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Capitulo 1

Introduccion




Introduccion

La funcién bioldgica de una proteina esta determinada por su estructura tridimensional, la cual
es Uinica y se encuentra estabilizada por multiples interacciones débiles. Las interacciones
hidrofébicas proporcionan una contribuciéon mayor a la estabilizacion de la estructura globular
en la mayoria de las proteinas solubles; los puentes de hidrégeno y las interacciones i6nicas

adquieren su estado éptimo cca la estructura termodindmicamente mas estable'.

Se conocen cuatro tipos de niveles de organizacidn: primaria, secundaria, terciaria y
cuaternaria. El término de estructura primaria hace referencia a la secuencia de aminoacidos
y a la localizacién de los puentes disulfuro. La estructura secundaria esta definida por la
relacion espacial entre los aminoacidos adyacentes. La estructura terciaria es la conformacion
tridimensional de la cadena polipeptidica entera. La estructura cuaternaria hace referencia a las
relaciones espaciales entre subunidades polipeptidicas que se encuentran fuertemente

asociadas'.

Las proteinas se pueden clasificar en diferentes formas: a) Por su funcién bioldgica (por
ejemplo: proteinas de defensa natural, digestivas, de transporte, sanguineas, hormonales
respiratorias, represoras, receptoras, ribosomales, etc.), b) Por su composicion (la cual se puede
dividir a grandes rasgos en dos clases: proteinas simples y proteinas conjugadas) y ¢) por las

diferencias en la conformacion tridimensional total (proteinas fibrosas y globulares)®.

Las proteinas desempefian gran diversidad de funciones: actian como catalizadores, como
elementos estructurales en los sistemas contréctiles, como reserva de elementos nutritivos y
como vehiculos de transporte, también actian como hormonas y como elementos de

proteccion’.




La informacién obtenida del estudio de las proteinas predice la existencia de dos tipos de
estructura secundaria regular: la hélice o y la hoja B. Ambas se caracterizan porque presentan
un estructura éptima de enlaces por puentes de hidrogeno entre el nitrogeno de la amida y el
oxigeno del carbonilo del esqueleto polipeptidico. La estabilidad de estas estructuras esta
influenciada por su contenido de aminoécidos y la situacion relativa de estos en la secuencia.

El giro B es otro tipo de estructura secundaria no repetitiva comunmente presente en proteinas’.

Las proteinas globulares tienen estructuras terciarias muy complejas y a menudo tiene varios
tipos de estructura secundaria en la misma cadena polipeptidica. A las proteinas que actian
como catalizadores se les llama enzimas y estas se clasifican, basandose en la reaccion que
catalizan, en seis clases principales por acuerdo de la “International Enzyme Commission” las
cuales son: oxidoreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas®. Las enzimas
proteoliticas o proteasas catalizan la hidrdlisis de proteinas, dentro de esta clase se encuentran

las proteasas sericas’, sulthidrilicas o cisteinicas® y las acidas o aspéarticas®.

Proteasas acidas

Las proteasas &cidas son una clase de enzimas proteoliticas que tienen actividad catalitica
6ptima en un intervalo de pH acido. Hoy en dia, el nombre mas aceptado de estas enzimas es
asparticas o proteasas asparticas por la presencia de dos residuos reactivos de acido aspartico
que se encuentran en el sitio activo. Pertenecen a esta clase las enzimas gastricas, pepsinay
quimosina (renina), asi como algunas proteasas lisosomales, tales como la catepsina D, E y
renina’. La mayoria de las proteasas acidas se encuentran presentes en los animales,(por
ejemplo: estomago de vertebrados), plantas (semillas, nepenta, sarracenia, etc.), hongos

(Penicillium janthinellum, A. satoi, R. chinensis, etc.) 'y protozoarios (T. pyriformis).




A pesar de su importancia clinica y fisiologica, las proteasas acidas han sido poco estudiadas
en su estructura y en su mecanismo de accion catalitica. La pepsina fue la primera proteina
cuyos cristales se examinaron por técnicas de difraccion de rayos X, las cuales probaron,

concluyentemente, que las proteinas tienen una estructura tridimensional bien definida® ’.
Propiedades Fisicas

Hofmann® y Fruton® revisaron las propiedades quimicas y bioldgicas de las proteasas acidas
encontrando las siguientes similitudes: a)Tienen esencialmente la misma masa molecular (de
alrededor de 35,000 Daltones), b)presenta una cadena polipeptidica sencilla de alrededor de 325
aminoécidos y un alto porcentaje de residuos acidos a basicos. Una comparacion de la
composicién de aminoéacidos para varias proteasas 4cidas sugiere que todas poseen
aproximadamente el mismo nimero de residuos hidrofébicos y un casi nimero idéntico de
residuos aromaticos, por lo que exhiben una amplia especificidad del sustrato, a diferencia de
las proteasas serinicas.que musastran muy limitada especificidad . Todas las proteasas acidas
exhiben un comportamiento similar (pero no idéntico) en su preferencia, por el lado hidrofobico
de la cadena de los aminoacidos que contribuyen al enlace peptidico que hidrolizan. Ademas,
muestran especificidades que dependen del nimero de aminoacidos en ambos lados del enlace

susceptible.

Elsitio activo de las proteasas acidas esta caracterizado por la presencia de dos residuos activos
de 4cido aspartico, uno sensible a compuestos epdxicos’, mientras que el otro es sensible a
compuestos diazo en presencia de iones'® Cu**, ambos tipos de compuestos producen inhibicion
de la actividad catalitica. Con base en la secuencia conocida de la pepsina de cerdo'', se conoce
que la inhibicién de los compuestos epoxicos y diazo se realiza en los residuos de aspartico
Asp32y Asp215, respectivamente. Las mediciones de la dependencia de actividad enzimatica

en funcién del pH, muestran que los grupos carboxilo Asp32 y Asp215 tienen valores de pKa




alrededor de 1.2 y 4.5, respectivamente'?, esto implica que dentro del intervalo de pH 6ptimo
de actividad catalitica, Asp32 esta ionizado mientras que Asp215 esta protonado. Todas las
proteasas acidas se inhiben por pepstatina, un oligopéptido aislado de cultivos de

Streptomyses."
Secuenciacion

Se conoce la secuencia completa de aminoacidos de la pepsina de cerdo'!, de la quimotripsina
bovina'* y penicillopepsina'’, ademas de secuencias parciales de informacién para varias

proteasas 4cidas de mamiferos y hongos'®".

