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INTRODUCCION.
1.1 Introduccién general.

El campo de estudio de este trabajo es de interés médico 1] y
biotecnolégico [2], debido a ia importancia que tiene conocer con
detalle la estabilidad y estructura de las proteinas. Un problema
fundamental consiste en descifrar el cédigo de doblado de una
proteina, es decir, la manera en la cual la conformacidn
tridimensional nativa se encuentra codificada por la secuencia de
aminodcidos. Sin embargo, aunque es de mucha importancia este
problema, no es ficil de resolver sin profundizar en el conocimiento
de los factores que determinan y estabilizan la estructura de estas
macromoléculas.

Existe gran interés en conocer las propiedades estructurales de
las proteinas, debido a la estrecha relacién que existe entre su
conformacién y la funcién bioldgica que desempefian. Se sabe que
ja informacidén necesaria para generar la estructura tridimensional
de una proteina se encuentra contenida en la estructura primaria de
la molécula. La conformacién que adopta una proteina en
condiciones fisiolégicas, que posee actividad bioldgica, se denomina
nativa, perdiéndose en el proceso conocido como desnaturalizacién,
el cual puede ser inducido por cambios en los valores de pH,
temperatura, fuerza idnica, presién, o bien por la presencia de
sales inorgédnicas, solutos o solventes orgédnicos [3].

E! objetivo de los estudios de desnaturalizacién de proteinas es
comprender los principios que dictan la formacién de la estructura
nativa a partir de la informacién contenida en la secuencia de
aminoédcidos. Estos principios son denominados cédigo de doblado
y una vez establecidos, permitirian el disefio de enzimas sintéticas




y la modificacién de macromoléculas naturales, optimizando o
modificando sus funciones. La interpretaciéon del c6édigo de doblado
permite que una proteina adquiera la estructura tridimensional,
responsable de su actividad bioldgica.

El proceso de desnaturalizacién puede estudiarse en condiciones
de equilibrio, bajo las cuales la transicién es reversible,
asegurando asi que estos estudios sean utiles tanto para interpretar
el proceso de adquisicién de la estructura nativa, como el proceso
inverso que es el de mayor interés [4]. El estudio de los cambios
conformacionales que ocurren durante la desnaturalizacién de una
proteina es importante porque muestra los factores que estabilizan
o desestabilizan la conformacién nativa.

L.a desnaturalizacién de proteinas globulares pequeilas (masas
molares menores a 35,000 daltones) generalmente ocurre en una
sola etapa entre dos estados termodindmicos estables, e! nativo y el
desnaturalizado. Las transiciones son en la mayoria de los casos
muy cooperativas [5], es decir, la transicién conformacional es
dificil de inducirse. Sin embargo, existe la posibilidad de que el
mecanismo de desnaturalizacidon se lleve a cabo en varias etapas, a
través de uno o mds intermediarios. La suposicién de que la
pérdida de la conformacién nativa es cooperativa y reversible se
cumple para la mayoria de los sistemas, al menos para ciertas
condiciones experimentales. Una evidencia se encuentra en
experimentos in vitro [5], donde una enzima nativa se desnaturaliza
por medio de agentes quimicos y posteriormente dicho agente se
elimina, observindose que la proteina recupera su estructura
nativa. La presencia de enlaces disulfuro limita las conformaciones
posibles de la cadena aleatoria y favorece la renaturalizacién,
limitando la formacién de intermediarios no relacionados con el
proceso. Otras condiciones experimentales que pueden emplearse
para prevenir la irreversibilidad son: evitar agregacién usando




concentraciones pequefias de proteina (del orden de 0.1 mg/ml) [6],
prevenir autélisis (en el caso de proteinasas) y modificar tanto, la
fuerza idnica como la concentracién de iones y el valor de pH.

La desnaturalizacién de una proteina puede ser medida
experimentalmente siguiendo el cambio en una propiedad fisica,
causado por el desdoblamiento de la cadena. De acuerdo a la
técnica utilizada, puede obtenerse informacion de cambios globales
de la molécula de proteina, o bien de cambios de tipo local [3].
Los métodos cominmente usados utilizan una amplia gama de
diferentes propiedades observables. Dentro de las técnicas aplicadas
a estos estudios pueden mencionarse la: espectroscopia diferencial
ultravioleta, fluorescencia, medidas de viscosidad, cromatografia de
exclusién, proteélisis, pérdida de actividad enzimética, dicroismo
circular, resonancia magnética y microcalorimetria diferencial.

Es conocido que muchas proteinas globulares pequefias se
comportan comoc unidades cooperativas sencillas en su
desnaturalizacién, mostrando intermediarios no estables durante
este proceso [5,7]. En estos casos, una prueba decisiva para la
ausencia de intermediarios termodindmicamente estabies ha
dependido de la comparacién de la medida calorimétrica del cambio
de entalpia debido a la transicién AH_,, con la entalpia de van't
Hoff, AH,y, la cual se deduce de la variacién de la constante de
equilibrio con la temperatura [8-10]. En una transicién de
desnaturalizacién que sigue un mecanismo de dos estados, la
relaciéon AH_,/AH,y debe estar cercana a 1.0 [5,9]. En contraste,
la desnaturalizacién térmica de proteinas con méis de un dominio
estd, usualmente, formada por varias transiciones independientes o
secuenciales. Aunque en algunos casos las transiciones se
traslapan, una desviacién en el mecanismo de dos estados se
detecta claramente si se observa que el valor de AH_,; es mayor que
AH, 4. Aparentemente, la conducta de la proteina durante su




desdoblamiento depende del balance entre las interacciones
dominio-dominio y 1la estabilidad intrinseca de los dominios
[11,12). De esa manera, se tienen diversos métodos para seguir el
proceso y la transicién de la desnaturalizacién. Sin embargo, la
interpretacion del mecanismo y el tratamiento de datos no es tarea
ficil, debido a que se requieren modelos sencillos y que permitan
explicar el comportamiento experimental.

1.2 Proteinasas cisteinicas.

Las proteinasas ti6licas o cisteinicas pertenecen a un grupo de
enzimas cuya actividad proteolitica depende del grupo tiol de un
residuo de cisteina. Estian ampliamente distribuidas a través de los
sistemas vivos, encontrdndose en animales, plantas y bacterias.
Hay evidencia de que pertenecen a una familia de enzimas
homélogas, similares en estructura y en funciéon [13].

El papel biolégico preciso de muchas de las proteinasas tiélicas
es atin desconocido. Este tipo de enzimas, cuando son de origen
vegetal tienen tendencia a amplias especificidades, atacando una
gran variedad de sustratos. Su funcién puede ser la proteccién de
la planta en contra de ataques de insectos, hongos, etc., pero la
razén de que se produzcan cantidades tan grandes, con formas
enzimdticas mualtiples y con propiedades muy similares, es algo que
alin resulta un misterio.

Casi todas las proteinasas tidlicas tienen masas moleculares
estimadas entre 20,000 y 28,000. Sus puntos isoeléctricos son
muy variables, lo que refleja, probablemente, el medio ambiente
biolégico diferente en el que operan estas enzimas. Todas las
proteinasas de la papaya son muy bisicas, como las calotropinas y
la bromelaina del tallo, mientras que la actinidina, las asclepainas
y la bromelaina de fruto son muy 4cidas (ver Tabla I).
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Las proteinasas tidlicas mds conocidas son aquellas derivadas
de fuentes vegetales, con la papaina (EC 3.4.22.2) como ejemplo
tipico. Esta enzima se obtiene del lidtex del fruto de papaya
(Carica papaya). Otras proteinasas cisteinicas han sido aisladas
de una gran variedad de plantas mono y dicotiledéneas. Algunas
de estas enzimas y sus fuentes son: quimopapaina (EC 3.4.22.6) y
proteinasa Q (EC 3.4.22.6) del litex de papaya; actinidina (EC
3.4.22.14) del fruto del kiwi, (Actinidia chinensis); bromelaina
(EC 3.4.22.4) del tallo y del fruto de la pifia, (Ananas comosus);
ficina (EC 2.4.22.3) del latex de higo, (Ficus carica); calotropina
y calotropaina del ldtex de la planta nadar (C. gigantea);
asclepainas A y B (Asclepias syriaca) y asclepaina g (Asclepias
glaucenscens).

Las proteinasas cisteinicas a las que se les ha determinado su
estructura tridimensional por cristalografia de rayos X [14,34,35]
son la papaina, la actinidina y la proteinasa Q. Estos estudios han
mostrado que las estructuras son comparables en el plegamiento de
la cadena de aminodcidos [4]. La papaina, la actinidina, la
bromelaina, la ficina y otras tienen gran homologia en la secuencia
de aminodcidos [3]. Ademis, éstas tienen gran similitud en sus
propiedades fisicas y quimicas. Entonces, es razonable suponer
que estas enzimas de plantas, son proteinasas descendientes de una
molécula ancestral comin [36].

Existen evidencias que indican que muchas de las proteinasas
cisteinicas aisladas hasta la fecha contienen formas miltiples.
Estas formas no son simples productos de degradacién, puesto que
hay diferencia en las secuencias de aminoacidos y las propiedades
fisicas [37,38]. Se ha observado multiplicidad en las enzimas de
Ficus carica [39] y Ficus glabrata {401, de Asclepias syriaca [30],
Calotropis gigantea [32] (Asclepiadaceae), Tabernamontana




ﬂ-

grandiflora [41] (Apocynaceae) y  asclepaina (Asclepias
glaucescens) [31].

