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§1.1. El Cédigo de Plegamiento
de las Proteinas.

La Biologia Molecular nos enseifia cual
es la criptografia en la que esta basado el
codigo genético: los codones son la unidad
basica de informacion a través de la cual se
relacionan los nucledtidos de un gen y los
aminoacidos de una cadena polipeptidica.
En otras palabras, tenemos conocimiento
de la manera en la que el material genético
porta la informacion precisa para definir la
secuencia especifica de las proteinas, esas
obreras moleculares que son de facto las
confeccionadoras de la vida.

Pareciera, por tanto, que tenemos los
elementos suficientes para describir la
relacion  de  los dos  procesos
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fundamentales de la vida: la herencia y el

metabolismo. Sin embargo, el solo
conocimiento del codigo genético deja un
gran abismo que aOn nos mantiene
distantes de poder enlazar de manera total
la informacién genética con los procesos
metabolicos, abismo al cual se le ha
nombrado como el problema del
desciframiento del codigo de plegamiento
de las proteinas, o, de una manera que no
carece de elegancia, el desciframiento de
la segunda mitad del codigo genético
[01]: una vez logrado el proceso de
traduccion del "lenguaje” de codones al
"lenguaje” de aminoacidos, jcomo es
dictada la ruta de plegamiento de la cadena
polipeptidica para la generacion de la
arquitectura funcional o nativa de una
proteina?, ;por qué la proteina, partiendo
de wuna estructura aleatoria, adopta
precisamente esa configuracion altamente




compleja y especifica capaz de llevar con
la mayor celeridad y precision las
reacciones bioquimicas, y no otra? ;jcuales
son las bases moleculares bajo las que esta
cifrado el cédigo de plegamiento? jcual es
la informacién minima que determina la
segunda mitad del codigo genético?

Al respecto de estas interrogantes,
existe un argumento de orden tedrico,
conocido como la paradoja de Levinthal,
que nos advierte sobre la complejidad que
encierra el responder a estas preguntas tan
simples de formular.

Levinthal formulé6 su paradoja en
términos del numero astronoémico de
conformaciones diferentes que en principio
puede adquirir una cadena polipeptidica,
aun suponiendo un numero muy pequefio
de grados de libertad conformacionales
para cada residuo de aminodcido [02].
Levinthal razonaba que si concediéramos
tan solo cuatro diferentes orientaciones
permisibles para cada residuo en una
cadena de 100 aminoacidos, el nimero de
posibles conférmeros seria de 4% (6
~4x10%%). Si a una proteina de tales
dimensiones que se plegara a través de una
busqueda aleatoria, le facultaramos con
una tasa de isomerizacion alta de,
digamos, mil billones (10'%) de
conformaciones por segundo [03],
necesitaria de jseis mil cuatrillones
(6x1027) de veces la vida del universo para
poder recorrer todas las posibles
conformaciones!. Y, sin embargo, in vivo,
una proteina logra su plegamiento en
intervalos de tiempo de tan solo 10-! a 103
segundos. He alli la paradoja.

Esta colosal cantidad de tiempo puede
ser reducida en varios Ordenes de
magnitud al tomarse en cuenta que la
conformacion nativa no es unica, sino que
en realidad consiste de una coleccion de
estructuras de propiedades energéticas

muy cercanas [04], y que la bisqueda de
plegamiento puede ser alejada de manera
sustancial de lo completamente aleatorio si
son impuestas restricciones de costo
energético menores en la adopcion de
configuraciones locales incorrectas [05].
Sin embargo, aun con las restricciones y
las consideraciones mas favorables, la
escala temporal de exploracion de
conféormeros  seguiria superando con
mucho a la biolégica, por lo que la
paradoja, desde esta perspectiva, ha
permanecido.

Una paradoja es una contradiccion
aparente, y el origen de la paradoja de
Levinthal esta en la suposiciéon de como se
dobla una proteina. La parte constructiva y
realmente importante que se infiere de la
paradoja de Levinthal, es que el proceso
de plegamiento de una cadena
polipeptidica no puede ser un evento
aleatorio, sino que debe ser dirigido de
alguna manera a través de una ruta que le
conduzca "directamente" a adquirir la
conformacién nativa. Por el nimero
practicamente infinito de conformaciones
posibles que puede adquirir una proteina,
se deduce también de la paradoja que las
bases moleculares del plegamiento deben
de ser en extremo sofisticadas y sutiles.

Los trabajos visionarios de Anfinsen,
que, usando una frase de Perutz [06],
gravitaron en torno al proposito de
"descocer el huevo" ("unboiling the egg"),
sentaron de una vez y para todas la
filosofia con la cual ha sido abordado el
planteamiento fundamental que se deriva
de la paradoja de Levinthal. Anfinsen [07]
descubrid6 que in vitro, bajo ciertas
condiciones favorables de fuerza ionica,
pH y concentracion de  agentes
caotropicos, la forma desplegada de la
ribonucleasa A es capaz de reconstituir,
por si sola y espontaneamente, la



compleja topologia nativa. De este
hallazgo fueron derivadas conclusiones de
importancia primerisima:

La primer conclusion constituye la
hipétesis fundamental en el estudio del
codigo de plegamiento, y establece que la
informacion requerida para que una
proteina, bajo condiciones "fisioldgicas”,
adopte una configuracion tridimensional
particular —a funcional— de entre un
grupo astronOmicamente grande de
conformeros, es portada en su totalidad
por la secuencia de aminodcidos de la
cadena polipeptidica. Esta conclusion ha
sido tema de amplias discusiones, Yy
aunque se le ha cuestionado de diferentes
formas, su validez parece estar comple-
tamente demostrada [07-10].

El hecho de que una proteina sea
capaz de renaturalizarse por si sola, trajo,
por otra parte, una segunda conclusién de
un profundo peso epistemoldgico:
signific6 que, en principio, es posible
estudiar el proceso de plegamiento de una
proteina a través de su proceso inverso,
ie., a través de su desplegamiento o
desnaturalizacion!. Un corolario inmediato
y trascendente de esta conclusion, es que
el proceso de desnaturalizacion puede
llevarse a cabo en condiciones adecuadas
para que se entable un equilibrio quimico
dinamico entre las formas plegadas y
desplegadas, hecho que sent¢ la validez de
hacer uso del profuso campo de la
termodindmica de procesos reversibles
para caracterizar energéticamente el
plegamiento-desplegamiento de la cadena
polipeptidica [11,12].

— —5
<

1 Dentro del ambito de la Ingenieria de  Proteinas, la
desnaturalizacién de una proteina no la debemos entender como
la simple pérdida de la actividad catalitica, sino como la ruptura
de las interacciones no covalentes que estabilizan Ja topologia
nativa, de manera que la cadena polipeptidica adquiere una
conformacion desplegada y altamente desordenada  (“estado
desnaturalizado™) [11).

§1.2. La
Proteinas.

Ingenieria  de

El desciframiento del codigo de
plegamiento lo podemos concebir como el
punto de aterrizaje de uno de los
proyectos cientificos mas ambiciosos que
jamas se haya emprendido, y que lleva
como nombre de disciplina Ingenieria de
Proteinas. El conocimiento de como y por
qué una determinada cadena polipeptidica
adquiere una conformacién espacial
particular, dara en principio la posibilidad
de diseifiar proteinas artificiales concebidas
para  realizar  tareas  moleculares
especificas. Claramente previsible es que
las consecuencias de ello seran de
proporciones incalculables. La construc-
cién de microcircuitos, de vacunas virales
y de agentes capaces de hidrolizar
sustancias no biodegradables son tan sélo
algunos ejemplos de la revolucion
tecnoldgica que significara el estableci-
miento de la Ingenieria de Proteinas.

El desciframiento del codigo de
plegamiento es un asunto tan complejo,
que resulta natural la cantidad de métodos
y formas con las cuales esta siendo
abordado el problema.

Han sido desarrollados métodos
predictivos de los diferentes niveles de
organizacion estructural proteica a partir
de la secuencia de aminodacidos.
Algoritmos estadisticos de preferencias
por los diferentes tipos de estructura
permiten  realizar  predicciones  de
estructura secundaria con una precision
promedio del 65% [13]. Programas de
busqueda de homologia de secuencias
primarias han resultado adecuados en un
numero limitado de familias de proteinas
[14]. Intimamente ligadas a estos
programas de homologia, se encuentran
las técnicas de modelado molecular, las



cuales permiten proponer topologias
especificas, susceptibles de corroboracion
experimental [15].

Otra rama de estudio de la Ingenieria
de Proteinas de gran interés y auge es,
naturalmente, la de la determinacion de la
estructura tridimensional. La técnica que
actualmente mas promete y que esta
creciendo de manera explosiva, es la
resonancia nuclear magnética (RMN), la
cual tiene la insuperable ventaja con
respecto a difraccion de rayos X, de que la
estructura que resuelve corresponde a la
de la proteina en solucion. El otro gran
mérito de la RMN es que permite realizar
estudios dinamico-estructurales con una
resolucién mucho mayor que la de otras
técnicas espectroscopicas [16]. Aunque
aun bajo las condiciones mas favorables, la
RMN es tan s6lo capaz de resolver
estructuras de proteinas relativamente
pequefias (menos de 150 aminoacidos), se
espera que en breve este umbral sea
superado.

El establecimiento del cddigo de
plegamiento tendria como requisito poder
describir como las propiedades fisico-
quimicas intrinsecas de un polipéptido y
sus cadenas laterales, se enlazan cinética y
termodinamicamente para producir la
estructura tridimensional nativa [58]. Por
tanto, los estudios del plegamiento de una
proteina han sido desarrollados utilizando
técnicas cinéticas [17] y en el equilibrio,
estas ultimas cuya interpretacion y alcan-
ces han estado de la mano con la aplica-
cion de la termodinamica de procesos
reversibles y macroscépicos [04,11,19].

El presente trabajo esta directamente
relactionado con este ultimo rubro, al cual
le podemos distinguir con el nombre de
Termodinamica de Proteinas, rama a la
cual quisiéramos dedicarle un breve
espacio.

§ 1.3. La Termodindmica de
Proteinas.

El propésito fundamental de la
Termodinamica de Proteinas lo expresé
claramente P. L. Privalov, uno de los
autores mas influyentes en este ramo, en
su articulo Thermodynamic Problems of
Protein Structure [20]:

Sin el conocimiento de las propiedades termodinamicas,
todas las discusiones de los principios de la
organizacién proteica, asi como del mecanismo de
plegamiento y estabilizacion de la estructura
tridimensional de la proteina, son meras especulaciones.
Esto ha llegado a ser evidente sélo después de muchos
afios de intentos infructuosos de resolver estos
problemas solo mediante el andlisis de la informacién
estructural de las proteinas. El fracaso ha hecho obvio
que la informacién estructural tan sélo revela una cara
de la molécula proteica, mientras que la otra cara es
revelada por la informacién de las bases energéticas de
su estructura, i. e., su termodinamica.

Deducir las propiedades termodinimi-
cas de una proteina a partir de su
estructura tridimensional, o, en el caso
complementario, derivar de las bases
energéticas la conformacién geométrica es
el objetivo final a resolver dentro de la
Termodinamica de Proteinas, punto que a
su vez constituiria un factor clave para
alcanzar la cuspide en la construccion de la
Ingenieria de Proteinas [20].

Una forma directa de tratar de elucidar
las bases energéticas de la estructura
nativa de una proteina, es a través del
estudio de su estabilidad. Para poder
juzgar qué tan estable es la estructura de
una proteina, basta con someterla a algin
tipo de influjo externo y determinar cuénto
le resiste, i e., desnaturalizarla vy
caracterizar el proceso termodinamica-
menteZ.

pa 3

ZExisten diversas formas de desnaturalizar a una proteina (e. gr.,
condiciones extremas de pH, altas temperaturas o presencia de
agentes caotropicos o desnaturalizantes como urea o hidrocloruro



Han existido tres grandes "eras" que
han marcado el devenir del estudio de las
bases energéticas de la estructura
tridimensional de las proteinas en solucion:
la era precalorimétrica, la era
calorimétrica y la era postcalorimétrica.

Ptitsyn englobd en la ‘"era
precalorimétrica" [21] a aquella época en
la que hubo un auge en el uso de técnicas
que permiten cuantificar los parametros
termodinamicos de una manera indirecta.
Este tipo de estudios fueron practicados
desde fechas tan tempranas como 1934
[22], mas fueron desarrollados sistematica
y formalmente en la década de los 60's,
quiza teniendo como obra cuspide el
trabajo de revision realizado por Tanford
en 1969 [11,12]. Los experimentos
estriban en rastrear los cambios de alguna
propiedad cuantificable y dependiente de la
conformacién proteica Y(X) al ser elevada
la magnitud del factor externo X. Las
técnicas mas socorridas por su sensibilidad
y por el tipo de informacién que brindan
son las espectroscopicas [23]. Un ejemplo
tipico de los resultados rendidos por estos
experimentos, es mostrado en la figura
1.1, en donde la propiedad medida es el
cambio en la absorcion de radiacion
ultravioleta con respecto a la temperatura.

Del anilisis de curvas como la de la
figura 1.1, surgieron conceptos que aun
siguen siendo de mucha actualidad. Un
aspecto que sobresale, es que existe un
cambio abrupto de absorciéon en un
intervalo estrecho de temperatura, el cual
es atribuible a la desnaturalizacion de la
proteina, y que recuerda por su forma a

de guanidinio [11,19]). Aunque se cuenta con un amplio marco
teérico para cada una de las modalidades de desnaturalizacién, la
forma mas rica en cuanto a la informacion que proporciona y en
cuanto a la precision de determinacion experimental, es la
desnaturalizacion a través del incremento de temperatura.
Debemos mencionar que ésta es la razon fundamental por la que
el grueso de nuestro trabajo esti sentado en estudios de
desnaturalizacion térmica.
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Figura 1.1. Patron de desnaturalizacién tipico de una proteina
obtenido mediante espectroscopia diferencial ultravioleta. El
cambio en la intensidad de absorcidn en este caso es para una
longitud de onda de 300 nm.

una transicion de fase. Este hecho condujo
a suponer que el fendmeno de
desnaturalizacion proteica es altamente
cooperativo, por lo que para el analisis de
los datos fue propuesto, de manera a
priori, que el proceso ocurre a través de
una sola transicion, es decir, que la
proteina puede estar o "completamente
plegada" o "completamente desplegada”,
siendo los estados intermedios entre estas
formas muy poco estables, y, por ello,
encontrandose en concentraciones
extremadamente pequeiias. Como
apuntaremos con mayor detalle en los
capitulos venideros, la aplicacion de este
modelo de dos estados permite obtener de
forma  indirecta los parametros
termodindmicos que caracterizan  al
proceso de desnaturalizacion3.

La primer explicacion importante al
respecto de las bases moleculares de la
cooperatividad, y del hecho de que las
proteinas observan una desnaturalizacion
cercana al fodo o nada, fue brindada por
Tanford estudiando la energia libre de
transferencia de aminoacidos de un medio

p) 3
< >

3 Por caracterizar termodinimicamente al proceso  de
desnaturalizacion debemos entender el determinar el conjunto de
parametros a partir de los cuales sea posible reproducir los datos
experimentales.




apolar a otro polar [24,25]. A la luz de
estos estudios, fue propuesto que el
grueso de la estabilidad de una proteina
proviene del asi llamado efecto
hidrofébico generado de la exclusion de
los residuos apolares del medio acuoso,
siendo las contribuciones de tipo polar (e.
gr., puentes de hidrogeno o interacciones
de van der Waals) poco importantes. Del
alto nivel de organizacion estructural de la
forma nativa y del bajo aporte entropico
por residuo de aminoacido hidrofobico,
fue dado explicar la alta cooperatividad y
la aparente inexistencia de intermediarios
en la mayoria de proteinas estudiadas.

A través de estos estudios de
desnaturalizacion fue posible inferir la
diferencia de energia libre de Gibbs entre
el estado nativo y el desnaturalizado a
temperaturas fisiologicas, encontrandose
en todos los casos una estabilidad apenas
marginal (de 10 a 15 kcal por mol de
proteina), lo cual concuerda con las
caracteristicas de flexibilidad y dinamismo
propias de la estructura nativa funcional
[11].

En contra de este tipo de estudios
debemos decir que sufren de varas
incertidumbres, dentro de las cuales una de
las mas importantes es la dificultad de
distinguir con precision las propiedades del
estado nativo y del desnaturalizado a
diferentes temperaturas, distincion sin la
cual no es posible definir cuantitativamente
la estabilidad de una proteina [04,26]. Por
otro lado, por si solos, estos estudios son
insuficientes para rendir la informacion
termodinamica de proteinas cuyo proceso
de desnaturalizacion se aleje del modelo de
dos estados. Finalmente, con el tiempo se
cayo en la cuenta que incluso este tipo de
proteinas pueden desplegar una curva
sigmoidal como la de la figura 1.1, por lo
que la suposicion del todo o nada siguid

siendo un elemento evidentemente a
priori.

Estos problemas fueron superados con
el advenimiento del microcalorimetro
diferencial de barrido [26], el cual permitio
determinar, directamente y con un grado
de incertidumbre mucho menor, el calor de
desnaturalizacion y la temperatura de
transicion media, variables extensiva e
intensiva que conjugadas contienen toda la
informacion termodinamica requerida para
describir totalmente el proceso de
desnaturalizacion [04,27].

Un sinnumero de conclusiones han
sido el resultado del desarrollo tedrico
para la interpretacion de las curvas
obtenidas mediante microcalorimetria.
Este apartado ha sido objeto de excelentes
trabajos de revision, dentro de los cuales
destacan los realizados por Privalov en
1979 [04] y en 1989 [20] y por Freire en
1989 [28].

Una consecuencia de suponer que la
desnaturalizacion ocurre como una
transicion de fase, es que existe un cambio
en el valor del calor especifico entre la
especie nativa y la desnaturalizada, el cual
corresponde a la derivada de la entalpia de
desnaturalizacibn con respecto a la
temperatura ((GAH/G1)p = ACp). Con el
microcalorimetro fue posible medir de
manera precisa este ACp, encontrandose
que tal valor se correlaciona con el nimero
de contactos hidrofébicos [04,29], por lo
que el aumento en la capacidad calorifica
ha sido imputado a la exposicion de los
grupos apolares originalmente insertos en
el nucleo hidrofébico de la molécula nativa
hacia el agua [26,46]. Por otro lado, fue
encontrado que existe una temperatura en
la cual el calor de desnaturalizacion
especifico es muy similar para diferentes
proteinas [04,20,30,31]. Este hecho, que
trataremos con mayor detalle en otros



capitulos, hizo ver la importancia de los
puentes de hidroégeno y, en general, de las
interacciones de tipo polar en la estabilidad
de la conformacién nativa [20].

El climax de esta era calorimétrica
[21] ha llegado a tal grado, que
recientemente ha sido posible reproducir
satisfactoriamente las curvas calorimé-
tricas de algunas proteinas a partir
exclusivamente del analisis de sus
estructuras tridimensionales y del uso de
valores termodinamicos obtenidos ya sea
de compuestos modelo o bien, empleando
proteinas de estructura tridimensional
conocida y bien caracterizadas termodina-
micamente, de regresiones lineales
multiples entre el area apolar y polar
ocultas que al desplegarse la proteina se
exponen al disolvente y los
correspondientes valores termodinamicos
de desnaturalizacion térmica {31-35].

Sin duda, la consecuencia conceptual
de mayor peso emanada de esta época fue
el afianzamiento del modelo de dos
estados [04]). Fue demostrado que los
intermediarios estables que surgen en tanto
se desnaturaliza una proteina muy
compleja que no se ajusta en lo global a un
modelo de dos estados, resultan de la
transicion de wnidades cooperativas de
plegamiento independientes que si se
ajustan a la modalidad de fodo o nada
[27,32]. Los ajustes entre el modelo
propuesto y los datos experimentales
llegaron a ser tan espectaculares, que del
modelo de dos estados fueron aventuradas
implicaciones incluso de orden evolutivo
[04].

Sin embargo, en la actualidad esta
vision esta siendo seriamente cuestionada,
y cada vez gana mayor terreno la idea de
que la forma de todo o nada, mas que ser
el factor causal de la estabilidad estructural
de una proteina, es una consecuencia mas

de las propiedades globales de ensamblaje
de ésta [21,36].

Estudios a través de diferentes
condiciones de pH, fuerza idnica y agentes
desnaturalizantes han llevado a la certeza
de que pueden existir conformaciones
parcialmente plegadas que comparten
propiedades del estado desnaturalizado y
del nativo; un punto de suma importancia
es que tales conformaciones han sido
demostradas para proteinas globulares
pequefias de las cuales se pensaba como
prototipos de unidades cooperativas de
plegamiento [21]. Llamaremos a esta etapa
del desarrollo de la termodinamica como la
era postcalorimétrica o la del globulo
JSundido.

El glébulo fundido es un macroestado
en el cual la proteina conserva el grueso de
su estructura secundaria practicamente
intacta, pero las interacciones que
estabilizan la estructura terciaria han sido
fuertemente alteradas, al punto de ser
inespecificas [37,38]. Una propiedad mas
que es requerida para considerar a una
conformacién como globulo fundido es la
presencia de un nidcleo hidrofébico
comparable al de la forma nativa [39]. El
glébulo fundido ha sido hallado bajo
condiciones extremas de pH y fuerza
idnica y bajo condiciones moderadas de
temperatura y de concentracion de agentes
desnaturalizantes [40-43].

Las  consecuencias que  estan
discurriéndose por el hallazgo de este tipo
de intermediario estable son de alcances
muy profundos. La revolucidon que
actualmente estad ocurriendo es quiza tan
solo comparable con la propiciada hace
dos décadas con la llegada del calorimetro.
Esto resulta natural al sopesar la valia de
tener acceso al estudio de formas
moleculares que equivalen a un punto
intermedio en la ruta de plegamiento de la



cadena polipeptidica. Es de esperarse del
estudio sistematico de los globulos
fundidos, un alud de informacién nueva
que permita un avance significativo hacia
la elucidacién del codigo de plegamiento.
Por lo demas, muchos conceptos y formas
de estudio, que hasta hace muy poco
estaban firmemente establecidos, estan
cambiando, y aun muchos otros lo haran
en un futuro quiza ya previsible.

Nos hemos permitido, aunque sea
grosso modo, describir estas tres "eras del
estudio de la estabilidad proteica", en
virtud de que nuestro proyecto de
investigacion esta imbricado en mayor o
menor grado con todas ellas. Teniendo
como marco de ubicacidon el contexto
arriba construido, estamos ahora en
condiciones de describir con detalle cuales
fueron los propoésitos que dirigieron el
presente trabajo de investigacion.

§ 1.4. El Objetivo.

El objetivo de la presente tesis lo
podemos formular, de manera sucinta,
como la caracterizacion termodindmica
del proceso de desnaturalizacién térmica
de la pig. Tal objetivo emand de dos
propdsitos, uno para cumplir de manera
inmediata y otro en un plazo mediano.

El objetivo a mediano plazo es realizar
un estudio termodinamico comparativo
entre diferentes miembros del grupo
proteico al cual pertenece la p-lg. En este
sentido, la intencidn con esta proteina era
contar  con sus patrones de
desnaturalizacién, de manera que fuera
posible compararlos con los desplegados
por otra proteina emparentada
estructuralmente, la glicoproteina acida a,
de suero humano (GPA a,), 1a cual habia

sido estudiada previamente por nuestro
grupo de trabajo bajo los mismos criterios
experimentales que los previstos para esta
investigacion [44,45].