La comparacién de estas secuencias revela
homologia entre varias de ellas. La cantidad de residuos idénticos representa un 32% del total
de residuos entre pepsina porcina y penicillopepsina'®. La secuencia de aminoécidos alrededor
de los acidos aspérticos cataliticamente activos es idéntica en todas las enzimas estudiadas, este
hallazgo sugiere que las proteasas acidas de diferentes fuentes podrian estar relacionadas al

haberse originado de un gen ancestral comun.

Aunque las secuencias homologas implican generalmente homologia conformacional y, por
lo tanto, un mecanismo catalitico comun, es sélo a través de una comparacion directa de las
estructuras tridimensionales de cristalografia de rayos X que se obtienen evidencias para

justificar la presencia de estructuras homélogas entre las enzimas'®.
Arquitectura molecular

La estructura molecular de las proteasas acidas es bilobular con una extensa fisura entre los
dos dominios, las dimensiones moleculares son aproximadamente 37 x 46 x 64 A. Los dominios
son de casi igual tamafio, la cadena polipeptidica se pliega primero en un l6bulo y luego en el

otro y posteriormente ambos Iobulos se conectan a través de un simple fragmento de cadena




polipeptidica. Asi un l6bulo contiene el grupo N-terminal mientras que el otro, el grupo C-
terminal. La molécula entera esta constituida esencialmente de hojas 3-antiparalelas y hay s6lo
3 0 4 pequefias regiones de a-hélice, conteniendo de 1.5 a 2.5 giros. Una caracteristica general

es la presencia de varios giros-p (en forma de horquilla)’.

El 16bulo del grupo C-terminal consiste en varias hojas B extendidas que envuelven
aproximadamente un nucleo de caracter hidrofébico, el 16bulo N-terminal contiene una bolsa
bien conocida y localizada en ‘ino de los lados de la fisura. En las enzimas de Rhyzopus y de
Endothia, esta bolsa contiene un sitio de iodizacion y la presencia de cadenas aromaticas dentro
de la bolsa, sugiere un ambiente hidrofébico. Como la pepsina y otras proteasas acidas tienen
reportado que perdieron actividad catalitica con la iodizacién'®, 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 hidrofobica. Datos de rayos X sugieren que esta
hoja plegada puede ser flexible y por consiguiente presentar un mecanismo estructural que

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

Puentes Disulfuro

En lasecuencia de aminoacidos de la pepsina porcina, hay tres puentes disulfuro en los residuos
45-50,206-210y 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 acidas; la estructura molecular sugiere que el giro asociado de
la cadena polipeptidica puede jugar un rol para mantener la integridad estructural de la

enzima'®.

Se conoce la composicion de aminoécidos para las tres enzimas de hongos, y muestra que, sélo

para la enzima de Rhizopus, se tiene un segundo puente S-S. Estudios de rayos X revelan ésto




en los residuos 45-50, sin embargo, en ambas enzimas penicillopepsina y Endothia, los residuos
45-50 estan localmente cubiertos de un lado y la cadena peptidica entre los residuos 45-50 esta

arreglada en conformacién similar que en la enzima de Rhizopus'®.
Sitio activo

Los residuos activos de acido aspartico, Asp32 y Asp215 se localizan en el interior de la fisura
entre los l6bulos en proximidad y accesibles al disolvente. El mapa de densidad electrénica
sugiere interacciones por puente de hidrégeno entre ambas cadenas de estos residuos de acido
aspértico. James y Williams® han reportado en estudios cristalograficos, que en el acido
maleico las dos interacciones de grupos carboxilo (comparten un proton) y presentan un valor
de pK, de 1.8 y 6.1. Hsu et al.'® proponen una comparticion similar entre los dos grupos
carboxilo para explicar los valores de pK, observados de Asp32 y Asp215. De estudios

1.>! han sugerido que las proteasas

cinéticos de pepsina y otras proteasas acidas, Voynick et a
acidas poseen un sitio activo extendido tal que puede acomodar mas de dos residuos
hidrofébicos 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 acidas
puede amoldarse a la cadena peptidica de 7 residuos™, esto implica que el sitio activo puede
extenderse sobre una longituu aproximada de 25 A. Los analisis de rayos X muestran que la
fisura entre los 16bulos tiene un largo de 25 A para la enzima de Rhyzopus, la molécula

inhibidora se ha localizado dentro de esta fisura® y que se ha identificado como la regién de

union del sitio activo.

Informacién del tamaifio y extensidn del sitio activo viene de estudios cristalograficos de la
enzima de Rhyzopus unido a la pepstatina®*. Como se menciono anteriormente la pepstatina es
un potente inhibidor para las proteasas acidas, y es un hexapéptido con solamente residuos

hidrofébicos en su secuencia en una estrecha conformacién. La pepstatina tiene un largo de




aproximadamente 20 A e igualmente se une en la regién de la fisura en extensa conformacion
cubriendo un largo de aproximadamente 20 A. Esto es consistente con las propuestas

mencionadas anteriormente®*.

Laregion plegada encierra una bolsa especificamente en e] 16bulo N-terminal que interacciona
intimamente con la pepstatina. Ademas que Asp32 parece estar ligado fuertemente con alguna
parte de la molécula de la pepstatina. Detalles respecto a la estructura caracteristica de la

interaccién enzima-pepstatina se realizaron por técnica de cristalografia de rayos X*.
Estructuras similares en todas las proteasas acidas

Se tienen datos disponibles que apoyan la generalizacion de que todas las proteasas 4cidas
indistintamente de su fuente de origen, tienen estructura tridimensional similar y cualquier
diferencia en especificidad de. sustrato o tipo de catélisis, puede explicarse basandose en las
siguientes consideraciones estructurales: (a) el giro (horquilla) constituye una proteccion para
la bolsa hidrofobica especifica la cual puede moverse hacia afuera y esto altera la extension de
las interacciones secundarias con las moléculas del sustrato, (b) los dos 16bulos pueden moverse
hacia adentro o afuera uno con respecto al otro y esto altera la extension 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 catalitico®.

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

un mecanismo catalitico de las proteasas acidas en general.

