiento con
cooperatividad entre ellos (al estilo del modelo de Nucleacién-Condensacion),
aunque esto representa solamente fases tempranas de desplegamiento, dadas
las bajas concentraciones de GdnHCI utilizadas (72). La secuencia de
desplegamiento de los dominios es todavia muy discutible por la falta de andlisis
cinéticos. En ciertos estudios el paso cinéticamente limitante es el de asociacion-
disociacion; otros estudios en la TPl de Saccharomyces (8, 48, 76) corroboran
que la dimerizacion y el plegamiento del mondémero son fenémenos
interrelacionados.

Un estudio de triosafosfato isomerasa de conejo muestra un proceso de
desplegamiento de la enzima que corresponde a un modelo de dos estados, sin
intermediarios en equilibrio (60). Sin embargo, se observé un intermediario
cinético claro en los experimentos de desplegamiento, tanto en urea como en
GdnHCI. Este mismo estudio propone dos dominios de plegamiento, uno rapido
y uno lento, correspondiendo el rapido a una mitad del barril (los primeros 120
aminodcidos, mitad C-terminal) y el lento a la segunda mitad (mitad N-terminal).
El intermediario cinético posee un estabilidad muy pequena, indicando que el
paso estabilizante de la proteina es la dimerizacion.

Existe un estudio extenso del plegamiento de ScTPI realizado por Najera (48),
en el cual se observd el patrébn de desplegamiento utilizando cloruro de
guanidinio y urea. Usando GdnHCI se obtuvieron condiciones de equilibrio en el
sentido de la renaturalizacion, con dos transiciones reversibles. Se observé un
intermediario monomérico en equilibrio (aproximadamente en 0.6-0.7 M
GdnHCI), por lo que el mecanismo de plegamiento que se propone es el
siguiente:

< 2M =~ 2U
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La dependencia con la concentracion de proteina de la primera transicion,
observada por actividad catalitica, indica que el primer paso es bimolecular
(disociacién-asociacion de monémeros), y el segundo corresponde al
desplegamiento del monémero. El intermediario monomérico posee un Rs=30 A
(calculado por cromatografia de exclusion molecular) el cual es similar al radio
de la proteina nativa. El intermediario retiene una cantidad considerable de
estructura secundaria y terciaria. Usando urea, el intermediario no se distingue -
con claridad y se muestra un pequeio hombro a 2.5 M de GdnHCI. Los
parametros termodinamicos obtenidos son: AG=-16.59 +0.71 kJ/mol para el
plegamiento de cada monémero y AGasoc= -70.26+1.08 kd/mol para la asociacion

de los mismos, resultando un AGiotai=-103.44 kJ/mol.

Existen estudios preliminares de la desnaturalizacién de la TPl de Entamoeba
histoyitica por GdnHCI (Fernandez Velasco, comunicacién personal) sin lograr
condiciones de reversibilidad. En un analisis de desplegamiento por temperatura
se observan claramente dos fases (15). La primera fase se sigui6 por actividad y
dicroismo circular, ya que se lograron condiciones de reversibilidad para el
intervalo de temperatura de 20°C a 50°C. La dependencia de la Tm de la primera
fase respecto a la concentracién de proteina demostré que ésta corresponde a
la disociacion. De este estudio se obtuvieron las entalpias y el AC, de este
proceso, los cuales fueron utilizados para estimar la energia libre de disociacion
a 25°C (AGuisoo.= 11.74 kJ/mol).
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1.3.- Efecto de la Presion sobre las proteinas.

1.3.1.- Termodinamica.

Desde la perspectiva fisicoquimica, las proteinas son macromoléculas que,

como todo sistema quimico, obedecen al principio de Le Chatelier (4, 26).

Este principio establece que si un sistema es compresible, en caso de ejercerle

presiéon, cambiara la composicion de las especies en equilibrio para reducir su

volumen especifico al minimo posible” (4):

De las ecuaciones fundamentales de la termodinamica:

d (AG) =(AV)dp - (AS) dT

Si mantenemos T constante:

6(AG)J .
op ),

Como AG=-RTInK :

O-RTlnK)) _ AV
op .;_

Como Ry T son constantes, se rearregla:

oK) —AV
op ). RT

Donde:

AV= Cambio de volumen.

(A) AG= Cambio en la energia libre.
AS= Cambio en la entropia.

K= Constante de equilibrio

p= Presion.

R=Ctte. de los gases.

T= Temperatura.

(B)

(&)

(D) Principio de Le Chatelier

En el caso de las proteinas, esta reduccion del volumen especifico del sistema

proteina-solvente representaria dos posibles fenémenos (1, 30):

1) Donde la macromolécula en si se comprimiria, generando una poblacion de

" En realidad el principio es mas general: establece que en caso de cualquier perturbacién de un sistema en equilibrio, el
sistema cambiara las proporciones de las especies en equilibrio para reducir la perturbacion al minimo posible, en este

caso la perturbacion se genera por presion hidrostatica.
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proteinas comprimidas (Ej.- Proteina Nativa = Proteina Comprimida).

2) Un desplazamiento en el equilibrio de poblaciones hacia la de menor volumen
o con interacciones mas cercanas con el solvente (Ej.- Proteina Nativa-

Solvente—> Proteina Desnaturalizada-Solvente).

Las primeras observaciones de proteinas bajo presion fueron realizadas por
Bridgman en 1914, quien estudié la albdmina de huevo y encontrd
irreversibilidad en el proceso (12). El primer experimento reversible fue realizado
por Suzuki con la albumina (73). Los primeros diagramas p-T fueron realizados
por Brandts quien observd una curvatura en el comportamiento del AG (11).
Posteriormente Hawley observdé un comportamiento similar y propuso que de la
ecuacion A, integrada de Poa P y de Tp a T se obtiene:

AG=%(P_R))2+Aa(P—PU)(T—?I,)—ACP[T(ln%—IJ+7;]+AV(P—PO)“AS(T—T},)+AGO

]

Definiendo:

/ ; OAV ;
Aa{ﬁ] =_(a-£] Ax:( : ) g =T(§m]
ar r ar g (3)‘ T £ ar P

Donde Aa (coeficiente de expansion térmica), Ax (factor de compresion) y AC,
se consideran constantes. Esta ecuacion tiene el comportamiento eliptico
(Figura 5) que predice la desnaturalizacion en frio, efecto que observé Bridgman
desde 1914 (28).

A8
flsg Ao
P
AV
m m
ol av>a .
Figura 5.-Comportamiento eliptico T
del AG de
desnaturalizacion por
presioén-temperatura.
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El efecto del pH en estos diagramas fue estudiado por Zipp y Kauzmann, y
concluyeron que la forma eliptica de la funciébn anterior no concuerda
perfectamente con los datos experimentales, indicando que el fendémeno
observado corresponde a una funcion mas compleja (83).

1.3.2.- Implicaciones Estructurales.

Respecto a la relacion estructura-estabilidad de las proteinas bajo presion, se ha
encontrado una correlacion clara en donde una proteina mas compacta y menos
compresible (x pequeno) sera mucho mas estable a la presion que una flexible y
laxa (x grande, (30) ). Otros estudios han demostrado que existe estructura
secundaria residual en el estado desnaturalizado por presion (51, 52) y que
generalmente las hojas  son mucho mas estables a la presion que las hélices
a, aunque esto puede obedecer a que son menos compresibles. Otros estudios
han mostrado que en proteinas desnaturalizadas por presion la estructura
terciaria se pierde completamente (51) y su radio de giro es menor que el de una
proteina desestructurada expandida al azar (54), aunque este puede llegar a ser
el doble del determinado para la estructura nativa (51). La accesibilidad a
agentes especificos a grupos tiol a presiones de 100 MPa y el entrecruzamiento
entre moléculas por puentes disulfuro a presiones de 400 MPa, son indicativos
de una importante modificacion de la estructura terciaria en el estado
desnaturalizado inducido por presion hidrostatica (74, 75).

1.3.3.- Volumen de proteinas.

El volumen especifico de una proteina en solucién (sistema proteina-solvente)

esta basado generalmente en 3 términos (30) :

a) El volumen constitutivo de los atomos.
b) EIl volumen vacio o “muerto” generado por el empacamiento imperfecto
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entre los atomos.
¢) La disminucion de volumen que resulta de la solvatacién de la cadena

peptidica y de los residuos de aminoacidos.

Las contribuciones de signo negativo del cambio de volumen especifico (AV) que
se observa en el desplegamiento parcial o completo de una proteina se puede
explicar por los siguientes efectos (70):

1) Hidratacion de las cargas originadas por la pérdida de puentes salinos y
su consecuente disminucién en volumen (Menor distancia en la interaccion
carga-solvente que en la interaccion carga-carga) |

2) Solvatacion de grupos polares expuestos al solvente.

3) Pérdida de volimenes muertos entre atomos o grupos en la estructura
plegada.

El cambio de volumen para el desplegamiento de una proteina es negativo y de
magnitud pequena (menos del 1% del volumen total de la proteina), lo cual
contradice el modelo clasico propuesto por Privalov que estima que el proceso
de plegamiento de una proteina es similar al de la transferencia de grupos
hidrofébicos de un medio no polar a agua, ya que la transferencia de estos
grupos tradicionalmente se asociaba a cambios de volumen grandes y de valor
positivo (11, 28). Sin embargo, estudios recientes ponen esto a discusion. El
aumento de AV respecto a la temperatura, asi como el cambio pequeno y
positivo de AV respecto al pH observado por Hawley tampoco concuerdan con el

modelo clasico (83).

Actualmente, la magnitud, y a ciertas temperaturas, incluso el signo del cambio
de volumen (AV) siguen en discusion y presentan divergencia experimental. Esta
divergencia de lo esperado teéricamente con lo observado es conocida como la
Paradoja del volumen de proteinas (13, 14). En general, muchas proteinas se

desnaturalizan por presion y este cambio de volumen tiene que ser negativo de
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acuerdo al principio de Le Chatelier, lo cual indica que el sistema proteina
desnaturalizada-solvente tiene menor volumen que el sistema proteina nativa-
solvente (por lo menos en temperaturas bajas y pHs no extremos). El efecto de
la temperatura es considerable sé6lo en aquellas proteinas que tienen un
coeficiente de expansion térmica elevado. En estas proteinas una temperatura
elevada puede manifestar un cambio de volumen positivo® (63).

La magnitud pequena del AV (10-250 mL/mol, 0.5-1% del volumen especifico de
una proteina tipica) puede ser explicada como el resultado de dos cantidades
casi equivalentes pero de signo contrario que se cancelan; donde las
contribuciones negativas al cambio de volumen (mencionadas anteriormente)
son contrarrestadas por efectos positivos como la exposicion de grupos
hidrofébicos, resultando en un AV neto pequeno (30, 63). Observando el efecto
de sustituciones de aminoécidos en el AV se dedujo que la adicién de
aminodcidos hidrofébicos (aumentando el area hidrofébica de desplegamiento,
(23)) no modifica en gran magnitud el AV. Otra investigacion aumentd la
cantidad de cargas netas de la proteina (que favoreceria el efecto de la
electroconstriccion, (77)) y se observé que tampoco se tiene un gran impacto en
el valor absoluto del AV. Sin embargo, un estudio de mutantes en Snasa en las
cuales se aument6 el volumen de sus cavidades (24) muestra un aumento
considerable en el valor absoluto del AV de desplegamiento de la proteina, lo
que favorece la hipétesis que propone la desaparicion de volimenes muertos
(efecto de volumen excluido) como la caracteristica de mayor aporte al AV en la

desnaturalizacién de una proteina.

