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Estructura Proteica

Primera Parte

Una macromolécula es, concretamente, una
molécula grande. Una macromolécula biolé-
gica es una molécula grande y compleja que
tiene una funcién bioldgica. Las proteinas son
macromoléculas bioldgicas. Estdn formadas
por miles de dtomos.

Las proteinas tienen una estructura tridi-
mensional (3D) compleja:

Estdn formadas por una o més cadenas de
aminodcidos. Son polimeros de aminodci-
dos. Los aminodcidos de cada cadena estin
unidos por enlaces quimicos conocidos
como enlaces peptidico.

El conocimiento acabado de la estructura co-
valente de las proteinas llev6 afos de discusio-
nes y, la mds cruda aplicacién del método
cientifico basado en la prueba experimental, los
modelos y las ideas.

Hoy en dia sabemos que la secuencia en la
que estdn dispuestos los aminodcidos de una
proteina es crucial, es extremadamente infor-
mativa y determina la geometria y, por lo
tanto, la estructura 3D de esta proteina.
Dicho de otro modo, la secuencia determina
el recorrido de la cadena de aminodcidos en
el espacio y la topologia de la proteina. Sabe-
mos que las secuencias de aminodcidos que tie-
nen la capacidad de plegarse para dar proteinas son sélo una parte pequena de todas las
secuencias de aminodcidos posibles. Por esto, las proteinas son un subconjunto muy especial
dentro del conjunto de los polipéptidos.

Uno de los problemas mds importantes que tratamos de resolver es que, por ahora, tenemos
s6lo algunos indicios acerca de cémo estd codificada esa informacién que determina la es-
tructura en la secuencia de aminodcidos. También tenemos algunos indicios de que parte de
la secuencia es importante para la adquisicién de estructura 3D y que otra parte no lo es.

Las proteinas pueden cambiar de conformacién, pueden plegarse y desplegarse, pueden desor-
ganizarse. El nimero de conformaciones posibles que una proteina, con una secuencia dada,
puede adoptar es increiblemente alto, debido a que muchas de las uniones entre dtomos tienen
cierta libertad para rotar. Sin embargo, cada proteina en condiciones adecuadas de temperatura,
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por ejemplo a 25°C, y solvente, el medio en el que estd, por ejemplo, agua, adquiere espontdne-
amente una tnica conformacién muy bien definida. En esas condiciones esa estructura es, ener-
géticamente, la mds estable y tiene una organizacién extrema. A esta estructura la llamamos
estructura nativa. Nativa porque es la estructura que, en principio, no sélo estd bien plegada, sino
que adquiere la proteina tanto en un tubo de ensayo, completamente, aislada de otras moléculas
como en el entorno biolégico, por ejemplo, el interior de una célula. En el caso de la mayor parte
de las proteinas, la funcién bioldgica estd
asociada a la estructura nativa.

Hoy en dia podemos decir con certeza
que uno de los avances mds emocionan-
tes de la ciencia fue la posibilidad de de-
terminar la estructura de una proteina
con alta resolucién. Contar con estruc-
turas, brinda la posibilidad de entender
mecanismos biolégicos de enfermeda-
des y disefiar firmacos racionalmente,
por indicar dos de las tantas e importan-
tes aplicaciones.

En la actualidad existen inicamente
dos métodos que permiten hacerlo. La
cristalografia de rayos X y la espectros-
copia de resonancia magnética nuclear
(RMN). Como todo, cada método
tiene ventajas y desventajas. En ambos
casos los cientificos (cristalégrafos, en
un caso y espectroscopistas, en el otro)
usan muchas (muchisimas) piezas de
informacién (tal cual un detective)
para crear un modelo de la macromo-
lécula a escala atémica. Esas piezas son,
efectivamente, los datos experimentales
acerca de la estructura de la macromo-
lécula. Los datos experimentales son
probablemente lo mds importante con
que cuenta un cientifico. Para los cris-
talégrafos estos datos son los patrones
de difraccién de rayos X que se produ-
cen como consecuencia de la dispersién
de fotones de alta energia cuando el haz
de rayos X impacta con un cristal de las
proteinas, més especificamente, cuando
los fotones son desviados por la presen-
cia de los electrones de las macromolé-
culas que forman el cristal. Para los
espectroscopistas de RMN son restric-
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Estructura de la mioglobina publicada Estructura de la mioglobina publicada
por J. Kendrew y colaboradores por H. P. Hersleth y colaboradores
en el afio 1959 en el afio 2008

5 Figura 1-1. Comparacion de dos modelos de la mioglobina. El modelo de la derecha construido por J. Kendrew y colaboradores
¢ enelano 1959. El modelo de la izquierda fue publicado por H.P Hersleth en ano 2008. La imagen de este tiltimo fire preparada
+ usando el programa de visualizacion de estructuras SwissPDBviewer

. J

ciones de distancias y dngulos entre nucleos
atémicos. Una tercera metodologia, la micros-
copia electrénica permite obtener imdgenes de
la forma general de una macromolécula o de
un complejo de macromoléculas. Es usada en
conjunto con las anteriormente mencionadas.
En este caso los datos son las imdgenes obteni-
das mediante el estudio del impacto de electro-
nes sobre la macromolécula.

En laactualidad existen bases de datos de estruc-
turas obtenidas por estas técnicas y, su acceso es re-
lativamente sencillo y gratuito. Una de las mds
importantes es la PDB, o Protein data Bank (en es-
pafiol Banco de Datos de Proteinas) un portal en
el que podemos encontrar miles de estructuras.
Cada modelo experimental se deposita en forma
de un enorme archivo con las coordenadas espaciales de cada uno de los dtomos. El crecimiento constante
de esta base de datos es consecuencia del trabajo de numerosos cientificos. En esta base de datos podemos
encontrar estructuras de proteinas y dcidos nucleicos relacionadas con los procesos fundamentales en
biologfa. También podemos encontrar estructuras de complejos macromoleculares (mds de una molécula)
Nos podemos encontrar, por ejemplo, con la estructura del ribosoma completo o incluso con la estructura
de un virus. La visualizacién de estas estructuras puede hacerse utilizando programas computacionales
de distribucién gratuita. Vale la pena aprender algunas cosas mds mientras lo hacemos.

10

Proteinas Estructuras Fascinantes



El problema de la escala:

Distancias e intervalos de tiempo

¢Cudnto mide una proteina? ;En qué rango de tiempo ocurren los procesos relacionados
con los cambios conformacionales?

Estas son dos preguntas importantes. Aunque mds adelante nos preguntaremos c6mo po-
demos hacer para medir el tamano de una proteina o la velocidad del proceso de plegado,
por ahora, serd mds que importante entender que, por lo general, se trata de objetos relati-
vamente pequenos.

. 7 ~ >
¢Cudn pequenos?

La hemoglobina humana, la proteina que transporta oxigeno y diéxido de carbono en la
sangre, por ¢jemplo, es relativamente esférica y tiene un radio de aproximadamente
35,0 Angstrém o 0,0000000035 metros.

Con respecto a la escala de tiempo en la que transcurren los procesos que involucran cambios
conformacionales, es importante notar que se trata de una escala muy expandida, que va desde
los picosegundos (ps), como es el caso de
movimientos de rotacién a través de un en-

-
OO (O
lace (1ps =0,000000000001=1x10""%s), pa- 2‘ &*

sando por los mlcrosegundos (},IS, 1}15 1x10 ) Rotaciones no impedidas estéticamente

el plegado de las proteinas que se pliegan mds de cadenas lacerales 2 WSS
riapidamente y la escala se extiende hasta los P fgrr e‘g;;‘(‘)’: Sfoﬁgglas y
minutos, horas e incluso dias con las prote- f

inas de plegado mds lento y con los procesos | %

de agregacion que incluyen, por ejemplo, la
formacién de fibrillas amiloideas y que de- | 4" *
nen tanta importancia en salud humana. En | (por inceracciones de
este Ultimo caso un gran ntimero de mo- | ven der Waaly)
léculas interaccionan formando estructuras
complejas; la conformacion de las protei- | Formacion de una hélice o,

nas que forman este tipo de agregados Y ¢
suele ser una conformacién alternativa a la Formacién de una horquilla B Plegado de proteinas
nativa (Figura 1-2).

>

Figura 1-2. La escala de tiempo para los distintos procesos que
incluyen cambios conformacionales. )

.

Representacién de la estructura proteica
(Primera Parte)

Por ahora no nos hemos detenido a analizar cémo representamos estructuras tan
complejas como las de las proteinas, que pueden estar formadas por miles de dtomos.
Existen varias formas de hacerlo. Dependiendo de qué tipo de andlisis queramos hacer
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nos convendrd una forma u otra.

Necesitaremos un sistema de coordenadas
para darle posicién a cada dtomo en el espacio,
independientemente, del tipo de representa-
cién. El sistema de coordenadas mas comun-
mente usado es el cartesiano, donde para cada
dtomo tendremos coordenadas x, y; z

Por lo general cuando representemos a los
dtomo, por ejemplo, a cada dtomo como una
esfera y cada enlace covalente como un cilin-
dro, tendremos que utilizar un cédigo de
color para poder diferenciar cada tipo de
atomo. Casi siempre se usa una convencion
en la que los dtomos de nitrégeno se colorean
en azul; los de oxigeno, en rojo; los dtomos
de carbono en gris, los dtomos de azufre en
amarillo y los dtomos de hidrégeno, que con
el objetivo de simplificar los modelos no
siempre se representan, en blanco o gris claro
o celeste (Figura 1-3), no se muestran los dto-
mos de hidrégeno. Dependiendo del color
con que se visualice el fondo esta convencién
puede modificarse. En general, deberfamos
aclarar el c6digo de colores que se usa.

Este tipo de convenciones nos permite re-
correr la cadena principal y reconocer muy
facilmente el sentido N-, C- terminal del es-
queleto. Si bien a fines pricticos por ahora
nos alcanza con este tipo de representacion,
es importante notar que estas esferas 7o re-
presentan los volimenes reales de los d&tomos.

Mis adelante recurriremos a modelos mds
realistas en los que representaremos los volu-
menes relativos de cada uno de los 4tomos
(Figura 1-4); estos modelos, mds complejos,
serdn muy dtiles, por ejemplo, cuando nos
interese identificar el grado en el que los 4to-
mos estdn empaquetados o identificar cavi-
dades, huecos o espacios vacios en el interior
de la matriz proteica.

También podemos representar el recorrido
de la cadena polipeptidica en el espacio con
modelos de cintas sin incluir un detalle a
nivel atémico. Este tipo de modelo es muy
util para identificar en forma rdpida la topo-
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azufre f
oxigeno

N- termmal 7
2\ \&I"f "

£\

N-terminal
N N

C-terminal

nitrégeno
carbono

/

N c

Figura 1-3. Distintos tipos de representaciones para la cadena poli-
peptidica. Arriba, modelo de esferas y cilindros, abajo modelo de ci-
lindros. Se usa la convencion: dtomos de nitrégeno, en azul; oxigeno,

en rojo; carbono en gris; azufre en amarillo. No se representan los
dromos de hidrégeno. Ademds se senialan los extremos de la cadena
polipeptidica (N- y C-terminales). La imagen fue preparada usando

el programa de visualizacion de estructuras SwissPDBviewer )

N-terminal

C-terminal

\S Figura 1-4. Otro tipo de representacion de la cadena polipeptidica.

Figura 1-5. Representacion de cintas de la proteina B-lactamasa
de la bacteria Escherichia coli (PDB =1TEM, ver mds adelante).

Se usé SwissPDBviewer para preparar la imagen. Y,




logia general de la macromolécula. Con este tipo de modelos podemos recorrer toda la pro-
teina de extremo a extremo con relativa facilidad. En la Figura 1-5 se muestra una represen-
tacién de cintas de la -lactamasa de la bacteria Escherichia coli, una enzima que degrada la
penicilina G, un antibiético muy comtnmente utilizado.

Los aminodcidos y sus propiedades
Los veinte aminoacidos naturales

Los aminodcidos que son utilizados por las (
células en la biosintesis ribosomal de proteinas
tienen en comun un dtomo de carbono cen-
tral, el carbono alfa (Ca). Los aminodcidos
que forman parte de las proteinas son alfa
aminodcidos porque el Ca estd unido a un
grupo amino (NH,) y a un grupo 4cido o car-
boxilico (COOH). El Co también estd unido | Alifiticos | m
aun hidrégeno y a través de su cuarta valencia
a un cuarto grupo que es variable. El cédigo
genético especificard 20 tipos diferentes de /
grupos, conocidos también como cadenas la-
terales (Figura 1-6).

Estos 20 grupos quimicos definen entonces
a los 20 tipos distintos de aminodcidos. Asi, 4 tamario, carga, polaridad y estructura electronica.

Negativos

L. Positivos
Aromdticos

Figura 1-6. Clasificacion en un diagrama de Venn de

los aminodcidos segiin algunas de sus propiedades fisicoquimicas:

~

Y— Polares

J

los aminodcidos se pueden agrupar en fun-
cién de caracteristicas generales de la estructura quimica de las cadenas laterales. Por ejemplo,
podemos establecer categorias como cadenas laterales grandes y voluminosas y cadenas late-
rales pequenias; cadenas laterales hidrofébicas (apolares, ver Tabla 1) y cadenas laterales po-
lares, entre estas tltimas también podemos distinguir cadenas laterales polares cargadas y no
cargadas. Asimismo podemos diferenciar aminodcidos con cadenas laterales aromdticas (los
aminodcidos que tienen orbitaleles moleculares con electrones deslocalizados) de aminodci-
dos con cadenas laterales alifdticas. Algunos aminodcidos son claramente duales, como la
cisteina (Cys) que, dependiendo del entorno quimico, se puede comportar como polar e in-
cluso cargado en su forma tiolato (-CH,-S") mientras que en otros entornos pueden ser bien
hidrofébico, el grupo tiol (-SH) tiene menor capacidad de formar puentes de hidrégeno que
el grupo alcohol (-OH), por ejemplo presente en la serina; particularmente, cuando las cis-
teinas forma parte de un puente disulfuro (-S-S-) el grupo quimico se vuelve apolar. Otro
ejemplo de este tipo de aminodcidos, es la histidina (His) que dependiendo de variaciones
pequenas de pH en el rangos de pH fisiolégicos puede cargarse positivamente o encontrarse
en su forma neutra triptofanos (Trp) y tirosinas (Tyr) en cierto sentido también pueden ser
considerados aminodcidos duales, porque tanto el grupo —OH de la cadena lateral de la ti-
rosina como el nitrégeno del anillo aromdtico del triptofano pueden formar puentes de hi-
drégeno, pero también estos residuos pueden formar parte de regiones, extremadamente,
apolares en el corazén de las proteinas. A su vez, los residuos cargados pueden tener carga
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positiva como las lisinas (Lys) y las argininas
(Arg) o negativa como los dcidos glutdmico (Glu)
y aspértico (Asp).

En una primera aproximacién podemos hacer
un intento por agruparlos, con las precauciones
del caso:

1. Los apolares o hidrofébicos que, como
vamos a ver, predominan en el interior de las pro-
teinas: valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (Ile), fenilalanina (Phe), metionina (Met), tiro-
sina (Tyr), tripofano (Ttp), alanina (Ala).

2. Los aminodcidos cargados, que suelen estar presentes en la superficie de las proteias
expuestos al solvente acuoso: Lys, Arg, Asp y Glu. Sin embargo la parte hidrofébica de cadena
lateral de la Lys puede mantener, simultdneamente, interacciones con residuos apolares.

3. Los aminodcidos polares no cargados son serina (Ser), treonina (tha), asparragina
(Asn), glutamina (Gln). Ademds la glicina (Gly), cuya cadena lateral es solamente un dtomo de
hidrégeno; esto como vamos a ver le otorga a este aminodacido propiedades muy particulares. La
prolina (Pro) que es un iminodcido (es ciclico y con propiedades también muy particulares).

Los cuatro sustituyentes quimicos unidos al Ca son diferentes, por esto, los aminodcidos
son moléculas quirales, asimétricas (Figura 1-7). Esto ocurre para todos con excepcién de la
Glicina que tiene 2 hidrégenos (el Ca de la Gly no es un carbono quiral).

Los 19 restantes pueden ser de la forma L o D. Es importante que tengan en cuenta que
la maquinaria de traduccién para la biosintesis de proteina reconoce, especificamente, como
sustrato en la biosintesis a los aminodcidos de la forma quiral L. Sin embargo en el labora-
torio, mediante el uso de técnicas de sintesis quimica de péptidos podemos construir péptidos
con aminodcidos de la forma quiral D e incluso péptidos en los que podemos mezclar ami-
nodcidos D y L.

Proteinas Estructuras Fascinantes



4 Hidrégeno )
(amida)

Carbono § Carbono c
'Hidrégeno

En algunos casos, ciertas cadenas laterales
pueden modificarse con posterioridad a la
sintesis ribosomal (el proceso de sintesis ri-
bosomal de proteinas se conoce con el nom-
bre de traduccién). Estas modificaciones se
conocen como modificaciones post-traduc-
cionales. Hidroxilaciones, fosforilaciones,

Nitrégeno
' (amida)

Carbono
carboxilico

sulfataciones, acetilaciones, metilaciones, + " B  Carbono
son algunas de las modificaciones postra- —
. , ‘ idrégeno
duccionales mds comunes. Nitrégeno Hidegario
(amina) Carbono
: carbonilo
\_ Dipéptido Ala-Gly ¢ Figura 1-7. Asimetria del carbono a. Y,

/ N\
Gly (G) ; : ? i E
Ser (S) Gln (Q  Asn(N)
’f,‘,l’ ;2;_..5 o
ﬁ Pro (P) Glu (E) Asp (D) Arg (R)  Lys (K)
Phe (F Tyr(Y) Trp (W, His (H)
g X »#: i i, &
Tle (T) Leu (L) Val (V) Met (M) Ala (A)
* Figura 1-8. Estructura quimica de los 20 aminodcidos naturales presentes en las proteinas. Se representan con modelos de esferas
E y cilindros. Los dtomos de carbono en gris, los de nitrégeno en azul, los de oxigeno en rojo y los de azufre se muestran en amarillo.
\: Algunos de los dtomos de hidrdgeno se muestran en celeste. No se diferencian simples de dobles enlaces. )

El enlace peptidico

En las proteinas los aminoécidos estin unidos mediante uniones peptidicas. Estas uniones tienen
propiedades que determinan muchas de las caracteristicas generales de estas macromoléculas.

El grupo carboxilo (-COOH) del primer aminodcido se condensa con el grupo amino
(-NH,) del siguiente aminodcido (eliminando una molécula de agua) formando un enlace
amida (Figura 1-9).
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Este proceso es repetido muchas veces en [~ 0O CH, N

la etapa de elongacién durante sintesis ribo- H,N-CH 2_(5_0|-| +NH 2_('3|-|_(3oo|-|
somal. Asi, la cadena polipeptidica se va alar-

gando. La llamamos cadena polipeptidica

porque, como dijimos antes, la podemos des- \.

cribir como un polimero de enlaces peptidi- H,0

cos. Esta cadena de enlaces peptidicos se
conoce como esqueleto o cadena principal.
Es muy importante entender qué dtomos

forman parte del esqueleto polipeptidico (o O CH,
cadena principal): el grupo NH (nitrégeno H,N-CH,-C-N-CH-COOH
amida), el Ca, (CA en la nomenclatura H

PDB) y el carbono carbonilo, C'=0, (el El dipéptido glicilalanina

dtomo C” unido al Ca, al que también iden-
tificaremos de acuerdo con la nomenclatura
PDB con una C ); el 4tomo de carbono car- ‘
bonilico estd simultdncamente unidoal NH = { ° una molécula de agua formando un enlace amida. )
(nitrégeno amida) del residuo siguiente (la
unidad bésica es entonces NH-CaH-C’O, ver Figura 1-11).

También es importante ver que el NH del primer aminodcido no participa de ningtin en-
lace amida y, entonces, estd en su forma -NH3, este grupo se conoce amino terminal (qui-
micamente es un grupo amina) o simplemente extremo N-terminal, a pH fisiolégico le
aportard una carga positiva a la proteina. Del mismo modo, el C"=0O del dltimo aminodcido
forma parte del grupo C’OO" y es conocido como carboxilato terminal o mds cominmente
como el extremo C-terminal de la proteina, a la que por lo general, (salvo a pHs extrema-
damente 4cidos) le aportard una carga negativa a la proteina.

Figura 1-9. El enlace peptidico. Para el dipéptido glicilalanina
la glicina a través del grupo carboxilico (-COOH) se condensa
con el grupo amino (-NH.,) del residuo de alanina y se elimina

seccccccce

I 16

Una de las propiedades mds importantes del enlace peptidico es su planaridad. El
enlace peptidico tiene un 40% de cardcter de doble enlace y como resultado la rotacién
a través de este enlace estd impedida. Los seis dtomos involucrados tienen una muy
fuerte tendencia a ser coplanares. El cardcter de doble enlace puede inferirse de la lon-
gitud del enlace peptidico (C’-N) que es de 1,33 A, mientras que la longitud de un
enlace tipico C-N es de 1,45 A (el caso de la unién Ca-N). También puede verse que
tampoco se trata de un doble enlace: la distancia entre el dtomo de Cy el de N en un
doble enlace promedio (C=N) es mucho
mis corta, 1,25 A.

Asi, en un polipéptido el enlace peptidico
determina la formacién de unidades planas re-
petitivas con minima rotacién a través del en-
lace C’-N. Estas unidades, por lo general, se

encuentran en la configuracién trans.

Al dngulo diedro definido por los cuatro
dtomos Coy;)-C’-N-Cay, 1y se lo conoce con
el nombre de o (Figura 1 11). Si bien la libre
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é ¢ Figura 1-10. Angulos diedros o torsionales.

rotacién a través del enlace C’-N estd supri-
mida por el cardcter de doble enlace: el 4n-
gulo torsional ® puede tomar dos valores 0
(cis) 0 180° (trans). Estos valores pueden des-
viarse unos pocos grados sin afectar dréstica-
mente la estabilidad imprimiendo cierta
desviacién con respecto a la planaridad ideal.

En la Figura 1-11 se muestran dos resi-
duos consecutivos de una proteina humana,
la frataxina. Se ve cémo los seis dtomos Ca,
C’, O del residuo Leul03 y N, H y Ca, del
residuo siguiente (Asp104) estdn ubicados en
el mismo plano.

La configuracién trans es, desde un punto
de vista energético, unas mil veces mds favo-
rable que la configuracién cis porque existe
menos repulsion entre los dtomos. En la con-
figuracién trans los dtomos Co) y Coyg,yy
(donde (i+1) es el residuo siguiente al resi-
duo i) estdn a una distdncia de 3,8 A, mien-
tras que en la configuracién cis estin a
solamente 3,63 A. En el caso de la confi-
guracion cis, los dtomos de los residuos
quedan demasiado cerca.

Ademids es importante ver que la presen-
cia de un enlace peptidico en la configura-
cién cis impone un fuerte cambio en la
direccién que toma la cadena polipepti-
dica. Sin embargo, la configuracién cis del
enlace peptidico no se ve tan desfavorecida
cuando el residuo siguiente al enlace en
cuestién es una prolina (enlaces x-pro). En
este caso el enlace peptidico entre un resi-
duo y la prolina no tiene cardcter de doble

seccscccce

Leu103 CA

CA

Figura 1-11. El dngulo diedro ©. En el enlace peptidico, ) estd defi-
nido por los dtomos Ca.-C -N-Coy;, ;). También se lo representa con un
esquema sencillo a la derecha. Se usa indistintamente Co.y CA para refe-
rirse a los carbonos a. Se usé SwissPDBviewer para preparar la imagen.

ececccccccccce

Figura 1-12. El dngulo diedro O en el caso de un enlace peptidico
entre los residuos X-Pro donde X es un aminodcido y Pro es prolina

puede adoptar dos valores ®=0°, (configuracion cis, ejemplo de la

izquierda) o ©W=180° (configuracion trans, ejemplo de la derecha).
Se usé SwissPDBviewer para preparar la imagen y la estructura
PDB2TRX.
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enlace. A su vez, el cardcter ciclico de la Pro disminuye la energia ya que hay menos re-
pulsién. La energia de las dos configuraciones ahora se vuelve comparable, como conse-
cuencia podemos encontrar dngulos ® de 0° para enlaces x-pro en la estructura de ciertas
proteinas (Figura 1-12).

El cambio entre configuracién cis y trans es lento, ocurre en una escala de tiempo que va
desde los 10 a los 100 segundos. Ambos estados estdn separados por una barrera energética
muy elevada (cercana a las 20 kcal/mol), esta barrera puede disminuir en presencia de enzi-
mas (proteinas conocidas como peptidil-prolil isomersas) que disminuyen la energia del es-
tado de transicién de la reaccién. Mds adelante vamos a volver a discutir el problema de las
prolinas, ya que la existencia de un enlace en configuracién cis en la estructura de una pro-
teina puede disminuir la velocidad de plegado considerablemente.

Como conclusién, la estructura electrénica del enlace peptidico restringe el niimero de
conformaciones posibles que puede adoptar la cadena principal de una proteina.

Representacién de la estructura proteica
(segunda parte: archivos PDB)

Como ya hemos mencionado existe en la actualidad una base de datos muy importante
de modelos experimentales de estructuras de proteinas: el PDB (de Protein Data Bank en
inglés) o Banco de Datos de Proteinas. En este banco de datos se almacenan, entre otras
cosas, las coordenadas espaciales de los dtomos de cada modelo. Estos datos se depositan en
forma de archivos que reciben el nombre de archivos PDB. Por ejemplo, en 1EKG.pdb
estd archivada la estructura de la frataxina humana. Cada uno de estos archivos tiene
un nombre particular que permite identificar y no confundir un modelo con otro. El
nombre es Ginico. En estos archivos, ademds de las coordenadas atémicas, se almacena
muchisima informacién util para los investigadores acerca de los experimentos que die-
ron origen al modelo e informacién sobre el modelo en si. Con una simple operacién
podemos acceder a estos archivos y no sélo ver los modelos, sino trabajar con ellos.
Para esto se usan programas de computacién especiales. Muchos de estos programas
son gratuitos, muy buenos y ficiles de usar. Algunos de estos programas son Rasmol,
SwissPDBviewer, MOL-MOL y VMD, entre otros. El uso de estos archivos permite,
en muchos casos, elucubrar hipétesis para realizar nuevos experimento, como por ejem-
plo iniciar el disefio de nuevos medicamentos (ver mds adelante).

Los archivos PDB tienen una estructura particular que es importante comprender.
Pero por ahora nos enfocaremos simplemente en la regién del archivo que incluye
las coordenadas espaciales de cada dtomo pesado (en este caso denominaremos dto-
mos pesados a los dtomos que no son dtomos de hidrégeno, estos son: nitrégeno,
carbono, oxigeno y azufre, N, C, O y S, respectivamente. Como ejemplo se mues-
tran a continuacioén las lineas correspondientes a los primeros 16 dtomos del modelo
construido por cristalografia y difraccién de rayos X la frataxina (1EKG):
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La primer columna (1) indica si se trata de un dtomo (ATOM) que forma parte de la ca-
dena polipeptidica o si se trata, por el contrario, de un dtomo que forma parte de un ligando
(como por ejemplo un inhibidor en una enzima), o tan solo moléculas de agua o dtomos
metalicos como hierro, cobre, zinc entre muchos otros.

En este caso veremos el término HETATM, como ejemplo se muestran las dltimas 5 filas
del archivo PDB que corresponden a cinco moléculas de agua.