El estudio estructural de la pepsina humana asi como el de otras proteasas asparticas tiene gran

aplicabilidad en el disefio de fArmacos, que aseguran su biodisponibilidad de tipo oral y su




acci6n especifica dirigida a la inhibicion de proteasas asparticas, tal como renina o la proteasa

de HIVZ,

Pepsina

La pepsina es una enzima cominmente conocida que se localiza en los jugos gastricos del
sistema digestivo de la mayoria de los animales y del ser humano, siendo trascendental en el
proceso de la digestion. La pepsina es importante, porque es una de las pocas enzimas que
cataliza bajo condiciones fisiologicas extremadamente 4cidas para la ruptura de las cadenas
polipeptidicas. Debido a que la pepsina funciona en tales condiciones fisioldgicas, es secretada
como un zimogeno en forma inactiva (pepsindégeno). El pepsindgeno no ataca las células que
hay en la pared del estémago. Pero si hay mucha pepsina localizada cerca de la pared del
estomago entonces, estd empieza a corroer dicha pared y a causar muchos problemas
estomacales tales como tilcera géstrica. Si esta condicion continua seguida de una reproduccion
acelerada de bacterias, la ilcera puede empeorar porque la pared no puede reponerse a la misma
velocidad. Lo mas interesante acerca de la pepsina es que no sélo 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 hallé es que ain cuando

la pepsina puede hacer mucho dafio al estomago, la digestion no puede ser posible sin ella?’.

Hay diversas proteasas gastricas estrechamente relacionadas las cuales son llamadas pepsinas
(pepsina A, pepsina B, pepsina C). La diferencia entre ellas involucra pequeiias variaciones del
pH 6ptimo, especificidad para algunos sustratos, variacién de la estructura primaria y el punto

isoeléctrico®.

Los primeros estudios de las propiedades quimicas y bioquimicas de las proteinas se realizaron

en la pepsina, siendo la segunda enzima que fue cristalizada’ y la primera enzima en ser




caracterizada en su secuencia. Ademéas de ser usada como modelo de difraccién de rayos X"

29

La pepsina posee una especificidad muy amplia, pero ataca preferentemente a los enlaces
peptidicos en los que intervienen con los aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y
tirosina), asi como metionina y leucina, péptidos pequefios, pero muy pocos aminoacidos

libres®,

Propiedades fisicas de la pepsina

La pepsina A tiene una masa molecular promedio de 35,000 Daltones para varias especies® *'.
El punto isoeléctrico de la pepsina estd reportado entre 2.25°% y 2.85%. Diversas
determinaciones del coeficiente de sedimentacidn de la pepsina porcina cristalizada tienen un
valor de s, ,=2.9 - 3.3 S y el coeficiente de difusién (D, ,)* es cerca de 9x107 cm’seg™; la
rotacién Optica especifica de la pepsina a pH 4.6 y 25°C ([a]gpo= -63.5°; [@t]s0=-178°) y la
A=216 nm. Una caracteristica de la dispersién rotatoria Optica es que no cambia
apreciablemente por breve exposicién a concentraciones 8M de urea 0 3 M de guanidina®. 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 acompaiiados por la pérdida de la actividad enzimatica. La
absortividad molar a 278 nm es de 51x10° M! cm™ *. Estudios de la dispersién éptica y
dicroismo circular de la pepsina indican que hay cambios conformacionales cercade pH 1.1y

pueden mostrar un pequeiio efecto Cotton y bandas dicroicas en la regién de 260-290 nm?,
Secuenciacion de la pepsina

La pepsina porcina A es la primera proteasa aspartica a la cual se le determiné completamente

su secuencia de amino4cidos’. Tiene un total de 326 aminoacidos, recientemente se determiné
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la secuencia de DNA que codifica para la sintesis de la pepsina porcina la cual también
confirma esta observacion en el nimero de aminoéacidos’. En la figura 1 se muestra la

estructura primaria de la pepsina de cerdo’.

LE GLY ASP GLU PROS LEU GLU ASN TYR LEU"™  ASP THR GLU
TYR PHE"™  GLY THR ILE GLY ILE® GLY THR PRO ALA GLN#®  ASP
PHE THR VAL ILE® PHE ASP THR GLY SER®  SER ASN LEU TRP
VAL® PRO SER VAL THR CYS*  SER SER LEU ALA CYS® SER ASP
HIS ASN GLN*  PHE ASN PRO ASP ASP®  SER SER THR PHE GLUF®
ALA THR SER GLN GLU® LEU SER LE THR TYR® GLY THR GLY
SER MET®  THR GLY ILE LEU GLY* TYR ASP THR VAL GLN® VAL
GLY GLY ILE SER*®  ASP THR ASN GLN ILE'  PHE GLY LEVU SER
GLU'™  THR GLU PRO GLY SER'®  PHE LEU TYR TYR ALA"S  PRO PHE
ASP GLY ILE®  LEU GLY LEV ALA TYR'®  PRO SER ILE SER ALA™®
SER GLY ALA THR PRO™S VAL PHE ASP ASN LEU*® TRP ASP GLN
GLY LEU"S VAL SER GLN ASP LEU™® PHE SER VAL TYR LEU'™S  SER
SER ASN ASP ASP'*®  SER GLY SER VAL VAL'®  LEU LEU GLY GLY
ILE™® ASP SER SER TYR TYR'S  THR GLY SER LEU ASN'®  TRP VAL
PRO VAL SER™ VAL GLU GLY TYR TRP™  GLN ILE THR LEU ASP'®
SER ILE THR MET ASP2®  GLY GLU THR ILE ALA®®  CYS SER GLY
GLY CYS#®  GLN ALA ILE VAL ASP?S  THR GLY THR SER LEU*?® LEU
THR GLY PRO THR®  SER ALA ILE ALA ASN®® |LE GLN SER ASP
ILE®S GLY ALA SER Gly ASN?®  SER ASP GLY GLU MET#5 VAL ILE
SER CYs SER* SER ILE ASP SER LEU™S  PRO ASP ILE VAL PHE®®
THR ILE ASP GLY -  VAL* GLN TYR PRO LEU SER¥  PRO SER ALA
TYR ILE®s  LEU GLN ASP ASP ASP®  SER CYs THR SER GLY**  PHE
GLU GLY MET ASP? VAL PRO THR SER SER™  GLY GLU LEU TRP
ILe>® LEU GLY ASP VAL PHE® ILE ARG GLN TYR TYR*  THR VAL
PHE ASP ARG ALA ASN ASN LYS VAL®  GLY LEU ALA PRO VAL
ALA328

Figura 1
Estructura primaria de la pepsina de cerdo. Los superindices indican la numeracién de los
aminoacidos.

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

38,39

de unién del sustrato™~, un dominio contiene el grupo N- terminal constituido por la primera

mitad de la cadena polipeptidica 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
que comprende los residuos del 309 al 326, se localizan entre los dos dominios, establece un
contacto hidrofébico con ambos dominios y puede ser considerado como parte de cualquier

dominio®.