La desnaturalizacién térmica de la papaina, una proteinasa
cisteinica, cuya estructura muestra dos dominios separados por una
hendidura, ha sido estudiada por los métodos de calorimetria y
espectroscopia [42,43]. Estos estudios indican que los dominios
de la papaina son desdoblados independientemente. Como ya se
menciond, las estructuras cristalinas de otras dos proteinasas
cisteinicas vegetales (actinidina de Actinidia chinensis y proteinasa
Q de Carica papaya) han sido determinadas con detalle [35,44].
En ambos casos se observa claramente la arquitectura de los dos
dominios de la papaina. Es probable que el mismo tipo de patrén
de doblado se pueda encontrar en otros miembros de esta familia de
proteinas, debido a que estas enzimas muestran gran similitud en la
secuencia de aminoacides [13,45].

1.3 Proteinasas del litex de papaya.

El l4tex de la fruta de la papaya (Carica papaya), ha sido usado
como fuente de las proteinasas para uso industrial, por ejemplo, en
la proteccién de ablandadores de carne y prevencién de la
formacidon de turbidez en bebidas. También, las proteinasas han
tenido gran importancia médica, por ejemplo en el tratamiento del
prolapso de los discos vertebrales [46].

La presencia de las proteinasas en el liatex de papaya ha sido
conocida, aproximadamenate, desde 1750 [47]. La importancia del
ldtex de papaya como una fuente de enzimas fue reconocida por
primera vez por G.C. Roy en 1873 [48] y el nombre papaina fue
propuesto por Wurtz y Bochet [49]. Vines [50] sugirié que la
papaya podria contener mis de una proteinasa y més tarde [51]
reportd una separacién parcial de dos proteinasas por precipitacién
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con NaCl. Después de varios tipos de nomenclatura, Balls et al.
[52] conservaron el nombre de papaina cuando reportaron la
preparaciéon de esta proteinasa (EC 3.4.22.2). Jansen y Balls [53]
tomaron el nombre adicional de quimopapaina, siguiendo la idea de
Kunitz y Northrop [54], sobre la quimotripsina, para aplicarlo a la
enzima con una menor actividad proteolitica sobre hemoglobina,
pero a la vez una mayor actividad para la coagulacién de leche.

En tiempos recientes, por lo menos tres proteinasas
sulfhidrilicas distintas, papaina, quimopapaina y proteinasa Q, han
sido separados del litex de papaya [16,55] y la fraccidén conocida
como la quimopapaina, contiene varias formas moleculares [55-58]
con diferencias en su secuencia de aminodcidos y propiedades
fisicas [19,37,38]. Esta enzima ha sido separada, en muchos
laboratorios, por <cromatografia de intercambio catidnico
[18,19,59,60-63]. En general, la cromatografia de intercambio
iénico de una fraccion del litex de papaya lleva a la separacién de
dos formas de quimopapaina llamadas A y B, respectivamente
[18,59,61,62,64]. La quimopapaina B ha mostrado que contiene
tres especies moleculares [59].

La tnica estructura primaria de quimopapaina reportada hasta
ahora [45] contiene 218 residuos de aminoacidos, cuenta con ocho
residuos de cisteina, seis forman tres enlaces disulfuro (Cys 22-63,
56-95 y 153-204) y dos residuos de cisteina libres (Cys-25 y 117).
La quimopapaina no contiene sitios de unién de carbohidratos.

La proteinasa € fue aislada por primera vez por Schack [65] ¥y
desde entonces ha sido llamada de varias formas: peptidasa A
[17,65], peptidasa II [55], proteinasa A [56], proteinasa III [64] ¥y
proteinasa Q [59]. el cual es usado aqui. La obtenciéon de una
segunda proteinasa (proteinasa ), con pl de 11.0 y con masa
molecular de 28,000 Da, en lugar de 24,000 que corresponde a la
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proteinasa €, ha sido mencionada [18,66]. El sufijo Q fue
sugerido porque esta enzima fue la mayoria de las veces la Gltima
proteinasa ti6lica del ldtex de papaya que es eluida por
cromatografia de intercambio idnico [59]. Esta enzima es el
tercer constituyente proteolitico del litex de papaya, la cual tiene
un punto isoeléctrico > 11.0 [18,67,68]. Tiene 216 residuos de
aminodcidos, no contiene ningdn carbohidrato unido a su cadena
polipeptidica [63} y contiene 7 residuos de cisteina de los cuales se
forman, 3 puentes disulfuro, (Cys-22-63, 56-95 y 153-204) y un
residuo de cisteina libre (Cys 25) que es esencial para la actividad
catalitica [69].

Una comparacién de las estructuras primarias de las tres
enzimas de la papaya; papaina; proteinasa Q y quimopapaina, cuyas
cadenas polipeptidicas consisten de 212, 216 y 218 residuos de
aminoédcidos, respectivamente, mostré un aito grado de similitud
entre ellas. El total de residuos idénticos (115) corresponde al
53% de las tres proteinasas cisteinicas [70].

La quimopapaina cuenta con 126 residuos de aminoicidos
idénticos con papaina (58%) y 141 (65%) con la proteinasa Q,
incluyendo los tres puentes disulfuro y la cisteina libre en posiciéon
25, que se requiere para la actividad; 148 residuos (68.5%) son
comunes a la proteinasa £ y la papaina, mostrando que la
quimopapaina posee una homologia mayor con la proteinasa Q que
con la papaina (ver Tabla II).
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TABLA 1II

5 10 15 20 25

PAP -lie-Pro-Glu-Tyr-Val-Asp-Trp-Arg-Gln-Lys-Gly-Ala-Val-Thr-Pro-Val-Lys-Asn-GIn-Gly-Ser-Cys-G1y-Ser-Cys
QUY  -Tyr-Pro-Glu-Ser-Ile-Asp-Trp-Arg-Ala-Lys-Bly-Ala-Val-Thr-Pro-Val-Lys-Asn-GIn-Gly-Ala-Cys-Gly-Ser-Cys
PPQ)  -Leu-Pro-Glu-Asn-Val-Asp-Trp-Arg-Lys-Lys-Gly-Ala-Val-Thr-Pro-Val-Arg-His-GIn-Gly-Ser-Cys-Gly-Ser-Cys
a0 35 40 45 50
PAP -Trp-Ala-Phe-Ser-Ala-Val-Val-Thr-1le-Glu-Gly-Ile-Ile-Lys-1le-Arg-Thr-Gly-Asn-Leu-Asn-Glu-Tyr-Ser-Giu
QUI -Trp-Ala-Phe-Ser-Thr-11e-Ala-Thr-Vai-Glu-Gly-1le-Asn-Lys-I1e-Val-Thr-Gly-Asn-Leu-Leu-Glu-Leu-Ser-Glu
PPQ  -Trp-Ala-Phe-Ser-Ala-Val-Ala-Thr-Val-Glu-Gly-I1e-Asn-Lys-Iie-Arg-Thr-Gly-Lys-Leu-Val-Glu-Leu-Ser-Glu
55 60 65 Vi) 75
PAP -GIn-Glu-Leu-Leu-Asp-Cys-Asp-Arg-Arg-Ser-Tyr-Gly-Cys-Asn-Gly-Gly-Tyr-Pro-Trp-Ser-Ala-Leu-GIn-Leu-Val
QUI -GIn-Glu-Leu-Val -Asp-Cys-Asp-Lys-His-Ser-Tyr-Gly-Cys-Lys-Gly-Gly-Tyr-GIn-Thr-Thr-Ser-Leu-GIn-Tyr-Val
PPQ  -Gin-Glu-Leu-Yal-Asp-Cys-Glu-Arg-Arg-Ser-His-Gly-Cys-Lys-Gly-Gly-Tyr-Pro-Pro-Tyr-Ala-Leu-Glu-Tyr-va)
80 85 g 95 100
PAP -Ala-GIn-Tyr-Gly-Ile-His-Tyr-Arg-Asn-Thr-Tyr-Pro-Tyr-Glu-Gly-Val-Gln-Arg-Tyr-Cys-Arg-Ser-Arg-Glu-Lys
QUI -Ala-Asn-Asn-Gly-vVal-His-Thr-Ser-Lys-Val-Tyr-Pro-Tyr-GIn-Ala-Lys-GIn-Tyr-Lys-Cys-Arg-Ala-Thr-Asp-Lys
PPQY -Ala-Lys-Asn-Gly-Ile-His-Leu-Arg-Ser-Lys-Tyr-Pro-Tyr-Lys-Ala-Lys-G1n-Gly-Thr-Cys-Arg-Ala-Lys-Gin-Val
105 1ig 115 120 125
PAP -Gly-Pro-Tyr-Ala-Ala-Lys-Thr-Asp-Gly-Val-Arg-GIn-Val -GIn-Pro-Tyr-Asn-Glu-Giy-Ala-Leu-Leu-Tyr-Ser-Ile
QUI  -Pro-Gly-Pro-Lys-Val-Lys-11e-Thr-Gly-Tyr-Lys-Arg-Val -Pro-Ser-Asn-Cys-Glu-Thr-Ser-Phe-Leu-Gly-Ala-Leu
PP -Gly-Gly-Pro-1le-Val-Lys-Thr-Ser-Gly-Val-Gly-Arg-Val-Gin-Pro-Asn-Asn-Glu-Gly-Asn-Leu-Leu-Asn-Ala-Tle
130 135 140 145 150
PAP -Ala-Asn-GIn-Pro-Val-Ser-Val-Val-Leu-Glu-Ala-Ala-Gly-Lys-Asp-Phe-GIn-Leu-Tyr-Arg-Gly-Gly-1le-Phe-Val
QUI -Ala-Asn-GIn-Pro-Leu-Ser-Val-Leu-Vat-Glu-Ala-Gly-Gly-Lys-Pro-Phe-GIn-Leu-Tyr-Lys-Ser-Gly-Val-Phe-Asp
PPQ  -Ala-Lys-GIn-Pro-Val-Ser-Val-Val-Val-Glu-Ser-Lys-Gly-Arg-Pro-Phe-GIn-Leu-Tyr-Lys-Gly-Gly-Ite-Phe-Glu
155 160 165 170 175
PAP -Gly-Pro-Cys-Gly-Asn-Lys-Val-Asp-His-Ala-Val-Ala-Ala-Val-Gly-Tyr-Gly-Pro-...-...-...-...-Asn-Tyr-Ile
QUI  -Gly-Pro-Cys-Gly-Thr-Lys-Leu-Asp-His-Ala-Val-Thr-Ala-Val-Gly-Tyr-Gly-Thr-Ser-Asp-Gly-Lys-Asn-Tyr-I1e
PPQ  -Gly-Pro-Cys-Gly-Thr-Lys-Val-Asp-His-Ala-Val-Thr-Ala-Val-Gly-Tyr-Gly-Lys-Ser-Gly-Gly-Lys-Gly-Tyr-1le
180 185 130 195 200
PAP -teu-Ile-Lys-Asn-Ser-Trp-Gly-Thr-Gly-Trp-Gly-Glu-Asn-Gly-Tyr-I1e-Arg-11e-Lys-Arg-Gly-Thr-Gly-Asn-Ser
QUI -Ile-lle-Lys-Asn-Ser-Trp-Gly-Pro-Asn-Trp-Gly-Glu-Lys-Gly-Tyr-Met-Arg-Leu-Lys-Arg-GIn-Ser-Gly-Asn-Ser
PPQ -Leu-lle-Lys-Asn-Ser-Trp-Gliy-Thr-Ala-Trp-Gly-Glu-Lys-Gly-Tyr-Ile-Arg-Ile-Lys-Arg-Ala-Pro-Gly-Asn-Ser
205 210 215
PAP -Tyr-Gly-Val-Cys-Gly-Leu-Tyr-Thr-Ser-Ser-Phe-Tyr-Pro-Val-Lys-Asn
QUI  -GIn-Gly-Thr-Cys-Gly-Val-Tyr-Lys-Ser-Ser-Tyr-Tyr-Pro-Phe-Lys-Gly-Phe-Ala
PP -Pro-Gly-Val-Cys-Gly-Leu-Tyr Lys-Ser-Ser-Tyr-Tyr-Pro-Thr-Lys-Asn

