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Abreviaturas

ASA: Area accesible al solvente

Cm: Concentracion media de desnaturalizante
CspB: Cold-Shock Protein de Bacillus subtilis
DC: Dicroismo circular

DSC: Calorimetria diferencial de barrido

ET: Estado de transicion

FD: Fraccion de proteina desnaturalizada

His J: Proteina de union a histidina

IF: Intensidad de fluorescencia

Im7: Proteina inmunitaria a Colchicina

Im9: Proteina inmunitaria a Colchicina

ITC: Calorimetria de titulacion isotérmica

Kq: Constante de disociacion

LAO: Proteina de unién a lisina, arginina y ornitina
MBP: Proteina de unién a maltosa

PBP: Proteina de unién a ligando

SBP: Proteina de union a substrato

Tm: Temperatura media de desnaturalizacion
AH: Cambio en la entalpia

AS: Cambio en la entropia
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Introduccion.
Las proteinas son macromoléculas versétiles que realizan diversas funciones,

desde el reconocimiento molecular hasta la catalisis. Estan constituidas por
aminoacidos que forman un enlace covalente entre ellos (enlace peptidico) para
formar un polipéptido. Su nivel estructural va desde pocos aminoacidos
(oligopéptidos), como la insulina, hasta polimeros de gran tamafo, ya sea en
forma de una sola subunidad o complejos multiméricos, por ejemplo, en el caso de
los virus. La informacion requerida para que cada proteina adquiera su estructura
esta contenida en la secuencia de sus aminoacidos. Cada aminoacido contiene
una cadena lateral con propiedades quimicas especificas, que van desde grupos
no polares a polares sin 0 con carga, que permite que ciertos residuos se
encuentren preferencialmente de cara al solvente acuoso o bien a las regiones
hidrofébicas, las cuales corresponden a las zonas internas de las proteinas. De
esta manera, la secuencia especifica de aminoacidos determina la estructura
proteica y su funcién. Resulta sorprendente cémo estos aminoacidos le dan
estructura a las miles de proteinas existentes, desde enzimas, hormonas,

anticuerpos, fibras musculares, etc.

Uno de los objetivos del estudio de las proteinas en la actualidad es poder
predecir la estructura y actividad de una proteina a partir de su estructura primaria
(es decir, su secuencia de aminoacidos); para ello debemos entender su
comportamiento cinético y al equilibrio, ademas, ser capaces de relacionar dichas
propiedades con su estructura. Asi, el punto de inicio para el estudio de las

proteinas es su estructura. (Fersht, 1999).

= Niveles de estructura de proteinas.
Dentro del estudio estructural de las proteinas se han distinguido varios niveles de

organizacién (Figura 1).
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Estructura Primaria Estructura Secundaria

Estructura Terciaria Estructura Cuaternaria

Figura 1. Niveles de estructura de las proteinas. En la estructura terciaria se muestra el monomero de la proteina
galactosa-1-fosfato-uridiltransferasa (GALT), mientras que la estructura cuaternaria muestra a la proteina dimérica.
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e Estructura primaria.
El constituyente primario de las proteinas son los L-aminoacidos, los cuales se
encuentran unidos mediante enlaces tipo amida, donde el amino a de un residuo
se une con el carboxilo a del siguiente. La estructura primaria esta definida por la
secuencia en la que los aminoacidos forman el polimero. Generalmente, la
estructura primaria de casi todas las proteinas intracelulares consiste en una
cadena de polipéptidos lineal; sin embargo, varias proteinas extracelulares tienen

enlaces covalentes entre los grupos tiol de los residuos de cisteina (Fersht, 1999).

e Estructura secundaria.
Este nivel consta de varios patrones repetitivos de los cuales los mas comunes
son las hélices a y las hojas B. Las hélices a son estructuras en forma de varilla
que se originan cuando la cadena polipeptidica adquiere una conformacion
helicoidal dextrogira, formandose puentes de hidrogeno entre un grupo N-H y el
grupo carboxilo del aminoacido que se encuentra cuatro residuos mas adelante.
(McKee, 2009). Las hojas B se forman cuando se alinean dos o mas segmentos de
la cadena polipeptidica, uno al lado del otro, y se estabilizan mediante enlaces de
hidrégeno que se forman entre los grupos N-H y carbonilo de cadenas adyacentes
en el esqueleto polipeptidico: dichas estructuras pueden ser paralelas o anti
paralelas, todo depende del sentido en el que estén dispuestos los puentes de

hidrogeno de las cadenas polipeptidicas (McKee, 2009).

e Estructuraterciaria.
Cuando se habla de estructura terciaria se hace referencia a las conformaciones
tridimensionales que adquieren las proteinas globulares cuando se pliegan en sus
estructuras nativas. Entre las principales caracteristicas de la estructura terciaria
se encuentra la manera en la que se da el plegamiento, que permite que residuos
lejanos en la estructura primaria queden cerca y que la proteina sea compacta;
ademas, aquellas proteinas globulares que son grandes suelen tener varias
unidades compactas Illamadas dominios, los cuales son segmentos
independientes estructuralmente y que poseen funciones especificas. La

estructura terciaria se estabiliza mediante interacciones hidrofébicas,
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electrostaticas, puentes de hidrégeno, enlaces covalentes e hidratacion (McKee,
2009).

e Estructura cuaternaria.
Existen proteinas que pueden estar formadas por una o varias cadenas
polipeptidicas; a las primeras se les denominan monomeros, a las segundas
oligdmeros. Cuando hablamos de la estructura cuaternaria de las proteinas nos
referimos a la disposicion de las subunidades proteicas que pueden ser idénticas o
diferentes y que pueden plegarse antes, durante o después de su asociacion para
formar un oligdbmero. Posterior a la asociacion de los mondmeros se da paso a la

estructura cuaternaria de dicha proteina (Vazquez-Contreras, 2003).

Funciones de las proteinas.
La diversidad funcional de las proteinas es tan vasta como su diversidad

estructural. Dichas macromoléculas realizan funciones como la catalisis,
reconocimiento celular, transporte de moléculas, sirven como materiales
estructurales y hormonas, participan en la regulacibn metabdlica, como
neurotransmisores, entre otras. La funcion de una proteina depende de la
estructura tridimensional que adquiera. Por lo anterior, es importante conocer
como es que dichas macromoléculas adquieren su estructura nativa a partir de su

estado desnaturalizado.

Plegamiento de proteinas.
A lo largo de la historia se han realizado diversas investigaciones con la finalidad

de comprender la naturaleza de las proteinas. Anfinsen, en 1961, realiz6 uno de
los experimentos que le valdria el Premio Nobel. En dicho estudio desplegé a la
ribonucleasa pancreatica bovina utilizando urea como agente desnaturalizante y
mercaptoetanol como agente reductor. Con lo anterior observd la pérdida de
actividad; posteriormente la renaturaliz6 y noté que la proteina recuperaba su
actividad y, por lo tanto, su estructura nativa. Esta investigacion le permitio sugerir
gue toda la informacion requerida (por la proteina) para adoptar su conformacién

final esta codificada en su estructura primaria.
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Tiempo después Levinthal, en 1969, propuso que la busqueda de la estructura
nativa de una proteina no puede ser al azar, ya que el numero de posibles estados
es tan grande que hace practicamente imposible el plegamiento en un tiempo
biologicamente relevante. Por lo anterior, se plantea que una proteina presenta
vias de plegamiento codificadas en su estructura primaria. Adicionalmente, se
propuso el término de paisaje energético, el cual difiere para cada proteina y tiene
forma de embudo, donde el estado desnaturalizado ocupa la parte superior del
mismo y se compone de un gran numero de conformaciones de alta energia y
entropia. Conforme el embudo se va haciendo méas angosto se reduce el espacio

conformacional hasta llegar a la punta, donde se sitla el estado nativo (Figura 2).

_ Polipétidos sin plegar |
energ ia v s T —
AT 1 2 ol 3/ \,

P Proteina plegada e
pid incorrectamente | .~
| Estructura correcta L
-~ s
.f/ f” \

7/
conformacion

Figura 2. Representacion de un "embudo de plegamiento”. En la parte superior se muestra al polipétido
sin plegar, el cual puede recorrer diferentes vias hasta llegar a la estructura terciaria correcta, sin
embargo, en el camino pueden presentarse intermediarios (Modificado de Miller-Esterl et al., 2008).

Después de la paradoja de Levinthal surgieron tres modelos principales que
permitieron explicar el plegamiento de las proteinas, suprimiendo la busqueda al
azar. El modelo de nucleacion plantea que residuos vecinos en la secuencia
forman estructuras secundarias que actian como nucleos a partir de los cuales se
propaga la estructura nativa (Fersht, 1999). EI modelo jerarquico propone la

formacion espontanea de estructuras secundarias locales que, si son mas
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estables que el polipetido desplegado, sobreviven y permiten la posterior
formacién de estructuras super secundarias (Muller-Esterl y col. 2008). El modelo
de colapso hidrofébico sugiere el colapso de la proteina alrededor de sus
cadenas laterales hidrofébicas para después re-arreglarse y salir del estado
conformacional restringido en que se encuentra el intermediario, para adquirir su
estructura nativa. El modelo de nucleacion condensacion, propuesto por Alan
Fersht, supone la formacion de un nucleo de estructura secundaria que se
estabiliza mediante interacciones terciarias alrededor de las cuales la estructura se
condensa (Fersht, 1997). A pesar de esto, se ha demostrado que ninguno de los
modelos antes mencionados explica de manera general el proceso de plegamiento
de las proteinas, sino que cada proteina presenta un comportamiento particular en

su proceso de plegamiento.