La pepsina esta caracterizada por una alta concentraciéon de grupos con carga negativa (30
acidos asparticos y 13 acidos glutdmicos), ademas de un grupo fosférico unido covalentemente
a la Ser68 mientras que el nimero de grupos con carga positiva es solo de 5.
Consecuentemente, el estado de ionizacion 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 opticas muestran que los dos dominios

tienen movilidades independientes’ .

La especial disposicion 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 proteinas, el nimero de
grupos acidos o basicos no difieren mucho y por consiguiente a pH extremos, la carga total de
lamolécula se incrementay larepulsion electrostatica desestabiliza la estructura de lamolécula.
En la pepsina hay, contando la cadena N-terminal, sélo dos grupos cargados positivamente que
no comparten su par i6nico y estan aparte de la estructura espacial*®. Las dimensiones de la
enzima son aproximadamente de 37 x 46 x 64 A*' y la masa molecular del 16bulo N-terminal

es de 21,450 Daltones y para el C-terminal es de 13,200 Daltones*.
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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 lineas azules
giros-P, en verdes el grupo C y N terminal y en negro los aminoacidos del
sitio activo.
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Desnaturalizacion

La estructura tridimensional de las proteinas puede destruirse mediante tratamientos que
rompen las interacciones débiles en un proceso denominado desnaturalizacion, y puede ser
inducido por cambios en los valores de pH, de fuerza ibnica, por la presencia de sales
inorganicas , disolventes organicos o por la variacién de la temperatura®’. La desnaturalizacién
destruye la funcion proteica, lo que demuestra la relacion entre estructura y funcién. El proceso
de desnaturalizacion puede estudiarse observando los cambios que ocurren en diferentes
propiedades de la proteina, tales como caracteristicas espectroscopicas o actividad biolédgica.
Entre las técnicas empleadas para los estudios de desnaturalizacion tenemos: proteolisis,
pérdida de la actividad enzimatica, cromatografia de exclusion, fluorescencia, espectroscopia
diferencial ultravioleta, resonancia magnética nuclear, dicroismo circular y calorimetria

diferencial de barrido*.

En el estudio de la estabilidad termodindmica de las proteinas, los principales resultados
obtenidos indican que la desnaturalizacion de proteinas pequefias (masa molecular menor a
35,000 Daltones) es generalmente un proceso reversible de una sola etapa, que involucra dos
estados termodinamicos estables, el estado nativo y el estado desnaturalizado*> *¢. En estos
casos es posible caracterizar termodinamicamente el proceso de desnaturalizacién a través de
la determinacion de los cambios de entalpia, energia libre, entropia y capacidad calorifica*’. El
proceso de desnaturalizacion puede estudiarse en condiciones de equilibrio, bajo las cuales la
transicion es reversible; la informacion que se obtiene a partir de estos estudios sirve también

para interpretar el proceso de adquisicion de la estructura nativa*®.

Para proteinas de masa molecular mayor de 35,000 Daltones se ha observado que el proceso
de desnaturalizacién es mas complejo, ya que se pueden detectar especies intermediarias

estables.*” Ademas, dicho proceso incrementa su complejidad para el caso de proteinas
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oligoméricas™; sin embargo, es necesario trabajar con estos sistemas, ya que la mayoria de las
proteinas involucradas en los fenémenos biolégicos caen dentro de este grupo de proteinas.

La desnaturalizacién e inactivacion de la pepsina se da particularmente en la region de pH 6
a 7 o superior, donde se denomina cominmente desnaturalizacion alcalina. La pepsina es
estable a valores de pH bajos, pero es sensible a pH altos y se inactiva rapidamente de pH 6.5
a7 osuperiores. La pepsina pierde gradualmente la actividad en soluciones fuertemente acidas
apH 1.5y 50°C, el decaimiento de la actividad es paralela a la pérdida de nitrégeno, bajo estas
condiciones, la autohidrdlisis probablemente contribuye a la pérdida de la actividad. En
soluciones muy acidas, ocurre primero la desnaturalizacion seguida por la hidrélisis del enlace

peptidico®.

La desnaturalizacion térmica de la pepsina, de acuerdo a estudios calorimétricos efectuados por
Privalov et al., 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 fusion separada de las dos partes independientes de la
molécula, esta empieza con el 16bulo N-terminal y el mds estable es el C-terminal, en donde
ninguna de las dos fases representa una transicion de dos estados, el analisis de esas transiciones
muestra que ambas partes de - molécula de la pepsina consiste de dos unidades cooperativas
cuasi-independientes®. Makarov et al.> han sugerido que el nimero de regiones cooperativas

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

Todas las cuatro unidades cooperativas de la pepsina tienen una estructura compacta con un
bien desarrollado nticleo hidrofobico y ademas que dichas unidades deberian considerarse como
dominios estructurales de la molécula, consecuentemente cada 16bulo 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 16bulo N-terminal, cooperan en forma de un sistema

Unico™.
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Como se menciond anteriormente, la pepsina se desnaturaliza en dos distintos estados
ocurriendo cada uno a diferente temperatura. Ademas de que no se pueden considerar como
dos pasos consecutivos, la transformacién inducida por la temperatura de un sistema sencillo

pero procede en mas o menos subsistemas independientes los cuales difieren en la cantidad de
los grupos ionizables®.

1.5 como Makarov ef al.>* no hacen una propuesta definida

Sin embargo, tanto Privalov et a
y clara de un posible mecanismo de la desnaturalizacion térmica de la pepsina, por lo que

basandonos en estos antecedentes nos planteamos el objetivo de este proyecto.
Inhibicion

El papel del etanol es el de servir como inhibidor de la autohidrélisis de la pepsina, debido a
que hace que se intensifiquen las interacciones entre las cargas electrostaticas comparado con
el medio acuoso®, esta inhibicion es consecuencia de la formacion de enlaces entre el grupo
hidroxilo del etanol y uno de los carboxilos activos®, dicha unién induce cambios
conformacionales. Los cuales ocurren con el residuo de Asp-215 y ademas el etanol hace que

cambie el ambiente local de los residuos™2.
Objetivo

Estudio de la desnaturalizacién térmica de la pepsina de cerdo por dicroismo 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 desnaturalizacion reversible de una proteina,
podemos analizar los datos de algin pardmetro fisico [¢] que pueda sufrir un cambio debido
a la modificacion de la conformacién de una proteina al pasar del estado nativo [N] al estado

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

K
N——> D .