Un estudio de desplegamiento de proteinas seguidas por NMR enfatiza la
necesidad de no ignorar el cambio de compresibilidad (Ax) entre el estado nativo
y desnaturalizado, que por lo general se supone que es cero. El efecto
intrinseco de la presion en el factor de compresibilidad es desconocido, aunque

* Esto es, por supuesto, suponiendo que el modelo eliptico de Hawley es correcto.
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parece ser que la proteina menos compresible es la desnaturalizada y la mas
compresible es la nativa (54).

1.3.4.- Presion y disociacion.

La disociacion de proteinas oligoméricas por presiéon (efecto que se observa a
100-200 MPa) precede generalmente al desplegamiento de los monémeros que
las conforman (efecto observado generalmente de 400 a 800 MPa). El efecto se
atribuye a que los contactos de van der Waals son imperfectos entre
subunidades, lo que origina espacios entre ellas. Esto significa mayores
volimenes muertos y por ende un AV de disociacion mayor, porque el volumen
del sistema decrecera cuando las moléculas de solvente se acomoden respecto
a cada entrecara de cada subunidad (50). Los AV observados son de valor
negativo y bastante grandes (30-250 mL/mol, (30)).

El efecto de la concentracion de proteina en la presién de disociacion media
(P12) se puede elucidar al considerar la dependencia de la constante de
equilibrio respecto a la concentracion, y estan establecidos por la siguiente
ecuacion (66):

AB,, = (2.302RT /| AV°)log(C, /C,) (E)

Se ha observado (60, 71) que algunas proteinas oligoméricas no responden al
efectos de concentracion teérico (AP12cac? AP1/200s) POr lo que si no siguen el
comportamiento termodinamico esperado, significaria que no sélo se encuentran
las dos poblaciones homogéneas intercambiando subunidades (equilibrio
homogéneo o estocastico), sino una poblacién heterogénea donde cada
miembro tiene su propia presion de disociacion. A esto se le llama “equilibrio
determinista” (21).
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1.3.5.- Efecto de los codesnaturalizantes.

El uso de los codesnaturalizantes o cosolventes, como urea o GdnHCI, aunados
a la presion hidrostatica ha generado diversos resultados. Generalmente, la
utilizacion de pequenas concentraciones de cosolventes, como la urea o el
GdnHCI, junto con la presion hidrostatica, presenta un efecto aditivo simple, y
aparentemente sin cambiar el signo del cambio en volumen. Al utilizar la
combinacién de codesnaturalizante con presién se han observado los siguientes
fendmenos: recuperacion de intermediarios cinéticos o en equilibrio (glébulos
fundidos); desviaciones del modelo de dos estados; captura de intermediarios y
estados desnaturalizados especificos a la presion; desplegamiento de enzimas
oligoméricas antes de disociarse (53, 81, 82).

El efecto de concentraciones crecientes de urea en el desplegamiento de la
nucleasa estafilocécica (Snasa) ha mostrado una disminucion lineal del Py,
disminucion del AG y comportamiento irregular del AV (29).

1.3.6.- La TPI bajo presién hidrostatica.

El primer trabajo de presion sobre la TPI fue realizado en TPI de conejo (rTPI
hasta 347 MPa (60) ) y se observé un comportamiento heterogéneo (equilibrio
determinista) en la desnaturalizacién por presién. Esto es: se observa una
enorme histéresis entre las curvas de presurizacion y despresurizacion (AP1=
138 MPa). Ademés, ambas transiciones son independientes de la concentracion
de proteina. La conclusion a la que llegan los autores es la siguiente: el
desplegamiento de la TPl no se comporta clasicamente en secuencia
disociacion-desnaturalizacion, sino que la TPl pierde estructura terciaria y

secundaria concomitante a una etapa de disociacién extremadamente lenta.

Néjera y colaboradores describen un ciclo de presurizacion-despresurizacion

con 0.75 uM (200 ug/ml) de ScTPI (49), en el cual se sometié a la enzima nativa
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a un ciclo de presion hidrostatica hasta 380 MPa (Figura 6), con una resolucion

de 34 MPa por salto y un tiempo de equilibrio de 60 minutos en cada presion.

352
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CME (nm)

336

332
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Presion (kpsi)

60

Figura

6.—

Presurizacién-
despresurizacién de
ScTPI nativa:
(@] Presurizacién.
® Despresurizacién.
Concentracién de
ScTPI 200pg/ml .
Grafica tomada de
la referencia 49.

1 kpsi = 6.4 MPa.

En este experimento se observa una marcada histéresis, en la muestra

equilibrada a 380 MPa el cambio observado es de 12 nm, que corresponde a un

cambio estructural grande. La diferencia del centro de masa espectral (CME,

pagina 23) entre la enzima antes y después de un ciclo de presion (ACME) es de

4 nm, lo que indica que el proceso de desplegamiento-replegamiento fue

irreversible.

Por otra parte, no se observa la desnaturalizacion completa de la proteina (CME

a 347 MPa < 352 nm, lo que corresponde a la exposicion total de triptofanos al

solvente). A la fecha, todavia no se han encontrado las condiciones para el

analisis termodinamico de las TPI bajo presion hidrostatica.
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II.- Objetivos

2.1. - General:

Caracterizar termodinamicamente el proceso de desplegamiento vy
replegamiento de la triosafosfato isomerasa de Entamoeba histolytica
(ERTPI) y Saccharomyces cerevisiae (SciPl), utilizando presion
hidrostatica y GdnHCI como desnaturalizantes, para realizar asi una
comparacién del proceso de plegamiento y desplegamiento de ambas.

2.2. - Particulares:

1.- Caracterizar el plegamiento por presién del intermediario de ScTPI.
2.-Caracterizar termodinamicamente el plegamiento bajo presién-GdnHCI
del intermediario monomérico de ScTPI.

3.-Determinar la ruta de plegamiento de EhTPI en GdnHCI.
4.-Caracterizar termodinamicamente el plegamiento bajo presion-GdnHCI
de los intermediarios que se encuentren, o bien del proceso en general.
5.-Caracterizar las propiedades conformacionales de los intermediarios
y/o del proceso de plegamiento general de ScTPl y EhTPI.
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lil.-Materiales y Métodos.

Materiales.

El clorhidrato de guanidinio se obtuvo de Boehringer-Manheim, el etanol
grado uvasol, la trietanolamina, el EDTA, el ditiotreitol, la acrilamida, y
demas reactivos se obtuvieron de Sigma. El amortiguador de trabajo
contiene 100 mM de trietanolamina, 10 mM de EDTA, y 1 mM de ditiotreitol
(T/E/D 100/10/1) a pH de 7.4 y 25 °C salvo donde se especifique otra cosa.

Normalizacién de los datos.
Los datos se normalizaron de acuerdo a la ecuacién:
o = XX~ ¥(xp)
y(Xy ) = y(xp)
Donde: y(x), senal a [x] de GdnHCI, y(xp) senal de la enzima
desnaturalizada; y(xu) sefial del monémero plegado.

Purificacion de ScTPI.

La produccion, expresion y purificacion de la ScTPIl se realizaron de
acuerdo a Vazquez-Contreras et al. (76).

Purificaciéon de EhTPL.

1.-Revitalizacién de las células: Se revitalizan las células de E. coli BL21
con el plasmido pet31121 que tiene insertado el gen de EhTPI al
sembrarse en caja de petri con medio LB sélido-ampicilna (200 mg/L) por
24 horas a 37 °C.

2.-Crecimiento bacteriano: Algunas colonias de la caja se pasan a un

indculo de medio liquido Luria broth-ampicilina. El inéculo se agita a 37 °C
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por 6 hrs. o cuando se obtiene una absorbencia mayor a 0.7 UA a 512 nm.
Se decanta el in6culo en cada matraz de medio de crecimiento y se deja
crecer en agitacién por 4 hrs a 37 °C. El cultivo es inducido con IPTG (0.2
mM) cuando el cultivo alcanzé una absorbencia de 0.6-0.8 a 512 nm. Se
deja crecer por 12 hrs. mas a 37 °C.

3.-Tratamiento de las células: Se centrifugan las células a 6000 g por 10
minutos a 4 °C. Las células se resuspenden en amortiguador TRIS HCI 20
mM pH 8.0 / 0.2 mM PMSF. Las células suspendidas se rompen por
ultrasonicacién. Se centrifuga la solucién sonicada a 12000 g por 10
minutos a 4 °C. El sobrenadante se ultracentrifuga por 1 hora a 63000 g.

4.-Separaciéon de proteinas: El sobrenadante ultracentrifugado se
precipita al llevarlo a 60% de saturaciéon de (NH4)SO, . Esta solucién al
60% de saturacion se centrifuga por 15 minutos a 17000 g a 4°C. El
sobrenadante se lleva a 90% de saturacion de (NH;)SO; .

5.-Separacion de proteinas-Cromatografia de exclusiéon molecular: La
solucién al 90% de (NH4)SO4 se centrifuga por 15 minutos a 17000 g a 4°C.
El paquete se resuspende con 1 mL de TED 10/1/1 pH 7.4. Se dializa la
suspension contra TED 10/1/1 pH 7.4. Se carga en la columna de exclusion
molecular Sephacryl 300 equilibrada con TED 10/1/1 pH 7.4. Se
seleccionan las fracciones para la siguiente cromatografia.

6.-Separacion de proteinyas-Cromatografia de Intercambio Aniénico:
Se carga la seleccion anterior a una columna de intercambio aniénico Mono
Q equlibrada con TED 10/1/1 pH 7.4 y se eluye con un gradiente de 0-10%
de TED 10/1/1 pH 7.4 1M de NaCl (gradiente 0-100mM). Si se considera
suficientemente pura, se dializa y guarda en TED 100/10/1, de no estarlo,
se repite la cromatografia equilibrando la columna con TED 100/10/1 pH

8.0. Se estima la concentracibn de proteina por método
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espectrofotométrico con un £2g0=36440 M'cm™ (Pace et al 1994.).
Determinacion de la actividad catalitica de la TPI.

Se preparan celdas de 1000uL, con una mezcla de reaccion que contiene
amortiguador TED 100/10/1, 2.6 mM de gliceraldehido-3-fosfato, 10 ugr
de Glicerofosfato deshidrogenasa, 0.2 mM NADH y 2 ng de TPl Las
mediciones se realizan observando el decremento de la absorbencia del
NADH a 340 nm en funcién del tiempo en un espectrofotometro Beckman
DU7500 a 25 °C. Cualquier dilucién realizada de enzima en GdnHCI se
realiz6 manteniendo la concentracién del desnaturalizante. No se
observaron comportamientos curvos que indiquen reactivacion o
inactivacién de la enzima en la celda.

Ensayos de Dicroismo circular.

Se utilizaron muestras de TPl en amortiguador de trabajo a 200 ug/mL, se
reaizaron las lecturas en un espectropolarimetro JASCO siguiendo la
sefal a una longitud de onda A=222 nm respecto al tiempo por 10 minutos
en cada lectura.

Ensayos de Espectroscopia de Fluorescencia intrinseca.

Las mediciones se realizaron en un espectrofluorometro ISS PC1. En los
espectros de fluorescencia intrinseca de la TPI se utilizé como longitud de
onda de excitacion (Aex) de 280 nm. La emision comprende el intervalo de
300 nm a los 400 nm. Se mantuvo la temperatura a 25 °C. De estos
espectros de emision se obtuvo el centro de masa espectral (CME)
mediante la siguiente férmula:
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Ensayos de Anisotropia de la Fluorescencia intrinseca.