Intermediarios de plegamiento.
Los modelos de plegamiento antes mencionados tienen en comun la presencia de

intermediarios. Lo anterior sugirid6 que dichas especies eran necesarias para que
las proteinas adquirieran su estructura nativa debido a que restringian el espacio
conformacional. No obstante, estudios posteriores mostraron que proteinas como
la CspB se pliegan en ausencia de intermediarios (Schindler, 1995), o tienen
mecanismos diferentes a los ya propuestos (como la lisozima), o bien, presentan
intermediarios que obstaculizan el plegamiento y representan trampas cinéticas.
Sin embargo, existen estudios que sugieren que los intermediarios ayudan a la
proteina a encontrar su estructura nativa. Por ejemplo, el aumento de hasta 20
veces en la velocidad del plegamiento para la proteina Im9, al estabilizar su
intermediario cinético a través de la incorporacion de residuos presentes en el
intermediario de su homéloga Im7 (Friel, 2004). Asi como este ejemplo, existen
otros mas que apoyan la idea de que los intermediarios son especies productivas
gue permiten encontrar la conformacién del estado nativo de manera mas
eficiente. Algunos autores sugieren que especies diferentes al estado nativo y
desnaturalizado surgieron como consecuencia de la funcion, es decir, que las
secuencias han evolucionado con propositos funcionales, lo que compromete la

velocidad de plegamiento y estabilidad de las estructuras proteicas (Brockwell,
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2007). Ademas, se han identificado intermediarios en proteinas cuyo mecanismo
de plegamiento habia sido reportado como de dos estados. Lo anterior indica que
dichas especies existen en todas ellas, sin embargo, no siempre es posible
identificarlas por su baja estabilidad, asi como la sensibilidad de los métodos
utilizados. Aungue el debate sobre la importancia de las especies intermediarias
sigue en pie, su estudio representa informacion para entender el camino que la

proteina recorre hasta el estado nativo.

Una manera de detectar intermediarios es mediante el andlisis de cinéticas de re-
plegamiento. Existen caracteristicas clave en el grafico de chevron que permiten
confirmar la presencia de un proceso de plegamiento de dos estados y, de esta
manera, descartar un proceso mas complejo. Una de ellas es la linealidad en
ambos brazos del grafico de chevron. Ademas, la extrapolacion de las constantes
ki° y kq° deben proporcionar un valor estimado de la estabilidad de la proteina y
este debe coincidir con el valor obtenido en los estudios al equilibrio. Por ultimo, la
suma de los valores de m obtenidos en los estudios cinéticos debe coincidir con la

suma de los valores de m de los estudios al equilibrio.

Por otra parte, es importante verificar la presencia de una fase explosiva. Este tipo
de reacciones se observan en diversas proteinas durante el replegamiento a bajas
concentraciones de desnaturalizante al inicio de la cinética indica que la sefal
inicial observada es, en realidad, la sefal final que pertenece a un proceso rapido
que ocurrié durante el tiempo muerto del experimento y que se relaciona con la

transicion del estado desplegado a un intermediario (Morris, 2011).

El grafico de chevron ilustra la dependencia del logaritmo natural de la constante
de velocidad aparente (A), obtenida a partir de las cinéticas de desnaturalizacion y
renaturalizacién, con la concentracibn de desnaturalizante, y proporciona
informacion sobre el mecanismo de plegamiento. Para un proceso de dos estados,
el grafico tiene forma de V, presentando dos segmentos lineales con pendientes
de signos opuestos. Las constantes microscopicas de velocidad de plegamiento y
desplegamiento en ausencia de desnaturalizante, ki° y kd°, se obtienen al

extrapolar ambos segmentos o ramas a 0 M de desnatiralizante, y las pendientes
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indican los valores de ms y mp. Una vez que se tienen los valores de AGpn y mpn
de los experimentos cinéticos, se comparan con los obtenidos al equilibrio y de
esta manera se verifica si el proceso es de dos estados. Las diferencias entre los

valores cinéticos y al equilibrio sugieren un proceso mas complejo.

Ademas de la presencia de una fase explosiva en las cinéticas, la presencia de
curvatura en la rama de replegamiento en el grafico de chevron sugiere la
presencia de un intermediario. La rama de desnaturalizacion también puede tener
curvatura por dos razones principales, una es el desplazamiento gradual del
estado de transicion a lo largo de la coordenada de reacciéon (efecto Hammond), y
la segunda es la modificacion de la via de plegamiento cuando cambia la

concentracion de desnaturalizante (Buchner & Kiefhaber, 2005).

Proteinas de union aligando (PBPs).
Para poder acercarse un poco mas al entendimiento de las bases que rigen al

plegamiento, se ha buscado conocer cudles son las caracteristicas de dicho
proceso y relacionar éstas con su estructura. De esta manera, se ha estudiado la o
las vias por las cuales una proteina adopta su estructura tridimensional a partir de

su estructura desplegada.

Se tiene informacion de vias de plegamiento de proteinas modelo, en general
proteinas pequefias de menos de 50 residuos, ya que con estos modelos fue
posible utilizar técnicas biofisicas, tales como intercambio protén/deuterio (H/D
NMR) o técnicas computacionales que permitieron monitorear o sugerir los
cambios de conformacién durante las posibles rutas de plegamiento. Sin embargo,
sistemas un poco mas complejos, como aquellas proteinas que son resultado de
duplicaciones génicas, es decir, que presentan dos regiones similares en su
estructura, son poco estudiados y resulta interesante conocer como se modifican

las vias de plegamiento por la presencia de unidades repetidas.

En este sentido, las proteinas periplasmicas de union (PBPs por sus siglas en
inglés) son un buen modelo de estudio, ya que se sugiere que estos sistemas son
consecuencia de una duplicacién génica. Se han realizado estudios cinéticos y

termodinamicos utilizando como modelo a las PBP’s, las cuales estan asociadas a
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transportadores tipo ABC en bacterias gram negativas forman parte de complejos
de permeasas que estan constituidas por una proteina de union a ligando (PBP) y
un complejo de membrana, formado a su vez por dos proteinas integrales y dos
proteinas de union a nucledtido. Sin la presencia de la PBP, el complejo de
membrana se encuentra abierto de cara al citoplasma y al mismo tiempo cerrado
del lado del periplasma. Una vez que la PBP une a su ligando, interactda con el
complejo y sufre un cambio conformacional que obliga al extremo citoplasméatico a
cerrarse. Subsecuentemente, la union del ATP a las proteinas de unién a
nucledtido induce la apertura del extremo periplasmico del complejo y de la PBP
para que el sustrato pueda unirse al transportador (Oldham, 2011). Asimismo, las
PBPs llevan a cabo dos funciones principales: la union del substrato y su
asociacion al complejo de membrana. Por otra parte, todas las PBPs comparten
ciertas caracteristicas: 1) estructura bilobular, 2) el sitio de unién al ligando
ubicado entre los dos dominios, 3) cada dominio contiene motivos estructurales

tipo hoja B rodeada por hélices a (Ames, 1992).

La proteina de unién a lisina-arginina-ornitina: caracteristicas generales y
estudio del plegamiento.
Se ha estudiado el plegamiento de la proteina periplasmica de union a

aminoéacidos basicos, denominada proteina LAO por las siglas de los aminoacidos
gue une (lisina, arginina, ornitina). La proteina LAO esta formada por 238 residuos
de aminoacidos y presenta estructura bilobular (dos dominios resultado de la
duplicaciébn génica mencionada). El primer I6bulo (A) es discontinuo y esta
formado por los residuos 1 al 88 y 195 al 238, el segundo (B) es continuo y lo
forman los residuos 93 al 185 (Figura 3). Cada dominio esta constituido a su vez
por 5 hebras B, cuatro paralelas y una anti paralela, rodeadas por 4 hélices q, y
estan conectados por dos segmentos polipeptidicos (residuos 89 al 92 y 186 al
194). LAO tiene un puente disulfuro entre los residuos 38 y 45, y dos triptofanos en
las posiciones 47 y 130 (Doige, 1993). Las constantes de disociacion para los
ligandos de LAO son 15 nM, 14 nM, 30 nM y 500 nM para lisina, arginina, ornitina
e histidina respectivamente, de acuerdo a estudios de dialisis al equilibrio (Ames,
1994). En la estructura cristalografica de la proteina se puede observar que los

ligandos se unen mediante las interacciones de sus grupos amino y carboxilo con
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los residuos Arg 77, Asp 161, Ser 70, Ser 72 y Thr 121. Los anillos aromaticos de
los residuos Tyr 14 y Phe 52 interactian con la cadena lateral formando una
estructura tipo sandwich, mientras que los residuos Asp 30 y Ser 69 interactian
con el ligando mediante moléculas de agua. Lo anterior lleva a un cambio
conformacional de cuerpo rigido donde la cadena principal de los dominios no
sufre modificaciones y mantiene al ligando aislado del solvente. La estructura no
muestra interacciones directas entre el ligando y la region de bisagra, 1o que
sugiere que el cambio conformacional no esta dado directamente por la union del
ligando (Oh, 1993).

