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CAPITULO 1. GENERALIDADES

1.1 INTRODUCCION

Las macromoléculas denominadas proteinas, formadas por una gran
variedad de aminoacidos, juegan un papel muy importante en casi todos
los procesos biolégicos. Su importancia se encuentra en la actividad que
las proteinas tienen en practicamente todas las funciones biolégicas como
son catdlisis enzimatica, transporte y almacenamiento, generacion y

transmisién de impulsos nerviosos, el control y crecimiento, etc.

La enorme gama de diferentes funciones que pueden desarrollar las
proteinas se debe a las distintas posibilidades de plegamiento para formar
estructuras tridimensionales muy diversas, es por ello que resulta de gran
importancia el conocer la manera en que la secuencia de aminoacidos
determina la conformacion de las proteinas, asi como las causas por las

que dicha conformacion se ve alterada [1].

En la actualidad se sabe que las proteinas se encuentran divididas en
cuatro niveles estructurales que les confieren caracteristicas especificas.
El primero de ellos, la estructura primaria, se refiere al ordenamiento que
los aminoacidos han tomado al formar la cadena principal, es decir, el
establecimiento de la secuencia de aminoacidos; en la estructura
secundaria se comienza a percibir la presencia de fuerzas especificas
(puentes de hidrégeno, van der Waals, interacciones electrostaticas)
debido a las distancias entre atomos o tipos de cargas presentes en los
distintos aminoacidos, originando con ello la aparicién de hélices a. y hojas
B principalmente; posteriormente se comienza a establecer una
conformacién tridimensional denominada estructura terciaria, la cual
muestra el aspecto espacial que la proteina ha adquirido; finalmente y sélo

en los casos en los que se cuenta con mas de una cadena polipeptidica se
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observa la presencia de la estructura cuaternaria, que indica la forma en la

que dichas subunidades interactian entre si.

Las enzimas son aquellas proteinas que actian como catalizadores en los
sistemas biolégicos, cuentan con un elevado grado de especificidad
respecto a sus sustratos y aceleran reacciones quimicas especificas. La
actividad catalitica de las enzimas depende de la integridad de su
conformacion proteica nativa. Si se desnaturaliza o disocia una enzima en

subunidades, se pierde normalmente su actividad catalitica [2].

Las enzimas son clasificadas por el tipo de reaccién que catalizan, siendo
de las mas estudiadas las enzimas proteoliticas, quienes se caracterizan
por hidrolizar parcial o selectivamente cadenas polipeptidicas las proteasas
tidlicas, cisteinicas o sulfhidrilicas vegetales pertenecen a este tipo de
enzimas [3]. La actividad catalitica en las proteasas cisteinicas depende

del grupo tiol presente en un residuo de cisteina.

Las enzimas proteoliticas son obtenidas a partir de fuentes vegetales y
animales demostrandose que existe gran homologia entre ambos tipos de
enzimas tanto en estructura como en la funcién de las mismas, sin
embargo, las mas conocidas y estudiadas son las primeras, ya que se

pueden obtener en mayor cantidad.

Los usos de las enzimas cisteinicas vegetales son muy variados, algunos
de ellos son en ablandadores de carne o clarificacion de la cerveza [4].
Respecto a su funcién metabdlica se sabe que pueden actuar como

agentes protectores contra infecciones flngicas en las plantas [5].
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1.2 QUIMOPAPAINA

El latex de papaya (Carica papaya L) es rico en el contenido de proteasas
sulfhidrili.cas, estando ya caracterizadas las mas abundantes: papaina,
quimopapaina y caricaina [6]. Se sabe que el contenido de estas enzimas
en el latex de papaya es de 5% de papaina, 27% de quimopapaina y 14%
de caricaina. Se observ6 que cada una de estas especies muestran una
gran homologia en su estructura primaria lo que les confiere masas
moleculares similares (papaina 23350 Da [5], quimopapaina 24000 Da [7] y
caricaina 26-28000 Da [8]). Las tres enzimas son basicas, mostrando una
considerable diferencia en cuanto a sus puntos isoeléctricos (plpapaina 8.75,
Plquimopapaina 10.1-10.6 vy plearicaina 11). Estas caracteristicas les hacen

presentar propiedades fisicas distintas [8].

Al estudiar mas a fondo la estructura primaria de las tres proteasas se
encontro que la quimopapaina cuenta con 218 residuos de aminoacidos,
de los cuales 126 (58%) son idénticos a los que conforman la cadena
polipeptidica de la papaina y 141 (65%) residuos iguales a los de caricaina
ademas de una cisteina libre en la posicién 25 requerida para la actividad,
al considerar la estructura tridimensional de las tres enzimas se observan
tres puentes disulfuro. También se lograron separar dos formas distintas

de quimopapaina [9].
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La quimopapaina es una de las proteasas sulfhidrilicas vegetales mas
ampliamente estudiada, conociéndose de ella ademas de su estructura
primaria (Fig. 1) [9], su masa molecular que tiene un valor de 24 000 Da [7]

y un punto isoeléctrico que se encuentra entre 10.1y 10.6 [10].