Aqui, la segunda (2) columna indica el niimero de dtomo y permitird identificarlo; en el pri-
mer caso va del dtomo 1 al 16 porque se muestra sélo una parte del archivo PDB, la correspon-
diente a los primeros 16 dtomos que a su vez corresponden a los primeros dos residuos de
aminodcidos (ver mds adelante). En el segundo caso, al incorporar el resto de los dtomos de fra-
taxina y las moléculas de agua del modelo llegamos a la fila 1022 (se trata justamente de 1022
dtomos). El modelo de la proteina (la frataxina propiamente dicha, sin tener en cuenta las mo-
léculas de agua) incluye 941 dtomos. Hay que tener en cuenta que los dtomos de hidrégeno no
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(AIa —cn Leu B -2 \
. ‘ _NHI — B —CG”
se incluyen en este mod,elo. Mis a(.ielante ve- | pyy —a—c—m—m—a ~col
remos en detalle por qué no se los incluye. _oni R
Asn —(B—CG_ Lys _o—cw—o—c—m
~ND2
En la tercera columna (3) se describe de _omi Met: ——co—s0— (s
, —CB—CG ~ ~
qué dtomo se trata, con una nomenclatura A “~op Ser; —E—0
que es la nomenclatura PDB: N es el nitro- | & —“—*
del ida, CA es el carb B —Sm] o
> ¥ e
geno del grupo amida es el carbono -_ Thr e’
. ’ =062
alfa, C es el carbono carbonilo, O es el oxi- | Gy —X o pi
geno carbonilico. CB es el carbono beta, CG | 6Ih  —ev—cc—e0” G o
~NE2 "
carbono gamay CD1y CD2 son los carbo- | His s cosmi T i T
nos delta 1y 2. En la Figura 1-13 se muestra s X Sem—ce”
esta nomenclatura detalladamente para cada i/ B R
residuo. En el caso de las filas correspon- B il ~co—ce2
dientes a moléculas de agua, O es el oxigeno ‘\CG;A—cm TP —o—co _@/‘E“‘-&,
de cada molécula (HETATM 1018 O). T gy
PO & b R o
.. . Nl w  Nen
La siguiente columna (4) indica el tipo de e
id gli . l( ) di dp < Figura 1-13. Nomenclatura atémica usada por la base de datos
residuo (Leu, por €jemp 0) en c6 1g0 de tres \_ de proteinas PDB. No se detallan los dtomos de hidrégeno. Y,

letras. Se puede ver que los primeros 16 4to-

mos corresponden a los primeros dos residuos de aminodcidos en la proteina: Leu, Asp.

Luego, (columna 5) como en estos archivos, por diferentes motivos, puede haber mds de
una cadena polipeptidica, se anota a qué cadena corresponde el residuo mencionado en la
columna anterior (en este caso a la cadena A).

En la siguiente columna (6) se anota el ndimero de residuo. Este nimero (90 en este caso)

suele estar relacionado con la posicién de este residuo en la secuencia del gen de la proteina,
en el caso de la frataxina, la proteina se sintetiza con un péptido senal N-terminal que en un
proceso de maduracién de la proteina es eliminado; el modelo 1EKG es un modelo que
abarca desde el residuo 90 hasta el residuo 208 de la proteina.

Las siguientes tres columnas (7, 8 y 9) son muy importantes. Se trata de las coordenadas
X, y, . Los valores 1,020, 13,240, 5,227 ubican al nitrégeno (N) de la Leu 90 en una posiciéon
determinada en el espacio. De la misma manera, los valores -0,329, 12,612, 5,341 posi-
cionan al carbono alfa (Ca o CA en la convencién PDB).

La préxima columna (10) es el factor de ocupacién. Si un dtomo pudiera ocupar, alterna-
tivamente, una de dos posiciones y cada una con una probabilidad del 50% (el caso en que
ambas posiciones isoenergéticas) el factor de ocupacion para ese dtomo (o conjunto de dto-
mos) tomaria el valor de 0,5 y no de 1 (probabilidad del 100%).

La antedltima, la columna (11) es el factor B o factor de temperatura. El factor B
estd relacionado con la incertidumbre que tenemos en relacién a la ubicacién espacial
del dtomo. Este factor estd relacionado por lo tanto con la movilidad o flexibilidad de
la posicién, pero también con la calidad del cristal que dio origen al experimento (ver
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cristalografia y difraccién de rayos X). Si
se trata de una regién sumamente rigida de
la proteina los valores de los factores B
para los 4tomos que componen esa regién
deberian ser bajos con respecto a otras re-
giones mds moviles.

La tltima columna (12) indica el tipo de
dtomo, en términos generales (N, nitrégeno
en la tltima columna y en la primera fila).

Libertad conformacional,
’ .
angulos torsionales

A pesar del cardcter rigido que imprime el
enlace peptidico al esqueleto proteico, la ca-
dena principal tiene cierto grado de libertad
de rotacién en torno a dos enlaces: Ca-C' y
N-Co(Figura 1-14).

Esta libertad conformacional es clave en
la adquisicién de la estructura proteica. Al
dngulo torsional que describen los dtomos
C’-N-Co-C’ (a través del enlace N-Cal) se
lo llama phi (¢) y al dngulo torsional que
conforman los 4tomos N-Ca-C’-N (a tra-
vés del enlace Ca-C") se lo llama psi (y)
(Figuras 1-14 y 1-15). De esta manera
cada Ca, y, en definitiva, cada residuo de
la proteina, estd asociado con dos dngulos
conformacionales, un phi y un psi. En la
Figura 1-15 se muestra, en un esquema,
cémo podemos identificar a los dngulos
phi y psi. También, cémo quedan deter-
minados los planos que formardn el 4ngulo
diedro, en definitiva, cémo quedan deter-
minadas las torsiones y cémo estas torsio-
nes definen el recorrido de la cadena
polipeptidica en el espacio.

Como estos son los inicos dngulos torsiona-
les del esqueleto del polipéptido con libertad
rotacional, una vez que cada par de dngulos
queda definido para cada residuo, entonces
queda, completamente, definido el recorrido
de la cadena polipeptidica en el espacio.

La mayor parte de las combinaciones posi-

Phe120

N-terminal

Glu121

l

C-terminal

Figura 1-14. Los dngulos torsionales phi () y psi (). Existe cierta libertad
de rotacion en torno a dos enlaces: Ca-C" y N-Co. Se seiala el sentido
N—>C terminal de la cadena polipeptidica

J

~N

PhelZO .""‘ PhelZO
Glu121

\ Glul21 \_\r ’\a

c
i'
c Thr119

Thrl 19
phi(9)
s Figura 1-15. Los dngulos torsionales phi (C ¢ ) y psi () observados a
o través de los enlaces N-CA y CA-C, respectivamente. El esquema
\: simplificado permite ver a estos enlaces como bisagras entre dos planos )

psi ()

( i £ = 3 = =T \

180- T T T T T
-8 =170 -0 ° 60 e oo

< Figura 1-16. Representacion del grafico de Ramachandran de una proteina.

\: La figura fue realizada con el programa de visualizacion MOL-MOL.
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bles de phi y psi para un aminodcido pueden
considerarse muy poco probables o, directa-
mente, imposibles debido a las colisiones in-
tramoleculares que se producirian entre la
cadena principal y las cadenas laterales en con-
secuencia a la elevadisima energfa que posee-
rian estas conformaciones. Sobre la base de
consideraciones geométricas puede calcularse
cudles son las conformaciones permitidas y
cudles son las conformaciones prohibidas. Los
pares de dngulos phi y psi permitidos pueden,
entonces, graficarse uno contra el otro. En la Figura 1-16 se muestra el grafico de Ramachan-
dran de la frataxina humana (1EKG). Aqui, cada par de dngulos diedros (phi y psi) ha sido
representado con un punto o una cruz azul.

En un modelo de poli-L-alanina (un polipéptido construido con alaninas), los Cp podrian
representar el minimo de interacciones posibles entre las cadenas laterales de los aminodcidos
comunes en las proteinas. Sin embargo, este modelo no describe correctamente el compor-
tamiento observado para el aminodcido glicina ni tampoco para Pro. También resulta un
modelo pobre en el caso de cadenas laterales muy voluminosas.

Organizacién jerdrquica y modular.

Estructura secundaria y motivos estructurales

Con la determinacién por cristalografia y difraccion de rayos-X de las primeras estructuras
proteicas los proteinélogos aprendieron cosas muy importantes:

a. el interior de las proteinas estd compuesto, casi exclusivamente, por aminodcidos
no polares y
b. los aminodcidos estin muy bien empaquetados.

Como consecuencia de ambos hechos puede deducirse que las proteinas tienen corazones
hidrofébicos y que su superficie es, predominantemente, polar. Existen algoritmos que nos
permiten medir la superficie y la accesibilidad al solvente de los aminodcidos que componen
una proteina. Esto se hace en base al modelo dtomico de alta resolucién de la proteina, es
decir, cudn expuesta se encuentra tal o cual cadena lateral. Para esto se hace rotar una esfera
de un radio determinado (por ejemplo 1.4 A, en este caso simulando una molécula de agua)
por sobre el modelo proteico y se determina con qué dtomos contacta la esfera y con qué
dtomos no. Un punto clave es que la cadena principal posee grupos polares: el grupo amida
(-NH) y el carbonilico (~C=0). El primero, un donor para la formacién de puentes de hi-
drégeno y, el segundo, un aceptor: (-N HeeeO=C-). Por lo tanto, estos grupos polares
deben estar compensados entre si en el interior, fuertemente, apolar de la macromolécula
en su conformacién nativa, correctamente plegada.

Con los primeros modelos de difraccién de rayos X de alta resolucién de estructuras de proteinas,
también, se puso en evidencia la existencia de estructuras regulares o periddicas en las que se satisface
la neutralizacién de estos grupos. Asi se corroboraron los modelos de Linus Pauling para péptidos
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construidos en base a la aplicacién del conoci-  /~ ] ] )

miento sobre la estructura de pequenas molécu- : *Gly21
v +Gly92

las por: la estabilizacién por puentes de 120 I
hidrégeno intramoleculares de la conformacién _

proteica, y la existencia de estructuras helicoi- w0 !
dales. A estas estructuras periddicas (combina- L Gly71
ciones periddicas de dngulos diedros phi y psi) o1 1Gly84

se las conoce con el nombre de estructura secun- " Gly51

-50- i -

daria. Curiosamente, las proteinas estdn forma-
das, principalmente, por dos tipos de estructuras
periddicas: hélices o y ldminas B. Ademds, exis-
ten conectores que vinculan a estos elementos

1204 2

periddicos; asi estos pueden disponerse espacial- sl - e 0 @ 20 @ o
< Figura 1-17. Combinaciones de dngulos diedros phi y psi propias de es-
\ ¢ tructuras periddicas tipo hélices o o hebras .

mente de diversas maneras.

J

Asi podemos rever el grifico de Ramachan-
dran (mencionado con anterioridad) y asignar a
cada zona de este grafico alta o baja probabilidad
a cada tipo de estructura periédica. En la Figura
(ver numeracién) se muestra con una f la regién
de mdxima probabilidad para estructuras del
tipo ldmina B y con a la regién de mdxima pro-
babilidad para estructuras de tipo helicoidales.

En el grifico de Ramachandran, de una
proteina podemos encontrar, ficilmente,
aquellos residuos en los que se producen torsiones (combinaciones de dngulos diedros) ati-
picas (Figura 1-17). Como la cadena lateral de la glicina es un dtomo de hidrégeno los dn-
gulos torsionales de este aminodcido no estdn restringidos por el Cg, tipicamente podremos
encontrar residuos de Glicina por fuera de las regiones de maxima probabbilidad. Por otro
lado, la cadena lateral del residuo de Pro consiste en tres dtomos de carbono, pero estos for-
man un anillo de cinco miembros con el Coy con el N imida de la cadena principal. Como
resultado, se produce una disminucién considerable de la libertad conformacional; phi tiene
un minimo de energfa en -60° y psi tiene dos minimos cerca de -55° y cerca de 145°.

Estructuras helicoidales
Las hélices alfa (o)

Las hélices a son ficilmente reconocibles en la estructura proteica (Figura 1-18, paneles
Ay C). Los dngulos torsionales phi (¢) y psi (y) toman valores cercanos a -57° y -47°, res-
pectivamente. Estas hélices tienen 3,6 residuos por vuelta y por cada aminodcido se produce
un incremento de la hélice de 1,5 A (traslacién por residuo). En este tipo de elemento de
estructura secundaria los dtomos de la cadena principal quedan empaquetados muy eficien-
temente (interacciones de van der Waals favorables). Ademds, cada oxigeno carbonilico, por
ejemplo el del residuo ndmero (i) en la hélice, forma un puente de hidrégeno con el grupo
amida (-N-H) del residuo (i+4). Asi, quedan satisfechos todos los puentes de hidrégeno in-

LAS PROTEINAS




N 24

tramoleculares (Figura 1-18, Panel D).

Es importante notar que las cadenas latera-
les se proyectan hacia fuera (Figura 1-18,
Panel B) y también contribuyen con la esta-
bilidad de la hélice a través de las interaccio-
nes que establecen entre si, localmente, por
ejemplo las interacciones de van der Waals
(ver mds adelante) que se establecen entre las
cadenas laterales de los residuos (i) e (i+4).

Algunas conformaciones de las cadenas
laterales (rotaméricas) quedan altamente
desfavorecidas porque producen solapa-
miento con otros dtomos de residuos veci-
nos de la hélice a. Los residuos que poseen
un CP ramificado (treonina, isoleucina y
valina tienen mayores restricciones confor-
macionales. Por otro lado, los residuos con ca-
denas laterales polares (por ejemplo, serina y
asparragina) pueden competir en la formacién
de puentes de hidrégeno con dtomos de la ca-
dena principal. Los residuos muy voluminosos
en los extremos de hélices terminales (que pre-
sentan un trupo -NH;" o un -COO") también
suelen no ser convenientes estructuralmente
porque desolvatan la carga, en estos casos se ven
favorecidos residuos con cadena lateral pe-
quena. La introduccién de glicinas en una hé-
lice puede desestabilizarla significativamente,
porque se le otorga a este elemento de estruc-
tura mds libertad conformacional, y el péptido
puede explorar otras conformaciones, por lo ge-
neral menos probables (otros dngulos diedros
phi (¢) y psi (y)). Es importante tener en
cuenta que el residuo de prolina es, directa-
mente, incompatible con la conformacién he-
licoidal de tipo hélice -a. En este caso, el
tltimo 4tomo de la cadena lateral estd
unido al nitrégeno de la cadena principal
formando un anillo de cinco miembros

(Ca-CH,-CH,-CH,-N). Este hecho de-

/.
Hougy 194

Thr191
~ Alal187 D
His183

Figura 1-18. Hélices o. (A) Visualizacién de las hélices de la
frataxina humana. (B) Proyeccién de las cadenas laterales.
(C) Detalle de la hélice a2, residuos 182-194.

(D) Detalle de puentes de hidrégeno presentes en la hélice a2
(lineas punteadas en verde).

.

-~

Figura 1-19. Distorsién en una hélice o causada por la presencia
de un residuo de prolina. Se representa en cintas la estructura de la
tiorredoxina de E. coli (PDB 2TRX); la hélice afectada se muestra
en color naranja. Arriba se muestra un detalle de la distorsion
causada en el arreglo de puentes de hidrdgeno por la prolina.

/

termina la ausencia de un grupo N-H que participe como donor en la formacién de
un puente de hidrégeno intrahelicoidal. Ademads la presencia de prolinas en una hélice pro-
duce una torsién de la hélice y defectos de empaquetamiento de los dtomos de la cadena prin-
cipal. En la Figura 1-19, se muestra un modelo de cintas de la estructura de la tiorredoxina de
Escherichia Coli PDB: 2TRX. Se puede ver cémo la prolina en este caso interrumpe la hélice
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(circulo en puntos negros) y c6mo se interrumpe la conectividad interna de puentes de hidré-
geno. A pesar de todo esto, se las puede encontrar como primer residuo de hélice, o
formando parte de hélices de longitud considerable.

Como todos los puentes de hidrégeno intrahelicoidales se establecen con el mismo sentido
y direccién quedando alineados con el eje longitudinal de la hélice, cada uno con un momento
dipolar que proviene de que los grupos N-H y C=O poseen distinta polaridad.

Estos dipolos alineados con el eje de la hélice forman un macro dipolo resultante de la su-
matoria de cada uno de ellos (Figura 1-20).

As, residuos con cadenas laterales cargadas negativamente (cadenas laterales de dcido glutdmico o dcido
aspdrtico) ubicadas en el extremo C-terminal de la hélice podrian desestabilizar la conformacién helicoidal
a través de la desestabilizacién del macro dipolo que ubica polaridad negativa en el extremo del elemento
helicoidal. Del mismo modo son desestabilizantes las cargas positivas (residuos de lisina y arginina) ubicadas

en el extremo N-terminal de la hélice. Por el con- T042
trario, residuos cargados, positivamente, en el ex-
tremo C- terminal o cargados negativamente en el
extremo N-terminal de la hélice estabilizan el macro
dipolo, y en consecuencia al elemento helicoidal.
En una proteina las hélices pueden localizarse en
la superficie. En este caso una cara estard en contacto
con el solvente y la otra estard en contacto con el in-
terior apolar. En este tipo de hélices los residuos po-
lares y apolares deben estar distribuidos en la
secuencia periédicamente. A este tipo de hélices se
las conoce con el nombre de hélices anfipéticas. Los
péptidos que forman este tipo de hélices en el con-

texto de la proteina nativa asilados en solucién (sin ~ \N-terminal ¢ Figura 1-20. El macro dipolo de una hélice . )

el resto de la proteina) requieren muchas veces co-
solventes como trifluoroetanol o detergentes para
adquirir el plegado helicoidal nativo. Esto se debe a
que la superficie apolar que se genera en el proceso
de plegado puede ser sumamente inestable en solu-
cién acuosa.

En otros casos los elementos helicoidales pue-
den estar, completamente, ocultos en el corazén
hidrofébico de la proteina o, completamente,
expuestos al solvente. En el caso de muchas pro-
teinas de membrana, las hélices estdn inmersas
en un ambiente hidrofébico. La mayor parte de las cadenas laterales serdn por lo tanto apolares.
Estas proteinas suelen tener varias secciones transmembrana. Tanto estas secciones como las hé-
lices o hebras beta de core (del interior de la proteina) que son fuertemente apolares pueden pre-
decirse a partir del perfil de hidrofobicidad de la proteina: un gréfico como el de la Figura 1-21
(para la frataxina humana) en el que se grafica el indice de hidrofobicidad por residuo de ami-
néacido (ver Tabla 1-1) en funcién de la posicion en la secuencia. Una vez que encontramos la
secuencia en la base de datos (podemos buscarla en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez)
resta elegir la escala de hidrofobicidad, en este caso se eligi6 la escala de Eisenberg D., Schwarz
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E., Komarony M.y Wall R. publicada en la revista J. Mol. Biol. 179:125-142(1984) y se us6
una aplicacién disponible en la web (http://ca.expasy.org/tools/protscale.html). En esta escala
como se menciond, los valores mds negativos corresponden a residuos cargados.
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w
-1
15 —*—Hidrofobiciclacl
¢ Figura 1-21. Perfil de hidrofobicidad de la frataxina humana. Se grdfica la hidrofobicidad en funcién del niimero de residuo.
\- J
En muchos casos puede ser muy util la construccién de diagramas de tipo rueda o espiral. En
estos gréficos (Figura 1-22) cada vuelta de hélice (3,6 residuos de aminodcidos) se grafica posicio-
nando cada residuo cada 100° (una vuelta/3,6 residuos = 360°/3,6=100). Siempre hay que tener
en cuenta que se trata de una hélice canénica (un modelo) y que las hélices reales pueden tener
perturbaciones impuestas por la secuencia o por la estructura del resto de la proteina. Observando
la proyeccién de los residuos puede verse, ficilmente, si una cara de la hélice, por ejemplo, es polar
y la otra apolar, como en el caso de las hélices anfipdticas. En la Figura 1-22 se muestra el ejemplo
de la melitina un péptido encontrado en altas concentraciones en el veneno de abejas y también
se muestra una de las hélices de la frataxina. Los residuos apolares se muestran recuadrados y en
azul, los residuos polares en fucsia.
4 o O g N\
[ [
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@ ; s
97RLAEETLDSLAEFFEDELA 7 45IGAVLKVLTTGLPALISW;,
Hélice o Hélice o
Frataxina Humana Melitina de Abeja
\_ * Figura 1-22. Construccion de diagramas de tipo rueda o espiral. Y,

A partir de este tipo de gréficos podemos deducir cudl de las dos caras de la hélices o de
la frataxina interacciona con el resto de la macromolécula (cara apolar) y cudl es la cara que
interacciona con el solvente (cara polar). La melitina, por otro lado, forma un tetrdmero
(cuatro moléculas de melitina) en el que las superficies apolares estdn en contacto. También
puede interaccionar con otras proteinas y con membranas bioldgicas.
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Las hélices 3 y las hélices 70

Existen otras conformaciones helicoidales en las que la cadena principal puede
adoptar una conformacién mds laxa que una hélice o y con poco contacto entre
sus dtomos (con puentes de hidrégeno (i, i+5)), las hélices T, 0 menos laxa, las hé-
lices 3,( (puentes de hidrégeno (i, i+3). Esto quiere decir que el puente de hidré-
geno intrahelicoidal que forma el residuo i no se establece con el residuo i+4, como
en el caso de las hélices a, sino que se establece con el residuo i+5 o con el residuo
i+3. En el segundo caso, quedan por vuelta de hélice tres residuos y diez dtomos
entre el dtomo donor y el dtomo aceptor que establecen el puente de hidrégeno
(por este motivo se llaman hélices 3.

Las ldminas beta (3)

En conjunto con las hélices a, el segundo elemento estructural regular, ficil-
mente, identificable en las estructuras proteicas son las liminas B. Estos elementos,
en contraste con las hélices a, estdn compuestos por varias regiones de la cadena
polipeptidica. Estas regiones poseen una estructura extendida con combinaciones
de dngulos diedros phi (¢) y psi (y) que caen en la regién permitida del cuadrante
superior izquierdo en el grifico de Ramachandran. Cada porcién (cada hebra de
la ldmina), tipicamente, estd formada por 5-10 residuos con una periodicidad apro-
ximada de 2 residuos (dos cadenas laterales consecutivas quedan a 180°, una hacia
arriba y otra hacia abajo) con una traslacién de 3,4 A por residuo. Contrariamente,
con la disposicién de puentes de hidrégeno en las hélices (los puentes son intrahe-

licoidales), en las ldminas los puentes de /~ Antiparalelas Paralelas R
hidrégenos se forman entre hebras: entre - ’>:O - .
el grupo amida (-NH) y el carbonilico (- Yoo w( Tw(
C=0) de residuos de dos hebras distintas. o Ca - o .
Asi, en el caso de las hojas o ldminas B in- O:(NHM"O=<’NH 1NH-“"" Yo
tramoleculares las interacciones entre he- Ca Ca - da
bras se dan entre residuos que estdn HN\FO_.__“HTP':O HN>:O"“‘--HN ’
distantes en la estructura primaria. Tam- ca Ca Cu Ca
bién puede tratarse de hebras que corres- 0:<””"""°=<NH °=<NH,,»-”°=<NH
ponden a distintas cadenas polipeptidicas Ca &, ca Co
(laminas beta intermoleculares). ”N;= =0 HN>'=°"-~-._HN>=°
Las hebras pueden interactuar, en princi- > A oy N
pio, de dos maneras diferentes. Si ambas he- im0 o= .o
bras alterna el sentido se tratard de hebras °=((:u K & B
antiparalelas en cambio si corren con el w =0 J=o. )=0
mismo sentido (N- C-terminal) entonces se las 02=° """ "% s i
conoce como hebras paralelas; (Figura 1-23). Yoteerrom=( o= o=
Tipicamente, para las hebras antiparalelas los 0=<4 o 7 2
dngulos diedros phi (¢) y psi (y) toman los valo- * Figura 1-23, Hebyas paralelas (derecha) y antiparalelas (izquierd)
\_ < El patron de puentes de hidrdgeno es en cada caso caracteristico. W,
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res de -139°, +135°, respectivamente, y para las
hebras paralelas toman valores de -119°y -113°.

En la Figura 1-23 se puede observar el
tipo de patrén de puentes de hidrégeno que
se forma en cada caso. Es importante ver
que en las Figuras 1-23 y 1-24 no se mues-
tran las cadenas laterales de los amino4ci-
dos. Una ldmina también puede estar
formada por una mezcla de hebras paralelas
y antiparalelas; a su vez, la ldmina puede ser
plana o no; si no es plana se la llama ldmina
u hoja torcida (rwisted en inglés), este es el
caso de la [dimina de la tiorredoxina (Figura
1-24, panel inferior).

En la Figura 1-25 se muestra un frag-
mento de la [dmina B de la frataxina (residuos
129 a 150). Aqui es importante ver que,
como se dijo anteriormente, las cadenas late-
rales consecutivas quedan a 180°, una hacia
arriba de la limina y otra hacia abajo. Si bien
las ldminas B se han catalogado como com-
ponentes de la estructura secundaria de las
proteinas, debemos tener presente las grandes
diferencias estructurales mencionadas mads
arriba entre estos elementos. Estas diferencias
(por ejemplo, una ldmina puede formarse
por la interaccién de dos hebras no consecu-
tivas) tienen consecuencias importantes en el

proceso de plegado.

Estructura super-secundaria y
motivos estructurales

En las proteinas encontramos motivos forma-
dos por la asociacion (y la interaccién) de elemen-
tos de estructura secundaria. Estos motivos se
conocen con el nombre de estructura supersecun-
daria y son patrones que se repiten con regulari-
dad en las proteinas. Un ejemplo simple que
comprende sdlo elementos helicoidales y conec-
tores son los paquetes de hélices (-0, en inglés

helix bundles), las hélices pueden estar unidas por
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Hebras 8 antiparalelas de la proteina — Puentes de hidrégeno

B-lactamasa (no se graficaron

los dtomos de hidrégeno)

antiparalelas

W

. f

paralelas
Ldmina S de la tiorredoxina

Las hebras en este caso no forman
un plano. Estdn giradas o torcidas

< Figura 1-24. Laminas . En el panel superior se muestra un ejemplo de una
. ldmina antiparalela (exoraida de la estructura PDB: 4BLM de la proteina
o B-lactamasa de Bacillus licheniformis. En el panel inferior se muestra la es-

\. tructura de la ldmina [3 de la tiorredoxina de E. coli (PDB: 2TRX).
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+ Figura 1-25. Proyeccion de las cadenas laterales en una lamina .
E Se remarcaron tres residuos consecutivos (Tyr143 en verde, Vall44 en naranja
o ellel45 en rosa) Se usé la estructura de la frataxina humana y se muestva la
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\: secuencia de la horquilla B en codigo de aminodcidos de una letra. )




conectores cortos, incluso de tan sélo 3 residuos. Otro motivo de estructura supersecundaria es el
motivo hélice lazo hélice (belix-loop-helix en inglés). En este caso dos hélices estdn conectadas por
un lazo que puede variar en su longitud. Otro ejemplo son dos hebras beta antiparalelas unidas por
un conector corto. A estos conectores se los llama y p-zurn (en inglés) o giro fen castellano (conector
de dos residuos) y y-zurn o giro y (conector de un tinico residuo). Se puede ver que estos conectores
poseen secuencias que posibilitan este tipo de giro de la cadena polipeptidica. Hay dos tipos de
vueltas 8 tipicas en proteinas (S-zurn de tipo 1y II). En el caso de los de tipo II debe haber, inexo-
rablemente, un residuo de Gly (recordar que la glicina no tiene carbono Sy su cadena lateral es mi-
nima, tan sélo un dtomo de hidrégeno) asi se evitan colisiones entre dtomos de la cadena principal

con dtomos de este residuo. Ademds, en los giros
Blos residuos 7+1 ¢ i+2 (el residuo i es el inme-
diatamente anterior al giro) nunca forman puen-
tes de hidrégeno y el plano que forma el enlace
peptidico entre ambos residuos es perpendicular
ala direccién que toma la cadena principal en las
hebras . En cambio los residuos i e i+3 participan
en un puente de hidrégeno (en la Figura 1-26 se
muestra un ejemplo de giro f).

Las hebras beta pueden, como se menciond
mds arriba, formar hojas o liminas By estas pue-
den tener una topologia sencilla como en el caso
de las horquillas 8 (en inglés, B-hairpins) y los
arreglos tipo B meandros. Sin embargo, existen
topologias u arreglos de hebras B mds complejos
con conectores mds largos en forma de lazo (loop
en inglés) Este tipo de arreglos permite acomo-
dar, muy eficientemente, los 4tomos de la ca-
dena principal, de tal forma que se establezcan,
eficazmente, los puentes de hidrégeno entre he-
bras. La formacién de puentes de hidrégeno in-
tramoleculares estard muy favorecida en
ambientes no polares como lo es el interior de
una proteina. En el caso de que dos hebras fue-
sen paralelas, el conector debe ser, suficiente-
mente, largo (tan largo como la hebra). Suele
encontrarse un elemento o helicoidal cum-
pliendo ese rol. Asi, tenemos este otro arreglo,
el motivo B-a-PB. En este caso ambas hebras for-
man puentes de hidrégeno entre hebras y estin
a su vez empaquetadas con la hélice.