Figura 3. Estructura Cristalogrdfica de LAO en estado abierto, se muestra en morado la estructura del
I6bulo discontinuo (residuos 1-88 y 195-238) y en verde el I6bulo continuo (residuos 93-185).

Estudios de calorimetria de titulacion isotérmica para la unién de LAO con histidina
y arginina (ligandos de alta y muy alta afinidad, respectivamente), muestran que la
union de ambos aminoacidos esta guiada por factores entélpicos. Caracteristicas
termodinamicas en otras proteinas indican que el aumento en la afinidad esta
relacionado con el aumento en el componente entalpico de manera directa. Se
piensa que la diferencia en el AAH entre ambos ligandos (=3 kcal) esta dada por
dos puentes de hidrogeno en el grupo guanidino de la cadena lateral de la arginina
que se forman con el Asp 11 de LAO y que no se encuentran en la unién con la
histidina (Pulido et. al., 2015).
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Estudios termodinamicos del plegamiento de la proteina LAO indican que dicho
proceso no presenta intermediarios estables al equilibrio, es decir, las vias de
plegamiento se ajustaron adecuadamente a un modelo de dos estados. Los
experimentos de desnaturalizacion térmica de LAO se siguieron mediante técnicas
espectroscopicas (intensidad de fluorescencia y dicroismo circular), asi como
calorimetria de barrido diferencial (DSC) (Figura 4A y 4B, respectivamente). En
estas condiciones LAO presenta una reversibilidad mayor al 90%. Los valores de
AH y Tm obtenidos por calorimetria son muy similares a los valores obtenidos a
partir de los datos espectroscopicos, lo cual confirma que al equilibrio el
plegamiento de LAO es un proceso de dos estados. Asimismo, los experimentos
de desnaturalizacion quimica inducida por urea se ajustaron a un modelo de dos

estados (Figura 5).

En contraste con la informacién termodindmica, los experimentos cinéticos
muestran mayor complejidad. El grafico del logaritmo natural de la constante de
velocidad de renaturalizacidén contra la concentracion de urea (grafico de chevron)
presenta dos ramas con curvatura a concentraciones bajas de desnaturalizante,
sugiriendo la presencia de al menos un intermediario cinético asi como
heterogeneidad conformacional durante el proceso (Figura 6B). Las cinéticas de
desnaturalizacion fueron mono exponenciales y la rama en el grafico de chevron

para este proceso no mostré curvatura.
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Figura 4. Curvas de fraccion desnaturalizada de la proteina LAO en los experimentos de desnaturalizacion térmica seguidos por intensidad
de fluorescencia (*) y DC (®), a pH 8.0, 8.5y 9.0 (A). Ajuste a un modelo de dos estados (—) de las trazas calorimétricas de desplegamiento
de LAO apH8.0,8.5,9.0y 9.5 (B) (Vergara, 2011).
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Figura 5. Comparacién de las curvas de fraccion de proteina desnaturalizada de LAO seguida por IF (V¥ ) y DC a 220 nm
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obtenido de los experimentos de desnaturalizacion y renaturalizacion de LAO a distintas concentraciones de urea seguidos por DC

(rojo) y fluorescencia (negro) (B) (Vergara, 2011).
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Experimentos de doble salto y replegamiento en presencia de ciclofilina mostraron
que la rama lenta es consecuencia del proceso de isomerizacion de prolinas; sin
embargo, la curvatura de la rama rapida no desaparecio, sugiriendo la formacién
de un intermediario de alta energia en el replegamiento de LAO. Al ajustar los
datos obtenidos mediante estudios cinéticos se llegd a la conclusion de que el
mecanismo mas sencillo y que mejor describe el plegamiento de LAO es de tres
estados con un intermediario dentro de la via (Figura 7). Asimismo, la B de
Tanford, calculada para el intermediario y el estado de transicion sugieren que el
area accesible al solvente para ambas especies es aproximadamente la mitad del
area en el estado nativo. Lo anterior permite tener una pista de la estructura del
intermediario de LAO donde un l6bulo esté desplegado y el otro plegado o que
ambos dominios se encuentren parcialmente plegados. Por otra parte, se
realizaron estudios con una mutante de LAO en la que se cambio el residuo P16
por una alanina, y la mutante fue 2.5 kcal mol* menos estable que LAO wt.
Experimentos cinéticos realizados con P16A mostraron que la constante lenta
observada en el replegamiento de LAO wt esta dada por la isomerizacién de la
prolina 16. Ademas, experimentos de ITC indicaron que la presencia del isbmero
cis de la prolina 16 es importante para la union de la histidina, ya que en la
mutante el AH y AS se ven afectados y esto repercute en la afinidad de LAO por

su ligando (Vergara, 2015).

ET2

15 1
10 1

S

E 5

™

o

=

= 0 1

(=2}

1=

@

c

L -5 4
-10 -

Pt
Figura 7. Coordenada de reaccion de LAO (Vergara, 2015).
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Por otra parte, se realizé una caracterizacion preliminar in silico del proceso de
desnaturalizacion de la proteina LAO con y sin ligando, utilizando el servidor CNA
(Constraint Network Analysis). Este enfoque consisti6 en aumentar la energia
cinética en un sistema denominado de grano grueso; dicho experimento in silico
seria analogo a una desnaturalizacion térmica. A partir de este proceso se analiza
la flexibilidad global y local durante los cambios de energia (temperatura del
sistema), asi como las caracteristicas de rigidez de las proteinas. Lo anterior
permite sugerir los rearreglos de rigidez y flexibilidad a lo largo de la estructura de
la proteina y las regiones que son mas susceptibles a la desnaturalizacion térmica.
El enfoque ha sido utilizado para predecir la termoestabilidad de las proteinas y
para identificar puntos débiles estructurales o posibles vias de desplegamiento
(Kruger D, 2013).

De lo anterior, se llegd a la conclusion de que, como ya se esperaba, las hélices a
son mas rigidas que las hojas B. Ademas, los residuos que pueden iniciar el
proceso de desplegamiento de la proteina (nucleo de desplegamiento) son
similares pero no idénticos cuando esta en presencia o ausencia de sus ligandos.
La mayor parte de dichos residuos se encuentran en el I6bulo discontinuo (A) y
forman parte de las hojas . También es interesante que la proteina termofila sea
mas rigida que su homéloga mesdfila LAO en algunas regiones, pero en otras es

mas flexibles (Berrocal, 2015).

Dado que se considera que las PBPs derivan de una duplicacion génica a juzgar
por la similitud en su estrucutura tridimensional, su mecanismo de unién a ligando
y la estructura del operdn en sus genes (Fukami-Kobayashi, 1999), surgen varias
preguntas, entre ellas si los l6bulos se pliegan independientemente o el
plegamiento de uno afecta al del otro (cooperatividad). Por ello nos interesa
estudiar por separado los I6bulos de la proteina LAO (Figura 8A'Y 8B), como ya se
ha hecho con la proteina de union a histidina HisJ (Chu, Byron C.H., 2013), de
donde se sabe que uno de los I6bulos puede unir por si solo a la histidina y que la

region de bisagra que une ambos l6bulos es critica para su funcion.
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Figura 8. Lobulos de la proteina LAO. El I6bulo discontinuo (A) abarca los residuos 1-91 y 185-238, mientras que el I6bulo
continuo (B) estd formado por los residuos 92-184. Asi mismo, resaltan los aminos dcidos que hacen contacto directo con
los ligantes de LAO.

Figura 9. Alineamiento del I6bulo A (verde) y B (beige)
de la proteina LAO. El RMSD resultante es de 1.224 A.

En el laboratorio se cuenta con las construcciones que contienen los genes de
cada l6bulo de la proteina LAO para que se expresen de manera independiente.
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Objetivo general.
e Caracterizar experimentalmente el plegamiento de los I6bulos de LAO al

expresarlos de manera independiente.

Objetivos particulares.
e Realizar la caracterizacion termodindmica del desplegamiento de los

I6bulos de la proteina LAO mediante desnaturalizacion térmica seguida por
fluorescencia y dicroismo circular, a distintas condiciones de pH.

e Realizar la caracterizacion termodinamica del desplegamiento de los
I6bulos de la proteina LAO mediante desnaturalizacion por urea, seguida
por fluorescencia y dicroismo circular.

e Realizar la caracterizacion cinética del plegamiento de los l6bulos de la
proteina LAO utilizando la técnica de stopped-flow seguida por

fluorescencia y dicroismo circular.

Materiales y Métodos.