Las mediciones de anisotropia de fluorescencia se realizaron con
hex=295nm y Aem=340, obteniendo asi la anisotropia relativa a los
triptofanos de la proteina. La anisotropia se define de la siguiente manera:

Ti= |||-|L
|||+2 L

Apagamiento de la Fluorescencia.

A soluciones de TPI (110 pg/mL, 2000 ul), se les tomaron espectros con
una Aex=295 nm colectando la emision de 305 a 405 nm cada vez que se
anadieron volimenes pequenos (menos del 10% del volumen inicial) de
una solucién madre de acrilamida 6.67M en agua a la celda de lectura. Se
tomaron los valores maximos de cada espectro para graficar la
fluorescencia sin apagador (Fo) sobre la fluorescencia a una
concentracion de dada de Apagador (F) contra la concentracion de
apagador ([Q]). Y se ajusta a la siguiente expresion:

Fo/F= 1+ Kq[Q]
Se utilizaron concentraciones de acrilamida de 0 a 200 mM. En todas las
muestras analizadas se observd comportamiento lineal indicando
ausencia de otros efectos.

Ensayos de Presion hidrostatica.

Se utilizé una celda de alta presion unida a un sistema automatizado de
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aplicacion de presién por inyeccion de Etanol (Marca APP), la celda esta
acoplada a un espectrofluorometro ISS PC-1. Las ventanas internas de la
celda son de Zafiro y permiten elevar la presién en la celda hasta los 400
MPa. Se realizaron ensayos automatizados de toma de espectros de
emision de fluorescencia intrinseca (Aex=280nm, Aem=300 a 400 nm)
realizando incrementos de 17 MPa hasta los 172 MPa, de ahi
incrementos de 34 MPa hasta llegar a 345 MPa. Los espectros se
obtuvieron tanto en el sentido de la presurizacion como de la
despresurizacion, para completar el ciclo. La concentraciéon de proteina es
particular a cada experimento. En caso de uso de clorhidrato de
guanidinio como codesnaturalizante, se equilibraron las muestras por lo
menos durante 24 horas antes de introducirse a la celda de presion.

Ensayos de desnaturalizacion-renaturalizacion por presion hidrostatica de
ScTPL.

De acuerdo con los resultados de Najera (49), la concentracion de
desnaturalizante en la cual se obtiene la fraccion mas alta de
intermediario es de 0.7M de GdnHCI. Por lo tanto, el protocolo seguido
para la obtencion del intermediario consistié en incubar a la proteina en
condiciones desnaturalizantes (4.5-6M GdnHCI) por lo menos 1 hora,
diluir a la concentracion de GdnHCI especificada (0.5 a 0.9M) e incubar la
muestra por 24 horas. Esta fue la preparacién de enzima utilizada en la
celda de presion, en presencia de amortiguador TED 100/10/1, pH 7.4, a
25°C.

Curvas de renaturalizacion de ScTPI en GdnHCI.

Se desnaturalizé a la proteina en 3M de GdnHCI por 2 horas; después
ésta se diluyé en alicuotas con la concentracion de GdnHCI deseada.

Estas alicuotas se equilibraron por 24 horas antes de realizarles los
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ensayos de anisotropia y de apagamiento de acuerdo con el
procedimiento descrito anteriormente.

Curvas de renaturalizacion de EhTPI en GdnHCI.

Para el sentido de la desnaturalizacion, se prepararon las muestras de

~ EhTPI a una concentracién dada de GdnHCI, dejandolas equilibrar por 24
horas. En el de renaturalizacién, se desnaturalizd por 30 minutos en 5M
GdnHCI, luego se renaturalizé ajustando la concentracion a cada muestra
a la necesaria con GdnHCI, dejando equilibrar estas alicuotas por 24 hrs.
La concentracion de EhTPI fue de 110 pg/mL a pH 7.4 en amortiguador
TED 100/10/1. Se realizaron tomas de especiros de emision de
fluorescencia intrinseca (Aex=280nm, Aem=300 a 400 nm), anisotropias y
experimentos de apagamiento en las condiciones ya expuestas. El mismo
procedimiento se realizd para los ensayos de actividad, pero en estos la
concentracion en la incubacion fue de 1 pg/mL.

Cinética de desnaturalizacién-renaturalizacién de EhTPI.

Para el sentido de la desnaturalizacion, se prepararon las alicuotas de
EhTPI a una concentracion dada de GdnHCI (1 o 1.2M GdnHCI) dejando
equilibrar y tomando lecturas a las 24 y 48 horas. En el sentido de la
renaturalizacion, se desnaturalizé por 30 minutos en 5M de GdnHCI,
luego se renaturaliz6 ajustando la concentracion a cada alicuota a 1 y
1.2M de GdnHCI. Las muestras se prepararon con 120 pg/mL de EhTPI.
Se siguid la desnaturalizacion de EhTPI respecto al tiempo determinando
el centro de masa espectral (CME) a partir del espectro de fluorescencia

asi como la anisotropia de fluorescencia.

Obtencion del Radio de Stokes de EhTPI.
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Se prepararon dos muestras. En la primera se preparé una solucion de
133 pg/ml de EhTPI en 1M GdnHC. Para la segunda se desnaturalizé a la
enzima en S5M GdnHCI por 30 minutos, después se diluydé a una
concentracion final de 1M GdnHCI con una concentracion final de enzima
de 124 pg/ml. Estas alicuotas se inyectaron a una columna analitica de
exclusion molecular Sephacryl 75, equilibrada previamente con una
solucion 1M de GdnHCI, a 25°C. Se-detecta el perfil de elucién por medio
de absorbencia a 280 nm. Se realizaron inyecciones de las alicuotas a las
24 y las 48 horas, se analizan las curvas de eluciéon de acuerdo a la

calibracién previa.

Analisis y obtencion de la ecuacion de AG y AV en funcior de la Presion:

Modelo de dos estados unimolecular.

En un modelo de dos estados unimolecular:
—
M—U
el valor de una observable cualquiera (en este caso CME) va a depender

del CME para el monomero (CMEy) y de la enzima desnaturalizada

(CME,) y de las fracciones mol respectivas (Xu y Xu):

Donde:

CMEobs: Centro de masa espectral observado.
CME, =CME X +CME X (1) CMEm: Valor del CME espectral para el monémero.
obs Al e CMEu: Valor del CME espectral para la forma

desnaturalizada.
Xx: Fraccion Molar de “x".

Como: X, =1-X,. Entonces:
(‘M th_r = ("M}“‘m - ("Mh‘m X:.r + ( .MEN Xu (2)

Utilizando factor comun y rearreglando en funcion de X, :

27



_ CME,, —CME,
“" CME, -CME,

(3)

que es equivalente para cualquier observable (elipticidad, fluorescencia,
absorbencia, actividad).

La constante de desplegamiento para la reaccion M < U se define:

)
_U] _ [l _ &,
RTINS &
(£ ]

Como X, =1-X,. Entonces sustituimos:

| (5)

Sustituimos Xu y 7-Xu con la ecuacion (3), en la ecuacion (5), el rearreglo

queda asi:

= CﬂlEﬂh\' = ('-‘ME"’

“ " CME,-CME,,

(6)

La Energia Libre de Gibbs se puede expresar asi:

AG® =-RTInK,, 7)
El AG® es modificado por la presion (4Ga,), suponiendo que el cambio de

volumen (AV) es constante, el AG, es funcion del AG a presion

atmosférica (AG’,_,) de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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Caso:

AG,, = AG®,_  + PAV (8)

Sustituyendo (8) en (7) y al despejar K¢q tenemos que:

i AGY p_y+PAV y

K,=¢ & (©)

g

-

Al substituir, (9) en (6) y despejando en funcién de la observable (CME,,.)

resulta la ecuacion de ajuste:

¥ - ¥ - K RT
oME, <SME+ CME, e

(10)

A porPAY
l+e -

Que es una ecuacién de ajuste, sin embargo se observé que el CMEu no
se comporta de manera lineal y se realizé el siguiente procedimiento.

CME, varia con la presion.

Si se observa una tendencia con pendiente de CME,, ésta se puede

sustituir CME, por su funcion lineal dependiente de la presion:

CME, = CME p.q) + My, (P) (11)

Sustituyendo CME, por su funcién lineal (11) en la ecuacion general (10)

resulta en:
. AGT gAY
CME.. = CME_ +(CME, p=0y T Mo, (P))e AT 12
“obs ™ AGY 0+ PAV (12)
l+e &
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Con ésta ecuacion se realizaron los ajustes convirtiendo la presion de Psi
a Pascales (1 Psi= 6894.76 Pa), y utilizando una R expresada en:
8.31447 Pa m*/K mol y una T= 298 K, los datos obtenidos se convirtieron
a kJ/mol y a cm® (mL), se dejaron como parametros de ajuste AG, AV,
CME,, CMEp-0), Y Mcmew, @ Menos que se indique lo contrario.

Célculo de la presion de transicién media (P1/2).

Del ajuste anterior se obtienen el AV y el AGp-o. A partir de estos valores
se calcula la presion de transicion media (P1).

En Py, la concentracién de monémero es igual a la de enzima

desnaturalizada ([M]=[U]), por lo que la constante de equilibrio es igual a
14

K“I:%= (13)

por lo tanto In(Keg) = In(1) = 0, entonces 4G4,=0 , por lo que segun la
ecuacion (13) resulta:

0=AG,_, + B ,AV (14)
Despejando Pq:

-AG,.
172 ZTP“ (15)
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IV.- Resultados
4 .1.- Resultados de la ScTPI.

4.1.1.- Propiedades estructurales en la renaturalizacion de ScTPLI.

Como yé se expuso, el plegamiento de la ScTPIl esta bien estudiado y
caracterizado, ya que se siguié el fendmeno con varios desnaturalizantes y con
varias técnicas. Con el objeto de extender el estudio del desplegamiento con
otras técnicas espectroscopicas como la anisotropia y el apagamiento de la
fluorescencia, se realiz6é un ensayo de renaturalizacion de la ScTPI hacia
diferentes concentraciones de GdnHCI, y se observaron las propiedades de
polarizacion (y anisotropia) de la fluorescencia para determinar el estado de
asociacion (propiedades de estructura cuaternaria) y la accesibilidad de los
triptofanos al apagador acrilamida (propiedades de estructura terciaria). Los

resultados se muestran en el siguiente grafico:

Replegamiento de yTPI
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Figura 7 .- Replegamiento de ScTPI observado por apagamiento y anisotropia de la

fluorescencia intrinseca.
®.- Constante de Stern-Volmer.
O.- Anisotropia.

31




Se observa una sola transicion por los dos métodos. Al comparar estos
resultados con los valores de radio de Stokes obtenidos por cromatografia en
gel, actividad, y centro de Masa, reportados por Najera et al. (49, Figura 8) es
claro que la anisotropia y el apagamiento son insensibles a la primera transicion
lo que indica que el intermediario (0.7M GdnHCI) posee el mismo valor de
anisotropia (r~0.11) y la misma accesibilidad al apagador que la enzima nativa
(Ksy=3 M).

Comparativa Datos Najera-Vazquez = act20
124 o  Ksv
4 rstokes
1.0 - .wngoaﬂaﬁ:. v aniso
" & + SCM20
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0.8 o
. &
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A
056 . ®g =

8
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0.4 - . =
2
0.2 ’ 8
" e v A
v
0.0+ "SEsm = = W § g $
L] Ll Ll r Ll A | S
0.0 0.5 10 1.5 20 25
GdnHCL M

Figura 8.- Comparativa de los datos obtenidos por Najera y los obtenidos por
anisotropia y apagamiento de la fluorescencia.

