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Capítulo 1 
Introducción 



Introducción 

La  función  biológica de una  proteína  esta  determinada  por su estructura tridimensional,  la  cual 

es única y se encuentra estabilizada por  múltiples  interacciones débiles. Las  interacciones 

hidrofóbicas  proporcionan  una  contribución  mayor a la  estabilización de la  estructura  globular 

en  la  mayoría de las proteínas solubles; los  puentes  de  hidrógeno y las  interacciones  iónicas 

adquieren su estado óptimo c m  la estructura  termodinámicamente  más estable'. 

Se  conocen cuatro tipos de niveles de  organización:  primaria, secundaria, terciaria y 

cuaternaria.  El término de  estructura  primaria  hace  referencia a la  secuencia  de aminoácidos 

y a la localización de los  puentes disulhro. La estructura  secundaria está definida por la 

relación  espacial entre los  aminoácidos  adyacentes. La estructura terciaria es la  conformación 

tridimensional de la cadena polipeptídica  entera. La estructura  cuaternaria  hace  referencia a las 

relaciones espaciales entre subunidades  polipeptídicas  que se encuentran  fuertemente 

asociadas'. 

Las  proteínas se pueden  clasificar  en  diferentes  formas: a) Por su función  biológica  (por 

ejemplo: proteínas de  defensa  natural,  digestivas,  de  transporte, sanguíneas, hormonales 

respiratorias, represoras, receptoras,  ribosomales,  etc.),  b)  Por su composición (la cual se puede 

dividir a grandes rasgos en  dos  clases:  proteínas  simples y proteínas  conjugadas) y c) por  las 

diferencias  en  la  conformación  tridimensional  total  (proteínas  fibrosas y globulares)2. 

Las  proteínas desempeñan gran  diversidad  de  funciones:  actúan como catalizadores,  como 

elementos estructurales en  los  sistemas  contráctiles, como reserva  de  elementos  nutritivos y 

como  vehículos de transporte, también  actúan  como hormonas y como elementos  de 

protección'. 
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La  información obtenida del  estudio  de  las  proteínas  predice  la  existencia  de  dos  tipos  de 

estructura  secundaria  regular:  la  hélice a y la  hoja p. Ambas  se  caracterizan  porque  presentan 

un estructura  óptima de enlaces  por  puentes  de  hidrógeno  entre  el  nitrógeno  de  la mida  y el 

oxígeno  del  carbonilo  del  esqueleto  polipeptídico.  La  estabilidad  de  estas  estructuras  esta 

influenciada  por su contenido  de  aminoácidos y la situación  relativa de estos en  la secuencia. 

El  giro p es otro tipo de  estructura  secundaria  no  repetitiva  comúnmente  presente en proteínas’. 

Las  proteínas  globulares  tienen  estructuras  terciarias  muy  complejas y a  menudo  tiene  varios 

tipos de estructura secundaria  en la misma  cadena  polipeptídica. A las  proteínas  que  actúan 

como  catalizadores se les  llama  enzimas y estas se clasifican,  basándose  en  la  reacción  que 

catalizan,  en seis clases  principales  por  acuerdo de la “International  Enzyme  Commission”  las 

cuales  son:  oxidoreductasas,  transferasas,  hidrolasas,  liasas,  isomerasas y ligasas2.  Las  enzimas 

proteolíticas o proteasas  catalizan  la  hidrólisis de proteínas,  dentro  de  esta  clase se encuentran 

las  proteasas  serícas3,  sulfhidrílicas o cisteínicas4 y las  ácidas o aspárticas’. 

Proteasas ácidas 

Las proteasas  ácidas son una :lase de  enzimas  proteolíticas  que  tienen  actividad  catalítica 

óptima  en un intervalo de  pH ácido.  Hoy  en  día,  el  nombre  más  aceptado  de  estas  enzimas  es 

aspárticas o proteasas  aspárticas  por la presencia  de  dos  residuos  reactivos  de  ácido  aspártico 

que se encuentran  en  el sitio activo.  Pertenecen  a  esta  clase  las  enzimas  gástricas,  pepsina  y 

quimosina (renina), así como  algunas  proteasas  lisosomales,  tales como la catepsina D, E y 

renina’. La mayoría de l a s  proteasas  ácidas se encuentran  presentes  en los animales,(por 

ejemplo:  estómago de vertebrados),  plantas  (semillas,  nepenta,  sarracenia,  etc.),  hongos 

(Penicillium  janthinellum, A. satoi, R. chinensis, etc.) y protozoarios (T. pyriformis). 
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A pesar de su importancia  clínica y fisiológica, las  proteasas  ácidas  han sido poco  estudiadas 

en su estructura y en su mecanismo de acción  catalítica. La pepsina  fue  la  primera  proteína 

cuyos cristales se examinaron  por técnicas de difracción  de  rayos X, las cuales probaron, 

concluyentemente, que las  proteínas  tienen una estructura  tridimensional  bien  definida6. '. 

Propiedades Físicas 

lic Hohann' y Fruton' revisaron las  propiedades  químicas y b dógicas de las  proteasas  ácidas 

encontrando  las siguientes similitudes:  a)Tienen  esencialmente la misma masa  molecular (de 

alrededor  de  35,000 Daltones), b)presentauna cadenapolipeptídica sencilla de  alrededor  de  325 

aminoácidos y un alto porcentaje  de  residuos  ácidos  a  básicos. Una comparación  de  la 

composición  de aminoácidos para varias proteasas  ácidas sugiere que  todas  poseen 

aproximadamente  el mismo número de  residuos  hidrofóbicos y un  casi número idéntico  de 

residuos aromáticos, por  lo que exhiben una amplia  especificidad  del sustrato, a  diferencia  de 

las  proteasas serínicas ,que mv;xtran muy  limitada  especificidad . Todas las  proteasas  ácidas 

exhiben  un  comportamiento  similar  (pero no idéntico)  en  su  preferencia,  por  el  lado  hidrofóbico 

de  la  cadena  de  los  aminoácidos que contribuyen  al  enlace  peptidic0  que  hidrolizan.  Además, 

muestran  especificidades que dependen del número de  aminoácidos  en  ambos  lados  del  enlace 

susceptible. 

El sitio activo de las  proteasas  ácidas esta caracterizado  por  la  presencia de dos  residuos  activos 

de  ácido  aspártico, uno sensible a  compuestos epóxicos9, mientras  que  el otro es sensible  a 

compuestos diazo en presencia de iones" Cu", ambos  tipos  de  compuestos  producen  inhibición 

de la actividad catalítica. Con base  en la secuencia conocida  de la pepsina de cerdo", se conoce 

que la inhibición de los compuestos  epóxicos y diazo se realiza en  los  residuos de aspártico 

Asp32 y Asp2 15, respectivamente. Las mediciones  de la dependencia de actividad  enzimática 

en  función del pH, muestran que los  grupos  carboxilo  Asp32 y Asp2 15 tienen  valores  de  pKa 
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alrededor  de  1.2 y 4.5, respectivamenteI2, esto implica  que  dentro  del  intervalo  de pH óptimo 

de actividad catalítica, Asp32 está ionizado mientras que  Asp2  15 está protonado. Todas las 

proteasas ácidas se inhiben  por  pepstatina,  un  oligopéptido aislado de  cultivos  de 

Streptomyses.13 

Secuenciación 

.' Se  conoce la secuencia completa de aminoácidos  de  la  pepsina  de cerdo' ', de  la  quimotripsina 

bovina14 y peni~illopepsina'~, además de  secuencias  parciales  de  información  para  varias 

proteasas ácidas de mamíferos y  hongo^'^,". La comparación  de estas secuencias  revela 

homología entre varias de ellas. La cantidad de residuos  idénticos  representa un 32%  del  total 

de  residuos entre pepsina porcina y penicillopepsina18. La secuencia de aminoácidos  alrededor 

de los ácidos aspárticos catalíticamente  activos es idéntica  en  todas  las  enzimas  estudiadas,  este 

hallazgo sugiere que l a s  proteasas ácidas de diferentes  fuentes  podrían estar relacionadas  al 

haberse  originado de un gen ancestral común. 

