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RESUMEN

El estudio termodinamico del proceso de plegamiento de una proteina nos
da una aproximacion de cuales son las fuerzas que participan en la
estabilidad de dicha proteina y cudl es la contribucién de cada una de
ellas. Esto posee una importancia inherente, ya que el entendimiento de
las fuerzas que operan en la estabilidad y funcién de las proteinas hara
posible el disenar proteinas con distintas caracteristicas funcionales y
predecir la estructura tridimensional de una proteina a partir de su
secuencia de aminoacidos.

La subunidad B de la ATP sintasa de la bacteria termofilica Bacillus
PS3 (TB) es una proteina monomérica de 473 aminoacidos, constituida por
tres dominios estructurales y que contiene la mayor parte del sitio
catalitico para la sintesis de ATP. En el presente trabajo se estudio el
desplegamiento térmico de TB. El proceso se monitoreé mediante técnicas
de dicroismo circular (DC) y de calorimetria diferencial de barrido (DSC).
Las conclusiones mas sobresalientes de este trabajo son: 1) el
desplegamiento térmico de TP fue reversible bajo las condiciones
estudiadas, lo cual es poco comuin en proteinas con caracteristicas como
las de TP; 2) TP renaturalizada posee una capacidad de uniéon de ATP
semejante al de la proteina nativa; 3) el proceso de desplegamiento se lleva
a cabo mediante dos transiciones, donde cada una de estas transiciones se
ajusta a un modelo de dos estados; 4) las hélices a parecen ser las
primeras estructuras que desaparecen durante el desplegamiento térmico;
y 5) de acuerdo a los datos obtenidos se sugiere que el mecanismo de
plegamiento de TP consta de una primera transicion que corresponde al
desplegamiento concertado del dominio C-terminal y el dominio de unioén
al nucleotido de TP, seguida de una segunda transicion que corresponde al
desplegamiento del dominio N-terminal.



Capitulo I

INTRODUCCION

1. Las Proteinas

Las proteinas son las macromoléculas biologicas mas abundantes en las
células (1) y constituyen mas de la mitad del peso seco en la mayoria de
ellas (Tabla 1) (2:3.4.5). Estas macromoléculas tienen un papel central tanto
en el ensamblaje como en las funciones de la célula. Las proteinas
estructurales representan un factor importante en la forma y la estructura
celular; las proteinas membranales son transportadoras de solutos entre
compartimentos, o bien receptores de sefales intra y extracelulares; las
proteinas contractiles participan en el movimiento de la célula. Otras
proteinas actiian como los instrumentos de reconocimiento molecular y
como parte esencial de las vias de transducciéon de senales. Por otro lado,
las proteinas globulares, conocidas como enzimas, participan activamente
en el metabolismo celular al catalizar diversas reacciones quimicas (2. 4.

Tabla 1. Composicion molecular
de me&luhgmediodex. coli (5
% total

Componente de

Proteina 55.0
RNA 20.5
DNA 3.1
Lipidos 9.1
Peptidoglucanos ; 2.5
Glucodgeno [ 2.5
Otras moléculas organicas 3.8
Metabolitos, iones, cofactores 35

Esta gran variabilidad de funciones se puede concebir al considerar
que las proteinas estan formadas por un conjunto de 20 aminoacidos
diferentes, cada uno de los cuales presenta una personalidad quimica



distinta (2, Asi, por ejemplo, para construir una proteina de 200 residuos
de aminoacidos se pueden hacer combinaciones de los 20 aminoacidos
posibles para generar 202" moléculas distintas, cada una con una
secuencia especifica y, por lo tanto, con una estructura quimica unica .
Esto explica el origen de la enorme versatilidad de las propiedades
observadas en las diversas proteinas, lo que a su vez sugiere por que,
durante la evolucion, las proteinas fueron seleccionadas para mediar la
mayoria de las reacciones celulares (2.

1.1 Estructura de las Proteinas
Al describir la estructura de las proteinas, se pueden reconocer los
siguientes niveles de organizacion (24 6.7 (Figura 1):

e Estructura primaria, constituida por la secuencia de aminoacidos de la
proteina.

e [Estructura secundaria, que se refiere al arreglo local de la cadena
polipeptidica. Algunos de estos arreglos son de naturaleza regular
originando estructuras periodicas conocidas como hélices o y hebras .

¢« Estructura supersecundaria, que define la disposicion tridimensional
de los elementos de la estructura secundaria;

e Estructura terciaria, que se refiere a la localizacion en el espacio
tridimensional de cada uno de los atomos que conforman a la proteina.

e Estructura cuaternaria, la cual implica sdlo a proteinas formadas por
mas de una cadena polipeptidica o que requieren de algin otro
componente de naturaleza no aminoacidica para alcanzar su estado
funcional, y que trata de la disposicion que toman estos diferentes
constituyentes cuando se asocian entre si.

Todas las proteinas, como producto final de los genes, comienzan su
existencia en un ribosoma como una cadena lineal de residuos de
aminoacidos. A medida que se va sintetizando esta cadena polipeptidica,
va quedando expuesta al solvente, donde, a través del proceso de
plegamiento, alcanza su estructura funcional (1,
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Figura 1. Niveles de organizacién estructural de la ATP sintasa. En esta
figura se muestran unicamente la estructura primaria, secundaria y
terciaria de la subunidad B, asi como la estructura cuaternaria de la ATP
sintasa.



2. El Plegamiento

La funcion de una proteina esta determinada por la disposicion espacial
definida de su secuencia de aminoacidos. A esta conformacion
tridimensional capaz de realizar una funciéon biologica se le denomina
estructura nativa ®, Aunque cualquier molécula proteica puede, en
principio, adoptar un numero virtualmente astronémico de
conformaciones tridimensionales diferentes, cada proteina tiene una
estructura nativa unica (- 2, o mejor dicho, un numero limitado de
conformaciones preferidas que fluctian rapidamente entre ellas. Esta
estructura nativa se adquiere mediante el proceso conocido como
plegamiento @, Posterior al plegamiento, algunas proteinas pueden sufrir
modificaciones postraduccionales, asi como un proceso de asociacion de
diferentes subunidades, para alcanzar su estado funcional 3 8. Hasta
nuestros dias, el mecanismo de plegamiento no es entendido a detalle.

El principal interés en el estudio del plegamiento radica en poder
predecir la estructura tridimensional de una proteina a partir de su
secuencia de aminoacidos. Si adicionalmente a esto se conociera como
interactua dicha estructura con otras moléculas, es decir, como funcionan
las proteinas, se podria llegar a disenar proteinas con distintas
caracteristicas funcionales, lo cual tendria una enorme aplicacion en muy
diversas areas.

La posibilidad de estudiar el proceso de plegamiento de las proteinas
in vitro nacio en 1957 con los trabajos clasicos de Christian Anfinsen ),
En estos trabajos se mostré que la ribonucleasa se pliega
espontaneamente en solucion acuosa con la completa recuperacion de su
actividad enzimatica. Esta observacion aporto evidencias claras de que la
secuencia de aminoacidos de una proteina contiene la informacion
necesaria para determinar la estructura tridimensional de la misma © 5, A
su vez, estos experimentos mostraron que las proteinas podian plegarse
reversiblemente, implicando que su estructura nativa es la conformaciéon
termodinamicamente mas estable (19, Sin embargo, en 1968, Cyrus
Levinthal sugiri6 la existencia de rutas preferenciales de plegamiento ©: 11,
argumentando que la cadena polipeptidica encuentra su estructura nativa
en un periodo de tiempo extremadamente corto, comparado con el tiempo
predicho para un mecanismo de busqueda aleatoria 3. Su argumento fue:
si consideramos una cadena polipeptidica de 100 residuos de aminoacidos
y si cada residuo puede tomar en promedio 10 conformaciones distintas,



entonces esta cadena polipeptidica podra formar 10'% conformaciones
diferentes. Si el tiempo que tarda en cambiar la cadena polipeptidica de
una conformaciéon a otra es de 1013 segundos, el tiempo promedio
requerido para muestrear todas las conformaciones posibles seria de 1077
anos. Sin embargo, se ha observado que las proteinas se pliegan en un
tiempo de 102 a 103 segundos, ya sea in vivo o in vitro 121, A esto se le
conoce como la “Paradoja de Levinthal”.

Los dos trabajos mencionados evidenciaron las dos finalidades con
las que debe cumplir el plegamiento: 1) encontrar la conformacién con
menor energia libre y 2) hacerlo en un tiempo biolégicamente relevante.
Esto generé dos visiones diferentes acerca del plegamiento. Por un lado, es
posible que la proteina alcance la conformacién con un minimo global en
energia, sin importar el tiempo que esto tome. Esto implica que el
plegamiento es independiente de la via, es decir, que la estructura nativa
esta determinada soélo por las condiciones nativas finales y no por las
condiciones desnaturalizantes iniciales, lo cual significa que el
plegamiento se encuentra bajo control termodinamico. Por otro lado,
debido a que el numero de conformaciones accesibles es enorme y a que
para explorar todas ellas la proteina requeriria un lapso de tiempo
superior al observado en la naturaleza, es posible que el plegamiento esté
bajo control cinético. Esto es, el plegamiento ocurre rapidamente debido a
que depende de la via, pues debe haber algin evento inicial o una
secuencia de eventos bien definida en el proceso de plegamiento, con
barreras de energia libre, que hacen a ciertos eventos irreversibles, lo cual
permite explorar otras conformaciones. Por lo tanto, la proteina alcanza
solo optimos locales, ya que el minimo de energia libre global no es
necesariamente accesible en un tiempo biologicamente relevante (10. 13, 14),

Posiblemente como consecuencia de esta discusion, el estudio del
plegamiento se ha enfocado a dos aspectos diferentes del mismo: uno es
cinético en caracter y trata del estudio del mecanismo por el cual una
proteina desnaturalizada se pliega en la conformacion nativa en soluciéon o
in vivo en un tiempo razonable; el otro es termodinamico en caracter y
trata del estudio de la estabilidad de la estructura nativa de una proteina
(15).

En la actualidad existe una nueva vision que resuelve la paradoja de
Levinthal y que surgié con la apariciéon de nuevos modelos basados en
mecanica estadistica y en simulaciones por computadora. La nueva vision
reemplaza el concepto de via de eventos secuenciales por el concepto de



embudo de eventos paralelos (ver Modelos de mecanismos de plegamiento
mas adelante). De esta manera, un conjunto de moléculas pueden
alcanzar el minimo global de energia libre (satisfaciendo la hipoétesis
termodinamica de Anfinsen) y hacerlo rapidamente (satisfaciendo la
inquietud de Levinthal) siempre y cuando cada cadena siga su propia ruta
y no una via unica (1,

2.1 Aspecto Termodinamico del Plegamiento

Relevancia de la termodinamica para los fenémenos biolégicos

Los sistemas biologicos obedecen las leyes naturales de la fisica y la
quimica (1. Esto es cierto, puesto que la materia viviente esta hecha por
los mismos elementos que el mundo inanimado y la ley de la conservacion
de la energia es igualmente valida para los procesos que ocurren en la
materia viviente como para todos aquellos del mundo inanimado (10). Existe
una enorme cantidad de informacion sobre los eventos que tienen lugar a
nivel molecular en los sistemas vivos. Sin embargo, mucha de esta
informacion es cualitativa y descriptiva, aun cuando los componentes
involucrados son conocidos y las estructuras de muchos de ellos
(proteinas y acidos nucleicos) han sido determinadas. Muchos
experimentos ingeniosos han sido realizados para establecer cuales
fenémenos se llevan a cabo, pero la mayoria de ellos no explican por qué
los eventos biologicos suceden de la forma en que acontecen. Aqui es
donde las ciencias fisicas, incluyendo la termodinamica, pueden hacer una
contribucion esencial a la biologia (1.

Al aplicar las hipétesis termodinamicas a los procesos biolégicos
parecen surgir diferencias aparentemente irreconciliables entre éstos y los
procesos fisicos tradicionalmente descritos. Esto es, los sistemas simples
rapidamente evolucionan hacia el equilibrio, el cual para un sistema
aislado esta caracterizado por una entropia maxima. En contraste, los
sistemas vivos nunca alcanzan el equilibrio y en muchos casos
evolucionan hacia estados de entropia decreciente, es decir, los procesos
biologicos parecerian violar la segunda ley de la termodinamica. Esta
aparente discrepancia tiene su origen al olvidar que un sistema biologico
es un sistema abierto (donde ocurre intercambio de materia y energia) que
se mantiene alejado del equilibrio. Asi, aunque la entropia disminuye en
los sistemas biologicos, la entropia del universo se incrementa. A un nivel
microscopico, es probable que los procesos individuales en una célula



evolucionen hacia el equilibrio, pero éste no se alcanza debido a que las
condiciones externas cambian constantemente, por lo que el punto de
equilibrio también se desplaza a otro estado (1.

A pesar de que los procesos biolégicos no ocurren bajo condiciones
de equilibrio, el equilibrio termodinamico ha sido ampliamente usado en la
Bioquimica. Los bioquimicos han aislado procesos celulares especificos y
los han estudiado in vitro bajo condiciones de equilibrio. Estas mediciones
pueden ser muy utiles y relevantes para la situacion in vivo porque, a
pesar de la falta de equilibrio general en la célula, puede existir un
equilibrio parcial, ya sea temporal o espacial (11,

El estudio termodinamico del plegamiento equivale al estudio de la
estabilidad de las proteinas

Uno de los procesos que ha estado sujeto a una caracterizacion
termodinamica detallada es el plegamiento de proteinas. Es posible
explorar termodinamicamente este proceso mediante el estudio clasico de
la reaccion de plegamiento-desplegamiento que, como ya se menciono, se
inicio con los trabajos de Anfinsen ). El desplegamiento de una proteina
puede ser inducido por cambios en la temperatura, en la presién, en el pH
o por la adicion de agentes desnaturalizantes como urea y sales de
guanidina. La transiciéon entre el estado nativo y el estado desplegado
puede ser estudiada utilizando métodos sensibles a la conformacion de las
proteinas. Los parametros termodinamicos obtenidos de la exploraciéon de
las reacciones de plegamiento-desplegamiento de las proteinas nos permite
conocer las fuerzas y factores que determinan la formacion de la
estructura nativa y, por lo tanto, representan una caracterizacion
cuantitativa de la estabilidad de una proteina. Efectivamente, las fuerzas
que dirigen el plegamiento de las proteinas son las mismas responsables
de su estabilizacion, ya que a lo largo de la via de plegamiento la cadena
polipeptidica va incrementando su estabilidad (17). Por ello, a continuacion
se describe el estudio de la estabilidad de las proteinas, que se sustenta en
la caracterizacién termodinamica de su proceso de plegamiento.