D

O bien en términos de la fraccién nativa (fy) y de la fraccién desnaturalizada (f) de la

proteina:
K= fo/ fn=fo/(1- fp) 2)
Siendo:
St fo=1 (3)

fp puede determinarse experimentalmente si se mide dicha propiedad fisica (¢) en funcion de
la temperatura, para el estado nativo (¢y), el estado desnaturalizado (¢p) y cualquier punto de

la transicion a la temperatura T (¢q).
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fo = [Or- dnY [§o- du] (4)

Bajo este esquema la proteina posee solamente dos estados termodinamicos macroscopicos, el

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

K = [ O/ [dp- $r] (5)

Los parametros termodinamicos AG®, AH®, se pueden obtener a partir de:

AG°=-RTInK (6)

afe= R 2K )
= - —‘i—‘
A ,

Modelos para procesos irreversibles

Modelo de dos estados irreversible
La desnaturalizacidén térmica de muchas proteinas es irreversible. Para explicar los cambios

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

N—*5D )

Donde N representa el estado nativo, D el estado desnaturalizado irreversible de la proteina y
k,, la constante de velocidad aparente de primer orden, la cual cambia con la temperatura segun

la ecuacion de Arrhenius.

E
kap= A exp( - ET) @®)
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Sanchez- Ruiz et al.*® derivaron varios métodos para calcular la energia de activacion aparente

E, , del proceso, a partir del analisis de curvas calorimétricas. Dos de estos métodos pueden ser

ap?

adaptados para utilizar la informacién de los estudios por dicroismo circular’®.

El primer método relaciona el doble logaritmo de la fraccién de proteina en el estado nativo

(fx) y el inverso de la temperaiura:
1 E{(1 1
v R\T»n T

Entonces a partir de un grafico del In {In[1/f\]} en funcién de 1/T se obtendra una linea recta

con pendiente igual a -E/R.

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

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

\Y =1nAE_ E
T2 R RT (10)

m

In

Donde A es el factor pre-exponencial de la ecuacion de Arrhenius. Por lo que, a partir de un
grafico del In v/T?,, en funcién de 1/T,, se obtendra una linea recta con pendiente igual a -E/R.

La constante de equilibrio aparente es:

7N (11)
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Donde f = (1-fp 4 ) Y fo.4p €S la fraccion aparente de la proteina nativa.

La entalpia de van’t Hoff se deduce de la dependencia de la temperatura de laK,, dando®’:

dInKy) AHe
ar RT?

(12)

Modelo de Lumry- Eyring
Un segundo modelo que explica la desnaturalizacion irreversible de una proteina es el modelo

de Lumry-Eyring®. El cual involucra la presencia de un estado nativo (N) un estado desdoblado
(U), y un estado desnaturalizado irreversible (D).

K k
Ne——U——>D ()

DondeK es la constante de equilibrio para la transicion de N a U (modelo III), k es la constante
de velocidad de primer orden para la reaccién de U a D que varia con la temperatura de acuerdo
a la ecuacién de Arrhenius.

Teniendo:

K= fy/ fx (13)

Intfut fo=1 (14)
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fn la fraccion nativa, fy, la fraccién del estado desdoblado y fi, la fraccion de la proteina
desnaturalizada irreversiblemente, por lo tanto al aplicar este modelo a la desnaturalizacion
térmica de una proteina que presente un intermediario estable, se podria en principio, calcular
de manera directa la entalpia de van’t Hoff para la reaccion reversible, si es posible estimar los

valores de fy y fy a varias temperaturas.
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Procedimiento experimental

Purificacion 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 filtracion en gel

Se realizé la purificacion de la pepsina A de cerdo (EC 3.4.23.1) comercial de Sigma (lote
No.123H8035) por medio de una cromatografia de filtracion en gel, usando una columna TSK
HW-40(Merck) de 38 cm de largo y 2.5 cm de diametro. Utilizando como eluyente una
disolucién reguladora de fosfatos 0.05 M a pH 6.0. La columna se encontré acoplada a un
colector de fracciones LKB Bromma modelo 2111 con un sensor de UV LKB Bromma modelo

2138 y una bomba peristaltica LKB modelo P-1.
Cromatografia liquida de alta presion ( HPLC)

La purificacién final se realizé por intercambio i6nico en cromatografia de liquidos de alta
presion (HPLC). Empleando una columna Biogel DEAE-5-PW de 75 mm de altura y 7.5 mm
de didmetro, acoplada a un cromatografo Varian Serie 9000. Se utilizé6 como eluyente una
disolucién reguladora de fosfatos 0.05 M pH 6.0, con un gradiente de KC1 1 M en la misma

disolucion de fosfatos. Las muestras fueron recromatografiadas bajo las mismas condiciones.
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Por ultimo, la muestra se desalinizé en una columna PD-10, utilizando el mismo regulador

como eluyente.

Determinacién de la concentracion de la proteina

La concentracién de proteina se determiné espectrofotometricamente por lectura de la

absorbencia a 280 nm, utilizando un coeficiente de absortividad al 1% en celdade lcm 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
realiz6 en un equipo Phast System (Pharmacia LKB). Se us6 una placa homogénea de gel de
poliacrilamida 20% (0.45x43x50 mm), con un sistema regulador de 0.112M de acetato y
0.112M 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 aplicé una corriente
constante de 10 mA por 45 min a 15°C%.

Electroforesis en gel de poliacrilamida nativa

La electroforesis en gel de poliacrilamida, se realizd en un equipo Phast System (Pharmacia
LKB). Se uso una placa homogénea de gel de poliacrilamida 20% (0.45x43x50 mm), con un
sistema regulador de 0.112M de acetato y 0.112M 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 aplicé una potencia constante de 2 W por 45 minutos a 15°C®'.
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Revelado de la placa

La fijacion, tefiido y destefiido se efectud de acuerdo al protocolo sugerido por el proveedor

(LKB)®,

Inhibicion de la enzima

Para prevenir la autohidrolisis®® la enzima fue inhibida con etanol al 10% (masa/volumen).

Estudio por Dicroismo Circular

Espectros de dicroismo circular en el UV lejano

Los espectros de dicroismo circular (DC) se obtuvieron en un espectropolarimetro Jasco J 500

A, calibrado con é4cido (+)-10-canforsulfénico®.

Los espectros obtenidos en la region del ultravioleta lejano (190-240 nm) para la
determinacion del contenido de la estructura secundaria y el estudio del cambio
conformacional en funcién de la temperatura se realizaron en una celda con recorrido 6ptico
de 0.1 cm, con chaqueta de circulacién de agua y un bafio HAAKE-NK-22 para el control
de latemperatura. Se midi6 directamente la temperatura en la celda con un termémetro digital
(Tegam modelo 872). La concuntracion de la enzima empleada fue de 0.711 mg/ml a un pH
final de 6.2.