Puentes disulfuro y tioles libres

Hemos dejado un poco de lado un punto
que es realmente importante. La existencia de

4 c i+4 N\
“~

s Figura 1-26. Conectores de hebras B. Se muestra un

s tipico giro P. Se detallan los puentes de hidrdgeno en lineas punte-

< adas verdes y los extremos N- y C- terminales con una N y una C,

E respectivamente. Se nombran los residuos en funcién de su ubica-
cidn en la estructura del giro. i-1, i, i+1, i+2, i+3 ¢ i+4.

.
.

\- J

~N

Estructura de la lisozima de
clara de huevo de gallina

¢ Figura 1-27. Los puentes disulfiro.

J
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puentes disulfuro en las proteinas. Dos cisteinas pueden oxidarse y formar un puente disul-
furo. Esta oxidacién puede ocurrir mediante la presencia de otro puente disulfuro o, alter-
nativamente, puede ser catalizada por oxigeno y metales disueltos en la solucién de proteina.
Los puentes disulfuro son enlaces que restringen la movilidad de esa regién de la pro-
teina. Para que los puentes disulfuro se formen debe estar consolidada la estructura de
la macromolécula de tal forma que ambas cisteinas queden ubicadas, correctamente,
en el espacio (los dos dtomos de azufre que forman un enlace disulfuro estin separados
por una distancia de unos 2A). En la Figura 1-27 se muestra como ejemplo uno de los
cuatro puentes disulfuro de la proteina lisozima de clara de huevo de gallina.

Existen reactivos especiales para la reduccién de puentes disulfuro (ruptura del enlace),
uno de los mds eficientes es el ditiotreitol DTT y uno de los mds cominmente utilizados
es el B mercaptoetanol.

En este contexto, vale la pena destacar que la reactividad de los residuos de cisteina aumenta a
medida que el pH de la solucién es mds alcalino. Concretamente el pK¢- = 8,4. Esto quiere decir
que a pH=8,4 el 50% de las cisteinas deberfa estar en su forma aniénica (-S"), siendo este grupo,
el tiolato, el grupo reactivo.

Otra reaccién quimica de gran utilidad es la reaccién de Ellman o del 4cido 5,5'-Ditio-
bis(2-nitrobenzéico). Esta reaccidn se usa para cuantificar tioles libres en las proteinas, es
decir cisteinas que no forman parte de puentes disulfuro.

(" wo cH A
2 HO CH
AN ~ ™~ RN
C‘H SH ~ CH 5
o |CH s|
HO - \cH - SH -— HO P -
N 30 2 z CH;  pitiotreitol
Ditiotreitol f{oxidado)
{reducido) +
+
R1-CH,-SH
R1-CH,S — S-CH,R2 +
R2-CH, SH
Puente disulfuro
\_ ¢ Figura 1-28. Reaccion de reduccion de un puente disulfiuro con ditioneitol.  Tioleslibres )
4 coH ™
cons . om _QH_@.W

tiol libre en su forma HO,C
tiolato {a pH 8.0)

COH
O,N —Q—S_ + RCH, S —s—@— No2

acido ditiobisnitrobenzéico
{DTNB)

HO,C Disulfuro mixto
productoque da
coloramarilloa ¢ Figura 1-29. Reaccion de Ellman.
Y pH&.0 )
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Bases biofisicas de la estabilidad
de la estructura proteica. Interacciones no covalentes

Como consecuencia de la adquisicién de la estructura nativa, quedan determinadas orien-
taciones y distancias entre numerosos grupos funcionales cruciales para la funcién bioldgica.
También queda determinada la capacidad que tienen las proteinas de interaccionar con el medio.

¢Cémo se estabiliza la estructura proteica?, ;Qué tipo de fuerzas estin involucradas en el pro-
ceso de adquisicién de la estructura proteica?, ;Cémo interaccionan los proteinas con el agua?

De manera general, se pueden reconocer distintos tipos de interacciones intramoleculares
e intermoleculares que contribuyen con la estabilizacién o, por el contrario, con la desesta-
bilizacién de la estructura proteica. Hoy sabemos que la estructura proteica resulta de la su-
matoria de miles de interacciones.

Si bien la estructura molecular en término del tipo de enlace quimico, que tiene lugar
entre los dtomos conectados en forma covalente, es crucial. Hoy sabemos que la estructura
proteica es consecuencia, por lo menos, en gran medida de un conjunto mayor de interac-
ciones: las interacciones no covalentes. Vale la pena subrayar que todas las fuerzas entre dto-
mos y moléculas son en origen electrostdticas, sin embargo, se pueden reconocer tipos bien
definidos de interacciones:

* Interacciones i6nicas y dipolares,
* Interacciones de van der Waals, enlaces por puente de hidrégeno, e
e Interacciones hidrofébicas (ver efecto hidrofébico).

Si bien las interacciones no covalentes aportan
poco individualmente, en conjunto logran esta-
bilizar, suficientemente, a la estructura proteica.

La complejidad y el desorden intrinseco
de los liquidos (del agua en nuestro caso)
hacen que no sea sencillo evaluar las propie-
dades de las interacciones no covalentes en
este tipo de sistemas. Para entender a través de modelos y simulaciones el efecto de las inter-
acciones en la estructura proteica hay que recurrir, en algunos casos, a modelos complejos
que intentan rescatar ciertas propiedades del solvente (modelos de solvente implicito) y, en
algunos casos, directamente hay que modelar, explicitamente, al solvente y a las interacciones
entre el solvente y la macromolécula que se desea investigar: esto es, concretamente, agregar
moléculas de agua en una caja imaginaria con dimensiones limites muy particulares en la
que introducimos el modelo de la macromolécula (Figura 1-30).

Adelantindonos al problema del plegado proteico es importante, de aqui en mds, tener
en cuenta que las caracteristicas de la superficie proteica determinan en gran medida las pro-
piedades termodindmicas de la macromolécula, por ejemplo la estabilidad termodindmica y
la diferencia de capacidad calorifica entre el estado nativo y el desplegado (ver mds adelante).
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Interacciones electrostaticas

Como ya se ha mencionado con anterioridad, todas las fuerzas intramoleculares son, en
principio, esencialmente electrostdticas. La ley de Coulomb dice que para dos dtomos (por
ejemplo A y B) en el vacio la energfa de la interaccién electrostdtica es, simplemente, el pro-
ducto de sus cargas dividido por la distancia entre ellos (en este caso la distancia es 75p):

Z A X Z B X €2
TaB

Aqui, € esla carga de un electrén y Z es el niimero de cargas equivalentes de cada grupo. Si
las dos cargas son de signo opuesto, entonces la energfa disminuye a medida que ambos grupos
se acercan. Asi, la interaccién resulta favorable. Por el contrario, si ambas cargas son del mismo
signo, existird repulsién entre ambos grupos. Es importante notar que tal cual estd escrita esta
ley vale, inicamente, en el vacio y para cargas puntuales. Este no suele ser el caso de las prote-
inas. En nuestro caso la constante dieléctrica del medio afectard, ampliamente, este tipo de
interacciones. Por este motivo el entorno quimico de las cargas definird la potencia de la inter-
accién. Si suponemos un ambiente, suficientemente, homogéneo entonces podemos aplicar
una constante dieléctrica tnica y la ecuacién de arriba se transforma en:

ZAXZBX €2
DrAB

AE =

AE =

D es la constante dieléctrica. En el caso del agua, D es cercana a 80 (y dentro de una
proteina puede tomar valores cercanos a 2-4). Se puede ver cémo disminuye la atrac-
cién de dos cargas de signo opuesto en un medio acuoso a medida que aumenta la
constante dieléctrica ya que el valor de constante dieléctrica estd en el denominador.
Se muestran algunos valores de constante dieléctrica; Vacio, 1; Aire (seco), 1,00059;
Cloroformo, 4,81; Metanol, 30; Agua, 80.

Para comprender el efecto del solvente sobre la carga se puede suponer, como se ve en la
Figura 1-31, la existencia de una carga negativa (-g) que estd rodeada por un gran volumen
constituido por un dieléctrico (en nuestro caso el solvente y, en general, un dieléctrico es un
material que no conduce la electricidad eficientemente, si la conduce muy ineficientemente,
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entonces puede ser utilizado como aislante eléctrico). La carga -g polariza el dieléctrico al
punto que se forman dipolos cuya densidad de carga positiva apunta hacia la carga -¢. Las
cargas positivas neutralizardn parcialmente la carga -¢; asi, la carga efectiva ya no serd -¢ sino

(q-38¢9) = 1 5
D +d +0
5 +0
+0
+0 45 . Figura 1-31. Carga cfectiva.

La carga -q polariza el dieléctrico.

Sin embargo en el caso de las proteinas no podemos considerar un entorno homogéneo:
el agua del solvente, la superficie de la proteina con su esfera de hidratacién y el corazén hi-
drofdbico de la proteina plegada poseen propiedades dieléctricas bien diferentes. Para este
tipo de sistemas, altamente complejos, se debe considerar de manera explicita el solvente.
Por esto debe calcularse la interaccién de la macromolécula inmersa en un conjunto de mo-
léculas de agua que deben modelarse, como ya se dijo explicitamente (una por una). A esto
puede anadirse algunos condimentos como sales (por ejemplo cloruro de sodio, NaCl) que
también alteran la constante dieléctrica del medio.

El pH y las proteinas

El pH es una medida de la acidez (o basicidad) de una solucién. El pH es la concentracién
de cationes hidrégeno [H*] (proteones) presentes en una solucién. Asi fue definido por el
quimico danés Serensen, quien lo definié como el logaritmo negativo de base 10 de la acti-
vidad de los iones hidrégeno (de la concentracién en soluciones diluidas). La definicién que
parece muy arbitraria, finalmente, resulta muy prictica.

pH = -log [H*]

Por ejemplo, el agua tiene un pH=7,0, la concentracién de protones es [H*] =1 x 107 M
(0,0000001 M) ya que —log[10~] = 7,0; pH = 7,0 indica la neutralidad de la solucién, la concen-
tracién de [OH] en la solucién deberd ser también 0,0000001 M para garantizar la neutralidad.

Son 4cidas las soluciones con pH menores a 7, y bésicas las que tienen pH mayores a 7.
A pH 7,0 los grupos amino y carboxilo estdn cargados pero en el rango que va desde pH 1,0
a pH 14,0 estos grupos quimicos presentan una serie de equilibrios en los que estd implicada
la unién y la disociacién de un protén. Comprender el comportamiento dcido-base de los
aminodcidos es importante porque éste, claramente, tiene efectos determinantes sobre la es-
tructura y en la funcién de las proteinas.

Estos grupos se ionizan de acuerdo con el siguiente equilibrio:

HA + Hzo <> Ha()+ +A_
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Donde HA es el grupo donor de protén (en las proteinas -COOH, NH3 o ~SH) y A'es
el aceptor de protén (-COO’, -NH, o -S7)
Planteado el equilibrio se puede calcular la constante de equilibrio

_ [HT[A]
7
Se podrd derivar entonces
+ Kx HA
[H*]= -
(4]
Kx HA
-log [H*]=- log | ————
¢ ¢ ( 47 ]

- log [Hﬂ:—log(l(x

HA

IV

- log [H']=- long- loglO HA
I

-logo [H ] = - log;o K + logloi
HA

Por dltimo usando la definicién de pH
pH = pK +log;,_A_
HA

Como ejemplo, en la Figura 1-32 se muestra el equilibrio de ionizacién para un residuo
de aminodcido (serina). A pHs muy dcidos (pH<2) la especie mayoritaria serd la cargada po-
sitivamente a pH 2,2 coexistirdin (concentraciones idénticas) la especie cargada, positiva-
mente, con la especie neutra (una carga positiva mds una negativa). Se puede hacer la cuenta
para evaluar esta igualdad de concentraciones:

2,2 =22+log A
HA

— log A
log 1= log 27

HA=A

Elevar atin mds el pH de la solucién conducird a la pérdida de un protén del grupo amino
y a la formacién de especies conteniendo una carga negativa pasando por un segundo pX
(pK=9,2). Otra vez, en este pH (pH= 9,2) las concentraciones de la especie neutra y de la
especie cargada negativamente serdn iguales.

Aqui puede verse que a pH neutro la especie predominante serd la zwiteridnica que, si
bien es altamente bipolar, su carga neta es 0 y esto determinard que no migre en un campo
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eléctrico hacia ninguno de los dos polos. El
pH en el que la carga neta de un aminodcido,
de un péptido o de una proteina, es cero se
conoce como punto isoeléctrico o pl. Para los
aminodcidos que contienen grupos que pue-
den funcionar como donores o aceptores de
protones se observardn equilibrios mds com-
plejos; los residuos que muestran valores de
pK adicionales debido a grupos funcionales
en la cadena lateral son: lisina, arginina, his-
tidina, aspartato, glutamato, cisteina y tiro-
sina. En la Tabla 1-2 se muestran los valores
de pK para estas residuos.

Arg 18 9,0 12,5
Lys 2,2 9,1 10,5
His 1,8 9.3 6,0
Asp 2,0 9,9 3,9
Glu 2,1 9,5 4,1
Cys 1,9 10,7 8,4
Tyr 22 9,2 10,5

Tabla 1-2. Constantes de equilibrio adicionales debido a
grupos funcionales en la cadena lateral. Valores de pK para
residuos con cadenas laterales (R) que presentan grupos
quimicos que pueden funcionar como donores o aceptores
de protones y por lo tanto presentan un pKp,.

eec0ccccccce

Asi por ejemplo el residuo de histidina (H is)
tiene un pK para la cadena lateral de 6,0, esto
se traduce en que a pH 7,5 las histidinas serin
neutras pero a pH 6,0 cerca del 50 % de las his-
tidinas estardn protonadas y se habrdn cargado
(Figura 1-33, panel superior). Por otro lado, el
grupo tiol (-SH) de las cisteinas (Cys) podrd
estar en equilibrio con la forma tiolato (cargada
negativamente); a pH 8,4 el 50 % de las cistei-
nas libres (aquellas que no forman puentes di-
sulfuro, ver mds adelante) deberfa estar en su
forma tiolato (-S” Figura 1-33, panel inferior).
Sin embargo la estructura primaria (residuos
vecinos en secuencia) y el plegado (al posicio-
nar residuos vecinos en el espacio) de las pro-
teinas puede modular increiblemente el valor
de pK para estos equilibrios.

20 +1

H oK =22

pH~7.0 1 20 0
(neutro) I o

pH~2.0 + 1
(acido)

H oK =0.2

oH
¢H: o -1
/4

HN-C-C
‘ ~
H

pH~12.0
(basico)
o

. . o . . . ., .

o Figura 1-32. Equilibrio de ionizacion para un residuo de
.

s serina. Se muestan las estructuras que observariamos a pHs
.
:

extremos y a pH neutro (pH:7,0).

/ /
CH, H CH, H
Sl LU S
— H —C istidina
N ™ e |
N * NH
- =
» G pH=6 = o8
H+
-CHZ-S' ———— _CHQ.SH Cisteina
pH=8.4
+ Figura 1-33. Equilibrio de ionizacion para la cadena lateral
< residuo de histidina (arriba) y cisteina (abajo). Se muestan
S lﬂS estructuras que ob:erwlrl'ﬂmox llpr mﬂyorfs 0 menores
s queel pK.
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Interacciones de van der Waals

Curiosamente y, aunque suene un poco
paraddjico, una de las interacciones mds im-
portantes, energética y estructuralmente, es la
repulsién que tiene lugar entre dos grupos
cuando estos se acercan mds alld de una dis-
tancia limite. Los dtomos y/o las moléculas
no pueden aproximarse arbitrariamente entre
si. Dicho de otro modo, dos grupos no pue-
den ocupar simultdneamente la misma region
del espacio. Esto tiene una base en el princi-
pio de exclusion de Pauli (un principio cudn-
tico que establece que no puede haber dos
fermiones (los protones, los neutrones, y los
electrones son fermiones, pero los fotones por
ejemplo no lo son) con todos sus nimeros
cuanticos idénticos. Concretamente, existen
restricciones Geométricas impuestas por los
orbitales moleculares y repulsién electrostd-
tica causada por los electrones externos.

Como la energfa de repulsién crece muy
abruptamente mds alld de la distancia limite
(ver interaccién de van der Waals dptima) se
puede considerar que los dtomos y moléculas
que interaccionan tienen dimensiones definidas
y ocupan volimenes que son impenetrables por
otros dtomos. Asi, podemos modelar a los 4to-
mos como esferas, y el volumen impenetrable
se define como volumen de van der Waals.

El volumen de la proteina entera puede
modelarse como la suma de la contribu-
cién de cada residuo de aminodcido. Los
radios de van der Waals (Tabla 1-3) defi-
nen también la superficie de van der
Waals. Esta superficie estard caracterizada
por la presencia de numerosas grietas y
rugosidades. Podemos ver a partir de este
tipo de modelo, cémo una proteina co-
mienza a tomar la apariencia de objeto.

En la Figura 1-35 se muestra un esquema
en el que se comparan dos distancias entre
dtomos de carbono: dos carbonos unidos co-
valentemente (1,5 A) y dos carbonos a dis-

tancia de van der Waals (3,4 A).
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Figura 1-34. Representacion de los volsimenes de van der Walls
de los dromos de C (gris), N (azul), O (rojo) y S (amarillo) de la

tiorredoxina de E. coli.

Radios de van der Waals
H (aromaitico) 0,10
H (alifdtico) 0,12
(@) 0,15
N 0,16
C 0,17
S 0,18

Tabla 1-3. Radios de van der Waals. Los radios
de van der Wals (rvdw) medidos en nm.

J\

1,5A

E Figura 1-35. Enlace covalentes e interacciones de van der
o Waals. Dos carbonos unidos covalentemente (1,5 A) y dos
+ carbonos a distancia de van der Waals (3,4 A).

J




Los dtomos que no estdn unidos, covalentemente, pueden atraerse unos a otros, inclusive
en ausencia de grupos cargados. Esto ocurre como resultado de interacciones mutuas, en
muchos casos, producto de procesos de induccién de polarizacién (induccién de densidades
de carga). Este tipo de interaccién atractiva débil se conoce como interaccién de Van der
Waals; puede provenir de la interaccién de dos dipolos permanentes, alternativamente de la
interaccién entre un dipolo permanente y un dipolo inducido e incluso de la interaccién
entre dos dipolos, mutuamente, inducidos.

Las interacciones de Van der Waals suelen representarse como la energfa potencial en fun-
cién de la distancia (d) que incluye tanto fuerzas atractivas como repulsivas, se trata de un

balance entre ambas fuerzas (Figura 1-36).
-

~

\_ ¢ Figura 1-36. Interacciones de van der Waals. )
La siguiente funcién describe este proceso:
v _A_B
vdw = yom - 76

Aqui, V,4,, es el potencial (energia potencial) de van der Waals. Ay B son constantes
que describen la magnitud de los términos atractivo y repulsivo. La funcién de energia
potencial puede ser modelada por el potencial de Lennard-Jones, en este caso el expo-
nente m toma el valor de 12 (la funcidn se conoce entonces como 6-12). Cuando 7, la
distancia entre ambos dtomos, es r = X r 4, = I = I, es decir la suma de los radios de
van der Waals, la funcién define una distancia éptima, de minima energia. Sin em-
bargo, a distancias mds cortas se produce un abrupto aumento en la energia (V,4,), la
parte repulsiva se representa con un exponente m = 12. En la Tabla 1-4 se muestran
coeficientes para los términos repulsivos (A) y atractivos (B) de potenciales van der
Waals (tipo 6-12, Lennard-Jones). También se muestran los valores de r, correspon-
dientes a la interaccién atémica.

1,18 x10°¢  1,52x103
12 6

V(r) =

r 7
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H--H 1,84 x108 1,92 x104 0,240
H---C 1,57 x107 5,27 x104 0,290
H--N 1,11 x107 5,15 x104 0,275
H.-.-O 1,03 x107 5,11 x10 0,272
C-N 8,90 x107 1,51 x107 0,325
C--O 8,49 x107 1,51 x103 0,322
C.--C 1,18 x10° 1,52 x103 0,340
N--N 6,63 x107 1,50 x1073 0,310
N---O 6,30 x107 1,50 x103 0,307
O--0 5,97 x107 1,51 x103 0,304

Tabla 1-4. Cocficientes para los términos repulsivos (A) y atractivos (B) de potenciales van der Waals (tipo 6-12, Lennard-Jones).
La distancia entre los centros de ambos dtomos (r,) se adjunta en nm.

Unién por puente de hidrégeno

Un tipo de interaccién, especialmente, importante en sistemas biolégicos y, particular-
mente, en lo relacionado a la estructura proteica es la unién por puente de hidrégeno.

Como ya se ha mencionado, Linus Pauling fue el primer investigador que realizé los pri-
meros cdlculos para proteinas sobre la base de modelos experimentales de moléculas pequefias
postulando la importancia de los puentes de hidrégeno en el proceso de la adquisicién de
estructura (plegado proteico) y en su estabilizacién.

Pero, ;qué es un puente de hidrégeno?

Es una interaccién entre un enlace polarizable, un dtomo de hidrégeno unido a un dtomo
al que llamaremos donor o D, y orbitales también polarizables de un tercer dtomo al que
llamaremos aceptor, A. En cierto sentido se parece a una interaccién no covalente del tipo
diplo-dipolo. El principal componente de un puente de hidrégeno es una interaccién elec-
trostatica: el dtomo de hidrégeno tiene densidad de carga positiva y carga parcial negativa
sobre los dtomos electronegativos.

D% H¥ - AF—_

En un puente de hidrégeno, dos dtomos electronegativos compiten fuertemente por el
mismo dtomo de hidrégeno. Segiin Linus Pauling, la electronegatividad es la capacidad de un
dtomo para atraer hacia si electrones de otro dtomo. Esta propiedad depende de su estado de
oxidacién. Asi, un mismo elemento puede presentar distintas electronegatividades depen-
diendo del tipo de molécula o entorno quimico en el que se encuentre.

Es interesante observar que la distancia éptima que separa donor y aceptor en ciertos puen-
tes es menor que la suma de los respectivos radios de van der Waals de los dtomos involu-
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crados. Este hecho, una propiedad mds bien tipica de los enlaces covalentes, estd relacionado
con la transferencia de electrones en uniones puentes de hidrégeno.

Como ya se ha mencionado, en las proteinas los grupos C=O y -NH de la cadena principal
forman, en la mayor parte de los casos, puentes de hidrégeno intramoleculares. En este
caso, la distancia H---O es tipicamente de 2,0 Ay como la distancia entre los 4tomos N y
H unidos covalentemente es de 1,0 A entonces distancia (4) entre N y O en un puente de
hidrégeno es tipicamente de 3,0 A.

N H._ 50
d

La configuracién éptima se produce cuando los tres d&tomos estin alineados, sin embargo,
se admite cierta flexién sin una desestabilizacién importante de la unién.

Los grupos quimicos que forman puentes de hidrégeno en proteinas, actuando como donores, son -N-
H y -O-H; mucho menos cominmente el grupo tiol -S-H de las cisteinas (de las cisteinas que no forman
puentes disulfuro); en algunos casos muy raros se ha descrito la participacién del grupo -C-H. Como acep-
tores O=, -O-, -N=, y mucho menos frecuentemente S, -S- y los electrones 7t de los grupos aromdticos.

En principio, la formacién de puentes de hidrégeno intramoleculares se verd favorecida en un
medio apolar. En cambio, en medios po-
lares, como por ejemplo agua, los puentes
de hidrégenos intermoleculares (los que
podrdn formarse con moléculas del sol-
vente) competirdn con los intramolecula-

Asi, la formacién de puentes de
hidrégeno puede ser estabilizadora o des-
estabilizadora, dependiendo del entorno
quimico.

=C—

Campo de fuerzas

Muchas veces serd clave contar con modelos que permitan calcular, adecuadamente, las
energias de las distintas conformaciones que puede adoptar la cadena polipeptidica. Ten-
dremos que tener en cuenta tanto las interacciones intra como a las intermoleculares. En
este ultimo caso podriamos tener que calcular, por ejemplo, las interacciones con molécu-
las de H,O o con alguna molécula pequena o incluso con otra proteina, un lipido o con
un 4cido nucleico (DNA o RNA).

Esto nos interesa, particularmente, porque, mediante estos cdlculos, podremos establecer
cudles son, por ejemplo, las conformaciones de menor energia, las més estables, las mds pro-
bables. Las funciones de energfa contardn con simplificaciones importantes, tanto que mu-
chas veces, estas simplificaciones, impondrdn limitaciones considerables a nuestro modelo;
por ejemplo, si utilizamos un conjunto de reglas que provienen de la mecdnica molecular
(suponer que los dtomos estdn unidos por resortes) y no de la mecdnica cudntica (que des-
cribe minuciosamente la estructura electrénica de una molécula), entonces no podremos in-
vestigar la ruptura y la formacién de enlaces quimicos que requiere un tratamiento
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mecdnico-cudntico de los orbitales moleculares (las regiones del espacio con probabilidad
de ser visitadas por electrones). En particular, aquellos dtomos que sufran modificaciones
en su estructura electrénica deben ser considerados especialmente.

A las funciones que describen la energfa del sistema (de la conformacién) las llamamos
campos de fuerza. Los campos de fuerza deben estar calibrados con datos experimentales.

V B qq
Epa= = Kr(rr,)+ X Kgy(6-0, ) —L[I+cos(nd -y)]+ el )
wotal enlaces 7 dngulos 0 drzm’o: 2 : (ng )] ,% Rz, R6 DR

Un ejemplo muy simplificado de campo de fuerza se muestra en la ecuacién anterior.

En este campo una parte de la ecuacién intenta describir la energfa relacionada a perturba-
ciones del enlace covalente: si el enlace tiene una distancia 6ptima de menor energfa a la que
llamaremos distancia de equilibrio () una perturbac1on del tipo de estiramiento o contrac-
cién (por ejemplo r> 7..) incrementaté la energfa del sistema (el sistema sale de la situacién
de equilibrio, aumenta Su energfa). K. es una constante de proporcionalidad. Este tipo de
potencial es similar al que se utiliza para describir el estiramiento de un resorte y aproxima la
contribucién de cada enlace a energia potencial como una pardbola. Por otro lado, se incluye
un término que representa el efecto de perturbaciones sobre cada dngulo (es una sumatoria
que incluye a todos los dngulos entre tres
dtomos conectados entre si por enlaces co-
valentes en nuestro sistema) de equilibrio
(Beq) formado por 3 dtomos (dos enlaces).
Un incremento o una disminucién de este
dngulo apartarfan al sistema de la situacién
de equilibrio. En este caso también se si-
mula el potencial con una funcién que
describe una pardbola (cuyo minimo es el
dngulo Oeq). Este potencial también con-
sidera, explicitamente, los dngulos diedros
(ver estructura secundaria) y c6mo se apar-
tan del dngulo de minima energia (¢). El
altimo término incluye energias de van
der Waals e interacciones electrostdticas.
Para realizar el cdlculo cada dtomo y cada
enlace debe, previamente, ser extensiva-
mente caracterizado

Efecto hidrofébico

Como el agua forma una red de puentes de hidrégeno, la disolucién de un compuesto
apolar (hidrofébico) causard un rearreglo local de esta red de puentes. En el entorno del
compuesto apolar las moléculas de agua se reordenan y se alinean. Asi el nimero de puentes
de hidrégeno que pueden establecer entre si se maximiza (no pueden establecer este tipo de
interaccién con el compuesto apolar). Sin embargo el aumento del orden (disminuye la en-
tropia del solvente) como consecuencia del alineamiento de las moléculas de solvente en las
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inmediaciones del compuesto tiene un costo alto. Es importante ver que dos moléculas con
superficie apolar, entonces, tenderdn a establecer contactos intermoleculares de estas super-
ficies, minimizando la superficie apolar accesible al solvente y, por ende, minimizando el re-
ordenamiento de moléculas de agua que es entrépicamente desfavorable. En el caso de las
proteinas, cada residuo de aminodcido tiene una hidrofobicidad particular y una manera de
medirla; es justamente medir cémo se particionan (cémo se distribuyen) las moléculas entre
dos fases: una fase apolar, tipicamente un solvente orgdnico (ciclohexano por ejemplo) y otra
fase polar (H,0). La distribucién tendrd que ver con cémo varia la energfa del sistema en

funcién de esta distribucién.