(Con qué objeto
comparacion?

La p-lg y la GPA a, pertenecen a la
superfamilia proteica de las lipocalinas,
grupo de pequeiias moléculas globulares
no compactas que por las caracteristicas
de poseer una topologia que semeja a un
caliz y por su alta afinidad por residuos
hidrofébicos ganaron el nombre que lleva
la superfamilia.

Como comentaremos poco mas
adelante, el criterio fundamental que dio
identidad propia y bien definida al grupo
de las lipocalinas fue de orden
sustancialmente estructural. El significado
de este criterio podemos entenderlo en su
real magnitud al considerar que la
homologia en la secuencia de aminoacidos
dentro de este grupo es, para la gran
mayoria de los casos, no superior al 20%
[60]. Actualmente son mas de 25 el
nimero de lipocalinas conocidas [91], y lo
cierto es que tan solo para siete de ellas se
cuenta con el modelo de estructura
tridimensional derivado de datos de
difraccion de rayos X, ademis de una
conformacién obtenida por modelado
molecular para la GPA «, [48].
Naturalmente, resulta un problema de
orden mayor el pretender obtener datos de
esta indole para todas las lipocalinas, aun
sin contar los casos de proteinas para las
que parece muy lejana la posibilidad de
resolver por rayos X su estructura. Por
tanto, ante la carencia de evidencias
estructurales directas, el criterio de
agrupacion de las lipocalinas ha tenido que
ser radicado, ademas de en algunas
propiedades adicionales como la capacidad
de unir pequeiios ligandos hidrofébicos, en

realizar  tal



la presencia de una "huella digital" o
"region consenso" al parecer comun en la
superfamilia, consistente de un segmento
de aminoacidos colocado en el extremo
amino terminal (ver §1.6).

En contra de la fiabilidad que significa
tal huella digital, hemos de mencionar que
existen casos, como el de la proteina
unidora de pequefias particulas olorosas
(OBP), una de las siete lipocalinas a las
que se les ha estudiado exitosamente por
difraccion de rayos X ([49], que no
presentan tal region consenso [50]. Asi las
cosas, es claro que seria de interés contar
con algun tipo de evidencia adicional que
implique de alguna manera informacién
sobre la topologia estructural.

Una hipétesis inicial que queriamos
investigar, era la posibilidad de derivar un
criterio de orden estructural sentado en
patrones de desplegamiento inducidos
térmicamente. Postulabamos que quiza
para este peculiar grupo de proteinas,
valdria como cierta y como operacional la
idea de que si secuencias de aminoacidos
con escasa homologia al plegarse rinden
topologias tan semejantes, entonces su
proceso de desplegamiento debe ser al
menos cualitativamente muy cercano.
Debemos sefialar con énfasis que dirimir
este postulado no era uno de los objetivos
de este trabajo, sino lo era simplemente el
sentar un precedente que permitiera la
formulacion de un proyecto de mayor
envergadura.

Ante el proposito de tener un punto de
comparacion de los patrones de
desnaturalizacion de la GPA «q,,
escogimos a la B-lg proveniente de leche
de vaca motivados por diferentes
circunstancias. La primera de ellas es que
contamos con la estructura tridimensional
de la proteina, factor fundamental para
intentar sentar estudios termodinamicos en
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elementos estructurales. Y de entre el
resto de las lipocalinas que ya han sido
estudiadas por difraccion de rayos X, la g-
lg cuenta a su favor con que existe una
profusa informacién termodinamica al
respecto de ella y de que es la lipocalina
mas facilmente asequible, disponible en el
mercado con un grado de pureza muy
elevado.

Sin embargo, ademas de pretender
utilizar a la B-lg para la comparacion
antedicha, existieron motivos que hicieron
per se atractiva la idea de estudiarla, y que
en realidad forman la parte principal de
esta investigacion. Uno de ellos provino
del estado de cosas en que se encuentra la
literatura especializada al respecto del
proceso de desnaturalizacion de esta
proteina. Estudios fisicoquimicos sobre
la B-lg existen practicamente de cualquier
tipo, y, sin embargo, aiin no se cuenta con
una version definitiva para el modelo de
desnaturalizacion que describe esta
proteina (e.gr., [51-53]). Como Io
comentaremos  profusamente en su
momento, los resultados y su
interpretacion han sido tan dispares de un
laboratorio a otro, que la tnica conclusion
en firme que ha sido legada es que la
desnaturalizacion térmica de esta proteina
es un proceso complejo, sin poder
determinar si tal complejidad es una
propiedad intrinseca de la forma de
desplegamiento, o de la combinacién de
ciertos factores extrinsecos que se le
sobreponen.

Los ensayos experimentales que
proyectamos para esta investigacion
consistieron en estudios por dos técnicas
espectroscopicas (dicroismo circular, que
permite rastrear las transformaciones en el
contenido de estructura secundaria y en la
asimetria de los grupos aromaticos
[55,56], y espectroscopia diferencial en el



ultravioleta, técnica que nos informa sobre
cambios en el ambiente de los grupos
aromaticos [54]); y una calorimétrica:
(microcalorimetria diferencial de barrido,
poderosa técnica que permite determinar
directamente los parametros termodina-
micos que caracterizan un proceso de
desnaturalizacion térmica [04,23,27]).

Al plantear el estudio haciendo uso de
diferentes técnicas, pretendimos, ademas
de lograr la caracterizacion termodina-
mica, obtener la informacidn necesaria
para formular una interpretacién molecular
de los datos de desnaturalizacion térmica,
objetivo que en buena medida fue
satisfecho.

Los resultados de la técnica
calorimétrica los presentamos en el
capitulo segundo, en tal espacio
proponemos que en condiciones de alta
acidez la p-lg adquiere una conformacién
del tipo globulo fundido; la probabilidad
de que asi sea el caso, lo discutimos en
funcion de datos de DC y de calorimetria.

En el capitulo tercero reportamos los
hallazgos derivados del estudio mediante
técnicas espectroscopicas. Por interesante
quisiéramos adelantar que estos estudios
de desnaturalizacion fueron realizados en
condiciones de pH en las cuales al parecer
domina el gldbulo fundido, hecho que nos
ha permitido enriquecer y aventurar con
mayores implicaciones nuestro trabajo.

La B-lg posee varias variedades. El
grueso de nuestro trabajo corresponde a
estudios practicados con la variedad A4
(capitulo segundo y tercero). De acuerdo a
los  patrones  espectroscopicos  de
desnaturalizacion desplegados por esta
variedad, inferimos la presencia de un
intermediario estable parcialmente
plegado. En busqueda de mayor numero
de elementos probatorios, nos vimos
impelidos a practicar los mismos estudios
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espectroscoOpicos a la variedad B de la 8-Ig,
la cual difiere de la 4 en tan sélo dos
mutaciones, resultados que mostramos en
el capitulo cuarto. De esta inclusién
resultd un apoyo importante y consistente
con la interpretacion molecular que aqui
proponemos sobre el proceso de
desnaturalizacion térmica que despliega la
p-lg.

En el quinto y ultimo capitulo
compendiamos los resultados de las
diferentes técnicas proponiendo una
interpretacion molecular de los patrones
de desnaturalizacion térmica que rinde la
-lg. También en este ultimo capitulo
efectuamos la comparacion de los
resultados obtenidos en este trabajo con
los encontrados para la GPA «,.

§ 1.5. La p-Lactoglobulina

La B-lg es el componente proteico mas
abundante del suero de la leche de
rumiantes [57], equinos [58], porcinos
[59], caninos, cetaceos [60] y felinos [61],
constituyente que no esta presente en la
leche humana. La abundancia y facil
disponibilidad de esta proteina ha
significado que desde 1934, fecha en que
fue por vez primera aislada y cristalizada
[62], haya sido escrito al respecto de ella
mas de una miriada de articulos cuya
naturaleza ha sido de la mas diversa
indole.

La secuencia de este polipéptido de
162 residuos y de masa molar de alrededor
de 18000 Da sido determinada [47], y su
estructura tridimensional fue definida hace
menos de una década con una resolucion
de 2.8 A a partir de dos formas cristalinas
diferentes [63,64]. El disefio estructural de
la 8-lg consiste de nueve segmentos de



hoja beta antiparalela, ocho de los cuales
se pliegan conjuntamente para conformar
un barril al que se le ha comparado con un
caliz [65], de una porcion pequefia de
hélice oo ubicada en la region carboxilo
terminal, y de diferentes fragmentos de
cadena plegada irregularmente y asas 3
(figura 1.2). El fondo del barril es
marcadamente hidrofobico, en tanto que
en la abertura de la cavidad estan
dispuestos algunos residuos hidrofilicos.

Esta proteina ha sido expresada
exitosamente en Escherichia coli [66] y en
Saccharomyces cerivisiae [67].

La p-lg bovina es codificada por un
gen polimorfico; hasta el momento son
conocidas 6 variedades [68], de las que
destacan por su alta concentracion las
formas 4 y B. Estas variedades difieren
entre si por dos mutaciones puntuales: el
Asp® y la Val!!® de la variedad A4, estan
sustituidos por Gli y Ala, respectivamente,
en la variedad B. Aunque en términos
estructurales las diferencias entre estas dos
variedades parecen ser despreciables [65],
han sido reportadas diferencias en
propiedades fisicoquimicas como
solubilidad [70], movilidad electroforética
[71], punto isoeléctrico [72] y estado de
agregacion [73]. En este trabajo,
presentamos evidencias de que estas
variedades también difieren en su
resistencia ante la  desnaturalizacion
térmica, de manera analoga a como ha
sido hallado desnaturalizando por urea
[69].

Para el estudio de la estabilidad
estructural de una proteina es conveniente
evitar en lo posible factores adicionales
que pudieran complicar el seguimiento del
proceso de desnaturalizacién. Uno de los
factores que puede influir importantemente
es el estado de agregacion de la proteina.
Estudios realizados a principios de la
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Figura 1.2. Representacion esquemitica de la estructura
tndimensional de la B-lg. Adaptada de [64).

década de los 60's mediante técnicas de
ultracentrifugacion, de electroforesis y de
dispersion de luz, dejaron establecido el
patron de agregacion para la B-lg en
funcion del pH [72,73]. Fue encontrado
que la variedad B esta como dimero en
valores de pH mayores que 2, en tanto que
el dimero de la variedad A tetrameriza en
el intervalo de 3.7 a 5.2. Segun estos
estudios, para valores de pH menores que
2, ambas variedades se disocian,
dominando el monémero libre. Esta
informacion ha sido tomada como correcta
hasta la actualidad, y, en particular, las
condiciones bajo las cuales domina la
especie monomérica no han sido objeto de
reconfirmacion experimental. Sin embargo,
como lo demostraremos mas adelante, la
conclusion de que la disociacion del
dimero ocurre abajo de pH 2 es errdnea, al
menos para las condiciones en las cuales
fueron realizados los presentes estudios, y,
como también lo pormenorizaremos en su
momento, este hallazgo nos ha permitido
dar una interpretacion molecular plausible
y simple para una de las tendencias que
conforman el complejo patron de
desnaturalizacion térmica que exhibe la p-



Ig en la region ultravioleta del espectro
electromagnético (ver capitulo 3).

La p-lg representa un caso peculiar en
los anales de la ciencia de proteinas, en el
sentido de que es una de las moléculas
sobre la cual mas informacion se cuenta, y,
sin embargo, sobre la que,
comparativamente hablando, muy poco se
conoce. El espectro de incertidumbres y
contradicciones sobre esta proteina es muy
amplio, y, como quedarda manifiesto en
este trabajo, uno de los aspectos mas
relevantes en este tenor son los reportes de
su estabilidad estructural. No obstante, el
punto que mads resalta al respecto de la
ignorancia que se tiene sobre esta proteina,
es que son ya seis décadas de estudiarla, y
aun se desconoce su papel funcional.

Actualmente existen dos hipotesis
sobre la funcién de la -lg, las cuales no
resultan mutuamente excluyentes, y que
parten de la consideracion de tres
observaciones experimentales, a saber:

1) Al ser resuelta la estructura
tridimensional de la B-lg, fue encontrada
una geometria globular no compacta
superponible en mas del 95% al modelo
conformacional derivado también por
difraccion de rayos X para la proteina
unidora de retinol (RBP) [75].

2) Al igual que su homologa estructural,
fue encontrado que la p-lg tiene alta
afinidad por  pequeiias  moléculas
hidrofobicas tales como el retinol [76].

3) La p-lg es, junto con la a-lactalbiimina,
la proteina globular mas abundante del
suero de la leche de vaca [77]. Ha sido
encontrado que durante los primeras
etapas de calostro, el nivel de esta
lipocalina aumenta dramaticamente hasta
alcanzar concentraciones de 20 mg/ml.
Aunque es sintetizada en las glandulas
mamarias, la evolucidn de la concentracion
de la B-lg decae de manera semejante a

13

como lo hace la de las inmunoglobulinas
sanguineas también presentes en el
calostro [77].

La primer hipétesis sobre la funcion de
la p-lg fue formulada apenas hace poco
mads de un lustro por el grupo britanico de
L. Sawyer [65], y parte de la notable
semejanza estructural y afinidad por
ligandos hidrofoébicos que comparten la B-
lg y la RBP, en la estabilidad estructural
que ostenta la p-lg en condiciones
altamente aciduladas [78], y en el hecho de
que esta proteina puede atravesar la zona
estomacal y arribar intacta al intestino
[79], sin ser susceptible de hidrélisis por
parte de la pepsina [80]. Los autores de la
hipétesis proponen que la g-lg, al igual que
la. RBP, también es una proteina
transportadora, cuyo ligando es la vitamina
A, a la cual captura en la leche, y la
conduce a lo largo del tracto digestivo del
becerro neonato, protegiéndola de la
accion digestiva de los 4cidos gastricos.

Esta hipotesis puede ser enriquecida
con las evidencias experimentales de que,
por un lado, la proteina sufre una
transicion molecular a valores de pH
ligeramente basicos (conocida como
"transicion de Tanford") [71], de lo cual
podria aventurarse que dicho relajamiento
estructural permite la liberacion de la
vitamina A dentro del intestino delgado, y,
por otro lado, el hallazgo de receptores
membranales que reconocen especifica-
mente al complejo B-lg-retinol dispuestos
en las microvellosidades intestinales de los
becerros recién nacidos [75].

La segunda hipétesis fue formulada
recientemente por un grupo espaifiol [81],
y postula la "asistencia" de la B-lg en la
actividad hidrolitica de una lipasa
pregastrica, al secuestrar los acidos grasos
liberados al medio por la digestion de
triglicéridos, los cuales, de otra forma,



inhibirian fuertemente a la lipasa. Fue
hallado que la presencia de esta lipocalina
en concentraciones semejantes a las del
calostro en un extracto faringeo de
becerro, suscita que la actividad de la
lipasa incremente hasta en 250%.

La anterior propuesta encuentra eco en
las observaciones de que: 1) ha sido
aislada p-lg de rumiantes la cual porta
acidos grasos de cadena larga, 2) especies
como las bovinas en la fase temprana de su
vida poseen niveles muy bajos de lipasas
pancreaticas y sales biliares, 3) las especies
que no sintetizan p-lg, tales como la
humana y las de roedores, tienen
mecanismos alternativos a los de los
bovinos para que los neonatos sean
capaces de digerir los lipidos lacteos [81 y
referencias en ella].

Infortunadamente, ambas hipdtesis
distan de ser definitivas, aun en el caso de
que se les complementara una con la otra,
por lo que el esclarecimiento de la funcion
de la B-lg tendrd que esperar mayor
confirmacion experimental.

§ 1.6. La Superfamilia de las
Lipocalinas.

La B-lg es uno de los miembros
prominentes de una familia nueva de
proteinas que al parecer comparten la
encomienda de transportar ligandos
hidrofébicos a lo largo de ambientes
extracelulares muy disimiles. Ha sido
propuesto que el tipo de barril B que
ostenta la B-lg puede ser un motivo
estructural general para el transporte de
pequeiias moléculas hidrofobicas dentro de
los organismos animales [82].

De entre las cuatro decenas de
lipocalinas hasta ahora conocidas, resalta
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también la RBP, proteina plasmatica
sintetizada por los hepatocitos, que
transporta de manera especifica a la
vitamina A, previniéndola de ser filtrada
por los glomérulos del rifi6n, y
depositandola selectivamente en rece-
ptores celulares de la retina [83]. Otros
miembros relevantes de la familia son la
GPA o, [45,84] y la microglobulina a,
[85].

Una vez obtenida la estructura
tridimensional de la B-lg y de la RBP, y
con la posterior resolucion de la estructura
de dos transportadoras provenientes de
insecto (la proteina unidora de bilina [86]
y la insecticianina [87]), fue facil caer en la
cuenta de que estas moléculas conforman
una superfamilia estructural independiente
y bien definida [82]. La proclividad hacia
ligandos hidrofobicos, y la peculiar forma
globular con una cavidad central, gano
para el grupo el nombre de lipocalinas
[84]. Un poderoso argumento que
descarta del todo la posibilidad de que tal
agrupacion sea artificial, es el hecho de
que la arquitectura de los genes que
codifican a estas proteinas es muy
semejante, por lo que su parentesco
filogenético ha quedado bien establecido
[84].

Actualmente, como lo  hemos
mencionado con anterioridad, el elemento
principal de agrupacion de las lipocalinas,
ademas de criterios como la capacidad de
unir grupos hidrofobicos pequefios, es la
presencia de una regidn consenso
dispuesta cerca del extremo amino
terminal, una ‘“huella digital® que ha
permanecido  invariante  durante la
evolucion de la mayoria de lipocalinas, y
cuya composicion es Asn-hid-aci-hid-X-
bas- hid-X-Gli-X- Trp-aro-X-hid-hid-hid-
hid, en donde dci puede ser Asp o Glu,
bas Arg o Lis, hid algin residuo



hidrofébico, aro aromético y X cualquier
residuo [88].

La superfamilia de las lipocalinas son
en mas de un aspecto un grupo que
reclama una atencién especial. Por
principio, estd el hecho de su inusual
patron estructural. Hasta el momento han
sido obtenidas por difraccion de rayos X
las estructuras tridimensionales de siete
lipocalinas (las cinco antes mencionadas y
la globulina urinaria a, y la proteina
urinaria mayor [92 y referencias]), y el
elemento relevante en comin ha sido la
cadena polipeptidica plegada en el espacio
en forma de caliz. Este hecho distingue a
esta familia del resto de los grupos
estructurales que hasta el momento son
conocidos, en el sentido de que se trata de
proteinas esféricas, solubles, pero no
compactas: ~ —"huecas”, como  si
dijéramos. Esta propiedad permite prever
posibles desviaciones del comportamiento
de desnaturalizacion térmica que dibujan
las lipocalinas con respecto a aquéllos que
comunmente presentan los otros tipos de
proteinas.

Aunado a esta geometria tan peculiar,
el interés por las lipocalinas resulta de que
se dice de ellas que ostentan un codigo de
plegamiento particularmente degenerado.
Con ello se quiere decir que si bien
comparten una estructura tridimensional
notablemente semejante, la homologia en
la secuencia de aminoacidos entre los
diferentes miembros apenas supera la
homologia que seria de esperar entre
polipéptidos generados aleatoriamente. De
hecho, la homologia entre las lipocalinas es
tan baja, que fue desconocida la existencia
de la superfamilia hasta que no se contd
con datos de difraccion de rayos X para
algunos de los miembros.

Las propiedades arriba desglosadas
nos dan el marco para finalizar este
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capitulo introductorio apuntando un
aspecto que le da un realce especial al
estar laborando estudios energéticos con
miembros de la peculiar familia proteica de
las lipocalinas. Como hemos apuntado
anteriormente, uno de los objetivos
cuspide de la Ingenieria de Proteinas, es el
poder predecir las propiedades
termodinamicas de una proteina a partir
del analisis de su estructura tridimensional,
y viceversa. El tipo de estudios de
desnaturalizacion que aqui fueron
empleados, aplicados precisamente a una
familia proteica que ostenta un cddigo de
plegamiento particularmente degenerado,
quizd pueda brindar una invaluable
oportunidad para sondear desde una nueva
perspectiva el problema central de la
Ingenieria de Proteinas. "Canénicamente”,
los estudios del papel de los aminoacidos
en la adquisicion de tal o cual
conformaciéon, han sido abordados
tratando de elucidar las diferencias
estructurales y energéticas ante ligeras
variaciones en la composicidon de
aminoacidos (estudiando, por ejemplo, las
diferencias entre variantes naturales de la
misma enzima [89] o de enzimas de alta
homologia secuencial y estructural [90]).
Con el grupo de las lipocalinas, seria en
principio posible abrir un nuevo abordaje,
al inquirirse sobre cOémo estructuras
primarias de escasa homologia mantienen
la informaciéon de plegamiento y de
estabilizacion energética para brindar
conformaciones  tridimensionales  tan
proximas.

Naturalmente, este topico esta mas alla
de los alcances de esta tesis; no obstante,
se trata sin duda de una de las perspectivas
de investigacion mas atractivas para
realizar a mediano plazo.



§2.1. Instrumentacién y Marco
Teoérico.

El Instrumento. La constitucion de un
microcalorimetro diferencial de barrido
(CDB) es sencilla [47]). El nicleo
operacional lo compone un par de celdas
inmersas en una camara adiabatica. Cada
celda estd rodeada por una resistencia
eléctrica, la cual tiene el encargo de elevar
la temperatura del sistema. Durante el
desarrollo del experimento, las resistencias
calientan paulatinamente, y el aparato
registra la diferencia de la energia que es
consumida para lograr el mismo
incremento de temperatura en cada una de
las celdas.

Los Termogramas y su
Interpretacion. El propésito fundamental
que se persigue con un CDB es medir de

manera directa el calor de
desnaturalizacién de una proteina. En la
figura 2.1 es presentado un termograma

Come (cal/ ()

Ty Yy -y
0 0 50 ) 1 L »
Temperatura ( C)

Figura 2.1. Termograma tipico de desnaturalizacion de una
proteina obtenido a través de un CDB.

tipico resultado de un barrido con un
microcalorimetro diferencial. En zonas de
baja temperatura, la diferencia de energia
entre las dos celdas es cercana a cero,
manteniéndose practicamente constante, y
es atribuible a la pequefia diferencia de
capacidad calorifica entre la solucidén con



proteina y la que no la posee. Llegada a la
zona de desnaturalizacién, la proteina
comienza a desplegarse a costa de un flujo
de calor que toma del medio, por lo que el
CDB precisa, para lograr el mismo
incremento de temperatura en ambas
celdas, invertir mayor energia en la celda
con la soluciéon problema que en la de
referencia. A esta energia le nombraremos
como calor de exceso aparente (Caexc).

La forma "tipica" que presenta el
termograma de la figura 2.1, puede ser
explicada de dos maneras.