1 5 10 15 20 25 29
YPQSIDWRAKGAVTPVKNQGACGSCWATFS

30 35 40 45 50 55 59
TIATVEGINKIVTGNLLELSEQELVDCDKH

60 65 70 75 80 85 89
SYGCKGGYQTTSLQY VANNGVHTSKVYPYOQ

90 95 100 105 110 115 119
AKQY KCRATDKPGPKVKITGYKRVPSNCET

120 125 130 135 140 145 149
SFLGALANQPLSVLVEAGGIKPFQLYZKSGVEF

150 155 160 165 170 175 179
DGPCGTKLDHAVTAVGYGTSDGI KNTYIIIKN

180 185 190 195 200 205 209
SWGPNWGEKGYMRLKRQSGNSQGTCG VYKS

210 215 218
SYYPF KGFA

Figura 1. Estructura primaria de quimopapaina representando cada uno
de sus 218 residuos de amino&cidos.
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Gracias a estudios de rayos X se determiné la estructura tridimensional de
quimopapaina (Fig. 2), encontrandose que la cadena polipeptidica esta
plegada en dos dominios de aproximadamente el mismo tamano pero de
diferente conformacion. El primer dominio esta conformado principalmente
por hélices a, mientras que el otro dominio consiste esencialmente de
hojas B antiparalelas. El sitio activo esta localizado en la interfase entre

ambos dominios, con su cisteina esencial en la posicion 25 [11].

/I
{',. 4

1S 159 cys

Q
B

Figura 2. Representacion de la estructura tridimensional de
quimopapaina, mostrando su sitio activo ubicado entre cisteina 25 —
histidina 159 — asparagina 179. Se muestran en rojo las hélices a, en
verde las hojas 3, en amarillo los giros B asi como asas que conectan a
los elementos de estructura secundaria, y en negro se muestran los
residuos que integran el sitio activo.
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225996
Después de haber analizado las condiciones estructurales de la
quimopapaina, se analizd la cinética de desplegamiento de la enzima, en
donde gracias a estudios calorimétricos se encontré6 que la proteasa
presenta una desnaturalizacion de tipo irreversible [12]. Asi mismo, al
realizar estudios de desnaturalizacién térmica se pudo apreciar que este
proceso de desplegamiento se ajusta a una cinética de primer orden [13],
es decir, no existe un estado desplegado U reversible en equilibrio con la

proteina nativa, tratandose de un proceso de 2 estados, es decir:

1.3 ESTABILIDAD EN PROTEINAS

Se ha mencionado la importancia de conocer la conformacién estructural
que tienen las proteinas al encontrarse en estado nativo, es decir, bajo
condiciones fisioldgicas, sin embargo, es aun de mayor importancia
conocer los factores por los que estas macromoléculas pierden su
estructura original y cémo se ven afectadas en cuanto a su funcion

biolégica.

La conformacién plegada (nativa) de proteinas es sélo estable dentro de
ciertas condiciones que pueden ser interrumpidas por un cambio en el
ambiente, tal como un aumento en la temperatura, variacién del pH,

aumento en la presién o la adicion de algun agente desnaturalizante. La
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proteina se encuentra entonces desplegada, es decir, ha perdido parcial o

totalmente su conformacion estructural original (Fig. 3).

AGENTE DESNATURALIZANTE

>

PROTEINA NATIVA PROTEINA DESPLEGADA

Figura 3. Figura esquematica de un proceso de desnaturalizacion en donde
se aprecia la pérdida de la estructura terciaria de la macromolécula biolégica
y la conservacion de la estructura primaria.

La desnaturalizacion no implica la pérdida de estructura primaria. En
algunos casos la proteina puede ser desplegada por la ruptura de algin
enlace disulfuro presente, removiendo algin cofactor esencial, mutando

ciertos residuos cruciales o quitando residuos de la estructura primaria [14].
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Como consecuencia de la desnaturalizacién los grupos hidrofébicos
ubicados en el interior de la macromolécula quedan expuestos al solvente
acuoso facilitando la interaccion entre Qrupos no polares de diferentes
cadenas al azar, lo que puede provocar a su vez la agregacion y/o
precipitaciéon de la enzima debido a un disminucién en la solubilidad de la
solucién[15].

Se ha observado que en soluciones de proteinas la presencia de sales
afecta tanto la estabilidad de estas macromoléculas, sus propiedades
fisicoquimicas se ven alteradas [16 y 17], asi como el pk, de algunos de
sus grupos. La solubilidad de las proteinas es muy sensible tanto a la
presencia de sales asi como a cambio en la concentracién de iones
hidronio [18]. La alteracién de estas propiedades por la presencia de sales
depende tanto de la naturaleza de la sal como de la proteina. El efecto de
las sales sobre las interacciones hidrofébicas y electrostaticas se ve
reflejado en los fenémenos de disminucién de solubilidad y agregacion de
proteinas (para altas concentraciones de electrolito) [19]. Dicho efecto esta

definido en términos de 2 fenédmenos que se contraponen:

a) “Salting-in". se da entre iones y moléculas polares (en funcién de
la fuerza ib6nica) y aumenta la solubilidad de las proteinas en

solucién salina, y

b) “Salting-out”. presentandose entre grupos no polares (mejor
explicado por el modelo de cavidad [20]), tiene lugar a altas
concentraciones de sal (fuerza iénica > 1.0 M) y como resultado se

presenta la precipitacion.
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Se ha observado que los agentes que aumentan la solubilidad en las
proteinas, son buenos agentes desnaturalizantes de la estructura nativa,

mientras que los agentes precipitantes son también buenos estabilizantes
de la estructura proteica [21].

La serie de iones Hofmeister puede servir como guia para pronosticar el
comportamiento que una proteina tendra ante una gran variedad de sales
manejadas a distintas concentraciones [22]. Hofmeister ordené aniones y
cationes de acuerdo a su habilidad para precipitar proteinas, mostrando

que los aniones son mas efectivos que los cationes en la precipitacion de
proteinas [17].