Aunque las secuencias homólogas implican  generalmente homología confomacional y, por 

lo tanto,  un mecanismo catalítico común, es sólo a  través  de una comparación  directa  de  las 

estructuras tridimensionales de cristalografia de rayos X que se obtienen  evidencias  para 

justificar la presencia de estructuras homólogas entre las  enzimas18. 

Arquitectura molecular 

La estructura  molecular de las  proteasas ácidas es  bilobular  con  una extensa fisura entre  los 

dos dominios, l a s  dimensiones  moleculares  son  aproximadamente 37 x 46 x 64 A. Los dominios 

son  de  casi  igual  tamaño, la cadena  polipeptídica se pliega  primero  en un lóbulo y luego en  el 

otro y posteriormente ambos lóbulos se conectan a través de un simple fi-agmento de cadena 
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polipeptídica. Así un lóbulo contiene el  grupo  N-terminal  mientras  que  el otro, el  grupo C- 

terminal. La molécula  entera está constituida  esencialmente de hojas  P-antiparalelas y hay sólo 

3 o 4 pequeñas  regiones  de a-hélice, conteniendo  de  1.5 a 2.5 giros.  Una  característica  general 

es la presencia  de  varios giros-p (en  forma  de h~rquilla)~. 

El  lóbulo  del  grupo  C-terminal consiste en  varias  hojas P extendidas  que  envuelven 

aproximadamente un núcleo de carácter  hidrofóbico,  el  lóbulo  N-terminal  contiene  una  bolsa 

bien  conocida y localizada  en !m0 de  los  lados de la fisura. En las  enzimas  de Rhyzopus y de 

Endothia, esta bolsa  contiene  un sitio de  iodización y lapresencia de cadenas  aromáticas dentro 

de  la  bolsa,  sugiere un ambiente  hidrofóbico. Como la pepsina y otras  proteasas  ácidas  tienen 

reportado que perdieron actividad catalítica con la iodi~ación'~, ésto indica  que  es  un sitio que 

contribuye a la especificidad. La superficie  externa  de  esta  bolsa  consiste  de  una  horquilla  con 

hojas  plegadas  sobre  el  interior  de  naturaleza  hidrofóbica.  Datos de rayos X sugieren  que esta 

hoja  plegada  puede  ser flexible y por  consiguiente presentar un mecanismo estructural que 

específicamente  proviene  de  interacciones  secundarias  que se pueden poner  en juego. 

Puentes Disulfuro 

En  la  secuencia  de  aminoácidos de la pepsina  porcina,  hay  tres  puentes  disulfuro  en  los  residuos 

45-50,206-210 y 250-283. La estructura  tridimensional de tres  enzimas de hongos (Rhyzopus, 

Endothia y Phenicillium janthinellum), muestran  un  puente S-S en  250-283,  este parece 

conservarse  entre  las  proteasas ácidas; la  estructura  molecular  sugiere  que  el giro asociado  de 

la cadena  polipeptídica puede jugar un  rol  para  mantener la integridad estructural  de  la 

enzimaI8. 

Se  conoce  la  composición de aminoácidos  para  las  tres  enzimas  de  hongos, y muestra  que,  sólo 

para  la enzima de Rhizopus, se tiene  un  segundo  puente S-S. Estudios  de  rayos X revelan ésto 
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en  los  residuos  45-50, sin embargo,  en  ambas  enzimas  penicillopepsina y Endothia, los  residuos 

45-50  están  localmente  cubiertos  de un lado  y la cadena  peptídica  entre  los  residuos 45-50 está 

arreglada  en  conformación  similar que en la enzima de Rhiz~pus '~ .  

Sitio activo 

Los residuos  activos  de  ácido  aspártico,  Asp32  y  Asp2 15 se localizan  en  el  interior  de  la  fisura 

entre  los  lóbulos  en  proximidad y accesibles  al  disolvente. El mapa de densidad  electrónica 

sugiere  interacciones  por  puente  de  hidrógeno  entre  ambas  cadenas  de  estos  residuos  de  ácido 

aspártico.  James  y  Williamszo  han  reportado  en estudios cristalográficos,  que  en  el  ácido 

maleíco  las  dos  interacciones  de  grupos  carboxilo  (comparten un protón)  y  presentan un valor 

de pK,  de 1 .S y  6.1. Hsu et al.'' proponen  una  compartición  similar  entre los dos  grupos 

carboxilo para explicar  los  valores  de pK, observados  de  Asp32  y  Asp2 15. De estudios 

cinéticos  de  pepsina  y  otras  proteasas  ácidas,  Voynick  et al."  han sugerido  que  las  proteasas 

ácidas  poseen un sitio  activo  extendido  tal  que  puede  acomodar  más  de  dos  residuos 

hidrofóbicos  flanqueando los enlaces  a  hidrolizar.  Se han realizado  estudios  con  péptidos 

sintéticos de varias  longitudes  son  usados  para  mostrar  que el sitio  activo  de  las  proteasas  ácidas 

puede  amoldarse  a la cadena  peptídica  de 7 residuos22,  esto  implica  que  el  sitio  activo  puede 

extenderse  sobre  una  longituh  aproximada  de 25 8,. Los análisis  de  rayos X muestran  que  la 

fisura  entre  los  lóbulos  tiene  un  largo  de  25 8, para la enzima  de Rhyzopus, la  molécula 

inhibidora se ha localizado  dentro  de  esta  fisura23 y que  se  ha  identificado  como  la  región  de 

unión  del sitio activo. 

Información del tamaño  y  extensión  del  sitio  activo  viene  de  estudios  cristalográficos de la 

enzima  de Rhyzopus unido a la pep~tat ina~~.  Como se menciono  anteriormente la pepstatina es 

un potente  inhibidor para las  proteasas  ácidas, y es un hexapéptido  con  solamente  residuos 

hidrofóbicos  en su secuencia en  una  estrecha  conformación. La pepstatina tiene un  largo  de 
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aproximadamente 20 A e igualmente se une  en  la  región  de  la  fisura  en  extensa  conformación 

cubriendo  un  largo  de  aproximadamente 20 A. Esto  es  consistente  con  las  propuestas 

mencionadas anteri~rmente~~. 

La región  plegada  encierra  una  bolsa  específicamente en  el lóbulo  N-terminal  que  interacciona 

intimamente  con la pepstatina.  Además  que  Asp32  parece estar ligado hertemente con  alguna 

parte  de la molécula  de la pepstatina. Detalles  respecto a la  estructura  característica  de  la 

interacción  enzima-pepstatina se realizaron  por  técnica  de  cristalografía  de  rayos 

Estructuras similares en todas las proteasas ácidas 

Se tienen  datos  disponibles  que  apoyan la generalización de que todas  las proteasas ácidas 

indistintamente de su hente de origen,  tienen  estructura  tridimensional  similar y cualquier 

diferencia  en  especificidad del sustrato o tipo  de  catálisis,  puede  explicarse  basándose  en  las 

siguientes  consideraciones  estructurales: (a) el  giro  (horquilla)  constituye una protección  para 

la bolsa  hidrofóbica  específica la cual  puede  moverse  hacia  afuera y esto altera la extensión  de 

las  interacciones  secundarias  con  las  moléculas  del  sustrato, (b) los  dos  lóbulos  pueden  moverse 

hacia adentro o afuera uno con respecto  al  otro y esto  altera la extensión de las  interacciones 

secundarias  con  las moléculas de  sustrato,  (c)  algunos  de los residuos  que  cubren la parte 

superior  de  la fisura pueden cambiar de  un  miembro a otro  de  la  misma  clase  sin  alterar  el 

mecanismo ~a ta l í t i co~~ .  

Hay  propuestas  tentativas  concernientes  al  mecanismo  de  acción pero es muy  prematuro  tener 

un  mecanismo  catalítico  de  las  proteasas  ácidas  en  general. 