& yymeracion de quimopapaina.
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La quimopapaina, a diferencia de la papaina y la proteinasa Q,
contiene un segundo residuo de cisteina libre, ademdas de Cys 25
[45,62,63,67]. El segundo residuo de cisteina libre se encontré en
la posicién 117 y sustituye un residuo de asparagina en la papaina
f45]. La presencia de los dos residuos de cisteina libre (25 y 117)
en el sitio activo de la quimopapaina [62], implicaria una
transicién conformacional enorme con respecto a la papaina. De
acuerdo a estudios sobre la estructura tridimensional de la
quimopapaina, por modelado molecular [71], ésta se parece a la de
la papaina, lo cual indica que es improbable la hipétesis [45] de la
existencia de dos tioles en ¢l sitio activo.

La estructura de la proteinasa Q ha sido afinada al factor
cristalografico R de 0.1549 en el intervalo 10.0-1.8 A [35]. La
proteinasa {2 tiene una estructura similar a la de la papaina, cuyo
afinamiento contra 1.60 A conduce a un factor R de 16% [72]. Es
interesante notar que la proteinasa £ es una molécula menos
flexible que la papaina, a pesar de un ndmero similar de los
contactos del cristal, esta observacidén la podemos relacionar con
una mayor estabilidad comparada con la papaina [35].

La papaina es binuclear, es decir, se construye alrededor de 2
centros hidrofébicos [16,76]. Los 2 lébulos estidn separados por
una hendidura en la que se encuentra localizado el sitio activo,
formado por tres grupos tonizables (Cys 25, Asp 158 y His 159),
donde et residuo de cisteina forma parte de una pared de la
hendidura y los residuos de dcido aspirtico e histidina forman parte
del otro muro. El grupo imidazol de la histidina (159) parece
estar en un medio hidrofébico, donde el triptofano (177) forma una
parte de éste y estd enlazado por puentes de hidrégeno a la cadena
lateral de asparagina (175). Todos los residuos mencionados son
conservados en la proteinasa 2, por lo que podemos suponer que
posee el mismo mecanismo catalitico.
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La quimopapaina tienen como una peculiar caracteristica su alta
estabilidad a valores bajos de pH (2.0) [53,74]. En contraste, la
papaina y proteinasa Q se desnaturalizan ficilmente en estas
condiciones de pH y ademds son inactivas en medio 4cido [17].
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1.4 Objetivos.

Lo expuesto hasta aqui pone de manifiesto que la informacién
existente acerca de la estructura y funcién de las proteinasas
cisteinicas de las plantas es limitada, principalmente la que
corresponde a la proteinasa Q y a las formas miltiples de la
quimopapaina, ya que a la fecha alin son pocos los estudios
dedicados al conocimiento estructural de estas proteinasas. Faltan
por estudiar aspectos relacionados con los mecanismos de
desnaturalizacién, estos estudios permitirian establecer si las
formas de estas enzimas estdn constituidas por dos dominios
estructurales cuya desnatualizacion es pricticamente independiente,
como ocurre con la papaina [73].

El curso que debe tomar la investigacién sobre las proteinasas,
es hacia el conocimiento total de sus estructuras y la relacién de
éstas con la estabilidad molecular. Parte de esta informacién
podria obtenerse por medio del estudio del mecanismo de
desnaturalizacién, usando técnicas espectroscépicas o bien de
calorimetria diferencial de barrido. Estos métodos nos ayudarian a
determinar la existencia de un intermediario estable durante el
desdoblamiento de la proteina, y también podrian indicar si tal
intermediario corresponderia o no al desdoblamiento de un dominio
de la cadena polipeptidica. En efecto, la existencia de dominios
estructurales permite suponer, con evidencia experimental, la
presencia de intermediarios en el proceso de desnaturalizacién.
Dado que los dominios estructurales som relativamente
independientes, se ha encontrado en la papaina [42,43] que uno de
ellos es menos estable frente al desnaturalizante, sufriendo Ila
pérdida de su estructura antes que el otro dominio y originando asi
que la desnaturalizacién se lleve a cabo a través de un
intermediario termodindmicamente estable parcialmente
desnaturalizado [6,75].
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Los objetivos de este trabajo consisten en estudiar las tres
proteinasas cisteinicas del litex de papaya (Carica papaya), de las
que se conocen las secuencias de aminoidcidos y la estructura
tridimensional de dos de sus miembros. Estos estudios permitirdn
comparar los resultados obtenidos para las diferentes proteinas con
otras moléculas que guardan una estrecha relacién en sus funciones
y estructura primaria, e incluso la prediccién inicial de las
caracteristicas generales de su patrén de plegamiento. En este
estudio se propone obtener informacién por las siguientes lineas:

1) El1 estudio conformacional de proteinas en solucién. Se
realizaran estudios de dicroismo circular con las proteinasas
del litex de papaya, con el fin de estimar comparativamente el
contenido de estructuras secundarias en Ias moléculas
polipeptidicas, asi como para obtener mayor informacién del
patréon de plegamiento tridimensional de las mismas.

2) Realizar estudios de la estabilidad térmica de estas enzimas,
empleando los métodos de dicroismo circular y calorimetria,
para determinar los pardmetros termodinimicos de Ias
transiciones conformacionales que caracterizan la estabilidad
de dichas macromoléculas y se compararian entre si.

14



MATERIALES Y METODOS.
2.1 Proteinasas cisteinicas y otros reactivos.

Las proteinasas cisteinicas utilizadas en este trabajo fueron
obtenidas de lotes comerciales de Sigma Chemical Co. (St. Louis
Mo., U.S.A.): quimopapaina tanto parcialmente purificada como
cromatogrificamente purificada (EC 3.4.22.6), papaina doblemente
cristalizada (EC 3.4.22.2). EI clorhidrato de guanidina (GuHCI)
grado I y la caseina grado reactivo, también fueron obtenidos de la
misma casa comercial. El resto de los reactivos fueron de grado
analftico.

2.2 Aislamiento y purificacién de las proteinasas
cisteinicas.

La purificacién de las proteinas es de gran importancia ya que
para realizar cualquier estudio sobre ellas, lo primero que hay que
considerar es su homogeneidad, con lo cual aseguramos que los
resultados obtenidos correspondan exclusivamente a las proteinas
estudiadas. Las proteinasas del liatex de papaya son enzimas
proteoliticas que se autohidrolizan ficilmente, siendo necesario
mantenerlas a bajas temperaturas para evitar este fendémeno.
Debido a 1lo anterior, las muestras se conservaron a baja
temperatura, durante todas las etapas de experimentacién.

Se ha observado que la proteinasa Q se encuentra en cantidad
considerable en algunas quimopapainas comerciales (parcialmente
purificadas) [17,66]. En este caso, la presencia de la proteinasa Q
fue ficilmente detectada por cromatografia de intercambio catidénico
donde, siendo esta enzima la mis basica de las proteinasas del litex
de papaya, se eluy6é como el dltimo componente con un aumento de




fuerza ib6nica [17,64]. En este trabajo se usé quimopapaina
parcialmente purificada como material inicial para el aislamiento
de la proteinasa Q y de la quimopapaina. Se disolvieron
aproximadamenie 7 mg de quimopapaina parcialmente purificada en
1 ml de regulador de fosfatos (0.031 M NaH,P0,/0.019 M
Na,HPO,, pH 7.0), la muestra se filtr6 en membranas Millipore
con didmetro de poro de 1.2 um, las cuales se inyectaron en una
columna de intercambio catiénico TSK-SP5PW (0.75 X 7.5 cm) en
un cromatégrafo de liquidos (HPLC) Varian 5020B. Los
componentes de 1a proteina fueron eluidos de la columna a un flujo
de 0.5 ml/min, empleando un programa con gradiente bifisico de
NaCl: de 0.0 a 0.40 M NaCl (pendiente de 0.015 M/ml) y de 0.40
a 0.80 M NaCl (pendiente de 0.04 M/ml) en el mismo regulador de
fosfatos. La elucién de los componentes protéicos fue
determinada por absorciéon de luz de 280 nm. LLa papaina fue
purificada por el mismo procedimiento descrito anteriormente,
excepto que unicamente se inyectaron 0.3 mg a la columna, debido
a la poca solubilidad de esta enzima a pH neutro.