Al hablar de sales es necesario enfocar la atencién en la presencia de
iones, ya que estos juegan un papel crucial en la solucién proteica al darse
una competencia de cargas entre iones y agua para con la proteina. En
este caso es vital el considerar la fuerza idnica, la cual es un parametro
que ofrece una descripcién completa de una solucién salina, al considerar

los tipos de iones presentes y la cantidad de cada uno de ellos. La fuerza
i6nica esta definida con la siguiente féormula:

| = 52 Cj Zi2

En donde:

Fuerza i6nica
Ci

Concentracién molal de la i-ésima sustancia
i6nica

Z; = Carga electrostatica de la i-ésima sustancia
idnica
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La fuerza idnica es una propiedad de las soluciones que esta relacionada
tanto con la concentracién de los iones en disolucién, asi como con la
carga [23]. La fuerza iénica esta basada en la teoria de Debye-Hiickel de

los electrolitos, la cual supone lo siguiente:

1) Los electrolitos se hallan completamente disociados en iones en
solucion

2) Las soluciones son diluidas, su concentracién es 0.01M o menor,

y
3) En promedio, cada ion esta rodeado por iones de carga opuesta

formando la atmésfera iénica [24].

1.4 TECNICAS EXPERIMENTALES

Para poder estudiar tanto la conformacién estructural como el
comportamiento de una proteina bajo ciertas circunstancias, es necesario
valerse de distintas técnicas experimentales segun las necesidades del

estudio de interés.

11
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a) CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

La cromatografia es una de las técnicas mas utilizadas para la separaciéon
y/o purificacién de proteinas. La columna cromatografica es empacada
(fase estacionaria) con algun material que puede absorber selectivamente
moléculas con base en diferencias en su estructura quimica (diferentes
masas moleculares), o bien, con base en diferencias respecto a carga
eléctrica. La separacion se lleva a cabo con la ayuda de algun eluyente
(fase movil) que arrastra a las moléculas a las afueras de la columna (Fig.
4).

Cuando una mezcla de proteinas cuenta con diferencias apreciables en su
carga eléctrica, se puede usar cromatografia de intercambio idnico, en
donde la fase estacionaria y la mezcla quedan unidas al tener cargas
eléctricas opuestas, el eluyente (donde se establece un gradiente salino)
arrastrara primero a la proteina que tenga menor interaccién con la
columna al pH del eluyente, de manera que se puede conseguir la
separacion oOptima de moléculas mediante un cambio gradual de la

concentracion salina de la solucién que se pasa a través de la columna.

Cuando se usan sobre la columna cromatografica presiones que van de
5000 a 10 000 psi para llevar a cabo la separacién, entonces la técnica se
vuelve mas eficiente, llevando el nombre de High Performance Liquid
Chromatography (Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, HPLC) [25].

12
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PROTEINA

FASE ESTA%NARIA FASE MOVIL

Figura 4. Representacion esquematica de una column
cromatografica de intercambio catidnico.

13
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b) ELECTROFORESIS

Esta técnica es utilizada para la separacién de proteinas y esta basada en
el desplazamiento de las proteinas cargadas dentro de un campo eléctrico;
dicho procedimiento es muy util como método analitico. La electroforesis
se lleva a cabo en geles formados por cadenas entrecruzadas de
poliacrilamida. Este gel actia como un tamiz molecular, retrasando el

desplazamiento de la proteina (Fig. 5).

Un método electroforético cominmente utilizado para la estimacién de la
pureza y la masa molecular, utiliza el detergente dodecilsulfato de sodio
(SDS), el cual se une a la mayoria de las proteinas (probablemente
mediante interacciones hidrofébicas) en una cantidad que es proporcional a
la masa molecular de la proteina, alrededor de una molécula por cada dos
residuos de aminoacidos y en donde la muestra adquiere una carga
aparente negativa debido a la presencia del detergente. La electroforesis
en presencia de SDS separa a las proteinas casi exclusivamente en
funcion de la masa relativa, de forma que los péptidos pequenos se
desplazan mas rapidamente; sin embargo, cuando la muestra es aplicada
en ausencia de SDS, la carga depende tanto del pl de la enzima, como del

pH del amortiguador en el que la enzima se encuentra disuelta.
La electroforesis también permite la determinacion de propiedades

cruciales de una proteina, tales como su punto isoeléctrico y la masa

molecular de forma aproximada [2].

14
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ELECTRODO (-)

D

E

N GEL
P

L

A

Z
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I

E

N

° PROTEINA

ELECTRODO (+)

Figura 5. Representaciéon esquemadtica de la técnica d
separacion denominada electroforesis en ausencia de SDS.

c) DICROISMO CIRCULAR

El fenomeno de dicroismo circular es muy sensible a la estructura de
polipéptidos y proteinas, este fenémeno es observado cuando la materia

6pticamente activa absorbe de forma diferente luz circularmente polarizada

15
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hacia la izquierda y derecha [26]. Un esquema de este fendmeno se

muestra en la figura 6.

A PRISMA
FUENTE
MONOCROMADOR
D —
MUESTRA MODULADOR
DETECTOR

Figura 6. Representacion esquemadtica del fendmeno del dicroismo
circular medido a través de la elipticidad.

16
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Basicamente se tiene una lampara que emite radiacion que llega a un

monocromador, el cual permite que el paso de radiacion sea de una
determinada longitud de onda (A). Posteriormente, pasa a través de un
prisma quien polarizara los rayos en dos planos, al llegar estos al
modulador, se retardara la fase de uno de los componentes de la radiacion,
originando con ello la polarizacion circular hacia izquierda y derecha de la

luz incidente (figura 7) .