El estudio  estructural  de  la  pepsina  humana  así como el de otras  proteasas  aspárticas  tiene  gran 

aplicabilidad en  el diseño de fármacos, que aseguran  su  biodisponibilidad  de tipo oral y su 
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acción especifica dirigida  a la inhibición  de  proteasas  aspárticas, tal como  renina o la proteasa 

de 

Pepsina 

La pepsina  es  una  enzima  comúnmente  conocida  que  se  localiza  en  los jugos gástricos  del 

sistema  digestivo  de  la  mayoría  de los animales  y  del  ser  humano,  siendo  trascendental  en el 

proceso  de la digestión. La pepsina  es  importante,  porque  es  una  de l a s  pocas  enzimas  que 

cataliza bajo condiciones  fisiológicas extremadamente  ácidas  para la ruptura  de  las  cadenas 

polipeptídicas.  Debido  a  que la pepsina  funciona  en  tales  condiciones  fisiológicas,  es  secretada 

como un zimógeno  en  forma  inactiva  (pepsinógeno). El pepsinógeno  no  ataca  las  células que 

hay  en la pared  del  estómago.  Pero si hay  mucha  pepsina  localizada cerca de la pared  del 

estómago  entonces,  está  empieza  a  corroer  dicha  pared y a  causar  muchos  problemas 

estomacales  tales  como  úlcera  gástrica. Si esta  condición  continua  seguida  de  una  reproducción 

acelerada  de bacterias,  la  úlcera puede  empeorar  porque la pared  no  puede  reponerse  a la  misma 

velocidad. Lo más  interesante  acerca de la pepsina  es  que  no sólo  se  halla en el tracto  digestivo 

de  los  humanos,  sino  también  en  el  tracto  digestivo  de  muchos  animales.  Un  ejemplo  es  que  se 

localiza en el tracto  digestivo  del  cerdo.  Otra  cosa  interesante que  se  halló es que  aún  cuando 

la pepsina  puede hacer  mucho  daño  al  estómago, la digestión  no  puede  ser  posible sin ella2'. 

Hay  diversas  proteasas  gástricas  estrechamente  relacionadas  las  cuales  son  llamadas  pepsinas 

(pepsina A, pepsina By pepsina C). La diferencia  entre  ellas  involucra  pequeñas  variaciones  del 

pH  óptimo,  especificidad  para  algunos  sustratos,  variación  de  la  estructura  primaria y el punto 

isoeIéctrico2*. 

Los primeros  estudios  de  las  propiedades  químicas y bioquímicas  de l a s  proteínas  se  realizaron 

en la  pepsina,  siendo la segunda  enzima  que f ie  cristalizada7 y la primera  enzima  en  ser 
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caracterizada  en su secuencia.  Además  de  ser  usada  como  modelo  de  difracción  de  rayos X73 
29 

La pepsina  posee  una  especificidad  muy  amplia,  pero  ataca  preferentemente  a  los  enlaces 

peptídicos en los  que  intervienen  con  los  aminoácidos  aromáticos  (fenilalanina,  triptófano y 

tirosina), así como metionina  y  leucina,  péptidos  pequeños,  pero  muy  pocos  aminoácidos 

libres3'. 

Propiedades fisicas de la  pepsina 

La pepsina  A  tiene una masa  molecular  promedio  de 35,000 Daltones  para  varias  especies28v 3 1 .  

El punto  isoeléctrico de la pepsina  está  reportado  entre  2.2532  y  2.8533.  Diversas 

determinaciones  del  coeficiente  de  sedimentación  de la pepsina  porcina  cristalizada  tienen un 

valor  de s2,, ,=2.9 - 3.3 S y  el  coeficiente  de difisión (D2,, w)34 es  cerca  de 9 ~ 1 0 - ~  cm2seg";  la 

rotación  óptica  específica  de la pepsina  a pH 4.6  y  25°C ([a]aoo= -63.5"; [a],,,= -178") y la 

1,=216 nm. Una característica  de la dispersión  rotatoria  óptica es que  no  cambia 

apreciablemente  por  breve  exposición  a  concentraciones 8M de  urea o 3 M de g ~ a n i d i n a ~ ~ .  Por 

otra  parte,  el  valor  de A, decrece  en  la  presencia  de  LiCl  y  si se incrementa  la  temperatura 

arriba  de 60°C; ambos  cambios son acompañados  por la pérdida  de  la  actividad  enzimática.  La 

absortividad molar a 278 nm es  de 5 1x1 O3 M-' cm" 36 . Estudios  de la dispersión  óptica  y 

dicroísmo  circular  de la pepsina  indican  que  hay  cambios  conformacionales  cerca  de pH l. 1 y 

pueden  mostrar  un  pequeño  efecto  Cotton  y  bandas  dicroicas  en la región  de  260-290 

Secuenciación de la pepsina 

L a  pepsina  porcina A es la primera  proteasa  aspártica  a  la  cual  se  le  determinó  completamente 

su  secuencia  de  aminoácidos7.  Tiene un total  de  326  aminoácidos,  recientemente se determinó 
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la secuencia de DNA que codifica para la síntesis de la pepsina porcina la cual también 

confirma esta observación en el número de ami no ácido^^^. En la figura 1 se muestra la 

estructura primaria de la pepsina de cerdo7. 

ILE’  GLY  ASP GLU PRO5 LEU GLU ASN TYR LEU’O ASP  THR  GLU 
TYR PHE”  GLY  THR ILE GLY  ILEm  GLY  THR  PRO  ALA  GLN25  ASP 
PHE  THR  VAL I L P  PHE  ASP THR  GLY SERs SER  ASN LEU l R P  
VAL”’  PRO SER VAL  THR C Y 9  SER  SER LEU  ALA C Y 9  SER  ASP 
HIS ASN G L P  PHE ASN  PRO  ASP ASP SER  SER  THR  PHE G L F  
ALA THR SER GLN GLU” LEU SER L E  THR T Y R 7 5  GLY  THR  GLY 
SER EP THR  GLY ILE LEU GLV5 TYR ASP  THR  VAL  GLNW  VAL 
GLY  GLY ILE SER45 ASP THR  ASN  GLN  ILE” PHE GLY LEU SER 
GLUE THR GLU PRO  GLY  SER’’O  PHE  LEU TYR TYR ALA’15  PRO  PHE 
ASP  GLY  ILE” LEU GLY LEU ALA M i l z 5  PRO SER ILE SER ALA’” 
SER  GLY ALA  THR  PRO’% VAL PHE  ASP  ASN LEU“O TRP  ASP  GLN 
GLY  LEU1“  VAL SER GLN  ASP LEU’”  PHE  SER  VAL  TYR  LEU’=  SER 
SER  ASN  ASP  ASP‘m  SER  GLY  SER  VAL  VAL’= LEU LEU GLY  GLY 
ILElm ASP SER SER TYR THR  GLY  SER LEU ASNlm  TRP  VAL 
PRO  VAL SER185 VAL  GLU  GLY  TYR  TRPIW  GLN ILE THR  LEU  ASP1% 
SER ILE THR  MET ASPzm GLY  GLU  THR ILE ALArn CYS  SER  GLY 
GLY  CYSZ1O GLN ALA ILE VAL THR  GLY  THR SER LEWa LEU 
THR  GLY  PRO  THRZ5 SER ALA  ILE ALA AStP“ ILE GLN SER ASP 
lLE2%  GLY  ALA SER GLU  ASW”’  SER  ASP  GLY  GLU t~€T2‘~ VAL  ILE 
SER  CYS  SERrn SER ILE ASP  SER LEUs PRO  ASP ILE VAL  PHE2W 

TYR ILP7’ LEU GLN ASP ASP ASPw SER CYS THR SER GLYZe5 PHE 
GLU GLY E T  ASPrn VAL PRO THR SER SERx GLY GLU LEU l R P  
lLEm LEU GLY ASP VAL PHEm ILE ARG GLN TYR TYR”’ THR VAL 
PHE ASP ARG’l5 ALA ASN ASN LYS VALM GLY LEU ALA PRO VAL 

THR ILE  ASP GLY. VALm GLN TYR PRO LEU SER‘” PRO  SER ALA 

U 3 2 0  

Figura 1 
Estructura primaria de la pepsina de cerdo. Los superíndices indican la numeración de los 
aminoácidos. 

Arquitectura molecular de la pepsina 

La estructura terciaria de la molécula se muestra en la figura 2 y se observa que la enzima 

consta de dos dominios separados por una extensa fisura la cual contiene el sitio activo y el sitio 

de unión del s u ~ t r a t o ~ ~ ~ ~ ~ ,  un dominio contiene el grupo N- terminal  Constituido por la  primera 

mitad de la cadena polipeptídica que incluye los residuos del 1 al 175 aproximadamente, el otro 
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dominio  contiene  del 175 al 326 y constituye  el  dominio  C-terminal.  Sin  embargo,  el giro f3 

que  comprende  los  residuos  del  309  al  326 , se localizan  entre  los  dos  dominios,  establece un 

contacto hidrofóbico  con ambos dominios y puede ser  considerado  como  parte  de  cualquier 

dominio29. 