Por ser la desnaturalizaciéon de una
proteina un proceso endotérmico, en tanto
la temperatura va en incremento, la
constante de equilibrio (Kp(7)) lo hace a
la par, de forma tal que la fraccion de
moléculas de proteina que se encuentra en
forma desnaturalizada (fp(7)) crece
exponencialmente. Asi, cada incremento
de temperatura significa una mayor
inversion de energia para calentar a la
celda con la solucion problema: este
fenémeno es el que da origen al lado
izquierdo de la campana. El aumento en la
tasa de crecimiento de la poblacion
desnaturalizada alcanza el maximo en un
punto muy cercano a la mitad del proceso
(fo(T) = 0.5), puesto que aun cuando mas
alla de ese punto Kp(7) continda en
aumento, la velocidad de crecimiento
de fo(T) comienza a decaer debido a la
disminucion en la poblacion molecular que
conserva la conformacion nativa (fv(7)).

Una explicacion alternativa sobre la
forma que adquiere tipicamente un
termograma involucra el concepto de
microestado.

Hemos comentado que la
desnaturalizaciéon de una proteina puede
ser descrita como una transicion de fase
que ocurre entre dos macroestados. Desde
hace tiempo, ha sido una cuenta clara que
cada uno de estos macroestados no estan
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constituidos por una sola especie
conformacional, sino por un conjunto que
fluctGan alrededor de una arquitectura
promedio [11,12]. En términos
termodinamicos, se ha dicho de las formas
nativa y desnaturalizada que estan
compuestas por microestados
isoenergéticos, los cuales estan separados
por transiciones conformacionales
pequefias y no cooperativas [04,26]. Sin
embargo —y aunque tal punto es de
naturaleza controversial—, esto en rigor
no puede ser cierto, en virtud de que la
transicion de desplegamiento ocurre en un
intervalo de temperatura (figura 2.1), y no
en un punto unico, como sucede, por
ejemplo, con el cambio de estado del agua
liquida a vapor. Si postularamos, en
cambio, que el estado nativo estd
compuesto por un conjunto de
microestados de  diferencia energética
marginal, pero ostensible, los cuales, bajo
condiciones no desnaturalizantes, se
distribuyen alrededor de un microestado
dominante, estariamos entonces en
condiciones de explicar cualitativamente el
por qué de la forma acampanada de la
transicidn de una proteina.

Al ser elevada progresivamente la
temperatura del medio, los microestados
menos estables, que son a la vez los que
menor  calor requieren para  su
desplegamiento, son los primeros en
desplegarse. Paulatinamente, son
alcanzadas las condiciones para propiciar
la desnaturalizacion de microestados mas
poblados, los cuales, a la vez, precisan de
mayor entalpia. En consecuencia, en esta
fase de desnaturalizacion, cada incremento
de temperatura se traduce en un Caexc
mayor. Este llega al maximo cuando se
desnaturalizan los microestados mas
poblados, lo cual ocurre alrededor de fp=
0.5. Rebasado este punto, comienza a
disminuir el Caexe debido a que, a pesar de



que las especies por desnaturalizar
requieren mayor cantidad de calor por
molécula para sufrir la transicion, el
nomero total de ellas disminuye
rapidamente.

Es importante sefialar que aunque
cualitativamente la segunda explicacion
parece superior en cuanto a su posible
correspondencia con la realidad, la
primera es cuantitativamente preferible
debido a que de ella se desprende un
analisis termodindmico mucho mas simple
y, quizd lo mas importante, que la
determinacion de las variables implicadas
en el formalismo es  asequible
experimentalmente; por otro lado, tanto
las limitaciones técnicas del instrumental
utilizado como las pequefias diferencias
energéticas entre los  microestados
permiten que se logre un ajuste
satisfactorio entre los datos
experimentales y el modelo; ademas,
como veremos mas adelante, de tal
formalismo es posible inferir informacion
al respecto de las propiedades energéticas
de los microestados.

Una vez completada la transicion de
todas las moléculas de la proteina, seria de
esperarse que el Caexc alcanzara
nuevamente su nivel original.  Sin
embargo, como puede ser apreciado en la
figura 2.1, esto no ocurre, sino que el
Caexc final es mayor que el del punto de
partida. La razon de este incremento en el
Cp total de la solucion ha sido estribada
en efectos de interaccion disolvente-
proteina, en especial en la exposicion al
disolvente de los residuos ocultos
originalmente en la conformacién nativa
[04,20]. De lo anterior, es claro por qué
se dice que el de la figura 2.1 es un calor
de exceso aparente (Caexc) y no real
(Cexc). Para llegar a este segundo, es
decir, para que el termograma coincida
exclusivamente con la energia requerida
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para la transicion de desplegamiento, es
preciso restar los efectos por ACp (figura
2.1)

Una conclusion importante de los
estudios estructurales de las proteinas es
que la distribucibn de aminoacidos
observa ciertos patrones generales [93].
Ha sido encontrado que la mayoria de
proteinas globulares compactas poseen un
nicleo  enriquecido  por  residuos
hidrofébicos, los cuales permanecen
ocultos al disolvente, en tanto que la
mayoria de los aminoacidos hidrofilicos
tienden a distribuirse en la superficie de la
proteina [93]. (De hecho, como ya hemos
comentado anteriormente, la exclusion de
los residuos hidrofobicos por parte del
agua (i.e., el efecto hidrofobico) es una de
las razones que han sido aducidas para
explicar la estabilidad de la conformacion
nativa). Una vez que el polipéptido se
despliega, las moléculas de agua
responden a la presencia de las cadenas
laterales  hidrofobicas  originalmente
ocultas conformando alrededor de ellas
Mjaulas" o  "clatratos" estabilizadas
mediante puentes de hidrégeno agua-agua
[04]. La presencia de estos clatratos es
responsable, en buena medida, del ACp
observado [20]!.

El Andlisis. Desde un punto de vista
termoestadistico, el proceso de desnatura-
lizacion de una proteina  queda
caracterizado una vez es evaluada la
funcion de particion ((O(7)), la cual esta
compuesta por la suma de los pesos
estadisticos de todos los posibles estados
energéticos de la molécula:

<« »
€ 'd

! Por informacién derivada de compuestos modelo [94]
y de correlacion entre datos estructurales vy
experimentales [29,32], se sabe que en realidad el ACp
recibe tanto una contribucion positiva de los grupos
hidrofdbicos como una negativa producto de la
exposicion de los grupos polares.




sz Ze—ii(T)/RT (1)

en donde AGI(T) representa la diferencia
de energia libre entre el estado i y el
estado nativo, R es la constante de los
gases y T la temperatura absoluta [27].
Haciendo uso del riguroso aparato de la
termodinadmica estadistica, es demostrable
que el sistema conjugado de variables
extensiva e intensiva: entalpia de
desnaturalizacion/temperatura contiene la
informacién necesaria para evaluar esta
funcion de particion [27]. De acuerdo al
formalismo desarrollado por Freire vy
Biltonen [27], la funcién de particién
puede ser evaluada experimentalmente a
través de la doble integral:

1
RT?

.
f< ACp > (T MdT ldT

To

InQ(T) =J

2

Aqui <4Cp>(T) representa el incremento
en la capacidad calorifica de exceso? en la
temperatura 7, y equivale a

<ACp>(T):§—<AHp>(T) 3)

en donde <AHp>(T) es la entalpia
acumulada en el  proceso de
desnaturalizacion hasta una determinada
temperatura. De acuerdo a la relacion (3),
la primera integral de la ecuacion (2)
puede ser evaluada experimentalmente
conociendo el calor de exceso consumido
en cada punto de la transicion de
desnaturalizacion. Por lo que expusimos

<« 3
< —>

2 El subindice p denota que los cambios de estado son
evaluados a presion constante.
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en la seccion anterior, es obvio que un
CDB permite evaluar directamente tal
sistema, siendo el total del 4rea bajo el
termograma igual a la entalpia consumida
por toda la transicion (AHp) (figura 2.1)
[26] y <AHp>(T) el area acumulada bajo
la curva hasta la temperatura T’

La segunda integral de la ecuacién (2)
representa la dependencia del <4Hp>(T)
como una funciébn continua de la
temperatura, informacion que también nos
la proporciona un CDB.

El punto critico del analisis radica en
reproducir los valores de la funcién (2) a
través de relaciones que dependan de la
entalpia de desnaturalizacion, de la
temperatura y del nimero de estados
energéticos que son poblados
principalmente a lo largo de la transicion.

De acuerdo con la ecuacion (1), si la
funcion de particiéon corresponde a la
suma de los pesos estadisticos de todos
los posibles estados, entonces se sigue que
la probabilidad Pi(7T) de una molécula de
estar en un determinado estado esta dada
por el cociente de su peso estadistico
dividido por la suma de los pesos
estadisticos de todas las especies:

Pi(T) = e—-AGi/RT/Qm (4)

Bajo condiciones de equilibrio, Pi(7)
adquiere la forma de distribucion de las
moléculas en los diferentes estados. De la
aseveracion anterior, se sigue el proponer
que la entalpia total acumulada a una
determinada  temperatura puede  ser
calculada de

<AHp>(T) = ZPI(T)AH:‘ (5)
i=1



Es decir, que la entalpia total consumida
hasta determinado punto de la transicion
es debida a las entalpias particulares para
pasar del estado nativo al estado i (AH)
pesadas por la fraccion de moléculas que,
en promedio, han transitado hasta ese
estado. Debemos resaltar que la validez de
la ecuacion (5) estd delimitada por la
restriccion de que en el intervalo de
temperatura de analisis, AHi es una
funcion independiente de la temperatura,
lo cual, como veremos mas adelante, es
una aproximacion. Notese, por otro lado,
que en el caso particular de unicamente
dos estados, la ecuacion (5) se reduce a

<AHp> = Po(T)AHp ~ (6)

en donde Pp(7) es la probabilidad de
poseer las propiedades energéticas del
estado desnaturalizado y 4HDp, la entalpia
asociada para este estado, corresponde al
AHp total. Es muy claro de esta relacién
que la probabilidad Pi(7) equivale a la
fraccion de proteina desnaturalizada del
estado conformacional involucrado [27].

Las ecuaciones anteriores proveen el
marco fundamental para el analisis
termodinamico de un proceso de
desnaturalizacion [27]. En principio, por
medio de un analisis numérico seria
posible realizar un ajuste para reproducir
el valor de la funcion de particion
evaluado experimentalmente (ecuacion
(2)) a partir del mejor juego de valores de
parametros termodinamicos y nimero de
estados contenidos en (4) y (5) [27].

Sin embargo, tal ajuste nos exigiria
conocer la dependencia de las energias
libres de cada estado en funciéon de la
temperatura (ecuacién (4)), valor que no
es asequible directamente mediante un
CDB. Este problema puede ser superado
en tanto se continte apegado a la
aproximacion de que, en el intervalo de
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estudio, la entalpia de transicion para cada
estado no es funcién de la temperatura.
Recordando que la energia libre esta
definida como:

AGi = AHi - TASi 7)

en donde ASi es el cambio de entropia
ocurrido en la transicion al estado 7; y, por
otro lado, tomando en cuenta que ha
cierta temperatura (7m) la energia libre de
Gibbs llega a ser cero debido a que
coexisten en la misma proporcion la
fraccion de poblacion de proteina en el
estado i y en el nativo, podemos llegar a
una forma equivalente de la ecuacion (4)
en términos de los pardmetros termodina-
micos AHi 'y Tmi para cada estado:

)
PiT) = e” T (8)
Para llevar a cabo el ajuste del formalismo
anterior, es preciso que no se incluya el
efecto del aumento del Cp debido a la
interaccion de los grupos hidrofébicos,
ocultos originalmente dentro de la
proteina, y el disolvente; por tanto, antes
de su manipulacion, a los termogramas se
les debe restar el ACp, tal como lo ilustra
la figura 2.1.

El hecho de que las ecuaciones (5) y
(8) estén abiertas para mas de dos estados,
exige una aclaracion de nuestra parte. En
pro de la sencillez, anteriormente
habiamos hablado del proceso de
desnaturalizacién haciendo referencia de
tan solo dos macroestados, el nativo y el
desnaturalizado, los cuales estaban
mediados por una sola transicion. Sin
embargo, lo cierto es que existen
proteinas que pueden exhibir un
comportamiento un tanto mas complejo
[30,31]; para estas proteinas, ha sido



encontrado que sus termogramas son la
suma de mas de una transicion parecida a
la de la figura 2.1, lo que significa la
presencia de intermediarios termodinami-
camente estables en concentraciones
apreciables.

Es importante sefialar que desde el
punto de vista termodindmico, el
descubrimiento de la presencia de
intermediarios estables en la
desnaturalizacién de ciertas proteinas no
ha significado la pérdida de validez del
modelo de dos estados.

Recientemente ha sido acufiado el
término  de wunidad de plegamiento
cooperative, el cual esta definido
formalmente como un elemento
estructural que exhibe una transicién de
dos estados [32]. En el caso de proteinas
globulares pequefias, ha sido encontrado
que la molécula en su totalidad se
comporta como una sola unidad de
plegamiento; evaluando la funcion de
particion de estos sistemas, ha sido
demostrado que, desd~ el punto de vista
mecanico estadistico, los intermediarios
parcialmente plegados son tan poco
favorecidos, que sus fracciones nunca
llegan a superar el 5% [04,27]3.

Para proteinas de mayor tamaifio, en
cambio, la funcion de particion puede
quedar determinada por la contribucion de
intermediarios. No obstante, por las
propiedades termodindmicas de estos
intermediarios, ha sido propuesto que

& 3
>

<
3 Aunque en espacios venideros nos detendremos para
analizar las posibles causas moleculares de tal
cooperatividad, quisiéramos adelantar aqui que una de
las interpretaciones mas aceptadas en la actualidad
atribuye este fendmeno a las desventajas entropicas
que posee un intermediario parcialmente plegado al
exponer al disolvente arcas apolares que permanecen
inscrtas en la regién que couserva la conformacion
nativa, y que son complementarias a las zonas
expuestas del segmento de la cadena polipeptidica
desplegado. Este ultimo incrementa su entropia en una
cantidad que no logra compensar la disminucion de la
zona complementaria [xx].
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éstos surgen de transiciones cooperativas
[20,30,32]. Ello significa que proteinas
complejas pueden estar constituidas por
mas de una unidad de plegamiento
cooperativo, cada una de las cuales
corresponde a una determinada zona
estructural de la molécula.

Es claro que esta figura no rompe en
absoluto con la nocion del modelo de dos
estados, puesto que los intermediarios son
considerados como macroestados
separados por transiciones fundamentales
de unidades de plegamiento que si se
cifien al modelo de dos estados [20].

Uno de los grandes atributos de
evaluar la funcion de particion a partir del
AHp 'y la temperatura obtenidos
calorimétricamente, es que da la
flexibilidad para proponer el numero de
estados que llegan a ser poblados a lo
largo de la transicion {27].

Naturalmente, uno de los propositos
de este trabajo ha sido determinar,
haciendo uso del formalismo
termodinamico, el nimero de unidades de
plegamiento que componen a la p-ig.

Aparte de la evaluacion del AHp y de
la 7 asociada, un parametro de alto
interés por determinar es el ACp. Al
decirse de la desnaturalizacion de una
proteina que es una transicion de fase, se
desprende, por la relacion de Kirchoff,
que el ACp corresponde a la razén de
cambio (OAH/GT)p, valor que ha sido
tomado como constante para los
intervalos de temperatura usualmente

studiados [27]. Visto de otra forma, el
conocimiento del ACp y de un solo par de
datos de AHp y de Tm que sirvan como
referencia, ncs permite predecir el AHp(7T)
para cualquier temperatura [04,20]:

AHp(T) = AHp* + ACp(T-T*) 9)



en donde los términos acompaiiados por
un asterisco denotan los valores de
referencia.

El cambio de energia libre AG esta

determinado por las relaciones
termodinamicas convencionales
AG = AH-TAS @)
AG = -RT InK (10)

De la ecuacién (10) es obvio que para un
proceso a presion constante de tan so6lo
dos estados, AGp es igual a cero a la
mitad de la transicion (es decir, cuando
K=1), por lo que

AHp(Tm) = TmASp(Tm) (1

usando la definicion de AHp dada por la
relacion de Kirchoff, e integrando desde
Tm, es posible calcular el ASp a cualquier
temperatura

ASp(T) = ASp(Tm) + ACp In(T/Tm) (12)

A partir de las ecuaciones (9) y (12), y
simplemente conociendo los valores de
referencia y el ACp, es posible evaluar las
propiedades termodinamicas de desnatura-
lizacién a cualquier temperatura [20]. Por
la interpretacion molecular que dimos de
la forma de un termograma en términos de
microestados no  isoenergéticos, y
postulando que las ecuaciones anteriores
son lo suficientemente generales, puede
hacerse uso de éstas para obtener la
energética de los microestados que
componen al estado nativo.

Al respecto de estos microestados,
quisiéramos realizar una observacion final.
Por estudios que han sido hechos con
diferentes proteinas, es sabido que,
cominmente, el ACp toma valores de 0.5
a 4 kcal/mol [04]. Por otro lado, ha sido
encontrado que el intervalo de
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temperatura de desnaturalizacion puede
ser de 20 a 30°C. Por tanto, al evaluar las
ecuaciones (9) y (12) con estas
magnitudes, se hace evidente que los
microestados no pueden ser
isoenergeéticos.

De la figura 2.1, pareceria como
suficiente  una sola  determinacion
experimental para la caracterizacion
termodinamica del proceso de
desnaturalizacion de una proteina, puesto
que, en principio, de un termograma es
posible evaluar el AHp, la Tm y el ACp.
Sin embargo, en la practica, es muy
incierta la determinacion de este Ultimo
parametro a través de su medicidn directa
en un solo termograma.

Una forma alternativa para lograr
medir el ACp es disefiando un conjunto de
experimentos que permitan obtener datos
para evaluar la funcion (0AH/0T)p. En la
practica, esto se logra evaluando el AHp y
la 7m de soluciones de proteina con
diferente valor de pH [26].

§2.2. Desarrollo Experimental.

Materiales. Las variedades A y B de la
p-lg utilizadas en el presente trabajo,
fueron compradas a Sigma Chemical Co.,
bajo la presentaciéon de producto que
despliega esencialmente una banda por el
método modificado de electroforesis en
columna [95]. Salvo cuando se
especifique otra cosa, la proteina fue
disuelta en una solucion amortiguadora de
glicina 0.01M.

Pureza. Para corroborar la pureza de
la proteina comercial, fueron practicadas
pruebas cromatograficas de intercambio
aniénico en  una  columna  de
carboximetilos TSK CM-3SW acoplada a



un cromatografo de liquidos de alta
resolucion  Millipore  Waters  600E
controlado a través de una estacion de
trabajo Maxima 820. La elucién
cromatografica fue practicada con
soluciones amortiguadoras de valores de
pH cercanos a la neutralidad (fosfatos,
0.0IM) y muy acidos (glicina, 0.01M
acidulada con HCI). La fuerza ionica fue
variada con un gradiente salino lineal
empleando una solucion NaCl IM
preparado con el mismo eluyente. Fueron
practicados diferentes programas de
elucion, modificando la tasa de cambio y
el punto de mayor fuerza ionica.

Estado de  Agregacion. La
determinacion del estado de agregacion de
las dos variedades de la B-lg bajo
diferentes condiciones de pH fue
efectuada mediante cromatografia de
filtracion en gel con una columna TSK gel
G2000SW acoplada al mismo
cromatografo de liquidos utilizado en las
determinaciones de pureza.

Bajo esta técnica, fueron obtenidas las
constantes de distribucion (ks) —que
dependen de los tiempos de retencion—
de varias proteinas patron de masa molar
conocida (ovoalbumina (43.00 kDa),
anhidrasa  carbonica (29.00 kDa),
mioglobina (16.95 kDa) y citocromo ¢
(12.38 kDa)) [96]). La constante de
distribucion k4 es un valor normalizado de
los tiempos de retencion

kd - t — tminr (12)

Imdxr — minr

en donde ¢ es el tiempo de retencion de la
proteina, fminr €l tiempo en que tarda en
recorrer el sistema una molécula que no es
retenida en absoluto y /maxr es el tiempo de
maxima retencion [96]. Para determinar
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tminr fue utilizado dextran azul y para fmaxr
tirosina.

El estado de agregacion de la p-lg fue
determinado a partir de la interpolacion de
la recta resultante de graficar la constante
de distribucion contra el logaritmo de la
masa molar de las proteinas patrén (figura
2.2) [96].

Estas evaluaciones fueron realizadas a
valores de pHde 7.0,3.0,2.0,1.5y 1.0.

Determinaciones Calorimétricas. Los
ensayos para obtener los termogramas de
desnaturalizacion de la B-lg A fueron
realizados en un microcalorimetro
diferencial de barrido Microcal MC-2.
Cada determinacion experimental
consistid en la obtencion de la curva de
desnaturalizacion para un valor de pH
determinado. El intervalo de pH de
estudio fue de 0.6 a 3.0 unidades. La tasa
de calentamiento para todos los
experimentos fue de 60 Kmin'!.

La colecta de datos fue lograda
mediante el programa de codmputo DA-2
(Microcal Inc)).

A través de otro programa de
computo, ORIGIN (Microcal Inc)), fue
realizado el analisis de las curvas
calorimétricas. Lineas base, obtenidas de
barridos glicina-glicina, fueron restadas a
los termogramas de desnaturalizacion de
la proteina. Los termogramas fueron
normalizados por concentracidon de
proteina y volumen de la celda. El 4Cp
fue sustraido mediante lineas base
progresivas en proporcion al area bajo la
curva. El ajuste del formalismo
termodinamico basado en el modelo de
dos estados (o, mejor dicho, en las
unidades cooperativas de plegamiento) a
los datos experimentales fue logrado
mediante una regresion no lineal basada en
el método de Levenberg-Marquardt [74].
Este método, en breve, consiste en la



linealizacion del modelo a través de una
expansion de Taylor, de la cual tan solo es
tomado el primer término, y una variacion
iterativa y simultanea de los parametros
por determinar hasta lograr los valores
con los cuales la distancia cuadratica
media entre los datos estimados y
experimentales resulta la minima [74].

La concentracion de proteina en
solucion fue determinada espectrofoto-
métricamente con un espectrofotometro
de doble haz Shimadzu UV160U, usando

un coeficiente de extincion de Ablk..=

0.96 [89].

§2.4. Resultados y Discusion.

Pureza. Para las dos variedades de
la p-lg, y en todos los valores de pH y
programas de elucién utilizados, el
resultado del intercambio anidnico fue
invariante: un solo pico de forma simétrica
(datos no mostrados), por lo que
concluimos que la pureza de la proteina
bajo la presentacion comercial que
adquirimos es practicamente del 100%.

Estado de  Agregacion. Hace
aproximadamente tres décadas, fue
realizada una serie de experimentos para
determinar el estado de agregacion de las
dos principales variedades de la p-lg [72,
73].  Los resultados de  estos
experimentos, como lo mencionamos en el
capitulo introductorio, indicaron que las
dos variedades estan en forma de dimero
entre 2.0 y 3.5 unidades de pH [73], en
tanto que sufren de una disociacion total a
sus formas monoméricas cuando el pH
desciende de 2.0 [72].

Hasta donde es de nuestro saber, estos
hallazgos no fueron sujetos de
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Figura 2.2, Por la interpolacion de la recta obtemida por
cromatografia de filtracion en gel, fue determinado que el
dimero es el estado de agregacion dominante de las dos
variedades de B-lg a valores de pH de 1.0, 1.5, 2.0, 3.0y 7.0.
Ver el texto para detalles.

reconfirmacion experimental por otro
laboratorio.