M. - Actividad Catalitica. O.- Constante de Stern-volmer. A.- Radio de Stokes. V.-
anisotropia. #.- Centro de Masa Espectral.

Lo que podemos deducir de la comparacion es lo siguiente: la anisotropia y el
radio de Stokes, utilizados para determinar cambios en el tamafio y el estado de
asociacion de las moléculas, se comportan de manera idéntica. La constante de
Stern-Volmer, parametro que precisa la accesibilidad de los triptofanos al
apagador e indica el estado de la estructura terciaria de la enzima, tiene el
mismo valor en el dimero nativo y en el intermediario. Indicando que el
mondmero es una enzima de tamano, radio de giro o volumen molar similar a la
enzima nativa, y sin embargo, retiene una cantidad importante de estructura en
las regiones cercanas a los triptofanos. Para caracterizar las propiedades
termodinamicas de este intermediario monomeérico, se decidio utilizar la presion

hidrostatica como agente perturbante.
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4.1.2.- La ScTPI Nativa con Presion Hidrostatica.

Se realizé un experimento con ScTPI nativa, a una concentracion de ScTPI de
110 pg/mL, anadiendo un primer ciclo de presurizacion hasta 206 MPa,
manteniendo la presion 15 minutos en cada salto (Figura 9). El objeto de este
primer ciclo era observar si al llevar a la enzima a una presion mas pequena, se

presenta una menor histéresis o reversibilidad en el proceso.

——0—U -—g——g-—0

(o]

I b ] . T L T ol T y T .. T 3 1
00  s50x10" 1.0x10° 15x10° 2.0x10° 25x10° 3.0x10° 3.5x10°

Presion (Pa)

Figura 9.- Primer ciclo de la ScTPI Nativa.
Se utiliza esta escala para comparar con resultados posteriores.
O.- Presurizacion.

B - Despresurizacion.

Se observa que en este primer ciclo no hay un efecto de la presion en la
estructura hasta los 206 MPa. Después de este primer ciclo se llevo a la misma
muestra a un ciclo hasta los 345 MPa, con toma de espectros a los 15 y 30

minutos, donde se observo lo siguiente (Figura 10):
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Figura 10.-ScTPI Nativa en el sequndo ciclo de presurizacién-despresurizacién.
M. - Presurizando, 15 minutos. [.- presurizando, 30 minutos. ®@.- Despresurizando, 15
minutos. O.- Despresurizando, 30 minutos. Se utiliza esta escala para comparar con

resultados posteriores.

El cambio de CME es muy pequefio (primer ciclo: 0.5nm, segundo ciclo,
alrededor de 2nm), por lo que se estima que no se lleva a cabo la
desnaturalizacion completa de la proteina (CME#354 nm). No se observa
histéresis, pero tampoco hay una transicion clara. Esto se puede atribuir a que la
enzima se mantuvo Unicamente por 30 minutos en cada presion, por lo que
podria no encontrarse al equilibrio. Sin embargo, los datos de Najera muestran
que aun utilizando tiempos largos de incubacién en cada presion no es claro si

se llegara a observar una transicion coincidente en los dos sentidos.

4.1.3.- El intermediario monomeérico de ScTPI bajo presion.

En la renaturalizacion de la ScTPI , de acuerdo con los datos de Najera et al
(49), en 0.7M de GdnHCI se obtiene una fraccidon casi completa de intermediario
monomerico en equilibrio. Se construyd la siguiente simulacion, utilizando una
concentracion de proteina de 110 pg/mL, de acuerdo a las constantes de
equilibrio proporcionadas por el trabajo de Najera et al (Figura 11). Esto, para
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estimar las proporciones relativas de dimero nativo, intermediario monomérico y
enzima desplegada en diferentes concentraciones de GdnHCI:

1.0 -
08 -
5 o5
E
éna- F:.gux:ja 11.- Comp’ort.a.mlento’d.e las
8 fracciones de Dimero, Mondmero y
o Enzima desnaturalizada de acuerdo
0.2+ a los datos de Najera.
1 Fraccién de Dimero.
00 - - - Fraccién de Mondmero.
T T . , ————r——r——: [ emesiis Fraccidn de Desplegada.
(134 03 04 a5 06 o7 08 [13:]
GdnHCI (M)

Con base en este analisis, se preparé una muestra de ScTPI renaturalizada en
0.7M GdnHCI. Posteriormente, a esta muestra se llevé a desnaturalizacion por
presion hidrostatica, con tiempos de equilibrio de 5, 30 y 60 minutos en cada

cambio de presion (Figura 12).

CME (nm)
£
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sox10’ 00 50x10" 1.0x10° 1.5¢10° 2.0x10° 2.5x10° 3.0x10° 3 5x10°

Presién (Pa)

Figura 12.- Determinacién de Tiempo de equilibric en la desnaturalizacion-
renaturalizacién por presién del intermediario monomérico de ScTPI.

B.- Presurizacién, 5 minutos. B.-Presurizacién, 30 minutos. O.- Presurizacioén,
60 minutos. @.- Despresurizacién, 5 minutos. ®.- Despresurizacién, 30 minutos.
Q.- Despresurizacioén, 60 minutos.
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Se observa una transicion clara, con un ACME de 10 nm, con una muy ligera
histéresis. A presiones elevadas, el CME que se observa corresponde al
esperado para la exposicion de triptofanos al agua (CME=354nm), lo que
sugiere una desnaturalizacion completa de la enzima. No se observan cambios
detectables en el CME en cualquier presion entre los 5 y 60 minutos, por lo que
se opto por suponer que a los 30 minutos la muestra ya esta en equilibrio. La
proteina que pasé por el ciclo de presion reeuperé practicamente el mismo
espectro que la enzima nativa (ACME=1nm), por lo que se considera que el

proceso es completamente reversible.

Se procedi6 a documentar el efecto de la concentracion de proteina en la
histéresis, ya que aun a 0.7M de GdnHCI tenemos aproximadamente 10% de la
concentracion total de proteina en la forma dimérica. Se realizaron dos

experimentos, uno a 26 pg/mL y otro a 334 ug/mL de concentracién de ScTPI:
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Figura 13.- Efecto de la concentracidén de proteina en la transicion del intermediario.

B.-Presurizando, 26 pg/mL, 30 minutos. @.- Despresurizando, 26 pg/mL, 30 minuteos. O.- Presurizando,

334 pg/mL, 30 minutos. O.- Despresurizando, 334 pug/mL, 30 minutos.
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Se observa un marcado efecto en la histéresis del proceso: 1) en el experimento
con una baja concentracion de proteina, donde se tiene una menor cantidad de
dimero (Xpcac: 0.04833), las transiciones son practicamente coincidentes; 2) en
el de mayor concentracion (Xpcarc: 0.13535), se observa una histéresis mayor. Es
de notar que en el sentido de la despresurizacion la curva de mayor
concentracion es coincidente la presurizacibn a menor concentraciéon, una
posible explicacion de esto es que el efecto pro-histerético se deba a la
presencia del dimero nativo.

De acuerdo con la ecuacion E, y tomando un 4V de disociacion promedio entre
los valores reportados para la disociacion de oligdmeros (-130 mi/mol), se
presenta en la tabla 3 el cambio de presion de transicion media (4P;.) esperado
para un fenébmeno de dimerizacion con este cambio de concentracion (C;/Ca=
334/26) y se compara con el observado:

Tabla 3.- Comparacién del P;,, calculado contra el experimental.

Datos AP+ (MPa)

Teorico-Ecuacion 48.6
Experimental con datos de
Presurizacién -
Experimental con datos de 1
Despresurizacion

De estos datos se deduce que el proceso observado no corresponde a un
proceso de disociacion-asociacion, esto es, el intermediario es monomérico y la
transicion corresponde al desplegamiento del mismo.

Se realizé una serie de experimentos renaturalizando desde 0.25M GdnHCI

hasta 1.1M de GdnHCI. A todas las muestras se les someti®é a la
desnaturalizacién por presion hidrostatica.
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discutird mas adelante,
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minutos.

15 minutos.
O.-Despresurizacién,

0.-

Figura 14.- Efecto de la concentracidn de GdnHCl en la histéresis y en la reversibilidad de
la desnaturalizacidn por presiodn del intermediario monomérico. [TP1]=110 ug/ml.

Se muestran los ajustes de una primera serie de datos hechos con la ecuacidn 12 como se
excepto en 0.25 y 0.5 donde no ajusta.

Presurizacidn,
30 minutos.

30 minutos. @.-Despresurizacion, 15
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Figura 14.- Efecto de la concentracidén de GdnHCl en la histéresis y en la reversibilidad de
la desnaturalizacidén por presién del intermediario monomérico. [TPI]=110 pg/mL.

Se muestran los ajustes de la primera serie de datos hechos con la ecuacién 12, como se
discutird mas adelante.

B.- Presurizacién, 15 minutos. O.- Presurizacién, 30 minutos. @.-Despresurizacioén, 15
minutos. OQ.-Despresurizacién, 30 minutos.

Los resultados muestran que en presencia de una mayor concentracion del
dimero nativo (concentraciones bajas de GdnHCI) se favorece una mayor
histéresis, en tanto que con una mayor presencia del monémero con algo de
enzima desnaturalizada (concentraciones altas de GdnHCI) se obtienen
transiciones sin histéresis, al equilibrio y practicamente reversibles.

En concentraciones mayores a 0.65M GdnHCI se observa una sola transicién
con poca histéresis, por lo que se opto por realizar el ajuste a la ecuacion 12
(Ver Materiales y Métodos) con las concentraciones desde 0.7 M hasta 1.1 M de

GdnHCI. Para el analisis termodinamico de estos experimentos.
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4.1.4 Analisis Termodinamico.

Para realizar los ajustes a la Ecuacion 12 se utilizaron los espectros obtenidos
después de 30 minutos de incubacién en cada presion, dejando libre al ajuste
del centro de masa del intermediario monomérico (CMEy). EI modelo no
representa correctamente los datos de presurizacion a concentraciones muy
bajas de GdnHCI (0.25M a 0.65 M), ya que presentan una histéresis marcada.
Por lo que para el analisis del cambio de energia libre para el desplegamiento
del intermediario (AGy) y el cambio de volumen entre el estado desnaturalizado
y el nativo (AV) y la presién de media transicién (Py,) se utilizaron los ajustes de
los experimentos desde 0.6 M hacia las concentraciones mas altas (0.7-1.1 M).
En la siguiente tabla se presentan los resultados de los ajustes de dos series de

experimentos:

Tabla 4.- Resultado de los ajustes de los experimentos de la figura 14°.

[GdnHCI]
(M)

0.7
0.7*
0.75*
0.8
0.8*
0.9
0.9*
1
11

PRESURIZANDO DESPRESURIZANDO

AGy Desv. AV Desv. | Piz | CMEy AGy Desv. AV Desv. P2 CMEy
(J/Mol) Std. (mi/mol) | Std. MPa) (nm) (J/Mol) Std. | (miymol) | Std. (MPa) (nm)
5676.8 | 1643 | -93.5 21 | 60.7 340 | 4917.8 | =2152 | -80.7 | =27 60.9 | 3419
5886.8 | #1523 | -92.2 | +1.94 | 63.8 | 338.2 | 5142.7 | +1953 | -83.2 | #245 | 61.8 | 340.2
5343.2 | £107.7 -89 +1.39 | 60.0 | 3391 | 4995.1 | «1980 | -85.9 | =253 | 58.1 | 341.02
4584.3 | 22151 -97.9 | +303 | 46.8 | 3405 | 3531.4 | =233.1 | -77.2 £2.9 45.7 342.4
4835.4 | +187.9 -100 266 | 48.3 | 3385 | 4443.7 | =2099 | -93.6 | =288 | 47.5 339.7
3760.4 | =265 -105 +40 | 35.8 | 340.7 | 2900.9 | =259 -80.3 +3.3 36.1 342.9
3979.8 | £3055 | -99.7 | 45 | 39.9 | 340 | 4602.9 | 22427 | -95.9 | =3.28 48 341.8
2189.3 | =254 -104 +3.8 21 339.4 | 2211.2 | +2055 | -89.4 | 239 24.7 | 3419
1639.2 | =254 -103 4.4 15.9 340 1408 +400 -83 +4.9 16.9 342

*.-Datos de una segunda serie de experimentos.