La pepsina  esta  caracterizada  por una alta  concentración  de  grupos  con  carga  negativa (30 

ácidos  aspárticos y 13  ácidos  glutámicos),  además  de  un  grupo  fosfórico  unido  covalentemente 

a la Ser68  mientras que el  número de grupos  con carga positiva es sólo de 57. 

Consecuentemente,  el  estado  de  ionización  de  los  grupos  carbonilo  es  determinado  por  el  pH 

del  medio  que  pueden  influenciar  fuertemente la estabilidad  de  la.  pepsina.  Experimentos  con 

soluciones  de  pepsina  a  diferentes  pH  usando  técnicas  ópticas  muestran que los  dos  dominios 

tienen  movilidades  independientes7 . 

La especial  disposición  de  los  grupos  cargados  en la molécula  de la pepsina  aseguran  la 

estabilidad  de la enzima  a  un  pH  bajo,  para  la  mayor  parte  de  las proteínas, el  número  de 

grupos  ácidos o básicos  no  difieren  mucho y por  consiguiente  a pH extremos,  la  carga  total de 

la  molécula se incrementa y la repulsión  electrostática  desestabiliza  la  estructura  de  la  molécula. 

En la pepsina  hay,  contando la cadena  N-terminal, sólo dos  grupos  cargados  positivamente  que 

no  comparten su par  iónico y están  aparte  de la estructura  espacial4'. Las dimensiones  de  la 

enzima son aproximadamente de 37 x 46  x  64 A4' y la  masa  molecular  del  lóbulo  N-terminal 

es de 21,450  Daltones y para  el  C-terminal es de  13,200 D a l t o n e ~ ~ ~ .  
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Figura 2 
Esquema  de la estructura  tridimensional  de  la  pepsina  porcina  en la que los 
listones  rojos  son a-hélices, los listones  amarillos hojas-p,  las líneas  azules 
giros-p, en  verdes  el  grupo C y N terminal y en  negro los aminoácidos  del 
sitio  activo. 
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Desnaturalización 

La estructura  tridimensional  de  las  proteínas  puede  destruirse  mediante  tratamientos  que 

rompen  las  interacciones  débiles  en un proceso  denominado  desnaturalización,  y  puede  ser 

inducido  por  cambios  en  los  valores  de  pH,  de  fberza  iónica,  por  la  presencia  de  sales 

inorgánicas , disolventes  orgánicos o por  la  variación  de  la tem~era tura~~.  La desnaturalización 

destruye  la hnción proteíca,  lo que demuestra  la  relación  entre  estructura y fbnción. El proceso 

de  desnaturalización  puede  estudiarse  observando  los  cambios  que  ocurren  en  diferentes 

propiedades  de  la  proteína,  tales  como  características  espectroscópicas o actividad  biológica. 

Entre  las  técnicas  empleadas  para  los  estudios  de  desnaturalización  tenemos:  proteólisis, 

pérdida  de la actividad  enzimática,  cromatografía  de  exclusión,  fluorescencia,  espectroscopía 

diferencial  ultravioleta,  resonancia  magnética  nuclear,  dicroísmo  circular y calorimetría 

diferencial  de  barrido44. 

En el  estudio de la estabilidad  termodinámica  de  las  proteínas,  los  principales  resultados 

obtenidos  indican que la desnaturalización de proteínas  pequeñas (masa molecular  menor  a 

35,000 Daltones) es generalmente un proceso  reversible  de  una sola etapa, que involucra  dos 

estados termodinámicos  estables, el estado  nativo  y  el  estado  desnaturalizad^^^. 46. En estos 

casos  es  posible  caracterizar  termodinámicamente  el  proceso  de  desnaturalización  a  través  de 

la determinación  de los cambios  de  entalpía,  energía  libre,  entropía  y  capacidad  calorífica4'.  El 

proceso  de  desnaturalización  puede  estudiarse  en  condiciones  de  equilibrio,  bajo  las  cuales  la 

transición  es  reversible;  la  información que se obtiene  a  partir  de estos estudios  sirve  también 

para interpretar  el proceso de adquisición  de la estructura  nativa4*. 

Para proteínas de masa  molecular  mayor  de 35,000 Daltones se  ha observado que el  proceso 

de  desnaturalización es más  complejo,  ya que se pueden  detectar  especies  intermediarias 

estables.49  Además,  dicho proceso incrementa  su  complejidad  para  el caso de  proteínas 
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oligoméri~as~~; sin embargo,  es  necesario  trabajar  con  estos  sistemas,  ya  que  la  mayoría  de  las 

proteínas  involucradas  en los fenómenos biológicos  caen dentro de este grupo de proteínas. 

La desnaturalización  e  inactivación  de la pepsina  se da particularmente  en  la  región de pH 6 

a 7 o superior, donde se denomina comúnmente desnaturalización  alcalina. La pepsina es 

estable  a  valores  de pH bajos,  pero  es sensible a pH altos y se inactiva rápidamente  de  pH 6.5 

a 7 o superiores. Lapepsinapierde gradualmente  la  actividad  en  soluciones  fuertemente  ácidas 

a pH 1.5 y 50°C, el  decaimiento  de  la  actividad es paralela  a la pérdida  de  nitrógeno,  bajo estas 

condiciones,  la  autohidrólisis  probablemente  contribuye  a la pérdida de la actividad. En 

soluciones  muy  ácidas, ocurre primero la desnaturalización seguida por la hidrólisis  del enlace 

peptídico". 

La desnaturalización térmica de la pepsina, de acuerdo  a  estudios  calorimétricos  efectuados  por 

Privalov et es un proceso complejo que se lleva  a  cabo  en  dos distintos estados que 

ocurren  a diferentes temperaturas,  en donde el  segundo  estado es completamente  reversible. 

Estos  estados corresponden a la hsión separada de  las  dos  partes  independientes  de  la 

molécula, esta empieza con  el  lóbulo  N-terminal y el  más  estable es el  C-terminal,  en donde 

ninguna de las  dos  fases  representa  una  transición  de  dos  estados,  el análisis de  esas  transiciones 

muestra  que ambas partes  de Ir: molécula  de la pepsina  consiste  de  dos  unidades  cooperativas 

cuasi- independiente^^^. Makarov et als3 han  sugerido  que  el  número de regiones  cooperativas 

o dominios energéticos en  la  pepsina  son  función  del  pH  del  medio ambiente de la  molécula. 

Todas las cuatro unidades  cooperativas  de  la  pepsina  tienen una estructura compacta  con un 

bien  desarrollado  núcleo hidrofóbico y además que  dichas  unidades deberían considerarse  como 

dominios estructurales de la  molécula,  consecuentemente  cada lóbulo de la molécula de  la 

pepsina representa un bloque estructural consistente de dos  dominios. La presencia  de  la 

pestatina,  hace que los  dos  dominios  en  el lóbulo N-terminal,  cooperan  en  forma  de un sistema 

Ú I I ~ C O ~ ~ .  
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Como se mencionó anteriormente, la  pepsina se desnaturaliza  en  dos  distintos  estados 

ocurriendo cada uno a diferente temperatura. Además de que no se pueden considerar como 

dos  pasos consecutivos, la transformación  inducida  por la temperatura  de  un  sistema sencillo 

pero  procede  en  más o menos subsistemas  independientes  los  cuales  difieren  en la cantidad  de 

los  grupos ionizable?'*. 

Sin  embargo, tanto Privalov et como Makarov et no  hacen una propuesta  definida 

y clara de un posible mecanismo de la desnaturalización térmica de la pepsina,  por  lo  que 

basándonos  en  estos  antecedentes  nos  planteamos  el  objetivo  de este proyecto. 