A

N /.
\/

/
v
a) Luz sin b) Radiacién ¢) Luz polarizada
polarizar linealmente circularmente hacia
polarizada derecha e izquierda

Figura 7. Polarizacion de la radiacion en el fenomeno de dicroismo
circular . a) Luz en una determinada longitud de onda. b) Luz plano
polarizada. ¢)  Luz circularmente polarizada mostrando sus
componentes eléctricos.

Una vez que se ha logrado tener al haz luminoso en estas condiciones se
hace pasar a través de la muestra, la cual debido a sus caracteristicas

Opticas absorbera una determinada cantidad de luz. La luz que no sea

17
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absorbida por la muestra sera cuantificada al llegar al detector, quien por
medio de una serie de instrumentos electronicos arrojara un valor
numérico: la elipticidad (8). La elipticidad es el efecto del fenémeno de

dicroismo circular y esta definida como la cotangente del cociente del eje
menor al eje mayor de la elipse [27]

0 = Arc Tg [Er/ E(]

Este parametro mostraréa valores especificos dependiendo de las
caracteristicas estructurales que posea la muestra en funcién de pH,
temperatura, grado de desnaturalizacién, pureza, etc.

Dependiendo del intrumento de dicroismo circular usado, los datos son =
registrados como la diferencia en absorbancia de la luz circularmente S

polarizada hacia derecha e izquierda, y esta diferencia a su vez se

relaciona con el coeficiente de extincién (g) por medio de la ley de lambert =

y Beer:

A=¢gbc = g£=——

Donde:

AL, Ar = Absorbancia de los vectores izquierdo y derecho (adimensional)
¢ = Concentracién de la muestra 6pticamente activa (mol/l)

d = Longitud de recorrido éptico (cm)

Ae = Diferencia del coeficiente de extincion de derecha e izquierda

(Imol.cm]” o [mol.residuo.cm]")

18
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Los datos de dicroismo circular pueden reportarse como elipticidad molar
o como elipticidad por residuo:

[6]=3300 x Ae

[9] _ BOBS X 100 Mr
cxd
_ Ogps x 100 x MRW Mr

0 = _Mmr
[ ]MRW cxd y MRW Na

Donde:
0 oss = Elipticidad observada (mdeg)

¢ = concentracién de la proteina (mg / ml)
d = longitud de recorrido éptico (cm)

Mr = Masa molecular de 1a proteina
MRW = Peso por residuo medio

Na = NUimero de aminoacidos por proteina

Las bandas de dicroismo circular de proteinas ocurren en dos regiones
espectrales: Ila region de UV lejano o regién amida (170 — 250 nm) esta
dominada por contribuciones de los enlaces peptidicos; mientras que en la
regidén del UV cercano (250 — 350 nm) se aprecia la presencia de amino
acidos aromaticos, enlaces disulfuro y grupos prostéticos. Las dos
regiones espectrales muestran informacion distinta acerca de la estructura
de la proteina. Las bandas de dicroismo circular en la region amida
contienen informacién acerca de los enlaces peptidicos y de la estructura
secundaria de una proteina, y son frecuentemente empleadas para
monitorear cambios en la estructura secundaria en el curso de una

transicién estructural en la proteina [28].
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1.5 OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo de tesis es estudiar la cinética de
desplegamiento térmico de la enzima denominada quimopapaina,
observando el efecto que sobre su estabilidad estructural tienen algunas
sales tales como NaCl, Na;SO, y LiCl, usadas en distintas

concentraciones.
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21 MATERIALES

Se utilizaron dos lotes de quimopapaina parcialmente purificados, el primer
lote con numero 25T9011 y el segundo con numero 124F80751

(EC.3.4.22.6), ambos lotes de la compania Sigma Chemical Co., St. Louis
Missouri, U.S.A.

También se utilizaron algunos otros reactivos como son: lodoacetamida y

azida de sodio de marca Sigma, 2-mercaptoetanol proporcionado por

Merck, fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico, acetato de

l‘ O

-« ra . I 4 - . . g e (’ O
sodio, acido acético, cloruro de sodio, sulfato de sodio y cloruro de litio de P 2
Z 4

. y m 2z

marca J. T. Baker. Todos los reactivos usados son de grado analitico. 2
I =

— O

m z

M~

J1oMag
OIAYTS 3

o
!

2.2

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La quimopapaina, al pertenecer al grupo de enzimas proteoliticas, tiende a
autohidrolizarse faciimente, por lo que es necesario desactivar su sitio
activo de manera irreversible antes de proceder a cualquier tipo de
experimento. Se disolvié la proteina en un amortiguador de fosfatos 0.05M

a un pH 7.0, se le agregé 2-mercaptoetanol 0.1M manteniéndolo en bafio
de hielo y se dej6é en agitacion durante media hora. Posteriormente, se
adiciono iodoacetamida 0.1M y se dejé reaccionar por 1 hora.
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El 2-mercaptoetanol lleva a cabo la reduccién de la enzima, la cual ayudé
a debilitar los puentes disulfuro presentes en el sitio catalitico (debido a la
aparicion de puentes de hidrégeno), seguido de una carboximetilacién con
iodoacetamida, la que bloquea la actividad de los grupos tiol presentes en
dicho lugar. Finalmente, la muestra se filtré6 y mantuvo en refrigeracién

hasta su uso.

23 PURIFICACION

La separacion de quimopapaina comercial que contiene la proteina de
interés mezclada con caricaina se llevé a cabo en un cromatégrafo de
liquidos tipo HPLC VARIAN 5000, utilizando una columna de intercambio
cationico Shoedex IEC SP 825, de 75 mm de longitud y 8 mm de diametro
interno. Se realizaron inyecciones de 1 ml de muestra comercial a una

concentracién aproximada de 6.5 mg/ml.