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

[6)snw.s 12 cual fue calculada utilizando una masa molecular de 110 por residuo® % .
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Curvas de transiciéon en UV lejano

La desnaturalizacién térmica se siguid por el cambio en la elipticidad : a) 2230 nm yb)a
220 nm. El cambio de temperatura en la muestra de 15°C a 70°C, se realiz6 a velocidad de
calentamiento constante, se seleccionaron éstas de 0.1 a 1.5 °C/min (con una precision de
+0.02 °C/min), las elipticidades observadas fueron transformadas a fraccion aparente de

proteina desnaturalizada fi, ,, usando la ecuacién 4.

Curvas de calentamiento-enfriamiento en UV lejano

La curvas de calentamiento-enfriamiento se siguieron por el cambio en la elipticidad a)a230
nm y b) a 220 nm. Para ésto se hiz6 un calentamiento a velocidad controlada hasta una
temperatura T” e inmediatamente se enfrio stibitamente (aprox. 10°C/min) hasta 25°C. Las
elipticidades observadas fueror transformadas a fraccion aparente de proteina desnaturalizada

fb, ap» usando la ecuacién 4 y se calculf la constante de equilibrio usando la ecuacién 5.

Espectros de dicroismo circular en el UV cercano

Los espectros obtenidos en la region del ultravioleta cercano (250-330 nm) para la
determinacion del contenido de la estructura terciaria y el estudio del cambio conformacional
en funcion de la temperatura se realizaron en una celda con recorrido 6ptico de 1.0 cm, con
chaqueta de circulacién de agua y un baiio HAAKE-NK-22 para el control de la temperatura.
Se midid directamente la temperatura en la celda con un termémetro digital (Tegam modelo

872). La concentracion de la enzima empleada fue de 0.711 mg/ml a un pH final de 6.2.
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Curvas de transicion en el UV cercano

La desnaturalizacién térmica se siguioé por el cambio en la elipticidad a 289 nm. El cambio
de temperatura en la muestra de 15°C a 70°C, se realizd a velocidad de calentamiento
constante, ésta se seleccioné a un 1.0 °C/min (con una precisiéon de +£0.02 °C/min), las
elipticidades observadas fueron transformadas a fraccion aparente de proteina desnaturalizada

o, 2p» usando la ecuacion 4.

Curvas de calentamiento-enfriamiento en el UV cercano

La curva de calentamiento-enfriamiento se siguio por el cambio en la elipticidad a 289 nm.
Para ésto se hizé un calentamiento a velocidad controlada hasta una temperatura T’ e
inmediatamente se enfrio subitamente (aprox. 10°C/min) hasta 25°C . Las elipticidades
observadas fueron transformadas a fraccion aparente de proteina desnaturalizada fy, ,,

usando la ecuacion 4 y se calculé la constante de equilibrio usando la ecuacion 5.
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Resultados y Discusion

Purificacion de la Pepsina

Cromatografia de filtraciéon en gel

En la figura 3 se muestra el perfil de elucion para la filtracion en gel de la pepsina en
regulador de fosfatos a pH 6.0. Graficando la absorbencia a 280 nm en funcién de la
fraccién, se observarén tres picos. Solamente el pico No. 1 present6 actividad proteolitica
frente a hemoglobina. Las fracciones de la 8 a 13 fueron colectadas en una sola fraccion

llamada extracto crudo, para su posterior purificacion.
Cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

Lapurificacion del extracto crudo se realiz6 por intercambio i6nico en cromatografia liquida
de alta presion (HPLC), en la figura 4 se muestra el patrén de elucién de la pepsina en
regulador de fosfatos a pH 6.0, utilizando un gradiente salino de KCl1 1M, en la cual se
observé que el pico de maxima absorbencia corresponde a la pepsina y se colectd éste con

una concentracion final de 0.85 mg/ml.
Inhibicién de la enzima

La muestra colectada del HPLC fue desalinizada en una columna PD-10 e inmediatamente
la enzima fue inhibida con etanol en proporcién del 10% (m/V), la disolucidn resultante tuvé
un pH de 6.2.
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Patrén de elucién de la cromatografia de filtracion en gel para la pepsina de cerdo.
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Cromatografia de intercambio ionico para la pepsina de cerdo en HPLC.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida

Posteriormente se realizé una prueba de electroforesis a la proteina purificada tanto en
presencia como en ausencia de dodecilsulfato de sodio (SDS), en ambos casos se observo
una sola banda, por lo que podemos decir que la enzima fue purificada a homogeneidad

(figuras 5 y 6).

Dicroismo Circular

Estudio del cambio en la estructura secundaria

Se obtuvieron los espectros de dicroismo circular en funcién de la temperatura, usando una
concentracion de 0.711mg/ml de la proteina, en el intervalo de 190 a 240 nm. (figura 7).
Esta regién espectral es el reflejo de la estructura secundaria de las proteinas®“. Se observé
un minimo a 215 nm caracteristico de las proteasas acidas, las cuales presentan un alto
contenido de hojas-B°¢. Al aumentar la temperatura se observé un cambio en las magnitudes
espectrales, lo que implica la aparicion de estructura desordenada en la cadena polipeptidica.
Asi mismo, las muestras fueron calentadas a temperaturas superiores a 75°C no mostrando

reversibilidad en la seiial de dicroismo circular cuando fueron enfriadas 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 ¢ proteinas patron: 1) fosforilasa
b, 94 kDa, 2) albumina, 67 kDa, 3) ovoalbiimina, 43 kDa, 4) anhidrasa
carbénica, 30 kDa, 5) inhibidor de tripsina, 20 kDa, 6) a-lactoalbiimina, 14.4
kDa. Carril a proteina nativa (0.71 Img/ml). Carril b proteina desnaturalizada
(0.711mg/ml).
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Figura 6
Electroforesis en gel de poliacrilamida de la pepsina-etanol 10 %.
Carril a proteina nativa, carril b proteina desnaturalizada

335




10” (8) (grados cm’ dmol ™)
A

| 1 i 1
190 200 210 220 230 240

l 1 l A l

| ongitud de onda (nm)

Figura 7
Espectro de dicroismo circular de la pepsina de cerdo-etanol (10 % m/v) en la regién del
ultravioleta lejano a 25°C (—)y 72°C(...).
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Efecto de la velocidad de calentamiento en la desnaturalizacion térmica

En la figura 8 se presentan las curvas de transicion seguidas por el cambio en la elipticidad
a 230 nm a diferentes velocidades de calentamiento. Se observa una curva monofasica que
es dependiente de la velocidades calentamiento, lo que implica que el proceso se encuentra
bajo control cinético, debido a la presencia de una reaccion irreversible®. Después de
realizar cada curva de transicion y enfriar a 25°C en las muestras se apreci6 turbidez. Esto
nos sugiere que la irreversibilidad puede estar asociada con la agregacion de la proteina.
Desde el punto de vista del caracter irreversible de 1a desnaturalizacion térmica de la pepsina,

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

N—*25D (m

Donde N representa el estado nativo, D el estado desnaturalizado y k,, la constante de
velocidad aparente de primer orden que cambia con la temperatura, segin la ecuacion de

Arrhenius.