Inhibición 

El  papel  del  etanol es el  de servir como inhibidor  de la autohidrólisis  de la pepsina,  debido  a 

que  hace  que se intensifiquen  las  interacciones entre las  cargas  electrostáticas comparado con 

el medio acuoso53, esta inhibición es consecuencia  de  la  formación de enlaces entre  el  grupo 

hidroxilo del etanol y uno de  los  carboxilos activos54, dicha unión  induce  cambios 

conformacionales. Los cuales ocurren  con  el  residuo  de  Asp-2  15 y además el  etanol  hace que 

cambie  el  ambiente  local  de  los residuoss2. 

Objetivo 

Estudio  de la desnaturalización térmica  de  la  pepsina  de cerdo por  dicroísmo  circular  para 

determinar  el mecanismo de desplegamiento y la  posible  existencia  de  un  intermediario estable 

durante  el  proceso. 
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Tratamiento  de  Datos 

Modelo de dos estados reversible 

Asumiendo un modelo de dos  estados  para la desnaturalización reversible de  una  proteína, 

podemos analizar los datos de algún  parámetro fisico [@] que pueda sufrir  un cambio debido 

a la modificación de la conformación  de  una  proteína  al  pasar  del estado nativo [N] al estado 

desnaturalizado [Dl y a  partir  de  estos  datos  calcular la constante  de equilibrio del  proceso: 

rr 

N"+ D 

O bien en términos de la fracción nativa UN) y de la fracción  desnaturalizada (fD) de la 

proteína: 

K= f d  f N  =fd(l- f D >  (2) 

Siendo: 

f,, puede  determinarse  experimentalmente si se mide  dicha  propiedad física (4) en  función  de 

la  temperatura, para el estado nativo (&), el estado desnaturalizado (@D) y cualquier  punto  de 

la  transición  a la temperatura T (&). 

18 



Bajo este esquema la proteína posee solamente  dos estados termodinámicos  macroscópicos,  el 

estado  nativo y el estado desncturalizado. La constante  de equilibrio se puede expresar  como: 

LOS parhetros termodinámicos AGO, AH', se pueden  obtener  a  partir  de: 

AGO= -RTlnK 

d l n K  

Modelos  para procesos irreversibles 
Modelo de dos estados irreversible 

La desnaturalización térmica de muchas proteínas es irreversible. Para explicar  los  cambios 

ocurridos en este proceso se ha utilizado el modelo irreversible de dos estados. 

N hp+ D 

Donde N representa el estado nativo, D el estado desnaturalizado irreversible de la proteína y 

kp la constante de velocidad aparente de primer orden,  la  cual cambia con la temperatura  según 

la ecuación de Arrhenius. 

kap = A exp( - E - - )  RT 
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Sánchez- Ruiz et aZ? derivaron  varios métodos para  calcular la energía  de  activación  aparente 

Eap, del  proceso,  a partir del análisis  de  curvas  calorimétricas. Dos de estos métodos pueden  ser 

adaptados para utilizar la información  de  los estudios por  dicroísmo  circular56. 

El primer método relaciona el  doble  logaritmo  de la fracción de proteína en el estado nativo 

UN) y el inverso de la temperaiura: 

Entonces  a  partir  de  un gráfico del In {In[ l/fN]} en función de 1/T se obtendrá  una  línea  recta 

con  pendiente  igual  a  -E/R. 

El segundo método relaciona la temperatura media (T,) de  la  curva  de  transición  del  estado 

nativo al estado desnaturalizado, con la velocidad  de  calentamiento (v): 

V AE In-  =In- 
r2  R 

E 
RT m 

Donde A es  el  factor  pre-exponencial de la ecuación  de  Arrhenius. Por lo que, a partir de un 

gráfko del In VE', en h c i ó n  de U",, se obtendrá una línea recta con pendiente igual  a -Em. 

La constante de equilibrio aparente  es: 

20 



Donde fN = (1 - f *, ap ) y fD, ap es la &acción aparente de la proteína  nativa. 

La entalpía de  van't Hoff se deduce de la  dependencia  de  la  temperatura de la Kp dando5': 

Modelo de Lumry- Eyring 

Un segundo modelo que explica la desnaturalización  irreversible  de una proteína es el  modelo 

de Lumry-Eyring'*. El cual  involucra la presencia de un estado  nativo (N) un  estado  desdoblado 

0, y un estado desnaturalizado irreversible (D). 

N+%U-+D k 

Donde K es la constante de equilibrio para la transición de N a U (modelo III), k es la constante 

de  velocidad de primer orden para la reacción  de U a D que  varía  con la temperatura de acuerdo 

a la ecuación  de  Arrhenius. 

Teniendo: 

K=fLJf ,  

Y 

f N  ff" + fD= 1 
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fN la fracción nativa, fU la fiacción del estado desdoblado y f ,, la  fracción  de  la  proteína 

desnaturalizada irreversiblemente, por  lo tanto al  aplicar  este modelo a la desnaturalización 

térmica  de  una  proteína que presente un intermediario estable, se podría  en  principio,  calcular 

de manera directa la entalpía de van't Hoff para la reacción reversible, si es posible  estimar  los 

valores  de fN y fu a varias temperaturas. 
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Procedimiento experimental 

Purificación de la pepsina 

Reactivos 

Pepsina A de cerdo (EC 3.4.23.1)  comercial  de  Sigma, Co. ( Lote No.123H8035). 

Etanol absoluto de Mallinckrodt. 

Agua desionizada. 

Cromatografia de filtración en gel 

Se realizó la purificación de la pepsina A de cerdo (EC 3.4.23.1)  comercial de Sigma (lote 

No. 123H8035) por medio de una cromatografia  de  filtración en gel, usando  una columna TSK 
HW-4O(Merck) de 38 cm de largo y 2.5 cm de  diámetro. Utilizando como eluyente  una 

disolución reguladora de fosfatos 0.05 M a pH 6.0. La columna se encontró acoplada a un 

colector de fiacciones LKB Bromma modelo 2 1 1 1 con un  sensor de W LKB Bromma modelo 

2138 y una bomba peristáltica LKB modelo P-l. 

Cromatografia líquida de alta  presión ( EIPLC) 

La purificación final se realizó por  intercambio  iónico  en  cromatografia  de  líquidos  de alta 

presión (HPLC). Empleando una columna Biogel  DEAE-5-PW de 75 mm de  altura y 7.5 mm 
de diámetro, acoplada a  un cromatografo Varian  Serie 9000. Se utilizó como eluyente  una 

disolución reguladora de fosfatos 0.05 M pH 6.0, con  un gradiente de KC1 1 M en  la  misma 

disolución de fosfatos.  Las  muestras heron recromatografiadas  bajo  las  mismas  condiciones. 
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Por  último, la muestra se desalinizó en una columna PD- 1 O, utilizando  el  mismo  regulador 

como eluyente. 

Determinación de la concentración de la  proteína 

La concentración de proteína se determinó espectrofotometrícamente por  lectura  de  la 

absorbencia  a  280 nm, utilizando un  coeficiente  de  absortividad  al 1 % en  celda de 1 cm de 14.1 
59 

Electroforesis 

Electroforesis en gel de poliacrilamida en  presencia de SDS 

La electroforesis  en gel de poliacrilamida  en presencia de SDS (dodecil  sulfato de sodio),  se 

realizó  en un equipo Phast System (Pharmacia LKB). Se  usó  una  placa homogénea de gel  de 

poliacrilamida  20% (0 .45~43~50  mm), con un sistema regulador  de O. 1 12M  de  acetato y 

O. 1 12M de Tris a pH 6.4 (Phastgel Homogenius 20) y dos  tiras reguladoras (2% agarosa) 

conteniendo  0.2M de tricina,  0.2M de tris, 0.55% de SDS a pH 8.1.  Se aplicó una  corriente 

constante de 1 O mA por 45 min a  1 50C60. 

Electroforesis en gel  de poliacrilamida nativa 

La electroforesis en  gel de poliacrilamida, se realizó en  un equipo Phast System (Pharmacia 

LKB).  Se  uso una placa homogénea de  gel de poliacrilamida 20% (0 .45~43~50  m), con un 

sistema  regulador de O. 1 12M de acetato y O. 1 12M de Tris a pH 6.5 (Phastgel Homogenius 20) 

y dos tiras reguladoras (3% agarosa) conteniendo 0.88M de  L-Alanina, 0.25M de tris, apH 8.8. 

se aplicó  una potencia constante de 2 W por 45 minutos  a  150C6'. 
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Revelado  de  la placa 

La fijación, teñido y desteñido se efectuó  de acuerdo al protocolo sugerido por  el  proveedor 

(LKB)". 