En la figura 2.2 presentamos los
resultados que obtuvimos por filtracion en
gel.

De acuerdo a lo dibujado en la figura
2.2, la p-lg es un dimero a pH de 1.5
(recuérdese que la masa molar del
monomero es de ~18 kDa). En el capitulo
siguiente, mostraremos que este resultado
es consistente con los patrones de
desnaturalizacién desplegados por la
proteina por espectroscopia diferencial
ultravioleta.

Los coeficientes de distribucion
obtenidos para las dos variedades en los
otros valores de pH utilizados (pH = 1.0,
20, 3.0 y 7.0; datos no mostrados),
también indicaron que es dimérico el
estado de agregacion dominante.

Condiciones de Concentracion de
Proteina. Existe un limite superior y uno
inferior en cuanto a la concentracion de
proteina que es posible laborar para
realizar una caracterizacion
termodinamica del proceso de
desnaturalizaciéon de una proteina. Estos
limites, naturalmente, aparte de las
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Figura 2.3. Termogramas obtenidos por CDB para la f-1g A con una concentracion de proteina de 2.38 mg/ml (a) y 6.00 mg/ml
(b). Las transiciones prominentes de ambos termogramas fueron aisladas, y sujetas a un anilisis termodinamico. Las figuras (¢) y
(d) corresponden a la solucién con menor y mayor concentracion de proteina, respectivamente.  El pH de fa solucién para ambos

casos fue de 1.5.

dependen fundamentalmente de las
propiedades fisicoquimicas de cada
proteina.

El limite superior esta generalmente
determinado por la concentracidn critica
en la cual las interacciones
intermoleculares  comienzan a  ser
importantes, sobre todo entre cadenas
parcial o totalmente desplegadas. En la
figura 2.3 son mostradas curvas
calorimétricas de la B-lg A evaluadas a un
pH de 1.5. La figura 2.3a corresponde a
una concentracion de 238 mg/ml, en
tanto que la 2.36 a una de 6.00 mg/ml.
Las transiciones prominentes de estos
termogramas fueron aisladas, y sujetas a
un analisis termodinamico. Como puede
ser observado de la figura 23c, para

concentraciones menores de proteina, la
transicion se ajusta muy satisfactoriamente
a un modelo de dos estados, siendo la
desviacion estandar residual (DER) menor
al 2% del wvalor del maximo del
termograma. En cambio, en la figura 2.3d
se observa que bajo las mismas
condiciones experimentales, pero con una
concentracion de proteina superior, el
ajuste resulta muy pobre.

En la literatura ha sido reportado que
arriba de los 70°C la B-lg A comienza a
sufrir un proceso de agregacion debido al
aumento de reactividad del Unico grupo
sulfhidrilico libre de la molécula [97].
Siendo la formacion de enlaces disulfuro y
la asociacion entre monomeros procesos
exotérmicos, es muy probable que Ila



distorsion que se observa en la zona
derecha de la curva 2.3d se deba al
fendmeno de agregacion.

Ahora bien, este fenémeno de
agregacion,  irreversible  para  las
condiciones de estudio aqui empleadas, es
un proceso de naturaleza cinética. Por
ende, el grado de manifestacion del
fendmeno depende de dos factores: el
tiempo de incubacion y la concentracion
del reactivo. Para todas las condiciones de
pH estudiadas y utilizando siempre la
misma tasa de calentamiento (60°Cmin™),
fue encontrado que la manifestacion del
efecto de agregacion fue practicamente
imperceptible en tanto la concentracion de
proteina no superara los 5 mg/ml. Para
estos casos, la DER resultante del ajuste
termodindmico de la transicidn principal
nunca fue superior al 5% del maximo en el
calor de exceso (tabla 2.1).

Por otro lado, los experimentos
realizados con soluciones de
concentracion de proteina menor que 2
mg/ml presentaron un cociente sefial/ruido
desfavorable para realizar determinaciones
experimentales precisas, de manera que
tomamos a este valor como el limite
inferior de los ensayos calorimétricos aqui
presentados.

Reversibilidad.  El  proceso de
desnaturalizacion de la p-lg 4 resultd
parcialmente reversible. Tomando como
indice al area del termograma, se encontrd
un reversibilidad de alrededor de 50%
para soluciones de proteinas de
concentracion menor que S mg/ml, vy
practicamente nula para las de
concentracion superior.

Niamero de Unidades Cooperativas
de  Plegamiento.  Utlizando  bajas
concentraciones de proteina (< 5 mg/ml),
los termogramas de desnaturalizacidn
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consistieron de tan s6lo una transicion
aparente (figura 2.3a). Al ser ésta aislada
y analizada mediante el procedimiento
termodinamico delineado anteriormente,
encontramos que la curva puede ser
reproducida satisfactoriamente con un
modelo de exclusivamente dos estados
utilizando la concentraciéon de proteina
referida al mondmero. En otras palabras,
de estos datos pareciera evidente que la g-
lg A estd constituida por tan solamente
una unidad de plegamiento cooperativo.

Sin  embargo, cuando  fueron
analizadas  soluciones con mayores
concentraciones de  proteina, los
termogramas desplegaron, adicionalmen-
te, un pico de absorcion pequeiio y ancho,
centrado alrededor de los 45°C (figura
2.3b), al cual no fue posible ajustar un
modelo de dos estados: como muestra la
figura 2.4, con respecto a la forma que
desplegaria una transicion de dos estados,
el pico obtenido resultd muy alto y
angosto.

Una explicacion plausible al respecto
del origen de esta asimetria puede ser
sentada en efectos de orden cinético.
Como ya hemos indicado, el formalismo
termodinamico  ocupado aqui  esta
desarrollado para sistemas en el equilibrio.
Sin embargo, si el experimento fuera
practicado en condiciones en las que no se
permitiera alcanzar el equilibrio (por
ejemplo, si la tasa de calentamiento fuera
muy alta), seria de esperarse que las
proporciones del pico fueran diferentes a
las de uno que correspondiera a una
transicion en el equilibrio. De hecho, para
un calentamiento rapido, el pico resultante
seria de proporciones similares a las del
termograma de la figura 2.4. En este caso,
la interconversidon inicial entre las dos
fases seria muy lenta, por lo que a bajas
temperaturas se observaria una absorcién
de calor menor a la consumida si el



Temperatura ( C)

Figura 2.4. Transicion de baja temperatura exhibida por la f-Ig
A cuando la concentracién de proteina excedia los 5 mg/ml. La
linea discontinua representa el modelo de mejor ajuste.

calentamiento fuera mas lento. Al ser
aumentada progresivamente la
temperatura, habria un "rezago" de
moléculas que no han sufrido la transicion;
al ser lograda la temperatura de Arrhenius,
se desencadenaria una rapida conversion
molecular, generandose, por ende, un pico
de absorcion de calor alto y angosto.

Tomando en cuenta las propiedades en
solucién de la B-lg A4, existen dos posibles
causas moleculares de la transicion
observada a bajas temperaturas.

Una causa podria ser que se produzca
la disociacion del dimero. Si esta
suposicion es cierta, el area bajo la curva
corresponderia a la energia de contacto de
los monémeros, la cual resulté de 13,317
cal.

Por otro lado, el fendmeno podria ser
el resultado de una transicion
conformacional, una transicion que, a
juzgar por el ancho del intervalo en el que
ocurre y por el total del area bajo la curva,
debe corresponder a un proceso poco
cooperativo. Como lo discutiremos en el
siguiente capitulo a la luz de datos
espectroscopicos, es probable que al
menos parte de la energia del pico ubicado
a bajas temperaturas se deba a la
transicion del estado nativo a un
intermediario  parcialmente  plegado.
Naturalmente, este hecho no corresponde
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con la idea de cooperatividad que se tiene
de las proteinas globulares, pero, sin
embargo, como lo discutiremos mas
adelante, su ocurrencia es sustentable en
la topologia "atipica" de la p-lg.

Interdependencia de los Pardmetros
pH-Tm-AHp. Los resultados de las
determinaciones calorimétricas obtenidas
a diferentes valores de pH son
compendiados en la figura 2.5 y en la tabla
2.1. Las relaciones dibujadas en esta
figura marcan claramente tres tipos de
tendencias. La primera, ubicada entre 0.6
y 1.6 unidades de pH, sefiala una variacion
practicamente nula de la 7m y el AHp con
respecto al pH (figuras 2.5b y ¢). La
segunda tendencia corresponde a una
variacion directamente proporcional tanto
de la 7m como del AHp con respecto al
pH. La tercera consiste en un decremento
del AHp en tanto aumenta la Tm (figura
2.5a). Esta ultima tendencia se presenta en
el intervalo de 2.4 a 3.0 unidades de pH
(figuras 2.5b y ¢).

Procedamos a analizar cada una de las
tendencias por separado.

Tendencia I: 0.6 < pH < L6
Cualitativamente, el valor de Tm ha sido
tomado como un reflejo de la estabilidad
estructural [11]. Por otro lado, ha sido
observado que en tanto el pH cambia
hacia valores extremos, la 7m disminuye
paulatinamente [04], por lo que ha
resultado claro que existe wuna
dependencia estrecha entre la estabilidad
estructural y el estado de protonacion o
desprotonacion de los grupos quimicos
que componen la cadena polipeptidica. Sin
embargo, aln no existe un explicacion
consenso sobre los mecanismos de
desestabilizacion estructural, por lo que
las razones moleculares de la dependencia
de la estabilidad de la conformacion nativa
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Figura 2.5. Interdependencia de los pardmetros de desnaturalizacion térmica de la B-Ig 4 y del pH de la solucion. El sistema amortiguador
empleado fue glicina 0.01M. La concentracién de proteina nunca excedi6 los § mg/ml. Determinaciones realizadas mediante un CDB.

de una proteina con respecto al pH siguen
siendo inciertas.

Freire ha propuesto que la variacion
de la Tm con respecto al pH es explicable
en términos de una diferencia en el
potencial de la constante de acidez (pKa)
que presenten los grupos quimicos
dependiendo st la proteina esta plegada o
desplegada [39, 98]. Desde este punto de
vista, el pH actta a través de la
modificacion de la proporcion de
moléculas que se protonan o desprotonan
en tanto la proteina transita de un
macroestado a otro, lo cual implica un
cambio en la energia total generada o
consumida por la captura o liberacion de
iones hidronio, energia que, finalmente,
redunda en una disminucién o aumento de
la entalpia de desnaturalizacion [39].

Una explicacion alternativa ha sido
radicada en los efectos de repulsion
electrostdtica o de ruptura de
interacciones polares generados por la
protonacién de los residuos [11]. La
transicion del pH a valores muy acidos
conllevaria a la protonacion de grupos
que, como las aminas, al quedar cargadas
positivamente, generen un  campo
electrostatico local susceptible de ser
repelido por otras cargas, significandose

asi una desestabilizacion de la estructura
nativa. Un caso adicional puede resultar
de la protonacién de grupos como los
carboxilo, lo cual podria implicar la
desaparicion de interacciones de van der
Waals o de puentes de hidrogeno.

Aunque la propuesta anterior habia
sido formulada desde hacia ya varias
décadas, solo hasta recientemente ha sido
realizada una serie de experimentos muy
reveladores al respecto del papel de las
interacciones  electrostaticas en la
estabilidad de la proteina. Goto et al. [99-
101] encontraron para tres proteinas, que
si a sus formas desnaturalizadas por pH se
les continda acidulando el medio, llega un
punto en el cual ocurre una
"renaturalizacién parcial”, adquiriéndose
una conformaciéon del tipo globulo
fundido. Por otro lado, detectaron que el
fenomeno de replegamiento ocurre si en
lugar de adicionar el acido (HCI), se hace
uso de la sal del mismo acido (KCI). Los
autores reportaron  datos  similares
utilizando  otros  4cidos y  sus
correspondientes sales, por lo que resultd
evidente el papel de los aniones en el
replegamiento.



pH Tm AHp DER
(C) (calimol) (cal)

0.67 77.8 | 75,580 {121
0.95 77.2 | 76,676 | 98
1.09 76.7 | 74,530 } 89
1.40 77.1 75,806 | 87
1.50 76.9 76970 | %94
1.60 76.4 | 77,618 | 89
1.60 76.7 | 78,649 | 88
1.87 78.1 81,310 | 97
2.09 80.0 | 81,064 | 68
2.15 80.8 | 82,498 | 99
2.15 80.9 | 83,220 | 88
2.40 82.1 85,431 }128
2.45 842 | 81,534 | 93
2.53 84.5 | 84,581 |160
2.72 84.8 | 80,737 {147
2.80 88.0 | 76,104 1108
2.80 88.4 | 76,186 |112
2.84 88.7 | 74,136 | 64
2.97 903 ] 73,140 }144

Tabla 2.1. Resultados de las determinaciones
calorimétricas de desnaturalizacion térmica para la f-lg
A logrados mediante un CDB.

De acuerdo a los hallazgos de Goto et.
al., el efecto fundamental de los aniones
es a través de la union directa a grupos
cargados positivamente [101], de lo que
se deduce que la desnaturalizaciéon por
acido se efectia por el incremento de la
repulsion entre cargas positivas en la
estructura nativa.

Estas observaciones, aunque no se
traducen en evidencias directas sobre la
variacion paulatina de la estabilidad
estructural con respecto al pH, nos
autorizan a especular que el fendmeno
también se pueda deber a efectos de
repulsion electrostatica.

Naturalmente, las hipotesis planteadas
por Goto y por Freire no son mutuamente
excluyentes, y cabe pensar que el
fendmeno de desestabilizacion de la
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estructura proteica por parte del pH sea
tan complejo, que las tendencias
observadas puedan ser el producto tanto
de la repulsion electrostatica como de las
diferencias en las constantes de acidez .

Con base en estas dos aproximaciones
cualitativas al fenomeno, podemos ahora
tratar de explicar los comportamientos
obtenidos para la p-lg.

En la figura 2.55, en donde se muestra
la dependencia de la 7m con respecto al
pH, se despliegan dos tipos de tendencias.
Arriba de 1.6 unidades, la 7m aumenta en
forma directamente proporcional al
incremento de pH; de esta tendencia
hablaremos poco mas adelante. En
cambio, abajo de 1.6, se observa una
ruptura de la dependencia de la 7m con
respecto al pH. Es de interés sefialar que
tal fenomeno habia sido observado por
Privalov, pero exclusivamente en regiones
alcalinas [30]; hasta donde es de nuestro
saber, no ha sido reportado previamente
para zonas acidas.

En términos de la hipétesis de Goto y
sus colaboradores, podriamos interpretar
el evento postulando que a valores de pH
menores que 1.6, practicamente todos los
grupos susceptibles de protonacion de la
molécula lo han sido, por lo que la adicion
de mayor nimero de protones al medio no
afecta sensiblemente la estabilidad de la
proteina.

Por otro lado, nosotros observamos
que por debajo de 0.6 de pH, la proteina
pasa al estado desnaturalizado, por lo que
cabria esperar que bajo esas condiciones
comiencen a protonarse algunos otros
grupos que contribuyan con la repulsion
necesaria para superar la precana
estabilidad de la conformacién nativa, o
bien, se logre una estabilizacién adicional
del estado desnaturalizado.

La hipotesis de Freire estableceria que
los valores de pKa de la mayoria de los



grupos quimicos tanto en el estado nativo
como en el desnaturalizado son superiores
a 1.6, de manera que por debajo de ese
valor de pH la adicién de mas protones al
medio no se traduce en algiin cambio en el
grado de protonacion del estado nativo o
el desnaturalizado.

Sin embargo, ambas interpretaciones
parecen ser no del todo consistentes —o
suficientes— con los comportamientos
delineados en la figura 2.5a. En la parte
inferior izquierda de esta figura, existe un
"cumulo" de puntos experimentales que
corresponde a las magnitudes de 7Tm y a
los AHp obtenidos bajo condiciones de pH
menor que 1.6 unidades. De acuerdo, por
un lado, a lo que se desprende de las
hipotesis tanto de Goto como de Freire, y,
por otro lado, de las observaciones
realizadas para otras proteinas, seria de
esperar que bajo cualquier circunstancia
de pH no desnaturalizante, la estabilidad
de la proteina se apegue a un
"comportamiento global" caracterizado
por la funcion de Kirchoff (ie., que la
magnitud del AHp sea determinado por el
valor de la Tm, teniendo como constante
de proporcionalidad el 4Cp). De la figura
2.5a podemos suponer ese "comporta-
miento global" como el desplegado entre
1.6 y 2.4 unidades de pH, en donde la
variacion de AHp es directamente
proporcional a la de 7m. (Pedimos al
lector que, por el momento, haga caso
omiso a la tendencia observada mas alla
de 2.4 unidades de pH, mas adelante
atenderemos el punto detenidamente, mas
su consideracion en este espacio
complicaria innecesariamente la discusion
actual). Por la grafica 2 Sa, es claro que
los valores obtenidos experimentalmente
para pH < 1.6 no corresponden a los
derivados de extrapolar el comporta-
miento de 1.6 < pH <2 4 Pareciera como
si para estos valores el valor del 4ACp
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hubiera cambiado sensiblemente; en otras
palabras, pareciera que la proteina hubiera
sufrido en la susodicha zona de pH algin
tipo de perturbacion molecular adicional a
las estipuladas por Freire y Goto.

Para tratar de dilucidar informacion
sobre posibles cambios estructurales de la
B-lg A al descender el pH mas alla de 1.6
unidades, obtuvimos el espectro de
dicroismo circular de la proteina en las
regiones del ultravioleta lejano y del
cercano. El fundamento de esta técnica lo
detallaremos en el siguiente capitulo, asi
como los particulares de las condiciones
experimentales y del instrumental
ocupado. Aqui tan solo quisiéramos
adelantar que dicha técnica permite
obtener dos tipos de informacion
estructural:

1) En la region del ultravioleta lejano,
la sefial de dicroismo circular es debida
principalmente al tipo de conformacion de
los enlaces peptidicos; existen fuertes
evidencias de que las propiedades
espectrales especificas de cada molécula
dependen  primordialmente de  su
contenido en estructura secundaria [55].

2) En la regiéon del ultravioleta
cercano, la sefial es producida por los
residuos aromaticos; esta sefial esta
intimamente relacionada con la asimetria
del ambiente de los cromoforos, la cual es
especifica para cada proteina, al grado de
que el espectro obtenido puede ser
considerado como una "huella digital" de
la molécula [102].

En la figura 2.6 mostramos los
espectros de dicroismo circular en el
ultravioleta lejano y en el cercano de la -
lg. Las mediciones fueron realizadas bajo
dos diferentes valores de pH: uno por
debajo de 1.6, y otro en un pH cercano a
2.0, en donde la interrelacion de los
parametros termodindmicos se cifie a la
obtenida en general para las proteinas
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Figura 2.6. Espectros de dicroismo circular de la B-lg A en el UV lejano (a) y en el cercano (b). Las determinaciones fueron realizadas a
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globulares. La figura 2.6a muestra que la
proteina no sufre mayor alteracion en
cuanto al contenido de estructura
secundaria de variar el pH de 2.1 a 0.9
unidades; mas, por otro lado, en la figura
2.6b es evidente que el ambiente de los
cromoforos aromaticos sufre un cambio
notable en tal transicion.

El dicroismo circular es una técnica
cuya sefial resulta de la actividad optica de
las moléculas; por ende, ello significaria
que los grupos aromaticos, al no poseer
centros quirales, no deberian dar sefial por
esta técnica. Sin embargo, se sabe que la
absorcion quirodependiente de estos
cromoforos es debida a la conjugacion de
dos factores: la asimetria del entorno del
grupo y la libertad de rotacion de la
cadena lateral. Se espera que un residuo
aromatico ambientado en un entorno
asimétrico despliegue sefal, siempre vy
cuando el cromoéforo no tenga gran
libertad de rotacidn; en el caso contrario,

el libre movimiento ocasionaria la
cancelacion de la sefiales de diferentes
confoérmeros [102].

La disminucién en la intensidad de las
bandas de dicroismo circular en la region
del ultravioleta cercano al disminuir el pH
puede ser motivada, de acuerdo a lo
sefialado en el parrafo anterior, a la
pérdida de la asimetria del ambiente 0 a la
ganancia de grados de libertad de los
residuos aromaticos. Conjuntando el
hecho de que la estructura secundaria no
sufre mayores alteraciones (figura 2.6a),
la interpretacién mas plausible del cambio
en la intensidad de absorcion en el
ultravioleta cercano (figura 2.6b) es que
sea debida a un "relajamiento estructural”
de la proteina, de manera que los
croméforos ganan mayor libertad de
rotacion.

En términos  estructurales, las
evidencias portadas por la figura 2.6
sugieren que en la transicion a zonas de
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pH muy é&cido, la p-lg A sufre una
transformacion de estructura terciaria sin
alteraciones significantes en la secundaria,
lo cual corresponde con la figura que se
tiene de un globulo fundido [21]. Por otro
lado, también es sabido de un globulo
fundido que puede poseer un nucleo
hidrofébico afectado parcialmente con
respecto a la integridad de la estructura
nativa: para el caso de la B-lg A, este
aspecto es evidente en la figura 2.5a.

Cabe la mencion de que este hallazgo,
hasta el momento, no ha sido reportado
por algun otro laboratorio. Para esta
proteina, ha sido detectado un
intermediario  cinético que coincide
también con la imagen estructural que se
tiene de un gldbulo fundido [114,115].

Tendencia II: 1.6 <pH <2.4. El ACp
de desnaturalizacion de una proteina
globular que posee nicleo hidrofébico
siempre es positivo. (Como hemos
mencionado anteriormente, la razéon de
ello es la formacion de clatratos alrededor
de los residuos hidrofobicos que se
exponen al disolvente una vez que la
cadena polipeptidica se despliega). Por
tanto, de acuerdo a las relaciones
termodinamicas antes descritas, es de
esperarse que la variacion de AHp ocurra
en el mismo sentido que la variacion de la
Tm. Este comportamiento "candnico" es
el que observa la p-lg 4 en el intervalo de
pH de 1.6 a 2.4 (figura 2.5a y ¢).

En la figura 2.7 son mostradas las
tendencias de desnaturalizacion obtenidas
por Privalov y sus colaboradores para un
conjunto de proteinas de naturaleza
estructural muy diversa [04,26]. Notese
que, en este caso, no estd siendo
considerado el AHp molar, sino el
especifico o por unidad de masa (4hp).
Adicionalmente, en la figura presentamos
los resultados obtenidos para dos
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lipocalinas: los logrados en este trabajo
para la B-lg A y los de la GPA «, [44].

Al tratar de determinar qué parametro
estructural se correlacionaba de la mejor
manera con los ACp de las diferentes
proteinas, Privalov ef al. encontraron que
la mejor interrelacion se daba con el
nimero de contactos apolares por gramo
de proteina (npg), mostrando una
correlacion estadisticamente significativa
(figura 2.8). (Mas tarde, merced a
observaciones estructurales mas detalla-

ot ACp = 0.0%0 ap-ans
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Figura 2.7. Dependencia de la entalpia de desnaturalizacién

(por gramo de proteina) con respecto a la temperatura. Gréfico
adaptado de [04] Se presentan la tendencia obtenida para 1a B-g
A en este trabajo y lade la GPA o

das, a estudios con compuestos modelo
[94] y a mediciones directas del ACp real
[29], quedé claro que el valor de este
parametro no estd determinado por los
contactos hidrofobicos, sino que se
correlaciona mejor con el area oculta al
disolvente; por otro lado, se cayd en la
cuenta de que el ACp real recibe no sélo
la  contribucién positiva del area
hidrofébica, sino también una negativa
debida al area polar [28]).