Por lo que, utilizando la ecuacién 9y haciendo un grafico del doble logaritmo del inverso
de la fraccion nativa (In[In{1/fy }]) contra el inverso de la temperatura (1/T), a partir de las
curvas de transicion (figura 8) se obtiene una linea recta ( para cada velocidad de barrido)
con una pendiente igual a -E/R (figura 9). En la tabla I se reportan las energias de activacion,
las temperaturas medias de la transicion (T,,) y el factor de correlacion calculados a partir de

la ecuacion 9 y la figura 8. Se obtuvé una energia de activacion promedio para el proceso
de 229+12 kJ/mol.
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Temperatura (°C)

Figura 8 :

Curvas de desnaturalizacion térmica de la pepsina de cerdo-etanol (10 % m/v) en funcién
de la temperatura seguidas por monitoreo de la elipticidad a 230 nm y a diferentes
velocidades de barrido: 0.1 (11), 0.2 (O), 0.5 (A), 1.0 (@), 1.3 (M), 1.4 (A) y 1.5 (¥) °C/min.
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Figura 9

Grafico de In (In (1/£y)) vs 1/T para cada velocidad de barrido de las curvas de transicion
de la figura 8: 0.1 (Q), 0.2 (O), 0.5 (A), 1.0 (@), 1.3 (M), 1.4 (A) y 1.5 (¥) °C/min.
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v (°C/min) | Tm (K) | Tm (°C) | Corr. E (kJ/mol)
0.1 310.5 37.3 0.997 240
0.2 311.3 38.1 0.998 221
0.5 311.6 38.5 0.994 242
1.0 313.2 40.0 0.992 218
1.3 314 9 41.7 0.991 227
1.4 3170 43.9 0.970 213
1.5 318.8 45.7 0.991 241

Tabla 1.

Energia de activacion determinada variando la velocidad de calentamiento.

Se incluyen los valores obtenidos de las energias de activacién, los valores de la T,, y el
factor de correlacion para la regresion lineal. Calculados a partir de la ecuacion 9 y de la

figura 8.
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Figura 10

Grafico de In (v/T,, %) versus 1/T,,. Cada punto corresponde a cada una de las curvas de
transicion de la figura 8.
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En contrapunto, utilizando el segundo método, ecuacion 10 para calcular la energia de
activacion y haciendo un gréfico del logaritmo de la velocidad de barrido entre la
temperatura media de la transicion al cuadrado (In v / T,?) frente el inverso de la
temperatura media de la transicion ( 1/ T,,) se observé una apreciable curvatura (figura 10)

lo que sugiere que la k,, no es constante de velocidad de una reaccién elemental.

Por lo tanto, se observé una discrepancia en los resultados de los diagramas para el calculo
de la energia de activacion; el primer método, figura 9, indica que la desnaturalizacién
térmica de la pepsina cumple con un modelo irreversible de dos estados, mientras que el

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

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

la pepsina sigue un mecanismo de Lumry-Eyring (modelo III).
K k
Ne——U——>D (I

Donde K es la constante de equilibrio para la transicién del estado nativo (N) al estado
desdoblado (U), k es la constante de velocidad de primer orden, para la reaccion del estado
desdoblado (U) al estado desdoblado irreversiblemente (D), que varia con la temperatura

segun la ecuacién de Arrhenius.

Estimacion de la entalpia de van’t Hoff aparente

Considerando un modelo irreversible de dos estados es posible calcular la entalpia de van't
Hoff aparente (AH ,, ,, ) a partir de los datos de las curvas de transicion a 230 nm.de la

figura 8 y utilizando las ecuaciones 11 y 12 . En la tabla II se reportan las valores obtenidos
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de la entalpia de vant Hoff aparente a diferentes velocidades de calentamiento . Se obtiene
un AH 4, promedio de 34416 kJ/mol, el cual es del mismo orden que para otras proteasas

acidas®.
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AH .y ., (kJ/mol)

345
334
324
370
338
354

Tabla IT

Se muestran los valores obtenidos de AH‘,H, ap Y las T, para cada una de las distintas

velocidades de calentamiento calculadas a partir de la ecuacion 12 y la figura 8.
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Estimacion directa de la entalpia de van’t Hoff (AH ;)

El anélisis de los datos mostrados se basa en la suposicion de que la desnaturalizacion
térmica de la pepsina sigue un mecanismo de Lumry-Eyring. Ademads para poder sustentar
todo lo anterior, se pud6 demostrar experimentalmente la presencia de un estado desdoblado
(U), el cual esta en equilibrio con el estado nativo (N). Se observé que cuando la enzima se
calentaba (a 1.0 °C/min) hasta una temperatura T’ y se enfriaba subitamente (aprox.10
°C/min) hasta 25°C, la alteracion en la sefial de dicroismo circular (elipticidad a 230 nm) es

considerablemente reversible (figura 11). Ademas si los cambios de elipticidad son
expresados como f, .,y bajo la suposicién que el estado N y el estado D muestran la misma
elipticidad®. Tenemos que fy, ,, = fp +fu (fu es la fraccién de la proteina en el estado
desdoblado Uy f;, 1a fraccion de proteina en el estado desnaturalizado irreversiblemente D).
Por lo tanto, cuando se enfria la proteina desde una temperatura T’ hasta 25°C la amplitud
de la reversibilidad de la sefial en f, dard una estimacion del valor de f; a la temperatura

T.
La constante de equilibrio para la reaccion reversible puede ser calculada a partir de:

fo_ fu
K:-—- T e—————————
fy O-fp ) (14

Para una serie de experimentos de enfriamiento rapido desde diferentes T, en la region de
la temperatura de transicion, se determinaron los valores correspondientes de f,;. Entonces
se calcularon las constantes de equilibrio a diferentes temperaturas (Tabla IIl) y se construyé

un diagrama de van’t Hoff (figura 12).
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- Figura 11

Reversibilidad parcial en la desnaturalizacion térmica de la pepsina de cerdo-etanol (10 %
m/v). El proceso fue monitoreado por el cambio en la elipticidad en la region del ultravioleta

lejano a 230 nm. La velocidad de barrido fue de 1.0 °C/min. La velocidad de enfriamiento
fue de 10 °C/min.
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35.6 308.75 0.259
37.3 310.45 0.523
39.2 312.35 0.903
40.4 313.55 1.130
42.2 315.35 3.750

Tabla IIX

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

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

11.
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Figura 12
Grafico de van’t Hoff para el equilibrio N~U




De la cual se observé una linea recta con pendiente igual a -AH ,; /R. La entalpia de van’t Hoff para
el equilibrio es de 304 kJ/mol que es del mismo orden que la obtenida por Makarov ez al.” a pH

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

Curvas de transicién a 220 nn.