Las condiciones de operacién mas adecuadas para la separacién de la
mezcla de proteinas utilizadas fueron:
1) Gradiente salino a base de dos amortiguadores de fosfato 0.05 M y

pH 7.0 con y sin NaCl 1M
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2) Flujo de elucién de 0.5 ml/min
3) La absorbancia de la muestra diluida se determind a una longitud de

onda de 280 nm.

24 PREPARACION DE LA MUESTRA

Una vez que se purificod la enzima se preparé antes de iniciar los estudios
de desnaturalizacion. Se recolectd la proteina a la salida del cromatdgrafo,
se procedi6é a dializar la muestra contra agua desionizada hasta que se
obtuvo un porcentaje minimo de sales de fosfato presentes en la muestra.
Posteriormente se liofilizd la quimopapaina. El tiempo de liofilizado varié
dependiendo del volumen de la muestra. Una vez que se obtuvo la enzima

solida, se conservé aislada y en refrigeracion.

2.5 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION

Antes de realizar experimentos analiticos, en donde es de suma

importancia conocer la concentracion de la proteina en solucion, la cual se
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midié indirectamente por medio de la absorbancia, inmersa en la ley de

Lambert y Beer:

A = ¢bc
En donde: A = Absorbancia [adimensional]
€ = Coeficiente de extincion [ml-cm™-mg™]

b = Longitud del recorrido 6ptico a través de la muestra [cm]

c = Concentraciéon de la muestra [mg/ml]

Para determinar la concentracion de la muestra se utilizd un

espectrofotometro HP 8453, en donde la absorbancia se midié a una
longitud de onda de 280 nm, utilizando un coeficiente de extincién € |*=

fcm

18.5 [29].

26 COMPROBACION DE PUREZA

Es de suma importancia que antes de llevar a cabo cualquier tipo de
estudio se tenga certeza de que la muestra de analisis se encuentre libre

de cualquier impureza, con este propdsito se aplicaron 2 técnicas distintas:
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

a) RECROMATOGRAFIA

Se inyectaron muestras de quimopapaina en el mismo equipo vy
condiciones idénticas a las descritas en seccidén 2.3, después de haber
sido purificadas por medio del método de cromatografia de intercambio

i6nico y preparadas segun se sefala en seccién 2.4

b) ELECTROFORESIS

Se llevaron a cabo pruebas de electroforesis en un equipo Pharmacia LKB
Phast System, sobre una placa de gel homogéneo de poliacrilamida al
20%, en ausencia y presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS). La
muestra de enzima ya disuelta en amortiguador de Tris’/EDTA 10mM/1mM
pH 8.0 se prepardé a una concentracion de 2.0 mg/ml aproximadamente
para el caso de proteina nativa y de 4.0 mg/ml para el analisis en presencia

de SDS.

2.7 CINETICAS DE DESPLEGAMIENTO

Para monitorear los cambios estructurales que la enzima presenta como
resultado de una desnaturalizacién térmica, se realizaron mediciones de

elipticidad, para lo cual se utilizé6 un espectropolarimetro JASCO-715,
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equipado con un porta celdas tipo Peltier (JASCO PTC-348 WI), y celda

con un recorrido 6ptico de 1cm.

La desnaturalizacidén térmica de la quimopapaina en funcién del tiempo se
obtuvo a una temperatura de 85.0 + 0.1 °C, siguiendo la sefal de
elipticidad a una longitud de onda de 221 nm. La cantidad necesaria de
solucién concentrada de proteina se inyecté en la celda que contenia
previamente amortiguador de acetatos 0.01M con o sin saly a un pH
4.5, habiéndose estabilizado previamente a la temperatura deseada. En
todos los casos se conservé aproximadamente constante la concentracion
de la proteina nativa a 0.02 mg/ml. La enzima se encontraba disuelta en el
mismo amortiguador antes mencionado. Las muestras se mantuvieron en
agitaciéon permanente a una velocidad de 400 rpm por medio de un
agitador magnético para permitir que la proteina en solucién y el
amortiguador se mezclaran rapidamente y se alcanzara el equilibrio

térmico.

Las sales que se usaron en los experimentos de desplegamiento fueron

NaCl, Na;SO,4 y LiCl
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3.1 PURIFICACION
Después de llevar a cabo el proceso de separacion de la quimopapaina
comercial por cromatografia de intercambio i6nico, se pudo observar por
medio dei cromatograma (Fig. 8) la presencia de 7 picos, en donde se

tiene lo siguiente:

Pico 1: se debe a la presencia de impurezas adicionales a proteinas
presentes en la muestra comercial. Lo anterior se supone debido a que por
el corto tiempo de retencion en la columna (aproximadamente 6.5 minutos)
debe presentar una diferencia de potencial de hidrégeno muy pequefio,
que no corresponde a lo mostrado por alguna de las enzimas presentes en

la muestra comercial.

Picos 2-5: éstos corresponden a las 4 isoformas de quimopapaina, segln
lo reportado en [30]. Los cuatro tipos de quimopapaina son muy parecidos
en cuanto a masas moleculares, por lo que no es conveniente realizar la
separacion por medio de cromatografia en gel, la cual basa el principio de
separacion en la diferencia de masas moleculares. Los tiempos de
retencion en la columna son 18.5, 195, 213 y 224 minutos

respectivamente.