En la tabla se muestran las energfas libres
de la transferencia de cadenas laterales de
aminodcidos desde ciclohexano a H,0 (ener-
gia libre (AG) es un pardmetro termodind-
mico sumamente importante porque indica,
directamente, si un proceso ocurrird espon-
tineamente o no: si el valor es negativo
(AG<0), el proceso es espontdneo y no lo serd
si es positivo (AG>0) y deberd estar acoplado
a otro que si lo sea; sin embargo no nos da
cuenta sobre la velocidad con la que ocurrirfa
dicho proceso). Se puede ver muy directa-
mente cémo transferir un residuo apolar
desde ciclohexano a H,0 es energéticamente
costoso. También es muy interesante, ya a
esta altura, tener en cuenta que podriamos
agregar a la solucién acuosa distinto tipo de
compuestos que alteren las propiedades de
solubilidad de los aminodcidos y que modi-
fiquen la energfa de estos en solucién acuosa.

Existe una gama de compuestos llamados
cadtropos que aumentan la solubilidad de ca-
denas laterales de aminodcidos apolares. Asi, por
ejemplo el costo de mantener en solucién
acuosa leucina o valina, no es tan elevado. Entre
estos compuestos los mds comunes son la urea
y el cloruro de guanidinio (Figura 1-37).

Este tipo de compuestos bajarin mucho la
energia de las proteinas en estado desplegado,
favoreciendo su estabilizacion con respecto a otros
estados conformacionales en solucién. Como se
acaba remencionar, esto es posible porque dichos
compuestos solubilizan las cadenas laterales apolares
que formaban parte del corazén de la proteina.

Por otro lado, existen otros tipos de com-
puestos a los que llamaremos, en general, os-

[ 0 )
Ca C\
HoN NH,
Urea
@
NH °
I 2 CI
-~ C\
HoN™ NH,
Cloruro de guanidinio
E Figura 1-37. Estructura quimica de dos cadtropos
* comiinmente usados.
\ _J
[ )
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0 _NZ, ;
] + CH, 0
y Betaina
Hic”) “CHs
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N-6xido de trimetilamina HO/Y\OH
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Glicerol
H o,-\ 0. ,«0; O}
"0 HO CH
| - #
OH LoH \[(\ N
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« Figura 1-38. Algunos de los osmolitos utilizados
2 mds comunmente.
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bajan la solubilidad de los aminodcidos

apolares. Por esto, los estados desplegados, L 492

que exponen residuos apolares al solvente, Ile 4,92
se desestabilizardn con respecto a los esta- P_ *
dos més compactos, con menor superficie | I OE—
expuesta. Algunos de estos compuestos, Met 2.35
enae muchos otos, son el sulfaeo de sodio, el s
glicerol, la trealosa, el N-6xido de trimetilamina Ala 1,81
(Figura 1-38). - G 128
Gly 0,94
.. Thr -2,57
Estructura Terc1ar1a, _
dominios, topologia. His 4,66
En ingenieria, los sistemas con cierta L*S &
complejidad, suelen construirse combi-
, Glu -6,81
nando partcs o modulos. Cada uno dC _
estos médul‘os tiene relativa indepen- o 14.92
dencia y el sistema suele depender, por
lo menos en parte, de cada una de ellos. ¢ Tabla 1-5. Vidores de energia libre para la transferencia de
° aminodcidos desde una fase apolar de ciclo hexano a H,0.

Por otro lado, existen propiedades que
son consecuencia del arreglo de las partes. Son propiedades del sistema y no de algin
médulo en particular. Los médulos pueden ser extraidos de un sistema y usados como
parte en otro. Para esto tiene que existir un minimo de compatibilidad entre sistemas.
Ademis, el agregado de nuevos médulos o la exclusién de partes del sistema suele ser
complicado porque, también, debe satisfacer ciertos requisitos de compatibilidad con
los médulos preexistentes.

Podemos ver a las proteinas como un arreglo de partes, un arreglo de elementos de estruc-
tura secundaria. Este arreglo estructural define en el caso de las proteinas una unidad de ple-
gado independiente o una unidad auténoma de plegado: un dominio.

Las interacciones existentes entre elementos de estructura secundaria (en conjunto con las
interacciones locales dentro de cada elemento) permiten la estabilizacién de motivos y del
dominio estructural, la estabilizacién de lo que conocemos con el nombre de estructura ter-
ciaria. Concretamente, un dominio es la unidad fundamental de estructura terciaria. A estas
interacciones, que no son locales (no son entre dos residuos pertenecientes al mismo ele-
mento de estructura secundaria) las llamamos interacciones terciarias. El empaquetamiento
fino de las cadenas laterales de la hélice C-terminal de la proteina tiorredoxina con el resto
de la macromolécula, (mediado por interacciones de van der Waals, entre otras) es un exce-
lente ejemplo de interacciones terciarias.

En la Figura 1-39 se muestran ejemplos de interacciones terciarias formadas en el entorno
de la leucina 103 de la tiorredoxina. También se muestran algunas interacciones terciarias
entre residuos cargados o polares presentes en la superficie de la macromolécula.

En muchos casos podremos eliminar alguna de las partes sin afectar, significativa-
mente, la integridad de la estructura proteica, simplemente desestabilizaremos a la es-
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tructura nativa. Por ejemplo, podemos re-
emplazar un residuo de leucina (Leu) por
alanina (Ala) acortando la cadena lateral y
generando en el interior de la proteina una
cavidad (un espacio vacio).

Inclusive, a veces, podemos eliminar por
completo un segmento de la cadena polipep-
tidica sin comprometer, por completo, la es-
tabilidad de la proteina. Debemos tener en
cuenta que, en NUMErosos casos, la elimina-
cién de una parte puede traer consecuencias | 1. racciones de la hélice C-terminal
drésticas sobre la estabilidad de la estructura | de la tiorredoxina con el resto
terciaria y, por lo tanto, la protefna puede no | d¢12proteina
plegarse, plegarse parcialmente o alternativa-

[ Suparficic

’

i Interacciones
mente plegarse de manera incorrecta. terciarias de

La estabilidad de la estructura secundaria grupos apolares
de cada uno de los elementos aislados puede
ser muy variable. Para comprender el signifi-
cado del término elemento aislado se puede Y

Figura 1-39. Interacciones terciarias. Algunas de las inter-
acciones terciarias que involucran a la hélice C-terminal
de la tiorredoxina de E.coli.

eccccce

Interacciones
terciarias de
grupos polares

ver el esquema del péptido 94-108 de unos
quince aminodcidos que corresponde a una de las hélices o en la estructura correctamente
plegada de la tiorredoxina; este péptido se puede sintetizar mediante una serie de reacciones
quimicas complejas, luego puede ser separado del resto de los componentes de la mezcla de
reaccién mediante un protocolo de purificacion del péptido. Una vez purificado podemos
hacer experimentos para determinar el contenido de estructura secundaria de este pequeno
fragmento de la proteina tiorredoxina.

En algunos casos (como en el ejemplo mencionado inmediatamente arriba) los elementos
pueden requerir interacciones terciaras (con otros elementos) que contribuyan, simultdnea-
mente, con la estabilidad de la estructura secundaria del péptido (en este caso una hélice o)
y con la estabilidad de la estructura terciaria de la proteina.

Estos péptidos que requieren estabilizacién terciaria y que, cuando estdn asilados no poseen
estructura secundaria estable en solucién acuosa, se estructuran cuando interacttian con el
resto de la macromolécula y contribuyen con la estabilidad global de la proteina. El resto de
la macromolécula, a veces, puede mimetizarse mediante el uso de otras moléculas (por ejem-
plo detergentes). La interaccién del péptido con estas moléculas simula la interaccién del
péptido con la superficie del resto de la proteina.

Sin embargo, ciertos péptidos en ausencia del resto de la macromolécula pueden tener es-
tructura secundaria estable.

Mis alld de que esto ocurra o no, la interaccién entre elementos de estructura secundaria
definird de manera fina la topologia de la proteina: el recorrido de la cadena polipeptidica
en el espacio. Ha habido numerosos intentos por clasificar a los distintos dominios de las
proteinas de acuerdo a su estructura secundaria y a su topologia.

Segtin el contenido de estructura secundaria se pueden reconocer clases de plegado del
tipo todo (o principalmente) alfa (), todo (o principalmente) beta (B) y las alfa-beta (Figura
1-40). Este altimo conjunto o clase incluye tanto a las estructuras alfa+beta como a las
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alfa/beta. Las estructuras alfa+beta corres-
ponden a dominios en las que puede obser-
varse un subdominio alfa en el que
elementos helicoidales interactdan entre sf
segregados de un subdominio beta, formado
por hebras; en cambio los dominios alfa/beta
tienen elementos alfa alternados con elemen-
tos beta. También podriamos agregar una
cuarta clase de dominios que contienen muy
bajo contenido de estructura secundaria.

Ademds podremos clasificar a los domi-
nios, por la orientacién y el aspecto que
estos elementos toman en el espacio entre
si, por ejemplo si adoptan forma de barril,
sandwich (por ejemplo apa o BaP, pa-
quete de hélices).

o

Dominio del receptor T

Mioglobina
(PDB: 2APT)

(PDB: 5SMBN)

Aldosa reductasa
(PDB: 1US0)

¢ Figura 1-40. Tres ejemplos de tipos de plegado. alfa (o), rodo
) principalmente) beta (B) y las alfa-beta (las alfa/beta).

\o

Familias de proteinas y proteinas multi dominio

Existen claras restricciones respecto a la
posibilidad de empaquetamiento de los
elementos de estructura secundaria para
obtener el empaquetamiento éptimo que
permita mantener los residuos hidrofébi-
cos en el corazén de las proteinas, proba-
blemente, ésta sea una de las causas de que
existan en la naturaleza solamente unos
pocos miles de dominios estructurales conocidos (el espacio de conformaciones posibles
de proteinas en la naturaleza parece ser acotado).

Dominios diferentes pero con el mismo tipo de plegado, es decir, con el mismo arreglo
general de elementos de estructura secundaria y la misma conectividad general de estos ele-
mentos, muchas veces pueden tener algiin elemento de estructura secundaria periférico o
alguna conexién diferente, por ejemplo, pueden diferir en tamano (en longitud en amino-
4cidos de la cadena en estas regiones). A pesar de estas diferencias podemos reconocer la to-
pologia general, el tipo de plegado (el fo/d). En los casos mds extremos esas regiones diferentes
pueden formar parte de un porcentaje importante del dominio y hacer la tarea de recono-
cimiento de tipo de plegado mds complicada.

Aungque es dificil determinar el ndmero de tipos de plegado diferentes conocidos (folds),
y este nimero varia segun las definiciones y la fuente de donde se tome este dato, baséndose
en SCOP, una base de datos para la clasificacién estructural de proteina para investigacién
creada por Alexey G. Murzin, Steven E. Brenner, Tim Hubbard y Cyrus Chothia, existirfan
cerca de 1.300 tipos de plegado distintos (exactamente 1.283 tipos de plegado se han des-
cripto hasta la fecha, 2009).

Una proteina puede estar formada por numerosos dominios. Todos ellos codificados en
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una tnica cadena polipeptidica. En muchos
casos un dominio determinado aparece for-
mando parte de una gran variedad de protei-
nas, cada una de estas proteinas puede tener
asi funciones comunes con el resto y otras
funciones que son exclusivas.

Los dominios son frecuentemente nom-
brados segin la funcién biolégica pero,
también, es comdn nombrarlos por el tipo
de plegado. En la Figura 1-42 se muestra
como ejemplo el tipo de plegado tiorredo-
xina. Este plegado estd presente en muchas
proteinas. Entre ellas, estd presente en uno
de los dos dominios de la proteina chape-
rona humana erp29. Esta proteina erp29 in-
terviene en el proceso de plegado de otras
proteinas en el reticulo endoplasmdtico de
la célula. En este caso el dominio tiorredo-
xina no tiene funcién tiorredoxina sino que,
aparentemente, funciona como un médulo
de dimerizacién interviniendo en el arreglo
de estructura cuaternaria.

Ve
@ = 1400
3 E g ~=- Plegados tnicos por afio
gga Total de plegados ni
° g -#- "lotal de plegados unicos
235 1o -
el B
3o 8 80
(=1
2§ 600
é 5%
E Ei 400
§§‘§ 200
1972 1981 1999 2008

1990

Figura 1-41. El niimero de plegados distintos existentes en
la naturaleza parece ser limitado. Estadistica disponible

en la Protein Data Bank.

- J
4 )
Dominio 2
Dominio N-terminal
(con plegado tipo
tiorredoxina) Dominio 3 Dominio 1
N
Dominio C-terminal Dominio 4
(con plegado erp29)
c 8 Proteina disulfuro iso-
merasa de levaduras
R S c PDB: 2bse
(los cuatro dominios con plegado tipo tiorredoxina)
\ Un tnico dominio,
plegado tipo ¢ Figura 1-42. Presencia del dominio tio-
c P i tiorredoxina ¢ rredoxina en proteinas multidominio.
: El plegado tiorredoxina estd presente en la
S chaperona erp29 humana y en la proteina
Tiorredoxina de E. Coli < disulfuro isomerasa de levaduras.
PDB: 2trx
- J
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El segundo ejemplo es una proteina disulfuro isomerasa de levaduras. Esta proteina tiene
cuatro dominios tiorredoxina en tandem formando parte de la misma cadena polipeptidica.
La funcién en este caso si estd mds emparentada con la funcién de la tiorredoxina, esta pro-
teina interviene en el rearreglo de puentes disulfuro de otras proteinas.

Familias y superfamilias (homdlogos o anédlogos)

Durante el curso de la evolucién, las proteinas han derivado de una proteina ancestro
comdn por mutaciones, substituciones, deleciones, inserciones o recombinacién, dando
lugar a familias de proteinas homdlogas. No todas las posiciones son igualmente susceptibles
a cambios, en algunos casos es importante para la estructura o para la funcién mantener in-
variables algunas posiciones. Asi, proteinas cuyas secuencias comparten identidad de secuen-
cia > al 40 %, decimos que forman una familia y, probablemente, tengan la misma funcién.
Proteinas homdélogas mds remotas, cuya identidad de secuencia es < al 30 %, se agrupan en
una familia evolutiva mds amplia o en una
superfamilia. A veces la divergencia dentro
de una familia es tan grande que es dificil re-
conocer proteinas homoélogas si comparamos
s6lo la secuencia (las secuencia son muy di-
ferentes entre si). Homélogos remotos pue-
den reconocerse sélo comparando sus
estructuras. Proteinas que no comparten un
gen ancestro comun y poseen el mismo arre-
glo tridimensional o plegamiento, son deno-
minadas andlogos.

Estructura cuaternaria, subunidades

Muchas proteinas estin formadas por un arreglo de varias subunidades, es decir por
varias cadenas polipeptidicas (Figura 1-43). Estas subunidades pueden ser idénticas o
pueden no serlo. En muchos casos la funcién o actividad biolégica estd asociada a resi-
duos de la interfase entre subunidades.

Uno de nuestros ejemplos favoritos, la frataxina, es un caso en el que las subunida-
des que se asocian son idénticas (en este caso son 24 subunidades). Por ahora conta-
mos, Unicamente, con la estructura de uno de los componentes de este multimero, el
trimero. Otro ejemplo, interesante es el proteasoma, una especie de mdquina que se
encarga de degradar proteinas convirtiéndolas en pequenos péptidos en el citoplasma
celular. Por dltimo un ejemplo cldsico es la hemoglobina, compuesta por cuatro su-
bunidades que unen oxigeno en forma cooperativa. Podriamos citar cientos de ejem-
plos, pero los lectores podrdn encontrarlos en libros de texto y en las bases de datos
de estructuras de proteinas.
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Hemoglobina humana
4 subunidades
(PDB: 2D60)

24 subunidades formarfan
el multimero con actividad
bioldgica de frataxina
(PDB: 2FQL)

El proteasoma, un conjunto de 28 sububidades
encargado de la degradacién de proteinas
dentro de la célula (PDB: 2FAK)

. Figura 1-43. Estructura cuaternaria: muchas pro-
H
o teinas estdn formadas por un arreglo de varias ca-

< denas polipeptidicas.
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El Proceso de Plegado Proteico

Segunda Parte

El proceso de plegado

es espontaneo:

El descubrimiento de Anfinsen y
sus implicancias

Tal vez uno de los descubrimientos mds
importantes de todos los tiempos fue el
descubrimento realizado por Christian An-
finsen. Como ya se ha mencionado en el
Capitulo I, sus experimentos condujeron a
la enunciacién de la hipétesis termodina-
mica del plegado proteico.

En pocas palabras, las proteinas se
pliegan, espontdneamente, y el estado
plegado corresponde al estado de minima
energia, es decir el mds estable. Asi podri-
amos, en principio, producir una proteina y ésta deberia llegar a su forma correcta-
mente, plegada (nativa) y lo que resulta realmente importante, es que lo hace en
ausencia de otros factores biolégicos. Condiciones adecuadas de solvente deberfan ser
suficientes para estabilizar dicha conformacién.

Para poder entender esto es conveniente tener en cuenta, al menos, las principales ca-
racteristicas de los distintos estados conformacionales. También es fundamental no perder
de vista que las distintas conformaciones estdn en equilibrio en la solucién y que, algunas,
en determinadas condiciones experimentales, pueden ser suficientemente inestables y poco
probables; en definitiva como para que la solucién no se pueble de ellas.

Christian Anfinsen

El estado nativo

La compactacién éptima de las cadenas laterales de los residuos es una de las caracteristicas
mids notables del estado nativo; por otro lado, la mayor parte de los grupos polares se en-
cuentran en la superficie, en el exterior, en contacto con el solvente. Ademds, y como con-
secuencia del alto grado de compactacidn, el estado nativo tiene minima superficie expuesta
al solvente, particularmente, minima superficie apolar expuesta: las proteinas nativas tienen
un corazon hidrofébico.

Tipicamente y salvo raras excepciones, el estado nativo es el estado conformacional que
tiene actividad bioldgica, asi podemos examinar el contenido de proteina en estado nativo

El Proceso de Plegado Proteico



en una solucién midiendo la actividad bioldgica de dicha proteina; tipicamente si se tratara
de una enzima podriamos medir la actividad enzimadtica.

Como ya hemos visto una de las caracteristicas mds importantes de la estructura nativa es
que existen interacciones terciarias fijas que mantienen empaquetados a los elementos de es-
tructura secundaria entre si. Las cadenas laterales, entonces, se ubican en el interior de la
proteina en entornos asimétricos desde el punto de vista que cada cadena lateral tiene un
conjunto definido de aminodcidos espacialmente vecinos. (Figura 2-1)

Claramente, la composicién de cadenas laterales de estos entornos es diferente. La eleccién
de los triptofanos como ejemplo no es casual. Existe una gama amplia de herramientas experi-
mentales (algunas de ellas las veremos mds adelante, en el Capitulo IV) que permite identificar

en qué entorno quimico se hallan estos resi-
duos. Si es que se hallan en un entorno polar
o apolar y si se encuentran en un entorno
movil, muy fluctuante o mds bien rigido.

Una de las caracteristicas mds asombrosas
es de la estructura nativa es la disminucién
de la movilidad de la cadena principal y de
las cadenas laterales, como consecuencia
del empaquetamiento ya mencionado. Si
bien la estructura nativa no es rigida en un
cien por cien, la dindmica general o flexi-
bilidad se ve muy disminuida con respecto

a la del estado desplegado.

Otra caracteristica que permite identificar al
estado conformacional es que, por lo general, la
conformacion nativa suele ser muy resistente a
la accion de las proteasas. Si en cambio, expo-
nemos una solucion de proteina, parcialmente,
plegada o suficientemente desestabilizada a la
accion de proteasas, en condiciones adecuadas,
al poco tiempo de incubacion observaremos de-
gradacidn proteolitica, presencia de pequerios
[fragmentos péptidicos y la ausencia de proteina
de longitud complera.

¢ Figura 2-1. Estructura terciaria y entorno quimico de los aminodcidos. Y,

\

La estructura terciaria
de la proteina genera
asimetria en el entorno
de los residuos que la
constituyen. Se muestra
el entorno (vesiduos ve-
cinos) de los tres tripto-
Janos (WI155,W168,y
4 W173) de la frataxina
./ Frataxina humana (1EKG) humana (]EKG)
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El estado desplegado

Al estado desplegado por el contrario se lo ha caracterizado en mucha menor medida. Esto
es consecuencia directa del hecho de que no se trata de una tinica conformacién sino de un
conjunto de conformaciones. Este conjunto de conformaciones adquieren estabilidad en
ciertas condiciones experimentales:

a. Concentraciones elevadas de agentes caotrépicos (desnaturalizantes) como urea o
cloruro de guanidinio (desnaturalizacién quimica);

b. Aumento de la temperatura (desnaturalizacién térmica);

c. Disminucién extrema de la temperatura (desnaturalizacién por frio).

En el caso del estado desplegado, experimentalmente, podremos medir propiedades del
conjunto de conformaciones: propiedades que no corresponden a ninguna conformacién
particular sino al promedio de todas ellas. En general las conformaciones son altamente fluc-
tuantes y, en principio, no deberfan existir interacciones preferenciales. Sin embargo, en al-
gunos casos se ha comprobado la existencia de estructura residual en el estado desplegado,
y se admite la existencia de tendencias de la cadena principal a adquirir localmente cierto
tipo de estructura secundaria.

Podemos decir sin equivocarnos que, en promedio, el estado desplegado tiene expansién
mdxima. Aumenta el radio hidrodindmico promedio; esto quiere decir que si intentamos
modelar a los estados por medio de una esfera, el estado nativo de compactacién mdxima
podrd ser representado con una esfera de radio, significativamente, menor que la necesaria
para modelar el promedio de las conformaciones desplegadas.

Diferencia de Superficie accesible al solvente (AASA):

una cuestion clave

La exposicién mdxima de las cadenas laterales al solvente del estado desplegado implica

que existe, por lo tanto, un aumento muy significativo de superficie apolar en contacto con
moléculas de H,O.
Esta caracteristica es sumamente importante y es una marcada diferencia con respecto al es-
tado nativo que es, por el contrario, como se dijo, muy compacto y con minima superficie
apolar expuesta. Como veremos mds adelante la diferencia entre el drea de superficie accesible
del estado desplegado ASA y la del estado nativo ASAy es un pardmetro muy importante
por sus implicancias en la termodindmica del proceso de desplegado.

ASAy - ASA= ASAyy,

sPor qué es importante este calculo?
La estabilizacién del estado desplegado en solucién depende, en gran parte, de la so-

lubilizacién de las cadenas laterales y, por consiguiente, de la superficie apolar accesible
al solvente (ver efecto hidrofébico).
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La superficie expuesta al solvente del estado nativo puede modelarse a partir de las estructuras
de alta resolucién mediante célculo. Los dtomos expuestos serdn aquellos que puedan establecer
contactos con una esfera que tenga dimensiones similares a las de una molécula de H,O (radio=
1.4 A). Los 4tomos que no puedan interaccionar con esta esfera que se hace rodar por la su-

perficie del modelo proteico, estardn ocultos
probablemente en el corazén de la proteina y
no en su superficie.

El estado desplegado es mucho mds di-
ficil de modelar. Para comenzar, podria-
mos modelar su superficie expuesta
asumiendo una exposicién total: simple-
mente como la suma de sus aminodcidos
constituyentes, para esto se suelen generar
modelos en los que se incluye cada residuo
de la proteina en un entorno de enlace
peptidico minimo.

Tabla 2-1. Caracterizacion de las superficies accesibles para cada

uno de los residuos en el contexto GXG. Se discriminan las super-
< ficies correspondientes a la cadena principal y a la cadena lateral.

sccece

113 67 0
241 196 107
158 113 69
151 106 58
140 104 69
189 144 91
183 138 77
85 0 0
194 151 49
182 140 0
180 137 0
211 167 48
204 160 43
218 175 0
143 105 0
122 80 36
146 102 28
259 217 27
229 187 43
160 117 0

Para poner un ejemplo concreto, si queremos estimar la superficie total de el estado desple-
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gado de la frataxina humana, debemos identificar el contenido de cada aminoécido en la es-
tructura. Para esto podemos usar la secuencia correspondiente a 1EKG, el modelo de alta
resolucién de la frataxina humana madura.

En cédigo de una letra la secuencia es:

1 GSHMGSLDET TYERLAEETL DSLAEFFEDL ADKPYTFEDY DVSEGSGVLT VKLGGDLGTY
61 VINKQTPNKQ IWLSSPSSGP KRYDWTGKNW VYSHDGVSLH ELLAAELTKA LKTKLDLSSL
121 AYSGKDA

A partir de la secuencia podemos establecer, por ejemplo, el contenido de cada uno de
los veinte aminodcidos (ver Tabla 2-2).

Ala (A)
Arg (R)

n
xp g; Si multiplicamos el nimero de residuos de
Cys (C) triptofano, tres (3) en nuestro ejemplo, por
Gln (Q) el ASA del triptofano en el entorno GWG
Glu (E) habremos calculado la contribucién de los
GI.Y G) residuos de triptofano a la superficie accesi-
Ehs I(H) ble total del estado desplegado
e (3 x 259 A= 777 A?).
Lys (K) Si ahora hacemos lo mismo con cada uno
Met (M) de los residuos y sumamos las contribuciones
Phe (F) habremos obtenido el drea total. El ASA(
Pro (P) total (la superficie accesible al solvente total
Ser (S) en nuestro modelo de estado desplegado) es
Thr (T) ASA=20.753 A% Si calculamos la superficie
Trp (W) expuesta para el estado nativo de la frataxina
;ler((z{,)) nativa monomérica (PDB=1EKG) obtene-

mos un valor de ASA\=5,547 A2, En este caso
el cdlculo de ASAyy;, el cambio de superficie

accesible en el proceso de desplegado es de

; Tabla 2-2. Contenido de aminodcidos dada

2 la secuencia de la cadena polipeptidica. AAS Any = AS AU _ IA:S Ay .
- 20753 A’- 5.547A°
=15.206 A?

Sin embargo, este tipo de modelo sigue constituyendo un extremo donde se simula la ex-
posicién completa de cada residuo porque la secuencia de la proteina en el entorno del re-
siduo X modula la exposicién de este residuo al solvente y en este modelo el entorno son
glicinas cuya cadena lateral es tan sélo un dtomo de hidrégeno, muy distinto seria el pano-
rama si los residuos vecinos fueran de cadena lateral voluminosa.

Por esto un modelo un poco mds realista incluye un entorno peptidico, incluso teniendo
en cuenta varios residuos a cada lado del residuo X.
En la actualidad se estdn realizando grandes esfuerzos por entender como es, estructural-
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mente, el estado desplegado, qué tipo de interacciones persisten en este tipo de conforma-
ciones. Tanto las estrategias computacionales como experimentales han hecho foco en este
problema porque queda mds que claro que para entender cémo se pliega una proteina de-
bemos conocer cémo es el estado desde el que se parte en la reaccién de plegado.