Adicionalmente se realizaron curvas de transicion seguidas, por el cambio en la elipticidad a 220 nm,
se observo un cambio en el comportamiento de la curva con respecto a las curvas a 230 nm, ahora
las curvas fueron bifasicas: la fase 1 de 20 a 45°C, lo que sugiere la presencia de un intermediario

y la fase 2 de 45 a 60 °C (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 observo 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 observé

reversibilidad parcial.

Estudio del cambio en la estructura terciaria

También se estudio el cambio en la estructura terciaria en la regién del ultravioleta cercano (250-330
nm), para esto se obtuvieron los espectros de dicroismo circular en funcién de la temperatura usando
una concentracion de 0.711mg/ml de la proteina a pH de 6.2 (figura 14). Se observé pérdida de
estructura terciaria a 75°C. Ademas no se observo reversibilidad en la sefial de dicroismo circular

después de calentar a 75°C y enfriar a 25°C.
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Figura 13

Curva de desnaturalizacién térmica de la pepsina de cerdo-etanol (10 % m/v) en funcién de

la temperatura seguidas por monitoreo de la elipticidad a 220 nm y a una velocidad de barrido
de 1.0 °C/min ’
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Figura 14

Espectro de dicroismo circular de la pepsina de cerdo-etanol (10% m/v) en la regi6n del
ultravioleta cercano a 25°C (—)y 72°C ().

51




Curva de transicién a 289 nm

Se estudi6 el cambio en la estructura terciaria monitoreando la elipticidad a 289 nm. Se observo
nuevamente que la curva es bifésica: se tiene una primera etapa entre 20 y 45°C y una segunda etapa

de 45°C a 75°C (figura 15).

En los estudios de calentamiento- enfriamiento a 289 nm se observo 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 45a70°C, no se observo reversibilidad parcial (figura 17). Ademas en la segunda etapa

se observo agregacion de la proteina.

A partir de las curvas de calentamiento-enfriamiento seguidas por el cambio en la elipticidad a
diferentes longitudes de onda (230 nm, 220 nm y 289 nm), se concluye la presencia de un
intermediario estable reversible (U) en la primera etapa de la desnaturalizacioén térmica (20-45°C).
Correspondiendo la segunda etapa a la desnaturalizacion irreversible del intermediario. Por lo tanto,
la desnaturalizacion térmica de la pepsina de cerdo, una proteasa aspartica, cumple con un modelo
de Lumry-Eyring. Este mecanismo ha sido observado por Tello-Solis et al. en la proteasa acida de

Aspergillus Satoi*®.
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Figura 15

Curva de desnaturalizacion térmica de la pepsina de cerdo-etanol 10%(m/V) seguidas por
monitoreo de la elipticidad a 289 nm a una velocidad de barrido de 1.0°C/min.
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Figura 16
Reversibilidad parcial en la desnaturalizacion térmica de la pepsina de cerdo-etanol (10 %
m/v). El proceso fue monitoreado por el cambio en la elipticidad en la region del uitravioleta

lejano a 289 nm. La velocidad de barrido fue de 1.0 °C/min. La velocidad de enfriamiento
fue de 10 °C/min.
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Fase irreversible de la desnaturalizacién térmica de la pepsina de cerdo-etanol (10 % m/v).
El proceso fue monitoreado por el cambio en la elipticidad en laregion del ultravioleta lejano
a 289 nm. La velocidad de barrido es de 1.0 °C/min, en la cual se observ agregacion de la
proteina.
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Capitulo 5

Conclusiones y Perspectivas
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Conclusiones y perspectivas

El proceso de la desnaturalizacién térmica de la pepsina de cerdo cumple con un
modelo irreversible de dos estados.

Se detectd la presencia de un intermediario reversible estable (U) en la primera etapa
(20-45°C). De la cual se pudo determinar la entalpia de van't Hoff para el equilibrio
entre el estado nativo N y el estado desdoblado U.

La desnaturalizacion térmica de la pepsina de cerdo cumple con un un modelo de
Lumry- Eyring.

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.

En investigaciones futuras es necesario realizar estudios cinéticos a la proteina para
determinar que tan rapido se establece la reaccion de equilibrio con respecto a la

reaccion irreversible.
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Apendice A.

Meétodo para calcular las constantes de equilibrio de la reaccion reversible del mecanismo de
Lumry-Eyring, a partir del cambio en la elipticidad en funcién de la temperatura.

Considerando un mecanismo del tipo Lumry-Eyring.
K k
N« X sU—*45D (a1

Para determinar la constante de equilibrio de la reaccion reversible entre el estado nativo (N) y

el estado desdoblado (U), se emplean las siguientes ecuaciones:

Stfotfu=l (A2)
fD, ap= fD+fU (A3)
fN=1 'fD, ap (A4)
fu fu
K=2U.__ U
v (-fp o) (A3)

A partir de los datos de las curvas de calentamiento-enfriamiento seguidas por dicroismo circular

podemos obtener los siguientes parametros (Figura A).

. Ap, o = Op, - Oy @ una temperatura de 25°C.

2. Ar. = 0. - Oy a una temperatura T’
3. Ap fina = Op, inat - Oy @ una temperatura de 25 °C.
Donde:

Oy, .,= elipticidad de la proteina desnaturalizada aparente.
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0= elipticidad de la proteina nativa.
0;.= elipticidad de la proteina a la temperatura T’

05 = elipticidad de la proteina desnaturalizada final.

Para obtener las fracciones de la proteina desnaturalizada aparente (fp ,,), desdoblada (fy) y

desnaturalizada (fp), utilizamos las siguientes relaciones:
Ar
Fow= 2T 6

AD, final
fo=—"— (A7)
AD, ap

Jo= o, ap— fp (a9

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

valor de la constante de equilibrio a la temperatura T°.
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Figura A

Curva de calentamiento-enfriamiento a T°, graficando elipticidad ( 6) en funcién de la
temperatura (T).
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