2.2 Estabilidad y Equilibrio
El conocimiento del origen de la estabilidad de las proteinas es esencial
para el entendimiento de la estructura y funcion de estas macromoléculas.
La estabilidad de una proteina se define como el trabajo necesario para



romper (o formar) su estructura tridimensional funcional, lo cual
corresponde a la diferencia entre la energia libre de Gibbs de la proteina en
estado nativo y la energia libre de Gibbs de la proteina en estado
desplegado (AGesanitidad) (8. Esta estabilidad debe ser suficiente para que la
proteina alcance su conformacion nativa y se mantenga en relacion a otras
conformaciones posibles. No obstante, la estabilidad no debe ser muy
grande, debe tener una magnitud tal que permita cambios
conformacionales o ajustes en la estructura que son parte integral de la
funcion de las proteinas (19). Por ello es que, al parecer, las proteinas son
solo marginalmente estables, con un AG de estabilidad tipico de -5 a -20
kcal/mol 20, Esta pequena diferencia de energia libre entre el estado
plegado y el desplegado es producto de un delicado balance entre los
cambios, relativamente grandes, de la entalpia y la entropia del proceso
(AG = AH - TAS) "2, Por esta razon, todas las interacciones moleculares,
aun las mas pequenas, pueden contribuir significativamente (positiva o
negativamente) a la estabilidad. Estas interacciones incluyen tanto a las
que suceden entre los grupos que forman a la proteina como aquellas que
suceden entre estos grupos y las moléculas de agua que los rodean ?1. Las
contribuciones entalpicas favorables mas importantes para la estabilidad
de las proteinas se originan a partir de las interacciones electrostaticas, los
puentes de hidrogeno, las interacciones de van der Waals y las
interacciones hidrofébicas que compensan el incremento desfavorable de
entropia conformacional durante el plegamiento (0. 22, A la estabilidad de
las proteinas también pueden contribuir factores extrinsecos tales como
iones, cofactores, ligandos, metabolitos, solutos compatibles y covalentes
conjugados (17),

Efecto de la temperatura en la estabilidad de las proteinas

La estabilidad de una proteina varia con la temperatura, siendo maxima
en el intervalo de 10 a 30°C para la mayoria de las proteinas globulares
investigadas y decrece a cero tanto a altas como a bajas temperaturas (2.
Este comportamiento de la estabilidad de las proteinas con respecto a la
temperatura puede predecirse a partir de la capacidad calorifica (cantidad
de energia calorifica que requiere una sustancia para elevar su
temperatura, Cp) (2% del proceso de desplegamiento, que corresponde a la
diferencia entre la capacidad calorifica de la proteina en su estado nativo y
la de su estado desplegado (23 249, Este cambio en la capacidad calorifica,
ACp, es grande y positivo y se debe principalmente a que, durante el



desplegamiento, se exponen al solvente grupos no polares que se
encontraban ocultos en la estructura nativa (12. 21, 23 E] ACp de
desplegamiento determina que la entalpia y entropia sean fuertemente
dependientes de la temperatura, pero ya que la entropia y la entalpia
varian de forma similar con la temperatura y se compensan mutuamente,
su efecto en el AG no es tan acentuado (12, Esto causa una curvatura en la
dependencia del AG de estabilidad con la temperatura (Figura 2), que lleva
a la existencia de una temperatura a la cual la estabilidad del estado
plegado es maxima y a que esta estabilidad disminuya a altas y a bajas
temperaturas, lo que resulta en la posibilidad de desplegar a las proteinas
tanto por calor como por frio (12. 19), La desnaturalizacion por calor se da
porque, a medida que la temperatura se eleva, la entropia tiende a crecer
hasta un punto en el que la entalpia no puede compensarla mas,
resultando en la desnaturalizacién de la proteina. La desnaturalizacion por
frio, por el contrario, ocurre debido a que el agua adopta una estructura
mas ordenada a bajas temperaturas, reduciendo asi la magnitud del efecto
hidrofébico 250 (ver mas adelante en Fuerzas que estabilizan a las
proteinas).
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Figura 2. Cambio del AG de desplegamiento como funcion de la
temperatura. a) Se observa como AH y TAS cambian notablemente con la
temperatura, mientras que AG de desplegamiento cambia sélo ligeramente.
Este comportamiento del AG se debe a que el AH y el TAS se compensan
mutuamente puesto que esta curva se deriva de la variacion de la AH y AS
de desplegamiento como funcién de la temperatura. b) acercamiento de la
grafica a) para hacer mas evidente el comportamiento del AG, el cual tiene
un maximo alrededor de los 20°C y disminuye tanto a altas como a bajas
temperaturas. Tr y Tm corresponden a las temperaturas de desplegamiento
por frio y por calor, respectivamente, donde AG es igual a cero. Ty y Ts
corresponden, respectivamente a las temperaturas a las cuales el AH y el AS
son igual a cero.



Fuerzas que estabilizan a las proteinas

Ya que las propiedades termodinamicas de las proteinas son el reflejo de la
suma de las diferentes fuerzas que contribuyen a su estabilidad, es
ilustrativo mencionar cuales son estas fuerzas y lo que se conoce al
respecto de su contribucion a la energia de estabilidad.

a) Puentes de hidrogeno

Un puente de hidrégeno ocurre cuando un atomo de hidrégeno es
compartido por, generalmente, dos atomos electronegativos. La fuerza del
puente de hidrégeno depende de las electronegatividades y orientacion de
los atomos participantes en el enlace y es del orden de 2 a 10 kcal/mol (20,
En las proteinas, los puentes de hidrogeno pueden originarse tanto entre
cadenas laterales como entre los grupos carbonilo y amida del esqueleto
peptidico (29,

La importancia de los puentes de hidrogeno en la estabilidad de las
proteinas se hizo evidente por los trabajos de Pauling al proponer las
estructuras modelo hélice a y hoja plegada B, en las cuales los puentes de
hidrégeno estabilizan y juegan un papel crucial de complementariedad
estereoquimica. La existencia de estas estructuras fue pronto confirmada
en estudios de rayos X de proteinas, apoyando la suposicion de que los
puentes de hidréogeno desempenan un papel formativo en el plegamiento y
la estabilidad de las proteinas (27).

Una forma en la cual los puentes de hidrégeno pueden contribuir a
la estabilidad de las proteinas es si éstos son mas fuertes dentro de la
proteina plegada que aquellos que se forman entre la proteina desplegada
y el agua. Esta situacion es posible ya que los puentes de hidroégeno en la
proteina son intramoleculares y pueden ser especialmente estables si
comprenden un sistema cooperativo debido a la presencia simultanea de
muchos de ellos. Adicionalmente, yva que los tiempos de residencia de los
puentes de hidrogeno dentro de la proteina son mayores que aquellos
entre la proteina y el agua, y debido a que la constante dieléctrica en el
interior de la proteina es mucho menor que la del solvente, los puentes de
hidrégeno que se forman en el interior de la proteina pueden ser mas
energéticos que los que se forman entre la proteina desplegada y el agua
(12, 26)

Sin embargo, se ha sugerido que los puentes de hidrogeno sélo
contribuyen a la unicidad de la estructura nativa, pero no a su estabilidad,



es decir, la estructura tiene que ser tal que todos los puentes de hidrogeno
potenciales entre grupos polares queden compensados (22,

b) Pares ionicos

Existen dos formas diferentes en las cuales las interacciones
electrostaticas pueden afectar la estabilidad de una proteina. La primera
son repulsiones no especificas que se originan cuando la proteina esta
altamente cargada, como por ejemplo a valores extremos de pH. De esta
manera, al incrementarse la repulsion por carga, la proteina tendera a
desplegarse, ya que la densidad de carga en la molécula plegada es mayor
que en la molécula desplegada. La segunda forma se refiere a interacciones
de carga mas especificas, como los pares idnicos o puentes salinos que
ocurren entre las cargas opuestas de dos cadenas laterales de aminoacidos
cercanas. Se ha observado que los pares iénicos son comunes en la
superficie de las proteinas y que pueden contribuir a su estabilidad. De la
misma forma, si estos pares ionicos se encuentran en el interior de la
proteina pueden afectar su estabilidad 2°. La contribucion de los pares
ibnicos a la estabilidad de las proteinas ha sido estudiada
experimentalmente mediante proteinas a las cuales se les ha creado o
removido un par ioénico por medio de experimentos de mutagénesis
dirigida. Se ha estimado que la contribucion de un par ionico en la
superficie de una proteina es de 0 a 1 kcal/mol y que la de un par iénico
en el interior de la proteina es de 2.4 a 4.8 kcal/mol. Debido a que uno de
cada cinco pares ionicos se encuentran en el interior de la proteina, su
contribucion a la estabilidad de las proteinas es pequena (26,

c) Interacciones de van der Waals y Empaquetamiento

Las fuerzas de van der Waals son asociaciones no covalentes entre
moléculas eléctricamente neutras. Estas ocurren debido a que las
moléculas neutras poseen momentos dipolares oscilantes como
consecuencia de la fluctuacion rapida de sus electrones. Este momento
dipolar transitorio polariza a los electrones del grupo vecino y provoca la
aparicion de un momento dipolar tal que, en sus distancias de contacto de
van der Waals, los grupos se atraen entre si. Aunque su magnitud es muy
pequena, el gran numero de contactos interatdomicos que se establecen en
una proteina debido a su densidad de empaquetamiento (equiparable a
aquella de cristales de pequefias moléculas organicas) las convierten en
una fuerza importante para la estabilidad de las proteinas ©), Por otro lado,



esta densidad de empaquetamiento provoca que las cadenas laterales de
los residuos de aminoacidos en el interior de las proteinas se ajusten con
una complementariedad extraordinaria (7).

d) Interacciones Hidrofobicas

El efecto hidrofébico se refiere a la tendencia de las moléculas no polares a
agruparse para minimizar sus contactos con el agua. Esto se debe en parte
a que estas moléculas no pueden formar puentes de hidrégeno con el
agua, por lo que las moléculas de agua tienden a ordenarse alrededor de
ellas para maximizar la formaciéon de puentes de hidrogeno con otras
moléculas de agua. Este ordenamiento del agua produce una disminucion
de la entropia, por lo que resulta entropicamente favorable que las
moléculas hidrofoébicas se agrupen entre si, ya que al hacerlo la superficie
no polar en contacto con el agua sera menor y se liberaran algunas de las
moléculas de agua que se encontraban ordenadas alrededor de ellas (26],

Desde la década de los 50’s Kauzmann sugirio que la formacion de
una interaccion hidrofébica durante el plegamiento involucra la ganancia
de un puente de hidrogeno completo entre las moléculas de agua que
rodean a la proteina, lo cual deberia ser mas importante que el simple
cambio de fuerza de un puente de hidrogeno durante el plegamiento si los
puentes de hidrégeno fueran la fuerza dominante en este proceso. Algunas
de las evidencias que son consistentes con este punto son: 1) solventes no
polares desnaturalizan a las proteinas; y 2) estudios cristalograficos
muestran que en las proteinas globulares, la mayoria de los residuos no
polares estan secuestrados en el interior de la proteina donde evitan el
contacto con el agua (29,

Ademas, algo a favor de que las interacciones hidrofobicas son las
fuerzas principales que estabilizan a las proteinas es que el ACp de
transferencia de un soluto no polar desde su estado liquido puro al agua
es grande y positivo. Esto implica que la entalpia y la entropia varian
fuertemente como funciéon de la temperatura, y que la dependencia del AG
de solubilidad de una molécula no polar con la temperatura es una curva,
por lo que existe una temperatura a la cual la solubilidad de especies no
polares en agua es minima y crece a altas y a bajas temperaturas. Este
comportamiento coincide con el AG de estabilidad de las proteinas (Figura
2) donde su maximo coincide con el minimo de solubilidad, donde el efecto
hidrofébico es maximo, y disminuye a altas y a bajas temperaturas donde
la solubilidad aumenta y el efecto hidrofébico disminuye (20).



2.3 Modelos de Mecanismos de Plegamiento
Existen diferentes modelos que han sido propuestos para describir el
proceso de plegamiento de proteinas (Figura 3). Estos incluyen:

a) Modelo del Colapso Hidrofobico

Este modelo fue originalmente postulado por Kauzmann en 1959 (28 y se
ha seguido desarrollando hasta la actualidad (Figura 3a). De acuerdo a
este modelo, el plegamiento esta caracterizado por un proceso de dos
pasos: un evento inicial que consiste en un colapso rapido, relativamente
uniforme de la proteina, dirigido principalmente por el efecto hidrofébico y
que tomaria lugar antes de la formacion de una estructura especifica. Este
evento reduce significativamente el nimero de conformaciones en el estado
colapsado ya que el estado globular descarta la mayoria de las
conformaciones prohibidas por impedimento estérico. Posterior a este
colapso, existe un rearreglo en el cual la estructura secundaria estable
comienza a crecer. Este proceso de crecimiento de estructura secundaria
estaria dirigido por interacciones terciarias de tipo nativo y sobretodo por
las interacciones con el solvente (13 15,29),

b) Mecanismo de Nucleacion

Este mecanismo de plegamiento fue postulado inicialmente por Wetlaufer
en 1973 (B9 y desde entonces se ha ido modificando (Figura 3b). En su
version mas reciente, conocida como el mecanismo de nucleacion-
condensacion, se sugiere la existencia de un nucleo de plegamiento
formado por residuos vecinos tanto en la estructura secundaria local como
en las interacciones terciarias de largo alcance (en secuencia, no en
espacio). Estas interacciones de largo alcance son requeridas para
estabilizar el nucleo. Este nicleo se forma debido a que la cadena
polipeptidica se pliega en las regiones con mas alta probabilidad de formar
la estructura nativa. Estas regiones dominan en el proceso de busqueda y
actian como puntos de inicio para el plegamiento. Posteriormente y de
manera acoplada, la estructura nativa de la proteina va creciendo a partir
de este nucleo @Y,

c) Modelo de Difusion-Colision
En 1976 Karplus y Weaver introdujeron este modelo 2 (Figura 3c) en el
cual proponian que el plegamiento de una proteina se da a través de la
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Figura 3. Modelos de mecanismos de plegamiento. Representaciéon esquematica de algunos modelos de
mecanismos de plegamiento: a) colapso hidrofébico, b) nucleacién, ¢) difusion-colision, d) jerarquico y e) “framework”.