Un punto mas de alta importancia que
Privalov y sus colaboradores encontraron
fue que existe una temperatura (7*) en la
cual el A4hp de diferentes proteinas
converge a un mismo valor Ahp* (figura
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Figura 2.8. Relacién entre el nimero de puentes de hidrégeno
por unidad de gramo (ng) y el ACp especifico. Adaptado de
{04].

2.7). En busqueda de un elemento
estructural comun, los autores
encontraron que el nimero de puentes de
hidroégeno por unidad de masa permanecia
practicamente invariante. La interpre-
tacion molecular brindada para este
fendmeno consistié en suponer que a 7*,
el efecto hidrofébico llega a ser nulo (esto
es, que no existen efectos entropicos y
entalpicos debido a la exposicion de
grupos apolares, puesto que no se da la
formacion de clatratos), por lo que a esa
temperatura la estabilizacion de la
proteina corre a cuenta, en primera
aproximacion, soélo de los puentes de
hidrégeno. Por tanto, el valor de Ahp* fue
tomado como una medida directa del
valor energético de los puentes de
hidrégeno, magnitud que fue evaluada en
1.7 kcal/mol de puente. Segun esta
hipétesis, abajo de esta temperatura el
efecto hidrofobico si se manifiesta, por lo
que el Ahp de las diferentes proteinas
comienza a divergir.

El valor preciso de la 7* y de su
respectivo Ahp* es en la actualidad
materia de controversia. Las determina-
ciones de mayor aceptacion, estipulan una
temperatura de convergencia de alrededor
de 1002°C [31]. Para la discusion
presente, nosotros haremos referencia
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fundamentalmente a los valores propues-
tos por Privalov y sus colaboradores.

Una de las suposiciones mas fuertes
que han prohijado los partidarios del
modelo de dos estados, es que existen
propiedades comunes para todas las
proteinas que trascienden el tipo de
conformacion estructural [98]. Dos de
estos atributos son la densidad de puentes
de hidrégeno y el valor del 4Cp en
funcion de la proporcion de érea
hidrofébica e hidrofilica del area total no
expuesta [98].

De ser lo anterior correcto, seria de
esperarse que todas las proteinas
convergieran en una misma 7* con un
valor comun de 4hp*. En la figura 2.7 es
evidente que esto no es el caso con la p-lg
Ayla GPA a,.

Sin embargo, este resultado "anémalo"
pudiera quiza ser explicado postulando
que las caracteristicas estructurales
"particulares” de estas lipocalinas
provocan que sus valores de 7* y Ahp* se
alejen del del resto de las proteinas.
Debemos recordar que, a diferencia de las
otras proteinas globulares, las lipocalinas
poseen estructuras no compactas. La
propiedad de poseer una estructura con
una cavidad interna, podria implicar que la
densidad de puentes de hidrogeno por
gramo de proteina sea menor a la de una
proteina de la misma composicion pero de
estructura mas compacta. Por tanto, si
fuera cierta la existencia de una T*
universal con un valor comin de Ahp*,
seria de esperarse que al ser corregido por
un factor que homologue las densidades
de puentes de hidrégeno, el valor de 4hp
obtenido para la p-lg 4 deberia acercarse
al valor de las otras proteinas.

En el analisis de la estructura de una
proteina, existen dos criterios para
considerar cuando existe 0 no un puente
de hidrogeno de energia "significativa": la



distancia entre los atomos enlazantes y el
alineamiento entre los mismos.
Infortunadamente, los valores de estos
parametros son inciertos de definir, por lo
que la contabilizacién de puentes para la
misma proteina puede variar de un autor a
otro. Para determinar el namero de
puentes de hidrogeno en la p-lg A4,
ocupamos inicialmente como restriccion
una distancia de 4 A entre los dos atomos
electronegativos (la misma ocupada por
Privalov) y un éangulo de distorsion
maxima de £35° (Privalov no especifica tal
valor). Obtuvimos un total de 44 puentes
por molécula, lo que equivale a 0.002413
moles de puentes por gramo de proteina.
El intervalo para esta densidad encontrado
por Privalov fue de 0.005956 a 0.007430.
Tomando los limites superior e inferior de
este intervalo, el factor para homologar la
densidad de puentes de la p-lg 4 seria de
3.079 y de 2.468, respectivamente. Si el
factor menor lo aplicamos al 4dhp
evaluado a 110°C para la B-lg A4,
obtenemos un valor de 16 cal/g. El
reportado por Privalov para el resto de
proteinas es de alrededor de 13 cal/g.

Aunque aparentemente no existe una
buena concordancia entre el Ahp evaluado
a 110°C de la p-lg A y el del resto de las
proteinas, debemos hacer mencion
especial de la incertidumbre que corre en
la cuenta del nimero de puentes de
hidrogeno. Por ejemplo, si nosotros
aumentaramos en tan sélo cinco grados el
angulo de torsion previamente
establecido, obtendriamos un total de 58
puentes de hidrégeno por molécula, lo que
derivaria en un A4hp* corregido de
aproximadamente 12 cal/g.

En otras palabras, desde esta
perspectiva es muy dificil entrever si una
proteina globular no compacta posee
atributos termodinamicos semejantes o
discrepantes con respecto a los de las
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proteinas mas compactas. Vale mencionar
que dirimir esta interrogante no es un
punto trivial, puesto que implica encontrar
evidencias a favor o en contra de dos
propiedades de alto interés: ;existen
realmente propiedades de las proteinas
que trascienden la estructura globular? jel
valor energético de los puentes de
hidrogeno es, en promedio, el mismo,
independientemente de la constante
dieléctrica del medio? Si pudiéramos
descontar tantas incertidumbres, sin duda
la p-lg, por ser una proteina muy disimil al
resto de proteinas estudiadas por Privalov,
seria una buena candidata para dar luz a
tales interrogantes.

El ACp derivado de la B-lg A4 en el
intervalo de pH de 1.6 a 2.4 es de 0.0619
cal/’Kg (1130 cal/’Kmol), valor que
resulta bajo con respecto al de otras
proteinas (figura 2.7). De igual manera, la
GPA a, también ostenta un ACp que sale
de la generalidad®. Nuevamente, estos
casos de excepcion pueden ser imputados
al menor grado de empaquetamiento de
las lipocalinas. En contraste con el caso
del valor de Ahp*, para el del ACp no se
precisaria alguna correccion.
Simplemente, de ser correcto que las
propiedades termodinamicas de una
proteina  trascienden el tipo de
arquitectura, el valor del ACp especifico
de la p-lg A y su correspondiente densidad
de contactos hidrofébicos deberia de
ajustarse a la tendencia descrita por otras
proteinas. Como puede ser observado en
la figura 2.8, tal parece ser el caso.

Para terminar esta seccion, queremos
mencionar que hicimos un intento de
evaluar el ACp de la B-Ig 4 a través del
computo del area polar y apolar oculta al
disolvente. Murphy y Gill [94], a través

«— >
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4 Aunque este ultimo valor es mds incierto, puesto que fue
derivado de datos espectroscopicos [45], es lo suficientemente
confiable para suponer que el 4Cp de la GPA a; comparte
atributos semejantes a los de la B-1g A.



del estudio con dipéptidos ciclicos,
encontraron que la contribucion al ACp
total por unidad de area polar oculta es de
-0.26 cal mol/A?, y la del area apolar
oculta de 0.45 cal mol/A%2. Nosotros
encontramos que la p-lg posee 10026 A?
de 4rea apolar oculta y 5563 A? de area
polar oculta. De estos valores, siguiendo
el método de Freire et al. [98], se
obtendria un ACp estimado de 3065
cal/°’Kmol, magnitud que esta
desproporcionada en relacion al valor
experimental que nosotros obtuvimos
(~1130 cal/’Kmol). Nos proponemos en
un futuro cercano realizar una revision
meticulosa de nuestro  algoritmo,
esperando que con el método de Freire
podamos derivar  informacion  mas
confiable sobre el valor esperado de 4Cp
en funcién de la estructura tridimensional
de la p-lg.

Tendencia 11I: 2.4 < pH < 3.0.
Hemos mencionado ya algunas
propiedades exhibidas por la g-1g 4 que le
hacen alejarse de ser un prototipo en
cuanto a patrones de desnaturalizacion
térmica se refiere; una transicion de baja
energia que muestra distorsiones de orden
cinético cuando es usada una tasa de
calentamiento que es adecuada para la
mayoria de proteinas, e incluso lenta para
algunas otras; en determinada zona dcida
de pH la Tm no sufre cambios con la
variacion de la concentracion de protones,
fenomeno que puede ser debido a que la
proteina adquiere en tales condiciones la
conformacion de globulo fundido; un ACp
inusitadamente pequefio; un valor de 4hp
a 110°C inferior al del resto de las
proteinas; y una 7* que es diferente al de
las proteinas globulares compactas, y que,
probablemente, sea caracteristica propia
del grupo de las lipocalinas.
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Sin embargo, a pesar de ser ya varias
las  peculiaridades que hemos
mencionado, todavia nos queda por
describir los hallazgos mas "atipicos" que
obtuvimos para la p-lg 4.

Uno de estos hallazgos corresponde a
la tendencia desplegada en el intervalo de
pH de 2.4 a 3.0 unidades. Como puede ser
observado en la figura 2.5, en este
intervalo de pH el 4Cp aparente es
negativo, hecho jamas detectado para otra
proteina.

Debemos adelantar tres observaciones
relacionadas con los resultados que
muestran un ACp aparente negativo, que
resultan fundamentales para dar paso a la
interpretacion de este fenémeno:

1) El ajuste de la curva de transicion a un
modelo de dos estados siguié siendo
muy satisfactorio;

2) La variacion de la 7m con respecto al
pH continué la misma tendencia que la
observada en el pH de 1.6 a 2.4 (figura
25b);y

3) El ACp real de la solucion (es decir, el
observado en un termograma como el
de la figura 2.1) fue siempre positivo.

De entrada, estas observaciones
sugieren que en la zona de pH de 2.4 a
3.0, la conformacion nativa (punto 2) y el
mecanismo de desplegamiento de la p-lg A
(puntos 1 y 3) no sufren alguna
perturbacion dramatica —con respecto a
los que ostenta en el intervalo de 1.6 a
2.4— a la cual pudiera serle atribuida la
aparicion de un ACp negativo. Por tanto,
la primera suposicion que cabe hacer es
que después de 2.4 unidades de pH, al
comportamiento "candnico" de
desnaturalizacion de la B-lg 4 se le agrega
algun  proceso adicional que esta
involucrado con el estado de protonacion
de algun (o algunos) grupos quimicos de
la molécula. De ser éste el caso, el AHp



aparente (AHp(pH.1)) estaria determinado
por la suma de dos contribuciones:

_(2H) (2
dAHp(pH.T)—( )pHdT+(@JH)poH

ar
(14)

El primer término de la ecuacion (14)
corresponde a la variacion de la entalpia
con respecto a la temperatura, el cual, al
suponerlo independiente del segundo
término, adquiriria simplemente la forma
de la relacion de Kirchoff:

AHN(T) = ACpAT (15)

siendo la parte derecha de la ecuacidn
(15) equivalente a la tendencia desplegada
por la B-lg A en el intervalo de 1.6 a 2.4
unidades de pH (figura 2.5).

Por otro lado, el segundo término de
la ecuacion (14) implica la dependencia
del AHp con respecto al pH. El modelo
mas  simple para  describir  este
comportamiento, estribaria en suponer
que la protonaciéon de sélo un grupo
quimico contribuye al AHp(pH.7), y que
esta contribucion es funcion del grado de
protonacion del grupo:

OAH
J‘(‘;’)T{-) de~AHlfaa (16)

T

en donde AH:; es la entalpia de
desprotonacioén y faar es la fraccion de
moléculas desprotonadas del aminoacido
en cuestion.

Como para cualquier reaccién de
titulacion de un grupo monoprotico,
podemos definir la constante de acidez
como:
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Ka= 0@ J[H'] 17
[aaH ]

Al dividir las concentraciones de
aminoacido  desprotonado [aa*'] 'y
protonado [aaH] entre la concentracion
total de proteina, la ecuaciéon quedaria
expresada en términos de las respectivas
fracciones molares:

Ka = M (18)
S aart

Tomando las definiciones convencionales

de pH, pKa, y estableciendo que

faa‘+faaH=1 (19)

se llega a la expresion

107K = o _f“} - (20)

la cual, al ser rearreglada, deriva,
finalmente, en una expresion que evalia la
fraccion desprotonada en funcion del pH

10pH—pKa

Jo =y @Y

El juego de ecuaciones arriba desglosado,
permitiria, en principio, tratar de evaluar
las entalpias de desnaturalizacién y de
desprotonacion, asi como el pKa del
grupo quimico relacionado, a través de un
analisis de regresion no lineal. Sin
embargo, este modelo, aun cuando es el
mas simple posible, y que ademas si
reproduce la forma de la curva obtenida
en el pH de 16 a 3.0 (datos no
mostrados), predice un AH! negativo, lo
cual no concuerda con los datos



experimentales que se tienen sobre
entalpias de desprotonacion [104].

Un modelo un poco mas complicado
que el anterior, pero del cual obtuvimos

NH <=——=0DH

d

£, £,

NY ==——=D"

Figura 2.9. Esquema de un modclo de desnaturalizacion para la
-Ig A en el que se incluye constantes de acidez diferentes para el
mismo grupo quimico dependiendo si la molécula esta en la
conformacioén nativa o en la desnaturalizada. Ver texto para
detalles.

resultados  verosimiles, consistid en
suponer que la constante de acidez del
grupo quimico pueda ser diferente en el
estado nativo que en el desnaturalizado
(figura 2.9).

De manera analoga a la ecuacion (14),

podemos proponer que el AHp(pH.7) tiene
la contribucion de diferentes factores:
En la figura 2.9, N represenfa al estado
nativo y D al desnaturalizado, H simboliza
la forma protonada, y K1 y K’ son las
constantes de acidez que posee el grupo
quimico en el estado nativo y en el
desnaturalizado, respectivamente. Para
cada constante de equilibrio,
naturalmente, esta asociada una entalpia
de transicion.

AHp(pH1) = forHow + fo-Hp - fuHnn-f
N+HN+

(22)
en donde, H y f representan la entalpia y
la fraccion de poblacion asociadas a cada
estado, respectivamente.
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Siguiendo a la ecuacién de (18),
podemos definir la constante de equilibrio
Ki:

K= L"'_[il (23)
Sfvu
Considerando que para un
determinado valor de pH, en condiciones
de temperatura en la que domina la
especie nativa, se cumple que

S+ fe=1 (24)

y rearreglando la ecuacién (23), llegamos
a

B K
T Ki+[H?]

San

(25)

La funcién de /Dr con respecto a Ki'y a
la concentracion de protones puede ser
obtenida de la misma manera.

K\

fDH = Z:.—[;”_] (26)

Sustituyendo (25) y (26) en (22) y
rearreglando obtenemos

(H" JHow+ K Ho  [H* |Han + K How
[H]+kr [H]+k

(27)
Si fijamos a NH como el estado de
referencia, entonces se seguiria que Hay =
0, por lo que, de acuerdo a la ecuacion
(22), H~ puede ser sustituido como la
diferencia de entalpias entre el estado NH
y el N* (4H1), Hpy como la diferencia de
entalpia entre NH y DH (AHp), y Ho
como la suma de AHp y AH:" (esta ultima

representa la diferencia de entalpia entre
N yD")

AHp(pn.1) =




Finalmente, sustituyendo las
definiciones  anteriores en (27) vy
efectuando las operaciones algebraicas
correspondientes, llegamos a:

AHp(pi.1) = AHd +

K/'K(AH/-AH )+ [H" J(AH/K/-AH K1)
([H" ]+ K/ )[H ]+ Ki)

(28)

Los resultados del ajuste por regresion
no lineal de la ecuacion (28) a los datos
experimentales son mostrados en la tabla
2.2 yenla figura 2.10. La zona de pH de
0.6 a 1.6 unidades no fue incluida en el
analisis.

[Parimetro]
Ki 7.13x10%#
AH 54,413 cal
K’ 10,163
AH!' 56 cal
ACp 1175 cal/°mol
ordenada -8573 cal

Tabla 2.2. Mgjor jucgo de valores para los
parimetros del modelo de desnaturalizacion
que incluye diferentes constantes de acidez y
entalpias de desprotonacién (ecuacion (28)).
El ajuste fue realizado por regresion no lineal.
La DER fue de 976 cal.

Al igual que con el modelo anterior,
con el de la ecuacion (28) es posible
reproducir la forma de la curva desplegada
por los datos experimentales (figura 2.10);
sin embargo, la gran diferencia es que este
modelo  predice una entalpia de
desprotonacion positiva.

Teniendo resueltas las magnitudes de
los parametros que determinan la ecuacion
(22), seria posible, en principio, especular
en torno a la naturaleza del grupo quimico
que influye en el AHp(pi1.7) a través de su
protonacion; esto podria ser logrado, en
particular, al contrastar el valor de las
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aHp (cal/mol)

76000
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Figura 2.10. Curva estimada a partir del ajuste de la ecuacion
(22) a los datos experimentales. Tm esta expresada en °C.

constantes de acidez con las reportadas
para diferentes cadenas laterales.

Infortunadamente, si bien el modelo
logra reproducir una tendencia semejante
a la experimental, el ajuste que logramos
no fue del todo satisfactorio. La DER fue
de 976 cal, lo que equivale a alrededor del
10% del maximo de variacion de los datos
de AHp(pn.1) (tabla 2.1). Por otro lado,
hubo una gran incertidumbre para precisar
la magnitud de las constantes de
equilibrio; en especial la de K",

No obstante, los valores obtenidos
para los parametros permiten hacer
algunas observaciones sobre el modelo. Es
interesante notar que aun cuando la
entalpia de desprotonacion en el estado
nativo (4H1) es elevada (~54 kcal/mol), la
constante de equilibrio asociada s
pequena  (~0.0007), factores  que,
combinados, indican que en el estado
nativo es dificil que ocurra la
desprotonacion  del grupo  quimico
relacionado. Por otro lado, el 4AH:’' resulto



de una magnitud adecuada en cuanto a los
valores de desprotonacion se refiere, vy,
aunque es dificil saber con precisiéon el
valor de K/’ parece claro que su valor
debe ser muy superior al de K:. En
resumen, el ajuste del modelo indica que
la contribucion del fenomeno de
protonacion al AHp total se origina
fundamentalmente cuando la proteina esta
desplegada, y que muy probablemente el
grupo que sufre el cambio de protonacion
se encuentra oculto al disolvente en el
estado nativo. [Este resultado es
fundamental, puesto que significa que el
estado nativo no resiente mayores
alteraciones estructurales o energéticas
cuando el pH supera 2.4 unidades.

Basado en lo anterior, un modelo
molecular que daria cualitativamente
cuenta de todas las observaciones
experimentales, consistiria en suponer que
el desplegamiento y la desprotonacién del
grupo son pasos secuenciales. Solamente
después de desplegarse la cadena
polipeptidica, el grupo estarda en
condiciones de protonarse o
desprotonarse; y viceversa, para que
ocurra el plegamiento, sera necesario que
primero el grupo quimico readquiera su
constitucion original. Lo anterior es
consistente con el hecho de que la
dependencia de la 7m hacia el pH no sufre
alguna transformacion sensible y también
con las evidencias de que el mecanismo de
desplegamiento de la proteina sigue
siendo el mismo a lo largo del intervalo de
pH de 1.6 a 3.0 unidades.




§3.1. Instrumentacion y Marco
Tedrico.

Aparte del método calorimétrico,
existe un sinnumero de técnicas con que
es posible estudiar el comportamiento de
desnaturalizacion de una proteina. La
gama de técnicas experimentales es muy
amplia, y abarca aspectos tan disimiles
como cambios en el radio hidrodinamico
de la molécula (viscosidad, sedimentacién
o dispersion de luz [23]), pérdida de
epitopes  (anticuerpos  monoclonales
[103]) o cambio del ambiente de
cromoforos (fluorescencia, dicroismo cir-
cular o espectroscopia diferencial ultravio-
leta [102]).

En términos de una caracterizacion
termodinémica, todos estos métodos

=3 \Q 23
2
RN

presentan una fuerte dolencia frente al
calorimétrico: al contrario de éste, a
través de los primeros el AHp y la Tm son
evaluados de una manera indirecta vy,
generalmente, mas incierta. Sin embargo,
las técnicas no calorimétricas no han
entrado en desuso por una razon de peso
profundo, y es que es posible inferir
aspectos estructurales relevantes acerca
del mecanismo de desdoblado de la
proteina.

En la presente investigacion, hemos
rastreado el proceso de desplegamiento de
la p-Ig inducido térmicamente a través de
dos potentes técnicas espectroscopicas:
dicroismo circular (DC) y espectroscopia
diferencial ultravioleta (EDUV). La razon
que obedecio el uso de tales técnicas, es
que permiten estudiar los cambios en los
distintos  niveles de  organizacion
estructural de la proteina plegada (es
decir, cambios en la estructura secundaria,




lo cual es posible mediante DC, y cambios
en la estructura terciaria, informacion que
se obtiene tanto de DC como de EDUV),
lo cual da la pauta apropiada para
determinar si durante la desnaturalizacion
son poblados estados intermediarios entre
las especies nativa y desnaturalizada, y
poder caracterizar, aunque sea en forma
burda, la naturaleza estructural de tales
intermediarios.

Las Técnicas. Mediante técnicas
espectroscopicas (y, en general, mediante
cualquier técnica no calorimétrica) se
persigue evaluar los cambios de alguna
propiedad Y conforme es aumentado el
influjo del agente caotropico (en nuestro
caso de estudio, conforme la temperatura
de la solucién es incrementada). Como
veremos en un apartado siguiente, la
obtencién de esta variable en funcion de la
temperatura permite caracterizar de una
manera  indirecta las  propiedades
termodinamicas de la transicidn. Antes de
considerar la relevancia de esta
informacion, tengamos un espacio para
describir el principio de las técnicas
espectroscopicas aqui empleadas.

Técnica de Espectroscopia Diferen-
cial Ultravioleta. A través de EDUV es
posible detectar el cambio en el ambiente
de los residuos aromaticos. Al desplegarse
la cadena polipeptidica, los grupos
aromaticos insertos originalmente en el
nucleo hidrofobico de la proteina quedan
expuestos al disolvente, o que conlleva a
una modificacion de  sus  niveles
energéticos y, por tanto, de su espectro de
absorcion. La experiencia con compuestos
modelo [105] y con proteinas [23] ha
ensefiado que los cromoéforos aromaticos
absorben con menor intensidad en un
medio polar que en un medio apolar.
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La diferencia de absorcion total entre
la cadena polipeptidica plegada vy
desplegada es muy pequefia (del orden de
una milésima del maximo), por lo que para
evitar en lo posible incertidumbres
experimentales, los  espectros  de
desnaturalizaciéon en el ultravioleta se
registran restando la absorcion de una
celda con proteina nativa a la absorcion de
la celda que es sujeta a la variacion del
ambiente.