2.3 Electroforesis y Electroenfoque.

La electroforesis se llevé a cabo en un aparato Multiphor LKB
2117, sobre una placa horizontal de gel de poliacrilamida preparada
al 5% (2 mm X 250 mm X 115 mm) en regulador imidazol/H,PO,
(0.09 M imidazol/0.01 M H,PO,, pH 7.0). La concentraciéon de las
muestras analizadas fue entre 0.2 y 2.0 mg/ml; se colocaron 10 ul
de muestra en cada una de las ranuras de la placa y se aplicé al gel
un voltaje de 12 V/cm, durante 1.2 h a 10 °C. El tratamiento
posterior para la placa se llevé a cabo segin el método de Weber y
Osborn [76]. Para el electroenfoque se usé el mismo tipo de
placa, excepto que ésta contenia 4% de solucién de anfolina, pH 9-
11 (LKB). Estos geles se sometieron a una potencia constante de
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25 W, durante 1.45 h, a 10 °C. Las bandas de la proteina fueron
detectadas por el método de tefiido mencionado-anteriormente [76].

2.4 Actividad Proteolitica.

La actividad proteolitica se determiné utilizando caseina como
sustrato, a pH 7.0 y 35 °C. En este método se activaron 0.25 ml
de solucién enzimitica, con una concentracién entre 0.05 y 0.2
mg/ml, de la siguiente forma: se adicioné 0.75 ml de una solucién
0.1 M en cisteina y 0.01 M en EDTA, disueltos en el mismo
regulador de fostafos (utilizado en HPLC), dejando en incubacién
las muestras durante 5 min a 35 °C. La reaccién se inicié
agregando 1 ml de caseina (1% p/v), disuelta en el mismo
regulador de fosfatos, manteniendo la misma temperatura anterior y
dejando transcurrir 10 min exactamente; después se afiadieron 3 ml
de dcido tricloroacético (TCA) al 5%, a fin de detener la reaccidn.
La mezcla se dejé en reposo durante 30 min; posteriormente se
centrifugé y se midié la absorbancia del sobrenadante a 280 nm -
[19]. La unidad de actividad estd definida como el cambio de 1.0
-unidad de absorbancia a 280 nm por minuto de hidrélisis.

2.5 Determinaciéon de Masas Moleculares.

Para determinar masas moleculares de biomoléculas se han
utilizado varias técnicas. Una de ellas es la cromatografia de
filtracién en gel en presencia de guanidina (GuHCl). Esta se basa
en un efecto de tamiz molecular en el que el material de la columna
cromatogréifica logra retener mayor tiempo a las moléculas con
menor radio efectivo {77]. En el caso de proteinas globulares, se
ha observado una correlacién lineal entre el tiempo de retencidén y
el logaritmo de la masa molecular [77]. Sin embargo, es necesario
considerar la diferencia en la forma de las moléculas, ya que dos
proteinas globulares con la misma masa pero con radios efectivos
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distintos presentan diferentes tiempos de retencién. A fin de
evitar este problema, se ha sugerido el empleo de un agente
desnaturalizante para que se lleve a cabo la reduccién de los
disulfuros para inducir la conformacién de la cadena aleatoria en
las proteinas [78]. El cloruro de guanidina (GuHCl) 6 M ha
demostrado su efectividad en este sentido, disminuyendo ademis las
interacciones de las proteinas con el material de empaque de la
columna, que en algunos casos afectan significativamente los
resultados [79].

Para la determinacién de masas moleculares se usé un
cromatégrafo de liquidos de alta resolucién Varian 5020B, con una
columna TSK-2000SW de 7.5 mm de didmetro interno x 30 cm de
longitud, con guarda columna TSK-GSWP de 7.5 cm de longitud.
Se utilizaron preparaciones con una concentracién de 0.20 mg/ml
de proteina. Estas muestras se incubaron previamente durante 8
horas en GuHCI 6 M y 2-mercaptoetanol 0.1 M, regulando el pH a
8.6 con tris-hidroximetil amino-metano (Tris); posteriormente, los
grupos tiol fomados fueron bloqueados con iodoacetamida 0.12 M
durante 1 hora, a temperatura ambiente. Se inyectaron 10 pl de
cada una de las soluciones de proteina desnaturalizada en la
columna de filtraci6én en gel y se eluyeron con GuHCl 6 M, a un
flujo de 0.5 ml/min. En la calibracién de la columna se utilizaron
los siguientes estindares: aprotinina (Mr 6500), citocromo c¢
(12384), lisozima (14300), mioglobina (16950), papaina (23350) y
anhidrasa carbénica (29000).

Para evitar la autodigestién durante las etapas iniciales de la
desnaturalizacién se bloquearon los sitios activos de la papaina,
quimopapaina y proteinasa Q antes del tratamiento con guanidina.
Para ésto, se activaron con mercaptoetanol 0.1 M durante 30 min y
posteriormente se les adicioné iodoacetamida 0.12 M, dejindolas
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reaccionar durante 60 min. Una vez bloqueados los sitios activos
de las muestras, se aplicé el tratamiento descrito anteriormente.

2.6 Dicroismo Circular.

El espectro de dicroismo circular (DC) de una proteina es un
reflejo de las estructuras secundaria y terciaria de la
macromolécula, por lo que este método espectroscédpico resulta muy
apropiado para estudiar los cambios conformacionales que ocurren
durante la desnaturalizacién de una proteina. Generalmente se
obtiene un experimento por cada condicién de temperatura, pH o
concentracién del agente desnaturalizante. El parametro
observable que se maneja es el valor de la elipticidad a una
longitud de onda fija. En general se usan longitudes de onda
cercanas a los 190 y 220 nm, pues es la regiéon aproximada en que
la mayoria de las proteinas en estado nativo presentan las sefiales
mas intensas. A medida que la desnaturalizacién transcurre,
disminuye la magnitud de la elipticidad, siendo esto reflejo de la
pérdida de estructuras secundarias.

Los espectros de dicroismo circular se obtuvieron en un
espectropolarimetro JASCO modelo J-500A, calibrado con 4cido
(+)-10-canforsulfénico [80]. Las medidas en la regi6n del
ultravioleta lejano (182-250 nm) fueron hechas con soluciones de
proteina de aproximadamente 0.1 mg/ml en una celda de 0.1 cm.
En la region donde absorben los residuos arométicos (250-320 nm),
se utilizé una celda de 1.0 cm y una concentracién de proteina en
el intervalo de 0.3 a 0.5 mg/ml. Antes de registrar los espectros,
las muestras fueron dializadas por 48 h a 4 °C, contra regulador de
fosfatos 0.01 M (0.0062 M NaH,P0,/0.0038 M Na,HPO,, pH 7.0).
La concentracién de las proteinas fue determinada
espectrofotométricamente, empleando el coeficiente de extincién
(A'% . 2sonm) d€¢ 25.0 para la papaina [15], 18.5 para la
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quimopapaina y 18.3 para la proteinasa Q [17,66]. La elipticidad
por residuo medio, [6], se calculé utilizando una masa molecular
por residuo medio, determinada por la secuencia de aminodcidos de
acuerdo a la relacién:

[6] = 100-8/c-1 (grados cm2 decimol-!)

donde

f0] = elipticidad molar por residuo
8 = elipticidad en grados
¢ = concentracién molar de residuos

1 = longitud de recorrido 6ptico, en cm.

El contenido de estructuras secundarias se estimd mediante un
ajuste de minimos cuadrados a los espectros de base de Hennessey
y Johnson [81].

Los estudios de desnaturalizacién se llevaron a cabo de dos
formas. En la primera se obtuvieron los espectros en la regién del
UV lejano (190-260 nm), con soluciones de proteina de aprox. 0.2
mg/ml; se utilizé una celda de 0.05 cm de recorrido éptico, en un
portaceldas con chaqueta de circulacién de agua y un bafio de agua
HAAKE nx-22, el cual controlé el valor de la temperatura deseada
con una precisién de = 0.2 °C.  El tiempo de incubacién a cada
temperatura fue de 10 min. Se utilizaron velocidades de
calentamiento de aprox. 1.0 °C por minuto. Los valores de pH
estudiados fueron 2.55, 2.7 y 2.9, para lo cual se usaron
reguladores de glicina 0.02 M.
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Por otro lado, se hicieron experimentos con un calentamiento
continuo de la muestra, registrando el cambio de elipticidad a 220
nm y la temperatura de la celda como funciones del tiempo. Las
velocidades de calentamiento empleadas fueron 0.1, 0.3, 0.5, 1.0 y
1.5 °C/min; este pardmetro se controlé, con una variacién de
+ 10%, con el ajuste de potencia del bafio HAAKE Nk-22. La
temperatura de la celda se midi6 con una sonda inmersible
conectada a un termémetro digital 08402-20, Cole-Parmer. La
celda empleada fue de 1 mm de recorrido 6ptico, y la concentracién
de proteina de 0.2 mg/ml. El pH fue regulado con soluciones de
glicina 0.02 M.