Se intent6 utilizar en CME del monémero como parametro fijo, pero la calidad de
los ajustes disminuye sensiblemente. A continuacién se presentan los regraficos

(Figuras 15,16,17) utilizando todos los datos tabulados.

* Las desviaciones estandar del ajuste del CME,, CME 0, ¥ del mCME, son dos 6rdenes de magnitud menores a los
valores resultantes, por lo que se omitieron en las tablas de ajustes.
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Los valores de AG obtenidos se utilizaron para obtener, mediante una

extrapolacion lineal, el valor de AG en ausencia de GdnHCI:

AGxcdnHc=AGH20+ m [GAnHCI]

AG, (J/mol)
85§

L ]

(2]

o] : ._‘_\

1000 =

T T T T LR GBI PG e R TR e P
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
GdnHCI (M)

Figura 15.- Comportamiento del AG, respecto a la concentracién de GdnHCl.

M. - Datos de Presurizacién. A.- Datos de despresurizacién.
Las lineas representan al ajuste a la ecuacidn de una recta con cada serie de datos, y con ambas.

A continuacion se presenta una tabla que resume los datos del ajuste lineal:

AGurz0 m R
(Wimol) (J/mol)iM
Datos Presurizacion. 13360 + 493 -10764 + 573 .98051
Datos Despresurizacion. 11436 + 1338 -8989 + 1556 .82651
Ambos. 12398 + 775 -9877 + 901 .88234

El comportarﬁiento del AV se presenta en el siguiente grafico:
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Figura 16.- Comportamiento del AV respecto a la concentracién de GdnHCL.
M. - Datos de presurizacion. A.- Datos de despresurizacion.
Las lineas representan al ajuste a la ecuacién de una recta con cada serie de datos, v con ambas.

Se observa una tendencia lineal con pendiente negativa del AV respecto a la
concentracion de GdnHCI, el cual representa el efecto intrinseco de la GdnHCI
sobre el volumen molar. Se extrapola a nula concentracion de GdnHCI de

acuerdo a:

AVxadnic=AVi20+ m [GdnHCI]

A continuacion se presenta una tabla con los resultados del ajuste lineal:

AV 120 i R
(J/mol)/M
(mL/mol)
Datos Presurizacion. -702+8 -329+9 64634
Datos Despresurizacion. 78 + 14 -8+ 17 .03285
Ambos. ' -74 + 13 -20 £ 15 09773
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El comportamiento de P4, se presenta en la siguiente grafica:

'
Puz {MPa)

%
A
O
= ]

7 T T T T T T A I T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
GdnHCI (M)

Figura 17.- Comportamiento de la Presién de transicién media respecto a la concentracién de

GdnHC1.

B.- Datos de presurizacidn. A& .- Datos de despresurizacidn.
Las lineas representan al ajuste a la ecuacién de una recta con cada serie de datos,

y con ambas.

Los resultados de la extrapolacion se resumen en la siguiente tabla:

P 12n20 0 R
(MPa)/M
(MPa)
Datos Presurizacion. 1485 +7 -123.4+8 97124
Datos Despresurizacion. 139.3+9 -111.6 £ 11 9340
Ambos. 1439+6 A17.5+27 95103
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4.2.- Resultados de la EhTPI.

4.2.1.- Ensayos de Desnaturalizacion y Renaturalizacion de EhTPI en
GdnHCI.

En contraste con la abundante informacion disponible para el plegamiento-
desplegamiento de la ScTPl en GdnHCI, la EhTPI ha sido mucho menos
estudiada. Para caracterizar el proceso de desplegamiento de EhTPI en
GdnHCI. Se realizaron ensayos de desnaturalizacion y renaturalizacion de la
enzima en GdnHCI, determinando la actividad catalitica respecto al tiempo a las
24,48, 144 y 288 horas de incubacion:
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Figura 18.- Seguimiento por actividad de la desnaturalizacion de la EhTPI.

Simbolos llenos representan el sentido de la desnaturalizacién: .- 24 horas.B .- 48
horas.®.- 144 horas.®.- 288 horas. Simbolos vacios representan el sentido de la
renaturalizacién:A.- 24 Horas.O.- 48 Horas.<.- 144 Horas.O.- 288 Horas.

Se aprecia en este experimento que desde las concentraciones mas bajas de
GdnHCI (50 mM), la actividad de la enzima renaturalizada nunca se recupera en
su totalidad, incluso a tiempos largos, lo que indica un proceso irreversible.

Cabe notar que en el lapso de tiempo entre las lecturas de 144 y 288 horas, la

44



actividad cae abruptamente en los dos sentidos, lo que nos indica que puede
existir un fenomeno de agregacion a tiempos largos, lo cual impide que los datos
de desnaturalizacion y renaturalizacion coincidan. En ambos casos, la actividad
es nula a concentraciones mayores de 1M de GdnHCI, lo que nos puede indicar
que a estas concentraciones la enzima se ha disociado, o bien, desplegado por

completo.

Al realizar un ensayo de la desnaturalizacion y renaturalizaciéon en GdnHCI de la
EhTPI siguiendo el proceso por centro de masa del espectro de fluorescencia;
con tiempos de incubacion de 24 y 48 horas, se obtuvo el resultado que se

presenta en el siguiente grafico:

352 4

350

CME (nm)

346

342 T b T " T L3 T 3 T

GdnHCI (M)

Figura 19.- Comportamiento del CME en la desnaturalizacion-renaturalizacién en GdnHCl de
EhTPI.

M.~ Sentido de la desnaturalizacién, 24 Horas. O.- Sentido de a desnaturalizacién, 48
horas. ®.- Sentido de la renaturalizacién, 24 horas. O.-Sentido de la renaturalizacidn, 48
horas.

En este experimento se observa una sola transicion, que ocurre entre 0.7-2 M
GdnHCI aproximadamente. Se observa una muy ligera histéresis que
desaparece a las 48 horas al acercarse el CME de las muestras en
desnaturalizacion al valor de las muestras en renaturalizacion. El valor del CME
de ambos sentidos es el mismo en concentraciones bajas de GdnHCI, por lo que

el proceso aqui observado es reversible. No se observa cambio en el CME de 0-
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0.8 M de GdnHCI, siendo que en 0.8 M GdnHCI ya se perdio totalmente la
actividad catalitica de la enzima. Por lo tanto, se supone que la técnica
espectroscopica no es sensible a la transicion que se observo anteriormente por

actividad catalitica, y es sensible solamente a la segunda transicion.

Para determinar en cual de los dos sentidos se llega al equilibrio con mayor
rapidez., se realizdé un ensayo cinético para determinar el tiempo de equilibrio de
de

renaturalizacion en 1y 1.2 M de GdnHCI; ya que de acuerdo con el experimento

la enzima tanto en el sentido de la desnaturalizacion como en el
anterior, es la region donde se observa mayor histéresis. La transicion se siguiod
mediante el cambio en anisotropia y centro de masa de fluorescencia, y los

resultados se presentan a continuacion:
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Figura 20.- Cinética de Desnaturalizacidén y Renaturalizacidén de EhTPI seguido por

anisotropia de fluorescencia y Centro de masa espectral.
W, - Sentido de

la renaturalizacion.

L

Sentido de

la desnaturalizacion.

46



Los valores de anisotropia que se observan a tiempos largos en ambas
concentraciones de GdnHCI (r=0.08) no corresponden al de una enzima
completamente desnaturalizada (r=0.04), y esto también se observa en el centro
de masa (CME=345-346 nm comparado contra =354 nm de una enzima
completamente desnaturalizada). Estos datos sugieren que a estas
concentraciones no se ha logrado la desnaturalizacion completa de la proteina.
En el sentido de la renaturalizacion, el centro de masa y la anisotropia se
estabilizan de inmediato (tiempos menores a 1 minuto) en ambas
concentraciones de GdnHCI. En el sentido de la desnaturalizacién se observa
que lentamente, tanto la anisotropia como el centro de masa, se acercan a los
valores de la enzima renaturalizada. De estos experimentos (Figuras 19 y 20) se
deduce que en el sentido de la renaturalizaciéon, la segunda transicion se
encuentra en equilibrio desde tiempos menores a las 24 horas, mientras que en
el sentido de la desnaturalizacion el sistema se equilibra en un tiempo cercano o
mayor a las 48 horas. Se observé un fenémeno visible de agregacién al intentar
medir las muestras en tiempos mayores a las 48 horas.

Ya que se obtuvo el tiempo y el sentido en el cual el proceso se encuentra en
equilibrio, se decidio realizar un experimento en el sentido de la renaturalizacién
en GdnHCI, siguiendo el fenémeno por diferentes técnicas como son:
anisotropia, centro de masa espectral, apagamiento de triptofanos con
acrilamida y dicroismo circular. Las lecturas espectroscopicas se realizaron a las
24 horas de reposo en condiciones de renaturalizacion. El resultado se presenta
en la siguiente grafica:
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Figura 21.- Renaturalizacién de EhTPI seguida por multiples técnicas
espectroscopicas.

Clave: M.- Anisotropia de Fluorescencia. @®.- Apagamiento con acrilamida.A.-Centro
de masa espectral.V.- Dicroismo Circular.

Con dicroismo y anisotropia se observa una primera transicion que ocurre de 0.4
M a 0.8 M de GdnHCI; el centro de masa no presenta cambios en este intervalo
y se observa una pequena transicion al analizar el apagamiento de la
fluorescencia. Recordando que la actividad en el sentido de la renaturalizacion
esta totalmente abolida en concentraciones mayores a 0.75 M de GdnHCI, se
propone que esta primera transicion corresponde a la disociacion de la enzima.
Se observa un intermediario en 0.7-0.8 M de GdnHCI. Al seguir el centro de
masa, la anisotropia, el dicroismo y el apagamiento se observa una segunda
transicion a partir de 0.7-0.8 M hasta 1.8 M GdnHCI. En un experimento
posterior se observara que la concentracion de proteina no tiene ningun efecto
sobre esta segunda transicion al desnaturalizar bajo presion. Con lo anterior, y

dado que el intermediario presenta el 50% del cambio en la senal de dicroismo
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Absorbancia (UA)

(lo que indica una gran pérdida de estructura secundaria), un aumento de la
constante de Stern-Volmer (indicando pérdida de estructura terciaria) y una
caida de la mitad de la senal de anisotropia de la enzima nativa (lo que indica
una muy probable monomerizacion), se propone que éste es un intermediario
monomeérico. En consecuencia, esta segunda transicion se atribuye a la
desnaturalizacion del intermediario monomeérico (M) hasta el estado
completamente desplegado (D), por lo que el esquema o ruta de plegamiento

general de la enzima es el siguiente:
N—=2M—=2D

Al realizar ensayos de cromatografia de exclusion molecular en gel para obtener
el radio de Stokes de muestras en el sentido de la desnaturalizacion vy
renaturalizaciéon a 1 M de GdnHCI, donde todavia se tiene una gran mayoria de

enzima en forma de intermediario monomeérico a las 24 y 48 horas, se obtuvo lo

siguiente:
24 Horas 48 horas
0.008 —
0.004 -
0.006 -
\ . ooz
0.004 451
s
o 0000
0.002 - \ &
€
[=]
a {
0.000 ’ \ S o024 ‘
|
i |
f ™ J \\
-0,002 s e .= 0004 "
- -—._._.__..,_._-j ot \
-0.004 T T T T : S -0.006 2 T TR T TR e P | T T T T 1
4 5 & 7 8 9 10 " 12 13 4 5 [ 7 8 9 10 1" 12 13
Val. de elucion (ml) Vol. de elucion (mi)

tiempo de incubacién.

sentido de la renaturalizacion.