En este técnica, se hace uso de un
espectrofotémetro de doble haz, en el cual
son colocadas dos celdas gemelas con la
misma solucién de proteina. A lo largo del
experimento, una de las celdas es
sometida al incremento de temperatura, en
tanto que la otra, sirviendo como celda de
referencia, es mantenida a una
temperatura constante baja, en la cual se
sabe con seguridlad que domina la
conformacion nativa.

Los resultados experimentales
mediante EDUYV consisten en un conjunto
de espectros que abarcan el intervalo de
longitud de onda de 320 a 260 nm; cada
espectro corresponde a una determinada
temperatura bajo la cual la proteina fue
mantenida por cierto tiempo. Los
diferentes valores del cambio en absorcion
en una determinada longitud de onda (44)
y sus correspondientes temperaturas son
los datos utilizados para hacer el analisis
termodinamico.

Técnica de Dicroismo Circular. Esta
técnica que depende de la actividad optica
de las moléculas comprende dos intervalos
de estudio del espectro electromagnético,
los cuales rinden diferente informacion.

En la region del ultravioleta lejano
(180-250 nm), la sefial es debida funda-
mentalmente a los enlaces peptidicos.
Como es sabido, estos grupos quimicos,
en forma aislada, no presentan actividad
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Optica; sin embargo, la asimetria que se
genera debido a las conformaciones de
estructura secundaria que adquiere la
cadena polipeptidica, provocan que un
conjunto de enlaces peptidicos pueda
comportarse como centro quiral [55].

En la region del ultravioleta lejano
(320-260 nm) la sefial la efectiian los
grupos aromaticos, los cuales, aunque al
igual que los enlaces peptidicos no son
centros quirales, presentan actividad
optica en virtud del entorno asimétrico
que les rodea dentro de la proteina [102].

El fenémeno de DC  esta
estrechamente  emparentado con el
fendmeno de dispersion rotatoria Optica
(ORD), el cual no es mas que la actividad
Optica (i.e., el cambio en el angulo del
plano de propagacién de un haz de luz
plano polarizado) en funcion de la
longitud de onda [107]. La diferencia
fundamental entre ellos, es que en tanto el
ORD resulta de la interaccion de la
materia con la luz sin que se produzca
absorcion, en el DC la sefal es debida
adicionalmente a la absorcién quiro-
dependiente de esta luz.

El DC y la ORD son fenémenos muy
complejos, cuya descripcion fina obligaria
incurrir al campo de la mecdnica cuantica.
Sin embargo, es posible dar una idea
cualitativa clara de sus origenes
moleculares [23]. Para ello, comencemos
pidiendo al lector que concentre su
atencion en la figura 3 1.

Para explicar el fendmeno de actividad
Optica, es conveniente introducir el
concepto de haz circularmente
polarizado, el cual esta esquematizado en
las figuras 3.1a y b Un haz de luz
circularmente polarizado posee un vector
eléctrico que, a diferencia de uno plano
polarizado, no esta confinado a un solo
eje, sino que describe una circunferencia
con respecto a un observador que esta
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ubicado sobre el eje de propagacion. Visto
en tres dimensiones, este tipo de haz
describe una hélice.

Esta hélice, al igual que como sucede
con cualquier espiral, puede ser de sentido
levogiro o dextrogiro. Imaginemos que
montamos un  haz  circularmente
polarizado a la izquierda con uno
polarizado a la derecha; de la suma de
ellos obtendriamos un haz de luz plano
polarizado (figuras 3.1c).

Si nosotros hiciéramos incidir un haz
de esta naturaleza sobre una muestra
Opticamente activa, el haz emergente,
dependiendo de la longitud de onda,
puede portar dos tipos de
transformaciones. Tomemos primero el
caso en el cual no existe absorcion por
parte de la muestra.

Cuando un haz de luz pasa del aire a
un medio mas denso, cambia su velocidad
de propagacion. En un medio opticamente
no activo, la velocidad de propagacion de
los dos componentes circularmente
polarizados sera la misma; en cambio, en
un medio activo, la interaccidon de los
haces con la materia sera diferencial, de
manera que uno de ellos se retrasara con
respecto al otro (figura 3.1d). La
consecuencia de ello es que la suma de los
dos haces genera un haz plano polarizado
pero con un eje de propagacién que ha
rotado (figura 3.1¢). En otras palabras,
habremos obtenido una rotacidn optica.

El fenémeno de DC lo podemos
explicar sobre las mismas bases
cualitativas, pero en él estd involucrada
adicionalmente la absorcion de los haces
incidentes. Aqui, los haces de luz
circularmente polarizada también sufriran
una pérdida de velocidad desigual, por lo
que se esperaria la rotacion del plano de
propagacion; mas adicional a ello, los
haces seran absorbidos con diferente
intensidad (figura 3.1f). El resultado
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P) |

Figura 3.1. Explica'cién fenomenolégica del fendmeno de rotacidn éptica y dicroismo circular. Haz de luz circularmente polarizado a la
derecha a) y a la izquierda b). ¢) Generacién de un haz de luz plano polarizado a partir de la suma de dos haces circularmente polarizados. d) y
¢) Rotacién del plano de propagacion del haz plano polarizado debido a la diferente velocidad de propagacién de los haces circularmente
polarizados dentro de un medio épticamente activo. f) Cada componente es absorbido con diferente intensidad por ¢l medio activo, por lo que
el vector resultante ia no se propaga en un plano, sino describiendo una espiral ¢liptica g).
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combinado de estos eventos, sera un haz
de luz cuyo vector de energia describe una
elipse con semieje de propagacion
diferente al eje del haz incidente (figura
3.12). A este fendmeno se le conoce como
dicroismo circular.

En el caso de dicroismo circular
debido a los enlaces peptidicos, la forma
espectral depende estrechamente del tipo
de estructura secundaria [55], por lo que
ha sido posible desarrollar métodos para
estimar el contenido de estructura
secundaria de una proteina a través de la
forma de su espectro en el ultravioleta
lejano [56]. En cuanto a la absorcion por
cromoéforos aromaticos, se sabe que
depende de la asimetria del ambiente que
les rodea, por lo que un espectro en el
ultravioleta cercano puede ser
considerado como una "huella digital" de
la proteina. Esta "huella digital" es el
producto combinado del tipo de estructura
terciaria de la molécula y de la cantidad y
distribucion espacial de los aminoacidos
aromaticos, por lo que no ha sido posible
adecuar alguna técnica de analisis que
permita derivar aspectos estructurales
especificos de la molécula tal como lo
permite el espectro en el ultravioleta
lejano.

El equipo de DC comparte varios
atributos de un  espectrofotometro
convencional [108]. Esta compuesto por
una fuente de luz, la cual debe ser muy
potente y estable. La radiacion atraviesa
un monocromador que selecciona la
longitud de onda, y después es polarizada
mediante un prisma. Mediante un
modulador, del haz incidente es absorbido
uno de los componentes circularmente
polarizados. El modulador absorbera a
cualquiera de los dos haces circulares en
funcién del tipo de pulso eléctrico que
recibe del sistema electronico, de tal
suerte que a la  muestra llegue
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alternativamente tan soélo uno de los
haces. Un detector registra la absorcién, y
el sistema electronico calcula la diferencia
de absorcion de la radiacion circularmente
polarizada en ambos sentidos.

Es costumbre que los equipos de DC
comerciales reporten los datos en
unidades de elipticidad (/©]), la cual esta
definida como el arco cuya tangente es el
cociente del semieje menor entre el
semieje mayor de la elipse (ver figura 3.1),
valor que es directamente proporcional a
la diferencia de absorcion del haz
circularmente polarizado izquierdo (4))
menos el derecho (4p) [23]:

[O] = 33.005(47A,) (1)

Esta  elipticidad es  normalizada
considerando la longitud del recorrido
optico de la celda (/), la concentracion de
la proteina (c), y utilizando una masa
molar promedio por residuo de
aminoacido (MMr), de acuerdo a la
relacion:

[Gjmmz{OO-[G]-Wr @)

c-l

A [O]mre se le conoce como elipticidad
promedio por residuo, y sus unidades son
grado-cm?/decimol [55].

El Analisis. El tratamiento clasico que
se le sigue a los datos espectroscopicos
[23,24] parte de dos premisas funda-
mentales. La primera de ellas es estipular
que el proceso de desnaturalizacion sigue
estrictamente un modelo de dos estados,
lo que significa que para cualquier
temperatura:

N+ fo(T) = 1 (3)



en donde fn(T) y fo(T) son la fraccion de
poblacion proteica en el estado nativo y en
el desnaturalizado, respectivamente.

La segunda restriccion supone que las
propiedades espectroscopicas de las
especies nativa (Yn(7)) y desnaturalizada
(Yp(T)) muestran una dependencia lineal
contra la temperatura y que a cualquier
temperatura la simple suma aritmética de
ellas pesadas por las fracciones de
poblaciéon origina la magnitud del
parametro Y{(7), esto es:

Y(T) = f(DYN(T) + foDYo(T) (4)

Utilizando la definicion de la ecuacion (3)
en la (4), y efectuando un rearreglo
podemos obtener la expresion:

Y(T)-Yv(T)

P = T (T

e

A partir de la ecuacion anterior es posible
calcular, simplemente a través del cambio
en la magnitud de sefial en una longitud de
onda determinada, la forma en que
evoluciona la fraccion de poblacion
desnaturalizada en funcion de la
temperatura.

Debido a que los experimentos
suceden en condiciones cercanas al
equilibrio, una vez conocida fp(7) puede
ser calculada la constante de equilibrio del
proceso de desnaturalizacion en funcion
de la temperatura:

__J(T)
Ko(T)= -2 7 (6)

Recordando, por otro lado, que Kb y 4Gp
estan relacionados por
Kp=c¢ \Gin RT (7)
y que
AGp = AHp - TASD 3)
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y haciendo uso de la ecuacién (6), es
posible llegar, finalmente, a la asi llamada
ecuacién de van't Hoff:

—-AHw(T) + ASo(T)
RT R

InKo(T) = )

en donde AH.wi(T) corresponde a la
entalpia de desnaturalizacion estimada por
métodos indirectos.

Notese que el valor de AHwy puede ser
evaluado simplemente de la pendiente que
toma en cada punto la ecuacion (9). Este
juego de valores, a través de la relacion de
Kirchoff, nos permite evaluar el ACp, con
lo cual, en principio, estaria completada
nuestra caracterizacion termodinamica.

Como ya ha sido discutido en alguna
otra parte [44], a la obtencion de los
parametros termodinamicos mediante el
conjunto de ecuaciones anteriores le es
inherente  una  gran  carga de
incertidumbres. Entre los diferentes pasos,
estan  involucradas  transformaciones
logaritmicas y evaluaciones graficas de
pendientes que frecuentemente propician
que los valores finales sean poco precisos.
En el laboratorio donde fue realizada esta
tesis, fue desarrollado un modelo analitico
que evalla directamente los parametros
termodinamicos en funcion de las Kp(7).
disminuyendo considerablemente el grado
de incertidumbre en el calculo [45]:

ﬂ'92)("’-?’“ ( T )A—pr—

Ko(T)=@€ = =& a
(10)

en donde AHm es la entalpia de van't Hoff
evaluada a la 7m, es decir, cuando fpo =
fv o 4Gp = 0. El ajuste de la ecuacion
(10) se lleva a efecto mediante una
regresion no lineal [74].

Debemos recordar que las ecuaciones
anteriores surgieron de imponer un



modelo de dos estados al formalismo
dado, por lo que los valores de fo(7)
obtenidos y las magnitudes de los
parametros termodinamicos que de ellos
se desprendan corresponderan con los
reales del proceso exclusivamente cuando
la proteina sufra una transicion
fundamental. En el caso de que existan
intermediarios, los valores obtenidos seran
aparentes, por lo que, en términos de una
caracterizaciébn energética, no tendran
significado real.

Sin embargo, los estudios
espectroscopicos revisten especial interés
debido a que a través de ellos es posible
dar evidencia de la presencia de
intermediarios estables en la ruta de
desnaturalizacion, pudiéndose en
ocasiones  incluso  inferir  algunas
propiedades moleculares especificas de
tales intermediarios:

1) Ha sido demostrado que cuando
existe algin intermediario estable, el valor
aparente de AHwy siempre es diferente al
real, en virtud de la relacion [23]

Zd(x./ Ko)(1- AHy/ AHb) Z(l— d)K(AH./ AHo)

AHy= AHd 1~ — :
1+ E d(K/ Koj I~Z(I'd)l(.
(1)

en donde Ki y AH: son la constante de
equilibrio y el incremento de entalpia del
intermediario / (tomando como referencia
al estado nativo), respectivamente, AHD es
el incremento de entalpia total, el cual es
evaluado por microcalorimetria diferencial
de barrido (ver capitulo segundo), y di(7)
estd definida como

a(r)= 2T

Yo(T)-Yo(T)
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De las ecuaciones (11) y (12) es evidente
que en la presencia de un intermediario
estable, aun en el caso extremo de que el
parametro Yi(T) sea igual a Y¥T) o a
Yp(T) (i.e., que di(T) sea igual a 0 o a 1,
respectivamente), el incremento de
entalpia total real siempre sera diferente al
aparente  deducido  por  métodos
indirectos.

2) Una consecuencia del modelo de
dos estados es que las curvas de
desnaturalizacién fp vs Ty Kp vs T deben
de ser independientes de la técnica o de la
longitud de onda empleada, por lo que la
no coincidencia entre ellas puede dar luz
al respecto de la complejidad del proceso.

Los criterios anteriores, conjuntados al
uso de diferentes técnicas experimentales,
permiten establecer la presencia de
intermediarios estables en el proceso de
desnaturalizacién, asi como especular
sobre su posible naturaleza estructural
[23].

Con el propésito de tener un criterio
adicional para determinar la existencia de
intermediarios, Rojo Dominguez et al.
[45] adecuaron el método matricial de
eigenvectores (del aleman eigen, propio),
también conocido como analisis de
factores. Este método, en breve, estriba en
obtener el nimero  minimo  de
componentes  espectrales que  por
combinaciéon lineal reproduzcan, dentro
del error experimental, a los espectros
obtenidos en las diferentes temperaturas.
Cabe sefialar que un uso similar del
analisis de factores ha sido efectuado para
determinar el contenido en estructura
secundaria a través del espectro de
dicroismo  circular tomado en el
ultravioleta lejano [55].

En el método de Rojo-Dominguez ¢t
al., se determinada el valor de la senal
cada 2 A para cada uno de los espectros
experimentales. Los datos son agrupados
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en una matriz [D] de n x m, en donde n es
el nimero de columnas, correspondiendo
cada columna a un espectro tomado en
una determinada temperatura.

Para realizar el analisis de factores, la
matriz de datos originales es transformada
en una matriz cuadrada simétrica al
multiplicarla por su transpuesta, [DJ".
Esta matriz cuadrada es diagonalizada
para encontrar la matriz de eigenvectores
[Q] y la matriz diagonal de eigenvalores

[A]:
[QF[D]'[D][Q] = [A] (13)

De ocupar tal cual las matrices de
eigenvectores y eigenvalores obtenidas
con la resoluciéon de la ecuacion (13),
reproduciriamos en forma integra la
matriz de datos originales:

D] = [uj[Qf" (14)
[U] = [D][Q] (15)

en donde

Sin  embargo, siendo el proposito
reproducir los datos espectroscopicos con
el minimo niamero de factores posibles,
son incluidos exclusivamente los factores
de mayor peso (es decir, de mayor
eigenvalor) necesarios para obtener una
desviacion estandar residual (DER) que
caiga en el error experimental, la cual es
calculada a través de

DER = ———1——(/\— E ,1.») (16)
m(n—-f)
1=f+1

en donde f es el numero de factores
incluidos en las matrices restringidas, A: la
magnitud del eigenvalor i y A la suma del
total de eigenvalores, también llamada
traza.
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§3.2. Desarrollo Experimental.

Materiales. Al igual que para las
determinaciones calorimétricas, la p-lg A4
utilizada en los estudios espectroscopicos
fue obtenida de Sigma Chemical Co., y
utilizada sin ulteriores purificaciones.

Todas las determinaciones
espectroscopicas  fueron  efectuadas
disolviendo la proteina en una solucién
amortiguadora de glicina 0.01M pH 1.5
(acidulada con HCI).

Estudios  de  Desnaturalizacion
Térmica  mediante  Espectroscopia
Diferencial Ultravioleta. Los
experimentos por EDUV  fueron

realizados en un espectrofotometro
VARIAN DMS-850 de doble haz con
registrador de escala expandida, usando
celdas rectangulares de cuarzo de un
centimetro de recorrido 6ptico.

La celda de referencia fue mantenida a
una temperatura de 13°C a lo largo del
experimento.

Estudios de  Desnaturalizacion
Térmica Mediante Dicroismo Circular.
Los patrones espectroscopicos de
desnaturalizacion ~ térmica  seguidos
mediante DC fueron registrados en un
espectropolarimetro  JASCO  J-500A
calibrado con acido (+)-10-
camforsulfonico.

Para las desnaturalizaciones evaluadas
en la region del ultravioleta cercano (250-
320nm), el recorrido optico de la celda fue
de un centimetro. La concentracion de
proteina fue de alrededor de 3 mg/ml. En
el caso de la region del ultravioleta lejano,
la concentracion de proteina fue 10 veces
menor (~0.3 mg/ml) y el recorrido de la
celda fue de 0.5 mm.
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Figura 3.2. Patrones 'de desnaturalizacion térmica de la B-lg A obtenidos mediante DC en el ultravioleta Icjano. a) Espectros totales. b) Cambios de scital

desplegados a diferentes longitudes de onda, ¢) Evolucién de la fraccién de peblacién desnaturalizada en funcién de la

expresadas en grado cm?/mol.

La elipticidad media por residuo,
[O]mre, fue : Iculada a partir de un peso
molecular promedio por residuo de
112.85 g/mol.

Proceso de Calentamiento. Para todas
las modalidades espectroscopicas, el
calentamiento  entre  cada  punto
experimental fue llevado a cabo
lentamente (< 1°Cmin’!) utilizando un
bafio con termostato y bomba recircu-
ladora. La temperatura fue controlada con
una precision de +£0.2°C

Después de alcanzada la temperatura
deseada, y antes de proceder con el
barrido espectral, la muestra fue incubada
durante un intervalo de tiempo equiva-
lente al 50% del requerido en alcanzar la
temperatura deseada partiendo de la del
punto de determinaci6én anterior. De esta
manera, fue asegurado tanto el equilibrio
térmico como el conformacional.

El intervalo de temperatura estudiado
fue de ~10 a ~90°C.

Las

idades de [Emw estin

§3.3. Resultados y Discusién.

Datos de DC. Los resultados de
desnaturalizacién térmica por DC en el
ultravioleta lejano (DCij) son presentados
en la figura 3.2, y en las tablas 3.1 y 3.2
Por lo que respecta a los datos en el
ultravioleta cercano (DCeer), son compen-
diados en la figura 3.3 y en la tabla 3.2.

En la figura 3.2a son mostrados
algunos de los espectros tomados a lo
largo del experimento de desnatura-
lizacién de la p-lg A. El cambio en la
intensidad de la sefial en algunas
longitudes de onda de los espectros
totales son mostrados en la figura 3.2b.
Resulta evidente de estas figuras, que las
formas de las curvas de desnaturalizacion
son similares entre las diferentes
longitudes de onda, lo cual podria hablar
de que la transicibn ocurre con la
presencia de unicamente dos especies
moleculares. Tal indicio es reforzado por
la coincidencia en las curvas de fraccion
de poblacion desnaturalizada (figura 3.2¢)




Técnica A AHm Tm ACp
(nm) (cal/mol) ({%] (cal*Cmol)

DCiej
204 62360 689 1546
201 57231 638.4 1438
198 53502 68.6 1330
EDUV

301 82050 729 2066
297 82505 733 2055
285 47558 715 1100
279 32249 654 592

Tabla 3.1 Resultados de las evaluaciones termodinimicas de
los espectros de desnaturalizacién térmica para la p-lg 4.

l Técnica # factores DER (%) ]
DClq 2 0.87
DCeer 3 2.10
EDUV 2 2.04

Tabla 3.2. Resultados del analisis de factores. Para el caso de
EDUYV, es preciso agregar un factor adicional en virtud de que
a los espectros totales les fue restada la contnbucién de la
especie nativa. El valor de DER estda dado en relacion al
intervalo de variacion de sefal.

y por la semejanza en magnitud de los
parametros termodinamicos obtenidos
mediante diferentes longitudes de onda
(tabla 3.1). Una evidencia adicional de
esto la dio el analisis de factores, el cual
reveld uGnicamente a dos especies de
caracteristicas espectroscopicas distingui-
bles (tabla 3.2).

Sin embargo, un analisis mas minucioso
de los datos de DCij parece sugerir la
presencia de un intermediaric. Por
principio, esta el hecho de que el AHw
(evaluado a la 7m) es, en todos los casos,
menor al incremento de entalpia obtenido
mediante DSC  bajo las  mismas
condiciones de pH y fuerza idnica, el cual
fue de un valor de 78,970 cal/mol (ver
capitulo segundo). Como se desprende de
la ecuacion (11), este hecho puede ser
interpretado como la presencia de un
intermediario estable. Las circunstancias
de que tal especie molecular no haya sido
detectada mediante la descomposicidn
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factorial y de que las curvas de
desnaturalizaciéon  sean  coincidentes,
significan que el intermediario posee
propiedades espectroscopicas muy
semejantes o a las de la especie nativa o
las de la desnaturalizada.

Los valores de 7m obtenidos por DCij
resultaron inferiores al valor obtenido
mediante calorimetria  (76.9°C). El
formalismo termodinamico empleado no
predice en ninguna de sus ecuaciones que
esta discrepancia pueda ser atribuida a la
existencia de un intermediario. Nosotros
pensamos que la causa de tal fenomeno
puede ser adjudicada al proceso de
agregacion que sufre la proteina a altas
temperaturas. Es probable que el efecto de
agregacion "enmascare" la parte final del
proceso de desplegamiento, por lo que la
Tm aparente resulte menor a la real.

Podria argliirse en contra de esta
suposicion que, de acuerdo a los datos por
DSC, para que el efecto de agregacion se
manifieste en las curvas de
desnaturalizacion se precisa de una
concentracion de proteina superior a $
mg/ml, en tanto que en los experimentos
por DCrj la concentracién no superd ni
siquiera los 0.5 mg/ml. Sin embargo, no
debemos olvidar que bajo las condiciones
en que fueron efectuados los ensayos
experimentales, el proceso de agregacion
de la proteina es irreversible y, por tanto,
un fendmeno cinético cuya manifestacion
depende tanto de la concentracion de la
proteina como del tiempo de
calentamiento. En el caso de los
experimentos espectroscOpicos, ademas
de que la tasa de calentamiento fue mas
lenta que la empleada en los
calorimétricos  (aproximadamente 25
veces), la proteina fue incubada por varios
minutos en cada una de las temperaturas
en donde se realizd un barrido
espectroscopico.



Una prueba de que la menor magnitud
de Tm no es un artefacto debido a la
técnica empleada, es que mediante EDUV
también fueron obtenidas 7m aparentes
sistematicamente ~ menores a  las
observadas por calorimetria.