Como ASAyyel estd directamente relacionado con la longitud de la proteina, porque en
promedio las proteinas poseen una composicién similar de cada uno de los veinte residuos
de aminodcidos, si conocemos los valores de ASAy; para una serie de proteinas globulares
de distintas longitudes, entonces también podremos calcular, el valor de ASAyy para la pro-
teina de interés teniendo en cuenta tinicamente su longitud (ver Figura 2-3).

s

AASA (AY)

-
0 100 200 300 400 500
Longitud (nimero de residuos)

Figura 2-3. Correlacion entre la longitud de la cadena polipeptidica y la variacién de superficie accesible entre el estado
nativo y el estado desplegado. Aqui cada circulo representa una proteina de determinada longitud=x; se trata de un grupo de
45 proteinas de longitudes entre 56 y 415 residuos. Los datos fueron extraidos de la publicacion de J. K. Myers, C. N. Pace y
o J. M. Scholtz en la prestigiosa revista Protein Science (1995 4: 2138-2148 Protein Sci).
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Si quisiéramos conocer el ASAyy , por ejemplo, de una proteina de longitud x=200 en-
tonces (circulo rojo en la Figura 2-3) deberiamos interpolar en nuestra curva de regresion
(circulo azul en la Figura 2-3), y obtedriamos el ASAyy; (v) para la proteina de interés (circulo
verde en la Figura 2-3). y= 93.354x200-907,38

Como la longitud de la frataxina madura monomérica es de 127 residuos, en este caso el
ASAny=93.354x127-907,38=10.948,6 A%, un valor mis realista y significativamente menor
que 15.206 A2, el valor extremo en accesibilidad obtenido mds arriba a partir de cdlculos
con modelos de tripéptidos GXG.

También podemos asumir, cosa que de antemano sabemos que es energéticamente impro-
bable debido a lo inestable que resultaria esta conformacién en solucién, que la cadena poli-
peptidica puede adquirir un maximo de exposicién al solvente y modelar a la cadena principal
completamente extendida con dngulos torsionales psi= +120°, phi=-120°. En la Figura 2-4 se
muestra este tipo de operacién realizada sobre la variante de frataxina monomérica.
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Este tipo de modelos [~

también nos permitirdn m*dim

obtener una estimacién frabsoding: himnana

de la diferencia de su- monomérica

perficie accesible al sol- Telndt

vente entre los estados angules diedros
nativo y desplegado. Eh;x':_%

N\

Figura 2-4. Apariencia de ambos modelos, nativo a la arriba y abajo un modelo hipoté-
tico del estado desplegaclo construido sinicamente para evaluar el mdximo de diferencia
o de superficie accesible en la transicion N> U.

Equilibrio de desplegado N>U.

Ya se ha mencionado que las proteinas son sistemas muy particulares porque, si bien la
conformacién nativa es suficientemente estable en solucién acuosa, estd en equilibrio con
otras conformaciones que, en principio, estardn mucho menos representadas porque son,
energéticamente, inestables. Estas conformaciones estin, continuamente, inter convirtién-
dose, sélo que las velocidades de inter conversién pueden ser muy variables, e incluso des-

preciables en algunos casos.

En la Figura 2-6 se muestra el efecto de un
agente caotrépico (desnaturalizante, D) sobre la
estabilizacién de los estados nativo y desplegado.
Un incremento en la concentracién de desnatu-
ralizante produce una mayor estabilizacién (dis-
minucién de la energfa) para U que para N. La
pendiente de cada recta es proporcional al drea ex-
puesta al solvente en cada estado conformacional.

Esto se debe a que el desnaturalizante ejerce
su accién como solubilizador de superficie
apolar y, como hemos visto, el estado desple-
gado tiene una superficie accesible considera-
blemente mayor. Asi, a bajas concentraciones
de desnaturalizante U, el estado desplegado,
es muy inestable con respecto a N (estado na-
tivo) y por esto, en el equilibrio, deberfamos
observar que la mayor parte de las moléculas
estan en conformaciéon N, la mas estable en
esa condicién. Por el contrario a altas concen-
traciones de desnaturalizante vemos que U
tiene menor energfa que N, por esto en la so-
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Estado desplegado
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S Estado nativo
1
C
1 : 3 i 5
[D]

Figura 2-6. Efecto de los agentes caotrdpicos

(0 agentes desnaturalizantes, D) sobre la estabilizacion
diferencial del estado desplegado con respecto al estado
nativo. Cm, la concentracién media es la concentra-
cion de desnaturalizante requerida para desplegar al
50 % de las moléculas presentes en la solucion.
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lucién el estado conformacional mayoritario

en esta condicién experimental es U. Hay un U”' punto importante es que las for mas NyU
punto que es, particularmente’ interesante se inter CO}’{vlerten. Enla concentmcz‘o’n de
que es la concentraciéon de desnaturalizante desmztu.r alizante [D] = C,,,, la velocidad de
[D] = C,, o concentracién media. Esta es la "07"”””0,” de desp.legado (reaccion N—>U)
concentracion de desnaturalizante que se re- € zgm%l a la velocidad de replegado

quiere para que coexistan el 50% de las mo- (reaccion U—N).

léculas en conformacién nativa y el 50% en
conformacién desplegada. En esta condicién la energia de ambos estados conformacionales
es igual y por esto son igualmente probables.

Las ecuaciones matemadticas que nos permiten entender la termodindmica de este proceso
no son muy complejas.

Si planteamos que existe un equilibrio entre las formas N y U, en principio, este equilibrio
estd dado porque existe inter conversion entre las formas Ny U. Las reacciones de replegado
(U—N) y de desplegado ((N—U) pueden transcurrir con velocidades muy distintas.

kF
NS U
ky

Entonces podemos definir una constante de equilibrio K para cada condicién experimental.
Por ejemplo en ausencia de desnaturalizante, a 25°C y en condiciones determinadas de

solvente (regulador de pH o buffer).
x_LU]

[V]

Podemos definir a su vez las fracciones de U y N, respectivamente, de tal forma que, como
en nuestro modelo la proteina no puede estar en otra conformacién que no sea N o U, si
sumamos la fraccién de moléculas que estin completamente desplegadas (fy)) y la fraccién
de moléculas que estdn en estado nativo (fy) entonces

1= fv+fu

También debemos tener en cuenta que podemos reescribir la constante de equilibrio K como

kWUl _Jfu

(N] fv

En la concentracién de desnaturalizante [D] = C_,

0,5= fN=fU

Ademds podemos definir a la energfa libre del proceso de desplegado como

AGONUZ ‘RTlIl K

Donde K es la constante de equilibrio, R es la constante de los gases (una constante de pro-
porcionalidad) T es la temperatura en Kelvin.
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Por otro lado el AGOyy, la energia libre de
desplegado varia linealmente con la concen-
traciénde desnaturalizante ver Figura 2-7.

AGONU = AGOH2 - WINU [D]

Ovu

En la Figura 2-7, también, se puede ver que,
efectivamente, la extrapolacién a concentra-
cién de desnaturalizante cero rinde un valor de
el AG® 11,0 yn- Por otro lado, como ya se men-
ciond, cuando la concentracién de desnatura-
lizante es [D] = C,, el valor de AG®yy es cero,
esto quiere decir que el proceso es igualmente
probable en cualquiera de las dos direcciones
(reaccién N—U y reaccién U—N).

AG®yy= -RTh K

AG”®
TN OWK
RT
AG Ny
e “xr =K

Recordemos que la energia libre (AG) es un pardmetro
termodindmico muy importante porque indica si un
proceso ocurrird espontdneamente o no: si el valor es ne-
gativo (AG<0), el proceso es espontdineo y no lo sevd si es
positivo (AG>0); sin embargo no nos da cuenta sobre
la velocidad con la que ocurriria dicho proceso.

AGOy=-RT In IN]

0
ﬂ‘GH. ONT

0=

(U]

.

t 2 3 4
[GdmHC]] (M)

a6

Figura 2-7. Variacién de la diferencia de energia libre

AG%0,, ~ D]

e kT =K

Por otro lado si pudiéramos observar alguna caracteristica del estado nativo, S, por ejemplo,

que varie a medida que vaya aumentando la fraccién de moléculas que se encuentra en estado

desplegado, y si de acuerdo con los instrumentos que disponemos pudiéramos medir esta

variacion con precisién y exactitud, entonces podriamos seguir el proceso de desnaturaliza-

cién en el equilibrio como una variacién en las fracciones fy; y fiy porque la sefial que se ob-

serve S, serd consecuencia del aporte de las moléculas que estdn en estado nativo, Sy es la

senal que posee el estado nativo, y también de un aporte a la senal que hardn las moléculas
que estdn desplegadas; Sy es la senal del estado desplegado.

Stota/ :fNSN + fUSU

Nuestro préximo objetivo serd encontrar

entre Ny U con la concentracion de desnaturalizante.

una ecuacién sencilla que nos permita dejar
planteado cémo varia la senal total en nues-
tro experimento con respecto a la variacion
en la constante de equilibrio K (producto de
la adicién de agente desnaturalizante).

Como fyy+fi=1 podemos dividir la ecuacién
anterior a ambos lados por f{;+fyy y nos queda

El Proceso de Plegado Proteico

Si por ejemplo, fi; = 0, entonces fyy =1 (porque la

suma fyrfy=1) y en este caso S,

; =1xSpr. Por el

ota

contrario si en la solucion todas las moléculas estin
en estado desplegado (fi;=1yfy=0)1aS,,,;=1S

En la concentracion media, la seiial serd

Stotal =0,5 SN+ 0’5SU-



Stoml _ fN SN f U SU

U fork forl
Ahora, podemos pasar al denominador las fracciones ( fyy f)) que estdn en el numerador
Storal __SN Sy
U (o) (J;c[/ +/v)

In

y usando la ecuacién

Reemplazamos y obtenemos

Stom/ SN Su
N U

y obtenemos
Stam/ _ SN SU

1 (K+1) +(]L(+1]

Si ahora multiplicamos el segundo término en numerador y denominador por K (cosa que
como es obvio no altera la igualdad)

Smml _ SN " SU X K
1 (K +1 ) [1? +1J K

entonces,
Stotal _ SN + SuK
1 (K+1)  (1+K)
y finalmente
SN +SUK
total =, <
(1+K )

Si en esta ecuacién reemplazamos K, la constante de equilibrio por

AG° 0, ~m[D]
N =K
Entonces conociendo Sy y Sy, ambos son datos que surgen de los experimentos
que realizamos y son las senales que medimos en el laboratorio para la proteina,
Sioral dependerd de tan sélo dos pardmetros myy (la pendiente de la recta AG°\y
en funcién de la concentracién de desnaturalizante) y AG°y,o Ny la diferencia de
energia libre en ausencia de agente desnaturalizante, que es la ordenada al origen
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después de extrapolar linealmente (ver Figura 2-7).

Asi, nos ha quedado definida la senal esperada para cada concentracién de desnaturalizante
¥, si ajustamos nuestro modelo a los datos experimentales obtenidos, podremos entonces en-
contrar estos dos pardmetros que definen a la estabilidad de la proteina.

Como las senales Sy y Sy suelen cambiar con una variacién en la concentracién de agente
caotrépico podemos reescribir a Sy y Sy como

Sy =Sw .04 7 (D]
Su =Su g0+ mx (D]

Esto no es ni mds ni menos que asumir que si es que hay un cambio en la sefial de alguno
de los estados conformacionales, este cambio tiene una dependencia lineal con respecto a la
concentracién de desnaturalizante. Estas variaciones, por lo general, no son producto de un
cambio estructural importante sino son consecuencia de pequefas alteraciones locales como
producto interacciones con el desnaturalizante ([D]). En la Figura 2-10 se muestra un ejemplo.

Se trata de la desnaturalizacién de la tiorredoxina de E. coli seguida por intensidad de fluo-
rescencia de triptofanos. Esta es tan s6lo una de las tantas senales que podemos utilizar.

58

® sefal experimental
— sefial cafculada

--- variacién de la sefial N con [D]
- variacién de la sefial U con [D]

® sefal experimental
— sefial caﬁ)culada

--- variacién de la sefial N con [D]
- variacién de la sefial U con [D]

® sciial experimental

— sefial calculada

--- variacién de la sefial N con [D]
- variacién de la sefal U con [D]

\5 Figura 2-10. Desnaturalizacion de tiorredoxina de E. coli.

® scial experimental

— sefal calculada

--- variacién de la sefial N con [D]
- variacién de la sefal U con [D]
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Si nos detenemos por un momento en este
experimento de desnaturalizacién quimica,
podemos observar una de las principales ca-
racteristicas de las proteinas nativas: la transi-
cién entre N y U ocurre en un rango bastante
estrecho de concentraciones de desnaturali-
zante. En este caso en el rango de 2,0 2 3,0 M.
Este cambio, relativamente, abrupto estd rela-
cionado con la cooperatividad de la transicién.

El término cooperatividad indica que las es-
tabilidades de las interacciones que mantienen
a una proteina estructurada dependen unas de
otras; por esto, cuando un cierto nimero de
estas interacciones desaparecen, la proteina se
desensambla, se despliega.

La pendiente myy; es una constante de
proporcionalidad (ver ecuacién) y estd rela-

cionada con el cambio de superficie accesible al solvente de cada grupo de la proteina en la

transicion N«U.

Para analizar esta relacién podemos imaginar un ciclo termodindmico (Figura 2-11)

Proteina plegada
en —

desnaturalizante AG

é AG
Froteina plegada o Proteina desplegada
en H,0 en Hy0
AG transferencia i AG

transferancia U

Proteina desplegada

=]

desnaturalizante

. Figura 2-11. Ciclo termodindmico
* de desplegado para una proteina.
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En este ciclo las distintas conformaciones tendrdn estabilidades caracteristicas en cada con-
dicién de solvente (agua o desnaturalizante). En definitiva estas estabilidades determinardn
la poblacién de cada conformacién presente en la solucién. Podemos escribir

transferencia transferencialN

, . . o o ,
Aqui podemos imaginar que AG® . erencia U Y AG® transferencia N SO1 los valores de energia
libre para la transferencia de la macromolécula en la conformacién desplegada y en la con-
gaday
formacién plegada, respectivamente.
La diferencia AG ferencia U = AG ransferencia N depende, tnicamente, de la exposicién de
grupos quimicos en la transicién de N a U. Asi podemos reescribir la ecuacién de arriba como

o o
AG transferenciaU — AG transferencialN = Z Q; x 71;x SGWansﬁ’rencia,i

z

Donde n es el niimero total de grupos de un tipo (i) en la proteina, por ejemplo, el nimero
de cadenas laterales de leucinas en la secuencia proteica) 8G nsferencia; €8 €l valor de energia
libre de transferencia del grupo de tipo i, en este caso el valor de energfa libre para la trans-
ferencia del residuo de leucina desde H,0 a desnaturalizante. Por dltimo el pardmetro a; re-
presenta el cambio de exposicién al solvente promedio para todos los grupos de tipo i
expresado como un valor entre 0 y 1; en nuestro ejemplo, como las leucinas son residuos
apolares y suelen ser residuos del corazén de la proteina el cambio de accesibilidad promedio
serd cercano a a; =1. Por el contrario los residuos polares o cargados como el dcido aspdrtico
(Asp) son residuos que estdn generalmente ubicados en la superficie de la macromolécula y,
por esto, el cambio de accesibilidad suele ser bajo a; <1 e incluso a; =0.
Nuevamente podemos hacer algunas simplificaciones y la ecuacién tomo la forma

o o o o
AG transferencial AG transferencialN =AG NU -AG H-Ony =Aa 2 7 x SGtmmﬁremz‘a,i
z
Y finalmente

transferencia,i

AGONU:AGOHZONU+ AOL Z 7; X 6G

La simplificacién que hemos hecho es suponer que todos los grupos sufren el mismo cambio
en la accesibilidad promedio Act. Si ahora tenemos en cuenta la ecuacién

AGONU = AGOHZONU - My [D]
Entonces

transferencia, i

- My [D]ZAQZ 7; x 6G

La disminucién en myy; estd relacionada, linealmente, con una disminucién en el cambio
de accesibilidad promedio de los grupos de la proteina.

Como se menciond el AASAy puede calcularse a partir de modelos de estado nativo y
desplegado. Con este dato y los valores tabulados de energfa libre para la transferencia de
grupos a soluciones que contienen agente desnaturalizante (3G ,psferencia, i) Podemos calcular
el valor del my; tedrico esperado para la desnaturalizacién completa de la proteina que es-
tamos estudiando.

Un valor experimental bajo de este pardmetro (myy experimental < MNU teérico) POdrfa implicar
por lo menos dos cosas:
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a. el proceso de desnaturalizacién que observamos no es completo, ya que el cambio
de superficie accesible que tiene aparejado es menor que el esperado, dicho en otras palabras,
nuestro estado final no es el estado desplegado;

b. como segunda posibilidad el estado nativo, la estructura o modelo que utilizamos
para nuestro cédlculo, podria no ser aplicable si en realidad nuestra proteina se encontrara en
ausencia de desnaturalizantes en un estado parcialmente plegado (no nativo) con mayor su-
perficie expuesta, luego si bien la transicién se produce hacia el estado desplegado (comple-
tamente desplegado) involucra un menor cambio de superficie accesible que el esperado
porque parte de un estado con mayor superficie expuesta.

Como se ve, ambas posibilidades incluyen la existencia de un estado conformacional que
no es ni el estado desplegado ni el nativo. Este tema lo retomaremos casi inmediatamente,
pero es interesante ver antes, que el valor de myy tedrico puede calcularse en forma aproxi-
mada muy rdpidamente.

Como se mostrd, la longitud de la proteina se correlaciona muy bien con el AASAyy, es
por esto que se espera que también estén bien correlacionados los valores de longitud de ca-
dena polipeptidica con los valores de my; (Figura 2-12).

Desnaturalizacion con GuHCI N
12000

10000
g000
6000
4000

2000

0 100 200 300 400 500
Longitud (niimero de residuos)

Desnaturalizacion con Urea
9000

8000
7000
6000
S00o
4000
3000
2000

Esta correlacién nos per-
mite obtener, muy rdpida-
mente, el valor esperado de
myy para procesos de desna-
turalizacién completos utili-
zando, Unicamente, como

1000
q dato la longitud de la cadena
0 100 200 300 400 500 polipeptidica. Asi, el valor te-
Longitud (niimero de residuos) 6rico de myy para la variante

acortada monomérica de fra-

\5 Figura 2-12. Correlacion entre myy y la longitud de la cadena palzpeptz’dim./
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taxina humana (120 residuos) es de 1,4
kcal/molxM para la desnaturalizacién
en urea.

:Cémo se lleva a delante un experi-
mento de desplegado (y plegado) en

el equilibrio?

No es dificil. Para comenzar necesita-
mos, en primer lugar, una buena cantidad
de la proteina que queremos estudiar, ti-
picamente unos miligramos. Esta debe
estar relativamente pura (pureza >95%)
porque sino lo estd, estaremos exami-
nando propiedades que nada tienen que ver con la macromolécula de interés sino
con los contaminantes. Debemos tener algin tipo de equipamiento que nos permita
medir alguna sefal asociada al cambio conformacional (N<>U). Por ejemplo una me-
dida del contenido de estructura secundaria o terciaria en la muestra.

i 62

Ademds necesitaremos reactivos quimicos de alta pureza para preparar el buffer regu-
lador del pH (un buffer muy comun es por ejemplo el fosfato de sodio) y nuestro equipo
deberd estar conectado a un bafio termostdtico que sea capaz de mantener la temperatura
en un valor constante y deseado durante todas las mediciones. También serd fundamental
controlar estos pardmetros durante el tiempo que le lleve a las muestras llegar al equilibrio.
Temperatura y pH son dos variables muy importantes en nuestro experimento que de-
beremos controlar con mucha precisién. Mds adelante veremos qué variaciones en la tem-
peratura pueden producir cambios en la estabilidad de los estados conformacionales.

Antes de hacer el experimento (por ejemplo, el que se muestra en la Figura 2-10 de des-
naturalizacion de la tiorredoxina de E. coli) debemos preparar una planilla en la que apun-
taremos los voliimenes de cada uno de los componentes de nuestra solucion:

. H,0
. Buffer
« Proteina

. GuHCI

Para esto debemos, por ejemplo, tener en cuenta el volumen minimo que necesitamos
para realizar cada medicién (en nuestro ejemplo el volumen minimo fue 2.000 pL).
Este volumen estard dado por el tipo de equipo que disponemos y tendrd consecuencias
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importantes: definird cuinta proteina gastamos en el experimento. Debemos preparar
una solucién madre de proteina que podremos disolver en el buffer y que utilizaremos
en nuestro experimento. Alternativamente, si es estable en agua la podriamos disolver
en agua. De esta solucién madre (cuya concentracién es 355 pM) pondremos 40,1 pL
por tubo (asi la concentracién final de proteina (7,1 uM) en cada tubo serd, en prin-
cipio, idéntica. Prepararemos una solucién madre de bujffer y agregaremos en todos los
tubos un volumen tal que la concentracidn final sea constante. El buffer ademds de re-
gular el pH de la solucién aportard una serie de iones a la solucién (cargas positivas y
negativas) que podrian, en principio, ser importantes, En nuestro caso es buffer fosfato
de sodio, pH 7,0 y la concentracién final es 25 mM. Agregaremos el volumen de H,0
necesario para completar 2.000 pL finales en cada tubo. También prepararemos una
solucién muy concentrada de desnaturalizante [GuHCI]=8,0M en este caso) y agrega-
remos volimenes de tal forma que las concentraciones finales de [D] ([GuHCl]y) sean
las indicadas en la columna en amarillo: 0, 0.25, 0.5..., etc (Tabla 2-4).

00 0,0 250,0 40,1 1.709,9 2.000,0
025 62,5 250,0 40,1 1.647,4 2.000,0
050 125,0 250,0 40,1 1.584,9 2.000,0
075 187,5 250,0 40,1 1.522,4 2.000,0
[ 100 2500 250,0 40,1 1.459,9 2.000,0
125 3125 250,0 40,1 1.397,4 2.000,0
L1500 3750 250,0 40,1 1.334,9 2.000,0
[ 1,75 4375 250,0 40,1 1.272,4 2.000,0
L 200 5000 250,0 40,1 1.209,9 2.000,0
225 5625 250,0 40,1 1.147,4 2.000,0
250 625,0 250,0 40,1 1.084,9 2.000,0
275 687,5 250,0 40,1 1.022,4 2.000,0
L300 7500 250,0 40,1 959,9 2.000,0
325 812,5 250,0 40,1 897,4 2.000,0
350 875,0 250,0 40,1 834,9 2.000,0
I 375 9375 250,0 40,1 7724 2.000,0
[ 400  1.0000 250,0 40,1 709,9 2.000,0
[ 425  1.0625 250,0 40,1 647,4 2.000,0
[ 450 11250 250,0 40,1 584,9 2.000,0
[ 475 11875 250,0 40,1 5224 2.000,0
[ 500  1.2500 250,0 40,1 459,9 2.000,0

¢ Tabla 2-4. Diserio experimental para un experimento de desplegado en el equilibrio.

Por ejemplo, si tenemos que preparar 2.000 pL de una solucién de GuHCI 3,0 M
a partir de una solucién de GuHCI] 8.0 M usando la cuenta V{C=V,C; nuestro re-
sultado es (2.000 pL x 3,0 M)/8 M =V, =750 uL.

Una vez incubadas las muestras suficiente tiempo como para que lleguen al equilibrio pode-
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mos realizar nuestras mediciones. Este tiempo de incubacién es crucial porque si la incubacién
es corta las muestras no habrdn llegado a una situacién de equilibrio. Este tiempo depende de
las velocidades de plegado y desplegado de cada proteina, por esto una buena medida es, si no
conocemos estas velocidades, incubar unas cuantas horas las muestras, en nuestro caso las mues-
tras se incubaron por 3 horas a temperatura del laboratorio 20-25 °C. Mds adelante, en el Ca-
pitulo IV veremos cémo se realizan las medidas de contenido de estructura.

sEstado nativo o estado desplegado?

¢Cuiles son los motivos generales que determinardn la estabilizacién del estado nativo o

la del estado desplegado?

Podemos hacer un resumen, seguramente no del todo completo. Existen contribuciones
que tienen que ver con la entropia, con el orden y el desorden y otras que tienen que ver
con la entalpia, la energfa asociada con las interacciones intra e intermoleculares. Es impor-
tante tener en cuenta que las contribuciones entrépicas y entalpicas operan, simultdnea-
mente, y unas se cancelan con otras de acuerdo con la ecuacién

AGONU = AHNU _TASNU

Las proteinas no son sistemas extremadamente estables por lo que el resultado de esta cuenta es,
por lo general, un valor pequefio de entre 2 y 15 kcal mol™. Es muy importante tener en cuenta
este dato porque, por ejemplo, la energfa asociada a la formacién de un puente de hidrégeno puede
ser de unas 2 kcal mol™. Esto quiere decir que si eliminamos un par de puentes de hidrégeno por
medio de una mutacién puntual, por ejemplo a través del reemplazo de una serina por una alanina
o incluso por una cisteina, podriamos desestabilizar por completo la estructura nativa. Volveremos
a este punto mds adelante cuando nos ocupemos de redisefiar una proteina.

Sabemos que los procesos que produzcan un aumento de entropia considerable serdn
favorecidos. Asi, la diferencia enorme entre el nimero de conformaciones permitidas
en el estado desplegado (U) con respecto al estado nativo (N) favoreceria la estabiliza-
cién de U. Sin embargo el ordenamiento de las moléculas de agua sobre la superficie
accesible es mayor en el estado desplegado, porque expone mds superficie, favoreciendo
la estabilizacién del estado nativo. Por esto en el proceso de plegado deben expulsarse
una gran cantidad de moléculas de agua ubicadas en la superficie proteica de U con
un concomitante aumento en la entropia del solvente.

Por otro lado existe una contribucién que tiene que ver con la energia de las interacciones,
con la entalpia. Las moléculas de agua que solvatan la superficie de la proteina interaccionan
desfavorablemente con la superficie hidrofébica de la macromolécula por lo que se favorece
la desestabilizacién del estado desplegado o la estabilizacién del estado nativo (entalpia de
solvatacién). Sin embargo, esas moléculas de agua interaccionan muy favorablemente entre
si generando una capa con una disposicién que maximiza los puentes de hidrégeno entre
moléculas de agua vecinas estabilizando el estado desplegado (entalpia del solvente).

El resultado de la sumatoria de estas contribuciones en términos de la energia libre
(AGNp)» como ya se ha mencionado, permitird definir la espontaneidad del proceso de ple-
gado. Esto se muestra esquemdticamente en la Figura 2-13.
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N~ u Las esferas rojas re-
' Saivenie presentan moléculas
Entropia conformacional _— d,e solvente interac-

) cionando favorable-
Entropia del solvente — o o (_ )}’
Entalpia de solvatacion - proteica dg_;:ﬁzygnzb/emente
Entalpia del solvente N i con la superﬁcz’e pro-

teica apolar (----).
\_ : Figura 2-13. Espontaneidad del proceso de plegado (y desplegado). )

:Otros estado? Estados intermediarios y parcialmente plegados

-

Las proteinas se pliegan lo suficientemente ra-
pido como para hacer dificil la acumulacién de
estructuras parcialmente plegadas. Sin embargo,
en algunos casos, existen barreras energéticas lo
suficientemente altas que permiten la acumula-
cién transitoria de intermediarios con estructu-
ras dindmicas y fluctuantes. A veces estos
intermediarios son estructuras incorrectamente
plegadas, y para que la reaccién de plegado pro-
siga deben volver a desplegarse. Pero, también,
se observan intermediarios con estructura nativa
parcial, sugiriendo un mecanismo de plegado
jerdrquico (ver mds adelante, modelo jerdrquico (D]
del proceso de plegado).

Bajo ciertas condiciones experimentales, en
presencia de agentes caotrépicos, cloruro de
guanidinio, urea o tiocianato de guanidinio,
se observan intermediarios o estados, parcial-

Estado desplegado

Estado nativo

Energia

Figura 2-14. Efecto de los agentes caotrdpicos sobre la
estabilizacion diferencial del estado desplegado (U) con
respecto al estado nativo (N) y a otros estados
(intermediarios) que poseen superficie accesible menor que la

de U pero mayor que la de N.

mente, plegados en equilibrio. Las razones ter- N

modindmicas que permiten la observacién de estados intermediarios en el equilibrio se
resumen en el modelo mostrado en la Figura 2-14. Aqui se ve que, para ciertas concentra-
ciones de desnaturalizante, la estabilidad de los estados parcialmente plegados (intermedia-
rios) es mayor que la del estado nativo y que la del estado desnaturalizado ya que la energfa
es menor en ese rango de concentraciones en el que el trazo verde estd por debajo del azul
(nativo) y rojo (desplegado).