14



formacion de microdominios los cuales son lo suficientemente cortos en
secuencia como para que todas las alternativas conformacionales sean
buscadas de manera rapida. Estos microdominios son s6lo marginalmente
estables y se mueven difusamente bajo la influencia de fuerzas internas y
de fuerzas aleatorias externas. Colisiones microdominio-microdominio
tienen lugar y llevan a la fusion en multimicrodominios intermediarios.
Para que esto suceda, ambos microdominios deben tener parte de su
estructura secundaria formada y una orientaciéon apropiada. El paso final
del proceso de plegamiento en este modelo es la formacién de la estructura
terciaria exacta, incluyendo el empaquetamiento cercano de las cadenas
laterales. Aqui se considera que el plegamiento puede proceder como una
serie de pasos con un orden Unico (una sola via de plegamiento) o que
pueden existir posibilidades de plegamiento paralelas (multiples vias),
cuyos componentes dominantes dependen de la secuencia de aminoacidos
de la proteina y de las condiciones del solvente que la rodea (15,

d) Modelo Jerarquico

En el modelo jerarquico (Figura 3d), postulado por Rose y Lesk en 1981 (33,
el plegamiento comienza con estructuras locales en secuencia y marginales
en estabilidad, es decir, con elementos plegados transitoriamente que no
son necesariamente estables pero que tienen mayores tiempos de
poblacion que las otras conformaciones alternativas. Estas estructuras
interactuan, asociandose y estabilizandose mutuamente, para producir
intermediarios cada vez mas complejos que crecen hasta finalmente formar
la estructura nativa ©% 35. Este modelo propone que la incompatibilidad
estérica entre las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos
discrimina entre los diferentes tipos de estructura secundaria, dirigiendo
asi el proceso de plegamiento. Esto es, segmentos estéricamente dirigidos
de estructura secundaria emergen en el estado desplegado permitiendo la
formacion de puentes de hidréogeno y de interacciones hidrofobicas,
estabilizando asi dicha conformacioén y guiando los eventos de plegamiento
subsecuentes (39),

e) Modelo “Framework”

En este modelo (Figura 3e), propuesto por Kim y Baldwin en 1982 (36, e]
plegamiento es secuencial y esta dirigido a lo largo de una o unas pocas
vias con intermediarios estructurales Unicos. Comienza con la formacién
de elementos con una estructura secundaria estable basada en puentes de



hidrogeno, la cual es presumiblemente estabilizada por un pequefio
numero de interacciones terciarias especificas. El desarrollo subsiguiente
de interacciones adicionales lleva a la formacion de la estructura terciaria
nativa de la proteina (2% 37),

f) Modelo del Embudo de Plegamiento

Ademas del uso de modelos fenomenologicos, otro intento para examinar
los detalles del mecanismo de plegamiento esta basado en simulaciones.
Un ejemplo de este tipo de modelos es el modelo de embudos de
plegamiento, introducido en 1992 por Leopold, Montal y Onuchic ©8.
Mientras los modelos fenomenolégicos usan un solo tipo conformacional
para representar cada uno de los estados desnaturalizado, de transicién o
intermediario, este modelo reconoce que tales estados macroscopicos son
en realidad distribuciones o conjuntos de conformaciones individuales.
Ademas, reemplaza el concepto de via de plegamiento de eventos
secuenciales por el concepto de embudo de plegamiento de eventos
paralelos. Un embudo de plegamiento (Figura 4) representa las multiples
vias de plegamiento que puede tomar una proteina determinada bajo una
condicion en particular. El paisaje de energia (la superficie del embudo)
corresponde a la energia libre de cada conformacion en funcién de sus
grados de libertad y puede tener una amplia cantidad de formas diferentes,
con colinas, valles, canales, planos, fosos, etc., que representan barreras
de energia, trampas cinéticas o caminos mas directos al estado nativo. El
eje vertical del embudo representa la energia libre interna de una
configuraciéon dada, es decir, la suma de las energias libres de los puentes
de hidrégeno, pares ionicos, interacciones hidrofobicas, solvatacion, etc.,
para una cadena en una conformacion particular. El area lateral de un
paisaje de energia a una profundidad dada representa el numero de
conformaciones (o energia conformacional) que tiene la cadena
polipeptidica con esa energia libre. Cada conformacion esta representada
por un punto en esta superficie de energia multidimensional. La forma del
embudo de plegamiento depende tanto de la secuencia de aminoacidos de
la proteina, como de las condiciones externas, determinando el mecanismo
de plegamiento. El proceso cinético de plegamiento o desplegamiento de
una proteina puede ser comparado con un balén rodando por el embudo
de plegamiento cuesta abajo. Asi, la proteina tiende a cambiar su
conformacion de manera que su energia libre disminuya, ya sea
desarrollando nucleos hidrofébicos, formando puentes de hidrogeno y



salinos, etc., a la vez que las opciones conformacionales de la cadena
comienzan a ser cada vez menos, hasta alcanzar el estado nativo. Cada
molécula proteica individual corresponde a un balén rodando por el
paisaje de energia siguiendo alguna trayectoria particular (10),

A Estado ¥ 100
Nativo

Figura 4. Embudos de plegamiento. a) representacion tridimensional de
un embudo de plegamiento, donde se pueden observar las crestas y los
valles que representan barreras y minimos de energia respectivamente. b)
esquematizacion de un embudo de plegamiento que muestra cada una de
las partes que lo componen y su significado para la termodinamica del
plegamiento (1),
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3. El Sistema de Estudio:
la ATP sintasa.

La ATP sintasa —también llamada F\F, ATP sintasa o F\Fy ATPasa 39- es
una enzima ampliamente distribuida y altamente conservada en la
naturaleza ("), Esta localizada en la membrana interna de las
mitocondrias, en los tilacoides de los cloroplastos y en la membrana
plasmatica de las bacterias (*!). Esta enzima juega un papel central en el
proceso de transduccion de energia de todos los organismos vivos, pues es
la encargada de catalizar la sintesis de ATP (adenosin trifosfato) a partir de
ADP (adenosin difosfato) y fosforo inorganico en presencia de Mg y
utilizando la energia derivada del gradiente de potencial electroquimico de
protones a través de la membrana (%), Este potencial es generado por la
cadena de transporte de electrones en la respiracioén o en la fotosintesis, la
cual bombea protones en contra de un gradiente (29,

Esta enzima ha generado un gran interés entre los bioquimicos. Su
estudio, a la fecha, ha dado lugar a tres premios Nobel. Este interés en la
ATP sintasa se debe principalmente a dos razones. La primera es porque el
ATP impulsa una gran parte de las actividades celulares que requieren
energia, por lo que su sintesis catalizada por la ATP sintasa, es de gran
relevancia. La segunda, porque esta enzima utiliza la rotacion fisica de sus
propias subunidades como un paso para promover la catalisis, un
mecanismo novedoso y diferente a aquellos comunmente utilizados por
otras enzimas conocidas (9.

3.1 Estructura de la ATP sintasa
La ATP sintasa es un gran complejo proteico formado de aproximadamente
3500 aminoacidos (500 kDa) (39 compuesto de dos sectores discretos,
designados Fo y F, (Figura 5a). Fy esta embebido en la membrana;
comprende subunidades muy hidrofébicas y provee la via por la cual
pasan los protones a favor del gradiente electroquimico 2, Esta
compuesto por tres subunidades con una estequiometria probable abaco.12
(12, donde las subunidades ¢ se encuentran formando un anillo (Figura
Sb). Fi es el sector catalitico, el cual actia como una ATPasa soluble
cuando es separado de Fo. Esta compuesto por cinco subunidades con una
estequiometria a;Byyde (Figura 5c), donde ay B se alternan formando un
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cilindro, el cual contiene seis sitios de unién a nucleétido localizados en
las interfases af, tres de ellos son cataliticos y residen predominantemente
en las subunidades f. Estos sitios alternan con tres no cataliticos que
residen predominantemente en las subunidades o (#0). La subunidad y
ocupa el centro del cilindro 43) y las subunidades § y € se encuentran en su
periferia. Las subunidades ay B estan altamente conservadas entre las
diferentes especies y su secuencia de aminoacidos y estructura
tridimensional son similares debido a que son homoélogas entre si. De
hecho, se supone que evolucionaron probablemente por duplicacién de un
gen ancestral (42, 44),

ATP sintasa Fo Fi

Figura 5. Esquema de la estructura de la ATP sintasa B9, La ATP sintasa
a) puede dividirse en dos sectores, uno transmembranal Fg b) y otro soluble
F1 e). Fo contiene tres clases de subunidades con una estequiometria abscg.
12 ¥ F1 contiene cinco subunidades con una estequiometria a;B;yde. F1 y Fo
son, ambos, motores rotatorios. La porcién central (Fiye-Foce-12) rota en
relacion a la porcién que lo rodea (Fiaif;6-Foabs), la cual funge como
estator. El flujo de protones a través de Fy causa la rotacion del rotor Fo que
ocasiona a su vez la rotacion del rotor F;. El movimiento rotatorio de y
induce cambios conformacionales en la subunidad B y asi el ATP es
sintetizado.

El arreglo estructural de la ATP sintasa mas sencillo se observa en
bacterias como Escherichia coli y Bacillus sp., aumentando en complejidad
en los organismos eucariontes.

En la bacteria termofilica Bacillus PS3, los genes que codifican para
las ocho subunidades estan organizados en un solo operon de 7500 pares
de bases de longitud, el cual contiene un total de nueve genes en el orden
IacbdayBe. “**) El papel del gen I es controversial debido a que su producto
no se ha encontrado en la enzima ©9),
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3.2 Mecanismo catalitico de la ATP sintasa

Como se mencion6, una particularidad de esta enzima es que usa la
rotacion fisica de sus propias subunidades como un paso de catalisis (9.
El modelo general mas aceptado de como la enzima sintetiza ATP puede
ser resumido de la siguiente manera: los protones (de tres a cuatro) se
mueven a través de la membrana a favor del gradiente electroquimico
“uniéndose” con un carboxilo en el interior de la subunidad c 2. Esta
subunidad actiia como un transductor de energia en Fo atrapando la
energia del gradiente de protones y transformandola en energia mecanica
al causar la rotacion del anillo de subunidades ¢ % 42, Este movimiento
rotatorio se transmite a la subunidad y que también rota (9. Las
interacciones diferenciales (ver mas adelante) de la subunidad y con las
tres subunidades B debidas a este movimiento rotatorio conducen a
transiciones de conformacion de las subunidades p “**. Cada subunidad
B actua a su vez como un transductor de energia en F, ya que su cambio
de conformacion y, por lo tanto, su cambio en el estado de uniéon al
nucleotido, resultan en la sintesis del ATP (49,12,

Las afinidades de unioén de las subunidades [ cataliticas por el
substrato o los productos estan moduladas por su contacto con la
subunidad y ¥7). Durante la catalisis cada subunidad p pasa a través de
tres estados conocidos como “abierto”, “semiabierto” y “cerrado” y, a un
tiempo dado, el estado conformacional de una subunidad B es diferente a
los otros dos sitios, de acuerdo con el “mecanismo de cambio de unién” de
la sintesis de ATP propuesto por Boyer en 1977 (3. 7. 48 Acorde con este
mecanismo, durante el ciclo de sintesis de la FoF,-ATP sintasa, una
rotacion de 120° convierte un sitio abierto, con baja afinidad por el
substrato o producto, en un estado de unién al substrato semiabierto. Una
rotacion mas de 120° convierte el estado semiabierto en estado cerrado
donde el producto ATP es formado. Otra rotacion de 120° genera un giro
completo y convierte al estado cerrado de vuelta al estado abierto, al
liberar el ATP producido 7). De la misma forma, existen evidencias que
indican que la union del nucleotido esta ligada a cambios
conformacionales en la subunidad f ¥, Los cambios conformacionales
mas notables de la subunidad B consisten en el desplazamiento hacia
abajo y hacia arriba del motivo DELSEED (secuencia en el dominio C-
terminal de la subunidad B que agrupa varios residuos acidos que hacen
contacto con la subunidad y, ver Figura 6), lo que lleva al desplazamiento
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de todo el dominio C-terminal del que forma parte, abriendo y cerrando asi
el sitio de union al nucleotido. Las subunidades o son importantes para la
integridad estructural del complejo, ya que actian como espaciadores
entre las subunidades B, ademas de posicionarlas de tal manera que lleven
a cabo los cambios conformacionales requeridos en respuesta a la rotaciéon
de la subunidad y #7).