Inhibición  de la enzima 

Para prevenir la aut~hidrólisis~~ la enzima fue  inhibida  con  etanol  al 10% (masdvolumen). 

Estudio  por  Dicroísmo  Circular 

Espectros de dicroísmo circular en  el UV lejano 

Los espectros de dicroísmo circular @C) se obtuvieron  en  un espectropolarhetro Jaco  J 500 

A, calibrado con ácido (+)- 1 O-canforsulfónico@. 

Los espectros obtenidos en la región  del  ultravioleta lejano (190-240 m) para  la 

determinación  del  contenido de la estructura secundaria y el estudio del cambio 

codormacional en  función de la temperatura se realizaron  en  una  celda con recorrido  óptico 

de 0.1 cm, con chaqueta de circulación  de agua y un bafio HAAKE-NK-22  para  el  control 

de  la  temperatura.  Se  midió  directamente la temperatura  en la celda  con  un  termómetro  digital 

(Tegam modelo 872). La conccntración  de la enzima empleada fue de 0.7  1 1 mg/ml a un pH 

final  de 6.2. 

Los espectros de dicroísmo  circular  son  reportados  como elipticidad por  residuo  medio 

[O],,,,,, la cual fue calculada utilizando una masa molecular de 1 10 por  residuo65* . 
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Curvas de transición en UV lejano 

La desnaturalización térmica se siguió por  el cambio en  la  elipticidad : a) a 230 nm y b) a 

220 nm. El cambio de temperatura  en la muestra  de  15°C  a  70”C, se realizó a  velocidad  de 

calentamiento  constante, se seleccionaron éstas de O. 1 a  1.5 “C/min (con  una  precisión  de 

k0.02 “C/min), las elipticidades observadas heron transformadas  a  fracción  aparente  de 

proteína desnaturalizada f D, ap usando la ecuación 4. 

Curvas de calentamiento-enfriamiento en UV lejano 

La curvas de calentamiento-enfriamiento se siguieron por  el cambio en la elipticidad  a)  a  230 

nm y b) a 220 m. Para ésto se hizó un  calentamiento  a  velocidad  controlada  hasta una 

temperatura T’ e  inmediatamente se enfrío  súbitamente  (aprox. lO”C/min) hasta 25°C. Las 

elipticidades  observadas herol: transformadas a fracción  aparente de proteína  desnaturalizada 

fD, ap, usando la ecuación 4 y se calculó la  constante  de  equilibrio  usando  la  ecuación 5. 

Espectros de dicroísmo circular en el UV cercano 

Los espectros obtenidos en la región del ultravioleta  cercano (250-330 m) para  la 

determinación  del  contenido de la estructura terciaria y el  estudio  del cambio conformacional 

en  función de la temperatura se realizaron en una  celda  con  recorrido óptico de  1 .O cm,  con 

chaqueta de circulación de agua y un  baño  HAAKE-NK-22 para el control de la temperatura. 

Se  midió directamente la temperatura en la celda  con un termómetro digital (Tegam modelo 

872). La concentración de la enzima empleada h e  de 0.71 1 mg/ml  a  un pH final de 6.2. 
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Curvas de transición en  el UV cercano 

La desnaturalización térmica se siguió por  el cambio en la elipticidad  a 289 m. El cambio 

de  temperatura en la muestra  de  15°C  a  70"C, se realizó a  velocidad  de  calentamiento 

constante, ésta se seleccionó a un 1.0 "C/min (con una  precisión de k0.02  "C/min), l a s  

elipticidades  observadas  fueron  transformadas  a  fi-acción  aparente  de  proteína  desnaturalizada 

f ,,, np, usando la ecuación 4. 

Curvas de calentamiento-enfriamiento en el UV cercano 

La curva de calentamiento-enfriamiento se siguió por  el cambio en  la  elipticidad  a 289 nm. 
Para  ésto se hizó un  calentamiento  a  velocidad  controlada  hasta  una  temperatura T' e 

inmediatamente se enfrío súbitamente  (aprox. 10"C/min) hasta 25OC , Las  elipticidades 

observadas  fueron  transformadas  a  fi-acción aparente de  proteína  desnaturalizada f o .  ap, 

usando la ecuación 4 y se calculó la constante de equilibrio usando  la  ecuación 5. 
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Capítulo 4 
Resultados y Discusión 
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Resultados y Discusión 
Purificación de la  Pepsina 

Cromatografía de filtracidn en gel 

En la figura 3 se muestra  el  perfil  de  elución  para  la  filtración en gel de la pepsina  en 

regulador  de  fosfatos  a pH 6.0. Graficando la absorbencia  a 280 nm en  función  de la 

fracción,  se  observarón  tres  picos.  Solamente el pico No. 1 presentó  actividad  proteolítica 

frente  a  hemoglobina. Las fracciones de la 8 a 13 fueron colectadas en  una sola  fracción 

llamada  extracto  crudo,  para su posterior  purificación. 

Cromatografia líquida de alta presión (HPLC) 

La purificación  del  extracto  crudo se realizó  por  intercambio  iónico en cromatografia  líquida 

de  alta  presión (HPLC), en la figura 4 se muestra el patrón  de  elución  de la  pepsina en 

regulador  de fosfatos  a pH 6.0, utilizando un gradiente  salino  de  KC1 lM, en la cual se 

observó  que  el pico de  máxima  absorbencia  corresponde  a  la  pepsina y se colectó éste  con 

una concentración final de 0.85 mg/ml. 

Inhibición de la  enzima 

La muestra colectada  del HPLC f ie  desalinizada  en  una  columna PD- 1 O e  inmediatamente 

la  enzima  fue  inhibida  con  etanol  en  proporción  del 10% (d), la  disolución  resultante  tuvó 

un pH  de 6.2. 
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Figura 4 
Cromatografia  de  intercambio  iónico  para la pepsina  de  cerdo  en HPLC. 
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Electroforesis  en gel de poliacrilamida 

Posteriormente  se  realizó  una  prueba  de  electroforesis  a  la  proteína  purificada  tanto  en 

presencia  como en ausencia  de  dodecilsulfato de  sodio (SDS), en ambos  casos  se  observó 

una sola banda,  por  lo  que  podemos decir  que  la  enzima h e  purificada  a  homogeneidad 

(figuras 5 y 6) .  

Dicroísmo Circular 

Estudio del cambio en  la estructura secundaria 

Se obtuvieron los espectros  de  dicroísmo  circular en  función  de la temperatura,  usando  una 

concentración  de 0.71 lmg/ml  de la proteína, en el  intervalo  de 190 a 240 m. (figura 7). 

Esta región  espectral  es  el reflejo de la estructura  secundaria  de  las pr~teínas~'.~~. Se observó 

un mínimo  a 21 5 nm característico de  las  proteasas ácidas, las  cuales  presentan un alto 

contenido  de h0jas-p"j. Al aumentar la temperatura se  observó un cambio en  las  magnitudes 

espectrales, lo que  implica  la  aparición  de  estructura  desordenada en la  cadena  polipeptídica. 

Así  mismo,  las muestras  fueron  calentadas a temperaturas  superiores a 75°C no  mostrando 

reversibilidad en la  señal  de  dicroísmo  circular  cuando  fueron enfiadas a 25°C. 
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Figura 5 
Electroforesis en  gel  de  poliacrilamida  en  presencia  de  dodecilsulfato  de 
sodio (SDS) para  la  pepsina  de  cerdo.  Carril c proteinas  patrón: 1) fosforilasa 
by 94 kDa, 2) albúmina, 67 ma, 3) ovoalbúmina, 43 kDa, 4) anhidrasa 
carbónica, 30 D a ,  5) inhibidor  de  tripsina, 20 D a ,  6 )  a-lactoalbúmina,  14.4 
D a .  Carril  a  proteína  nativa (0.7 1 lmg/ml). Carril  b  proteína  desnaturalizada 
(0.71 lmglml). 
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Figura 6 
Electroforesis en  gel  de  poliacrilamida  de  la  pepsina-etanol 10 %. 