2.7 Calorimetria Diferencial de Barrido.

Este método es el finico que mide de manera directa el calor
absorbido por la muestra durante la desnaturalizacién. Sin
embargo, los estudios calorimétricos en proteinas presentan una
serie de problemas experimentales; la magnitud medida es muy
pequefia lo cual hace necesaria una gran cantidad de muestra y una
gran sensibilidad del equipo. En soluciones concentradas, sin
embargo, la desnaturalizacién térmica puede provocar Ila
agregacién, complicando asi el andlisis termodindmico del proceso.

En un calorimetro diferencial de barrido se mide el cambio en
la capacidad calorifica de una solucién de proteina al aumentar ia
temperatura. En intervalos de temperatura relativamente amplios
(20 - 100 °C), la curva calorimétrica muestra la transicién
endotérmica que ocurre cuando la proteina se desnaturaliza;
entonces, el drea bajo dicha curva es igual a la diferencia de
entalpia existente entre el estado desnaturalizado y el estado nativo
de Ia molécula.
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El manejo de datos obtenidos a partir de un microcalorimetro,
permite determinar directamente los valores de entalpia de
transicién y los valores de ACp (cambio de la capacidad calorifica),
debido a la desnaturalizacién, a la temperatura en que ocurre la
transicién, de acuerdo a la velocidad de calentamiento programado.
En los casos en que se presentan transiciones donde no se obtienen
picos bien definidos, debido a que se encuentran traslapados, es
posible hacer una desconvolucién, obteniendo curvas
independientes para cada una de las transiciones involucradas en la
curva experimental inicial; de esta forma se pueden evaluar los
pariametros termodindmicos correspondientes.

Los barridos calorimétricos se llevaron a c¢abo con un
microcalorimetro diferencial de barrido MicroCal MC-2 (Microcal
Inc., Northampton MA, U.S.A.), en un intervalo de pH 2.55 - 4.10
y 1.20 - 3.45 para la papaina y quimopapaina, respectivamente.
Las soluciones de proteina se utilizaron en concentraciones de 2.0
2 5.0 mg/ml, las cuales fueron dializadas contra regulador de
glicina 0.05 M al valor de pH deseado. Después de la didlisis,
fue determinada la concentracién de la proteina y el pH de las
muestras. Todas las soluciones fueron desgasificadas antes de ser
colocadas dentro de las celdas del calorimetro. La mayoria de los
experimentos fueron realizados a una velocidad de calentamiento de
60 °C/hr. Las lineas base regulador-regulador fueron obtenidas
bajo las mismas condiciones y restadas a las curvas de la muestra.

El paquete de software DA-2 (Microcal, Inc.) fue empleado
para la coleccién y el andlisis de los datos, que incluyeron la resta
de la linea base y la estimacién de los cambios en entalpia
calorimétrica y van't Hoff (AH_,; vy AH,y).
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METODOS DE ANALISIS.
3.1 Datos calorimétricos.

Para describir cuantitativamente las diferencias de
cooperatividad, analizamos los datos calorimétricos en términos del

modelo propuesto por Brandts et al. [11], el cual es un caso
particular de un modelo general de Ramsay y Freire [82). Para la
desnaturalizacién de una proteina de dos dominios, este modelo
toma en cuenta cuatro estados:




e
i

En el esquema anterior se consideran el estado nativo (N) y el
estado totalmente desdoblado (D), y dos estados parcialmente
desnaturalizados (A y B), asociados con las formas de la molécula
en la cual un dominio estd doblado y el otro desdoblado.
Relacionando ias concentraciones de las especies con las constantes
de equilibrio individuales y el término ¢ que incluye todas las
interacciones interdominio;

¢ K, = [AV/IN]

¢ Kz = [BJ/[N]
K, = [D)/[B]}
Ky = [DV/[A]

se¢ determindé la poblacién fraccionaria, P, de cada estadc a través
de las ecuaciones [82]:

Py = 1/Q (1)
P, = K,9/Q | (2)
Py = Kp¢/Q (3)
Pp = K,Ky¢/Q (4)

donde Q es la funcién de particién en el equilibrio y estd dada por

Q=1+K,0 +Kgd + K, Ky (5)
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En estas ecuaciones, K, y Ky representan constantes intrinsecas
de desdoblamiento de los dominios (considerando que cada dominio
se comporta como una unidad cooperativa sencilla), Cada término
K; puede ser expresado como una funcién de la temperatura por la
relacién

K; = exp(-AG;/RT) (6)
AG; = AH; - TAS; = AH; - TAH/T, ; (7

en la cual la entalpia de transicién de la desnaturalizacién de los
dominios aislados, AH;, se introdujo junto con la temperatura de
transicién, Ty, ;. El término ¢ se relacion6 con la energia libre de
interaccién dominio-dominio, AGy, a través de la ecuscién 6. En
cada temperatura, la entalpia de desnaturalizacién, {(AH), se obtuvo

de acuerdo a la ecuacién 8, que incluye la entalpia asociada con la
ruptura de contactos interdominio (AHy). '

(AH) = (AH, +AHy)P, + (AHg+AHyPy + (AH,+AHy +AHy)Py, (8)

Finalmente, la capacidad calorifica en exceso, C.4, es evaluada
como la derivada de (AH) con respecto a la temperatura.

3.2 Curvas de desnaturalizacion.

Los cambios de elipticidad observados a diferentes temperaturas
se usaron para expresar la fraccién de proteina desnaturalizada, fp,
de acuerdo a la siguiente ecuacidn:

0-On
fo - 550y
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donde,

0 Pardmetro experimental observable que varia con la
conformacién de la molécula de la proteina.

6p Valor del pardmetro observable para la proteina desnaturalizada.

On Valor del parimetro observable para la proteina nativa.
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RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1 Purificacion de las enzimas.

La cromatografia de quimopapaina comercial parcialmente
purificada, sobre la columna TSK-SP5PW, revel6 dos regiones
principales con actividad proteolitica (Fig. 1.a). En contraste, el
patrén de elucion de quimopapaina comeércial cromatogrédficamente
purificada, bajo las mismas condiciones, mostré sélo una regién de
actividad (Fig. 1.b). De este modo, suponemos que la Gitima zona
eluida en la Fig. 1.a comprendia al menos dos formas de proteinasa
Q [17,64]. Un trabajo previo de Robinson [17] ha mostrado que
la proteinasa Q es el componente méds bésico en la quimopapaina
comercial. Similarmente, Buttle y Barrett [64] han reportado que
esta proteinasa <, presente en el ldtex de papaya en polvo, fue
eluida de una columna de intercambio catiénico como un pico
complejo, con una fuerza i6énica mayor que la necesaria para la
elucién de la papaina y quimopapaina.

Se colectaron y se recromatrografiaron las tres fracciones
indicadas en la Fig. 1.a, bajo las mismas condiciones. La Fig. 2
muestra éstas, en cada caso, como picos sencillos razonablemente
simétricos. El material colectado en esta etapa fue usado en
estudios subsecuentes. Por otro lado, la purificacién de la
papaina en la misma columna dio como resultado un pico principal
y dos pequefios picos contaminantes (Fig. 1.c). El material
colectado como se indica en la Fig. l.c se empledé en estudios
posteriores.
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Fig. 1. Cromatograffa de las proteinasas cistefnicas del litex de papaya en una
columna TSK-SPSPW a pH 7.0. Se inyectaron aprox. 7 mg de quimopapaina
parcialmente purificada (a), 3 mg de quimopapaina cromatogrificamente purificada
{b), y 0.3 mg de papaina (c), las cuales se eluyeron con un gradiente bifdsico de
NaCl. Las fracciones marcadas con barras fueron usadas en estudios posteriores;
, absorbancia de la proteina a 280 nm; ---+eeerenes , actividad sobre
caseina (se midié con alfcuotas de 0.3 ml); —-—--—-—- , concentracién de NaCl.
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Fig. 2. Recromatograffa de las formas aisladas de quimopapaina y proteinasa Q.
Las 3 fracciones marcadas con las barras en la fig. l.a, fueron colectadas por

separado y recromatografiadas bajo las mismas condiciones.
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4.2 Electroforesis y Electroenfoque.

La quimopapaina (Pico I en la Fig. 2), proteinasa Q (Picos Il y
III en la Fig. 2) y papaina (Pico I en la Fig. 1.¢) se sometieron a
electroforesis y electroenfoque en gel de poliacrilamida a pH 7.0.
En tales condiciones, las movilidades relativas de estas enzimas
(Fig. 3) fueron consistentes con los puntos isoeléctricos esperados;
papaina, 8.75 [15]; quimopapaina, 10.1-10.6 [16]; proteinasa Q,
11.0 [16,17]. Los resultados de electroenfoque (no se muestran)
indicaron un punto isoeléctrico de 10.2 para la quimopapaina,
aislada en este trabajo; las dos formas de la proteinasa Q enfocaron
exactamente en la franja del cdtodo, indicando que sus puntos
isoeléctricos fueron > 11.0. Estos resultados apoyan nuestra
identificacién de los picos Il y III en la Fig. 1.a, como dos formas
de proteinasa Q.

Fig. 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las proteinasas cistefnicas del
latex de papaya a pH 7.0. Ranuras 1 y 2, papaina (pico I en ia fig. 1.c); ranura 3,
proteinasa  (pico III en la Fig. 2); ranura 4, proteinasa Q (pico II en la Fig. 2);
ranuras 5 y 6, quimopapaina (pico I en la Fig. 2).
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4.3 Masas Moleculares.

Las masas moleculares se determinaron por medio de filtracién
en gel en clorhidrato de guanidina 6M. Los resultados obtenidos
se encuentran en la Tabla III.