De acuerdo con la estructura cristalografica de la F;-ATPasa
mitocondrial 49, cada subunidad B se encuentra ocupada por un ligando
diferente: la llamada Brr une AMP-PNP (un analogo no hidrolizable del
ATP), la pop une ADP, mientras que en Pg el sitio de uniéon a nucleétido
esta vacio. Estudios de union (“docking”) han permitido asignar a cada
una de estas tres conformaciones de los sitios de unién cataliticos uno de
los estados “abierto”, “semiabierto” y “cerrado” de acuerdo al mecanismo
de cambio de unién (43). De esta manera se ha identificado al sitio de union
Bop como el “cerrado”, el Brp como el “semiabierto” y Pe como el sitio de
uniéon “abierto”. Esto permite concluir que la secuencia de estados que un
sitio de unién adopta durante la sintesis de ATP es abierto-cerrado-
semiabierto (43),

3.3 La subunidad f de la ATP sintasa
de la bacteria termofilica Bacillus PS3
La bacteria termofilica Bacillus PS3 (Tabla 2) fue aislada por primera vez
en 1975 de un geiser de Mine en la provincia de Shizuoka, Japén. La
temperatura de este geiser flucttia entre los 80 y los 85°C.

| Tabla 2. Taxonomia de Bacillus PS3 |

Dominio Bacteria
Reino Monera
Phylum Bacteria
Clase Firmicutes
Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Especie Bacillus PS3
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La subunidad B de la ATP sintasa de esta bacteria (TB) es una
proteina monomérica de 473 aminoacidos con un peso molecular de 52
kDa. Consiste de tres dominios (Figura 6): un dominio N-terminal formado
por un barril p de seis hebras, un dominio central de unién al nucleétido
formado por nueve hebras de hojas B rodeadas por ocho hélices a y un
dominio C-terminal formado por un ramillete de seis hélices a. En la
cumbre de Fi, los seis dominios N-terminal de a y B estian unidos,
formando una corona, lo que parece conferir estabilidad a toda la
estructura. Ademaéas, en comparacién a las subunidades B de otros
organismos, TR tiene una insercion de siete residuos en su dominio N-
terminal, lo que refuerza los contactos intersubunidades al interactuar con
el barril B de las subunidades a adyacentes (50),

Figura 6. Estructura de Ila
subunidad f de la ATP sintasa
de Bacillus PS3. Los dominios
estructurales que constituyen a
TP se muestran en diferentes
colores. En verde se muestra el
dominio N-terminal que abarca
del residuo 1 al 82. En rojo, el
dominio central de unién al
nucledtido que va del residuo 83
al 354. En azul se muestra el
dominio C-terminal que va del
residuo 355 al 473. Tomado de la
estructura cristalografica del
hexamero asfs (1sky.pdb).

DELSEED
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CarituLo II

ANTECEDENTES

Esta tesis tiene como finalidad aportar datos termodinamicos que ayuden
a conocer algunas de las contribuciones que diferentes fuerzas ejercen
sobre la estabilidad de las proteinas, y en particular a la estabilidad de
proteinas multidominio de mas de 300 aminoacidos. La informacién sobre
la termodinamica de estabilidad de proteinas con estas caracteristicas es
escasa, ya que para realizar este tipo de estudios se requiere que el
proceso de desplegamiento de la proteina estudiada sea reversible. Esto
suele ser raramente el caso, debido a que las probabilidades de que
sucedan interacciones no especificas e irreversibles durante el
replegamiento aumentan con el numero de aminoacidos. Ademas, la
cantidad de proteinas que exhiben un proceso de desplegamiento
reversible disminuye cuando el desplegamiento es inducido por
temperatura. Este método de perturbacion tiene la ventaja de que el
proceso puede ser estudiado mediante métodos calorimétricos (ver
Apéndice B-3) donde los parametros pueden ser deducidos directamente
(1% En la Tabla 3 se muestran algunas proteinas de mas de 300 residuos
que presentan un desplegamiento inducido por temperatura reversible y
los parametros termodinamicos obtenidos del proceso.

En cuanto a la ATP sintasa, se ha investigado el desplegamiento
térmico de la porcion F; mitocondrial 62 y de cloroplasto ©3 y de la FoF,
ATP sintasa de Bacillus PS3 ©%. El desplegamiento térmico de la F,
mitocondrial ©2 fue irreversible y cinéticamente controlado, con una Tm de
53°C. El desplegamiento térmico de la Fi ATP sintasa de cloroplasto (63
también fue irreversible y con una Tm de 57.5°C, ligeramente mayor a la
mitocondrial. Asimismo, los estudios de desplegamiento térmico de la FoF,
ATP sintasa de Bacillus PS3 (©)) mostraron que el proceso es irreversible y
cinéticamente controlado. La Tm fue de 81.7°C. La temperatura de
desnaturalizacion de la FoF: ATP sintasa de Bacillus PS3 es muy alta



Tabla 3. Proteinas monoméricas de més de 300 residuos
que exhiben un plegamiento reversible estudiado por DSC

#
Peso| # # | % PH | Tm AH ACp AG Modelo de
Proteina Fuente |',1n.) | Res |Dom| Rev g;': exp | (O | (kcal/mo) (kc‘illé)ml (kcal/mol) ajuste
Myosinall A |744]663| ND |ND | 1 | 75| 405 | 660.0 | 100 | ND | Dos estados
rod (51) castellanii
HSA-BS (52) H. sapiens |69.4 | 585 3 ND 1 7.4 66.4 101.5 ND ND Dos estados
p—— ) 43.8| 789 | 1.2 141- 12
Flagelina (53) ; ; 51.6(494 | 4 97 1 7.0 |2 46.7| 210.5 4.1 ; Cuatro estados
typhimurium 3) 46.4| 283.9 4.8 15.5
: : : (a 25°C)
o- amilasa (54 | Alferomonas| 4o o1 459 | 3 | 99 | 1 | 72| 437 | 2380 | 847 | 992 | Dos estados
haloplanctis ’ ) ’ ' ) (a 17°C)
TatiReni- S 1) 57.0| 64.6 Tres
cinasg (55) e isz:milis 47 | 414 | 3 ND 2 80 |2 459| 86.8 ND ND transiciones de
qu 3 69.9| 46.4 dos estados
: 1) 64.8| 51.7 2.1
Fosfoglicerato | Thermologa | 43 |399| 2 | 98 | 1 | 3.4 |2 746 757 | 17 | ND |Cuatroestados
3) 77.7| 94.0 2.1
Pepsinogeno | o cscrofa | 40 |386| 3 |ND| 1 | 60| 66.0 | 2708 | 6.1 | 81 | Dosunidades
(57) (a 25°C) | cooperativas
MPB (%) Ecoi |43[370| 2 | 91| 1 |74 630 |241.4 | 58 | 107 | Dosestados
4.0 Dos
BSF (59 Bos taurus | 48 | 359 3 ND 2 6.0 1) 59.5| 87.7 2.66 3.3 transiciones de
2) 91.5| 45.7 0.78 B
(a 25°C) dos estados
Tmod(N39) (60) G. gallus |39.7 | 344 2 ND 1 3.0 39.6 91.6 ND ND Dos estados
1) 41.0| 47.0
2j 51.2| 39.0 SRR
RAP (61) H. sapiens | 39 | 323 | ND | ND 2 8.7 3 60. P 41'0 ND ND transiciones de
4 65.9| 43.0 dos estados

DSC, calorimetria de barrido diferencial (ver Apéndice B); # Res, nimero de residuos; # Dom, numero de dominios; % Rev, porcentaje de
reversibilidad; # trns obs, nimero de transiciones observadas en el termograma (ver Apéndice B); pH exp, pH experimental; ND, no determinado
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comparada con sus homélogas de cloroplasto y mitocondria, lo que
obviamente es consecuencia de la termoestabilidad del organismo. Dada la
irreversibilidad de la F,Fo ATP sintasa, una estrategia para estudiar la
estabilidad de la ATP sintasa es descomponerla en partes mas simples. El
entender las bases energéticas y estructurales de cada una de sus
subunidades ayudara a entender la contribucion de éstas a la estabilidad
de toda la enzima.

En el presente trabajo se estudio el proceso de desplegamiento de la
subunidad B de la ATP sintasa de Bacillus PS3 que, ademas de cumplir con
las caracteristicas de proteinas grandes y multidominio, cuenta con la
ventaja de pertenecer a un organismo termofilico, lo que probablemente
aumenta la probabilidad de que dicho proceso sea reversible al ser
inducido por temperatura.
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CariTuLO III

OBJETIVOS

1. Objetivo General

e Caracterizar la estabilidad conformacional de la subunidad B
aislada de la ATP sintasa de la bacteria termofilica Bacillus PS3

(TB).

2. Objetivos Particulares

e Sobreexpresar y purificar Tp.

¢ Explorar las condiciones de reversibilidad para el desplegamiento
de TP inducido por temperatura.

e Determinar los parametros termodinamicos de desplegamiento de
TP mediante estudios calorimétricos.

¢ Elucidar el mecanismo de desplegamiento de Tp.



CariTuLO IV

METODOS

1.

b)

d)

Crecimiento y Cosecha de Células

Cultivo en medio sélido. Células de Escherichia coli de la cepa DK8
que contienen el plasmido C95-1 se crecieron a partir de placas de
medio LB-agar-ampicilina (ver Apéndice A).

Precultivo. A partir de células del cultivo en medio sélido a), se
inocularon 50 mL de medio liquido LB estéril, el cual contenia 100
ug/mL de ampicilina, y se incubaron a 37°C y con una agitacion de
250 rpm.

Cultivo. Se inoculd con 40 mL del precultivo b), 1 L de medio liquido
LB con 100 pg/mL de ampicilina y se dejaron crecer a 37°C y con
una agitacion de 250 rpm por 8 horas, tiempo en el cual se alcanzo
la fase exponencial de crecimiento (Absssonm 2 0.6).

Sobreexpresion. Al cabo de 8 horas, se indujo la sobreexpresion
con 1 mM del inductor IPTG (isopropiltio-B-D-galactosido) y se
adicionaron 100 pg mas de ampicilina por mL de medio. El proceso
se mantuvo por 5 horas a 37°C y con una agitacién de 250 rpm.
Cosecha de células. Las células se centrifugaron a 3 840xg durante
10 minutos. Se cuantifico el peso hiumedo. A partir de 2 L de cultivo,
se obtuvieron 6 g de células, las cuales se resuspendieron en 200
mL de amortiguador de lisis (ver Apéndice A). Se aplicé una segunda
centrifugacion a la misma velocidad y las células se resuspendieron
nuevamente en 100 mL de amortiguador de lisis.
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2. Purificacion de Tf

Para cada paso, el grado de pureza de TP se determind por técnicas de
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes empleando el método de Laemmli 3 tefiidos con azul
Coomassie (ver Apéndice A). Ademas, se determind la concentracion de
proteina en cada paso mediante el método del acido bicinconinico ©¢ (ver
Apéndice A) para valorar el rendimiento.

b)

<)

d)

e)

Fragmentacion de células. Las células resuspendidas en
amortiguador de lisis se rompieron por cambio de presion a 1500 psi
en una prensa de French.

Primera separacion: ultracentrifugacion. Las células fragmenta-
das (55 mL) se ultracentrifugaron a 100 000xg durante 70 minutos a
4°C.

Segunda separacion: precipitacion con sulfato de amonio. El
sobrenadante resultante de b) se llevdo a una concentracion
saturante de 2.0 M de sulfato de amonio. Se dejoé incubar durante
toda una noche y se centrifugé a 27 200xg por 10 minutos a 4°C. El
precipitado resultante de la centrifugacion se resuspendio en 7 mL
del amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 7.3.

Tercera separacion: cromatografia de exclusién molecular
(Sephadex G-25). El volumen resuspendido se aplicé a una columna
de Sephadex G-25 (90 x 1.5 cm) previamente equilibrada con Tris-
HCl 20 mM pH 7.3 y se eluy6é con el mismo amortiguador con un
flujo de 0.240 mL/min.

Cuarta separacion: cromatografia de intercambio anidénico
(Mono-Q). Las fracciones ricas en TB se concentraron y se pasaron
por la columna de Mono-Q/HR-10 de intercambio anionico (montada
en HPLC) previamente equilibrada con Tris-HCl 20 mM pH 7.3. La
elusion de TP se hizo con un gradiente de NaCl de 0 a 1.0 M
empleando el programa 1 (ver Apéndice A).



3. Estudios de Fluorescencia
Intrinseca

Las proteinas con fluorescencia intrinseca poseen un espectro de emision
caracteristico, reflejo de su contenido de residuos aromaticos y de la
posicion de éstos dentro de su estructura. Esta fluorescencia puede ser
utilizada para cuantificar la unién de ligandos y los cambios
conformacionales en dichas proteinas. Por ello, la espectroscopia de
fluorescencia (ver Apéndice B-1) es una herramienta que resulta util al
evaluar la integridad de una proteina.

Protocolo Experimental

Con el fin de evaluar la integridad de la proteina purificada (TB) se
monitorearon los cambios en el espectro de emision de fluorescencia
usando un espectrofluorofotometro 1SS PCI Photon Counting
Spectrofluorometer ISS. Se utilizo como blanco un amortiguador de
Tricina-NaOH 2.0 mM pH 8.0, mismo que se emple6 en todo el
experimento. Las condiciones experimentales para todos los casos fueron
0.5 nm de paso de luz en excitacion y 1.0 nm en emision, excitaciéon en
275 nm y el espectro de emision se cuantifico de 295 a 400 nm a 25°C. Se
utilizé una celda de cuarzo con tapén hermético (Starna) con un paso de
luz de 4 mm de forma rectangular y de 600 puL de capacidad. La
concentracion de TB fue de 0.125 mg/mL. Primero, se obtuvo el espectro
de emision de TP. Posteriormente, se obtuvo el cambio en el espectro de
emision incubando la proteina con 25, 100, 220, 340, 450, 570 y 780 uM
de ATP. El experimento se llevé a cabo tanto para la proteina nativa como
para la renaturalizada.
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4. Estudios de Dicroismo Circular

El Dicroismo Circular (DC, ver Apéndice B-2) ha sido ampliamente
utilizado para determinar el contenido de estructura secundaria y
supersecundaria de las proteinas. Por ello, las perturbaciones de este tipo
de estructuras proteicas debidas, por ejemplo, a la unioén de ligandos o a
cambios térmicos, pueden ser monitoreadas mediante esta técnica.