Picos 6 y 7: muestran la presencia de las dos isoformas de caricaina

presentes en la quimopapaina comercial. Se deduce que se trata de esta
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enzima debido al mayor tiempo de retencién en la columna, lo que implica

un punto isoeléctrico mas alcalino que el de quimopapaina,

aproximadamente de 11,0 [10].
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Figura 8. Cromatograma que muestra los diferentes picos mostrados en la
purificacién de quimopapaina comercial. El pico 1 corresponde a la
presencia de impurezas, los picos 2-5 son de las distintas isoformas de
quimopapaina, mientras que los picos 6 y 7 pertenecen a caricaina. Las
lineas punteadas indican los tiempos de retencion para cada una de las
muestras separadas y la linea continua indica el gradiente salino usado.
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32 PUREZA
225996

Se aplicaron dos técnicas distintas para corroborar la pureza de la
quimopapaina, una vez que ésta se separd por cromatografia de

intercambio cationico.

a) RECROMATOGRAFIA

Se tomé la isoforma uno de quimopapaina (pico 2 en figura 8) ya que esta
es la enzima con fa que se trabajé posteriormente y se inyectd (previa
concentracién via dialisis seguida de liofilizaciéon) en la misma columna
utilizada para la separacion de las enzimas en el proceso de purificacion,
empleando el mismo programa de elucibn que en el caso de la

purificacién.

Del cromatograma obtenido (fig. 9) se puede observar la presencia de un
unico pico, cuyo tiempo corresponde al de la enzima inyectada (18.3
minutos aproximadamente), tiempo casi idéntico al mostrado en la

separacion descrita en la seccién 3.1
La ausencia de otros picos indica que la enzima se encuentra libre de

impurezas. Sin embargo, se podria pensar que esta prueba no es

suficiente para asegurar la pureza de la proteina, por lo que se aplicoé una
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segunda técnica para comprobar la inexistencia de otras moléculas ajenas

a la enzima en cuestion.

> QzZpWwIOoONT >

‘»
18.32 TIEMPO [minutos]

Figura 9. Cromatograma correspondiente a la prueba de
pureza (recromatografia) para la isoforma uno de
quimopapaina, en donde se aprecia la presencia de un pico
unico, evidencia de pureza.
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b) ELECTROFORESIS
Se realizaron pruebas de electroforesis en geles de poliacrilamida al 20%

en presencia y ausencia de SDS (Fig. 10).

Si la separacion de la proteina 0 mezcla de proteinas se lleva a cabo
cuando ésta(s) se encuentra(n) en su estado nativo, el éxito de la
separacion en esta técnica depende solamente de la diferencia tanto en
masa molecular como en carga que haya de una con las otras con
respecto al punto isoeléctrico de cada una y el pH del medio, dado que la
enzima tiene un pl entre 10.1 y 10.6 y al encontrarse disuelta en
TRIS/EDTA (pH 8.0) la enzima adquiere una carga parcial positiva, por lo
que la muestra correra en direccién al anodo; sin embargo la situacién
cambia cuando se aplica SDS a la muestra, ya que aqui la separacién esta
en funcién de la diferencia en masa molecular, debido a que el detergente
confiere a la muestra una carga negativa, dirigiéndose en este caso la
muestra hacia el catodo, por lo que se encontrd util aplicar la técnica en

sus dos modalidades.

El resultado obtenido con respecto a la pureza de la muestra en ambos
casos fue el mismo. Al inyectar la enzima (por duplicado) disuelta en el
amortiguador apropiado y dejar correr el programa indicado por el equipo

para cada uno de los casos, se pudo observar la presencia de una banda
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en cada carril, ambas correspondientes a quimopapaina en su isoforma
uno. Por la buena intensidad que estas manchas presentaron se puede
pensar que si existiesen impurezas de al menos un 2% aproximadamente,
estas serian visibles en la placa de gel (segun informacién descrita en la
técnica proporcionada adjunta al equipo), por tanto, y debido a los
resultados obtenidos en esta segunda técnica, se puede asegurar el buen

grado de pureza de la enzima.

Figura 10. Muestra de la placa de electroforesis usada para
comprobar la pureza de la enzima en estado nativo
(ausencia de SDS). Cada banda muestra la presencia de
quimopapaina  (realizada por duplicado). La placa es
representativa de ambos experimentos.
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3.3 CINETICAS DE DESPLEGAMIENTO
Se realizaron distintos estudios cinéticos del desplegamiento térmico de
quimopapaina a una temperatura de 85 + 0.1 °C, variando la concentracién
de cada una de las tres sales (NaCl, Na;SO4 y LiCl). La tendencia que
presentaron dichos estudios se muestra de forma representativa en las

figuras 11, 12y 13.

0.0M
1.0M
1.7M
1.8M

£
5
g

1
20
TIEMPO [minutos]

Figura 11. Tendencia de la sefial de dicroismo circular a 221 n
para el desplegamiento de quimopapaina a una T=85+0.1 °C par
las siguientes concentraciones de NaCl: [J 0.0M, QO 1.0M,
A 1.7M y W 1.8M. El regulador de acetatos 0.01 M tien
un pH de 4.5.
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Figura 12.  Cinéticas de desnaturalizacion de quimopapain
observadas a través de la técnica de dicroismo circular medido
221nm y a una T=85 + 0.1 °C, para las siguientes concentracione
de N2,SO, : O 0.0M, O 02M, A1oM y Bg4M. E
regulador de acetatos 0.01 M tiene un pH de 4.5
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Figura 13. Curvas que muestran las cinéticas de desnaturalizacién de
quimopapaina a una T=85 + 0.1 °C seguidas por medio de dicroismo
circular a 221 nm para las siguientes concentraciones de LiCl:

O ooM, OQ10M, A15M y Il 2.0 M. El regulador de
acetatos 0.01 M tiene un pH de 4.5
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Al observar cada una de las 3 figuras anteriores se puede apreciar que
todas las cinéticas mostradas presentan una caracteristica similar, es decir,
inician en un valor de elipticidad aproximadamente de —-9500
deg.cm?.dmol™ y conforme se van llevando los cambios del estado nativo
al desplegado en funcién del tiempo, esta variable adquiere valores menos
negativos. Al iniciar todas las curvas aproximadamente en el mismo valor
de elipticidad se puede inferir que la proteina en presencia y ausencia de
sal, en el tiempo cero, se encuentra en idéntico estado conformacional.
Por otra parte, se puede observar que al incrementar la concentracién de
NaCl o Na,;SQ,, las curvas cinéticas aumentan su amplitud de cambio de
elipticidad, haciendo que el valor final de dicho parametro se acerque cada
vez mas a cero. Ademas, algunas de las curvas mencionadas muestran un
comportamiento claramente bifasico, fo que sugiere que los cambios en

elipticidad pueden ser explicados suponiendo un mecamismo secuencial:

k1 k2
N —> U —> Agregados ... (I)

Donde la primera etapa involucraria el desplegamiento de la proteina
nativa, y la segunda representaria (operacionalmente) una serie de
reacciones que llevan a la agregaciéon del estado desplegado de la

molécula. Cabe sefialar que se observé agregacién in situ en los
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experimentos con concentraciones altas de NaCl y , especialmente, de
Na,S0O4; como se sabe, esta ultima sal es un buen agente precipitante de

las proteinas [21).

En el mecanismo (I) no se ha considerado la posibilidad de que el estado
nativo sufra también agregacion debido a la presencia de la sal. Si este
fuera el caso, seria de esperarse que en las concentraciones mayores de
Na,SO, la pérdida de elipticidad fuera extremadamente rapida debido a

que a la via descrita en (I) se sumaria otra via cinética:

N —> Agregados

Lo que se aprecia en la figura 11 es precisamente lo contrario, esto es, la
pérdida de la sefial de dicroismo circular es mas lenta cuando la

concentracion de Na;SO4es 1.0 o 1.4 M que en ausencia de sal.

De acuerdo a lo anterior, los datos cinéticos fueron analizados empleando
una ecuacion de decaimiento exponencial simple (cinética de primer orden
simple, ecuacion 1) y una de decaimiento doble (cinética bifasica,

ecuacién 2)
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_kt .,
0=0n -Op)e ™ +0p (Ecuacion 1)
_kt _kt g
B=On -One ™ +(Or -Op)e ™ +0p . (Ecuacion 2)
En donde:

O = Valor de la elipticidad a un tiempo dado
On = Valor de la elipticidad de la proteina en el estado nativo
O+ = Valor de la elipticidad de la proteina al término de la

primera fase

Op = Valor de la elipticidad de la proteina en estado
desnaturalizado

ki = Constante de velocidad de primer orden correspondiente
a la etapa de desplegamiento de la proteina

k> = Constante cinética de primer orden que representa las
reacciones que llevan a la agregacion de la proteina
desplegada

t = tiempo

La ecuacion 1 dio buen ajuste en los casos en los que [NaCl] < 0.50 M, o

bien [Na;SO,] <0.20 M. Los datos obtenidos con concentraciones

mayores de estos electrolitos requirieron de la ecuacion 2 para un ajuste

satisfactorio. Los datos correspondientes a LiCl se apegaron, en todos los

casos, al comportamiento exponencial simple.

40



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de ki obtenidos, asi como las respectivas estimaciones de

error experimental, son mostrados en las Tablas 1 a 3.

[NaCl] [M]

225996

Tabla 1. Constantes de velocidad (k;) para la transicion en la cinética
de desplegamiento térmico de quimopapaina a distintos valores de
concentracion de NaCl llevadas a cabo a una T=85.0 + 0.1 °C.
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[Na;S04] [M]

0.162 + 0.004

0.155 + 0.004

0.321 + 0.011

0.382 + 0.008

0.365 + 0.012

0.508 + 0.012

0.276 + 0.009

0.393 + 0.010

0.376 + 0.008

0.536 + 0.014

0.632 + 0.031

0.543 + 0.027

0.527 £+ 0.034

0.610 = 0.030

0.449 + 0.0278

0.299 + 0.016

0.379 + 0.008

0.219 £ 0.023

0.194 = 0.003

0.082 + 0.006

0.074 + 0.002

0.083 + 0.011

0.067 + 0.001

Tabla 2. Constantes de velocidad (k1) para la transicion en la cinética
de desplegamiento térmico de quimopapaina a distintos valores de
concentracion de Na SO, llevadas a cabo a una T=85.0 + 0.1 °C.
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[LiCI] [M]

0.157 + 0.003

0.618 + 0.037

0.784 + 0.096

1.112 + 0.215

1.177 + 0.128

1.074 + 0.097

1.141

+ 0.117

1.215 + 0.175

1.074 + 0.147

1.354

+ 0.102

Tabla 3. Constantes de velocidad (k1) para la transicién en la cinética
de desplegamiento térmico de quimopapaina a distintos valores de
concentraciéon de LiCl llevadas a cabo a una T=85.0 + 0.1 °C.
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La figura 14 muestra graficamente la variacién del Inki con la fuerza

i6nica |, para cada uno de los electrolitos empleados.