TABLA III

*+ 1,000

Dentro del error experimental, estos valores concuerdan bien
con aquellos derivados de la secuencia de aminodcidos [14,45,84].
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4.4 Dicroismo Circular.

La Fig. 4 muestra los espectros de DC de las proteinasas
estudiadas a pH 7.0 y 25 °C. La papafna expone una curva (Fig.
4.a) muy similar a aquellas reportadas anteriormente [81,83]. Por
otro lado, el espectro de la quimopapaina (Fig. 4.c) fue similar en
forma, pero aprox. 20-30% menos intenso que aquellos reportados
en un articulo previo de nuestro laboratorio [19]. La diferencia en
magnitud, probablemente se derivé de un error en la determinacién
de la concentracién de la proteina en nuestro trabajo anterior.
Las curvas de las dos formas de la proteinasa €, las cuales son
reportadas por primera vez, fueron casi idénticas (Fig. 4.b). Es
interesante mencionar que la papaina comercial doblemente
cristalizada presenta un contaminante principal (pico II en la Fig.
l.¢), que da un espectro de DC cualitativamente similar al de la
quimopapaina (Fig. 5).

Los espectros de papaina y proteinasa €} tienen caracteristicas
comunes en la regién del UV lejano, segin se enlista a
continuacién:

o La banda positiva centrada en 185 - 186 nm.

o La seial negativa alrededor de 200 nm la muestran como un
hombro o como un pico pequeiio.

« El extremo negativo a 208 nm es mayor en magnitud que la
banda a 220 - 222 nm.

En contraste, en el espectro de quimopapaina se observa:
o La sefial a 222 nm es mds intensa que la sefial a 208 nm.
¢ No hay sefial negativa a 200 nm.

o La banda positiva estd centrada en 188 nm.
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pico I (ver fig. 1.a).

Espectros de DC de las proteinasas cisteinicas del litex de papaya en
regulador de fosfatos 0.01M (pH 7.0) a 25 °C.
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De acuerdo a Manavalan y Johnson [85], las caracteristicas
espectrales de la papaina y la proteinasa Q indican que éstas
pertenecen a la clase de protefnas a+f, cuyos miembros presentan
regiones separadas ricas en a-hélice y hoja-p [86]. Efectivamente,
esto es cierto en ambos casos ya que las estructuras moleculares
muestran un dominio @ y un dominio de hoja B antiparalela [14].
Segin la curva de DC, la quimopapaina seria clasificada como una
proteina a/f, estructura que se caracteriza por segmentos
alternados de a-hélice y segmentos de hoja P; éstos dltimos
principalmene en un sentido paralelo {86].

El andlisis de los espectros DC por medio del procedimiento
simplificado de Compton y Johnson ([87], dié los resultados
mostrados en la Tabla IV. Los contenidos estimados de estructuras
secundarias fueron muy similares en los casos de la proteinasa Q y
la papaina. Los cdlculos de estructuras, en base a DC, para estas
proteinasas e¢stdn de acuerdo con aquellos derivados de estudios de
rayos X, con la excepciéon de la cantidad pequefia de hojas B
paralela, un tipo estructural que se sabe estd ausente en estas
macromoléculas [13,14]. Para la quimopapaina, los resultados
obtenidos fueron ligera, pero significativamente diferentes de
aquellos correspondientes a la papaina y proteinasa Q.
Especialmente, los montos de hélices y hoja B paralela son mayores
para la enzima anterior.
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La desviacién estdndar de los valores calculados estd entre paréntesis.
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Por lo tanto, los resultados de DC sugieren que el patrén de
plegamiento de la molécula de quimopapaina, o al menos una parte
de ella, difiere de las otras dos proteinasas. Si esta conclusién es
comprobada por futuros estudios de rayos X, serfa muy interesante
ver que regiones de la quimopapaina estdn plegadas de una manera
diferente en comparacién con la papaina, y si estas regiones estdn
localizadas en un solo o en los dos dominios de la molécula. Por
otro lado, si resultase que los patrones de doblado de la
quimopapaina y la papaina son muy similares, esto indicaria que la
sefial de DC en la region de UV lejano es influenciada por otros
factores ajenos a las estructuras secundarias.

Los espectros de DC de las proteinasas en la regién aromdtica
(250 - 320 nm) son similares, aunque la curva de la quimopapaina
muestra una estructura menos fina (Fig. 4). Una caracteristica
comin de los espectros es la presencia de una banda negativa ancha
centrada de 297 a 298 nm. Ya que en esta longitud de onda los
residuos de tirosina y fenilanalina no contribuyen a los espectros
de DC en las proteinas [88,89], esta banda negativa probablemente
se origina de residuos de triptofano localizados en ambientes
asimétricos que son similares en cada una de las proteinasas. En la
papaina, los triptofanos 26 y 177 contribuyen al campo
electrostdtico que origina la formacién del sitio catalitico, que es
un par iénico tiolato - imidazolio, mientras que el residuo 177
también esta involucrado en las interacciones enzima - sustrato
[13]. Es posible que funciones semejantes puedan ser llevadas a
cabo por residuos de triptofano localizados en posiciones
equivalentes en la secuencia de aminodcidos de la quimopapaina y
proteinasa Q.
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4.5 Calorimetria Diferencial de Barrido.

Las curvas calorimétricas de papaina y quimopapaina,
corregidas con la lfnea base regulador-regulador, obtenidas a pH
3.18 y 60 °C/hr, son mostradas en la Fig. 6. En el intervalo de
pH estudiado, la desnaturalizacién térmica de ambas proteinas fue
aparentemente irreversible como se observd en el termograma de
un segundo barrido de la muestra, después de que se enfrié ésta de
la primera corrida. Ademds, se probd el efecto de la velocidad de
calentamiento midiendo el valor de la temperatura en ¢l médximo de
la curva de capacidad calorifica, T_,, al llevar a cabo algunos
experimentos a diferente velocidad de calentamiento (30 °C/hr).
Para las dos enzimas se observé que el valor de T, varié
aproximadamente 1.0 °C cuando la velocidad de barrido se duplicd.
Esta pequefia variacién sugiere que la fuente de irreversibilidad
puede ser atribuida a un proceso que toma lugar a més altas
temperaturas que aquellas en la cual ocurre la transicién de
desdoblado [90]. Para determinar la entalpia de desnaturalizacién
de las curvas calorimétricas, tal como se muestran en la Figura 6,
las curvas originales fueron corregidas por la diferencia de la
capacidad calorifica permanente, ACp, por substraccién de una
linea base que unia las temperaturas de transiciéon inicial y final;
esto es, se calculdé la funcién de la capacidad calorifica en exceso,
Cex» ¥y a partir de ella fueron determinadas AH.,; y AH.y.
Resultados esencialmente iguales fueron obtenidos cuando una linea
base sigmoidal fue usada en este procedimiento.

4.6 Dependencia del pH.

En  resumen, los pardmetros termodindmicos de la
desnaturalizacién térmica de la papaina y de la quimopapaina se
presentan en la Tabla V. En el caso de la papafna, podemos ver
que la relacién AH_,;/AH, 4 se acerca a un valor de 2.0, de acuerdo
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Capacidad calorifica especifica

con resultados previos de Tiktopulo y Privalov [42]. Este
cociente de entalpias puede ser considerado como un indicio de que
los dominios de la papaina sufren una transicién de desdoblamiento -
cuasi-independiente. En contraste, en la quimopapaina se observa
un comportamiento cooperative marcadamente diferente; en este
caso AH_,;/AH,q es 1.3 - 1.4 en ¢l intervalo de pH estudiado,

1O cat K=g™

I I [ l ] |

50 60 70 80 S0 100

Temperatura (°C)
Fig. 6. Los termogramas de la quimopapaina (arriba) y la papaina (abajo) después
de restar la lfnea base regulador-regulador. Estos experimentos fueron hechos a

pH 3.18 y 1.0 °C/min. La concentracién de las proteinas fue de 3.28 y 2.90
mg/ml para la quimopapaina y la papaina, respectivamente.

39







D T T D e T e e T PP

La desnaturalizacién térmica de las proteinasas del latex de

papaya fue estudiada a diferentes valores de pH. Las Figuras 7 y

8 muestran, a manera de ejemplo, las curvas de capacidad
calorifica especifica, Cp, a diferentes valores de pH (2.0 y 3.8
para la papaina, y 2.20 y 3.18 para la quimopapaina). Es evidente

la mayor estabilidad de la gquimopapaina, ya que el proceso de
desnaturalizacién ocurre a temperaturas mayores al mismo pH.

pH 3.8

Capacidad calorifica especifica (cal K''g'!)

Fig. 7.
regulador.

I T \
40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Termogramas de la papafna después de restar la linea base regulador-
Estos experimentos fueron hechos a 1.0 °C/min y a diferentes valores

de pH. La concentracién de la proteina utilizada fue de 2.0 a 5.0 mg/ml.
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7 pH 3.18

40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

Capacidad calorifica especifica (cal K'!g!)

Fig. 8. Termogramas de la quimopapaina después de restar la linea base
regulador-regulador. Estos experimentos fueron hechos a 1.0 °C/min y a
diferentes valores de pH. La concentracién de proteina utilizada fue de 2.0 a2 5.0
mg/m],
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4.7 Dependencia de la entalpia de desnaturalizacién con
la temperatura.