Disefio de los I6bulos Ay B de la proteina LAO.
El disefio de los l6bulos A y B se gener6 en colaboracién con los Drs. Daniel A.

Silva y Luis A. Téllez. El I6bulo A (discontinuo) incluye el mismo péptido sefal que
la proteina LAO y la unién de los residuos aspartico 91 y valina 185 (residuos
donde se corto la regién de bisagra) para darle continuidad a la proteina. El disefio
del I16bulo B presenta un péptido sefal diferente al de LAO, uno que se adecua
mas a la secuencia contigua, ademas, dado que es continuo, no hubo necesidad
de agregar residuos extra. Con la colaboracion del estudiante de licenciatura
Andrés Escandon Flores se procedié a amplificar y clonar los genes en el vector

de expresion pET3-b para después purificar las proteinas.
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Expresion y purificacion de los I6bulos Ay B de la proteina LAO.
Se utiliz6 la cepa BL21 Al de Escherichia coli para la sobreexpresion de los

l6bulos A y B. Dicha cepa presenta dentro de su genoma el gen de la RNA
polimerasa T7 que esta bajo control del promotor araBAD. Se transformaron 100
ML de células electro competentes con el plasmido portador del gen de los I6bulos
Ay B (pEt-3b) y se inocularon dos tubos de 10 mL con medio LB + ampicilina (100
pMg/mL) por cada proteina (50 uL de células por tubo). Los cultivos se incubaron
toda la noche a 37 °C, con agitacion orbital a 250 rpm. Se procedié entonces a
inocular cuatro matraces (dos para cada proteina) de 1 L con 250 mL de medio LB
+ ampicilina durante 1 h (37 °C, 250 rpm). Transcurrido el tiempo se transfirié cada
cultivo a un matraz de 2 L con 750 mL de medio LB + ampicilina, se dejé crecer
hasta alcanzar una DOsso entre 0.8 y 1 y se indujo la expresion de ambas
proteinas utilizando arabinosa al 0.25 % y se incubé por 4 h. Se colectaron los 4 L
de medio (2 L para cada proteina) en tubos y se centrifugaron en la centrifuga
Sorvall RC 6+ con el rotor SLA-1500 a 5,000 rpm durante 15 minutos. Se desechd
el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié utilizando 50 mL de una
solucion de Tris 50 mM, pH 7.5 para cada tubo con la finalidad de lavar y eliminar
el medio remanente. Las células resultantes para cada proteina se juntaron para
tener sélo dos tubos por proteina y centrifugar a 5,000 rpm por 15 min. Se
desechd el sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en una solucién de
sacarosa al 20 % y 1 mM de EDTA, en amortiguador de acetato de potasio (AcK)
10 mM, pH 5.1 (50 mL por tubo). Posteriormente se dejaron reposar en hielo por
10 min y se centrifugaron a 5,000 rpm, 15 min. Se desechoé el sobrenadante y se
resuspendid el paquete celular utilizando AcK 10 mM, pH 5.1 (30 mL por tubo)
para ocasionar choque osmético y liberar a las proteinas del periplasma celular.
Por ultimo, se centrifugé a 10,000 rpm, 20 min y se colect6 el sobrenadante con
las proteinas. El sobrendante se filtré utilizando un filtro WHATMAN® para jeringa
de poro 0.2 ym para después concentrar hasta un volumen de 10 mL con un tubo
Amicon® Ultra-15 10 K. Hasta este paso se realiz6 un gel desnaturalizante (SDS-

PAGE) para comprobar que los productos obtenidos eran los deseados.
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Para eliminar la mayor cantidad de ligando posible, se afiadié una solucion de bis-
tris-propano 5 mM, pH 8.5, con 2 M de cloruro de guanidinio (GdnCl), y se llevo a
un volumen de 50 mL para volver a concentrar a 10 mL. Lo anterior se realizé
cinco veces. Para renaturalizar al I6bulo A y eliminar el desnaturalizante se utilizé
bis-tris-propano 5 mM, pH 8.5 en un tubo Amicon® con una membrana de corte de
5 kDa y se llevd a un volumen de 50 mL para después concentrarlo a 10 mL, el

proceso se repitio cinco veces.

Al purificar las proteinas se utilizé una columna de intercambio aniénico (Source
15Q) equilibrada con bis-tris-propano 5 mM, pH 8.5, conectada a un equipo HPLC
Waters 600. Los 10 mL de proteina se colectaron del tubo Amicon®y se filtraron
para inyectarse al equipo. Al inicio, se aplicé un gradiente de 0 % a 30 % de una
solucién de NaCl 250 mM, en 90 min. La proteina eluy6 a una concentracion de 50
mM (20 %) de sal. Las fracciones obtenidas se colectaron en un tubo Amicon®
Ultra-15 10K partiendo de un volumen de 4 mL para concentrar a un volumen de
2 mL centrifugando a 5000 rpm. Se agregd entonces, bis-tris-propano 10 mM
hasta un volumen de 4 mL y se concentré hasta 2 mL repitiendo este paso cinco
veces para eliminar la sal proveniente del gradiente y dejar a la proteina en las
condiciones requeridas para los experimentos posteriores. La muestra se

concentrd hasta 4 mL y se alicuotd en fracciones de 1 mL para almacenarlas.

Experimentos de desnaturalizacidon del Lobulo A.
Con la finalidad de conocer si el l6bulo A presenta estructura secundaria se

realizaron experimentos de desnaturalizacion térmica seguida por DC (dicroismo
circular) a 220 nm utilizando el espectropolarimetro JASCO J715 con una celda de
cuarzo de 0.1 cm de paso de luz y se aumenté la temperatura de 20 °C a 75 °C
con una velocidad de barrido de 0.5 °C por minuto. Lo anterior se repitio utilizando
un espectropolarimetro Chirascan™ de AppliedPhotophysics en un intervalo de

temperatura de 25 a 80 °C con la misma velocidad de barrido.

Ademas, se realizaron experimentos de desnaturalizacion del I16bulo A a distintas

concentraciones de urea (0.25 a 5 M) seguidos por DC a 220 nm.
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Ensayos cinéticos de renaturalizacion y desnaturalizacion del 16bulo A.
Las cinéticas de renaturalizacién se llevaron a cabo a partir de una muestra de

l6bulo A (1.1 mg/mL) desnaturalizada en 5 M de urea, la cual se mezcld en la
camara de observacion con las soluciones de urea adecuadas para llegar a
concentraciones de 2.75 M a 0.45 M de desnaturalizante. Los experimentos de
desnaturalizacion se realizaron a partir de una muestra de Iébulo A (1.1 mg/mL) en
ausencia de urea y se mezclé con las soluciones adecuadas de desnaturalizante
para alcanzar concentraciones finales de 0.36 M a 5 M. Todo lo anterior utilizando
el modulo de stopped-flow de un espectropolarimetro Chirascan™ de
AppliedPhotophysics (Figura 10), donde dos soluciones (amortiguador y proteina +
urea) se mezclan rapidamente y el flujo se detiene en una camara de observacion.
Dicha celda es iluminada y la luz transmitida o emitida se mide con detectores en

funcién del tiempo.

Celda optica

Jeringa de paro

kAmoniguador

Proteina+ urea

Figura 10. Mddulo de stopped flow del espectropolarimetro Chirascan™
de AppliedPhotophysics (Modificado de Photophysics.com, 2016).

Calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) del I6bulo A.

Para los experimentos de ITC se utilizé un microcalorimetro ITC200 de Malvern (GE
Healthcare). Se realizaron 17 inyecciones consecutivas de 2 pL de ligando
(arginina, 20 mM) a una muestra con 250 pL de I6bulo A (0.27 mM) hasta
saturacion, utilizando HEPES 10 mM, pH 8.0 como amortiguador. El experimento

se realiz6 a temperatura ambiente.
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Anélisis de datos.
Para los experimentos de desnaturalizacion térmica al equilibrio se normalizaron

los datos convirtiéndolos a fraccion de proteina desnaturalizada basado en un
modelo de dos estados (Ec. 1y Ec. 2)

Ec.1

_ Yobs — (Yn + my7) Ec. 2
((yp + mpr) — (Y + myr))

fo

Donde f, es la fraccion de proteina desnaturalizada, y,,s €s la sefial seguida por
DC, y yp + mpr Y yy + myr SON las ecuaciones de una linea recta para el ajuste
de las zonas de pre y post transicion (y = ordenada al origen, m = pendiente y
T = temperatura a la que se llevo a cabo el experimento en grados Kelvin o

[ureal]).

A partir de las transiciones se obtuvieron las constantes de equilibrio (Ec. 3). Los
valores de 4H y T,, se obtuvieron a partir del grafico construido con el logaritmo
natural de la constante de equilibrio (K) y el inverso de la temperatura absoluta (T)

(grafico de van't Hoff, Ec. 4).