Carril  a  proteína  nativa,  carril b proteína  desnaturalizada 
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Efecto de  la  velocidad  de calentamiento en la desnaturalización térmica 

En la  figura 8 se presentan  las  curvas  de  transición  seguidas  por el cambio en la elipticidad 

a 230 nm a  diferentes  velocidades  de  calentamiento. Se observa  una  curva  monofásica  que 

es  dependiente  de  la  velocidades  calentamiento,  lo  que  implica  que el proceso  se  encuentra 

bajo control cinético, debido  a  la  presencia  de  una  reacción irre~ersible~~. Después de 

realizar  cada  curva  de  transición y enfriar  a 25°C en  las  muestras se  apreció  turbidez.  Esto 

nos  sugiere  que la  irreversibilidad  puede  estar  asociada  con  la  agregación  de  la  proteína. 

Desde el punto  de vista del  carácter  irreversible  de  la  desnaturalización  térmica  de  la  pepsina, 

se  analizaron  las  curvas  de  transición  en  términos  de un modelo  irreversible  de  dos  estados. 

N-+ D k.P 

Donde N representa el estado  nativo, D el estado  desnaturalizado y kap la  constante  de 

velocidad  aparente  de  primer  orden  que  cambia  con  la  temperatura,  según  la  ecuación  de 

Arrhenius. 

Por  lo  que,  utilizando la ecuac:'ón 9 y haciendo un gráfico  del  doble  logaritmo  del  inverso 

de la  fracción  nativa ( ln[ln( 1 /fN }I ) contra  el  inverso  de  la  temperatura (UT), a  partir  de l a s  
curvas  de  transición  (figura 8) se obtiene  una  línea  recta ( para  cada  velocidad  de  barrido) 

con  una  pendiente  igual  a -E/R (figura 9). En la  tabla I se reportan  las  energías  de  activación, 

las  temperaturas  medias  de la  transición (T,) y el factor  de  correlación  calculados  a  partir  de 

la ecuación 9 y la  figura 8. Se obtuvó  una  energía  de  activación  promedio  para el proceso 

de 22W12 kVmol. 
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Figura 8 
Curvas de  desnaturalización  térmica  de  la  pepsina de,cerdo-etanol (10 YO m/v) en  fúnción 

de  la  temperatura  seguidas  por  monitoreo  de  la  elipticidad a 230 nm y a  diferentes 
velocidades  de  barrido: 0.1 (O), 0.2 (O), 0.5 (A), 1.0 (O), 1.3 (M), 1.4 (A) y 1.5 (V) "Chin. 
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Figura 9 
Gráfico  de In  (In ( l/fN)) vs 1/T para  cada  velocidad  de  barrido  de las curvas  de  transición 

de  la  figura 8: 0.1 (a), 0.2 (O), 0.5 (A), 1.0 (O), 1.3 (I), 1.4 (A) y 1.5 ('I) "Urnin. 
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v ("C/min) Tm (K) Tm ("C) Corr. E (kJ/mol) 
o. 1 31 0.5 37.3 0.997 240 
0.2 

242  0.994 38.5 31 1.6 0.5 
22 1 0.998 38.1  31 1.3 

1 .o 
227 0.991 41.7  314 9 I .3 
218 0.992  40.0 31 3.2 

I 1.4 I 3170 I 43.9 I 0.970 I 213 I 
1.5 I 318.8 I 45.7 I 0.991  241 

Tabla I. 

Energía de activación determinada variando la velocidad de calentamiento. 

Se incluyen los valores obtenidos de las energías de activación, los valores de la T, y el 

factor de correlación para la regresión  lineal. Calculados a  partir de la  ecuación 9 y de la 

figura 8. 
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Figura 10 
Gráfico  de In (VE,,, ') versus 1/T, . Cada punto corresponde a  cada una de  las  curvas  de 
transición de la figura 8. 
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En contrapunto, utilizando el segundo método,  ecuación  10  para calcular la  energía de 

activación y haciendo un gráfico del  logaritmo de la  velocidad de barrido entre la 

temperatura media de la transición al cuadrado (In v / T,') fiente el  inverso de la 

temperatura media de la transición ( 1 / T,) se observó una apreciable curvatura (figura 1 O) 

lo que sugiere que la hp no es constante de velocidad de una reacción  elemental. 

Por  lo tanto, se observó una discrepancia en los resultados de los diagramas para  el  cálculo 

de la energía de activación; el primer método, figura 9, indica que la desnaturalización 

térmica de la pepsina cumple con un modelo irreversible de dos estados, mientras que el 

segundo método,  figura 10, no permite explicar la desnaturalización por dicho modelo. 

Para explicar el comportamiento observado se considera que la  desnaturalización  térmica de 

la pepsina sigue un mecanismo de Lwnry-Eyring (modelo 111). 

N fK"+ U "+ D k 

Donde K es la constante de equilibrio para la transición del estado nativo (N) al  estado 

desdoblado (U), k es  la constante de velocidad de primer  orden,  para la reacción  del estado 

desdoblado (U) al estado desdoblado irreversiblemente (D), que varía con la temperatura 

según la ecuación de Arrhenius. 
b 

Estimación de la entalpía de van't Hoff aparente 

Considerando un modelo irre-.:ersible de dos estados es posible calcular la entalpía de van't 

Hoff aparente (AH vH, ) a  partir de los datos de las curvas de transición a 230 nm.de  la 

figura 8 y utilizando las  ecuaciones 1 1 y 12 . En la tabla I1 se reportan las valores obtenidos 
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de  la  entalpía  de  van't Hoff aparente  a  diferentes  velocidades  de  calentamiento . Se obtiene 

un AH vH,ap P romedio  de 344* 16 kJ/mol, el  cual  es  del  mismo  orden  que  para  otras  proteasas 
 i id as^^. 
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I v (OC/min) I Tm (K) bm ("C)l AH (kJ/mol) I 
I 0.1 I 310.5 I 37.3 I 345 I 
I 0.2 I 311.3 334 I 
I 0.5 I 311.6 I 38.5 I 324 I 
I 1.3 I 314.9 I 41.7 I 370 I 
I 1.4 I 317.0 I 43.9 I 338 I 
I 

~ 

I I I I 

1.5 I 318.8 I 45.7 I 354 I 

Tabla II 

Se  muestran los valores obtenidos de AHVH ap y las T, para cada una de las distintas 

velocidades de calentamiento calculadas a partir de la ecuación 12 y la figura 8. 
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Estimación  directa de la entalpía de van't Hoff (AH vH ) 

El análisis de los datos mostrados se basa en la  suposición de que la  desnaturalización 

térmica de la pepsina sigue un mecanismo de Lumry-Eyring. Además para poder sustentar 

todo lo anterior, se pudó demostrar  experimentalmente  la  presencia de un estado desdoblado 

(U), el  cual esta en equilibrio con el estado nativo 0. Se observó que cuando la enzima se 

calentaba  (a 1.0 OC/min) hasta una temperatura T' y se  enfiaba súbitamente (aprox. 10 

OC/min) hasta 2S°C, la alteración en la  señal de dicroísmo circular (elipticidad a 230 m) es 

considerablemente reversibl!: (figura 11). Además si los cambios de elipticidad  son 

expresados como fD,apy bajo la suposición que el estado N y el estado D muestran la misma 

el ipt i~idad~~.  Tenemos que f D ,  ap = f D  +fu dfu es la fracción de la proteína en  el  estado 

desdoblado U y f D  la fracción de proteína en el estado desnaturalizado irreversiblemente D). 

Por lo tanto, cuando se enfría la proteína desde una temperatura T' hasta 25OC la  amplitud 

de la reversibilidad de la señal en f D  dará  una  estimación  del  valor de f u  a  la  temperatura 

T' . 

La constante de equilibrio para la reacción reversible puede ser calculada a  partir  de: 

Para una serie de experimentos de enfriamiento rápido desde diferentes T', en la región de 

la temperatura de transición, se determinaron los valores correspondientes de fU.  Entonces 

se calcularon las constantes de equilibrio a diferentes temperaturas (Tabla 111) y se construyó 

un  diagrama de van't Hoff (figura 12). 
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Figura 11 
Reversibilidad parcial en la desnaturalización térmica de  la  pepsina de cerdo-etanol  (1 O % 
d v ) .  El  proceso  fue monitoreado por  el cambio en  la  elipticidad  en la región  del  ultravioleta 
lejano  a 230 m. La velocidad de barrido fue de 1 .O "C/min. La velocidad de enfkiamiento 
fue de 10 "C/min. 
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T("C) T (K) K 
35.6 308.75 0.259 
37.3 3 1 0.45 0.523 
39.2  312.35 O. 903 
40.4 31 3.55 1.130 
42.2  31  5.35 3.750 

Tabla I11 

Se muestran las constantes de equilibrio para  la  reacción  reversible del modelo de Lumry-Eyring. 