Figura 22.- Perfil de Elucidn del intermediario monomérico de EhTPI a las 24 y 48 horas de

Linea continua.- EhTPI en el sentido de la desnaturalizacioén. Linea discontinua.- EhTPl en

Se observa que la enzima en condiciones desnaturalizantes y renaturalizantes
conservan el mismo volumen de elucidn a las 24 y a las 48 horas. Este volumen
de elucion corresponde al radio de Stokes de la enzima nativa (31.2A) conforme

a lo reportado por Rodriguez et al. (62). Esto indicaria que el intermediario, al
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igual que en el caso de la enzima de levadura, es un monomero expandido. Se
observa también la presencia de agregados (picos de densidad oOptica a
voliumenes menores) en todas las preparaciones, lo que corrobora que existe un

proceso de agregacion.

4.2.2.- Desnaturalizacion de la enzima nativa bajo presion.

Se sometio a una muestra de EhTPI nativa a un ciclo de presurizacion hasta los
350 MPa en amortiguador TED 100/10/1 a pH de 7.4:
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Figura 23.- Desnaturalizacién por presién hidrostatica de EhTPI Nativa a pH 7.4.

Clave: M.- Presurizacién, lectura a los 15 minutos. O.- Presurizacién, lectura a los 30
minutos. @.- Despresurizacién, lectura a los 15 minutos. O.-Despresurizacidén, lectura a
los 30 minutos. La escala se mantiene para comparaciodn.

En este grafico se observa que no hay una transicion cooperativa. El cambio en
el CME es pequeio (=4 nm), por lo que se deduce que en las presiones
empleadas no se logra la desnaturalizacion completa de la proteina, indicando
que la enzima es muy estable, que no se esta al equilibrio, o bien, que la

proteina nativa es compresible.
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4.2.3.- Comportamiento del intermediario monomérico de la EhTPI en
GdnHCl-presion.

Para determinar el tiempo de equilibrio bajo presion, se realizé un experimento
desnaturalizando a la EhTPI en 0.5M GdnHCI por 24 horas, con el objeto de
desestabilizarla. Posteriormente se someti6 la muestra a un ciclo -de
presurizacion, con un tiempo de equilibrio de 90 minutos en cada salto de
presion:

351 4
350
349

348

CME (nm)

344 ——— T T T T T T
S5ox10° 00  50x10" 1.0x10° 1.5%10° 2.0x10° 2.5x10° 3.0x10° 3.5x10°
Presion (Pa)

Figura 24.- Determinacién de Tiempo de equilibrio en la desnaturalizacién-renaturalizacidn
por presion del intermediario monomérico de EhTPI en 0.5 M GdnHCl. pH= 7.4

Simbolos llenos, presurizacion: A.- 1 minutc. ®.- 5 minutos. ®.- 30 minutos. ®.- 60
minutos. @.- 90 minutos.

Simbolos vacios, despresurizacién: A.-1 minuto. O.- 5 minutos. <¢.- 30 minutos. % .- 60
minutos. O.- 90 minutos.

Se observa histéresis entre los datos obtenidos en la presurizacion y la
despresurizacion. Por otra parte, la forma de las curvas es diferente en ambos
sentidos. El cambio en centro de masa es considerable (alrededor de 5 nm)
aunque todavia alejado del valor de una proteina desnaturalizada. De este
grafico también se observa que no hay cambio en el centro de masa a tiempos
de equilibrio mayores a 15 minutos en ninguno de los dos sentidos, de donde se

infiere que en este tiempo se alcanzé el equilibrio en una presién dada.
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Se realizo un ensayo del efecto de la concentracion de proteina en la
desnaturalizacion por presion hidrostatica del intermediario de EhTPI, a
concentraciones de EhTPI de 110 pg/mL y 446 pg/mL. Renaturalizando la
enzima en 1.2 M de GdnHCI, dado que en esta concentracion de GdnHCI nos
encontramos en la transicion que corresponde a la desnaturalizacion del

intermediario monomerico:
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Figura 25.- Efecto de 1la concentracion de proteina en la desnaturalizacidn-

renaturalizacién por presiodn del intermediario monomérico de EhTPI en 1.2M GdnHC1.
Se presentan los datos recolectados a los 30 minutos de egqulibrio en cada valor de
presién. Simbolos llenos representan el experimento a 110 pug/mL M.- Presurizando. @.-

Despresurizando. Simbolos vacios representan el experimento a 446 pg/mL. 0O.-
Presurizando. O.- Despresurizando.

Se observa una transicion clara, unica y sin histéresis, el CME final corresponde
al de una proteina completamente desnaturalizada. El efecto de la concentracion
de proteina en la presién de transicion media es nulo, por lo que se infiere que la
transicion observada corresponde a una reaccion unimolecular, lo que se
esperaria si el fendbmeno observado correspondiera a la desnaturalizacion del

intermediario monomeérico.
Al igual que en el caso del intermediario de ScTPI, se realizaron ensayos de

desnaturalizacion bajo presion con enzima renaturalizada a diferentes
concentraciones de GdnHCI desde 0.7 hasta 1.2M de GdnHCI:
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Figura 26.- Desnaturalizacién del intermediaric monomérico de EhTPI por presién en diferentes

concentraciones de GdnHCL.
Se muestran los ajustes a la ecuacion 12 en cada grafico,
excepto el experimento a 1.2M GdnHCl donde se muestra el ajuste con el CME del intermediario como parametro

fijo.
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lectura a los 30 minutos.

lectura a les 30 minutos.

ajuste libre de cada parametro,




Se observa una histéresis muy pequena en todos los experimentos, la cual se
reduce hasta desaparecer en los experimentos de 1.2 M de GdnHCI. Al igual
que en el caso de ScTPI, la menor presencia de forma dimérica se relaciona con
la desaparicién de la histéresis del proceso. El centro de masa de la enzima
después de un ciclo de presurizacion-despresurizacion se encuentra a 1 nm o
menos del centro de masa original, por lo que se considera que este proceso es
reversible. Se observan transiciones completas en los experimentos de 0.7 y
0.8M de GdnHCI, lo que indica que en esas concentraciones se encuentra la
mayor proporcion de intermediario monomérico. Se utilizaron todos estos datos
para proceder al andlisis termodinamico.

54



[GdnHCI]

0.7
0.8
0.9
1
1.1
1.2°

4.2.4.- Analisis Termodinamico.

Se realiz6 el andlisis termodinamico de los experimentos mencionados de
acuerdo a la ecuacién 12, con una primera aproximacion utilizando los datos sin
fijar el centro de masa espectral del intermediario monomérico (CMEy) con los
siguientes resultados:

Tabla 6.- Ajuste utilizando los datos con el CMEy libre.

PRESURIZANDO DESPRESURIZANDO
AGy Desv. AV Desv. Py, CMEy AGy Desv. AV Desv. Pyp
(JMol) Std.  (mymol) Std. (MPa) (nm) (J/Mol) Std. (mimol)  Std.  (MPa)

5176.0 +188.2 -86.5 +2.4 59.8 342.5 49015 =188.1 -88.7 +2.46 55.3
4359.0 #1787 -95.9 25 455 343 4491.4 2793 -985 396 456
3678.2 3069 -104.0 46 354 3432 3141.7 +306.1 -97.0 +439 324
42416 5651 -117.0 92 363 3443 2546.7 2805 -100.0 409 255
2347.8 8191 -111.0 #1.3 212 3441 1280.7 892 -110.0 402 116

436.0 15958 -119.0 86 3.66 % -116.9 +79 -108.0 442 -1.08

*Se ajustd con valor promedio de 343.5.

Se observa que el modelo se ajusta correctamente con todos los datos. Se
utilizaron todos los datos para los andlisis del cambio de energia libre de
desplegamiento (AGy), cambio en volumen (AV) y presion de transicion media
(P1,2) respecto a la concentracién de GdnHCI.

Los valores de AG obtenidos se utilizaron para obtener, mediante una

extrapolacion lineal, el valor de AG en ausencia de GdnHCI:

AGxadnHcoi=AGHo+ M [G dnHCI]

" Los datos de 1.2M pueden desviarse un poco del ajuste dado que, como se observa en el grafico anterior, antes de
aplicar presion nos encontramos en medio de la transicion con una fraccion importante de enzima desplegada por lo que
se utilizo para el ajuste el CMEm en el que convergen todos los ajustes anteriores.
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Figura 27.- Comportamiento del los AG, obtenidos respecto a la concentracién de Guanidina.
B, - Datos obtenidos en el sentido de la presurizacién. A.- Datos obtenidos en el sentido de

Las lineas representan al ajuste a la ecuacién de una recta con cada serie de datos, y con

Los resultados se resumen a la siguiente tabla:

ﬁI;uHZO

(J/mol)

m
(V/mohiM

Datos Presurizacion.

11290 + 1857

-8334 + 1924

9071

Datos Despresurizacion.

12294 + 732

-10091 + 758

.9889

Ambos.

11792 + 1105

-9212 + 1145

.86607

El comportamiento del AV se presenta en el siguiente grafico:

AW {mlimol)

-120 4
=130 4
-140

T T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

GnHC (i)

Figura 28.- Comportamiento del AV obtenido respecto a la concentraciéon de Guanidina.

M. - patos obtenidos en el sentido de la presurizacion. A.- Datos obtenidos en el sentido de la
despresurizacion.
Las lineas representan al ajuste a la ecuacidén de una recta con cada serie de datos, v con ambas.
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Se extrapol6 a ausencia de GdnHCI de acuerdo a la siguiente ecuacion:

AVxGanHci=AVH20t m [GdnHCI]

Los resultados de la extrapolacion se resumen en la siguiente tabla:

AV 120 m R
(Wmoh/M
(mL/mol)
Datos Presurizacion. 45 + 11.74 63.1+12 9329
Datos Despresurizacion. 63+7.38 -38 £ 28 9214
Ambos. 54 +9 -50+9 .75982

El comportamiento de P4, se presenta en la siguiente grafica:
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Figura 29.- Comportamiento de las P,; obtenidas respecto a la conéentracién de Guanidina.

B.- Datos obtenidos en el sentido de la presurizacién. A.- Datos obtenidos en el sentido de la
despresurizacién. Las lineas representan al ajuste a la ecuacidén de una recta con cada serie de datos, y
con ambas.