Protocolo Experimental

Con el fin de explorar las condiciones experimentales de reversibilidad
para la reaccion de desplegamiento-plegamiento de TP, se realizd una
prueba de desnaturalizaciéon térmica siguiendo la sefial de DC en un
espectropolarimetro Jasco J-750. Tp a 0.283 mg/mL . previamente
desalada y equilibrada con Tricina-NaOH 20 mM pH 8.07 en la columna
de Sephadex G-25, se colocé en una celda de cuarzo de 0.1 cm de paso de
luz.

La desnaturalizacion térmica de TR se registré utilizando la senal de
DC a 220 nm con un incremento de temperatura a diferentes velocidades
en un intervalo de temperatura de 25 a 85°C. Se obtuvieron los espectros
de DC a 25 y a 85°C con un intervalo de longitud de onda de 200 a 250
nm.

En un segundo tipo de experimento, se realizd un barrido de
temperatura de 25 a 85°C a una velocidad de 1°C/min y se obtuvieron los
espectros de DC de TP a diferentes temperaturas a lo largo del barrido. El
equipo se programod para detenerse automaticamente a una temperatura
determinada y tomar un espectro de 250 a 200 nm de longitud de onda. La
concentracion de TP para este experimento fue de 0.432 mg/mL y el
amortiguador fue Tricina-NaOH 2.0 mM pH 8.0,
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5. Estudios Calorimétricos

La calorimetria de barrido diferencial (DSC, ver Apéndice B-3) ha sido
ampliamente utilizada para determinar datos termodinamicos del proceso
de desplegamiento de las proteinas. Los parametros termodinamicos que
resultan de estos estudios permiten caracterizar cuantitativamente la
estabilidad de dichas proteinas.

Protocolo Experimental

Para explorar la estabilidad conformacional de Tp aislada se realizaron
experimentos de desnaturalizacion por DSC en un calorimetro de barrido
diferencial VP-DSC (Valery Plotnikov Differential Scanning Calorimeter) de
Microcal Inc. TP se filtro con una columna de Sephadex G-25 en
amortiguador de Tricina-NaOH 20 mM pH 8.0. Posteriormente, la solucion
fue degasificada y filtrada (0.45 um). La concentracion de la proteina fue
de 0.483 mg/mL y fue determinada espectrofotométricamente utilizando
un coeficiente de extincion de 15 360 M-! cm-! a 280 nm.

Las celdas del calorimetro, con capacidad de 0.5 mL, se lavaron
exhaustivamente con agua y después con amortiguador. La linea base
instrumental se trazo llenando ambas celdas con amortiguador y
realizando tres barridos consecutivos de 20 a 100°C a una velocidad de
1.5°C/min, condiciones idénticas a las experimentales, asegurandose de
esta manera la reproducibilidad de la linea base. Una vez terminada la
adquisicién de la linea base, la celda de muestra se llenod con la solucién
de TP y se inici6 la corrida experimental. Terminado el primer barrido con
la proteina, se llevé a la proteina nuevamente a 20°C con una velocidad de
1.5°C/min. Posteriormente, se registro otro barrido sin extraer la muestra
de la celda con el fin de probar la reversibilidad de la desnaturalizacién de

TB.
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CariTUuLO V

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Sobreexpresion y Purificacion de Tj

La subunidad B de Bacillus PS3 (TB) fue sobreexpresada en células de E.
coli DK8 transformadas con el plasmido C95-1 que contiene el gen de T
(donado por el Dr. Masasuke Yoshida). Para evitar la copurificacién de las
subunidades de la ATP sintasa de E. coli, las células de la cepa DK8 tienen
una supresion total del operon unc, el cual codifica para la ATP sintasa (71,

El crecimiento poblacional de esta cepa es lento. Esto se debe a que,
al carecer de la ATP sintasa, las bacterias sdlo puede obtener el ATP
necesario para su crecimiento mediante glucélisis anaerobia y no mediante
fosforilacion oxidativa como normalmente lo hacen.

Por otro lado, se observo que a tiempos largos de incubacion existe
un incremento de actividad de proteasas que fragmentan a TB. Por ello,
después de 8 horas de crecimiento (densidad optica de 0.521 a 600 nm)
se indujo la sobreexpresion de TP con IPTG y se dejé crecer a las células
durante 4 horas mas (Figura 7). Después de 4 horas no se encontraron
diferencias significativas en la sobreexpresion de T, por lo que, también
para evitar la exposicion a la accion de las proteasas, solo se dejo inducir
la sobreexpresion de TP durante estas 4 horas.

Como se puede observar en la Figura 7, existe una pequefia
sobreexpresion basal de TP, pues después de 4 horas de crecimiento se
comienza a observar la presencia de esta proteina. Sin embargo, es hasta 2
horas después de inducir con IPTG, que se comienza a sobreexpresar
significativamente TB. 5 horas después de la sobreexpresion, no se
observan diferencias en la cantidad de proteina sobreexpresada. A pesar
de que se intent6 agregar la misma cantidad de proteina a cada carril del
gel, esto no fue completamente posible, ya que las proteinas provenian de
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muestras con diferentes concentraciones de células que fueron
fragmentadas con SDS y temperatura.

78 kDa
55 kDa

45 kDa
34 kDa

23 kDa

16 kDa |

Figura 7. Sobreexpresion de Tp. Gel de poliacrilamida al 12% en
condiciones desnaturalizantes de acuerdo al método de Laemmli tefiido con
azul Coomassie donde se muestra la sobreexpresion de TP a tiempos de 2
horas (carril 2), 4 horas (carril 3), 6 horas (carril 4), 2 horas después de
inducir con IPTG (carril 5) y 5 horas después (carril 6). En el carril 1 se
muestran los estandares de peso molecular (SeeBlue Pre-Stained Standard
LC5625, Invitrogen). Se agregaron aproximadamente 10 pg de proteina
totales en cada uno de los carriles. Ver texto para mas detalles.

A partir de 6 g de células, las cuales se rompieron usando una
prensa de French, se realizé una primera separacion de proteinas por
ultracentrifugacion diferencial. En esta primera separacion, se separaron
las proteinas solubles, entre las cuales se encuentra Tp, de restos
celulares.

En una segunda separacion, la fase soluble de la centrifugacion se
precipité con sulfato de amonio (2.0 M), donde precipita Tp.

La tercera separacion por cromatografia en Sephadex G-25 tuvo dos
propdsitos, el primero separar a TP de proteinas de mayor y menor tamano
en pesos moleculares y el segundo separarla del sulfato de amonio.

Posteriormente las fracciones ricas en TP se pasaron por la columna
Mono-Q previamente equilibrada con Tris-HCl 20 mM pH 7.3. Debido a
que TP tiene un punto isoeléctrico de pH 4.6, a un pH de 7.3 se encuentra
cargada negativamente y se unié a la resina de la columna de intercambio
aniénico Mono-Q. Se utilizé un gradiente de 0 a 1.0 M de NaCl para eluir
de forma diferencial a proteinas con diferentes afinidades por la resina.
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En la Figura 8 se muestra el cromatograma resultante de la
separacién por cromatografia en Mono-Q. Se puede notar en el
cromatograma un pico principal y bien definido que corresponde a T, que
eluyé aproximadamente a 300 mM de NaCl.

Como se muestra en el gel de acrilamida de la Figura 9, T resulté
practicamente pura siguiendo este protocolo de purificaciéon. En el carril 1
de la Figura 9 se puede notar que la ruptura mecanica de las células se
llevé a cabo satisfactoriamente. Después de la ultracentrifugacion de las
células fragmentadas se eliminaron las proteinas membranales (carril 2).
Por otro lado, las proteinas solubles, donde TP se encuentra, se muestran
en el carril 3. Se puede observar cémo en cada carril se va purificando T
(carriles 3 a 6) y después de pasarla por la columna Mono-Q esta
completamente pura (carril 6).

0.12
] - Absorbencia
L 100
0.104 Gradiente
§ 0.08 - 80
2 o.064
< ] L 60
° —
T 0.04- 9
-1 =
o - 40
3  0.02- ®
-1 -
=]
® .00 L 20
-0.02
1 -0
-0.04 T T T T 1 T L T
] 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (min)

Figura 8. Perfil de elusién de TP. El experimento se realizd en un sistema
HPLC utilizando una columna Mono-Q/HR-10. Se muestra el pico de
absorbencia de TB a 280 nm y el gradiente de NaCl. T eluye a
aproximadamente 300 mM de NaCl.

Finalmente, en la Tabla 4 se resume el rendimiento de proteina que
se logra al seguir este protocolo de purificacion. Como se puede observar,
el extracto crudo que se obtuvo a partir de 6 g de células contenia 432 mg
de proteinas totales de los cuales se obtuvieron 8.7 mg de T purificada, lo
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cual representa Unicamente alrededor del 2% de las proteinas totales. Se
puede notar también que la precipitacion con sulfato de amonio logro
separar la mayor proporcion de proteinas de Tp.

210 kDa

| 78 kDa
' |s5 kDa

45 kDa
34 kDa

23 kDa
16 kDa

1 2 3 4 5 6 7 |7TkDa

Figura 9. Purificacién de TP. Gel de poliacrilamida al 12% en presencia de
SDS de acuerdo al método de Laemmli. Tincién hecha con azul Coomassie.
Muestras resultantes de cada paso de la purificacion: (1) extracto crudo de
las células fragmentadas, (2) proteinas membranales que precipitaron tras
la ultracentrifugacion, (3) proteinas del sobrenadante tras la
ultracentrifugacion, (4) proteinas precipitadas con sulfato de amonio, (5)
fraccion rica en TP de la columna Sephadex, (6) TP pura de la columna
Mono Q, (7) estandares de peso molecular (SeeBlue Pre-Stained Standard
LC5625, Invitrogen). Se colocaron 10 pg de proteina en cada carril
determinados por el método de BCA.

E Tabla 4. Rendimiento de proteina durante el protocolo de

| g%ﬂ

IEtsqm de purificacion _e dtztzlr::eina Rendi;ﬁento
Células fragmentadas 432.3 100
Sobrenadante de ultracentrifugacion 291.0 67.3
Precipitado con sulfato de amonio 60.6 14.0
Cromatografia en Sephadex 40.6 9.4

| Cromatografia en Mono-Q 8.7 20 |
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2. Estudios del Desplegamiento
Térmico de TP: Dicroismo Circular

Una condicién indispensable para establecer parametros termodinamicos
a partir del estudio de desplegamiento de las proteinas, es que el proceso
sea reversible. Por ello, para explorar las condiciones experimentales de
reversibilidad para la reaccién de desplegamiento-plegamiento de T se
sigui6 la sefial de DC. En la Figura 10 se muestra el espectro de DC de TB
nativa a 25°C (trazo negro), a un intervalo de longitud de onda de 200 a
250 nm, el cual corresponde a la region del UV lejano. En esta region, la
sefial de DC se atribuye al contenido de estructura secundaria de las
proteinas. Se puede observar que el espectro de DC de TP es el de una
proteina tipica constituida tanto por hélices a como por hojas B, lo que
coincide con el contenido de estructura secundaria de Tp (Figura 6).

~———Tp desnaturalizada
TP renaturalizada

m decimol )
o

10,000 ) ~———Tp nativa

\

] (miligrados c

250

A (nm)

Figura 10. Espectros de DC de Tf. Las condiciones experimentales se
describen en la seccién de Métodos.

Para seguir la desnaturalizacién térmica comunmente se elige la
longitud de onda donde la senal de DC tiene un minimo. Para la
desnaturalizacion de TP se eligié seguir la sefial de DC a 220 nm, donde la
senal refleja la estructura de hélice a (Figura BIV de Apéndice B-2). En la
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Figura 1la se muestran el barrido de temperatura de Tp de 25 a 85°C a
una longitud de onda de 220 nm y una velocidad de calentamiento de
1°C/min. La curva muestra una sola transicion durante el desplegamiento
de TP con una Tm aparente de 66.8°C. Sin embargo, no se logré observar
una asintota clara de la senal de DC que indique que la transicion se ha
completado.
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Figura 11. Desplegamiento térmico de TP seguido por DC. Barridos de
temperatura de 25 a 85°C a una longitud de onda de 220 nm con una
velocidad de calentamiento y enfriamiento, respectivamente, de a) 1°C/min
y b) 0.5°C/min.
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El analisis espectral de DC de Tf de la Figura 10, muestra una clara
disminucion de la sefial de DC de TR a 85°C (trazo verde), lo que indica
una pérdida de la estructura secundaria de la proteina a esta temperatura,
aunque parece conservar estructura secundaria residual.

Para explorar si el proceso de desplegamiento térmico de TP es
reversible se enfrié la muestra hasta alcanzar nuevamente los 25°C con la
misma velocidad de cambio de temperatura (1°C/min). En la Figura 10 se
muestra el espectro de DC de la proteina renaturalizada a 25°C (trazo
naranja) que al compararse con el espectro de DC de T nativa a 25°C
(trazo negro), se puede observar una clara superposicion de ambos
espectros, lo cual sustenta que el proceso de desplegamiento térmico de Tf
es reversible bajo las condiciones experimentales observadas.

En un segundo experimento, se desplego a Tf pero con una
velocidad de calentamiento de 0.5°C/min (Figura 11b). La curva muestra
nuevamente una sola transicién con una Tm aparente de 66.9°C. Si se
sobreponen ambas graficas (Figura 12), se observa que las curvas de
desplegamiento a ambas velocidades se sobreponen muy aceptablemente
(trazo azul para 1°C/min y naranja para 0.5°C/min), lo que indica que el
proceso de desplegamiento térmico de T# se encuentra en equilibrio.
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Figura 12. Desplegamiento de Tf a dos velocidades de calentamiento
seguido por DC. Sobreposicion de barridos de temperatura de 25 a 85°C a
dos velocidades de calentamiento diferentes, 1.0°C/min para el trazo azul y
0.5°C/min para el trazo naranja, a una longitud de onda fija de 220 nm.
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Dada la reversibilidad del proceso de desplegamiento térmico de Tf
se optdé por hacer un nuevo experimento tomando su espectro de DC a
diferentes temperaturas para sondear los cambios de estructura
secundaria durante el proceso de desplegamiento térmico. En la Figura 13
se observa que entre los 25°C (trazo negro) y los 55°C (trazo verde), con
una diferencia de 30°C, existe una pérdida progresiva de estructura
secundaria. Sin embargo, entre los 55°C (trazo verde) y los 60°C (trazo
purpura), con una diferencia de 5°C, existe una pérdida abrupta de
estructura secundaria lo que sugiere que entre esas dos temperaturas
ocurre una transicion cooperativa durante el proceso de desplegamiento.
De los 65°C (trazo rosa) a los 85°C (trazo rojo) existe una pérdida
aparentemente moderada de estructura secundaria. A los 85°C parece
existir estructura secundaria residual, como se menciond, que requiere
mas energia calorifica para desestabilizarla.