_1-/p
Keq_ - Ec. 3
AHyp  AS Ec. 4
InK,; = ——— +— '
N Req RT TR
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Doénde:

K.q4 es la constante de equilibrio

AH,;, es la variacion de la entalpia de van't Hoff

R es la constante de los gases (0.001987 kcal mol? K1)
AS es la variacion de la entropia

T es la temperatura absoluta

Para la construccion del gréfico estabilidad se utiliz6 la ecuacion de Gibbs-
Helmholtz (Ec. 5).

m m

AG = AH (1 - Ti) — ACp (Tm —T+Tin (})) Ec. 5

Dénde:

AG es la variacion de la energia libre de Gibbs

AH es la variacion de la entalpia

T es la temperatura

T,, es la temperatura a la que el 50 % de la proteina esta en estado nativo y
el otro 50 % esta en estado desnaturalizado

ACp es la variacion en el calor especifico

Los datos obtenidos para la desnaturalizacién con urea se trataron utilizando la
Ec. 1 para transformarlos a fraccién de proteina desnaturalizada y se ajustaron a

un modelo de dos estados con la ecuacién de Santoro y Bolen (Ec. 6).

_(AGHZO—mN[urea]>
(yy + myurea] e RT

_ Ec. 6
Yobs = _(AGHzo—mND[urea])
!1 + e RT ]
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Doénde:

AGy,o es la energia libre de desnaturalizacion en ausencia de urea

m es la pendiente de la transicion, que se relaciona con el area accesible al
solvente.

Los experimento cinéticos se ajustaron a una o dos exponenciales (Ec. 7 y 8,
respectivamente) utilizando Origin® 8. Una vez ajustados los datos de

replegamiento y desplegamiento se construyeron los graficos de chevron.

y =y, + Ae*/t Ec.7

Y=Y+ Aje*/t + A,e*/tz Ec. 8

Los experimentos de ITC arrojaron una constante de asociacién y con ella se
calculé la constante de disociacion para el ligando utilizando la ecuacién 15.

P+L
N i Ec. 9
Ka PL ¢
P+L= (K;)(PL) Ec. 10
PL
a4 = m Ec. 11
PL
P+L= o Ec. 12
PL
(Ka)(PL) = — Ec. 13
A
PL
K, = —-
4= TodD Ec. 14
1
Kqg = — Ec. 15
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Donde:
K,= Constante de asociacién
K,;= Constante de disociacion
PL= Complejo proteina-ligando

P + L = Disociacion del complejo proteina-ligando
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Resultados.
Para comprobar si el plegamiento de los dominios de LAO expresados de manera

independiente es mas complejo que el de la proteina completa, se llevaron a cabo
experimentos al equilibrio y cinéticos. Desafortunadamente, para este trabajo no
se logré expresar el I6bulo B de la proteina, pero si se pudo caracterizar al |[6bulo
A. Para dicho dominio, los ensayos al equilibrio mostraron que su plegamiento es
de dos estados; sin embargo, asi como con LAO, los estudios cinéticos mostraron
mayor complejidad. A concentraciones bajas de wurea, las curvas de
renaturalizaciéon son biexponenciales, o que se refleja en la presencia de dos
ramas en esta area del chevron, las cuales tienen curvatura. De la misma manera,
se observa la presencia de dos ramas a concentraciones altas de urea en el

grafico de chevron (Figura 18 A).

Expresion y purificacion de los I6bulos Ay B de la proteina LAO.
El I6bulo A se expres6é abundantemente y el peso de la proteina corresponde con

el esperado (~14.5 kDa), como se muestra en la figura 11 B. De acuerdo a un gel
de electroforesis en presencia de SDS, las bandas contaminantes que se
observan alrededor de los 35 kDa desaparecen después de la cromatografia de
intercambio aniénico (Figura 11 A) y en purificaciones posteriores se pudo obtener
una cantidad abundante de proteina (alrededor de 5 mg por litro de medio, Figura
12). Sin embargo, el I6bulo B presenté un peso molecular mayor a los 35 kD
(Figura 11B), lo cual no coincide con el peso esperado (~11.6 kDa), e incluso es
superior al peso de LAO (26 kD). A partir de estos resultados decidimos comenzar
con la purificacién y caracterizacion termodinamica del I6bulo A, no asi con la del

I6bulo B, debido a que se obtuvo un producto diferente al esperado.
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Figura 11. (A) Gel SDS-PAGE de la purificacién del I6bulo A después de la cromatografia de intercambio anidnico. En cada
uno de los carriles se muestra: 1) LAO pura, 2) y 3) Lébulo A puro. (B) Gel desnaturalizante (SDS-PAGE) que muestra los
pesos de los productos de sub-clonacion posterior al choque osmdtico. En cada carril se muestra: 1) el producto obtenido
de la purificacién del I6bulo B, 2) marcador de peso molecular, 3) sobre expresion del I6bulo A, 6) LAO pura.

BRI e L, A 5 SUSe M i 8t L gn 10T, 11 - a2

Figura 12. Sobreexpresion del I6bulo A, el gel SDS-PAGE se realizo posterior
a la purificacion de dicha proteina. El carril 1 corresponde al marcador de
peso molecular, mientras que los carriles del 2 a 13 muestran la
sobreexpresion del Iobulo A.
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Experimentos de desnaturalizacion térmica del [6bulo A.
Una vez que el I6bulo A se purific, se tomé un espectro de DC a 25 °C para
saber si la proteina presenta estructura secundaria, es decir, se encuentra
plegada. Para este experimento, la muestra de dicha proteina se prepar6é a una
concentracion de 0.2 mg/mL. Como se puede observar en la Figura 13 A, el I6bulo
A presenta a 25 °C un espectro caracteristico de una proteina con estructura
secundaria con dos minimos, uno en 210 nm y otro en 220 nm, que corresponden
a la presencia de estructuras a-hélice y hebras-. A 80 °C se observa la pérdida
de sefial, ya que s6lo se conserva un minimo de la sefial a 200 nm, lo que indica
que la proteina perdié estructura. Dicha figura también muestra el espectro de
renaturalizaciéon del I6bulo A (13 B), cuya forma es casi idéntica a la que se
observa a 25 °C antes de la desnaturalizacién térmica, lo que indica que el

desplegamiento del Iébulo A es reversible. Dicha caracteristica permite
caracterizar a la proteina al equilibrio.
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Figura 13. Espectro de DC para el I6bulo A en bis-tris propano 10 mM pH 9 a 25 °C (e), 80 ° C (e) y al enfriar nuevamente hasta 25 °C (o) (A).
Espectro de DC para LAO en bis-tris propano 10 mM pH 9 a 20 °C (e), 75 °C (®) y al enfriar nuevamente hasta 20 °C (o) (B).
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La curva de desnaturalizacion del I6bulo A seguida por DC resulté ser monofasica,
con una transicion entre 45 y 65 °C, que es caracteristico de un proceso
cooperativo y de proteinas con estructura definida. Los datos de desnaturalizacion
se normalizaron para tener la curva de la fraccién desnaturalizada del 16bulo A a
cada temperatura, la cual se compar6 con la curva para LAO (Figura 14). Como se
muestra, la curva para el I6bulo A presenta una sola transicion al igual que LAO, lo
cual es caracteristico para un proceso de dos estados. Sin embargo, la curva del
I6bulo A tiene una pendiente menor en comparacion con LAO silvestre, lo que

indica que su proceso de desnhaturalizacidn es menos cooperativo.

86
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Figura 14. Curvas de fraccion desnaturalizada de LAO (®) y I6bulo A (=) para los experimentos
de desnaturalizacion térmica sequidos por DC.

De las curvas anteriores (termogramas) se obtuvieron los valores de AH y Tm para
el I6bulo A y se compararon con los de LAO (Tabla 1). Se observé una diferencia
de ~100 kcal en los valores de AH asi como una disminucion en el valor de la Tm
de aproximadamente 2 °C. Estos resultados sugieren que existe una disminucién
en la estabilidad de la proteina cuando sélo se compone del I6bulo A, que se
observa en la disminucion del AH a mas de la mitad del total de la proteina. Esto
hace sentido, ya que disminuimos el numero de contactos, pues contamos con la

mitad de la estructura. Sin embargo, el cambio en la Tm no es tan significativo

como se hubiera esperado.
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Tabla 1. Valores de AH y Tm calculados a partir de las curvas de desnaturalizacion térmica de los experimentos seguidos
por DC.

pH 8.0 LAO Lobulo A

AH (Kcal mol?) 148 48
Tm (°C) 57 55

Una vez que se tuvo conocimiento de la presencia de estructura secundaria en el

l6bulo A y que su desnaturalizacion térmica es reversible y cooperativa, se llevo a
cabo la desnaturalizacion y renaturalizacion térmica utilizando el
espectropolarimetro CHIRASCAN a pH 8 y 9 (Figura 15 A y 15 B,

respectivamente).
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Figura 15. Desnaturalizacion y renaturalizacion del Iobulo A por temperatura seguida por DC a 222 nm, pH 8 (A) y 9 (B) (Chirascan). Para cada
grdfica se observa la curva del estado nativo al estado desnaturalizado (N-D)(®) y del estado desnaturalizado al estado nativo (D-N)(e).