La Figura 9 ilustra la influencia de la temperatura sobre la
entalpfa especifica de desnaturalizacién, AH_,;, de las dos proteinas
estudiadas. Con fines de comparacién, los datos reportados por
Tiktopulo y Privalov [42] también se muestran en esta figura.
Como podemos observar, existe una buena relacién lineal entre
AH_,, y la temperatura, en concordancia con resultados para
algunas otras proteinas pequefias [5,8]. En realidad, es
generalmente aceptado que en un intervalo amplio de temperatura
la entalpia de desnaturalizacién es una funcién lineal de la
temperatura, con una pendiente igual a la diferencia de la
capacidad calorifica entre los estados desnaturalizado y nativo
[5,91]. De la Figura 9, las diferencias de la capacidad calorifica
obtenidas son 0.096 cal K-t gt (2.3 kcal Kt mol-1) y 0.142
cal K-! g! (3.3 kcal K-! mol-') para quimopapafna y papaina,
respectivamente. Estos valores concuerdan bien con los
determinados directamente de las curvas calorimétricas (Fig. 6) los
cuales son 2.1 + 0.5 kcal K-! mol-! (quimopapaina) y 3.0 + 0.4 kcal
K-! mol-! (papaina). Estas dltimas determinaciones fueron hechas
extrapolando linealmente las partes pre y post-desnaturalizacién de
cada curva calorimétrica y evaluando las diferencias entre eilas a
Tn [5,8].
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Fig. 9. Dependencia del cambio de entalpia (por gramo de proteina) con la
temperatura, para quimopapaina (4) y papafna (). Para la papaina, los datos
reportados por Tiktopulo y Privalov [42] también se muestran con fines
comparativos ((J).
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4.8 Interacciones Dominio-Dominio.

En el andlisis de una curva experimental de C,,, los pardmetros
que se ajustaron fueron AH,, AHg, T, ,, T, s, AGy, y AHy (ver

secciéon 3.1). Para conservar un modelo lo mis simple posible,
consideramos AG¢ como una constante igual a AH,; de este modo
todos los cambios de entropfa son asignados exclusivamente a la
desnaturalizacién de los dominios. Los datos calorimétricos para
la papaina (pH 3.80) y quimopapaina (pH 2.90) fueron analizados
de acuerdo al procedimiento explicado antes, por medio de una
regresion no lineal en la que se usd una versién modificada del
programa GRIDLS [92]. Los valores calculados de Cex
coincidieron razonablemente con los datos experimentales (Fig.
10), a juzgar por los valores de la desviacién estdndar, la cual
corresponde a menos del 5% del valor mdximo de C_, en ambos
casos. Los pardmetros obtenidos de las curvas correspondientes
son resumidos en la Tabla VI. Para la papaina el valor de AG, es
insignificante, indicando que la desnaturalizacién de los dominios
de esta proteina ocurre de manera practicamente independiente.
Por otro lado, los valores de AH, y AHp no difieren mucho
(AH,/AHy; = 1.29), como seria de esperarse para dominios de
tamafio similar [93]. En el caso de la quimopapaina la diferencia
entre AH, y AHy fue considerablemente mayor (AH,/AH; = 1.98)
y el término de interacciones adquirié un valor significativo de
0.97 kcal mol-1.

Sin embargo, dada la alta homologia en su secuencia y la
semejanza en la masa molecular de las dos enzimas, es razonable
suponer que la estructura molecular de la quimopapaina esté
formada por dominios de un tamafio semejante a aquellos de la
papaina. Por lo tanto, realizamos un ajuste adicional a la curva
de la quimopapaina, introduciendo una restriccién que limitdé el
cociente de entalpias de transicién a 1.29 (como en el caso de la
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papaina). Los resultados que se obtuvieron con esta restriccién se
muestran en el tercer renglén de la Tabla VI. La desviacién
estdndar fue otra vez menor al 5% del valor mdximo de la curva,
indicando concordancia satisfactoria entre los datos calculados y
los obtenidos experimentalmente. Con esta aproximacién, AG,

resulté un poco mds grande que en el andlisis previo.

25 |-

20—

l | l l !

Capacidad calorifica de exceso (kcal K-1mol-1)

65 70 7 80 85

Temperatura (°C)

Fig. 10. Las funciones de la capacidad calorifica de exceso para la quimopapaina
a pH 2.90 ( ) y papaina a pH 3.8 (-—--—--——--), La curva de la
quimopapaina tiene un valor mds grande en el maximo. Ajustando los datos a un
mecanismo de desnaturalizacién en el cual se consideraron dos dominios con
posibilidad de interaccién, se obtuvieron los valores de C,,, indicados con
triAngulos {quimopapaina) y circulos (papaina).
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Los resultados calorimétricos antes expuestos muestran que la
transicién de desnaturalizacién de la quimopapaina no es un
proceso de dos estados, como lo indica la relacién de entalpias
calorimétrica y de van't Hoff. A este respecto, el comportamiento
de desdoblado de la quimopapaina se parece al de la papaina,
aunque difiere en la cooperatividad (Tabla V). Aparentemente,
los dominios de la molécula de la papafna siguen un camino de
desnaturalizacién independiente, lo cual conduce a un valor de
AH_,;/AH,y pr6ximo a 2.0, como fue previamente reportado por
Tiktopulo y Privalov [42].

Los andlisis de los datos calorimétricos, basados sobre un
mecanismo que incluye interacciones dominio-dominio [11,82],
generd resultados en concordancia con esta propuesta, ya que la
energia libre de interaccién, AGy, es despreciable (0.005 kcal
mol-!). Para la quimopapafna, en contraste, el valor obtenido de
AGy en ambos tipos de andlisis fue significativamente mayor
(aprox. 1.0 kcal mol-’). Debe notarse que AGy tuvo una pequefia

variacién al restringir al cociente AH,/AH; a tomar un valor
similar al observado para la desnatyralizacién de la papaina (Tabla
VI). Un método de andlisis mids complejo (es decir, uno que
incluye términos diferentes de ¢, para el desdoblamiento de
diferentes dominios) probablemente proporcione méds informacién
del comportamiento cooperativo de estas macromoléculas durante la
desnaturalizacién. Sin embargo, antes de intentar un andlisis de
este tipo, serfa conveniente tener una mejor comprensién de la
naturaleza irreversible de este fenémeno. En cualquier caso, los
datos calorimétricos de la quimopapaina son consistentes con una
estructura molecular bilobal, parecida a la de la papaina, pero con
interacciones dominio-dominio més fuertes. Ademds, es posible
que los diferentes contactos interdominio puedan ser la causa de
sutiles diferencias el doblado de la cadena polipeptidica,



explicando as{ las diferencias en los espectros de dicroismo
circular que estas protefnas muestran. Futuros estudios
calorimétricos con otras proteinasas cisteinicas de estructura
tridimensional conocida probablemente ayuden a aclarar este punto.
Posteriormente, se intentard-establecer una correlacién detallada
entre la estructura molecular y el comportamiento de desdoblado,
lo cual se ha hecho recientemente con algunas otras proteinas
[12,94].

Otro punto digno de comentar es la diferencia del cambio de la
capacidad calorifica asociada con la desnaturalizacién de la papaina
y de la quimopapaina. Esto sugiere que estas macromoiéculas
poseen distintos centros hidrofébicos, ya que el valor de ACp, en
una primera aproximacién, es proporcional al drea no polar en la
estructura nativa de una protefna [5,91]. Ademéds de esta
importante conexién con el efecto hidrofébico, ACp es un
pardmetro  termodindmico fundamental que determina la
dependencia con la temperatura de los cambios de entropfa vy
entalpia. Dentro de un intervalo de temperatura relativamente
grande, ACp puede ser considerado como una constante [97] y, en
consecuencia, la entalpia de desdoblado sigue una dependencia
lineal con la temperatura, la cual puede ser escrita como:

AH = AH* + ACp (T - Tyg*) (1)

donde T;* es una temperatura de referencia en la cual AH = AH*,
La constante T,* tiene un especial significado porque los cambios
de entalpia (expresados por gramo o por residuo) para un nidmero
grande de proteinas extrapolan a wun valor comin a esta
temperatura, como primero lo notaron Privalov y Khechinashvili
[81. Ha sido propuesto que a la temperatura de referencia, la
contribucién del efecto hidrofébico en AH es cero, es decir, a esta
temperatura la entalpia de desdoblado corresponde solamente a las
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interacciones polares (enlaces de hidrégeno y contactos polares de
van der Waals) [5,12}. Por lo tanto, las proteinas que tienen
igual nimero de interacciones polares por gramo deberian mostrar
el mismo valor de entalpfa (AH*) cuando T = Tyg*, como indica la
ecuacién 1. Sin embargo, el valor preciso de Ty* ha sido motivo
de gran controversia. A partir de los andlisis de las propiedades
termodindmicas de las proteinas, diferentes autores han asignado
valores de 112 [95], 100 [12] u 84 °C [96] a la Ty*. No obstante,
en este trabajo encontramos que las entalpias especificas de
desnaturalizacién de la quimopapaina y la papaina coinciden
aproximadamente a 64 °C (Fig. 9), temperatura méds baja que los
valores de Ty* indicados arriba. Este resultado sugiere que los
miembros de una familia de proteinas pueden tener propiedades
termodindmicas que se distinguen de las de otras proteinas. En
otras palabras, es posible que los valores de T,* y AH* puedan
variar de familia a familia, en respuesta a la red particular de los
enlaces de hidrégeno que caracteriza cada tipo de patrén
estructural de doblado.