Es importante destacar que los agentes caotrépicos aumentan la solubilidad de las cadenas
laterales por lo que confieren mayor estabilidad al estado desplegado. Se establece de esta
manera una dependencia funcional, cuantificable con relativa facilidad, entre la estabilidad
relativa de los distintos estados conformacionales y la concentracién del agente caotrépico.
Como es de esperar, la dependencia estd determinada por el drea expuesta al solvente que
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presenta en promedio cada estado. La pendiente de cada recta es proporcional al drea expuesta
al solvente en cada estado conformacional. Un estado parcialmente plegado podria tener
una superficie accesible al solvente intermedia entre el estado desplegado y el nativo.

En el equilibrio, el factor limitante para la caracterizacion estructural es la heterogeneidad
de conformaciones y la velocidad de inter conversién entre las mismas sin embargo hoy en
dia existen técnicas basadas en la resonancia magnética nuclear (ver mds adelante) que per-
miten estudiar este tipo de conformaciones con gran detalle.

Glébulos fundidos

Los glébulos fundidos o molten globules son estructuras parcialmente plegadas que
se observan en el equilibrio bajo ciertas condiciones moderadamente desestabilizantes:
solventes con pH 4cido, concentraciones bajas de caotrépicos, incrementos en la tem-
peratura, y particularmente, eliminacién de interacciones por mutagénesis, o por acor-
tamiento de la cadena polipeptidica. Se trata de conjuntos de conformaciones
expandidas con respecto al estado nativo, pero compactas con respecto al estado des-
plegado. Son sistemas poco cooperativos que suelen contener estructura secundaria,
pero no interacciones terciarias fijas ni un buen empaquetamiento de cadenas laterales.
Los gébulos fundidos estdn estabilizados por factores entrépicos, como el aumento
de libertad conformacional de las cadenas laterales. Ademads, en ellos, el area hidrofé-
bica es mayor que en el estado nativo.

Experimentalmente, se ha determinado que el reactivo (1,8)-anilinonaftalenosul-
fonato (ANS) interacciona con las superficies hidrofébicas del glébulo fundido,
siendo esta interaccién diagndstica de este estado. Por otro lado, se ha mostrado que,
en los glébulos fundidos, la cadena polipeptidica posee mayor flexibilidad que en el
estado nativoindicando la desaparicién de
numerosas interacciones intramoleculares.

Otra de las caracteristicas relevantes de este
estado conformacional es su sensibilidad a la
protedlisis como consecuencia de un aumento
en la flexibilidad conformacional y de la ex-
posicién de sitios de corte proteolitico. Ade-
mds estos estados, por poseer superficie
accesible apolar tienen una alta tendencia a
agregar, a interaccionar intermolecularmente
y pegotearse, formando a veces agragados so-
lubles multiméricos en los que queda oculta
la superficie apolar. En otros casos estos agre-
gados pueden precipitar.

Es importante destacar que existe una extensa
variedad de glébulos fundidos mds o menos es-
tructurados y numerosos estudios demuestran
que los molten globules poseen elementos de to-
pologia nativa. Resulta muy interesante saber
cdmo se mantiene la topologia nativa de los
molten globules en ausencia de interacciones
terciarias fijas. Esto podria ayudar a compren-
der cémo se genera la estructura terciaria. Por
este motivo durante muchos anos este tipo de
estado conformacional atrajo la atencién de
numerosos investigadores.

Deteccién de la presencia de intermediarios en un experimento de equilibrio

Una forma relativamente sencilla de verificar la presencia de intermediarios o estruc-
turas, parcialmente, plegadas en la solucién es estudiar la no superposicién de las curvas
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de desnaturalizacién en un experimento de
denaturalizacién en el equilibrio. Para esto
necesitaremos hacer varios experimentos en
las mismas condiciones experimentales y
debemos medir, por ejemplo, el contenido
de estructura secundaria y estructura tercia-
ria en las soluciones. Ya hemos visto que
ciertos intermediarios poseen estructura se-
cundaria y pueden ser compactos pero no
poseen estructura terciaria definida. Si se
estabilizara un intermediario en un rango
de concentraciones de desnaturalizante es
probable que el contenido de estructura se-
cundaria se pierda recién a concentraciones
mayores que el contenido de estructura ter-
ciaria (Figuras 2-15 y 2-16).

é Estructura terciaria
(actividad enzimatica)
"
s _ 'of
8% :
g g b
= % & p Estructura secundaria
E 3 ™ y compactacion
@
s & | f e
e
K
0.0 y 1
1
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0
[GUHCI] (M)
S Figura 2-15. No coincidencia de las curvas de desnaturalizacion
« seguidas por medicion de estructura secundaria de la proteina (cir-
< culos llenos) y por medicion del contenido de estructura terciaria
< (ctreulos vacios).
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4 Estructura terciaria )
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Figura 2-16. Ausencia de estados par-
cialmente plegados en el equilibrio.
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Desplegado por temperatura

Uno de los métodos mds comunes, aunque todavia no lo hemos discutido profundamente,
es la desnaturalizacién térmica, y particularmente por aumento de temperatura, cuando coci-
namos, desnaturalizamos proteinas y cuando hervimos la leche, también desnaturalizamos pro-
teinas. La desnaturalizacién por frio, es un proceso muy interesante pero, por lo general, menos
estudiado. Como en el caso de la desnaturalizacién quimica, por agentes caotrépicos, nos va a
interesar evaluar antes que nada si el proceso de desplegado o desnaturalizacion por incremento
de la temperatura es reversible o no. La aplicacién de recursos tedricos de la termodindmica
dependerd de este punto. Si la desnaturalizacion no es reversible nuestra descripcion del proceso
serd mucho mds acotada. La irreversibilidad en muchos casos ocurre por la existencia de otros
procesos que estdn relacionados con el cambio conformacional por ejemplo la agregacién. En
este sentido procesos como la agregacién eliminardn a la proteina del sistema, esta precipitard
impidiendo el retorno de las moléculas a la conformacién estado nativo.

Uno de los puntos mds interesantes relacionado a la desnaturalizacién térmica es que, el
estado nativo y el estado desplegado tienen capacidades calorificas (Cp) distintas. El estado
desplegado tiene una mayor capacidad calorifica. Esto quiere decir que para aumentar en 1
°C la temperatura de una solucién de proteina nativa se necesita entregar una menor cantidad
de energia que para aumentar en 1 °C la temperatura de una solucién de proteina de la
misma concentracion en estado desplegado. Esto se relaciona con una de las propiedades
que posee el estado desplegado de la que ya hemos hecho referencia muchas veces: el estado
desplegado expone una superficie considerablemente mayor que el estado nativo. Las molé-
culas de agua préximas a la superficie proteica tienden a establecer interacciones entre si,
consolidando una red de puentes de hidrégeno intermoleculares. Asi la energfa entregada al
sistema podrd ser absorbida por esta red de moléculas de agua, produciendo un aumento
menor de temperatura de la solucién, recordemos que el aumento de la temperatura es un
indicador del aumento de la energia cinética del sistema.

Para entender este proceso, podemos pensar en el cambio de fase sélido/liquido para el H,0
que se da a una temperatura determinada a presién atmosférica a 0 °C. La energfa entregada al
sistema permitird deformar y luego romper la red de interacciones existente en el hielo. Las mo-
léculas vibran, alrededor de sus posiciones de equilibrio, cada vez con mayor amplitud. Llega
un momento en el que vencen a las fuerzas de atraccién que las mantienen fijas y el sélido se
convierte en liquido. Las moléculas siguen interaccionando, pero ahora pueden moverse. Con
este aumento de la movilidad de las moléculas de agua aumentard la temperatura del sistema.

En definitiva la reaccién de desplegado N — U tiene un ACp (j positivo porque
Cp desplegado >Cp nativo: Como se ve este pardmetro (ACp yy) estd fuertemente relacionado
con el AASAyy; es sobre la superficie de la proteina que se formard una capa de moléculas
de agua mds estructurada.

A medida que aumentemos la temperatura estas moléculas de agua se irdn desplazando
de la superficie e incrementardn su movilidad, esto incrementard el desorden y producird
un aumento de entropia) y favorecerd, en definitiva, la formacién del estado desplegado.
La entropia se define aqui como

7
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Por otro lado la entalpia del estado desplegado aumenta, se desestabiliza el estado desple-
gado con la temperatura, porque las moléculas de agua ordenadas entorno a la superficie
apolar, progresivamente, pierden las interacciones de puente de hidrégeno entre si a medida
que el agua se desestructura.

AH )= AH e ACp (T-1))

Asi el desplegado por temperatura, en realidad, es causado por el incremento entrépico
que domina a altas temperaturas al término entdlpico.

Las proteinas se despliegan cuando AGyyy;, la energia libre, comienza a ser negativa, cuando
TASyy es mayor que AHyy, recordar que AGyyy = AHyy - TASyy

Existe una temperatura en la que el AGyyy =0.
En esta temperatura f=f;; por lo tanto la es-
tabilidad del estado nativo es idéntica a la del
estado desplegado en el experimento mos-
trado en la Figura 2-17 esta temperatura es
Tm-68 °C. Otro punto importante es que
existe una temperatura de méxima estabi-
lidad (en este caso en el rango de 30-45
°C), a esta temperatura, la diferencia de
energfa entre el estado nativo y el estado
desplegado es mdxima.

Podemos ver que, en realidad, AGyy en
funcién de la temperatura es una campana
que interseca dos veces en AGyyy =0, una vez
como se ve en la Figura 2-17, esen el T y la segunda es en el T; lo que suele ocurrir es
que T en la mayoria de los casos es T <<0 °C, y por este motivo no se suele tener acceso
experimental sencillo a esta parte de la curva de desplegado. A bajas temperaturas por ejemplo
-20°C a -80°C las proteinas se despliegan. £ ¢/ laboratorio entonces tendremos que tener
mucho cuidado al intentar conservar una solucién de proteina. Muy probablemente no po-
dremos conservarla en una heladera a -20 °C.
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Senial (estructura secundaria, %)
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Figura 2-17. Desnaturalizacion térmica de la B lactamasa de Bacillus lithem'ﬁwrmis)
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A medida que la temperatura baja, como se dijo anteriormente, las moléculas de agua
sobre la superficie apolar de la proteina interaccionan entre si y se estabiliza una red de puen-
tes de hidrégeno optimizados por la estructura del agua a esta temperatura, esto conduce a
una disminucién en entalpia de desplegado. La entropia (el desorden) también disminuye
porque las moléculas de agua al formarse la red se ordenan.

El cambio entdlpico es favorable desde el punto de vista del desplegado (N—U) y es
mds importante que el cambio entrépico - ~N
desfavorable llevando a la proteina al es-
tado desplegado en frio (recordar que S L e T T e
AGUN = AHUN - TASUN)' 1 . EL;'I.'aotl:itdaomasa variante corta glébulo

A temperaturas mayores, las moléculas o e s e
de agua, también, formardn la red sobre
la superficie de la proteina pero la estruc-
tura de puentes de hidrégeno del agua no
estard optimizada sobre la superficie vy,
consecuentemente, la reduccién en ental-
pia no serd suficiente para compensar la
pérdida entrépica. Asi, en esta condicién
la exposicién de superficie apolar serd des-
favorable y se estabilizard el estado nativo
con respecto al desplegado.

En algunos casos cuando desestabiliza-
mos, suficientemente, a la estructura nativa
podemos explorar, experimentalmente, el Temperatura °C
desplegado por frio. En la Figura 2-18 se
muestran tres curvas de desnaturalizacién
por temperatura:

o
o
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o B-lactamasa
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1 1 1 1
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\E Figura 2-18. Desplegado por frio de variantes proteicas inexmblex.j

a. el desplegado de una conformacién, parcialmente, plegada tipo glébulo fundido
de una mutante de la proteina B-lactamasa (una variante corta que presenta ausencia de es-
tructura terciaria y menor contenido de estructura secundaria a 20 °C, en azul),

b. el desplegado de la conformacién nativa de esta mutante (en rojo),

c. el desplegado de la variante salvaje (sin mutacién) de la B lactamasa (en negro).

Puede verse cémo cuando la estructura estd suficientemente desestabilizada (el caso de este
glébulo fundido) el proceso de desnaturalizacién por frio transcurre a temperaturas incluso
> 0°C. Ademads puede observarse que el proceso de desnaturalizacién de este tipo de estruc-
turas altamente fluctuantes no es cooperativo y esto se traduce en que la transicién (N<>U)
se lleve a cabo en un rango mucho mayor de temperaturas (20 a 70°C).

El AC, y el ASAyy

La relacién entre el ACp y el AASA(jy ha sido estudiada por numerosos investigadores.
Por ejemplo, Murphy and Freire (1992) dan una correlacién entre ambos pardmetros
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ACp =045X A ASA, 7 026X A ASA,,

donde np es no polar y p es polar.
Una correlacién mejor es obtenida (sin tener que discriminar entre drea polar y apolar)
usando la ecuacién desarrollada por J. K Myers y colaboradores (Myers et al. 1995)

AC), =0,19x A ASA - (864X n_)

Esta ecuacion contempla que, el niimero de puentes disulfuro existentes en las proteinas, res-
tringird, significativamente, la accesibilidad de la cadena principal y de las cadenas laterales.

Estas correlaciones y las correlaciones obtenidas entre la longitud en niimero de residuos y la
diferencia de superficie accesible al solvente entre los estados nativo y desplegado se basaron en
datos experimentales de diferencia de capacidad calorifica obtenidos mediante estudios calori-
métricos y datos tedricos de ASA; modelados por simulacién y datos de ASAy basados en mo-

delos experimentales de estructuras nativas de las proteinas usadas para el cdlculo.

Otro método, relativamente, comtn para desplegar proteinas es a través de cambios en el

pH (Figura 2-19). La acidificacién de la
solucién de proteina (por ejemplo por el
agregado de 4cido clorhidrico) llevard a
que se protonen todos aquellos grupos
que pueden captar un protén (por ejem-
plo, las histidinas adquirirdn carga posi-
tiva mientras que los residuos de dcido
glutdmico y aspértico perderdn su carga
negativa en este proceso). Cuando esto
ocurre, los distintos segmentos de la ca-
dena comienzan a repelerse por el accio-
nar de fuerzas electrostdtica (presencia de
altas densidades de cargas positivas).
Sin embargo, si al estado desplegado
en medio 4cido se le agregan sales capa-
ces de apantallar, aunque sea parcial-
mente, las cargas positivas sobre la
proteina, entonces la cadena polipepti-
dica podrd volver a compactarse, y algu-
nos elementos de estructura secundaria
podrdn estabilizarse. Esto es lo que ocu-
rre en el caso de los estados parcialmente
plegados (glébulos fundidos) estabiliza-
dos en medio 4cido extremo o por el
agregado de sal, por ejemplo cloruro de

potasio (KCI).

oS or
Cr+ i
<o ¢ ‘\CI
Estado parcialmente +
plegado +
Estado & 1 bH
desplegado \ 3
0 — Estado nativo

100

Contenide de
estructura secundaria
(%)

1 2 3 4 5 6 7 pH
O Sin KCI x KCI 250 mM

Figura 2-19. Estabilizacion en medio dcido extremo o por el agregado de
sal, por ejemplo cloruro de potasio (KCl) de estados parcialmente plegados.

En ausencia de sales (KCI) el estado parcialmente plegado se
estabiliza recién con el agregado de suficiente HClal pH 1,0
(presencia de aniones CI-). En cambio si agregamos sales y
luego disminuimos el pH (KCI 250 mM) el estado parcial-
mente plegado se estabiliza pH mayores. (ver figura 2-19)
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La reaccién de plegado proteico seguida en funcién del tiempo.

El avance de las reacciones de plegadoy de -
desplegado pueden seguirse en el tiempo me-
diante diversas técnicas que veremos mds

Inyector

Solucién de proteina

;. ..y, . desplegad GuHcl
adelante. Estas técnicas nos permitirdn medir cspiegada en e
en funcién del tiempo la proteina replegada ; — Celda de replegado
desplegada. En la Figura 2-20 se muestra un =" | Solucién de buffer replegado
ejemplo sencillo de un sistema para medir el :
avance de la reaccién de plegado. R [ ' Paso ptico

En este caso se prepara una solucién de — Magneto mezcador

proteina desplegada (por ejemplo en 6.0M
de GuHCI) y se inyecta un volumen de esta 14— Agitador magnético

solucién en una celda o cubeta de replegado
(una cubeta de cuarzo) que tiene buffer de
replegado y en el caso mds simple no tiene
agente desnaturalizante y un magneto mez- |

Figura 2-20. Dispositivo sencillo para seguir el progreso
del proceso de plegado en funcion del tiempo.

clador que permite unir, ripidamente, el vo-
lumen agregado de proteina y, por lo tanto, diluir la concentracién de desnaturalizante.
Demorando el menor tiempo posible, se observa cémo cambia alguna propiedad de las macro-
moléculas a medida que se repliegan, por ejemplo alguna propiedad dptica, es decir, cémo interac-
tiian las macromoléculas con la luz. Por ejemplo, podemos evaluar c6mo cambia en funcién del
tiempo la absorcién de luz por parte de la solucién de proteina. Para esto debemos usar una celda
de replegado transparente, en este caso no debe absorber luz en el rango de longitudes de onda en
el que se mide. Un punto importantes es que algunas proteinas se pliegan (o despliegan) lentamente,
en segundos a minutos, en cambio otras lo hacen muy rdpidamente, desde milisegundos hasta
micro segundos, asi que dependiendo de qué proteina se trate podremos o no usar este tipo de dis-
positivo sencillo. En los casos en los que se pliegan muy rdpidamente se debe utilizar otro tipo de
equipamiento, ahora con dispositivos controlados electronicamente que permiten inyectar, mezclar
eficientemente y medir en tiempos muy cortos. Uno de estos equipos se detalla en la Figura 2-21.

s

Detector de
sefial

Celdade___»[_ |
reaccion

Sefial (%)

PCy

controladores

Tiempo (segundos)

\_ ¢ Figura 2-21. Experimentos de plegado y desplegado en funcion del tiempo: mediciones a tiempos cortos.
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Aqui en la Figura 2-21, como se ve, las cosas se complejizan un poco: tenemos tres jeringas contro-
ladas por una computadora. En la jeringa A se almacena proteina desplegada en desnaturalizante,
en jeringa B solucion de replegado. Cuando el motor (placa marrén) avanza los émbolos de las je-
ringas A y B impulsan un volumen (que se puede controlar) hacia el mezclador, aqui se mezclan
ambas soluciones y la mezcla ingresa a la celda de reaccion desplazando el volumen presente en ella
hacia la jeringa C, el émbolo de la jeringa C (a medida que se llena la jeringa) retrocede hasta
cierto punto (este volumen puede regularse) en el que se detiene por contacto (frenado de flujo), si-
multdneamente se dispara una senal electronica (al oprimirse el botén rojo de frenado de flujo, que
indica que la reaccion ha comenzado. En este caso también se mide alguna propiedad que cambia
con el replegado de la proteina a medida que la reaccion avanza. En el panel de la izquierda se
muestra como cambia una propiedad dptica (sefial) en el proceso de replegado de la proteina B-lac-

tamasa a medida que transcurre tiempo de reaccion. Se parte del estado desplegado que tiene
sefial= 0%. En los primeros 100 segundos se ha adquirido mids del 80% de la senal final (estado
nativo). Vale la pena ver que en el proceso de replegado de esta proteina existe una etapa muy rd-

pida, a los 20 segundos de reaccion la senal ya ha tomado un valor mayor al 60% de la senal que

tiene una solucion en la que rodas las moléculas se encuentran en estado nativo.

Para descubrir los principios que gobiernan el proceso de adquisicién de estructura
nativa es necesario, ademds, comprender la naturaleza de las barreras que lo bloquean
y las fuerzas que lo impulsan.

Durante el proceso de plegado se generan muchas uniones no covalentes. La formacién
de estas interacciones limita la velocidad, imponiendo una barrera energética debido a los
notables cambios en la entropia conformacional, durante el plegado se restringe la libertad
conformacional de la cadena polipeptidica que adquiere una tnica conformacidn, la nativa,
y de hidratacién, a medida que avanza la re-
accion de plegado una gran cantidad de mo-
léculas de agua que hidrataban a la cadena

polipeptidica desplegada deben liberarse al

@ | N m| U E|lu
seno del solvente permitiendo la compacta- ? i ‘g N 5
cién de la macromolécula. 5 s I
El conjunto de estructuras en formacién
que estdn en la cima de la barrera energé- Reaccién 1 Reaccién 2 Reaccién 3

tica, y constituyen el mdximo de energia
en la coordenada de reaccién, se conoce
como estado de transicién de la reaccién
de plegado (T3). El estado de transicién
estd formado por un conjunto de estructuras inestables que, por definicién, tienen un
50 % de probabilidad de progresar al estado nativo.

Para el caso de la reaccién 1 (Figura 2-22 panel de la izquierda) el estado desplegado es
mis estable que el estado nativo; en esta condicién experimental, la reaccién transcurrird
hacia U, lo contrario sucede en el caso de la reaccién 2. Por tltimo en la reaccién 3 la es-
tabilidad de los nativo y desplegado es idéntica (misma energfa) por esto las barreras ener-

Figura 2-22. Coordenada de reaccion del proceso de ple-
gado/ desplegado. El transicion de la reaccion de plegado: T.
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géticas son de la misma altura y, entonces, las velocidades de plegado y desplegado también
lo son. Esta dltima condicién es la que se observa para la concentracién media de agente
caotrépico en un experimento en el equilibrio. En este punto la concentracién de U en solucién
serd [U]=[N]. Ambos estados son igualmente probables.

Podemos pensar que la probabilidad de que una proteina se pliegue dependerd de la dife-
rencia de energfas entre los estados conformacionales pero, también, esta probabilidad de-
pende radicalmente de la altura de la barrera energética que separa ambos estados. Una
barrera muy alta disminuird, completamente, la probabilidad de que la proteina se pliegue
en un tiempo corto. Simultdneamente, si la proteina se encuentra plegada la barrera podria
impedir que se despliegue en un lapso de tiempo considerable.

Para entender este concepto, que no es Gnicamente teérico porque, en muchos
casos, se han seleccionado este tipo de mecanismos para controlar el estado confor-
macional de las macromoléculas, se muestra, en la Figura 2-23, en el panel de la de-
recha, una proteina en la que, en una condicién particular (linea de puntos), su
estado de transicidon se desestabiliza (aumenta su energia) pero el estado nativo no.
Esto tiene como consecuencia un gran incremento en la barrera energética que debe
atravesarse para que la proteina se despliegue (flecha roja con respecto a flecha azul).
En panel de la derecha si bien el resultado es similar (aumento de la barrera, flecha

s

roja con respecto a flecha azul)
el origen es completamente di-
ferente. En una condicién (li-
neas de puntos) el estado nativo
estd sumamente estabilizado. En
algunos casos reales ocurren
procesos similares. Las proteina
se pliega bajo una condicién fi-
siolégica (barrera baja) y luego
es transferida a una segunda
condicién (barrera alta), por
ejemplo cambio de pH o prote-
olisis controlada.

Algunas de las preguntas que
Estado conformacional Estado conformacional podemos hacernos con respecto

Control cinético Control termodinamico )

Energia
Energia

Figura 2-23. Barreras en el proceso de plegadoldesplegado. al estado de transicién son:
Control cinético y control termodindmico. )

:Es compacto o posee un incremento de superficie expuesta con respecto a N?
¢Cbémo estd estructurado el estado de transicién?

¢Cbmo se lo puede estabilizar o desestabilizar?

¢Cudles son las interacciones nativas presentes en el estado de transicién?

:Se lo puede estudiar computacionalmente, se puede simular?

Para responder la primera pregunta podemos imaginarnos que el conjunto de estructuras
fluctuantes e inestables a las que llamamos estado de transicién son, verdaderamente expan-
didas tanto como el estado desplegado. Si pensamos en la reaccién de desplegado, la energia
del estado de transicién variard en funcién de la concentracién de agente desnaturalizante
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de la misma forma que para el estado desplegado porque los agentes caotrépicos, como ya
mencionamos, actdan solubilizando superficie expuesta (Izquierda panel superior, en la Fi-
gura 2-24). Nuestro experimento se puede llevar a delante por medio de una dilucién de
proteina en estado nativa en un medio que contenga una concentracién definida de agente
desnaturalizante. Mds adelante veremos algunos de los problemas técnicos con los que nos
enfrentamos al realizar este tipo de experimentos.

Si hacemos la reaccién de desna-
turalizacién (desplegado) en dos
concentraciones distintas de agente
caotrépico ([D], el trazo punteado
representa una concentracion
mayor de desnaturalizante que el
trazo continuo) las energfas relativas [D] 0]
de los estados conformacionales
podrifan representarse cualitativa-

Energia
Energia

Lnk,

mente como en los paneles inferio-
res de la Figura 2-24 (reacciones A
y B). Aqui nuevamente se ve que
la estabilizacién que sufre cada es-
tado conformacional depende de
la superficie que expone. El estado
desplegado se estabiliza mis que el E Figura 2-24. El estudio del cambio de la velocidad de desplegado en funcién
estado nativo, y en este caso, como L ¢ de la concentracion de desnaturalizante.

O]

Energia
Energia

Reaccién A Reaccidén B

el estado de transicién posee tanta
superficie expuesta como el estado desplegado (nuestro supuesto inicial) se estabiliza tanto como este
(Figura 2-24, paneles superior e inferior, izquierda). Lo interesante es que en este caso como la constante
de velocidad de desplegado es inversamente proporcional a la altura de la barrera N'T, un aumento en
la concentracién de agente desnaturalizante incrementara la velocidad de desplegado.

Pero, sin embargo, también podemos imaginarnos que el conjunto de estructuras fluctuantes e
inestables a las que llamamos estado de transicién son tan compactas como el estado nativo. Ahora
nuestro supuesto inicial es el otro extremo. Esto se representa en el panel de la derecha. La energfa
del estado de transicidén no variard tanto con el incremento en la concentracién de desnaturalizante.
La pendiente de la recta (verde) ahora serd similar a la pendiente de la recta azul que representa el
efecto del incremento de desnaturalizante sobre la estabilidad del estado nativo (Figura 2-24, panel
superior centro). Como se ve el estado desplegado expone mds superficie y por lo tanto se estabiliza
mds con una concentracién de desnaturalizante mayor (linea de puntos). Bajo esta condicién la
barrera energética no cambia significativamente con un aumento de agente desnaturalizante. Por
este motivo la velocidad de desplegado tampoco variard significativamente.

En el panel de la derecha de la Figura 2-24 se muestra un grifico que se conoce con el nombre
de gréfico de Chevron, brazo (o rama) derecho. Aqui lo que se grafica es cémo varia la constante
de velocidad de desplegado ky; con la concentracién de desnaturalizante para una proteina que
posee un estado de transicion extremadamente compacto (trazo rosa) y para una proteina que el-
posee un estado de transicion extremadamente expandido (naranja). Como dijimos més arriba, si
estado de transicién estd expandido variard significativamente la velocidad de desplegado mientras
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que si es compacto el cambio en la velocidad de desplegado en funcién de la concentracién de
agente caotrépico serd menor. Asi analizando las pendientes de estos brazos podemos definir una
de las caracteristicas mds importantes del estado de transicién: su grado de compactacién.

El andlisis del brazo dere-
cho del grifico de Chevron
es el complemento que ne-
cesitamos (Figura 2-25). La
reacciéon que se estudia en
este caso es el replegado
desde el estado desplegado
hasta la forma nativa en dis-
tintas concentraciones de
desnaturalizante. Ahora si el
estado de transicidén es ex-
pandido (tanto como el es-
tado desplegado), la barrera
energética que separaa U de
N serd siempre la misma
porque U y T se estabilizan
de la misma manera (Figura
Panel inferior izquierda).
Mientras que si el estado de
transicién es compacto (tan

(" N

Energia
Energia

[O]

Reaccidn A Reaccién B

¢ Figura 2-25. El estudio del cambio de la velocidad de plegado en funcién de la
\_ ¢ concentracion de desnaturalizante. )

compacto como el estado nativo), con el agregado de desnaturalizante tinicamente se es-
tabilizard U (baja su energfa, Figura panel inferior centro). De esta manera variard, considerable-
mente, la velocidad de replegado porque al incrementarse la barrera con el desnaturalizante la

velocidad disminuira.