5,000

0 (miligrados cm‘ decl.mol"}

L] L] L] L
200 210 220 230 240 250

Figura 13. Espectros de DC de Tf a diferentes temperaturas. Las
condiciones experimentales se describen en la seccién de Métodos.

A partir de la estructura cristalografica del hexamero asps (1sky.pdb)
se calculé la cantidad de hélices a y hojas B de TB. Se encontré que TP esta
conformada por un 42% de hélices o y un 25% de hojas p. El 33% restante
corresponde a cualquier otro tipo de estructura secundaria. Estos valores
fueron evaluados utilizando el programa DSSP (73). Algo que resulta notorio
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de la organizacion estructural de T es que su dominio N-terminal esta
conformado casi en su totalidad por hebras B careciendo por completo de
hélices a. En contraste, el dominio C-terminal estd compuesto casi
exclusivamente por hélices a careciendo de hebras B. El dominio central,
por su parte, es una combinacion de ambos tipos de estructura
secundaria.

La deconvolucién de los espectros de DC para estimar la estructura
secundaria a diferentes temperaturas se muestra en la Figura 14, donde
se utilizaron tres métodos diferentes (74); Selcon3 (trazo azul), Continll
(trazo cian) y Cdsstr (trazo verde). Se puede observar que los resultados
obtenidos con los tres programas son semejantes entre si y, aunque no
son totalmente coincidentes, comparten la misma tendencia. A medida que
la temperatura se incrementa, la cantidad de estructura hélice a tiende a
disminuir (Figura 14a). En general, la cantidad de hojas p se mantiene sin
cambio a lo largo de todo el intervalo de temperatura aunque con algunas
ligeras variaciones (Figura 14b). El resto de la estructura, la cual incluye
asas, giros, estructura no regular y estructura en estado desplegado, se
incrementa al aumentar la temperatura (Figura 14c).

La confiabilidad del analisis puede ser optimizada considerando las
soluciones a partir de los tres métodos (7). Una forma de hacerlo es
promediando las tres soluciones obtenidas a partir de los tres métodos
utilizados. En la Figura 15 se muestra el resultado de este promedio. Se
observa que a 25°C TP contiene alrededor de un 40% de hélices o, 20% de
hojas B y 40% de cualquier otro tipo de estructura, valores cercanos a los
calculados a partir de la estructura cristalografica. Asimismo, se observa
un decremento progresivo de hélices a (trazo rojo) de 25 a S55°C. Sin
embargo, de 55 a 65°C existe una pérdida abrupta de hélices o, haciendo
mas evidente lo observado en la Figura 13. A los 70°C pareciera existir una
pequena recuperacion de estructura hélice a, pero ésta probablemente se
encuentra dentro del error experimental. Asi, de manera general, la
estructura hélice a continlia cayendo hasta alcanzar aproximadamente un
20% a los 85°C. Las hojas B (trazo naranja), por su parte, parecen
mantenerse sin cambio. Asi, a 85°C, TP contiene alrededor de 20% de
hélices o, 20% de hojas p y 60% de cualquier otro tipo de estructura.

El que no exista un cambio significativo de hojas B sugiere que este
tipo de estructura secundaria en TP puede ser mas estable. Sin embargo,
resulta poco comun que un solo tipo de estructura secundaria se
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Figura 14. Anilisis de estructura secundaria de TP. Deconvolucion de los

espectros de DC de la Figura 13 utilizando tres métodos diferentes y la base
de datos 6 de CDPro (74: a) hélices a, b) hojas B y ¢) estructura no regular.
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Promedio de los datos de DC de la Figura 14.

mantenga sin cambio, por lo que esta sugerencia debe tomarse con
reservas. Asimismo, esto abre la pregunta de cuales son los factores que
estabilizan a las hojas B en TP y si estas hojas B pertenecen exclusivamente

al dominio N-terminal o es una combinacion entre éstas y aquellas hojas

del dominio central de unién al nucleétido.

Finalmente, estos resultados no son concluyentes para establecer un
modelo de la via de desplegamiento de TP, pero si proporcionan una idea
de los cambios estructurales que suceden durante este proceso. A
continuaciéon se muestran estudios de fluorescencia y de calorimetria
diferencial de barrido que pueden ayudar a elucidar el posible modelo de

plegamiento de Tp.
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3. Cambio De La Fluorescencia
Intrinseca
Por Union De Nucleotido

Una de las técnicas empleadas para evaluar la integridad de las proteinas
es la espectroscopia de fluorescencia. Esto se debe a que la intensidad y
energia con la cual fluorescen los fluoréforos son muy sensibles al
ambiente que los rodea.

TP contiene 12 tirosinas distribuidas a lo largo de toda su secuencia,
de las cuales Tyr277, Tyr307, Tyr34! y Tyr364 estan conservadas en la
secuencia primaria de las subunidades p de todas las F1-ATPasa conocidas
(Figura 16) (72,

Figura 16. Localizacién de
los residuos de tirosina en
TB. En esta figura se
muestran todos los residuos
de tirosina de TP resaltados en
rojo y sus posiciones en la
secuencia de la proteina. Las
posiciones de los residuos de
tirosinas  conservados en
todas las subunidades J
conocidas se muestran
subrayadas. Tomado de la
estructura cristalografica del

hexamero asfs (1sky.pdb).

Debido a que la fluorescencia intrinseca de TP esta dada unicamente
por las tirosinas, ya que no contiene triptofanos y las fenilalaninas no
contribuyen significativamente a la fluorescencia, la longitud de onda de
maxima emision para esta proteina debe estar alrededor de los 305 nm al
excitar con una longitud de onda de 275 nm (2. En la Figura 17 se
muestra que TP tiene su maximo a 302 nm.
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Se ha reportado una disminucién >60 % de la fluorescencia para la
subunidad B de E. coli tras la unién de ATP, excitando con una longitud de
onda de 280 nm (#4. Este apagamiento se explica por los cambios
conformacionales que lleva a cabo esta subunidad al unir nucleétido lo
que provoca un cambio en el ambiente de sus fluoréforos. De esta forma,
resulta practico evaluar la integridad del sitio activo de TP evaluando los
cambios de su intensidad de fluorescencia en presencia de ATP.

En la Figura 17 se muestra el espectro de emisiéon de Tf nativa en
ausencia y presencia de diferentes concentraciones de ATP. La excitacion
fue de 275 nm de longitud de onda. Se observa un apagamiento de la
intensidad de fluorescencia inducido por la union de ATP.

100+

TP 2.2 uM
1 —— T + 25 uyM ATP
80 T + 100 uyM ATP
TP + 220 uM ATP
~———Tp + 340 uM ATP
60 TP + 450 uM ATP
= ] ——TB + 570 uM ATP
; 40 ——— TP + 780 uM ATP

Figura 17. Espectros de emisién de TP nativa. Se muestran los espectros
de emisién en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de ATP.
La excitacion fue de 275 nm de longitud de onda.

En la Figura 18 se muestra el espectro de emision de T
renaturalizada, es decir, de la proteina que fue llevada de 25 a 85°C y de
regreso a 25°C durante los estudios de DC, en ausencia y presencia de
diferentes concentraciones de ATP. Si se compara el espectro de
fluorescencia de T nativa y de TP renaturalizada en ausencia de ATP
ambos mantienen la longitud de maxima emisiéon a 302 nm y la misma
intensidad de fluorescencia. Asimismo, el espectro de emision de T
renaturalizada muestra el mismo comportamiento de unién de ATP.



Figura 18. Espectros de emision de TP renmaturalizada. Se muestran los
espectros de emisién en ausencia y presencia de diferentes concentraciones
de ATP. La excitacién fue de 275 nm de longitud de onda. El 100% de IF
{intensidad de fluorescencia) se calculé con respecto al 100% de Tf nativa.

% IF

110

TP 2.2 uM
—— TP + 25 uM ATP
TP + 100 uM ATP
TP + 220 uM ATP
——— TP + 340 uM ATP

TP + 450 M ATP
——Tp + 570 uM ATP
———Tf + 780 uM ATP

100 +

® TP nativa
® Tp renaturalizada

[«

[ATP] uM
Figura 19. Reversibilidad del desplegamiento de TP por fluorescencia.
Cambio de la intensidad de fluorescencia de TP nativa y TP renaturalizada
en funcion de la concentracion de ATP. Se grafico la intensidad de

fluorescencia de la longitud de maxima emisién (302 nm).
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Regraficando la emision a 302 nm con respecto a la concentraciéon de
ATP (Figura 19) se puede observar que la union de ATP no cambia después
de la desnaturalizacién y renaturalizacion de Tp. Esto demuestra que el
sitio activo se reestructura completamente como el estado nativo. Esto
indica que el proceso de desplegamiento térmico de TP es reversible. De
esta manera, podemos concluir que TB se encuentra integra y
correctamente plegada antes y después de inducir el desplegamiento
térmico, es decir, el proceso es totalmente reversible.
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5. Estudios de Desplegamiento
Térmico de TP: Calorimetria

El estudio del desplegamiento de algunas proteinas de microorganismos
termofilicos puede ayudar a entender el problema de la estabilidad de las
proteinas y las estrategias adaptativas que permiten el funcionamiento de
éstas en condiciones extremas (17, Como se menciond, el estudio
termodinamico del proceso de desplegamiento permite explorar cuales son
las contribuciones de las fuerzas involucradas en la estabilizacion de las
proteinas. En este punto, los métodos calorimétricos constituyen una
herramienta importante, ya que con €stos los parametros termodinamicos
pueden ser deducidos directamente.

La Figura 20 muestra la curva de DSC del desplegamiento térmico de
TR en Tricina 20 mM pH 8.0 (datos crudos). Se puede observar una
primera transicién en el intervalo de temperatura de 50 a 69°C seguida por
una segunda transicion en el intervalo de 69 a 88°C.

<]

-10-

-15-

Cp (kcal/mol °C)

&

Temperatura (°C)

Figura 20. Desplegamiento térmico de TP (datos crudos). El experimento
fue realizado en Tricina 20 mM pH 8.0. La concentracion de proteina fue de
0.483 mg/mL. La velocidad de barrido fue de 90°C/h.
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Posteriormente, se resté la contribucion del amortiguador a la curva
calorimétrica del desplegamiento de Tf. Para el analisis de la
deconvolucion de los datos se trazoé la linea base, que trata de modelar la
contribucion del ACp de desplegamiento con respecto a la temperatura (o
grado de avance de la reaccién). Se consideré que la mejor representacion
de este cambio de capacidad calorifica era trazando una linea base
progresiva (Figura 21).

5

Cp (kecal/mol °C)
&

([

5.

Temperatura ('C)

Figura 21. Curva de DSC de TP. Curva experimental (linea negra) y linea
base (linea verde).

La deconvolucion se realizé ajustando la curva a un modelo de dos
transiciones de dos estados después de sustraer la linea base progresiva.
Los resultados del ajuste se ilustran en la Figura 22 y los parametros
termodinamicos obtenidos de este ajuste en la Tabla 5. Un analisis
termodinamico confiable del DSC requiere que el proceso de
desplegamiento sea reversible y no cinéticamente controlado. La
reversibilidad del proceso de desplegamiento de T en DSC fue demostrada
tras dos barridos consecutivos, mostrando un 89% de recuperacion del
AHca, es decir, de la entalpia de desnaturalizacién calorimétrica calculada
del area bajo el pico de absorcién de calor (Figura 23).

El ajuste de la curva calorimétrica de Tf muestra dos transiciones.
La primera transicion tiene una Tm de 63.1°C con un AH de 146 kcal/mol.
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La segunda transicion ocurre a mayor temperatura con una Tm de 75.9°C
y un AH de 69.3 kcal/mol (Tabla 5).

Cada transicion ajusta a un modelo de dos estados:
TP (nativa) « TP (intermediario)
TP (intermediario) < TP (desplegada)
Resultando un mecanismo completo de:
TP (nativa) <> TP (intermediario) <> TP (desplegada)

Cp (kecal/mol °C)

Temperatura (°C)

Figura 22, Tratamiento de los datos de DSC. Curva experimental después
de la sustracciéon de la linea base (linea negra) y deconvolucién de la
funcion de la capacidad calorifica en dos transiciones de dos estados (linea
roja).

Tabla 5. Parametros termodinidmicos del
desplegamiento térmico de TB: DSC

. Tml AH1 Tm2 AH2
(°C) (kcal/mol) (°C) (kcal/mol)

63.12+0.02| 146+0.5 |7594+0.14| 69.3+0.7

El signo positivo del AH de desplegamiento sugiere que cuando AG es
igual a cero, es decir, a la Tm, la entalpia es favorable (de signo negativo)
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para el proceso de plegamiento y la entropia, por lo tanto, es desfavorable.
Esto sugiere que las interacciones de tipo polar son las principales fuerzas
que estabilizan a Tp. Estas interacciones incluyen a los puentes de
hidrégeno y a los puentes salinos. De hecho, se ha observado que en
proteinas termofilicas existe un incremento de interacciones de tipo polar
que proporciona una contribucién extra a su estabilidad (17). Por su parte,
la entropia conformacional parece ser la principal fuerza que se opone al

plegamiento de TB.
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Figura 23. Reversibilidad del desplegamiento de Tf por DSC. Dos
endotermas consecutivas de DSC, la primera en el trazo negro y la segunda
en el trazo rojo, muestran la reversibilidad del desplegamiento de TB.