1.0
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0.0 I v Iii
1 z ¥
05+ Tog -
{1 &% - k.
§~1'O_ ¥ v LL:::NBO
] - ] .
* s,
-1.54 -
3 s
-2.0+
-2.54 .
..30 T 1 ¥ 1 71 T ] —T ] , — I
05 00 05 10 15 20 25 30 35 40
FUERZA 1ONICA 1]

Figura 14. Comportamiento de la desnaturalizacién térmica d
quimopapaina a una T=85.0 + 0.1 °C en presencia y ausencia d
LiCl, NaCl y Na;SO4 en distintas concentraciones. Se grafica |
concentracion de sal (fuerza ionica) contra el Ln de la constante d
velocidad para la transicion del estado nativo al desplegado para cad
una de las cinéticas realizadas.
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En la anterior figura pueden apreciarse dos regiones de |, en las que In ki

sigue tendencias cualitativamente diferentes. En la primera

(concentraciones bajas de electrolito), ki  aumenta al aumentar |,

independientemente de la naturaleza de la sal. En contraste, cuando el

valor de | es superior a 05 M el In K muestra una variacién

diferenciada que depende del tipo de sal presente.

Estas observaciones sugieren que el efecto de | sobre In ki es reflejo de

la participacion de dos mecanismos fisicoquimicos principales: un efecto
general de apantallamiento (screening) electrostatico, el cual es aparente
a baja fuerza idnica, y un efecto particular de tipo Hofmeister que
predomina cuando la fuerza iénica es elevada. De acuerdo con esta
interpretacion de los resultados, a alta fuerza idnica, el Na,SO, se
comporta como un agente que estabiliza la estructura nativa en

comparacion con el estado de transiciéon (esto es, aumenta AG*). Si se

visualiza el estado de transicion como una conformacién (o conjunto de
conformaciones) “expandida” de la estructura nativa, el efecto del Na,SO4
seria consistente con su conocido caracter “precipitante”, ya que tales
agentes favorecen termodinamicamente las formas moleculares con

menor area superficial. Siguiendo esta linea de razonamiento, podria
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decirse que el NaCl y el LiCl se comportan, respectivamente, como un
estabilizante marginal y un desestabilizante “suave” del estado nativo. En
resumen, los efectos de las sales en la cinética de desplegamiento

concuerdan con la serie de Hofmeister [20].

De acuerdo con la interpretacion anterior, la dependencia de Inki conla

fuerza iénica podria representarse (en una primera aproximacién) como

sigue:

nki =Inkiy + e (I) ¥ (Kgx1) ... (3)

En esta ecuacién, f,e (I) representaria el efecto del “apantallamiento
electrostatico”, y seria una funcién general de la fuerza ibnica |

(independientemente del tipo de iones presentes). El término K x |

representaria el efecto Hofmeister, siendo Ks; una constante particular

para cada tipo de electrolito y que seria analoga a la constante de
“precipitacion” (“salting out”) descrita en los estudios del efecto Hofmeister

en la solubilidad de una gran variedad de moléculas [20].
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Si se supone que a alta fuerza i6nica el efecto Hofmeister es
predominante, entonces la ecuacibn 3 podria ser expresada

aproximadamente como:

Inki ~ constante + Kgxl ... (4)

Basandose en esta Gltima expresién, los datos de In K1 correspondientes
a 1= 1.0 fueron usados para ajustar lineas rectas (lineas de puntos en la

figura 13) con un intercepto comun, obteniéndose asi un valor de Kg; para

cada sal (Tabla 4).

0.10 + 0.05

-0.09 + 0.06

-0.79 + 0.04

Tabla 4. Constante K que representa el efecto Hofmeister para cada
una de las sales.

Finalemente, los valores de Kg; se emplearon en la ecuaciéon 3 para
calcular los valores de fae a partir de cada conjunto de datos de In ki

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 15.
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Figura 15. Efecto del apantallamiento electrostatico (fa, en la ecuacio
3) en la constante de velocidad para el desplegamiento de 1
quimopapaina.
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Como puede observarse, el efecto de “apantallamiento electrostatico”
obtenido con cada una de las sales es razonablemente similar, lo cual

justifica el haber usado la ecuacion 3 para el analisis de los datos.

Los datos en la figura 15 serdn usados para intentar inferir algunas
propiedades estructurales del conjunto de conformaciones que
representarian el estado de transicion en la via de desplegamiento de la
proteina. Sin embargo, tal objetivo rebasa las metas planteadas para la

presente tesis de maestria.
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4. CONCLUSIONES 225996

La enzima proteolitica denominada quimopapaina ha sido estudiada por
diferentes grupos' de investigacién, determinandose sus estructuras
primaria, secundaria y terciaria, asi como su reaccién de desplegamiento
ante el aumento de temperatura, por medio de agentes desnaturalizantes

(guanidina) [31] asi como por variaciones de pH.

En este trabajo se observd el proceso de desplegamiento térmico de la
enzima a 85+ 0.1 °C, en presencia de NaCl, Na,SO, y LiCl variando sus
concentraciones. A pesar del distinto efecto que cada electrolito tiene
sobre el desplegamiento de la proteina, se puede observar que existe una
region (a bajas concentraciones de sal) en donde la cinética del proceso
sigue un comportamiento cualitativamente similar en presencia de cada
una de las sales; esto puede atribuirse a un efecto de apantallamiento
electrostatico sobre la enzima. Por otro lado, para altas concentraciones
de sal el comportamiento cinético depende marcadamente del tipo de

iones presente, lo cual conduce a un efecto de tipo Hofmeister.

31



CAPITULO 4. CONCLUSIONES

Bajo la suposicion de que los efectos de Hofmeister y de apantallamiento
electrostatico contribuyen aditivamente en la variacién de la constante de
velocidad del desplegamiento, fue posible separar (en una primera
aproximacién) ambas contribuciones. Los datos asi obtenidos seran de

utiidad para plantear una interpretacion molecular del efecto de los

electrolitos sobre AG™.
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