Se extrapol6 a ausencia de GdnHCI de acuerdo a la siguiente ecuacion:

P12xcanie=P1zH20t m [GANHCI]

Los resultados de la extrapolacion se resumen en la siguiente tabla:

m R
(MPa)/M

P 12120

(MPa)
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Datos Presurizacion. 129 + 12 -100.8 £+ 12.6 9714
Datos Despresurizacion. 134 + 4 -111+4 .9970
Ambos. 132+ 8 -106 + 8 .9464

De acuerdo a los ajustes anteriores, se tomaron los valores convergentes de

CMEy para presurizacion (343 nm) y para la despresurizacion (344.2 nm) y se

ajustaron los datos fijando el parametro CMEy obteniendo:

Tabla 7.- Ajustes de los datos utilizande el CME, fijo.

[GdnHCI]

0.7
0.8
0.9
1
1.1
1.2

AGy
(J/Mol)

5059.4
4384.3
3400.8
2715.6
1605.5
421

PRESURIZANDO
Desv. AV Desv. [
Std. (mimol)  Std. (MPa)
553 851  £1.1 59.5
+474 963 1.1 45.5
+68.3  -99.9 +2 34.0
1296 -94.6  +4.1 28.7
+131.1  -103.0 153 15.6
+492 113.0 238 373

DESPRESURIZANDO

AGy Desv. AV Desv.
(J/Mol) Std.  (mlimol)  Std.
50374 568 -90.3 +1.2
42138 +737 -94.9 +1.8
3160.3 +60.7 -97.2 +1.8
25314 476 -1000 16
10539 1810 -107.0 3.7
-166.1 1778 -108.0 144

PHZ
(MPa)

55.8
44.4
325
253
9.85
-1.54

Se realiza el mismo tratamiento a los valores de AG, extrapolando de acuerdo a

la ecuacion:

AGxGdnHcFAGH20+ M [GdnHCI]
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Figura 30.- Comportamiento de las A(G, obtenidas respecto a la concentracidn de Guanidina.

n._ - Datos

ambas.

obtenidos
despresurizacidn.

en

el

sentido de

la

presurizacion.

A .-

Datos

obtenidos

en el sentido
Las lineas representan al ajuste a la ecuacién de una recta con cada serie de datos, y con

la
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AGy 120 m R
(J/mol)M
(JImol)
Datos Presurizacion. 12125 + 700 -9745 + 725 .9890
Datos Despresurizacion. 12444 + 579 -10321 + 600 .9933
Ambos. 12284 + 463 -10033 + 480 97757

El comportamiento del AV se presenta en el siguiente grafico:

AV (mU/mol)

=120

T 1 T T T T v T T ) T TR, PRI,
00 01t 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13
GdnHCI (M)

Figura 31.- Comportamiento de las AV obtenidas respecto a la concentracidén de Guanidina.

B, - patos obtenidos en el sentido de la presurizacién. A .- Datos obtenidos en el sentido de
la despresurizacidén. Las lineas representan al ajuste a la ecuacién de una recta con cada
serie de datos, y con ambas.

Se extrapola a nula concentracion de GdnHCI de acuerdo a:

AVxGdnHc=AVHzo+ m [GdnHCI]

Los resultados se resumen en la siguiente tabla:

AV w20 n R
(J/molhiM
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(mUmol)
Datos Presurizacion. -56 + 11.0 -44.1 + 11 .8874
Datos Despresurizacion. -64.9+3 -36+3 .9848
Ambos. 61+5 40+5 .84184

El comportamiento de las Py se presenta en el siguiente grafico:
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Figura 32.- Comportamiento de las P;,; obtenidas respectc a la concentracién de Guanidina.

M. - Datos obtenidos en el sentido de la presurizacién. A.- Datos obtenidos en el sentido de
la despresurizacidén. Las lineas representan al ajuste a la ecuacidén de una recta con cada
serie de datos, y con ambas.

Los resultados de la extrapolaciéon se resumen en la siguiente tabla:

P 12120 m R
(MPa)/M
(MPa)
Datos Presurizacion. 136.6 +6.4 -1116+6.6 -.9930
Datos Despresurizacion. 1356 +4.2 -1136+43 -.9971
Ambos. 136.1+4.3 -1126+4.5 -.9845

De acuerdo a los coeficientes de correlacion (R), se muestra que los datos

ajustados con el CMEy fijo resultan mucho mejores que los que se hicieron con

CMEm como parametro ajustable, se utilizaron los primeros para comparaciones

posteriores.
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V.-Discusion

5.1.- Avances en el plegamiento de ScTPI.

El plegamiento de la ScTPI ya ha sido ampliamente caracterizado en GdnHCI
por medio de actividad catalitica, centro de masa, radio de Stokes y dicroismo
circular. Estos resultados derivaron en la propuesta de un intermediario
monomérico, ya que el perfil de actividad en la primera transicién depende de la
concentracion de proteina, lo cual indica que este primer evento es bimolecular.
El intermediario obtenido al final de esta transicion (=0.7M GdnHCI) es, por lo
tanto, el mondémero inactivo (49).

El radio de Stokes del intermediario es igual al del dimero nativo, lo cual podria
sugerir que el intermediario también es dimero. Al respecto, cabe aclarar que el
intermediario presenta una gran disminucion en estructura secundaria con
respecto a la enzima nativa (52% de la senal a 222 nm). Esta pérdida en la
estructura deberia de aumentar el radio de Stokes de la molécula, lo cual no se
observa. Estas evidencias indican que el intermediario de ScTPI es monomérico
(49)

En este trabajo, al utilizar nuevas técnicas espectroscdpicas como la anisotropia
y el apagamiento de la fluorescencia, se obtuvo como resultado el
comportamiento idéntico de la anisotropia y el radio de Stokes. Ambas técnicas
se utilizan para determinar el estado de oligomerizacion de las proteinas, y en
este caso los valores de radio de Stokes y anisotropia son iguales a los de la
enzima nativa, lo que se puede explicar mediante la propuesta del intermediario
como un “monémero expandido”. La constante de Stern-Volmer (Ks, 0 constante
de apagamiento) se comporta de manera similar: el valor de la Kg, es similar
para la enzima nativa dimérica que para el intermediario monomérico, indicando
que, por lo menos a nivel de los triptofanos, no se ha perdido una cantidad
importante de estructura terciaria o secundaria. Es decir, se propone que el
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intermediario es un mondmero expandido, pero bien estructurado en las
regiones cercanas a los triptofanos.

La independencia con la concentracion de proteina en la desnaturalizacién por
presion hidrostatica del intermediario de ScTPl corrobor6 que éste es
monomeérico. Se observd que la presencia del dimero tiene una importante
influencia en la histéresis del proceso, sin embargo, se obtuvieron las
condiciones para realizar el analisis termodinamico. Se obtuvieron los
parametros termodinamicos extrapolados a cero concentracion de GdnHCI. El
valor de AGuu20 (12.4 + .8 kJ/mol) obtenido de la extrapolacién es cercano al
reportado para el desplegamiento el monémero reportado por Najera (16.6 +.7
kd/mol). El AV obtenido es el primero que se reporta para una TPl y su valor (-74
+13 mL) es un valor similar al de otras proteinas del mismo peso molecular, la
magnitud y signo resulté dentro de lo que se encuentra cominmente entre todas
las proteinas estudiadas por este método (63). Lo que implica que la pérdida de
la estructura secundaria y terciaria en el monémero expandido no tuvo una
influencia importante en el AV. La extrapolacion de la presién de transicion
media (143.9 6 MPa) posee un valor predictivo y de referencia en caso de que
se obtengan estudios de mondmeros desnaturalizados por presién en ausencia
de desnaturalizantes. En general, se profundizd en el mecanismo de
plegamiento de esta enzima y se calcularon parametros termodinamicos que
habian sido dificiles de obtener para esta enzima; ademas, corroboramos el
mecanismo de plegamiento propuesto por Najera et al (49).

5.2.- Mecanismo de Plegamiento de EhTPL

Al comparar el cambio respecto al tiempo en el centro de masa y la anisotropia
de la enzima en condiciones desnaturalizantes y renaturalizantes, se encontrd
que la enzima llega al equilibrio rapidamente en el sentido de la renaturalizacion
(Figuras 19 y 20). De acuerdo a la figura 18, al seguir el desplegamiento por
actividad, la enzima presenta una sola transicion que no se estabiliza en el
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tiempo y presenta histéresis, aunada a un proceso colateral de agregacién, lo
que indica que la monomerizacion es irreversible. Esta primera transicion
comprende de 0 a 0.8M GdnHCI aproximadamente. Al seguir el proceso de
desplegamiento por anisotropia de fluorescencia, se observa una primera
transicion (0.4-0.75 M GdnHCI aproximadamente) con una pérdida del 50% de la
senal, y una segunda transicion (0.8-1.8 M GdnHCI aproximadamente). El
cambio en la primera transicion se puede atribuir tanto a un proceso de
monomerizacion, como al efecto de libre giro (efecto de hélice) de un triptofano
con un gran aporte respecto al rendimiento cuantico de todos los triptofanos de
la proteina. La disminucion de la anisotropia en la segunda transicién
corresponderia al desplegamiento total de la proteina. La senal de dicroismo a
222nm se comporta de la misma manera que la anisotropia: se observan dos
transiciones, la primera (0.4-0.75 M GdnHCI) con una pérdida del 50% de la
senal, representando un proceso con una gran pérdida de la estructura
secundaria, y la segunda transiciéon (1.0-1.8 M), que corresponderia a la pérdida
casi total de la estructura secundaria. EI apagamiento de la fluorescencia
presenta una primera transicion (0.5-0.7M GdnHCI) con un aumento de la K, de
1.78 M a 3.73 M, implicando una ligera pérdida de estructura terciaria. Se
observa una segunda transicién (0.8-1.8M GdnHCI ) que es propia de la
desnaturalizacion total de la enzima, terminando en la total accesibilidad de los
triptofanos a la acrilamida (Ks,=11.23). Si se sigue el mismo proceso registrando
el centro de masa de la enzima (Figuras 19 y 21) es precisamente en 0.9 M
GdnHCI donde se observa el inicio de la Unica transicion observada, por lo que
los triptofanos en el intermediario y en la enzima nativa poseen la misma
accesibilidad al solvente.

Por otra parte, al renaturalizar la enzima en concentraciones de 0.7 a 1.2 M
GdnHCI y someterla a un ciclo de presion se observa una sola transicion,
independiente de la concentracion de proteina y al equilibrio. Observandose
transiciones completas en las concentraciones de 0.7 -0.8M GdnHCI (Figura 24).
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De acuerdo a todo lo anterior, podemos aseverar que la EhTPI presenta un
intermediario al equilibrio en concentraciones de GdnHCI cercanas a 0.75-0.8M
de GdnHCI. La carencia de actividad, la independencia de la desnaturalizacion
por presion a la concentracién de enzima y sus caracteristicas espectroscépicas
(50% de sefal de dicroismo a 222 nm, mayor accesibilidad al apagador
acriilamida, fuerte cambio en la sefial de anisotropia) indican que la naturaleza
de este intermediario es monomérica. Los experimentos de filtracion en gel
precisan que éste posee un radio de Stokes similar al de la enzima dimérica
nativa. La presencia de este intermediario permite proponer que el esquema o
ruta de desplegamiento-replegamiento de la EhTPI es:

N— 2M— 2U

5.3.- Comparacion de los mecanismos de plegamiento de la ScTPl y EhTPL.