Por otra parte, como se pudo observar, la primera transicion del
desplegamiento de TP tiene una Tm de 63°C. Sin embargo, la bacteria
Bacillus PS3 habita a una temperatura de aproximadamente 80°C, donde
TP se encontraria desplegada y, por lo tanto, no funcional. No obstante, se
ha observado que las interacciones cuaternarias y factores extrinsecos
como ligandos y cofactores contribuyen a la estabilidad de las proteinas
(17), Asi, estudios del desplegamiento térmico de la FoF; ATP sintasa de
Bacillus PS3 64 mostraron que este complejo enzimatico tiene una Tm de
81.7°C y alcanza temperaturas ligeramente mayores en presencia de
nucleétidos y de Mg?*. Lo anterior representa 24°C de diferencia entre la
Tm de la subunidad B aislada y aquella del complejo oligomérico. Esto
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sugiere que la oligomerizacion proporciona un incremento en la estabilidad
de TP, al igual que la unién del ligando, permitiendo el plegamiento y el
funcionamiento correcto de la enzima a la temperatura a la cual habita el
organismo.

Finalmente, uno de los objetivos de estudiar el desplegamiento
térmico de Tf mediante calorimetria es el de elucidar el mecanismo de
plegamiento de esta proteina con la menor ambigliedad posible. Por su
lado, los estudios espectroscopicos reportan cambios estructurales en la
proteina durante y después del desplegamiento térmico. Con base en los
resultados obtenidos a partir de los estudios calorimétricos, un probable
mecanismo de plegamiento para TP seria a través de dos transiciones,
cada una de dos estados. Ya que las dos transiciones térmicas se
encuentran separadas, se sugiere la existencia de un estado intermediario
altamente poblado a una temperatura entre las dos transiciones, alrededor
de los 70°C. La estructura cristalografica de TP (59 muestra tres dominios
estructurales. Sin embargo, los resultados por DSC muestran dos
dominios cooperativos de plegamiento. Por lo tanto, se puede asumir que
los dos dominios estructurales se despliegan concertadamente,
conformando un solo dominio de plegamiento, mientras que el tercer
dominio estructural se despliega independientemente conformando otro
dominio de desplegamiento. Existen dos escenarios posibles de acuerdo a
esta suposicion: el primero es que el dominio N-terminal y el dominio
central se estén desplegando concertadamente, el segundo es que el
dominio central y el C-terminal sean los que se estén desplegando
concertadamente. De acuerdo a lo observado en los estudios de DC, a 70°C
TP ha sufrido una pérdida notable de estructura hélice a, en tanto que no
se aprecian cambios drasticos en el contenido de hebras f. Por ello, se
sugiere que el intermediario que reside a 70°C posee el dominio N-
terminal, formado por el barril de hojas B, plegado, mientras que el
dominio central de unién al nucleétido y el dominio C-terminal se
encuentran en su mayor parte desplegados.

En resumen, con base en los resultados de DC y DSC obtenidos en
el presente trabajo, se propone que el mecanismo de desplegamiento mas
probable para TP consiste en una primera transiciéon en la cual el dominio
central de unidon al nucleétido y el dominio C-terminal se despliegan
cooperativamente. Después de esta primera transicion sigue una segunda,
en la que el dominio N-terminal comienza a desplegarse, hasta que Tp
alcanza su estado desplegado.
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Capitulo VI
CONCLUSIONES

1.

El proceso de desplegamiento térmico de la subunidad p de la ATP
sintasa de la bacteria termofilica Bacillus PS3 (Tp) es reversible bajo
las condiciones experimentales encontradas. Lo anterior se
comprobé mediante estudios de dicroismo circular, fluorescencia
intrinseca y calorimetria de barrido diferencial. La reversibilidad del
desplegamiento térmico de TP la convierte en un modelo de estudio
interesante dadas las caracteristicas que presenta, i.e. 473 residuos
de aminoacidos y tres dominios estructurales.

La TP renaturalizada tiene la misma capacidad de uniéon al ATP que
la enzima nativa, lo que sugiere que el sitio de union de TP se
reestructura  completamente al renaturalizarla tras su
desplegamiento térmico.

La deconvolucion de los datos de dicroismo circular del
desplegamiento térmico de T muestra una transicion cooperativa a
55°C. Esta transicion parece estar caracterizada por una pérdida de
estructura secundaria de hélice o.

El estudio calorimétrico del desplegamiento térmico de TP muestra
que este proceso esta constituido por dos transiciones, cada una de
las cuales se ajusta a un modelo de dos estados. La primera
transicion esta caracterizada por una Tm de 63.1°C y un AH de 146

kcal/mol, mientras la segunda tiene una Tm de 75.9°C y un AH de
69.3 kcal/mol.

Debido a que el AH a la Tm es positivo para el desplegamiento, es de
signo negativo para el plegamiento y, por lo tanto, favorable a este
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ultimo proceso. Por ello se sugiere que las interacciones polares son
las principales fuerzas encargadas de estabilizar a T.

A partir de los resultados obtenidos, se sugiere que el mecanismo de
plegamiento de TP involucra una primera transicibn que
corresponde al desplegamiento concertado del dominio C-terminal y
del dominio de unién al nucledtido, seguida de una segunda
transiciobn que corresponde al desplegamiento del dominio N-
terminal.
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Capitulo VII
PERSPECTIVAS

Como se puede observar en el capitulo de Resultados y Discusion, el
rendimiento final de TB durante el protocolo de purificacién fue bajo, tan
solo del 2% del total de la proteina. Por esta razon, seria conveniente
optimizar tanto la sobreexpresion, asi como el protocolo de purificacion de
TB.

Por otro lado, en los estudios de desplegamiento térmico seguido por
la senal de dicroismo circular (DC) se observo que, a 85°C, Tp aun contiene
una cantidad importante de estructura secundaria. Por ello, resultaria
interesante seguir la senal de DC hasta que se observe que el proceso de
desplegamiento ha llegado a su fin, es decir, hasta que se observe una
asintota en la senal de DC. Una estrategia adicional para desestabilizar la
estructura secundaria residual de TB podria consistir en realizar el
experimento bajo otras condiciones experimentales, por ejemplo,
cambiando el pH de la solucién amortiguadora. Igualmente, resultaria
interesante realizar las pruebas de fluorescencia en la Tp que proviene de
los estudios calorimétricos. De esta forma, se podria evaluar la
reestructuracion del sitio activo de TP renaturalizada después de llevarla a
100°C, temperatura a la cual ha finalizado el proceso de desplegamiento
segun lo observado en los experimentos de calorimetria.

Un requisito fundamental para caracterizar termodinamicamente la
estabilidad conformacional de Tf es conocer el ACp de desplegamiento. El
ACp es necesario para calcular con menor ambigliedad el AG de
estabilidad de una proteina a cualquier temperatura y, por lo tanto, para
calcular el AG de maxima estabilidad. Por ello, un paso incuestionable a
seguir es el de explorar las condiciones experimentales que permitan
obtener el ACp de desplegamiento de TP. Una estrategia para conseguirlo
consiste en obtener el AH de desplegamiento a diferentes pH. Al graficar
estos AH como funcion de la Tm, de la pendiente se obtendria el ACp.
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En la presente tesis se logré unicamente un primer acercamiento
para conocer el mecanismo de desplegamiento de Tp. Sin embargo, para
establecerlo con una mayor confiabilidad, seria interesante realizar
estudios calorimétricos de cada uno de los dominios estructurales aislados
de TB. De esta manera se podrian responder algunas preguntas como:
¢cual es la participacion de cada uno de los dominios en la estabilidad de
TB?, ¢cudl es el dominio mas estable?, ¢cada dominio tiene la capacidad de
replegarse independientemente? y/o ¢cual es el posible mecanismo de
desplegamiento de TB?. Asimismo, seria interesante realizar estudios
calorimétricos del desplegamiento térmico de TB en presencia de
nucleétidos y en presencia de Mg?* para conocer cual es la contribucién de
estas moléculas a la estabilidad de esta proteina, ya que se ha observado
que, en general, la union de ligandos aumenta la estabilidad de las
proteinas.

Finalmente, hasta la fecha no existen otros estudios de
desplegamiento térmico de la subunidad B aislada, cualquiera que sea el
organismo al que pertenezca. Como consecuencia, no existen datos con los
cuales se puedan comparar los obtenidos en el presente trabajo. Por ello,
otra de las perspectivas de esta tesis seria la de realizar estudios de
desplegamiento térmico de subunidades mesofilicas homologas a T y
comparar los resultados con aquellos obtenidos para el desplegamiento
térmico de TP. Asi, podrian sugerirse cuales son las estrategias evolutivas
utilizadas en TP para que ésta trabaje a altas temperaturas.

55



APENDICE A

Medio Luria-Broth (LB)

Agar Sg
Triptona-Difco 10g
Extracto de Levadura Sg
NacCl Sg
Ampicilina 200 pg/mL

Los medios liquidos LB no contienen agar.
Se aforo a 1L y se esterilizo en una autoclave a 120°C durante 20 minutos.

Amortiguador de Lisis

Glicerol

Tris-HSO4 pH 8.0
p-aminobenzamidina
EDTA

NaCl

Programa 1 (columna Mono-Q en HPLC)

10 %
50 mM
6 mM

0.1 mM
100 mM

Tiempo Flujo % Tris-HCl 20 mM | % Tris-HCI 20 mM
(min) (mL/min) | pH 7.3+ 1M NaCl pH 7.3
0 1 0 ' 100
1 1 0 100
15 1 20 80
55 1 S50 50
70 1 100 0
85 1 100 0
100 1 0 100
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Geles de poliacrilamida.

Amortiguador gel separador
Tris base
SDS

Se ajusto a pH 8.8 con HCI.

Amortiguador gel concentrador
Tris base
SDS

Se ajustdé a pH 6.8 con HCIL.

Acrilamida/Bis (30%/0.8%)
Acrilamida
Bis-acrilamida

Laemmli (65,

1.5M
14 mM

0.5 M
14 mM

4.3 M
52 mM

Posteriormente se filtré con un filtro Whatman #1 (11 pm).

Gel separador 12 %

Mezclar
Agua 2.5 mL
Acrilamida/Bis (30%/0.8%) 3.0 mL
Amortiguador gel separador 1.9 mL
Persulfato de amonio 10 % 112 uL
TEMED 5.0 uL

Gel concentrador 5 %

Mezclar
Agua 1.0 mL
Acrilamida 30 % 444 uL
Amortiguador gel concentrador 300 uL
Persulfato de amonio 10 % 28 uL
TEMED 5.0 uL

Amortiguadores de corrida para electroforesis

Amortiguador del anodo (-)
Tris base
Se ajusto a pH 8.4 con HCL

200 mM
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Amortiguador del catodo (+)

Tris base 100 mM
Tricina 100 mM
SDS 10 % 0.35 mM

Se ajusto a pH 8.25 con HCL.

Mezcla de digestion

Glicerol 1.1 M
SDS 69.4 mM
Azul de bromofenol 0.3 mM
Amortiguador gel concentrador 1.25 %

Adicionar 1 uL de B-mercaptoetanol por 20 uL de solucién.

Azul de Coomassie para teiiir geles

Azul de coomassie G-250 585 uM
Isopropanol 10.8 M
Acido acético 4.1 M

Posteriormente se filtro.

El gel concentrador se corriéo a 80 V y 50 mA por 20 minutos. El gel
separador se corrid entre 100-120 V y 50 mA.

Determinacion de proteina por el método
del acido bicinconinico (BCA) (66

Reactivo A
BCA-Na, 1.0 %
Na,CO3.H.,O 2.0 %
Tartrato Na, 0.16 %
NaOH 0.4 %
NaHCO3 0.95 %
Reactivo B
CuS04.5H-0 4.0 %

Se mezclaron 100 volimenes de reactivo A con 2 volimenes de reactivo B.
Para realizar el ensayo, se mezclé 1 volumen de muestra con 20 volumenes
de la mezcla anterior y se incub6é durante 30 minutos a 30°C. La
absorbencia se cuantifico a 562 nm.
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Geles de Poliacrilamida. Condiciones Nativas.

Gel separador
Mezclar

Agua

Acrilamida/Bis (30%/0.8%)
Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8
Persulfato de amonio 10 %
TEMED

Gel concentrador

Mezclar
Agua
Acrilamida/Bis (30%/0.8%)
Tris-HC1 0.5 M, pH 6.8
Persulfato de amonio 10 %
TEMED

Amortiguador de corrida
Tris
Glicina

Se ajusté a pH 8.8 con NaOH

2.4 mL
1.35 mL
1.25 mL

50 uL
5.0 uL

1.15 mL
335 ulL
500 pL

30 uL
5.0 uL

25 mM
192 mM
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APENDICE B

1. Fluorescencia

1.1 Introduccion
La luz es una radiacion electromagnética y puede ser generada con un

amplio intervalo de longitudes de onda, las cuales tienen diferentes
energias e interactian con las moléculas en formas distintas. Mientras
menor sea su longitud de onda, la radiacion sera mas energética.

Para comprender la interaccion de la radiacion electromagnética con
la materia es necesario considerar un concepto fundamental de la
mecanica cuantica, el cual es la base de la espectroscopia de absorcion y
emision: los estados de energia estan cuantizados, es decir, cualquier
sistema tiene un cierto valor o nivel de energia 7). Los niveles de energia
representan los estados caracteristicos de una molécula: el estado basal
esta definido como el estado de menor energia y los estados de mayor
energia son llamados estados excitados. La energia que posee una
molécula puede ser clasificada en diferentes tipos: traslacional, rotacional,
vibracional, electronica y la asociada con las orientaciones que un spin
nuclear o electronico puede tomar en un campo magnético €7, En el
fenémeno de fluorescencia inicamente participan la energia rotacional, la
vibracional y la electrénica, ya que en las demas las diferencias entre los
niveles de energia son tan pequenas que pueden ser despreciadas (Figura
BI).