Como se puede ver en la figura anterior, a pH 8 la proteina tiene un
desplegamiento reversible y cooperativo; a pH 9 la proteina presenta un

desplegamiento cooperativo pero con una reversibilidad menor a la observada a

pH 8.
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La Figura 16 muestra los espectros de dicroismo circular del I6bulo A a pH 8 (A),

8.5 (B), 9 (C) y 9.5 (D). Primero se tomaron los datos a 25 °C (), posteriormente la

muestra se calenté a 80 °C (e), donde se observa la pérdida de estructura

secundaria, y se enfrio la muestra a 25 °C (A), donde se observa que la proteina

recu perc') Su estructura.
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Figura 16. Espectros de DC tomados a 25 °C, 80 °Cy 25 °C (renaturalizacion), para el Iobulo A a pH 8 (A), 8.5 (B), 9 (C) y 9.5 (D) (Chirascan).
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Posteriormente, se grafico la fraccién de proteina desnaturalizada del I6bulo A con

respecto a la temperatura a diferentes valores de pH. La Figura 17 y la Tabla 2
muestran la pérdida de estabilidad al aumentar el pH. Un tanto similar al patron

observado por la proteina nativa LAO (Vergara, 2011).
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Figura 17. Fraccion desnaturalizada del Iobulo A a diferentes pH (8, 8.5, 9 y 9.5). Datos obtenidos por
dicroismo circular (Chirascan).

Tabla 2. Valores de AH y Tm a diferentes pH (8, 8.5, 9 y 9.5) obtenidos a partir de los datos por DC y calculados mediante
la ecuacion de van't Hoff (Ec. 4).

pH

8.5
9.0

9.5

AH (kcal mol?)

85.4

83.6

80.0

77.2

Tm (°C)
56
55.5
53.8

52
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Los valores de 4H y Tm (Tabla 2) se obtuvieron a partir del grafico construido con
el logaritmo natural de la constante de equilibrio (K) y el inverso de la temperatura

(conocido como grafico de van't Hoff).

El grafico se ajustdé a una linea recta (Figura 18) cuya pendiente negativa es igual
a la variacion de la entalpia entre la constante de los gases y la ordenada al origen
es igual a la variacion de la entropia dividida entre la constante de los gases.

(Ecuacion de van't Hoff, Ec.4).

86

84

82
m= 2.01 keal mol" k™1

AH (kcal mol™)

80 +

78

76 T T T T T
52 53 54 55 56

Tm (°C)

Figura 18. Grdfico de AH vs Tm para el Iobulo A. Los valores de AH y Tm aqui graficados se
muestran en la Tabla 2.

Una vez obtenidos los valores de AH y Tm a partir de los datos por dicroismo
circular en el espectropolarimetro CHIRASCAN, se construyé el grafico AH vs Tm
(Figura 18), el cual se ajusté a una linea recta y cuyo valor de la pendiente (m)
indica el valor de ACp (2.01 £ 0.2 kcal molt K?1). Si se compara el valor de ACp
obtenido para el I6bulo A con el que ya esta reportado para LAO (4Cp = 2.3 £ 0.1
kcal mol! K1) podemos notar que son muy similares, situacién que no se
esperaba dado que el dominio discontinuo cuenta con aproximadamente la mitad
de residuos de la proteina completa. Lo anterior nos lleva a pensar que la proteina
LAO en su estado desnaturalizado presenta estructura residual, no asi el dominio
A.
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El valor de ACp sirvi6 para construir el gréfico de estabilidad (Figura 19) utilizando
la ecuacion de Gibbs-Helmholtz (Ec. 5). Dicha figura muestra, ademas, la curva de
estabilidad para la proteina LAO con la finalidad de poder comparar ambas

proteinas.

Lobulo A pH 9.0

-
N
1

—LAOpH 9.0

- -
o N
1 1

AG (Kcalmol)
oo
1

I ' 1 ' ) ' 1 ' ) ' 1 ' ) ' 1 ' I ' 1 ' ) ' 1 !
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
Temperatura (K)

Figura 19. Muestra el grdfico de estabilidad para la proteina LAO (negro) (Vergara, 2011) y para el Iébulo A (rojo)
utilizando los valores de AG de desplegamiento a cada valor de temperatura. Los cdlculos se realizaron utilizando la
ecuacion de Gibbs-Helmholtz.

Hasta ahora, los resultados de desnaturalizacion térmica al equilibrio son
evidencia de que el proceso de desplegamiento del I6bulo A se ajusta a un modelo

de dos estados, tal y como se observo para la proteina LAO.

Ensayos de desnaturalizacion con urea.
Posteriormente se realiz6 la desnaturalizacion quimica del 16bulo A utilizando

como agente desnaturalizante a la urea. Se tomaron los espectros de la proteina a
0 M de urea (estado nativo) y 5.5 M de urea (estado desnaturalizado) seguidos por
fluorescencia (Figura 20 A) y dicroismo circular (Figura 20 B). Los datos obtenidos
con ambas técnicas se utilizaron para construir el grafico de fraccion

desnaturalizada (fo) contra la concentracion de urea a pH 9 (Figura 21). Al final se
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compararon los graficos de fo contra concentracion de urea seguidos por
dicroismo a pH 9 del I6bulo Ay LAO (Figura 22).

La Tabla 3 muestra la comparacién entre los valores de AG, m, y concentracion

media de desnaturalizante (Cm) para LAO y el I6bulo A.
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Figura 20. Espectros de fluorescencia del estado nativo (negro) y desnaturalizado (rojo) para el I6bulo Aa 0 My 5.5 M de urea (A). Espectros de

dicroismo circular del estado nativo (negro) y desnaturalizado (rojo) para el Iobulo Aa 0 My 5.5 M de urea (B).
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Figura 21. Desnaturalizacion por urea del I6bulo A. Se muestra la fraccion desnaturalizada del Iobulo A a pH 9 seguida por
dicroismo circular y fluorescencia y ajustada a un modelo de dos estados (=) con la ecuacion de Santoro y Bolen (Ec.6).
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1.2 - ® Lobulo A pH 9 (CD)
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Figura 22. Comparacion entre las curvas de fraccion desnaturalizada para el Iébulo A (DC =, IF0) y LAO (DC e). Las tres
sigmoides se ajustaron a un modelo de dos estados (—) con la ecuacion de Santoro y Bolen (Ec. 6).

Tabla 3.Comparacion entre los valores de AG, m'y Cm para la proteina LAO y el I6bulo A.

AG (kcal mol?) m (kcal mol*M?) Cm (M)
Lébulo A 49+04 21+0.2 2.3
(CD)
Lébulo A 4604 20x0.2 2.3
(IF)
LAO 9.8+0.8 3.7+£0.1 2.7
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Experimentos cinéticos de desplegamiento y replegamiento.
Por otra parte, se realizaron experimentos cinéticos de desplegamiento y

replegamiento a diferentes concentraciones de urea utilizando flujo detenido. A
continuacion se muestran los resultados obtenidos cuando la proteina se
desnaturaliz6 en 5 M de urea, la sefial de dicroismo circular se siguiéo a 222 nm
con un ancho de banda de 8 nm. Los datos de las cinéticas de desnaturalzacién y
renaturalizacion a 5 M de urea se ajustaron mejor a dos exponenciales de acuerdo

con los graficos de los residuales (Figura 23 y 24, respectivamente).
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Figura 23. Cinética de desnaturalizacion del I6bulo A a 5 M de urea. Los datos se ajustaron a una (A -) y dos
exponenciales (B -) de acuerdo a los residuales (C® y D =, respectivamente).
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Figura 24. Cinética de renaturalizacion del I6bulo A a 5 M de urea. Los datos se ajustaron a una (A -) y dos
exponenciales (B -) de acuerdo a los residuales (C =y D =, respectivamente).

Por otra parte, tanto en el proceso de desnaturalizacion como en el de
renaturalizacién, ocurre un fenébmeno durante el tiempo muerto del equipo (1
miliseg) cuyos datos no se pueden obtener, se dice entonces que existe la
presencia de una fase explosiva (Figura 25), la cual se aprecia en la diferencia que
hay entre el valor del primer punto en la cinética de desnaturalizacion y

renaturalizaciéon y el de su respectiva linea base.
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Figura 25. Se observa la linea base graficada junto con la cinética de renaturalizacion del I6bulo A a 0.6 M de urea (A), asi como
la linea base graficada junto con la cinética de desnaturalizacion a 5 M de urea (B).
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Con el In de la kobs para cada concentracion de urea se construyé el grafico de
chevron para el I6bulo A (Figura 26 A) y se compar6 con el existente para la
proteina LAO (Figura 26 B). Estos resultados parecen indicar que, contrario a lo
pensado en un inicio, el plegamiento del dominio A es mas complejo que el de la

proteina completa.