En el grifico de la derecha se muestra este efecto: la dependencia de la velocidad de plegado
con la concentracién del desnaturalizante para dos concentraciones. En naranja para un es-
tado de transicién expandido: no hay cambio de barrera, no hay cambio en la constante de

velocidad de plegado (k).
Por el contrario, en rosa se
muestra cémo un estado de
transicién compacto deter-
mina un incremento en la
dependencia de la cons-
tante de velocidad de ple-
gado con la concentracién
de agente caotrépico. El in-
cremento en la pendiente
es indicador de este pro-
ceso: mayor [D] menor ky.

Si juntamos ambas ramas,

la derecha (plegado) y la iz-

4 )

a

Replegado Desplegado

k observada

Ln

[C]

\E Figura 2-26. Grdfico de Chevron: Rama derecha (plegado) y rama izquierda (dexplegﬂdo))

quierda (desplegado) obtenemos el gréfico de Chevron completo (Figura 2-26).
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Es importante ver que, como se men- | Vale la pena recordar que en el equilibrio

cioné anteriormente, cuando las ener- (ver desnaturalizacion), la constate de equili-
gias del estado desplegado y del estado b [(eqzjeU/ kry, asu vez, Keq=[U]/[N] @
nativo son idénticas las velocidades de | K —£7 £ Asi en la concentracion media
plegado (kg) y desplegado ky; serdn igua- ( Cgm) de un experimento tipico de desnatura-
les (Figura 2-22 reaccién 3). lizacion en el equilibrio vale ky=kp,

Si miramos atentamente un grafico de [U]=[N], f; = f-

Chevron, podemos ver que existe una re-

gién donde el brazo derecho toma valores semejantes al brazo izquierdo. Justamente,
esto ocurre en la concentracién media de agente caotrépico (C). En la Figura 2-27
se muestra en el panel superior un grafico de Chevrén en el que si se hacen extrapola-
ciones a concentracién de desnaturalizante [D]=0, se obtienen las constantes de velo-
cidad en H,0 (en ausencia de
desnaturalizante). Recordemos que
nuestros datos experimentales son los
puntos naranjas. En el panel central po-

También vale la pena recordar que
AGONU = _RT ].n K
y como K=Keq= [UJ/[N]=k kg

demos ver un experimento de desple- vale en la concentracidn media que

gado en el equilibrio en el que se grafica AG®= -RT'In ky/k; = 0

la fraccién de las moléculas de proteina (efectivamente la estabilidad de U es la
que se encuentran desplegadas (a bajas = misma que la de N y por esto la probabili-
concentraciones de agente desnaturali-  dad de que la reaccion transcurra en un sen-
zante f{;-0 (ninguna de las moléculas se | tido (plegado) es la misma que transcurra en

ha desplegado) y a altas concentraciones | el otro (desplegado).
fy-1 (cerca del 100 % de las moléculas
se ha desplegado). En la concentracién I&:‘Z:)()F 6

de desnaturalizante C = [D] el 50% de =
, )
las moléculas se encuentra desplegado, =
aqui entonces f{;=0.5. La linea vertical < — m,
de puntos muestra como esta [D]=C 5
es la regién donde ky=ky en el gréfico I(-I'?(Il(f
de Chevrén (panel superior). z
, . ’ Cm

Una de las técnicas mds poderosas de
la quimica orgdnica para probar la es- &
tructura de T? en una reaccién simple 2 1.0+
consiste en el estudio de la relacién ‘es- T

. . > . . o 05

tructura reactividad’. Este tipo de estudio @ /
comienza con la preparacién de una serie | O 0.0 Figura 2-27.
de reactivos que poseen pequefas modi- Experimentos de
ficaciones quimicas con respecto al reac- Cm equilibrio de
. . . . . desplegado y de
tivo original. Posteriormente, se mide el 3 cinctica de pl-
cambio en la constante de equilibrio y en z Mg, gado y desple-
las constantes de velocidad de la reac- % gado en funcion
cién. En base a los resultados pueden in- df’,l”;”’;“’”””’

. R cién de desnatu-
ferirse aspectps de la estruchra de T%. lizante.

Para estudiar el estado T? del plegado (D)
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proteico, se desarrollé un procedimiento experimental basado en los mismos conceptos, pero
sustentado en la ingenieria de proteinas. Este procedimiento permite medir la magnitud y
la importancia de una interaccién particular, y cémo esta afecta la cinética, el equilibrio y el
mecanismo de plegado. La estrategia, muy sintéticamente, incluye la modificacién por in-
genierfa genética de una interaccién. Se reemplaza un residuo por otro eliminando una parte
de la cadena lateral, por ejemplo leucina por alanina. También es necesario establecer el
efecto de la modificacién sobre los estados nativo y desplegado. Del anilisis de los cambios
en la magnitud de la barrera energética que separa al estado desplegado del nativo, puede
inferirse la estructura del estado de transicién. En efecto, cada mutacién actia como una
sonda especifica del grado de formacién de estructura en el micro entorno del residuo mo-
dificado. Es decir que puede inferirse si la interaccién medida estd o no formada en T7.

-

El estado de transicién y N Unicamente la estructura na-
desestabilizados por una muta- tiva ha sido desestabilizada por
cién puntual la mutacién

/

[ Solo se modifica la velocidad | [ La velocidad de plegado no dismi-
de plegado, disminuye porque nuye. La de desplegado aumenta
la barrera aumenta porque la barrera disminuye.

&= 1 ®=0

Figura 2-28. Andlisis de phi de Alan Fersht para estudiar el estado T ¥ del plegado proteico. Del andlisis de los cambios en la
\_ magnitud de la barrera energética que separa al estado desplegado del nativo, puede inferirse la estructura del estado de transicion.

La aplicacién en forma rigurosa de este tipo de procedimiento experimental estd limitada
a proteinas que se pliegan en dos estados (U—N) o a ‘tramos’ del proceso de plegado. Por
ejemplo, en la reaccién de plegado U1, >N se limita al proceso I;<>N que puede consi-
derarse como una reaccién de plegado de dos estados. Es importante notar que las mutacio-
nes que desestabilicen al estado de transicién tendrdn un efecto sobre la velocidad de la
reaccién de plegado. De esta manera, mds alta es la barrera energética, mds lento serd el pro-
ceso de plegado. La constante de velocidad de reaccién k es proporcional a e (% ).

El valor phi (@) es un indicador de la presencia de determinada interaccién en el estado
de transicién. Este pardmetro toma el valor ®=1 cuando la interaccién desestabiliza por igual
aT y al estado nativo indicando que la interaccidn presente en el estado nativo también es-
taba formada en el estado de transicién y contribuia con la estabilidad del mismo del mismo
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modo que contribuye con la estabilidad del estado nativo. En cambio, cuando, solamente,
afecta al estado nativo y no al estado de transicién phi toma el valor ®=0 (Figura 2-28 y 2-
29). Esto ocurre porque phi se define como

Donde AAGyy; no es, ni mds ni menos, que la diferencia de estabilidades de la proteina mutante
con respecto a la salvaje (AGNU qivajeAGNUmutante) Y AAGry es la diferencia de estabilidad del estado
de transicion entre las dos variantes, AG Ty gy AGTU mutanee qU€ puede obtenerse calculando las al-
turas de las barreras mediante experimentos en los que se mide la velocidad de plegado.

Existen evidencias de una fuerte r
correlacién entre la velocidad de ple- T
gado de proteinas simples (que po- G
seen un Unico dominio) con f " DAGy,
parimetros que miden la compleji-
dad topolégica del estado nativo.
Esta correlacién sugiere que la topo-
logia podria ser determinante para
alcanzar el estado de transicién. Por
el contrario, no hay correlaciones
entre el tamafio o la estabilidad y la
cinética de replegado. Este tema serd
abordado nuevamente mds adelante.
Sin embargo, resulta interesante ver
que las barreras energéticas para el \_

Figura 2-29. Diferencia de estabilidades de una proteina
mutante con respecto a la variante salvaje (sin mutacion).

plegado pueden tener base entdlpica
(interacciones nativas ausentes o interacciones no nativas presentes) o base entrépica (topologias
complicadas). En definitiva ambos términos intervienen en el plegado de la cadena polipepti-
dica en el espacio. Existe un grupo de proteinas, particularmente, llamativas en las que, apa-
rentemente, no se detecta una barrera energética a través de un estado de transicidn; a este tipo
de plegado se lo ha llamado cuesta abajo (down hill en inglés). Algunos investigadores piensan

que los mecanismos de plegado en dos estados (N«>U) -
resultarfan de una falta de sincronizacién entre la ganan-
cia de energia de estabilizacién y la pérdida de entropia
conformacional (estado desplegado representado por
miles de conformaciones mientras que el estado nativo
estarfa representado por una). Se piensa que la sincro-
nizacién entre estos dos términos resulta en un plegado
cuesta abajo (curva roja en la Figura 2-30).

Energia

Se caracteriza por la ausencia de una barrera N
energética a través de un estado de transicién. o
Se representa con un trazo en color rojo. (ver

Figura 2-30)

Reaccion

\_ ¢ Figura 2-30. Plegado Cuesta abajo.

LAS PROTEINAS



. 80

Intermediario compacto

Barrera limitante de la
velocidad de plegado

Energia

~_ ~_Segundos a

ms minutos ;
 Jre_m B et
Ausencia g @ \ 3
de o ) N
estructura ?;E Compactacion  Estructu re_1 terciaria
secundaria Det g nativa
y terciaria eteccidén de

estructura secundaria

Figura 2-31. Un ejemplo hipotético que describe una ruta de plegado hacia la

estructura nativa a través de varios intermediarios.

. J

.
.
.
.
o

La paradoja de Levinthal

Por mucho tiempo coexistieron dos conceptos muy interrelacionados en torno al es-
tudio del proceso del plegado de las proteinas: la paradoja de Levinthal y la supuesta
necesidad de la existencia de intermediarios o vias especificas del plegado.

Levinthal dedujo, hace 30 anos, que si la busqueda de la conformacién nativa desde
el estado desplegado fuera un proceso aleatorio, las moléculas deberian cambiar su con-
formacién tantas veces que serfa un proceso irrealizable en tiempos razonables. Por
ejemplo, si una cadena de cien residuos tiene 10100 posibles conformaciones (un pro-
medio de diez conformaciones por residuo), y si una conformacion se convierte en otra
en el tiempo mds corto posible (tal vez 10-13 ps), el tiempo promedio requerido para
explorar todas las posibles conformaciones hasta hallar el minimo energético seria 1.077
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anos. Las observaciones, por el contrario, indican que las proteinas se pliegan en tiem-
pos muy cortos, desde unos pocos microsegundos a minutos u horas.

A partir de este tipo de consideraciones Levinthal propuso la existencia de vias dis-
cretas (caminos) de plegado que eviten las conformaciones no productivas (las que no
conducirifan hacia el estado nativo.

Modelos de plegado: Teorias para el proceso de plegado

Nucleacién

En el contexto descripto anteriormente surgieron una serie de modelos sobre las rutas
de plegado. El estudio de las vias de plegado debia, en teorfa, revelar el mecanismo de
plegado y ayudar a determinar el cédigo por el cual la secuencia determina la estructura.

El propio Levinthal, en el afo 1968, sugirié que una parte de la cadena polipéptidica po-
dria servir como nucleo para una posterior propagacion de la estructura 3D (Figura 2-32).
Este modelo requiere que el niideo sea suficientemente pequefo para que una busqueda al azar permitiera
encontrag, localmente,

Ncleo

la estructura nativa. (

Una vez que el nicleo

alcanza la estructura

nativa se posibilita el
plegado secuencial y —_ —_—— — 1
esencialmente inde- — N
pendiente de cada Propagacién

residuo. Estado nativo

Estado desplegado

Y ¢ Figura 2-32. El proceso de plegado: Nucleacion

Difusién, colisién y coalescencia

Otros modelos simplificaron la basqueda conformacional desacoplando la formacién de
estructura secundaria y terciaria. Asi Martin Karplus y David L. Weaver (1976) propu-
sieron el modelo de difusién, colisién y coalescencia. Este modelo asume que las proteinas estin compuestas
por una serie de partes fluctuantes muy méviles (microdominios) suficientemente pequefias y simples
como para que en ellas la biisqueda conformacional sea rdpida (Figura 2-33). Los microdominios no tienen
acceso a estructura secundaria estable por buisqueda al azar pero i a estructura secundaria incipiente y a grupos
o dusters de interacciones hidrofébicas.

El proceso de plegado es descrito como una serie de pasos tinicos, de difusién, colisién y coalescencia,
en la que se estabilizan mutuamente los microdominios. Las fuerzas que gobiernan el movimiento
de microdominios son las interacciones especificas entre microdominios y las colisiones al azar con
el solvente y con otras partes de la cadena polipeptidica. La estabilizacién final de estructura secun-
daria est4 ligada a la formacién de estructura terciaria.
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En la Figura las fle-

Estabilizacién de estructura

chas discontinuas indi- secundaria inestable, y nueva
can las colisiones de colisién de microdominios
microdominios que lle-
varan a la estabilizacién

— —
de estructura secunda- — ——

ria. Los elementos de
estructura  secundaria
atin inestables o insi-
pientes se dibujaron
también en trazo dis- Estado desplegado
continuo.

El modelo permite
postular multiples vias
(paralelas) de secuencias
de pasos de difusién y
colisién. La informacién
contenida en la secuen- \_ ¢ Figura 2-33. El proceso de plegado: Difusién, colisién y coalescencia.

Estado secundaria inestable,
colisién de microdominios

Estado nativo

diade cada microdomi-
nio puede ser usada independientemente. Otra particularidad del modelo es que las colisiones pueden generar
intermediarios con interacciones entre microdominios no adyacentes en relacion a la secuencia lineal de la
proteina. El modelo reduce en definitiva la dindmica del proceso de plegado, ya no considerando cada residuo,
sino el andlisis de las propiedades de los microdominios y sus interacciones. Este modelo predice la depen-
dencia de la velocidad de replegado con respecto a la viscosidad del solvente.

El modelo jerdrquico

En la década del 80 Robert L. Baldwin y colaboradores propusieron una serie de ideas inspiradas en
los experimentos realizados por los pioneros Ptitsin, Rashin y Richmond, Richards y Cohen. Se trata de
un modelo jerdrquico en el que, inicialmente, se forman elementos locales de estructura secundaria nativa,
independientes e intrinsecamente estables (con estructura de puentes de hidrégeno nativa), en ausencia
de estructura terciara. Posteriormente, estos elementos se empaquetan para formar estructuras mds com-

plejas (Figura 2-34).

Este modelo se ve

(

apoyado por la evi-
dencia de que una
hélice o se forma, en
muchos péptidos y — — i

7’ . e A Fr =
proteinas, en micro- oA
segundos, mientras \
que' la estructura Estado secundaria estable Estado nativo
terciaria tarda en

aparecer milisegun-
dos o mis.

Estado desplegado

\_ ¢ Figura 2-34. El proceso de plegado: el modelo jerdrquico.
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Existen numerosos ejemplos en los que la estructura terciaria es desensamblada antes que la estructura
secundaria. De los experimentos en equilibrio de desplegado inducido por agentes caotrépicos.

El estudio de las vias del plegado (e¢j: Ul >1,4>...1 <>N) se hace muy complicado
o imposible para proteinas pequenas con un tnico dominio, porque generalmente no
se observan intermediarios. Su ausencia, es explicada en el modelo jerdrquico por la
existencia de una alta cooperatividad en el proceso de plegado, que hace muy poco es-
tables a los intermediarios y aproxima el proceso a un sistema de dos estados (N y U).
Estos sistemas pueden abordarse con experimentos de cinética del plegado en solventes
en los que los intermediarios se estabilizan.

Rompecabezas

En el afo 1985, Harrison y Durbin [39] propusieron un modelo cualitativo para el mecanismo
de plegado. Por analogfa con el juego del rompecabezas, recibié el nombre de Rompecabezas. Los
autores sugirieron que las proteinas se pliegan por vias alternativas paralelas y no por una secuencia
de eventos definida. Incluso para proteinas pequefias con unos pocos microdominios, estos, por com-
binatoria, podrfan generar un importante nimero de vias alternativas para alcanzar la estructura

nativa. Este modelo podria repre-

sentar un caso limite de la teorfa

de difusién y colisiones y su apli-

cacién podria ser dependiente de _—

caracteristicas especificas de cier- \
tas proteinas en relacién a las pro-

piedades de los microdominios y

. . . __---_-—__‘
sus interacciones (Figura 2-35). F o
Llevado al extremo, serfa equi- /
valente a armar el ‘rompecabezas’ _ Estado nativo

o

comenzando por cualquier pieza.
Se generarfan asi nicleos de ple-

gado y la estructura crecerfa en- Estado desplegado I~
torno a estos centros, pero cada zf.
molécula elegirfa su propia via .
. ul & . U prop o Figura 2-35. El proceso de plegado: el modelo del rompecabezas.
hacia el estado nativo. -

El colapso hidrofébico

A fines de la década del 70 surgi6 la hipétesis de que un ‘colapso hidrofébico’ podria tener lugar
antes de la formacién de estructura secundaria y terciaria. Bajo condiciones de replegado, el poli-
péptido adoptaria conformaciones compactas, incrementando notablemente la probabilidad de
alcanzar la topologfa nativa. El efecto hidrofébico es, para este modelo, la fuerza impulsora del ple-
gado y, en definitiva, responsable de la deshidratacién del corazén de la proteina, dando lugar a
intermediarios sin estructura terciaria fija, con estructura secundaria parcial y con un volumen
muy similar al nativo.

Los elementos de estructura secundaria mds inestables podrian estabilizarse posteriormente.
Dicho de otra forma, la formacién de estructura secundaria nativa (fija) podria estar dirigida por
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interacciones terciarias,0 [/~
superficies apolares mds
o menos inespecificas
existentes en la estructura
del intermediario, in-
cluso por la topologia
global que adopta la ca-
dena polipeptidica res-
tringiendo el espacio
conformacional. Hay in-

Volumen nativo Estado nativo
dicios de que el colapso y (colapso)
la aparici()n de estructura Estado desplegado
secundaria podrian darse
de manera simultinea S : Figura 2-36. El proceso de plegado: el colapso hidrofébico.
(Figura 2-36).

Nucleacién condensaciéon

En el mecanismo de nucleation condensation o nudleation collapse un grupo de residuos adyacentes
forma un ntidleo, pero a diferencia de la vision clasica de ‘nucleacién’, en la que el nicleo es fuertemente
localizado, por ejemplo dos o tres vueltas de hélice, este modelo predice un nicleo local ines-
table, que se estabiliza o consolida como consecuencia de interacciones de largo alcance (ter-
ciarias) y que, en definitiva, a su vez, extienden el ndcleo. La formacién del nicleo no es el
paso limitante porque para que éste se estabilice una fraccién importante de la cadena polipeptidica debe
estar correctamente posicionada para proveer los contactos de largo alcance que estabilizan al nicleo.

W 84

Debe haber entonces un
ndmero critico de inter-
acciones locales y de
largo alcance del que

depende el plegado

—
global. Laestructura se- ——
cundana y la terciaria se Formacién de interacciones nativas
forma_n paralelarnente altamente cooperativa
(Flg 2-37) Este mo- La estructura secundaria y terciaria Estado nativo
delo pod_rfa proveer el se estabilizan simultdneamente
marco tedrico para cada
unidad de plegamiento Estado desplegado

en proteinas complejas.

\_ : Figura 2-37. El proceso de plegado: nucleacién y condensacion.

Plasticidad del mecanismo de plegado

Las visiones actualizadas de los modelos jerdrquicos y de difusién y colisién se sola-
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pan. Un elemento de estructura secundaria estable o parcial (microdominio elemental),
deberia sin duda difundir y colisionar con otro o con un conjunto de microdominios
para formar después un dominio mediante un ajuste fino (empaquetamiento). Las es-
tabilidades de los elementos de estructura secundaria en forma aislada podrian ser muy
variables. De esta forma ambos modelos coinciden en que el plegado es un proceso je-
rdrquico en el que se forman primero estructuras simples con estabilidad marginal,
dada por interacciones locales en la secuencia, que posteriormente se agrupan para for-
mar estructuras mds complejas.

¢Existe un dnico mecanismo de plegado?

Esto parece poco probable teniendo en cuenta las evidencias experimentales. Que el
plegado sea un proceso concertado, o en pasos sucesivos, podria depender de la esta-
bilidad de las subestructuras individuales, por ejemplo, si son inestables en sus formas
aisladas, la estructura final se forma de manera concertada, nucleacién y condensacién.
Si las subestructuras individuales fueran suficientemente estables, en forma indepen-
diente, podrian alcanzar el estado nativo siguiendo un modelo jerdrquico o de difusién
y colisién. Las proteinas estudiadas no siguen un tnico modelo y atin hoy cada modelo
mecanistico tiene sus adeptos y ninguno se impone claramente sobre los otros.

Paisajes energéticos y embudos de plegado
Hace algunos anos se propuso una vision del plegado alternativa que permite sortear la paradoja de Le-

vinthal y generar hipétesis con respecto al mecanismo de plegado. Esta vision surgié de la simulacién ex-
tensiva en computadoras de los cambios conformacionales posibles para representaciones simplificadas

dela cadena polipeptidica. En estas represen- - pa——
taciones los residuos son considerados esferas _ f —,I
de dos tipos, polares (P) y no polares (NP), y ) r

su ubicacién en el espacio estd limitada por la o
conectividad de la cadena y la localizacién en
un enrejado ctibico. La energfa de las interac-

>

ciones entre esferas es asignada como favorable "F’_\
o desfavorable, de acuerdo a su cardcter en po- .

. , - . Estado nativo
laridad. Para un niimero pequeno de residuos Estado desplegado

pueden ser enumeradas todas las conforma-
ciones y su energfa puede ser evaluada.

Para estas proteinas conocidas como pro- "
teinas de juguete (toy proteins en inglés, Figura
2-38) el estado nativo es aquel que presenta
el mayor niimero de contactos favorables (NP EERUEHITE ESEEE
NB P P) y maxima compactacion. HEIRALRE

Mientras los modelos fenomenolé- < Figura 2-38. Modelos computacionales para estudiar el proceso
gicos anteriores usan simbolos para \_ * e plegado: proteinas juguete.

J

representar cada conformacién (U o
D, el estado desplegado; T7, el estado de transicién; I, estados intermediarios), los nue-
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vos modelos tedricos, basados en la
mecdnica estadistica, reconocen que
esos estados macroscopicos son en re-
alidad ‘conjuntos moleculares’ de con-
formaciones. Esta visién reemplaza el
concepto de ‘via de plegado’ (eventos
secuenciales) con conceptos como ‘su-
perficie conformacional’, ‘embudos de
energia’ y ‘eventos paralelos’.

En estas superficies conformaciona-
les con forma de embudos (ver Figura
2-39) se representa en forma grifica el
conjunto de todas las trayectorias con-
formacionales posibles por las que
atraviesa la cadena principal desde el
conjunto de estados desplegados (U)
hacia la forma nativa.

Las conformaciones que son geométri-
camente similares son cercanas en la su-

perficie del embudo. El proceso de

Energia

-

’

Estado desplegado

natva ———

s
s

. s
. con]unto‘

Conformacién

Figura 2-39. Embudos conformacionales y paisajes energéticos. El
eje z del esquema representa el descenso de energia interna de la
cadena. El drea del embudo (gris) para cada nivel de energia, una
franja determinada de energia, es proporcional a la entropia del

J

plegado puede representarse como el trazo producido por una bola al desplazarse por el em-
budo. La clave del modelo consiste en que cuando la energia interna y la entropia se compensa
adecuadamente, el paisaje conformacional adquiere forma de embudo y esencialmente todo
cambio conformacional es ‘colina abajo’, acercando la molécula al estado nativo, independien-

temente de la conformacién inicial.

El plegado rdpido, de dos estados, se corresponde con embudos suaves, sin trampas cinéticas signi-
ficativas. Las cinéticas complejas, con muchas fases por el contrario, son representadas con embudos con

superficies complejas, accidenta- -
das, rugosas o con valles. En este
nuevo contexto la paradoja de Le-
vinthal deja de ser una paradoja.
Llegar al minimo global y hacerlo
répidamente dejan de ser dos as-
pectos mutuamente excluyentes.
La paradoja es, simplemente, el
producto de considerar el pro-
blema del plegamiento en térmi-
nos del paisaje tipo ‘campo de
golf’ (Figura 2-40, panel de la iz-
quierda embudo superior), en el
que la cadena busca la conforma-
cién nativa suponiendo un pai-
saje plano de conformaciones. En
este caso todas las conformacio-

Intermediario B

Intermediario A §

Estado desplegado

Estado Nativo

¢ Figura 2-40. Embudos de plegado. Un embudo suave, panel de la izquierda abajo.
o Un embudo tipo campo de golf, reflejando la paradoja de Levinthal, en este caso todas las

conformaciones menos una tienen la misma energia. Parte de la superficie conformacio-

nes estin ieualmente al ej adasdel \_° nal de una proteina hipotética con intermediarios de plegado.

~

J
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estado nativo en términos energéticos por lo que la chance de encontrar el estado nativo se desvanece,
el paisaje ya no tiene forma de embudo. La buisqueda conformacional que propone la nueva visién del
proceso de plegado es més directa, cada conformacién alternativa del conjunto de las moléculas des-
plegadas se reconfigura ripida y progresivamente hacia el estado nativo.

Existen, entonces, procesos paralelos y conjuntos de conformaciones a los que se llega por
distintas secuencias de cambios de dngulos diedros y no por ensamblado secuencial de es-
tructuras especificas y homogéneas. En definitiva una via estd definida por una ruta unidi-
mensional a través del espacio conformacional, mientras que los embudos, primero
multidimensionales, reducen progresivamente la ‘dimensién’ del espacio conformacional
hacia el estado nativo (pricticamente una tinica conformacidn, con cierta flexibilidad). Los
intermediarios ahora pueden explicarse como minimos de energfa locales (ver Figura 2-40,
panel de la derecha intermediarios A y B), valles en el embudo, o alternativamente trampas
de alta entropia configuracional. En este tltimo caso las moléculas deben gastar mucho
tiempo de busqueda (regiones llanas en el embudo). El minimo global (conformacién de
menor energia teniendo en cuenta todas las conformaciones posibles es el que corresponde
a la estructura nativa (ver hipétesis termodindmica de Anfinsen).

La prueba experimental del modelo requiere demostrar que el cambio de cada par de dn-
gulos diedros no estd correlacionado con el cambio de ningtn otro par. Las partes superiores
del embudo conformacional han sido de dificil acceso experimental porque los primeros
eventos ocurren muy rdpidamente. Por esto, hasta recientemente, se han estudiado las re-
giones mds profundas, cercanas al estado nativo con barreras energéticas considerables. Sin
embargo, hace muy poco tiempo comenzaron a realizarse experimentos de replegado en es-
cala de los micro y de los nanosegundos.
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Produccion de proteinas
€n el labor ator iO. Tercera Parte

El cédigo genético. Genes. Transcripcién y traduccién

Los organismos vivos, como por ejemplo, nosotros o las bacterias, y los que estdn en el limite
de lo vivo y lo no vivo, los virus, requieren para poder reproducirse o autoreplicarse una maqui-
naria bioldgica, increiblemente, compleja y organizada tanto espacial como temporalmente. La
informacién para llevar adelante estos procesos y las instrucciones para fabricar esta maquinaria
debe estar almacenada y debe poder ser transmitida a la descendencia. Para almacenarla y poder
recuperarla y utilizarla es necesario que exista un c¢6digo. Probablemente, uno de los mds asom-
brosos descubrimientos haya sido la capacidad de los dcidos nucleicos, DNA y RNA de portar
informacién. Gran parte de esa informacién debe ser transcripta en mensajes 0 mRNAs (la m es
de mensajero) para que, posteriormente, pueda ser traducida en secuencias de proteinas por los
ribosomas, que son una parte importante de la maquinaria de biosintesis de proteinas (ver Figura 3-1).

\

DNA

Transcripcién Retrotranscripcion

RNA

Traduccion

Proteina desplegada

Plegado proteico

Proteina plegada

. Figura 3-1. Los procesos fundamentales que llevan a la sintesis

. proteica. Extension del dogma central de la Biologia Molecular.