A temperatura estandar (25°C), una molécula se encuentra en su
estado electronico basal y en el nivel vibracional minimo. La absorcion de
energia apropiada resulta en un estado excitado y niveles vibracionales
superiores. En muchos casos, para regresar a su estado basal, esta
energia se pierde en forma de calor o cualquier otro proceso no radiativo,
pero en algunos otros casos ocurre una rerradiacion espontanea. La
fluorescencia es uno de esos procesos en los que ocurre una emision de
radiacion cuando una molécula en un estado electronico excitado regresa
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a su estado basal. Los grupos moleculares que le dan origen se denominan
fluoréforos. En el fenéomeno de fluorescencia, la luz emitida es de una
frecuencia menor que la luz incidente, pues los procesos no radiativos que
compiten con la fluorescencia para despoblar el estado excitado ocasionan
una disminucion en la energia de éste ©7).

A
Estados
rotacionales Estado electronico
excitado
\g tados vibracionales
-T)]
=
[}]
A
s *=+» Absorcion
Foten = * Procesos no radiativos
Estado electronico basal = Fluorescencia

Figura Bl. Esquema que muestra dos estados electronicos, cada uno de los
cuales esta compuesto por una variedad de estados vibracionales y
rotacionales. La diferencia de energia entre dos estados rotacionales es de 1
kcal/mol; entre dos estados vibracionales de 10 kcal/mol; y entre dos
estados electronicos de 36 a 100 kcal/mol. Asimismo, se muestran los
procesos de absorcion y fluorescencia asi como los procesos no radiativos
con los cuales compite ésta. Adaptada de:

http://www.rose-hulman.edu/ ~brandt/Chem430/Spectroscopy_intro.pdf

Existen fluoréforos naturales como el NADH y la clorofila, entre
otros; las proteinas, por su parte, deben su fluorescencia intrinseca a la
presencia de aminoacidos aromaticos que son los fluoréforos triptofano,
tirosina y fenilalanina ©7), En la Figura BIl se muestran los espectros de
absorcion y de emision tipicos de estos aminoacidos.

La fluorescencia es muy sensible al ambiente del fluoroforo y, por
tanto, los varios parametros cuantificables (espectros de emision y
excitacion, la intensidad y el tiempo de vida) pueden ser afectados de
diferentes formas. Por ello, dentro del estudio de las proteinas, la
fluorescencia ha sido empleada ampliamente para medir la unién de
ligandos y los cambios conformacionales de las proteinas, entre otros 67,
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250 300 350 400 450 500
Mam)
Figura BII. Espectros de a) absorcion y b) fluorescencia de los aminoacidos
fenilalanina, triptofano y tirosina. En b) fenilalanina fue excitado a 240 nm,

triptofano a 270 nm y tirosina a 260 nm. Adaptada de:
http:/ fomle ogredu/spectra/ PhotochemCAD /html/
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- 2. Dicroismo Circular

2.1 Introduccion

El Dicroismo Circular (DC) tiene una aplicacion particularmente
importante en el estudio de los sistemas bioquimicos ya que es una técnica
espectroscopica sensible a la actividad optica de las moléculas. La
actividad optica es una caracteristica de las moléculas quirales, que son
aquellas que poseen uno o mas atomos asimétricos. Este es el caso de los
aminoacidos (con excepcion de la glicina) por lo que, consecuentemente,
las proteinas, macromoléculas formadas por ellos, también son
asimétricas y poseen la propiedad de la actividad o6ptica (Figura Blll). Cada
tipo de estructura presente en las proteinas, al tener diferentes
conformaciones, tienen distintas propiedades de DC (Figura BVI) 68},

Figura BIIl. El atomo de
carbono « de los aminoacidos
es asimeétrico, por lo que
existen dos estereoisomeros, D
y L. Las proteinas constan
exclusivamente de aminoacidos
L.

Para explicar los origenes de los fenomenos que dan lugar a las
propiedades experimentalmente observables de DC nuevamente es
necesario considerar algunos aspectos de la naturaleza de la luz y su
interaccion con la materia. La luz es una radiacion electromagnética y esta
caracterizada por un campo eléctrico oscilatorio y un campo magnético, los
cuales son siempre perpendiculares entre si (67.68), La interaccién de la luz
con la materia se da mediante el efecto de estos campos en la distribucion
de los electrones en el armazén molecular ©68),

La radiacién electromagnética puede oscilar en cualquier direccion
perpendicular a la direccion de propagacién. Sin embargo la luz puede ser
polarizada en un solo plano, es decir, la direccién de sus oscilaciones esta
restringida a un solo angulo (67, 68),

La luz circularmente polarizada se genera si dos haces de luz
polarizados viajan mutuamente perpendiculares y una de las ondas de luz
tiene un retraso de un cuarto de fase de longitud de onda con respecto a la
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otra onda de luz (Figura BIV). Si el signo del retraso se invierte, el sentido
hacia el cual la luz emergente gira también se invierte ©8),

Figura BIV. [lustracion de a) como dos haces polarizados a lo largo de xz y
Xy con un retrazo de un cuarto de fase uno con respecto a otro, generan un
haz circularmente polarizado b) cuando estan sobrepuestos. Tomada de la
referencia (67).

La combinacion de cantidades iguales de luz circularmente
polarizada con sentido levogiro (LCPL) y luz circularmente polarizada con
sentido dextrégiro (LCPD) genera luz polarizada en un solo plano (8,
Cuando una molécula es oOpticamente activa, interactia de manera
distinta con LCPL y con LCPD. Esta interaccion es detectada ya sea como
un cambio en la velocidad de los dos rayos a través de la muestra o bien,
si la molécula con actividad éptica es a su vez un cromoforo, es detectada
como una absorcion diferencial de cada rayo. Este ultimo caso es el que
produce el fenomeno de DC 7). Debido a que el rayo de luz que emerge en
el DC esta compuesto de cantidades distintas de LCPL y LCPD, se genera
luz elipticamente polarizada (Figura BV) ©8),

Figura BV. La luz polariza-
da en un plano puede ser
vista como una superposi-
cion de cantidades iguales
de LCPL y LCPD a); la
absorcion diferencial de
LCPL y LCPD genera luz
elipticamente polarizada b).
Tomada de la referencia
(67).

64



Debe notarse que el fenémeno de DC ocurre so6lo en la region de las
bandas de absorcion. Por otro lado, la actividad optica sélo es observada
cuando el ambiente en el cual una transicién ocurre es asimétrico. Muy
pocos cromoforos tienen actividad oOptica intrinseca. En proteinas, el
enlace peptidico es un croméforo (el cual absorbe a una longitud de onda
<240 nm) que no posee actividad optica intrinseca; sin embargo, pueden
modificar sus propiedades oOpticas dependiendo del arreglo espacial que
adopten, como hélices, hojas o giros. Gracias a esto se han podido
desarrollar métodos para estimar el contenido de estructura secundaria en
una proteina de acuerdo a su espectro en el ultravioleta lejano (Figura
BVI). La actividad éptica de croméforos inherentemente simétricos como
las cadenas laterales aromaticas (que absorben a 250-310 nm) es inducida
y resulta de interacciones con grupos vecinos colocados asimétricamente,
relacion que es unica para cada proteina, por lo que un espectro en el
ultravioleta cercano puede ser considerado como una “huella digital” de la
proteina (67),

-+ Heélices
+ Hojas
&+ Giros

[ 8 Jmrw x 10°2 (degeem? / decimol )

Wavelength (nm)

Figura BVI. Espectros de DC de cada uno de los principales tipos de
estructura secundaria de proteinas. Tomada de:
http: / /www.rose-hulman.edu/ ~brandt/Chem430,/CD.pdf

La formula utilizada para convertir los datos de DC a elipticidad
molar (6) es:

Elipticidad molar (6) = 6 (en miligrados)*peso promedio por residuo*100
[proteina (mg/mL)]*paso de luz de la celda (cm)*1000
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2.2 Instrumentacion

El espectropolarimetro de DC consiste en una fuente luminosa de alta
intensidad cuya luz pasa a través de un monocromador, con el que se
selecciona la longitud de onda. Posteriormente pasa por un modulador que
planopolariza el haz de luz monocromatico y que contiene un elemento
optico, el cual actia como un retardador de fase. Este modulador tiene
ademas la capacidad de alternar periodicamente LCPL y LCPD en funcion
del tipo de senal eléctrica que recibe del sistema electrénico. La LCPL y la
LCPD son absorbidas de manera diferencial si se hacen pasar por una
muestra circularmente dicroica. El haz de luz que emerge de la muestra
llega a un fotodetector y después a un amplificador. Posteriormente los
datos son procesados para generar una grafica de AAbsorbencia contra
longitud de onda 8 (Figura BVII).

/N Tl IR

F MC M C FD A Pr G

Figura BVII. Diagrama esquematico de un espectropolarimetro donde F es
la fuente de luz, MC es el monocromador, M es el modulador, C es la celda
que contiene la muestra a analizar, FD es el fotodetector, A es el
amplificador, Pr es el procesador de datos y G el grafico resultante.
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3. Calorimetria

3.1 Introduccion

La calorimetria de barrido diferencial (DSC, por sus siglas en inglés) es

una técnica experimental que cuantifica la energia en forma de calor

consumida para mantener una solucion muestra y una solucién de
referencia a la misma temperatura durante el incremento (0 decremento)
en la temperatura a una velocidad de barrido determinada. Esta técnica

puede ser usada para determinar datos termodinamicos de transiciones y

cambios conformacionales en varias clases de sistemas, entre ellos los

biologicos (24,

En particular, la DSC se ha empleado ampliamente para obtener
informacién fundamental acerca de la naturaleza del desplegamiento de
las proteinas y de las fuerzas involucradas en estabilizar las estructuras de
las proteinas. Al realizar estudios mediante DSC en el caso de
desplegamiento de proteinas, los siguientes parametros pueden ser
determinados a partir de un barrido diferencial (©?):

e La entalpia de transicion o calorimétrica (AHeay), la cual es la diferencia
de capacidad calorifica entre la muestra y la linea base integrada en el
intervalo de temperatura de la transicion por la cantidad de proteina
que lleva a cabo la transiciéon en gramos o en moles.

e La temperatura donde la mitad de la poblacion de proteinas estan en
estado desplegado y la mitad en estado nativo, es decir, la temperatura
donde el AG de desplegamiento es igual a cero (Tm).

» La diferencia entre la capacidad calorifica de la proteina nativa y la de
la proteina desplegada (AuwsCp), la cual se obtiene de la diferencia entre
las lineas base pre y postransicionales extrapoladas a la temperatura
del punto medio de la transicion.

¢ El mecanismo de desplegamiento.

La senal que se obtiene en la DSC se denomina comunmente
termograma y muestra la capacidad calorifica en exceso (Cp de la muestra
menos el de la referencia) como funcién de la temperatura (Figura BVIII).
Este termograma comprende tres regiones: la linea base pretransicional, la
transicion de desplegamiento y la linea base postransicional. A
temperaturas por debajo del desplegamiento térmico, el Cp simplemente
refleja la diferencia en la capacidad calorifica entre la proteina y el
amortiguador. Generalmente, la linea base pretransicional muestra una
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ligera pendiente positiva que refleja el cambio en la capacidad calorifica
con la temperatura. Cuando la proteina comienza a desplegarse, el Cp
aumenta a medida que mas energia en forma de calor es consumida para
el desplegamiento de la proteina, alcanzando su maximo en el punto medio
del proceso. La linea base postransicional representa el Cp de la proteina
desnaturalizada, la cual usualmente es mayor a la de la proteina nativa
(24]'

La entalpia calorimétrica (AHcal) €s €l area total integrada bajo el pico
del termograma, la cual representa la energia calorifica total consumida
por la muestra para llevar a cabo la transicién 24,

Figura BVIII. Curva de capaci-
dad calorifica (trazo continuo) en
funcién de la temperatura para
la desnaturalizacion térmica de
una proteina hipotética. CpM
representa la capacidad calori-
fica aparente del estado nativo y
CyP la del estado desplegado. El C
trazo discontinuo representa el P
ACp de desplegamiento, es decir,
la diferencia en la capacidad
calorifica entre el estado desna-
turalizado y el nativo. El area
encerrada entre las dos curvas

equivale a la entalpia de desna- T
turalizacion (AH). La temperatura L I 1
del maximo de la transicion es 40 60 80 100
la T

TCO)

3.2 Instrumentacion
Un calorimetro de barrido diferencial (Figura BIX) contiene dos celdas
gemelas situadas simétricamente dentro de una chaqueta metalica
disefiada para crear un entorno adiabatico alrededor de la celda de
referencia y la celda de muestra. La primera contiene el solvente mientras
la segunda contiene el solvente mas la muestra a ser analizada. Ambas
son calentadas de manera progresiva. Cuando un proceso inducido por
temperatura toma lugar en la celda de muestra, el calorimetro compensa
con mas o menos potencia eléctrica (dependiendo si el proceso es
endotérmico o exotérmico) a la celda muestra, mediante unas resistencias
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apropiadas, para mantenerla a la misma temperatura que la celda de
referencia. El calorimetro registra la diferencia en la potencia eléctrica, la
cual es proporcional a la diferencia en la capacidad calorifica, de las celdas
de referencia y la de muestra, como funcion de la temperatura (79,

Coraza [
adiabdtica f

Calentadores
principales

Calentadores
auxiliares

Figura BIX. Esquema de un calorimetro diferencial de barrido formado por
dos celdas idénticas, una de muestra (S) y otra de referencia (R) que
contienen la solucién de proteina y amortiguador, respectivamente, con
tubos capilares de entrada. Durante un barrido, el poder es suministrado a
los calentadores principales, situados alrededor de las celdas, para elevar la
temperatura en las celdas a una velocidad fija, mientras se monitorea la
diferencia de temperatura entre la celda de muestra y la de referencia (AT))
y entre las dos celdas y la coraza adiabatica que las rodea (AT:). La coraza
tiene un dispositivo que responde a AT; y trata de mantener la temperatura
entre las celdas y la coraza lo mas cercana posible. Los calentadores
auxiliares compensan cualquier diferencia de temperatura entre las celdas
durante el barrido, lo cual se va registrando en una computadora. Tomada
de: http:/ /www.chem.gla.ac.uk/stafl/alanc /dsc.pdf
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