A diferencia del chevron de LAO, el del I6bulo A presenta dos ramas en el proceso
de renaturalizacion, lo que sugiere la presencia de al menos un intermediario
cinético durante éste procedimiento. Ademas, la rama del proceso de
desnaturalizacion del I6bulo A carece de linealidad en las concentraciones mas
bajas de desnaturalizante, otro criterio que sefiala la existencia de un
intermediario. Por otra parte, se observa un empalme entre la rama del proceso
rapido de desnaturalizacion de LAO y la rama de desnaturalizacion del proceso
lento del I6bulo A. Lo anterior indica que la rama lenta del proceso de
desnaturalizacion del I6bulo A podria estar relacionada con el proceso de
isomerizacion de la prolina 16 presente en éste dominio. De acuerdo con Vergara,
2015; la rama del proceso rapido de desplegamiento en el chevron de LAO esta
relacionada con el intermediario que se forma durante la isomerizacién de la P-16,
ya que, una vez agregando cis-trans prolil isomerasa, dicha rama desaparece del
chevron de LAO.
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Figura 26. Chevron construido para el I6bulo A desnaturalizado a partir de 5 M de urea (A). Comparacion del chevron
para la proteina LAO (=) con el chevron del Iobulo A desnaturalizado a partir de 5 M de urea () (B).
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Posteriormente se llevaron a cabo nuevas cinéticas de replegamiento y
desplegamiento del I6bulo A mediante flujo detenido. Partiendo de 4 M de urea se
siguio la sefial de dicroismo circular a 230 nm con un ancho de banda de 8 nm. La
decision anterior se tomé con la finalidad de reducir el ruido, llegar a una
concentracion menor del agente desnaturalizante en la renaturalizacion y basados
en la premisa de que a dicha concentracion de urea la proteina ya se encuentra
desnaturalizada. Las cinéticas de desnaturalizacion (Figura 27), al igual que las de
renaturalizacion (Figura 28), se ajustaron mejor a dos exponenciales, excepto por

las concentraciones 2.3y 2.5 M.

La fase explosiva observada en el desplegamiento llegando hasta 5 M de urea ya
no se observa al llegar a una concentracién de 4 M de urea. Sin embargo, para el
proceso de replegamiento la fase “burst” se sigue observando aun partiendo de

una con centracion mas baja de desnaturalizante, es decir, 4 M de urea.
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Figura 27. Cinéticas de desnaturalizacion del Iobulo A partiendo de 4 M de urea, seqguidas por DC (A). En el inserto de la

figura se muestra la linea base y cinética del Iobulo A en 4 M de urea seguida por DC (B).
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Figura 28. Cinéticas de renaturalizacion del I6bulo A partiendo de 4 M de urea, seguidas por DC (A). En el inserto de la figura se
muestra la linea base y cinética del Iobulo A en 0.36 M de urea (concentraciéon mds baja) sequida por DC (B).
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Como se puede observar en el grafico de las amplitudes (Figura 29), ambas
constantes de velocidad tienen una contribucion importante en el proceso, la cual
cambia con la concentracion de desnaturalizante. Esto se muestra tanto para la
renaturalizacibn como para la desnaturalizacién, lo que indica que ninguna de las

constantes es un artificio.
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Figura 29. Amplitudes correspondientes a las constantes de velocidad de replegamiento y desplegamiento del I6bulo A.

El grafico de chevron obtenido a partir de dichas constantes presenta dos ramas
tanto para el proceso de renaturalizacion como el de desnaturalizacion. La rama
lenta de desnaturalizacion se muestra dependiente a la concentracion y presenta
curvatura, ademas es coincidente con la rama lenta de desnaturalizacion del
chevron a 5 M (Figura 31). La rama rapida de desnaturalizacion parece no tener
dependencia con la concentracién de desnaturalizante y no coincide con la rama
rapida del chevron a 5 M. Por otra parte, la rama lenta de renaturalizacion
presenta una dependencia lineal a la concentracion de urea entre 1.4y 2.3 M, sin
embargo, a partir de 1.6 M dicha dependencia deja de ser lineal y eso se asocia a
la presencia de intermediarios. Ademas, el comportamiento de la rama rapida de
renaturalizacién también es referente de la presencia de dichas especies. A
diferencia de la rama de desnaturalizacion, la rama de renaturalizacion partiendo
de la proteina desnaturalizada a 4 M de urea es mas lenta que la rama partiendo
de 5 M de urea (Figura 31).
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Figura 30. Chevron para el Iobulo A desnaturalizado a 4 M de urea, obtenido mediante DC.
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Figura 31. Chevron de I6bulo A desnaturalizado a 4 M de urea (=) comparado con el chevron a 5 M de urea (9).
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Por otra parte, se realizaron cinéticas de renaturalizacion y desnaturalizacion
seguidas por fluorescencia, partiendo de una concentracion 4 M de urea. Como se
observa en la Figura 32, la cinética de renaturalizacion del I6bulo A a 0.45 M
(concentracion mas baja) presenta un aumento en la intensidad de fluorescencia
entre al segundo 0 y 2 del proceso, para posteriormente comenzar a descender.
Lo anterior no se observdO en el procesos seguido por DC a la misma
concentracion de agente desnaturalizante y tampoco para la proteina LAO ni en
DC y fluorescencia. A partir de los datos de estas cinéticas se construyo el grafico

de chevron (Figura 33) y se hizo una comparacion con el obtenido mediante DC.
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Figura 32. Cinética de renaturalizacion del I6bulo A partiendo de 4 M de urea, sequidas por intensidad de fluorescencia (IF) a 320 nm. Se
grafico la linea base, la cinética del estado nativo, asi como la cinética del I6bulo A en 0.45 M de urea.
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Figura 33. Chevron para el Iobulo A desnaturalizado a partir de 4 M de urea, obtenido mediante IF.
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Calorimetria de titulacién isotérmica.
Con la finalidad de saber si el dominio discontinuo de LAO es capaz de unir
arginina (uno de los ligandos por los que la proteina completa muestra mayor
afinidad), se llevaron a cabo experimentos de ITC. Dado que la union de LAO por
sus ligandos esta descrita por un cambio conformacional que incluye la exclusion
de estos en el sitio de unién del solvente, el objetivo central en este experimento
es conocer la habilidad del dominio discontinuo para unir a la L-arginina. La firma

termodinamica nos dio pista de como se rige la unién (Figura 37).

Se obtuvo un valor para la constante de disociacion K; = 1.3x10™* M mediante la
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Figura 35. Isoterma obtenida de los experimentos de ITC para la union del I6bulo A con arginina.
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Figura 36. Perfil de ITC para la union a ligando del I6bulo A a 25°C, en 10 mM de HEPES, pH 8.
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Figura 37. Comparacion de los perfiles de energia para la unién del Lobulo Ay LAO a Arginina.
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Tabla 4. Comparacion de los perfiles de energia para la union del Lobulo Ay LAO a Arginina.

Lobulo A 5L -1.77 -2.47

LAO -12.3 -11.3 1

Diferencia 7 3.5 3.47
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Discusion.
Aungue el plegamiento de las proteinas ha sido estudiado intensamente por mas
de 50 afos, aun carecemos de informacion suficiente para poder relacionar la
secuencia de aminoacidos con la estructura terciaria y, por lo tanto, con la funcion.
Adicionalmente, la mayor parte de los estudios de plegamiento hasta ahora cubren
tan solo una pequefa fraccion del proteoma, segun sefiala Braselmann. Lo
anterior se debe a que los estudios de plegamiento se han centrado en proteinas
gue pueden existir en su estado plegado y desplegado al equilibrio, lo que permite
Su caracterizacion cinética y termodinamica. El enfoque en proteinas que se
repliegan de manera reversible comparte una serie de caracteristicas: son
pequefias (< 100 aminoacidos), de un solo dominio, monoméricas, marginalmente

estables y de plegamiento rapido.

Por lo anterior, en nuestro laboratorio se decidié caracterizar el plegamiento de la
proteina LAO que, como ya se menciond antes, esta formada por dos dominios
unidos mediante una regién de bisagra, lo que la hace una proteina mas compleja.
Ademas, se sabe que las PBP’s surgieron de la duplicacion génica de la proteina
CheY, un sistema monomérico de 132 amino &cidos. Los estudios del
desplegamiento al equilibrio para la proteina LAO indicaron que dicho proceso es
de dos estados. Lo anterior también se observé para otras PBPs, como HisJ o la
proteina de unién a maltosa. Vergara (2015) en su tesis de maestria, sefiala que
“Los resultados obtenidos para estas proteinas son interesantes ya que sugieren
gue el desplegamiento de las PBPs no presenta intermediarios estables”. Por otra
parte, resalta el contraste entre éstas y otras proteinas de menor tamafio y
complejidad, las cuales se despliegan en dos o0 mas etapas. Partiendo de estos
antecedentes se plante6 la interrogante: ¢como afecta al plegamiento y la funcion
de la proteina LAO la expresion por separado de sus dominios?, es decir, ¢como
se modifica el plegamiento de la proteina LAO cuando se convierte en un sistema

mas sencillo?

En cuanto a los resultados de expresion de ambos dominios, sélo se logro
expresar el I6bulo discontinuo (A), mientras que el I6bulo B tuvo un peso mayor al

esperado, tal y como lo muestra la figura 11. Resulta interesante que el I6bulo
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discontinuo haya logrado expresarse mientras que el I6bulo continuo no, ya que
para el disefio del primero simplemente se unieron los aminoacidos de los
extremos donde se corto la proteina (91 y 185) mientras que para el I6bulo B no se
requirio de ningun otro tipo de modificacion. El motivo por el cual el I6bulo B no se
expresd pudo ser porque el péptido sefal que se utilizé en el disefio no permitié

que se exportara al periplasma.