Cada constante se calcula a partir de la ecuación 15 y experimentos como el  mostrado  en la figura 

11. 
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Figura 12 
Gráfico de van’t Hoff para el equilibrio N-U 
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De la  cual  se  observó  una línea recta  con  pendiente  igual  a -AH vH /R. La  entalpía  de  van? Hoff para 

el equilibrio es de 304 kT/mol  que es del  mismo  orden  que  la  obtenida  por  Makarov et al." a pH 

6.5 con 20 % de  etanol  de 309 W/mol (a partir  de  datos  calorimétricos). 

Curvas de transición a 220 nn: 

Adicionalmente se realizaron  curvas  de  transición  seguidas,  por  el  cambio  en  la  elipticidad  a 2'0 L nm, 

se  observó un cambio en el  comportamiento  de  la  curva  con  respecto  a  las  curvas  a 230 nm,  ahora 

las  curvas  fueron bifásicas: la fase 1 de 20 a 45 "C, lo que  sugiere  la  presencia  de un intermediario 

y la  fase 2 de 45 a 60 OC (figura 13). 

Para  poder  explicar  la  presencia  de un intermediario  de estos resultados se realizaron  las  curvas  de 

calentamiento-  enfriamiento  seguidas  por el cambio en  la  elipticidad  a  una  longitud  de  onda  de 220 

nm (no  se  muestra la figura) se observó  reversibilidad  parcial en  la fase 1,  por lo que se propone  la 

existencia de un intermediario estable entre 20 y 45°C. En la  etapa 2, 45 a 60°C no se observó 

reversibilidad  parcial. 

Estudio del cambio en la estructura terciaria 

También  se  estudió el cambio en  la  estructura  terciaria  en  la  región  del  ultravioleta  cercano (250-330 

m), para  esto se obtuvieron los espectros  de  dicroísmo  circular  en h c i ó n  de  la  temperatura  usando 

una concentración  de 0.71 lmg/ml  de la proteína  a pH  de 6.2 (figura  14). Se observó  pérdida  de 

estructura terciaria a 75 "C. Además no se observó  reversibilidad  en  la  señal  de  dicroísmo  circular 

después  de  calentar  a 75 "C y enfiiar a 25°C. 
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Figura 13 
Curva de desnaturalización térmica de la pepsina  de cerdo-etanol(1 O YO m/v)  en  función  de 
la temperatura seguidas por  monitoreo de la elipticidad  a 220 nm y a  una  velocidad  de  barrido 
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Figura 14 
Espectro  de  dicroísmo  circular de  la  pepsina  de cerdo-etanol ( 1  0% m/v) en  la  región  del 

ul&avioleta  cercano a 25 "C (-) y 72 "C (--..). 
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Curva de transición a 289 nm 

Se estudió el cambio en la estructura terciaria monitoreando la elipticidad a 289 nm. Se observó 

nuevamente que la curva es bifásica: se tiene una  primera etapa entre 20 y 45OC y una segunda  etapa 

de 45°C a 75°C (figura 15). 

En los estudios de calentamiento- enfriamiento a  289 nm se observó reversibilidad parcial  en  el 

intervalo de temperatura correspondiente a  la etapa 1 de 20  a 45 "C (figura 16). Mientras que  en la 

etapa 2, de 45 a 70"C, no  se observó reversibilidad parcial  (figura 17). Además en la segunda  etapa 

se observó agregación de la proteína. 

A partir de las curvas de calentamiento-enfiamiento seguidas por  el cambio en la elipticidad  a 

diferentes longitudes de onda (230 n m ,  220 nm y 289 m), se concluye la  presencia  de un 

intermediario estable reversible (U) en  la primera etapa de la desnaturalización térmica  (20-45 "C). 

Correspondiendo la segunda etapa a  la  desnaturalización irreversible del intermediario. Por  lo tanto, 

la desnaturalización térmica de la pepsina de cerdo, una proteasa aspártica, cumple con un modelo 

de Lumry-Eying.  Este mecanismo ha sido observado por  Tello-Solís et al. en la proteasa ácida  de 

Aspergillus 
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Figura 15 
Curva  de  desnaturalización  térmica  de  la  pepsina  de  cerdo-etanol l O % ( m N )  seguidas por 

monitoreo  de  la  elipticidad  a 289 nm a  una  velocidad  de  barrido  de 1 .O°C/min. 
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Figura 16 
Reversibilidad  parcial en  la  desnaturalización  térmica  de  la  pepsina  de  cerdo-etanol (1 O % 
d v ) .  El proceso fue monitoreado  por  el  cambio  en  la  elipticidad  en  la  región  del  ultravioleta 
lejano a 289 m. La velocidad  de  barrido  fue  de 1 .O "C/min. La velocidad  de  enfriamiento 
fue  de 10 "C/min. 
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Figura 17 
Fase irreversible  de la desnaturalización  térmica  de  la  pepsina  de cerdo-etanol(l0 % d v ) .  
El proceso fie monitoreado  por  el  cambio  en  la  elipticidad  en  la  región  del  ultravioleta  lejano 
a 289 nm. La velocidad  de  barrido  es  de 1.0 OC/min,  en la  cual  se  observó  agregación  de  la 
proteína. 
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Conclusiones y perspectivas 

0 El proceso de la desnaturalización térmica de la  pepsina de cerdo cumple con un 

modelo irreversible de dos estados. 

0 Se  detectó la presencia de un intermediario reversible estable (U) en  la  primera  etapa 

(20-45 "C). De la cual se pudo determinar  la entalpía de van't Hoff para  el equilibrio 

entre  el estado nativo N y el estado desdoblado U. 

O La desnaturalización térmica de la pepsina de cerdo cumple con un  un modelo de 

Lumry- Eying. 

O Es necesario el estudio por separado de cada uno de los dominios estructurales de la 

pepsina para poder elucidar si  el intermediario reversible detectado en este  trabajo, 

corresponde al desplegamiento particular de alguno de dichos dominios. 

0 En investigaciones fbturas es necesario realizar estudios cinéticos a la  proteína  para 

determinar que tan rápido se establece la reacción de equilibrio con  respecto a la 

reacción irreversible. 
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Apendice A. 
Método para calcular las constantes de equilibrio de la  reacción  reversible  del  mecanismo  de 

Lumry-Eyring,  a  partir del cambio en la elipticidad  en  fbnción de la  temperatura. 

Considerando un mecanismo del tipo Lumry-Eyring. 

NIK'uAD 
Para  determinar la constante de equilibrio de la reacción reversible entre el  estado  nativo (N) y 

el  estado desdoblado 0, se emplean las siguientes ecuaciones: 

f N=1 -f D, ap 

A partir  de los datos de las curvas de calentamiento-enfiiamiento seguidas por dicroísmo  circular 

podemos  obtener los siguientes parámetros (Figura A). 

1. A,,, ap - OD, ap - 8, a una temperatura de 25 "C. 

2. AT, = O,. - 8, a una temperatura T' 

3. A,,, final - O,,, - 8, a una temperatura de 25 "C. 

Donde: 

- 

- 

O,,, ap= elipticídad de la proteína  desnaturalizada  aparente. 
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O,= elipticidad de la proteína nativa. 

e,.= elipticidad de la proteína a la temperatura T' 

OD, fina,= elipticidad de la proteína desnaturalizada final. 

Para  obtener  las fracciones de la proteína desnaturalizada aparente (fD, J, desdoblada (fJ y 

desnaturalizada (fD>, utilizamos las siguientes relaciones: 

Y 

Sustituyendo  los valores obtenidos de las ecuaciones A6, A7 y A8 en  la  ecuación A5 tenemos el 

valor de la constante de equilibrio a la temperatura T'. 
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