El esquema de plegamiento encontrado en este trabajo para EhTPI es igual al
propuesto por Najera para la ScTPI, en el cual se presenta la mayor cantidad de
intermediario a 0.7M GdnHCI. Es interesante que ambas enzimas presenten un
intermediario en concentraciones semejantes de GdnHCl| y que lleguen al
equilibrio rapidamente en el sentido de la renaturalizacion. En ambos casos el
radio de Stokes del intermediario es igual al de la enzima nativa, lo cual concluye
gue ambas enzimas poseen una ruta de plegamiento muy similar. Sin embargo,
no se ha obtenido una reversibilidad completa en el caso de EhTPI, cosa que si
se obtuvo en el caso de ScTPI, esto puede deberse a que la reasociacion de
EhTPI esté comprometida por algunos contactos perdidos, por un desajuste en
las superficies de contacto que evita Is correcta dimerizacion de la enzima o al
apareamiento incorrecto de monémeros mal plegados, lo cual se refleja en el
fenomeno de agregacion observado en tiempos mayores a las 48 horas. Esta
irreversibilidad evita que se pueda analizar termodinamicamente la primera

transicion.
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La similitud en la ruta de plegamiento de EhTPI y ScTPI puede representar el
hecho de que estas dos enzimas compartan un ancestro comin que poseyera el
mecanismo de plegamiento que se observa y ain se mantiene en las dos
enzimas. En el plegamiento de la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma
brucei, (86) se encuentra un intermediario monomérico, sumandose a una serie
de triosafosfato isomerasas (Plasmodium falciparum, Leishmania Mexicana)
que presentan este tipo de intermediario, lo cual manifiesta un aspecto comudn
en el plegamiento en GdnHCI de estas enzimas, y que tal vez sea una constante
en el plegamiento de las TPI en general. Cabe aclarar que en la TPI de T. cruzi
y T. brucei, se ha propuesto la existencia de un segundo intermediario dimérico
(86).

5.4.- Comparacion de las propiedades estructurales de los intermediarios
monoméricos de EhTPI y ScTPI.

A continuacion se presenta una tabla con las propiedades estructurales de los
intermediarios monomeéricos de las dos enzimas en 0.7 M GdnHCI:

Tabla 8.- Propiedades espectroscépicas del monbémero de ambas especies.

Propiedad EhTPI ScTPI
Actividad (umolas min™" | Nula Nula
mg)
CME (nm) 343.2* 340.5
Anisotropia 0.1112 0.1090*
Kev (M) 3.787 3.702
Dicroismo a 222 nm (% | 50% 52%
Senal de la nativa)
Radio de Stokes 31.2 A* 30.0A*

*Valores idénticos a la enzima nativa.
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El valor del radio de Stokes en ambos mondmeros, similar al de sus respectivas
enzimas nativas, parece sugerir que ambos monémeros son expandidos, ya sea
por una expansion general del monémero o tal vez la desestructuracién de algin
segmento. Es interesante que ambos mondmeros han perdido aproximadamente
el 50% de la estructura secundaria a 222nm, lo que es una pérdida grande de
hojas B. La anisotropia es similar en ambos mondmeros, sin embargo el valor
del intermediario de la ScTPI es idéntico al de la enzima nativa, esto se puede
dar en el caso de que la enzima nativa posea una regiéon donde tenga un
triptofano de alto rendimiento cudntico libre en rotaciéon de cadena lateral. El
cambio de anisotropia es muy grande entre la enzima nativa y el mondémero de
EhTPI (0.17 a 0.11 aproximadamente) lo que si representa el cambio esperado
de anisotropia correspondiente a la monomerizacion. El valor de la constante de
Stern-Volmer de los intermediarios es ligeramente mayor que el de sus enzimas
nativas (1.5 y 1.7 aproximadamente), lo que indica que ambas perdieron un poco
de estructura terciaria y esto facilita la accesibilidad del apagador acrilamida. Sin
embargo, el cambio en CME en EhTPI es nulo respecto a la enzima nativa, o
que podria indicar un rearreglo mayor en el cual los triptofanos cambiaron sus
rendimientos cuanticos sin cambiar en mayor grado la accesibilidad al solvente
(88). En el caso de ScTPI se observa una exposiciéon de los triptofanos al
solvente ya que el cambio en CME es cercano a la mitad del cambio total.

5.5.- Comparacion de las propiedades termodinamicas de los
intermediarios monoméricos de EhTPI y ScTPI.

A continuacion se presenta una tabla con las propiedades termodinamicas de los
dos intermediarios obtenidas del desplegamiento bajo presién de ambas,
presentado los datos de EnTPI con CMEy fijo y para ScTPI los de CMEy libre:
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Tabla 9.- Propiedades Termodinamicas de los mondémeros en ambas especies.

PROPIEDAD EhTPI ~ ScTPI

Set de Datos | Presurizando | Despresurizando Despresurizando
AGynz0
12125 £ 700 | 12444 + 579 | 12284 + 463 | 13360 + 493 | 11436 + 1338 | 12398 + 775
(J/mol)
mAG
e 9745+ 725 | -10321 + 600 | -10033 + 480 | -10764 + 573 | -8989 + 1556 | -9877 + 901
(J mol”™M™)
AViz0
-56 +11.0 649+ 3 -61+5 -70.2+8 -78 + 14 -74 + 13
(ml/mol)
mAV
-44.1 + 11 -36 £ 3 405 -329+9 -8 +17 20+ 15
(mi/mol /M)
Pi/2120 (MPa) 136.6 + 6.4 135.6 + 4.2 136.1 + 4.3 1485+ 7 139.3+9 143.9+ 6
mP;, (MPa/M) | -111.6+6.6 | -113.6 +4.3 -112.6 + 4.5 -123.4+ 8 -111.6 = 11 11757

El AGu20 para EhTPI es bastante constante en el sentido de la presurizacion y
la despresurizacién (12.1 y 12.4 kJ/mol) presentando una diferencia de 0.3
kd/mol. En el caso de ScTPI, éstos difieren en 1.9 kJ/mol (13.4 y 11.4 kJd/mol).
Sin embargo, el valor promedio de los AGunzo de EhTPI y ScTPI es muy similar
en los dos intermediarios (alrededor de 12.3 kJ/mol), mostrando que ambos
intermediarios tienen estabilidad similar. La dependencia del AG respecto a la
concentraciéon de GdnHCI (mAG) es similar en la EhTPI (-10033 J mol'M™) y en
la ScTPI (-9877 J mol'M™). El AVi20 para EnTPI (-61 mi/mol) y el de la ScTPI (-
74 ml/mol) es practicamente igual. La dependencia del AV con la concentracion
de GdnHCI (mAV) de EhTPI (-40 ml mol" m™) es dispar a la de ScTPI (-20 ml
mol'M™). La PyaH20 €S practicamente la misma en EhTPI (136.1 MPa) y ScTPI
(143.9 MPa), lo que es un indicio mas de similitud de estos intermediarios. La
dependencia de la Py respecto a la concentracion de GdnHCI (mP4;2) en la
EhTPI (-112.6 MPa/M) y en ScTPI (-117.5 MPa/M) se mantiene en valores casi
idénticos. Se concluye que en ambos intermediarios el AGnzo, AVh20, P1/2H20 Y
las dependencias de éstos con el desnaturalizante son muy similares, por lo que

termodinamicamente pudieran ser especies equivalentes.
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5.6.- Andlisis de cavidades de los cristales de EhTPI y ScTPI.

Actualmente, se atribuye la magnitud del AV del desplegamiento de una proteina
a la cantidad y dimension de las cavidades e invaginaciones que ésta posee. Por
ello, se decidi6 analizar las estructuras cristalograficas del dimero de EhTPI
(1M86J), del mondémero obtenido al eliminar uno de los monémeros del mismo
archivo PDB (EHMONO), del dimero de ScTPI (1YPI) y del mondémero obtenido
de la misma forma (SCMONO). Se utilizaron estos PDBs para su evaluacion en
un servicio de busqueda y estimacién de cavidades llamado CAST (87)
obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 10.-Analisis informatico utilizando CAST:

Especie Vol. Cavidades e | Vol. Obtenido accesible a
invaginaciones (MS). agua (SA).

EhTPI (1M6J) 4371.04 A° 530.1 A®

Dimero.

ScTPI (1YPI) 4270.03 A® 405.112 A®

Dimero.

EhTPI €HmoNo) 2270.75 A° 371.242 A°

Monémero.

ScTPI (scmoNo) 2127.33 A’ 320.492 A®

Mondémero.

La primera columna representa tanto las cavidades como las invaginaciones de
la estructura cristalina de las proteinas de interés, por lo que es éste valor el que
es de interés. Los valores de volumen para los dimeros de EhTPI y ScTPI son
muy similares, lo que indica que la forma dimérica de ambas enzimas posee un
“volumen muerto” muy similar. Los valores de volumen de los monémeros del
cristal también son similares. Estos resultados parecen sugerir que la transicion
hacia intermediario monomérico no afecta el promedio de las cavidades de
ambas. Si suponemos que las cavidades son la principal influencia para la
magnitud del AV de una proteina, estos resultados concuerdan y a la vez
ofrecen una explicacion plausible a los valores de AV similares para la EnTPl y

ScTPI que se presentan en este trabajo.
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5.7.- Comportamiento del AV respecto a la concentracion de GdnHCI.

Existen en la literatura muy pocos trabajos que reporten el comportamiento del
AV respecto a la GdnHCI. Generalmente lo consideran como constante, o bien,
trabajos sin la suficiente cantidad de datos para distinguir un comportamiento
claro (53, 82). Sin embargo, en este trabajo se observa que en todas las series
de datos analizados, se tiene una pendiente negativa. Esto es, que el AV se
vuelve mas negativo o bien, que el valor absoluto del AV (|AV|) siempre aumenta
respecto a la concentracion de GdnHCI. Ya que el AV de desplegamiento esta
definido como la diferencia de volumen molar de la proteina desnaturalizada y la
monomérica:
AV4=Vy-Vn

El aumento del |AV| se puede generar de 2 maneras:

1.- Que el valor de V, aumente, es decir, que la GdnHCI modifique el
empaquetamiento de la biomolécula, generando mas “huecos” en la proteina, o
bien, que la GdnHCI desplace o rearregle las moléculas de agua que ocupaban
huecos en la proteina. Estos efectos causarian el aumento del V..

2.- Que la GdnHCI interactie con la proteina en estado desnaturalizado,
participando en una mejor interaccion proteina-solvente, disminuyendo asi el V..

5.8.- Colofén.

En general, se obtuvieron muchos indicios que aclaran el panorama general del
plegamiento de estas enzimas. Y se obtuvieron parametros novedosos que
sirven como punto de partida para realizar estudios comparativos posteriores
que lleven a comprender en su totalidad las caracteristicas generales y finas que
se asocian al proceso de plegamiento de la ScTPI.
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Vl.- Conclusiones.

- Se corroboré y extendié el modelo de plegamiento de la ScTPI en GdnHCI,
ahora con la adicién de los datos obtenidos por anisotropia y apagamiento de la
fluorescencia.

- Se caracteriz6 termodinamicamente el desplegamiento del intermediario
monomérico de ScTPI, obteniendo el AG, AV y Py, del proceso.

- Se obtuvo la ruta de plegamiento de la EhTPI en GdnHCI, donde se observé un
proceso de disociacion que lleva a un intermediario monomérico y su posterior
desplegamiento.

-Se caracterizd espectroscépicamente a este intermediario, describiéndolo como
un intermediario monomeérico expandido, ligeramente desestructurado.

-Se obtuvieron los parametros termodinamicos asociados al desplegamiento del
monomero de EhTPI, obteniendo el AG, AV y P4, del proceso.

-La comparacién de los parametros termodinamicos y espectroscopicos de
ambas enzimas muestra que las dos son especies muy similares, lo que podria

representar un intermediario comun al plegamiento de las TPI.

-Se observé constantemente un comportamiento decreciente del AV respecto a
la concentracion de GdnHCI.
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