4.9 Desnaturalizacién Térmica por Dicroismo Circular.

Las figuras 11 y 12 muestran los espectros de DC de las
proteinas estudiadas (quimopapaina y papaina) en regulador de
glicina, pH 2.55, a 20 y 66 °C. A baja temperatura, los espectros
tienen la forma y magnitud caracteristica de la conformacién nativa
de cada una de estas enzimas, por lo que puede decirse que, aun en
pH de 2.55, el estado nativo de estas macromoléculas es estable.
Por otra parte, en la temperatura elevada la forma de las curvas de
elipticidad es semejante a la observada con otras proteinas
desnaturalizadas térmicamente [43], esto es, se observa un minimo
alrededor de los 200 nm que es indicativo de la aparicién de
estructuras desordenadas en la cadena polipeptidica.
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Espectros de DC de quimopapaina en regulador de glicina 0.02M a pH

2.9, a diferentes temperaturas: 21 °C (———) ¥y 66 °C (-—-——--0).
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diferentes temperaturas: 20 °C (———————) y 66 °C (---——-—--),
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La pérdida de estructura secundaria en funcién de la
temperatura fue seguida mediante el cambio de elipticidad a 220

nm. Las Figuras 13 y 14 representan las curvas de
desdoblamiento de las dos proteinasas en solucién, a pH 2.55 y
2.9. Es evidente que la transicién entre los estados nativo y

desnaturalizado de la quimopapaina ocurre a temperaturas mayores
que en el caso de la papaina. Ademds, con esta dltima la zona de
cambio se presenta en un intervalo mds amplio de temperatura.

Cuando se disminuyé el pH a un valor de 2.55, el
comportamiento del fenémeno de desnaturalizacién cambié
radicalmente en el caso de la quimopapaina (Fig. 14). En estas
condiciones se observé una curva bifisica que indica la presencia
de un intermediario estable entre 36 y 59 °C. Aunque con menos
claridad, un comportamiento similar fue observado también con la
proteinasa Q (Fig. 15).

En resumen, los resultados del presente trabajo indican que la
estabilidad térmica de la quimopapaina depende estrechamente del
valor de pH de la solucién en la que se encuentre. Cuando el pH
es cercano a 3.0, el comportamiento de esta protefna harfa pensar
que se trata de una entidad Unica, sin dominios, al menos en el
sentido termodindmico. Sin embargo, al disminuir unas décimas
el valor de pH, la presencia de al menos dos dominios se hace
evidente. En el caso de la papaina, la existencia de los dos
dominios se manifiesta independientemente del pH, como lo
demuestran los resultados aqui mencionados y los reportados
previamente por Tiktopulo y Privalov [42]. Este diferente
comportamiento entre ambas enzimas indica que, probablemente,
las estructuras de las mismas difieran en la interfase de contacto de
los dominios.
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Fig. 13.  Fraccién de la proteina desnaturalizada en funcién de la temperatura,
medida por la variacién de la elipticidad a 220 nm. Papaina en regulador de
glicina 0.02M a pH 2.55 (¢—¢—-¢—¢—¢) y pH 2.9 (s—0—0—0—s),
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Fig. 14. Fraccién de la proteina desnaturalizada en funcién de la temperatura,
medida por la variacién de la elipticidad a 220 nm. Quimopapaina en regulador de
glicina 0.02M a pH 2.55 (¢—4—¢—¢—¢) y pH 2.9 (e—e—e-—e—e).
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Fig. 15.  Fraccién de la proteina desnaturalizada en funcién de la temperatura,
medida por la variacién de la elipticidad a 220 nm. Proteinasa Q en regulador de
glicina 0.02 M a pH 2.55 (¢—¢—¢-¢—¢) y pH 2.9 (e—e—e—e—s).
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Los valores de T, obtenidos por calorimetria y los valores de
Ty s (temperatura a la cual la fraccion de proteina desnaturalizada
corresponde al 50%) obtenidos por dicroismo circular, presentan
una diferencia significativa que se atribuyé a la desnaturalizacién
irreversible de las proteasas papafna y quimopapaina. Lo
anterior, nos condujo a la realizacién de nuevos experimentos por
DC, en los cuales se varié la velocidad de calentamiento.

4.10 Cambios de elipticidad en funciéon de la velocidad
de calentamiento.

Hay varios mecanismos responsables de la desnaturalizacién
irreversible de las proteinas. Han estado clasificados dentro de a)
procesos covalentes, tal como: Hidrélisis de enlace peptidico
adyacente a un residuo de 4cido aspartico, destruccién de puentes
disuifuro y desaminacidn de residuos de asparagina y glutamina y
b) procesos conformacionales como: agregacién de proteina y
doblado incorrecto de estructuras [90].

En algunos casos, el proceso de desnaturalizacién irreversible
se apega a un modelo de una sola etapa en el cual la proteina
nativa, N, se convierte directamente en la  especie
irreversiblemente desnaturalizada, D.

k
N=D

Cuando se observa este comportamiento, la dnica informacién
accesible experimentalmente es la entalpfa de desnaturalizacién y el
cambio en capacidad calorifica [90]. Sin embargo, se ha
demostrado que varias proteinas pueden seguir un mecanismo maés
complejo que involucra la existencia de estados intermediarios en
equilibrio, previamente a que ocurra la etapa irreversible [90]:
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De acuerdo a este modelo, si los equilibrios se establecen
ripidamente, la poblacién de moléculas en e! estado D dependerd
de la etapa limitante controlada por la constante de velocidad k vy,
por lo tanto, del tiempo transcurrrido en llevar la muestra a2 una
cierta temperatura. Esto es, las curvas de desnaturalizacién serén
funcién de la velocidad de calentamiento empleada. Tedricamente,
a una velocidad de calentamiento infinita las curvas de
desnaturalizacién deberfan representar la situacién de equilibrio
termodindmico, sin contribucién alguna de la etapa irreversible.
En estas condiciones serfa posible obtener los parimetros
termodindmicos (AH y T,) correspondientes al desdoblamiento
reversible de la proteina [90]. Por lo tanto, seria de esperarse
que los valores de los pardmetros que caracterizan a una transicién
irreversible tendieran a un valor limite a medida que aumenta la
velocidad de calentamiento.

En esta parte del trabajo, presentamos los resultados de
estudios de desnaturalizacién de papafna y quimopapaina a
diferentes velocidades de calentamiento. Estos estudios se
hicieron a un pH de 2.5, midiendo de manera continua el cambio de
elipticidad a 220 nm. Los datos experimentales se transformaron
para obtener curvas de f; contra temperatura, segin se ilustra en
las figuras 16 y 17. Como puede observarse, existe una marcada
dependencia de las curvas con la velocidad de calentamiento. En
particular, T, , aumenta con la velocidad de calentamiento,
tendiendo asintéticamente a un valor limite (Figs. 18 y 19). Estos
resultados sugieren que existe una o méas especies en equilibrio con
la proteina nativa, y que la irreversibilidad puede ser atribuida a
un proceso que ocurre después de la transicién de desdoblamiento
de estas macromoléculas.
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Fig. 16. Fracci6n de la proteina desnaturalizada en funcién de la temperatura, con
una dependencia de la elipticidad a 220 nm. Quimopapaina en regulador de glicina
0.02 M y pH 2.5, a diferentes velocidades de calentamiento.
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Fig. 17. Fraccién de la proteina desnaturalizada en funcién de la temperatura, con
una dependencia de la elipticidad a 220 nm. Papafna en regulador de glicina
0.02 M y pH 2.5, a diferentes velocidades de calentamiento.
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Fig. 18. Grifica de T, 5 en funci6n de la velocidad de calentamiento, de muestras
de quimopapaina a pH 2.5.
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Fig. 19. Grifica de T; 5 en funcién de la velocidad de calentamiento, de muestras
de papaina a pH 2.5.
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CONCLUSIONES.

La confirmacién de la similitud estructural entre las proteinasas
de papaya, deberd esperar a la determinacién de la estructura
tridimensional de la quimopapaina por medio de difraccién de
rayos X. Mientras tanto, en este trabajo se comparan las
caracteristicas estructurales de estas enzimas en solucién por medio
de Dicroismo circular (DC). Aunque los espectros de DC han sido
reportados previamente [19,81,83], decidimos determinarlas otra
veZ, para asegurar que las tres proteinasas fueran estudiadas bajo
las mismas condiciones. Los resultados de los andlisis de las
curvas de DC sugieren, inesperadamente, que la estructura
molecular de la quimopapaina difiere de las otras dos proieinasas
estudiadas en este trabajo, a pesar de la gran homologia que existe
en las secuencias de aminoidcidos (58%).

Ademds, en este trabajo estudiamos la desnaturalizacién térmica
de la quimopapaina y la papaina por calorimetria diferencial de
barrido (DSCQC). Las curvas calorimétricas muestran que la
desnaturalizacién de la quimopapaina es més cooperativa que la
papaina, sugiriendo que las interacciones presentes en la zona
interdominio son mas fuertes en aquella proteina. Se analizaron
las curvas calorimétricas de ambas enzimas, considerando un
modelo que incluye explicitamente las interacciones entre dos
dominios. Estas proteinasas presentan diferentes cambios de
capacidad calorffica en su desnaturalizacion, indicando que las
interacciones hidrofébicas varfan de wuna molécula a otra.
Entonces, es posible que las distintas propiedades termodindmicas
reportadas aqui puedan ser la razén de algunas diferencias en ¢l
patrén de doblado de las dos proteinasas.



También, se estudié la desnaturalizacién térmica de las
proteinasas cisteinicas quimopapaina y papafna, por medio de la
técnica de dicroismo circular, a diferentes velocidades de
calentamiento, con el objeto de profundizar en el conocimiento de
la irreversibilidad que caracteriza su desnaturalizacién térmica.
Al parecer, el comportamiento de la T, con la velocidad de
calentamiento parece indicar que la etapa irreversible del proceso
de desnaturalizacién ocurre a temperaturas mayores que las
correspondientes a la transicién de desdoblamiento. Lo anterior
justifica de cierta manera, ¢l andlisis de las curvas calorimétricas
bajo el formalismo de la termodindmica para sistemas en
equilibrio.

Sin embargo, es evidente que se necesitan més estudios al
respecto, que nos permitan conocer la causa de la irreversibilidad
en este fenémeno.
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