Por lo que respecta a los resultados
mediante DCeer, los patrones desplegados
fueron mucho menos simples (figura 3.3).
Infortunadamente, la forma de estas
curvas es tan compleja, que no fue posible
obtener las curvas de fp vs T vy,
consecuentemente, las  evaluaciones
termodinamicas  correspondientes.  Sin
embargo, el analisis de factores hace
proponer la existencia de cuando menos
tres  especies  espectroscopicamente
diferentes (tabla 3.2), es decir, Ila
ocurrencia de un conférmero que difiere
en la estructura terciaria de las otras dos
especies moleculares.
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Figura 3.3. Patrones de desnaturalizacién térmica de la B-1g 4
obtenidos mediante DC en el ultravioleta cercano. a) Espectros
totales. b) Cambios de efial desplegados a diferentes longitudes de
onda, Las unidades de [@Jmrw estdn expresadas en grado-
em2/mol.

Datos de EDUYV. En la figura 3.4 y en
la tablas 3.1 y 3.2 son presentados los
resultados de desnaturalizacion térmica
por EDUV para la g-Ig 4.

La primera conclusién que salta a la
vista de analizar la figura 3.4, es que el
proceso de desnaturalizacién térmica de la
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B-lg A es un fendmeno complejo. El seguir
el proceso de desnaturalizacion a través
del cambio diferencial en el ultravioleta en
diferentes longitudes de onda rinde
comportamientos que difieren
sensiblemente entre si. Podemos agrupar
estos comportamientos en dos grandes
tendencias que corresponden a dos zonas
del espectro. En la zona de longitudes de
onda corta (279, 285 nm) ocurre una
tendencia temprana y gradual hacia la
disminucion de la absorcion por parte de
la soluciéon que esta siendo calentada
(figuras 3.4a y b). En cambio, la zona de
longitudes de onda larga (298, 301 nm)
observa un comportamiento inicial
opuesto, desarrollandose en temperaturas
bajas una banda positiva que después da
paso a un delta negativo a altas
temperaturas.

De acuerdo a lo expuesto en la seccion
de Andlisis de este capitulo, el que el
comportamiento del parametro Y(7)
dependa de la longitud de onda, lo
podemos tomar como un primer indicio de
que el comportamiento de
desnaturalizaciéon de la p-lg 4 pueda no
ser un proceso que consista en una -sola
transicion. Esta idea parece ser reforzada
con la figura 3.4c, en donde es evidente
que las curvas de fraccion de
desnaturalizado también difieren de una
longitud de onda a otra.

Estudios con compuestos modelo
realizados por Donovan [105] han
sugerido que el espectro diferencial en el
UV de una proteina recibe diferentes
contribuciones por parte de los residuos
aromaticos dependiendo de la longitud de
onda. Donovan encontré que en zonas de
longitud de onda larga (alrededor de 296
nm) la sefial es debida fundamentalmente a
los residuos triptofilo, en tanto que en
longitudes més cortas (<285 nm), la



51

b) c)

| o1

—o~ X! am
—o—ATm

* \‘\ ' )
‘\ \ —v—m /

N /

k| -
<<‘, 15 p \ ST S~
«15 —8— um \ 04 J
—o— 27 ym vy )
—a— 285 um
-20 ~~v— 278 nm Y
.20 \ .
by 12 J
Y \ /
--=45°C \ \ '/
254 == 550°C g / v
- 69 °C N oo d I=—r—=—4"s- .
-.~ 84 °C -3
T T e e e a0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 20 Py I3 )
longitud de onda (nm) Temperatura { C) Temperalura { C)
Figura 3.4. Pat de d lizacidn térmica de la B-1g 4 obtenid di EDUY. a) Espectros totales, b) Cambios de scfia) desplegados » diferentes

longitudes de onda. c) Evolucién de la fraccién de poblacion desnaturalizada en funcién de la temperatura.

contribucién la comparten practicamente lg es un dimero, una explicacion mas
todos los residuos arométicos. plausible es que el 44 exhibido en
De acuerdo a lo anterior, podria longitudes de onda corta a Dbajas
pensarse que el  comportamiento temperaturas (T < 55°C) es imputable a la
desplegado en longitudes de onda corta exposicion  de  diversos  residuos
desde temperatura muy bajas (figura 3.40) aromaticos al efectuarse la disociacion de
es debido a la exposicion al disolvente de los mon6émeros.
todos los residuos aromaticos insertos en La banda positiva desplegada alrededor
el interior de la proteina al producirse la de los 300 nm, conocida también como
transicion de la proteina de una del tipo ‘"anémalo", parece aportar
conformacién nativa a la desplegada. Sin indicios en el nivel molecular mas claros
embargo, esta explicacion parece no ser sobre los procesos que sufre la p-lg 4. A
suficiente por dos razones: 1) el intervalo través de estudios modelo [105], ha sido
de temperatura en donde ocurren los encontrado que en la zona cercana a los
cambios de absorcion es muy grande, 300 nm, los grupos triptofilo son los que
imagen que no corresponde ni con la idea absorben con mayor intensidad. La g-lg 4
de una transiciéon cooperativa ni con los posee unicamente dos residuos triptofano
intervalos de temperatura mas pequefios (figura 3.5), uno ubicado en el fondo de la
detectados por DSC; 2) las curvas no cavidad de la molécula (Trp!®), en tanto
muestran unﬁendencia monotonica. que el otro esta dispuesto en la punta de
Recordando que los experimentos un asa externa (Trp®!).
espectroscopicos fueron realizados a un Ha sido postulado que las bandas
pH de 1.5, y que en tales condiciones la - positivas pueden ser producidas por un
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cambio electrostatico en el ambiente del
cromoéforo tal como una disminucion de la
carga positiva neta local [110]. Es
interesante notar el ambiente al cual esta
sujeto el triptofano exterior cuando la
molécula esta en su estado nativo (figura
3.5). El cromoéforo esta rodeado por
varios aminoacidos altamente polares: 2
Glu, 1 Lis, 1 Asp, 1 Asn y 1 Gln. Si
consideramos el pH al cual los
experimentos fueron realizados (pH =
1.5), parece natural concluir que en tal
ambiente predomina una carga eléctrica
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Figura 3.5. Representacidn  esquemitica de  la  estructura
tridimensional de la B-lg. Se resalta el asa Glu3%-Glus3. Adaptado
de [64].

positiva. De manera que si es correcta la
suposicion de que la banda positiva, cuyo
maximo de intensidad ronda los 60°C, es
producida por la absorcion de un residuo
triptofilo, podemos entonces interpretarla
como la pérdida de la conformacion nativa
en un segmento de la cadena polipeptidica
que, probablemente, se extiende del
residuo Glu*> al Glu®* (esto es, jcerca del
10% del total de residuos de la proteinal)

[111].
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Un punto que apoyaria poderosamente
la hipotesis anterior, seria el poder
modificar de alguna manera el ambiente
electrostatico del triptofano 61, de tal
suerte que fuera de esperarse una
intensidad diferente de la banda diferencial
anémala. Afortunadamente, esa "alguna
manera" la ha proveido la naturaleza, pues
la variedad B de la p-lg posee una Gli en
lugar del Asp%® de la variedad 4. Al
estudiar la desnaturalizacion de la
variedad B, encontramos que,
efectivamente, la banda difiere en
intensidad (ver capitulo cuarto) [112].

Como es natural pensarlo, resulta muy
probable que el Trp'® embebido en el
fondo del caliz, en una zona altamente
apolar y compacta (figura 3.5), no
contribuya en absoluto en la intensidad de
la banda positiva. No obstante, es casi
cierto el que tal residuo contribuye con la
mayor intensidad en el cambio abrupto
observado después de los 60°C, pues,
como sugieren los datos por DCigj, se trata
de la temperatura en la que comienza a
perderse el grueso de la estructura
secundaria original.

Conjuntando el total de datos
espectroscopicos, tenemos que en la ruta
de desnaturalizacion de la p-Ig A existe un
intermediario conformacional estable que
es el producto de la pérdida de la
conformacién nativa del asa Glu’*-Glu®®,
sin que ello conlleve alguna alteracion
sensible en la estructura secundaria del
resto de la molécula.

Por otro lado, existen motivos para
especular que,  probablemente, el
relajamiento estructural en el asa en que se
ubica el triptofano 61 no sea la unica zona
de la cadena polipeptidica que sufra una
transicion previa a la desnaturalizacion
global de la molécula. Otras dos regiones
estructurales que por su grado de
empaquetamiento son candidatos para



sufrir una perturbacion térmica temprana,
son los segmentos amino y carboxilo
terminales (figura 3.5). Con respecto al
primero, existen pruebas obtenidas por
anticuerpos  monoclonales de que,
efectivamente, esa zona pierde su
conformacién nativa, curiosamente, en
una temperatura cercana a los 60°C [103].
Aunque para el segmento carboxilo
terminal no se cuenta con evidencias
directas, resalta el hecho de que este
segmento es el equivalente geométrico de
aquél detectado en la GPA «, como
responsable de la banda diferencial
positiva en el ultravioleta [45].

En resumen, parece haber elementos
suficientes para suponer que la p-lg A4
sufre cambios estructurales antes de llegar
a la zona de transicion principal. El
asignar a estos cambios la curva
endotérmica de bajas temperaturas
obtenida por calorimetria, es algo dificil
de decidir; no obstante, por la pqgsicion del
maximo de esta curva y por el nimero de
aminoacidos que podrian estar
involucrados, cabria suponer que es
debida tanto a la transicion estructural de
algunas  regiones de la cadena
polipeptidica como a la disociacion del
dimero.
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§4.1. El Propésito.
Un "corolario" del objetivo
fundamental de la termodinamica de

proteinas, es el poder "disecar" una
molécula en términos energéticos; esto es,
el poder distinguir el peso especifico de
determinadas porciones de la cadena
polipeptidica en los cambios de las
propiedades termodinamicas durante el
proceso de desnaturalizacion de Ia
estructura nativa. Aunque aun se esta lejos
de lograr tal proposito, existen casos
afortunados en los cuales ha sido posible
describir el papel energético de un
aminoicido o un grupo de ellos en la
estabilizacion de la estructura funcional de
la proteina. Una de las situaciones mas
simples para el investigador se ha
presentado cuando la naturaleza provee de
dos o mas variedades de la misma proteina
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que se diferencian por un nimero
reducido de sustituciones de aminoécidos,
de manera que el efecto de éstas sobre la
estabilidad y la cooperatividad de la
proteina puede ser discriminado.

Como hemos especificado en la
introduccién a este trabajo, la B-lg posee
al menos cinco variedades naturales,
siendo las mas abundantes, y a la vez las
que estan disponibles en el mercado con
un alto grado de pureza, las formas 4 y B.
La diferencia entre estas dos proteinas
consiste en un par de mutaciones
puntuales: la Val(118) y el Asp (64) en la
variedad A estan reemplazados por Ala y
Gli, respectivamente, en la variedad B.

En el presente capitulo presentamos
de manera compendiada los estudios
practicados a la variedad B de la B-ig. Los
ensayos experimentales y el analisis de los
datos espectroscopicos fueron practicados
de manera semejante a los de la variadad
A. En cuanto a los estudios calorimétricos,




fue realizada la caracterizacién en un valor
de pH de 1.5 unidades, es decir, el mismo
que el de los ensayos espectroscopicos.
En este capitulo discutimos las diferencias
termodinamicas entre las dos variedades, y
la conexion que puedan tener con las
mutaciones en las posiciones 64 y 118 de
la cadena polipeptidica.

§4.2. Resultados y Discusién.

Los resultados derivados de la
coleccion de datos espectroscdpicos y
calorimétricos para la 8-Ig B fueron, en lo
general, muy similares a los obtenidos
para la variedad A, por lo que a
continuaciéon presentamos de manera
sucinta la caracterizacion termodinamica
del proceso de desnaturalizacion. Para una
discusion mas detallada del analisis e
interpretacion de los datos, el lector es
referidlo a los capitulos precedentes
referentes a la B-lg 4 y a reportes
publicados previamente [111,112].

1) Las tendencias espectroscdpicas
por EDUYV (figura 4.1), DCcer (figura 4.2)
y DClej (figura 4.3) indican que en el
proceso de desnaturalizacion de la 8-1g B,
aparece un intermediario que es el

Técnica A AHvi Tm
(nm) (cal) °O)

EDUV 301 129,623 72.4
297 90,287 72.6
284 65,607 73.5

DClej 201 88.427 70.6
198 86,208 69.6

Tabla 4.1, Valores de los parimetros  de
desnaturalizacion térmica de la B-lg B obtenidos
mediante EDUV y DC.
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Técnica No. Factores
EDUV 2
DCecer 3
DClej 2

Tabla 4.2. Resultados arrojados del anilisis de factores
practicado a los distintos datos espectrales. Recuérdese que
para el caso de EDUV, a los espectros totales les es restada la
contribucién de la especie nativa, por lo que al nimero de
factores se les debe adicionar uno mds.

producto de variaciones en la estructura
terciaria de la especie nativa. A tal
conclusion conduce también el analisis de
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Figura 4.1. Patrones de desnaturalizacion de la B-lg B
obtenidos mediante EDUV. Se presenta también la curva de la
variedad A para A = 301 nm.

las funciones termodinamicas (tabla 4.1) y
la  descomposicion de los datos
espectroscopicos mediante el analisis de
factores (tabla 4.2).

2) Si bien es dificil determinar en qué
grado la tendencia de disminucién de la
absorcion en la regidén del ultravioleta a
longitudes de onda corta (~280 nm) es
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debida a la disociacion del dimero o a
cambios estructurales (figura 4.1), la
informacién contenida en longitudes de
onda cercanas a los 300 nm parece
apuntar en forma especifica a la pérdida
de la conformacion nativa del asa externa
Glu(55)-Glu(65) (figura 4.4), fendmeno
que toma lugar en una fase previa a la de
la transicion principal.

3) Los barridos calorimétricos
resolvieron dos zonas de transicion (figura
4.5). Una prominente, centrada alrededor
de los 76°C, la cual, presumiblemente,
corresponde al cambio dramatico en la
estructura secundaria sefialado por DClej
(figura 4.3). La otra zona de transicion,
pequefia y desplazada hacia temperaturas
menores, podria corresponder
conjuntamente a la energia de contacto de
los mondémeros y a la transicion a
conformaciones no estructuradas por
parte de zonas de la proteina nativa
empacadas laxamente.
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Figura 4.3. Curvas de desnaturalizacion térmica exhibidas por
la variedad B de la B-Ig mediante DC en la region del
ultravioleta l¢jano. Las unidades de elipticidad estin dadas en
cm?-grado/dmol.

§4.3. Comparacion de las
Variedades A y B de la B-lg.

Si  bien, grosso  modo, el
comportamiento de desnaturalizacién de
las dos variedades de la 8-lg resulté muy
semejante, en el detalle fino encontramos
algunas disimilitudes que fueron utiles
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Figura 4.4. Representacion esquemitica de la estructura
tridimensional de la B-lg B. Es resaltada el asa Glu’s-Glus
Adaptado de [64].
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Figura 4.5. Termograma de la B-lg B obtenido mediante un
CDB.

tanto en la clanficacion de la influencia
energética de las mutaciones que separan
a las dos variedades, como en la
validacién de la interpretacion molecular
que hemos propuesto previamente para el
proceso de desnaturalizacion de la 8-lg A.

1) Diferencias de Estabilidad y
Cooperatividad. En la figura 4.6
presentamos sobrepuestas las curvas de
desnaturalizacion por CDB de las dos
variedades de la p-lg. Los valores
obtenidos para la variedad B fueron de
11,111 cal/mol de incremento de entalpia
y 75.8 °C de temperatura de transicion
media. El ajuste a los datos
experimentales fue muy satisfactorio,
siendo la DER de 88.

Sifiéndonos al significado tradicional
que se le atribuye al area bajo la curvay a
la  7m obtenidas de experimentos
calorimétricos, resulta evidente que la
estructura de la 8-Ilg 4 es mas estable y
cooperativa que la de la variedad B.

Estas diferencias energeéticas,
naturalmente, deben ser el producto de las
dos sustituciones de aminoacidos. Por
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Figura 4.6. Comparacién de los termogramas de las dos
variedades de la B-Ig, Las determinaciones fueron realizados
con un pH de 1.5 unidades. Para la variedad A, Tm = 76.9 *C
y AHD = 76,970 cal, para la variedad B,Tm =758Cy
AHD = 81,328 cal.

encontrarse en un asa exterior el punto en
donde ocurre el reemplazo de Asp (4) a
Gli (B), es dificil conceder algun peso a
esta mutaciobn en las diferencias
termodindmicas detectadas (figura 4.4).
En cambio, la mutacién Val(4) a Ala(B)
ocurre en una zona interior de la proteina,
en un ambiente altamente hidrofobico. La
Val, un grupo con mayor nimero de
hidrégenos hidrofobicos que la Ala,
provocaria un aumento de la superficie de
contactos  apolares. Los problemas
estéricos que pudiera conllevar el incrustar
esta especie de mayor volumen, parecen
ser compensados de sobra por el aumento
en la hidrofobicidad local. Ademas, al
tratarse de una proteina que posee una
cavidad central, seria mucho de esperarse
que el grupo mayor pudiera ser
acomodado con mayor facilidad que en el
centro de una proteina compacta. Es
interesante notar que la sustitucién de un
solo aminoacido de un total de 162
(~0.6%), conlleva a wuna vanacion
entalpica de ~7%. Ello habla claramente
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de que en el orden energético, la
estructura de una proteina  esta
subdividida "jerarquicamente”.

2) La Diferencia en la Intensidad de
la Banda Anémala. Hemos discutido
previamente la posibilidad de que la banda
positiva de desnaturalizacidn térmica
detectada cerca de los 300 nm para la p-lg
A sea debida al cambio de ambiente del
Trp® al modificarse la conformacion del
asa Glu*-Glu®®. La sugerencia fue
sustentada del ambiente electropositivo al
cual esta sujeto el Trpé! a pH de 1.5. De
ser cierta tal hipotesis, al ser reemplazado
el Asp®* por Gli seria de esperarse que la
intensidad de la banda variara entre las
dos proteinas (aunque tal variacién no
necesariamente fuera detectable
experimentalmente). Como puede ser
observado en la figura 4.7, la intensidad
de la banda andémala efectivamente varia.
Corregido el efecto de la concentracion, la
banda desplegada por la 8-lg B resulto,
haciendo la comparacién en el maximo,
entre 20 y 25% mas intensa que la
correspondiente a la de la 8-lg 4. Aunque
la incertidumbre experimental es grande,
las comparaciones fueron realizadas en
longitudes de onda que corresponden a
minimos en el espectro, por lo que la
diferencia detectada parece ser
significativa.

Ha sido sugerido que las bandas
positivas son el producto de la transicién
de los grupos triptofilo a un ambiente de
menor carga electronegativa [110]. El
Trpé! esta ubicado en una de las regiones
mas polares de la 8-lg. Como puede ser
observado en la figura 4 8, el sustituir Asp
por Gli significa un descenso en la
polaridad local; mas el aminoacido
sustraido es de carga parcial negativa, un
residuo que, por tanto, puede ejercer un
efecto de "apantallamiento" sobre los
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Figura 4.7, Comparacién de las bandas positivas exhibidas por
las dos variedades de l1a $-Ig.

aminoacidos con densidad de carga
positiva. Es quiza este hecho lo que da
cuenta de la mayor intensidad de la banda
andmala resultante de la 8-Ig B.

3) La no coincidencia del AHvH y el
AHcal. En los estudios termodinamicos de
proteinas, ha sido encontrado que ante un
intermediario estable en el proceso de
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Figura 4.8 Perfil de hidrofilicidad calculado de acuerdo con el
método de Hopp y Woods [114). La ventana utilizada fue de 6
aminodeidos.
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desnaturalizacion, el cambio de entalpia
obtenida por métodos indirectos (AHvH),
tales como los espectroscOpicos, es
diferente a la medida calorimétricamente
(AHcal). La relaciéon que conecta ambos
cambios de entalpia es [23]:

Y a(K /Koyl-AH. /&Hp) 3 (1-d)K(AH. / AMb)
AHe = AHo| |~ 34— -

l+$d(’6/k’n} l+2‘:(l—d)h"
(1)
en donde di(T) esta definida como:
Y(r)-rurT)
Yo(T)~YnT)

d(T)= (2)

Una restriccion que, generalmente,
observan  las  proteinas en  su
desnaturalizacion, es que

0 <di(T) <1 3)

lo que significa que la propiedad Yi(7) del
estado intermediario / no es menor que YN
ni mayor que Yp. De la restriccidn (3) se
desprende que ante la existencia de
especies intermedias, ain en los casos
limite di(T) = 0 o di(T) = 1, el calor de
desnaturalizacion calculado de manera
indirecta siempre es menor al medido
calorimétricamente.

Para la 8-lg B, los datos por EDUV
revelaron que, para cualquier longitud de
onda, la entalpia de van't Hoff es diferente
a la calorimétrica, hecho que tomamos
como indicio del caracter complejo del
proceso de desnaturalizacion de esta
proteina. Algo que llama poderosamente
la atencién, es que para A =300 nm, el
AHvir es superior al AHcal, fendmeno muy
raramente observado en la interpretacion
termodinamica de datos espectroscopicos
de una proteina. La explicacion mas
plausible del tal "anomalia" radicaria en
que el factor di(7) no satisface la
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condicion de la ecuacion (3), debido a que
la la banda positiva es superior tanto a YN
como a Yp. Este resultado sugiere que las
diferencias de intensidad entre las bandas
anOmalas de las dos variedades de la b-lg
no son un artificio de concentracion, sino
un fenémeno real debido a la diferencia de
ambiente del Trp®!.
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§5.1. Desnaturalizaciéon de la
-lg.

Los resultados que se desprenden del
presente estudio hablan de un modelo
complejo de desnaturalizacion térmica de
la p-lg. Esto era previsible, en virtud de
que aun cuando han sido practicados un
sinnamero de estudios sobre la estabilidad
de esta proteina, la informacion reportada
en la literatura especializada ha distado de
brindar un modelo consensual de desple-
gamiento.

Podemos separar los resultados
derivados de nuestra investigacion, los
podemos separar en dos vertientes: la
dependencia, con respecto a la variacion
de la concentracidn de protones en el
medio, de los cambios de la entalpia de
desnaturalizacién y la temperatura media
de transicion, y, el patron de desple-

gamiento de la proteina en un determinado
valor de pH.

L Dependencia de la estabilidad y la
cooperatividad con respecto al pH. En el
intervalo de pH empleado en los ensayos
experimentales (0.6<pH<3.0), la p-lg A4
desplegd tres tipos de tendencias que, al
parecer, tienen tres origenes moleculares
diferentes, las cuales las podemos agrupar
en los siguientes rubros:

1) El globulo fundide. En el intervalo
de pH de 0.6 a 1.6 unidades, la g-lg A
mostro una clara independenciade la Tm y
del AHp con respecto a cambios en el pH,
fendmeno debido, aparentemente, a la
adquisicion de la conformacion de globulo
fundido. Aunque nos proponemos realizar
estudios adicionales para corroborar este
hallazgo (por ejemplo, el empleo de son-
das que fluorescen en ambientes hidrofo-
bicos), nuestras evidencias actuales de
calorimetria 'y de dicroismo circular
apuntan hacia ese tipo de conformacion.