Una vez que se expreso y purifico el l16bulo A, se procedio a indagar si estaba
plegado utilizando DC. El espectro obtenido es caracteristico para una proteina
con estructura alfa-beta, ademas, el grafico de desnaturalizacion por temperatura
mostré una sola transicion, lo que indica que el dominio esta plegado y sugiere
gue el proceso de desplegamiento es de dos estados, de la misma manera que se

observé para LAO.

El desplegamiento del I6bulo A al equilibrio.
Los estudios de desnaturalizacion térmica del l6bulo A seguidos por dicroismo

circular e intensidad de fluorescencia presentan una transicion monofasica y
coincidente, lo cual sugiere que el proceso de desplegamiento es cooperativo,

altamente reversible y de dos estados, asi como con LAO.

En cuanto a los parametros termodinamicos, el valor experimental para el ACp del
l6bulo A fue de 1.9 + 0.2 kcal molt K, el cual de acuerdo a las ecuaciones
paramétricas de Robertson & Murphy, corresponde a una proteina de
aproximadamente 100 aminoacidos, lo que indica que el I6bulo A se despliega
completamente al aumentar la temperatura. Es muy interesante notar que el Cp
obtenido para el I6bulo A es muy semejante al valor obtenido para la LAO
completa (ACp= 2.3 + 0.1 kcal mol* K1). Con base en la ecuacién propuesta por
Robertson & Murphy, se calculé un valor de ACp para una proteina de 238 amino
acidos y resulté ser de ~4.1 kcal mol*K-!; dicha cifra es el doble que la del ACp
experimental de LAO. Ademas, los espectros de desnaturalizacion por
temperatura para LAO muestran la presencia de estructura residual (Vergara,
2011), no asi los espectros para el I6bulo A. De esta manera, el hecho de que los

valores de ACp para LAO y el I6bulo A sean practicamente iguales indica que
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ambas proteinas tienen la misma proporcion de area expuesta al solvente y que
sugiere que la estructura residual observada en LAO se encuentra en el I6bulo B
(continuo) y que el Cp observado para la proteina completa corresponde al

desplegamiento del I6bulo A.

Por otra parte, los estudios de desnaturalizacidon quimica utilizando urea como
agente desnaturalizante presentan una transicion monofasica y los parametros
termodinamicos son coincidentes con los obtenidos en los estudios de
desnaturalizacion térmica. De esta manera se comprueba que el proceso de
desplegamiento del I6bulo A es de dos estados al equilibrio, es decir, no presenta
intermediarios. El corrimiento en el valor de Cm indica cooperatividad en LAO, ya
que, si los dominios de la proteina se desplegaran de manera independiente, el

valor de Cm del I6bulo A seria el mismo que para LAO (Tabla 3).

Estudios cinéticos del 16bulo A.
Para los estudios cinéticos del l6bulo A se realizaron experimentos de

desnaturalizacion y renaturalizaciéon partiendo de 5 M de urea. Al analizar las
cinéticas de desplegamiento y replegamiento seguidas por DC se observo la
presencia de una fase “burst” en ambos procesos que no se observa para las
cinéticas de LAO. Lo anterior puede sugerir la presencia de un intermediario para
el replegamiento. Sin embargo, para el desplegamiento puede significar que el
estado nativo del Iébulo A estd formado por mas de una especie que se
desnaturalizan con diferentes velocidades, o que diferentes zonas de la proteina
se modifican con diferentes velocidades. Por otra parte, el grafico de chevron
construido a partir de estos datos presenta dos ramas en la renaturalizacion, la
rama lenta tiene curvatura y coincide con la rama rapida del chevron de LAO, la
cual, al extrapolarse al eje de las ordenas, indica la velocidad de formacion del
estado nativo al intermediario en su via de plegamiento (Vergara, 2015). Ademas,
el hecho de que ambas ramas coincidan puede significar que el plegamiento del
[6bulo A por separado es igual al del plegamiento dentro de LAO en esas
condiciones. Adicionalmente, dado que ambas presentan curvatura, es probable
que la formacion del intermediario en la via de LAO esté relacionada con cambios

estructurales en el I6bulo A. Es importante mencionar que la rama lenta en el
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chevron de LAO se relacion6 con la isomerizacion de la prolina 16; sin embargo,
dicho proceso no se observa para el I6bulo A, que es el que tiene éste amino
acido. Finalmente, se observan dos ramas en la desnaturalizacion del l6bulo
continuo, lo que puede indicar que existe al menos un intermediario cinético. Todo
lo anterior presenta evidencia de que las caracteristicas cinéticas son mas
complejas que al equilibrio, donde claramente el plegamiento del I6bulo A presenta
un plegamiento de dos estados.

Sin duda, los experimentos cinéticos partiendo de 5 M de urea proporcionaron
informacion nueva y relevante sobre el proceso de plegamiento del l6bulo
discontinuo; sin embargo, las cinéticas obtenidas presentaron mucho ruido y el
chevron construido tiene desviaciones muy grandes. Debido a esto, decidimos
repetir los experimentos, pero ahora partiendo de 4 M de urea, donde, segun la
Figura 21, a esta concentracion el I6bulo A ya esta desnaturalizado.

Partiendo de 4 M de urea y cambiando la longitud de onda se logré el objetivo de
disminuir el ruido. Las cinéticas de renaturalizacion seguidas por DC auln
presentan la fase burst observada a 5 M (Figura 28), no asi las de
desnaturalizacion (Figura 27). El chevron construido a partir de estos datos
presentd dos ramas en la desnaturalizacion, la rama rapida, que parece no ser
dependiente de la concentracion de urea, puede estar relacionada con la
isomerizacion de la prolina 16. La rama lenta presenta curvatura y es mas lenta
que la del chevron del lI6bulo A a 5 M de urea. Por otra parte, el proceso de
renaturalizacion también present6 dos ramas. La rama rapida tampoco parece
depender de la concentracion de urea, mientras que la rama lenta no es lineal y

esta relacionado con un movimiento en el estado de transicion.

Adicionalmente, las cinéticas de renaturalizacién seguidas por IF muestran un
aumento subito en la sefial que posteriormente disminuye hasta llegar al estado
nativo, lo que puede sugerir que el I6bulo A va del estado desplegado a un estado
mas compacto donde existe menor area expuesta al solvente, para finalmente
llegar al estado nativo (Figura 32). El chevron construido a partir de estos datos es

muy similar al que se obtuvo por DC, lo que indica que los cambios observados no
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se deben al cambio en la longitud de onda, sino al cambio en la concentracion de

urea.

Hasta ahora, los resultados han mostrado que el plegamiento del I6bulo A parece
ser de dos estados, al igual que LAO; sin embargo, los estudios cinéticos han sido
mucho mas complejos de lo esperado. Dado que el I6bulo discontinuo es mas
pequefio que LAO, se tenia la hipdtesis de que su plegamiento seria menos

complejo que el de la proteina completa.

Estudios de la union de arginina al I6bulo A.
En cuanto a la repercusion en la funcion del dominio discontinuo, se observo que,

si bien es capaz de unir a la arginina, la afinidad por dicho amino&cido disminuye
considerablemente si se compara con la de LAO. Lo anterior sefiala que la
disminucién en la afinidad no es proporcional al nimero de residuos que hacen
contacto con el ligante (el I6bulo A tiene 5 residuos que tienen interaccion directa
con los ligantes, mientras que el B so6lo 2) y que el dominio continuo, asi como la
region de bisagra, son clave para la funcion de LAO, tal y como pasé con los
estudios realizados en HisJ (Chu, 2013).

Conclusiones y Perspectivas.
El plegamiento del I6bulo A al equilibrio es igual de sencillo que el de LAO, ya que

ambas proteinas presentan un proceso de dos estados. Sin embargo, los estudios
cinéticos mostraron mucha mayor complejidad para el I6bulo A en comparacion a
los obtenidos para LAO. Lo anterior resulta interesante ya que, contrario a lo que
se pensO, la complejidad del plegamiento no necesariamente aumenta al
aumentar la complejidad estructural de la proteina. De esta manera podemos
hipotetizar que la formacion de proteinas multidominio tendra la ventaja de
“concertar” la cinética de plegamiento de los dominios aislados.

Por otra parte, los estudios de union mostraron que el I6bulo A es capaz de unir
arginina (Ko= 1.31x10° nM), aunque con una afinidad 10 mil veces menor que la
proteina LAO (Kp= 0.96 = 0.01 nM).

Todo lo anterior sugiere que la familia de las PBPs evolucion6 de manera tal que

el plegamiento y la funcion resultaran mas eficientes.
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Finalmente, para poder tener un panorama mas completo es necesario expresar y

caracterizar el plegamiento y la unién del dominio continuo (B), lo cual nos

permitird conocer mas a detalle la relacion entre ambos I6bulos y como influyen en

el plegamiento de LAO.
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