El estado de globulo fundido no ha
sido reportado para la 8-lg por algun otro
laboratorio; no obstante, tal conformacion
ha sido encontrada para otra lipocalina, la
RBP, en condiciones muy similares a las
que encontramos para la -lg 4 [116].

Para la p-lg ha sido encontrado
reciéntemente un tipo de conformacion
parcialmente plegada como la que
nosotros hemos detectado, pero siendo
esta conformacion perteneciente a un
intermediario cinético de plegamiento
[114,115].

2)  Evaluacion del ACp de
desnaturalizacion. En el intervalo de pH
de 1.6 a 2.3 unidades, la p-lg desplegd una
dependencia “canénica" del 4H hacia la
Tm (ACp>0), posiblemente originada por
cambios en la estabilidad y cooperatividad
de la molécula al ser modificado el grado
de protonaciéon de algunos residuos. El
ACp fue de una magnitud pequena,
resultado que es consistente con el tipo de
estructura no compacta que poseen las
lipocalinas [04,30].

Cabe recordar que el valor especifico
de este ACp y el numero de contactos
hidrofébicos que contabilizamos de la
estructura tridimensional de la p-lg 4 "se
ajustan” a la tendencia que describen otras
proteinas de naturaleza estructural mas
compacta [04]. Por otro lado, al efectuar
una correccidon de la densidad de puentes
de hidrogeno para homologar con la
densidad de otras proteinas, encontramos
que, sin perder de vista las incertidumbres
generadas por el conteo de los puentes de
hidrogeno, el Ahp de la p-Ig A extrapolado
a 110°C converge al mismo punto que el
del grupo de proteinas estudiadas por
Privalov {30].

Los resultados anteriores nos traen
mayor confianza sobre el estudio que
hemos  practicado.  Hacemos  este
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comentario, en virtud de que han sido
realizados intentos de estudios similares al
nuestro, pero los autores no han llegado a
un resultado consensual. Pensamos que tal
ha sido el caso por diferentes razones, que
quisiéramos comentar rapidamente.

La p-lg y la a-lactalbimina constituyen
los principales integrantes proteicos de la
leche de vaca [57]. Por tanto, estas
proteinas han sido del interés de muchos
grupos de investigacion relacionados con
el tratamiento industrial de la leche. La
consecuencia de ello, es que los estudios
de desnaturalizacién han sido practicados
con  concentraciones de  proteina
"fisioldgicas" o incluso mayores [117,
118], valores que resultan muy superiores
al umbral que nosotros detectamos para
garantizar que no se manifieste el proceso
de agregacion en las endotermas de
desnaturalizacion de la p-lg 4.

Un estudio que llama la atencion por el
tipo de tendencia obtenida fue realizado
con la B-lg mediante EDUV en diferentes
valores de pH [57]. La conclusién fue que
el pH de mayor estabilidad de la B-Ig es de
1.5 unidades; cualquier variacion de pH,
sea el aumento o disminucion de él, lleva a
un descenso en la estabilidad y en la
cooperatividad de la proteina. Creemos
que estos resultados derivaron en un
comportamiento contrapuesto al hallado
por nosotros debido a: 1) la menor
confiabilidad que resulta de determinar
indirectamente  los  parametros  de
desnaturalizacion; 2) la manifestacion de
agregacion las sefiales de transicion en los
espectros diferenciales, lo cual puede
"enmascarar" de diferente manera los
espectros; 3) la  simplificacion  del
complejo proceso de desnaturalizacion de
la p-lg a un formalismo de dos estados.

Un trabajo mas que es de interes
mencionar, fue realizado por Schwarz, en
1990, haciendo uso de un calorimetro
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diferencial de barrido [114]. El articulo
lleva el pomposo titulo de "Biological
Thermodynamic Data for the Calibration
of Differential Scanning Calorimeters:
Heat Capacity Data On the Unfolding
Transition of p-lactoglobulin in Solution".
Este autor encontré que en el intervalo de
pH de 2.3 a 3.5, la variacion del AHp con
respecto a la 7m es practicamente nula.
Realizd 85 determinaciones, concluyendo
que esta independencia entre los valores
termodinamicos se mantiene sin importar
la tasa de calentamiento, la concentracion
de proteina, la composicion en variedades,
la fuente de extraccion o el sistema
regulador empleado [114].

En este trabajo, nosotros también
encontramos que la concentracion si es un
factor  determinante, que  puede
distorsionar sensiblemente la forma y el
tamafio de los termogramas, lo cual estd
en concordancia con varios estudios
especificos al respecto [115,116).

Una objecion mayor que se le puede
encontrar al trabajo de Schwarz es la
pureza de proteina que utilizd. De las 85
determinaciones que efectud, tan sélo 8 (4
para la variedad A y cuatro para la B)
fueron practicados con proteina de alta
pureza; en el resto de determinaciones,
utilizd proteina con diferente grado de
purificacion y diferente proporcion en la
composicion de variedades. Debemos
recordar que por las propiedades
estructurales de la p-lg, es de esperarse
pequeiios cambios de 7m y de AHp con
respecto al pH, por lo que la presencia de
contaminantes puede conducir facilmente
a que la tendencia sea enmascarada. Por
otro lado, nosotros encontramos que la -
lg A y B si difieren en cuanto a su
estabilidad y cooperatividad, por lo que, si
se pretende hacer un estudio fino de una
proteina con un patron de desplegamiento
complejo, preparar soluciones con la
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mezcla de ambas variedades resulta un
desacierto.

Recientemente, Griko y Privalov [119]
estudiaron la dependencia de Ila
cooperatividad con respecto a la
estabilidad de la p-lg 4, llegando a un
valor de ACp de 1036 cal/’K'moal,
magnitud muy cercana a la que nosotros
determinamos (1137 cal/’K'mol). Es
interesante notar que estos autores
lograron cambios en la 7m mediante la
variacion de la concentracion de sales
cosmotrdpicas, en particular mediante el
uso de fosfato de sodio! [120].

3) Manifestacion de un "ACp
aparente" negativo. En el intervalo de pH
de 2.3 a 3.0 unidades, observamos el
extrafio caso de una variacion del Afp
inversamente proporcional a la 7m, lo
cual, en términos de la relaciéon de
Kirchoff, indicaria un valor de 4ACp menor
que cero. Este fendmeno, no antes
observado en alguna otra proteina, se
presenta, al parecer, debido a |Ila
contribucion que hace al AHp total la
energia producida o consumida al
protonarse o desprotonarse algin grupo
interior de la proteina en tanto ésta se
pliega y se despliega.

Infortunadamente, los cambios de
tendencias observados para la p-lg A
ocurrieron en un intervalo de pH muy
estrecho y con variaciones de Tm y AHp
sutiles, por lo que la incertidumbre al
ajustar el modelo no permite validarlo de
manera que pudiéramos conjeturar qué
tipo de residuo podria estar alterando con
su energia de protonacion a la entalpia
aparente de  desnaturalizacion.  Sin
embargo, el analisis de los datos parece
apuntar claramente a que el grupo
quimico en cuestion sufre el cambio en el

! Una sal cosmotropica es aguélla que estabiliza la estructura
nativa o que desestabiliza 1a conformacion desnaturalizada.



estado de protonacién solo cuando la
proteina esta desplegada. Este resultado
es importante, en tanto que indica que la
dependencia entre el AHp de
desplegamiento con respecto a la 7m no
se ve afectada (i.e., que no hay un cambio
de comportamiento del 4Cp), sino que se
ve ‘“enmascarada” por un fendmeno
adicional que no involucra cambios en la
relacion de cooperatividad y estabilidad de
la estructura proteica.

Nuestro resultado de ACp aparente
negativo es hasta el momento un caso
unico en los anales de la Termodinimica
de Proteinas, por lo que requiere de una
meticulosa y cuidadosa reconfirmacién
experimental. El tratar de explicar en esta
fase de la investigacion el por qué este
resultado no ha sido detectado para otras
proteinas, es sin duda un asunto espinoso.
Sin embargo, podemos adelantar dos
razones de que la p-lg si halla exhibido tal
comportamiento: en primer lugar, su bajo
valor de ACp y su lento aumento de la Tm
ante incrementos en el pH, y, en segundo
lugar, que su tipo de estructura
"laxamente empacada" permite pensar en
la posibilidad de cambios locales que no
impliquen alteraciones del estado de
cooperatividad y organizacion del resto de
la molécula.

De ser cierta nuestra suposicion de que
después de un pH de 24 unidades, al
desplegamiento de la molécula se le suma
un efecto local, seria de esperarse que si
se lograra la variacion de la Tm por algin
mecanismo diferente al que motiva el
cambio en la concentracion de protones en
el medio, el valor del AHp aparente
deberia corresponder a la magnitud
obtenida por extrapolacion usando el ACp
desplegado por la §i-Ig en valores de pH de
1.6 a 2.4 unidades.

Griko y Privalov [ 119}, usando fosfato
de sodio, lograron estabilizar a la p-lg 4
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obteniendo  valores de Tm que
corresponden a los que nosotros
encontramos en el intervalo de pH de 2.4
a 3.0. Para una solucion pH 2.0 0.1M
KCI-HC], y variando la concentracion de
fosfatos de sodio, estos autores
encontraron los siguientes pares de datos
Tm-AHp: 78°C/75845cal, 85°C/82125¢al,
91.0°C/89372c¢al.

El AHp que corresponde a la Tm de
78°C es el nico valor de Griko y Privalov
que podemos comparar directamente con
nuestros  resultados. Mientras  ellos
obtienen 75845 cal, el nuestro fue de,
aproximadamente, 80000 <cal. La
diferencia entre estos dos valores los
podemos explicar en parte debido a que
ellos no emplearon una solucién
amortiguadora de glicina [04]. Si esta
diferencia en el valor de AHp a 78°C fuera
eliminada, los 4Hp obtenidos por Griko y
Privalov para 7m mayores coincidirian
notablemente con los que se obtendrian de
extrapolar el comportamiento que
desplego la p-lg 4 en el intervalo de pH de
1.6 a 2.4 unidades.

Il. Modelo de Desplegamiento.
Reuniendo el conjunto de evidencias
espectroscopicas y calorimétricas
obtenidas a un pH de 1.5, y considerando
el estado de agregacion de la proteina bajo
esas condiciones de pH, proponemos el
siguiente mecanismo de desnaturalizacion
para la B-lg:
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GPF: representa a la proteina en el estado
de glébulo fundido, que a pH de 1.5 se
encuentra en forma de dimero, I al
intermediario, ya en forma de mondémero,
D al estado desnaturalizado y D« la forma
agregada del estado desnaturalizado.

Parece haber elementos suficientes para
sostener el modelo de desnaturalizacion
arriba propuesto. Hemos indicado ya las
evidencias espectroscopicas y
calorimétricas de que en condiciones de
pH muy acido, la B8-lg adopta la
organizacién propia de un glébulo
fundido. La fase final de la alteracion
térmica que sufre la B-lg consiste en la
agregacion de la especie desnaturalizada,
fenomeno que ha sido estudiado con
detalle por otros laboratorios [121], y que
muy probablemente es una fuente de
incertidumbre en la determinacion de los
pardmetros termodinamicos a través de
técnicas espectroscopicas.

La existencia de al menos un interme-
diario térmico esta sustentada en los
complejos patrones de desnaturalizacion
exhibidos por técnicas espectroscépicas:
1) comportamientos disimiles de una
longitud de onda a otra y de una técnica a
otra; 2) no coincidencia en la forma y
posicion de las curvas que describen la
evolucion de la poblacion desnaturalizada
en funcion de la temperatura; 3)
revelacion de tres factores minimos para
reproducir los espectros obtenidos en el
ultravioleta cercano (EDUV y DCcer); 4)
clara diferencia entre los valores de los
parametros termodinamicos evaluados
indirectamente de aquéllos determinados
mediante microcalorimetria diferencial de
barrido. Y no sélo eso: 5) al parecer, una
explicacion molecular plausible de los
espectros de desnaturalizacion a partir de
la arquitectura de la proteina y de sus
caracteristicas de empaquetamiento, en
particular de la asignacion de la banda
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positiva que aparece a bajas temperaturas
al cambio en los niveles energéticos del
Trp%! debido a la pérdida de la
conformacion nativa del asa externa que
comprende los residuos Glu*3-Glu®.
Apoyando a esta interpretacion molecular,
el estudio de las dos variedades de la p-ig
parece rendir una prueba solida: 6) la
intensidad de la banda positiva que genera
la variedad A es diferente a la de la B
(recuérdese que el ambiente al que esta
sujeto el Trp®! en la variedad A es de
diferente polaridad que el de la B, en
virtud de la mutacién puntual (Asp—>
Gli)®4).

Nuestro estudio resulta consistente con
los realizados recientemente por otros
laboratorios utilizando espectroscopia en
el infrarrojo y anticuerpos monoclonales.
Kaminogawa et al, a través de
anticuerpos monoclonales creados contra
la forma nativa y desnaturalizada de la p-lg
(reducida y carboximetilada), detectaron
que la afinidad de un anticuerpo por la
forma nativa se perdia totalmente a los 67-
68°C [103]. El epitope de este anticuerpo
fue identificado como una zona inmersa en
el segmento Lis®-Trp'®. Casal er al
realizaron un estudio de desnaturalizacion
térmica de la  B-lg B mediante
espectroscopia en el infrarrojo,
encontrando que alrededor de los 60°C el
espectro cambia de forma debido a la
pérdida de hélice o y al aumento de
conformacion aleatoria [S3].

Vale resaltar que la plena manifestacion
del  intermediario  detectado  por
Kaminogawa et al. y de Casal ¢t al
ocurre en una zona de temperatura en
donde se presenta el maximo de la banda
positiva.

Conjuntando todos estos estudios,
parece como bien establecida la presencia
de un intermediario parcialmente plegado
en la ruta de desnaturalizacion térmica de



la B-lg, por lo que resulta natural que las
interpretaciones de los resultados
obtenidos con diferentes técnicas no
calorimétricas hechas bajo la suposicion
de una sola transicibn  arrojen
conclusiones no coincidentes [v. gr., 52,
53,117,118].

Al respecto de lo anterior, queremos
traer a colacion para su aclaraciéon un
cuestionamiento. Podria pensarse que la
banda positiva no fuera el producto del
cambio en la estructura de una zona de la
molécula, sino que resulta de la simple
separacion de los monomeros, los cuales,
desde esta perspectiva, tendrian por sitio
de union alguna zona que involucre al asa
Glu**-Glu®. Nuestros datos espectros-
copicos, tomados por si solos, pareciera
que son insuficientes para arrojar luz en
este respecto. Sin embargo, el hecho de
que en ciertas condiciones de pH el
dimero de la p-lg 4 sea capaz de
tetramerizar, y no asi el de la variedad B,
es una indicio sugerente de que la sola
separacion de los monOmeros no es la
causa del cambio de ambiente del Trp%!: la
mutacion (Asp—>Gli)®® representa la Gnica
diferencia de superficie molecular entre las
dos variedades; por tanto, el Asp® debe
de ser el residuo que faculta a la vanedad
A para que su dimero tetramerice, lo que
significa que la zona proxima a la posicion
64 no puede ser el sitio de union de los
monomeros. Por otro lado, estudios
mediante espectroscopia en el infrarrojo
han indicado que cuando ocurre la
formacion del dimero, la banda de
absorcion debida a hoja [ plegada
"expuesta” disminuye en intensidad, en
tanto que la banda que corresponde a la
hoja f plegada en conformacion
antiparalela aumenta [S3], lo cual sugiere
claramente que el sitio de union entre los
mondmeros no es el asa exterior Glu®s-
Glu®.
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§5.2. Comparacion de los
patrones de desnaturalizacion
de la B-lg y la GPA a,.

Nuestro estudio con la B-lg ha
revelado varias "peculiaridades" en cuanto
al modelo de desnaturalizacion y a la
dependencia de  los  parametros
termodinamicos, las cuales distinguen a
esta proteina del resto de proteinas. El
origen de estas "peculiaridades", al menos
de una manera cualitativa, podemos
adscribirselo al tipo de geometria que
ostenta la B-lg. La interrogante natural
que se desprende de esto es saber si este
patron de desnaturalizacidn es exclusivo
de la p-lg o es compartido por el resto de
miembros de la familia de las lipocalinas.
La respuesta a esta pregunta significara el
poder tomar o no a este patron de
desnaturalizacibn como un criterio
adicional para decidir si una determinada
proteina esta emparentada estructural-
mente con las lipocalinas.

En la figura 5.2 son mostrados los
patrones espectroscopicos de desnatura-
lizacion térmica de la GPA «, obtenidos
por Rojo-Dominguez ef al [45]. En el
caso de esta proteina, los experimentos
por EDUV también rindieron una banda
de absorcion diferencial positiva en una
zona de temperatura previa a donde
ocurre -la transicion de desplegamiento
principal. Esta banda fue adjudicada al
cambio de ambiente del Trp'®, ubicado en
una zona empacada laxamente cercana al
carboxilo terminal, y rodeado por varios
residuos altamente polares. En contraste,
al parecer la proteina no sufre cambios
importantes de estructura secundaria sino
hasta que alcanza la temperatura en que la
molécula comienza a desplegarse (figura
5.2).
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Figura 5.2. Patrones de desnaturalizacién térmica para la GPA
a, resueltos por EDUV a 295 nm (o) y a 284 nm (¢), y por DC
2220 nm (A). Tomado de [45].

Es evidente que los resultados
obtenidos de la GPA «a, son muy
semejantes a los de la p-lg. La propiedad
principal que se desprende para ambas
proteinas, es el poseer segmentos de la
cadena  polipeptidica que estan
empaquetadas laxamente, los cuales
pierden su conformacién nativa en una
temperatura inferior a la que ocurre el
desplegamiento general de la proteina,
originando un intermediario parcialmente
plegado que conserva un contenido de
estructura secundaria muy semejante al de
la estructura nativa.

Una de las caracteristicas mas
resaltantes comunes a los patrones
espectroscopicos de desnaturalizacion
térmica de ambas proteinas, es la banda
diferencial positiva, la cual resuité un
indicio directo de la presencia de un
intermediario  parcialmente  plegado.
Infortunadamente, no es posible suponer a

|
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esta banda como un fendémeno comun al
grupo de las lipocalinas, puesto que su
manifestacion depende de la "afortunada"
disposicién de algin triptofano en una
zona poco compacta y de ambiente muy
polar, por lo que no seria de esperarse que
necesariamente todas las lipocalinas la
exhiban.

No obstante, aunque no es de esperarse
que todas las lipocalinas desarrollen una
banda diferencial positiva debido a un
influjo térmico, si es de esperarse que sus
patrones espectroscopicos revelen las
siguientes caracteristicas:

1) Patrones de  desnaturalizacion
complejos en EDUV, no siendo posible
describir los espectros a través de
exclusivamente dos especies moleculares
espectroscopicamente independientes.

2) Obtencién de curvas que describen la
evolucion de la poblacion de estado
desnaturalizado que divergen en forma y
posicién de una longitud de onda a otra.
En consecuencia, valores de 4Hw que
dependen de la longitud de onda elegida
para realizar el estudio.

3) Espectros por DCii que revelen la
presencia de tan s6lo dos contribuyentes
espectroscopicos. En este caso, es de
esperarse que la forma y la posicién de las
curvas fo vs T no dependan de la longitud
de onda con la que se analice el proceso.
4) Alejamiento de un modelo de dos
estados al efectuarse la desnaturalizacién
con agentes caotropicos?.

5) Independientemente de la técnica
experimental empleada, no coincidencia
entre el AHvwr evaluado indirectamente y el
determinado mediante calorimetria.

Con respecto al ultimo punto, aunque
se cuenta exclusivamente con la
evaluacion calorimétrica de la p-lg, es de

2 Aunque en nuestro trabajo no incluimos estudios por
desnaturalizacién con un agente caotrépico, un resultado
semejante al de la GPA a; fue obtenido por Pace [xx] con la -Ig
haciendo uso de urea e hidrocloruro de guanidinio.



esperarse, por la  presencia del
intermediario, que la caracteristica 5 sea
cumplida por todas las lipocalinas.

6) Valores de ACp y Ahp* inferiores a los
que poseen proteinas compactas. Estos
dos aspectos podrian significar un valor
de . 4hp* 'y de temperatura de
convergencia 7* exclusivo de las
lipocalinas,

Las caracteristicas anteriores podran
ser confirmadas y refinadas en tanto sean
realizados con otros miembros de las
lipocalinas mas estudios como los
efectuados en la presente investigacion.
En particular, se resiente la falta de datos
calorimétricos.

§5.3. Comentarios Finales.

Durante varios afios fue fuertemente
cuestionada la posibilidad de que una
proteina pudiera adquirir una
conformacion parcialmente plegada que a
la vez fuera estable. Con las fehacientes
demostraciones que se han hecho sobre la
existencia del globulo fundido [37,38],
esta posicion sobre el modelo de dos
estados ha tenido que ser flexibilizada,
habiendo sido hecho intentos para
predecir a través de la termodinamica
estadistica la presencia, bajo ciertas
condiciones particulares, del globulo
fundido {39].

Sin embargo, aan persiste el debate al
respecto de si el comportamiento de dos
estados es la norma general que rige el
desplegamiento de una proteina, siendo el
globulo fundido una excepcion a la regla
[34], o, en realidad, el que en la mayoria
de casos la desnaturalizacién de la
proteina  haya sido  apropiadamente
descrita a traves de las unidades
cooperativas de despleuzamiento, se deba a
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las particulares condiciones experimen-
tales [119].

Se precisa de mayor acopio de
evidencias experimentales para resolver tal
cuestion. No obstante, el nimero de casos
reportados de conformacion globulo
fundido va en vertiginoso aumento [21],
fenomeno que resulta de que ahora se
tenga la atenciébn abierta hacia la
posibilidad de que una proteina pueda
presentar intermediarios parcialmente

plegados.
Para el caso de la p-lg A,
aparentemente hemos encontrado

condiciones en las cuales la proteina se
transforma en un globulo fundido (alta
acidez y baja concentracidn de sales). Este
hallazgo tiene una importancia doble: 1) la
reconfirmacion de que una lipocalina si
puede configurarse en una estructura.
parcialmente plegada [116], y 2) el
intermediario  térmico  detectado  por
medios  espectroscopicos  surge de
cambios en la estructura terciaria de una
estructura parcialmente plegada.

Algunos investigadores creen que el
glébulo fundido es un intermediario de
plegamiento "universal" [21]. Al respecto
de esto, han sido presentadas convincentes
pruebas de la equivalencia estructural
entre intermediarios cinéticos y globulos
fundidos [21]. Sin embargo, el globulo
fundido es el Unico tipo de intermediario
parcialmente plegado que puede adquinr
un stafu de estabilidad? Nuestro trabajo ha
mostrado que, al menos para las
lipocalinas, es posible derivar distintos
intermediarios que surgen de diferentes
mecanismos de alteracion  estructural
Después de cierto valor umbral, la p-lg 1.
ante un aumento en la concentracion de
protones en el medio, responde mostrando
alteraciones en la estructura terciara Je
toda la molécula; ante un incremento e¢n la

]

velocidad promedio de los atomos. ia



proteina sufre cambios estructurales
locales en zonas laxamente empacadas.
Este par de atributos, presumiblemente
hacen de la p-lg, y quiza de todo el grupo
de las lipocalinas, una fuente muy rica de
informacidn para ayudar a desentrafiar el
enigma del codigo de plegamiento de las
proteinas.
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