Estas proteinas realizardn una gran variedad
de funciones, por ejemplo, transportar oxigeno
como en el caso de la hemoglobina, otras ten-
drdn la funcién de sintetizar DNA, RNA, el
caso de las DNA y RNA polimerasas y otras,
por ejemplo, formardin parte de los ribosomas.
Necesitamos proteinas para sintetizar proteinas.

La informacién genética para sintetizar
proteinas estd codificada, entonces, en molécu-
las de DNA doble cadena en la mayor parte de
los organismos; aunque ciertos virus usan DNA
o RNA de cadena simple o RNA de cadena
doble. Las secuencias estdn codificadas por cua-
tro tipos de nucleétidos: A (adenina), T (ti-
mina), G (guanina), C (citosina) en el DNA.
Enel RNAla T es reemplazada por U (uracilo).
Las regiones del material genético que codifican
se llaman genes. Un gen puede codificar para

una o mds proteinas. Pero, también, un gen puede codificar para un RNA. Existen RNAs con
funciones especificas. Por ejemplo, RNAs ribosomales, RNA de transferencia y las ribozimas.

Las regiones a ambos lados de cada gen, a veces incluyendo regiones muy distantes en la secuencia,
las distancias, en este caso se miden en nimero de bases o kilobases, suelen tener funciones regu-
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latorias de la expresion de esos genes. La regulacién de la expresion genética es un tema apasionante
y central en biologia molecular.

En este punto es importante recordar que los dcidos nucleicos también son polimeros y
que poseen una estructura particular. En el caso del DNA de doble cadena, la estructura
mis estable, por lo general, es una doble hélice. La doble hélice tiene una caracteristica fi-
sico-quimica notable que soluciona entre otras cuestiones el problema de la autoreplicacién
de la informacién porque ambas hebras son complementarias. Con la informacién molecular
contenida en una de ellas podemos reconstruir la otra y viceversa.

Cada hebra tiene un extremo 5’ y un extremo 3", cada hebra entonces tiene polaridad.

Los genes se leen en el sentido 5" a 3’ y existen secuencias de iniciacién y secuencias de fi-
nalizacién que nos permiten definir qué secuencia es un gen y qué secuencia no lo es.

A su vez, una de las hebras se define como la

hebra codificante o con sentido, de esta se /~
puede deducir qué secuencia tendrd la proteina 5
que codifica en forma directa. La otra hebra, de
polaridad opuesta posee secuencia complemen-
taria se la conoce como hebra no codificante,
antisentido o hebra molde.

En organismos eucaridticos, entre ellos
nosotros, la parte de un gen que codifica
para una proteina suele estar dividida en
fragmentos llamados exones.

Los exones estdn separados entre si por in-
trones. Los intrones, son regiones no codifi-
cantes y pueden ser muy extensos, por
ejemplo 10 kilobases (10.000 bases). En
cambio, en organismos procaridticos (por
ejemplo las bacterias), el DNA que codifica

para una cadena polipeptidica lo hace enun =
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¢ Figura 3-2. Un pequeiio fragmento de DNA.

segmento continuo sin intrones.

Volviendo un poco para atrds, el primer
paso en la biosintesis de una proteina es
la produccién de moléculas mensajeras
(los mRNAs). La transcripcién de la se-
cuencia de nucleétidos del DNA en un
mRNA de secuencia complementaria. El
descubrimiento de la existencia de los
mensajeros también fue uno de esos des-
cubrimientos importantes y maravillosos,

Se muestran los extremos 5 (fosfato) y 3 (-OH).
Notar la estructura helicoidal del DNA doble ca-
dena y la polaridad opuesta de ambas hebras,
quimicamente, complementarias. Los dtomos se
representan de la siguiente manera: en naranja los
Josfatos, en rojo los dtomos de oxigeno, en azul los
de nitrégeno, en gris los de carbono y en celeste los
dromos de hidrdgeno, que participan en puentes de
hidrégeno. (ver Figura 3-2)

porque en células eucariotas alguna molécula debfa transportar la informacién codifi-
cada en el DNA, cuya ubicacién es nuclear (estd en el nicleo) hasta el citoplasma,
donde estdn los ribosomas y se realiza la sintesis de proteinas. La transcripcién o sintesis
de un mRNA ocurre sélo si una serie de proteinas reguladoras de este proceso estin
correctamente posicionadas en la regién del DNA que regula la transcripcién del gen
conocida como regién promotora. Cuando esto ocurre el gen es transcripto por una
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RNA polimerasa. También hay proteinas que pueden inhibir la transcripcidn, estos re-

ciben el nombre de represores y silenciadores.

La transcripcién es iniciada usando a la hebra no codificando como molde (por esto
también se la llama hebra molde) es decir se sintetiza en este proceso desde 5'a 3'un
polimero de RNA complementario a la hebra molde. Si comparamos este proceso en
organismos procariéticos y eucaridticos, podemos ver que existen importantes diferen-
cias. En eucariotas existen dos modificaciones del mRINA conocidas como modifica-
ciones post transcripcionales: 5’cap y poliadenilacidon del extremo 3°, se les agraga una
cola de poliA, muchas adeninas. Ambas modificaciones son importantes porque le otor-
gan al mRNA mayor estabilidad y entonces es mds dificilmente degradable. Ademis,

4 A
Sitio 5° de splicing Sitio 5° de splicing
| cl)H 2
5 A -3
Exén | Intrén Exén ||
5 — —OH 3" A =3

\\ Unién 2'5” fosfodiester

A —OHZ3 §'— —3°
Exon | Exén Il

Figura 3-3. Proceso de Splicing de dos exones por remocion de un intron.

g J

El extremo 5'del intron reacciona con el oxidrilo 2°
de un nucledtido de adenina propio del intrén. El
grupo oxidrilo 3 ‘del exon I reaccionard atacando la
unidn fosfodiester existente entre el intron y el exén 11
para generar un nuevo enlace fosfodiester con el fosfato

5 " del exén I1.

en el caso de los RNAs eucariotas los
intrones deben ser removidos. El pro-
ceso de remocidn de intrones se llama

splicing (ver Figura 3-3).

Una maquinaria muy com-
pleja llamada spliceosoma es la que se
encarga de hacerlo. Algunas variacio-
nes en este proceso conocidas como
splicing alternativo combinan a los
exones de anera alternativa, por
ejemplo eliminando uno. Por lo que
un tnico gen puede codificar, en rea-
lidad, una gran variedad de proteinas.
Se cree que en el ser humano cerca del
50 % de los genes son afectados por
algun tipo de splicing alternativo.

Este mecanismo contribuye de
manera muy importante con la diversi-
dad de proteinas existentes en el inte-
rior de una célula. Algunas de ellas
pueden tener diferencias funcionales
importantes.

Los mRNA, maduros en el caso

de los mRNA ecuariotas ya sin intrones, son traducidos en cadenas polipeptidicas en el citoplasma
por una maquinaria, espectacularmente, compleja y gigantesca formada por tRNAs (RNA de
transferencia) rRNAs (RNA ribosomales) y una gran cantidad de proteinas. La estructura de esta
maquinaria, los ribosomas y el mecanismo de biosintesis se conoce con gran detalle.

Hasta hace relativamente poco tiempo, parecia practicamente imposible pensar en obtener
estructuras con alta resolucién de los ribosomas completos.

Hoy en dia, es factible, para cualquiera de los lectores de este pdrrafo, que cuente
con una computadora conectada a Internet, obtener modelos experimentales de alta
resolucién de las estructuras atémicas de ambas subunidades ribosomales.

Inclusive, se pueden obtener de la PDB estructuras en las que se han incorporado al mRNA y tRNA.
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La traduccién (biosintesis ribosomal de proteinas) puede reproducirse, experimentalmente, en sis-
temas simplificados a partir de extractos libres de células obtenidos por la ruptura mecdnica de las
células y separacién y/o purificacién de los componentes necesarios que forman parte de la maquinaria
biosintética, precursores y la fuente de energfa necesaria. La traduccién del mRNA en proteinas es re-
alizada mediante / lectura (no hay lector sino moléculas que interaccionan entre si reconociéndose)
del cédigo genético: cada triplete 0 codén de la regién codificante de nucle6tidos de un mRNA tiene
su significado: informacién para un aminodcido o para terminar la sintesis de la proteina. Cada uno
de los cuatro nucledtidos (A, G, U, o C) puede ocupar cada una de las tres posiciones en un codén.
Asi, hay 4°=64 posibles combinaciones de secuencias de tres nucledtidos. Se ve, fécilmente, que hay
mds combinaciones que los 20 aminodcidos con

los que se sintetizan las proteinas. La asignacién
sistematica de cada codén a un aminodcido o a
una senal de terminacién (STOP) de la traduc-

SEGUNDO NUCLEOTIDO

cién fue un paso importantisimo en el campo de Phe Ser B S U
la biologfa molecular y permitié dilucidar por u Phe Ser  Tyr Cs C
completo el codigo genético (Figura 3-4). II:ZE g: g?gg _SF;FOP é
Con esta asignacién y la secuenciacién F
de DNA se hizo posible determinar cudl es . - - Arg U
la secuencia de aminodcidos que codifica un TLam Pro His Arg C
gen directamente a partir de la secuenciade | o C L Pro Gln Arg A 5
nucleétidos. Entonces la secuencia de DNA | £ Leu Pro Ch Arg G z
en sentido 5° hacia 3" pero leida en tripletes g E
corresponde a la secuencia de aminodcidos | 8 A gz :f'hhi xz g: g g
de la proteina codificada leida en direccién é Tle Thr Iy Arg A %
desde el N-terminal hacia el C-terminal. 5 Met Thr Lys Arg G 'él
~ @]
Una caracteristica notable del codigo genético es que x:i xj ﬁssp g{y 8
se trata de un cédigo degenerado. La mayor parte de G Val o Glilr A
los aminodcidos pueden ser codificados por mds de Val Val Glu Gly G
un codon. Salvo metionina y triptofano, que son las
tinicas dos excepciones, codificados tinicamente por Fig‘ffa 2,'4' El cddigo gf”étZ;’- Cada “’”iz,”‘i"zl” i
un triplete, AUG y UGG, respectivamente. \__: lficads por uno o mds codomes (grupos de 3 bases).

Los codones que codifican para el mismo aminod-
cido se llaman codones sinénimos.

Un punto importante, particularmente

para los ingenieros y productores de protei-

nas, es que existen frecuencias de uso de co-
dones sinénimos. Por ejemplo, si empleamos un organismo procariota para producir en
forma recombinante una proteina eucariota puede ocurrir que alguno de los codones sea
muy poco utilizado y la sintesis de proteinas a partir de mRNAs que contengan este tipo
de codones sea ineficiente. Como resultado produciremos poca proteina. Los codones
que representan el mismo o un aminodcido con propiedades fisicoquimicas relacionadas,
suelen tener secuencias similares. En muchos casos la tercera base del codén suele no ser
significativa: los cuatro codones, difiriendo sélo en la tercera base, pueden representar al
mismo aminodcido. En otros casos, queda determinada la asignacién del aminodcido si
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se trata de una purina (A o G) o una pirimidina (U o C) como tercera base del codén,
AGU y AGC codifican para el aminodcido serina; AGA y AGG para arginina. La
reduccién de especificidad en la Gltima posicién es conocida como degeneracién de
la tercera base.

Por otro lado hay que resaltar que 3 de las 64 posibilidades que corresponden a los
codones UAA, UAG y UGA no representan aminodcidos sino sefales de terminacién
de la traduccién o senales szop. Estos codones especifican la finalizacién de la sintesis
de la proteina que estd siendo sintetizada.

La sintesis de proteinas se basa en el ensamblado de una linea de produccién en la
que los ribosomas proceden con un elevado consumo de energia (provista por la hi-
drélisis de GTP a lo largo del mensajero) trayendo los aminoacil-tRNAs que proveerdn
los bloques de construccién del producto proteico.

El proceso es complejo y estdn involucradas muchas reacciones quimicas. La iniciacién,
que es la primera etapa, involucra reacciones que preceden la formacién del enlace peptidico
entre el primer y el segundo aminodcido de la proteina. Esta etapa requiere que el ribosoma
se una al mRNA para formar un complejo, conocido como complejo de iniciacién que con-
tiene al primer aminoacil-tRNA. Este paso, por lo general, determina la velocidad de la tra-
duccién porque es un paso lento. La secuencia en el mRNA en la que ocurre la iniciacién
en Escherichia coli es el sitio de unién del ribosoma (en inglés RBS) o Shine-Dalgarno; es
una secuencia corta (5° AGGAGG 3") que precede al AUG en menos de 10 bases
(AAACAGGAGGAUUACCCAUG). Esta distancia es muy importante para que
la iniciacién tenga lugar y debe tenerse muy en cuenta al disenar construcciones genéticas
para produccién de proteinas recombinantes en bacterias. La secuencia RBS es reconocida por la
subunidad menor del ribosoma mediante la interaccién con un rRNA (RNA ribosomal 16S) que
contiene la secuencia complementaria 3° UCCUCC 5" al mRNA formando el complejo de ini-
ciacién, entonces se une la subunidad mayor generando el ribosoma completo.

La segunda etapa es la elongacion. Esta etapa incluye todas las reacciones desde la
sintesis del primer enlace peptidico entre el primer aminodcido que siempre es una
metionina y el segundo hasta la adicién del tltimo aminodcido.

Los aminodcidos se van agregando de a uno a la cadena polipeptidica que se va sinteti-
zando. La adicién de un aminodcido a la cadena es un paso rdpido en la sintesis proteica. El
aminoacil-tRNA entrante, que aportard el préximo aminodcido, ocupa una regién del ribo-
soma conocida como sitio A. Este sitio expone el codén del mRNA complementario al an-
ticodén del tRNA. Por otro lado en otro sitio, conocido como sitio P, estd el peptidil-tRNA
(la proteina que se estd sintetizando). El enlace peptidico se forma como consecuencia de
una reaccién en la cual el polipéptido que es llevado como peptidil-tRNA es transferido al
aminoacil-tRNA que estd posicionado en el sitio A. Esta transferencia es catalizada por com-
ponentes de la subunidad ribosomal mayor.

Asi, un nuevo peptidil-tRNA fue creado en el sitio A. Este peptidil-tRNA es mds
largo (un aminodcido mds largo) que el peptidil-tRNA existente en el ciclo anterior.
El tRNA, desde el que se transfiere el peptidil luego de esta reaccién de transferencia
queda sin peptidil (deacilado) y ya no es afin por el sitio P pero deja el ribosoma desde
un sitio transitorio llamado sitio E, pero mientras este t-RNA deacilado estd en el sitio
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E la afinidad del sitio A por un nuevo aminoacil-tRNA es muy baja, esto no permite
que otro aminoacil-tRNA ingrese hasta que el ribosoma esté listo.

Luego se produce un movimiento molecular por el cual el ribosoma queda posicionado
en el siguiente coddn. Este proceso es la translocacién. Con este movimiento el nuevo pep-
tidil-tRNA queda ubicado en el sitio P y el sitio A expone es siguiente codén vacante y con
afinidad incrementada para la entrada del siguiente aminoacil-tRNA. Asi se repite el ciclo.

Por dltimo, la tercera etapa involucra la liberacién del polipéptido que se sintetizd
completo y, al mismo tiempo, la disociacién del complejo ribosoma-mensajero para
dar ribosoma libre mds mensajero libre. La biosintesis ribosomal de proteinas es un
proceso relativamente rdpido y depende en gran mediada de la temperatura. Por ejem-
plo, a temperaturas bajas (10°C) es muy lento. En bacterias a 37°C se agregan unos 15
aminodcidos por segundo al polipéptido. La dependencia de la velocidad de sintesis
con de la temperatura es otra variable que los proteinélogos tienen siempre en cuenta
a la hora de producir una proteina de interés. Por ejemplo, a veces, se obtienen buenos
rendimientos cuando se disminuye la velocidad de sintesis, cultivando las bacterias a
30°C, en este caso los cultivos deben crecerse por mds tiempo.

Produccién de proteinas recombinantes en bacterias

Para hacer los estudios estructurales bédsicos de una proteina de interés son necesarios,
aproximadamente, unos 10 6 20 mg de proteina pura. Esto, que parece un problema sencillo,
ha sido en el pasado uno de los problemas centrales en la biologia estructural. La mayor
parte de las proteinas se produce en muy bajas concentraciones dentro de la célula. Por otro
lado dentro de una célula coexisten miles de proteinas diferentes, cerca de unas 10000 pro-
teinas diferentes.

Probablemente, una de las cuestiones mds intrigantes es:

¢Cémo podemos hacer para producir una proteina?

La respuesta hoy en dia no es tan dificil de responder. Sin embargo, hace unos 60 anos
podria haberse tratado de un capitulo de ciencia ficcién.

La clave estd en que podemos usar a otros organismos como fabricas. En este ejemplo
vamos a usar una cepa de bacterias de la conocidisima especie Escherichia coli y vamos a ver
que se puede cultivar a estas bacterias y controlarlas, de tal manera, que produzcan la proteina
de interés. Pero para producir proteinas en E. coli necesitamos saber algunas cosas.

Tecnologia del DNA recombinante.

Como hemos visto, la maquinaria de biosintesis de proteinas de cualquier organismo
funciona reconociendo sefiales que estdn codificadas en los dcidos nucleicos en el DNA y en
el RNA. Asi que para poder pedirle a estas bacterias algunos favores tendremos que entender
muy bien el lenguaje molecular. Concretamente, el favor serd que después de haber incor-
porado un gen fordneo utilice la informacién codificada en la secuencia del gen para la sin-
tesis de una proteina de interés. La tecnologia para llevar a delante este proceso hasta la
biosintesis de la proteina se llama tecnologia del DNA recombinante; combinaremos DNA
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de origen bacteriano con DNA sintetizado en el laboratorio. Cualquier error en nuestras
construcciones moleculares o en el dictado de las instrucciones llevaria a que la maquinaria
de biosintesis no lleve adelante el proceso biosintético que nosotros deseamos que realice.

Por esto, como primera medida debemos conocer la estructura minima que debe tener
el mensaje para ser realmente interpretado como mensaje.

El mensaje, como vimos, recibe el nombre de gen. Si bien no todos los genes co-
difican mensajes para la sintesis de proteinas, aqui nos enfocaremos en entender la es-
tructura de un gen destinado a la sintesis de proteinas en un sistema de produccién
sencillo y comdnmente usado.

El gen de interés que no es otra cosa mds que un fragmento de DNA con caracteristicas
especiales, debe introducirse en un sistema que se replique y que se distribuya cada vez que
una bacteria de nuestro cultivo se divida en las bacterias de la siguiente generacién. Esto se
logra insertando el gen en un sistema que se autorreplique de manera sincronizada con la
replicacion del cromosoma bacteriano. Los sistemas mds cominmente usados son los plas-
midos. Cada pldsmido estd formado por una molécula de DNA doble cadena circular y
consta de un conjunto pequeno de genes propios del pldsmido. Para replicarse dentro de la
bacteria los plasmidos deben tener un sitio llamado origen de la replicacién que debe ser re-
conocido por la maquinaria de replicacién de DNA de la bacteria en la que se replica, en
este caso E. coli. En la mayor parte de los pldsmido tiene algin gen que le otorga a la bacteria
en la que ingresa alguna ventaja con respecto a las bacterias que no lo tienen.

Tipicamente, esta ventaja es un gen para la sinte-
sis de alguna proteina que le da resistencia contra
un antibidtico presente en el medio en el que se las
cultiva, en nuestro ejemplo es la resistencia a la
ampicilina, esta resistencia estard dada por la pre-
sencia del gen de la B-lactamasa. Esto garantiza
que todas las bacterias del cultivo contengan en su
interior al plasmido. Las bacterias ademds de sin-
tetizar la proteina de interés sintetizardn entre
otras macromoléculas a la B-lactamasa.

( Gen de resistencia

(AmpF)

__—Gen de interés

-

|" [ pBasico
|| (XXXpb)

’ < Figura 3-5. Esquema minimo
= E de un pldsmido. AmpR, el gen

2 de la B-lactamasa le otorgard a
< las bacterias resistencia a anti-

Origen de replicacién * bidticos f-lactdmicos
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En la Figura 3-5 se muestra un es-
quema minimo de la organizacién de
un pasmido.

Por suerte contamos con algunas he-
rramientas moleculares que llevaron mu-
chos afos de descubrimientos y de
desarrollo porque, para poder insertar
genes de interés en pldsmidos, vamos a ne-
cesitar herramientas de diversos tipos:

* Tijeras moleculares de DNA: necesita-
remos enzimas que catalicen el corte de la
doble cadena de DNA en sitios extrema-
damente especificos. Estas enzimas se co-
nocen con el nombre genérico de enzimas
de restriccién y las mds comunes recono-
cen secuencias palindrémicas en el DNA,
por ejemplo Nde I reconoce la secuencia

5> CATATG 3’
3 GTATAC 5’
* Pegamento: vamos a necesitar enzimas
que sean capaces de detectar los extremos

de dos fragmentos de DNA y unirlos estas
enzimas son las DNA ligasas.



Por otro lado, vamos a necesitar produ-
cir (amplificar) muchas moléculas idénti-
cas de DNA para poder trabajar. Las
bacterias se encargardn, por lo general, de
producir plismido y, asi, podremos puri-
ficar gran cantidad de moléculas de plis-
mido con relativa facilidad. Sin embargo,
cuando queramos producir en gran can-
tidad fragmentos pequefos o introducir
mutaciones puntuales en el sitio especifico
en el gen de interés, usaremos una técnica,
ahora muy comun, conocida con el nom-
bre de PCR, la reaccién en cadena de la po-
limerasa. Vale la pena resaltar que la
invencién de la técnica de la PCR ha mar-
cado un punto de inflexién en la biologia
molecular. Se trata de una reaccién en la
que se utilizan pequenos oligonucledtidos
(conocidos con el nombre de primers) sobre
los que se inicia el proceso de sintesis de
DNA (elongacién) en el que la DNA poli-
merasa usa como molde una de las dos he-
bras de DNA generando una copia fiel de
la hebra complementaria. Esta reaccién se
lleva adelante en varios ciclos (tipicamente
30 ciclos) y el ndmero de moléculas de
DNA se eleva con cada ciclo aproximada-
mente en forma exponencial (ver Figura 3-
7). La dave de este proceso fue el
descubrimiento y la aplicacién de DNA poli-
merasas termoestables, que resisten al proceso
de desnaturalizacién del DNA y funcionan a
temperaturas cercanas a los 70 °C.

Asi por PCR, entre otras cosas, pode-
mos introducir sitios de restriccién ade-
cuados en el gen de interés, para poder
insertarlo en un sitio especifico. Usando
enzimas de restriccion cortaremos el frag-
mento de PCR para dejar los extremos
preparados para su ligacién en el plds-
mido. Para poder ligar el fragmento, el
plismido deberd digerirse con enzimas
que generen extremos compatibles, esto

se ejemplifica en la Figura 3-8.

GATCGAGTGG TTECTGCATGCTGAT CGAGTGGGE

CTAGCTCACC AACGACGTACGACTAGCTCACCCC

GATCGAGTGG TTGCTGCATGCTGAT CGAGTGGGGE

CTAGCTCACC AACGACGTACGACTAGCTCACCCC

. Figura 3-5. Un esquema del tipo de corte que lleva

. adelante una enzima de restriccion. Y,

1\

GATCGAGTGEG TTGCTGCATGCTGATCGAGTGEGE

CTAGCTCACC AACGACGTACGACTAGCTCACCCC

l DNA ligasa

GATCGAGTGG TTGCTGCATGCTGAT CGAGTGGGE

CTAGCTCACC AACGACETACGACTAGCTCACCCC

¢ Figura 3-6. Esquema de la reaccion de ligacion.

—— 5 [T 5

AN

N\
-

l Desnaturalizacion
del DNA a 95°C

5 3

3 &7

J Unién de

oligonucléotidos ~65 °C
‘ 5 3 s
¢ 3 ¥
l Unién de las DNA polimerasas
alos complejos

5 3
Q.
5
7 ¥

l Elongacién 68-72 °C

NUEVO CICLO

5" 3
S LT O T 4
LT T TN 5

\
\_ : Figura 3-7. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). )

5

Un ciclado tipico. En la reaccion deben estar presentes un conjunto
de reactivos; entre ellos los desoxinucledtido trifosfato (AATP dTTD
dGTP y dCTP), iones magnesio, un buffer para la requlacion de
un pH dptimo, la polimerasa, los oligonucledtidos iniciadores o pri-
mers; la complementacion de las hebras de DNA se marca con pe-
quenias rayas negras verticales, los oligonucledtidos sintéticos se
serialan con una flecha azuly con una roja y se indica la polaridad
de cada hebra de DNA. (ver Figura 3-7)
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Figura 3-8. Reacciones para el subclonado de un fragmento de DNA que codifica para un gen. Insercién de sitios de res-
triccion por PCR y digestion con enzimas de restriccion del fragmento y de un plasmido de expresion. Luego a través de
una reaccion de ligacion quedard preparado el nuevo plismido para ser introducido en bacterias.

Aqui, tanto el fragmento producto de
la amplificacién por PCR como el plds-
mido se cortaron con dos enzimas Xba I

y BamH I esto determina que el frag-
mento Unicamente se pueda ligar en el esto origina micro poros por los quepueden ingresar
sentido correcto y, asi, orientamos co- las moléculas de DNA plasmidico.

Esto, muy comiinmente, se hace por electroporacién
de las bacterias. Se las somete a voltajes extremos
(2500 V) durante un muy pequerio instante,

rrectamente el inserto regenerando por
complemantacién de bases del DNA los sitios de restriccion.

Ahora debemos reintroducir la construccién quimérica en bacterias. Sin embargo existen
algunos detalles importantes que debemos tener muy en cuenta. De lo contrario no serd posible
inducir la expresién de proteina de interés (proteina recombinante):

a. Los genes que se expresan en bacterias requieren regiones promotoras de la
transcripcién del RNA mensajero (mRNA) correspondiente. Sin un promotor ade-
cuado no habrd sintesis de mRNA. Estas regiones promotoras serdn reconocidas por
las RNA polimerasas que son las enzimas encargadas de la sintesis del mRNA.

b. También debemos tener presente que los genes a su vez pueden tener regiones

de silenciamiento o represion de la transcripcién. En estas regiones se unen proteinas
que reconocen estas secuencias especificas e impiden la transcripcién porque bloquean
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la unién de las RNA polimerasas o impiden su avance. Ambas regiones (promotor mds
sitio de unién de represores) se conocen con el nombre de regién operadora u operador,
o regién regulatoria de la transcripcion.

c. Ademds, el gen debe contar con una secuencia de terminacién de la transcrip-
cién, estas son secuencias que causan el desensamblado del complejo mRNA:RNA po-
limerasa y limitan la longitud del mRNA. Suelen ser regiones ricas en bases GC. Esto
determina la presencia de regiones estructuradas en el RNA.

d. Otro punto importante €S que,

para que se lleve adelante la traduccién, Debemos recordar que los ribosomas, que son la ma-
debe existir un sitio de iniciacién que serd quinaria que va a estar encargada de sintetizar la

reconocido por el ribosoma. Unas 10 proteina utilizardn al RNA mensajero en la sintesis
pares de bases hacia el extremo 5° del en mRNA estard codificada la informacién para ser

codon ATG (AUG en el mRNA) que co- traducida en una secuencia de aminodcidos.

difica para el primer residuo de la cadena

polipeptidica (una metionina) debe estar presente la secuencia RBS o sitio de unién del ribo-
soma, también conocida como secuencia Shine-Dalgarno: AGGAGA. Si esta secuencia no es-
tuviera presente el ribosoma bacteriano no reconoceria el sitio de iniciacién y tampoco seria
posible inducir la expresién de proteina de interés.

e. Ademds, debe haber un codén de terminacién de la traduccién (S7OP, en inglés)
al finalizar la secuencia de codones que codifican para la proteina.

H fos fue d (
ace ya unos cuantos anos fue desarro- A BamH|  Gen de interés
. : en de insertado

ll'ado un sistema que, actualmente, sigue rstorcas = "

siendo muy comtinmente usado para la ampicilina : \/ Xbal
produccién de proteinas recombinantes bET ""%«I‘———— Promotor T7
en E. coli. Es un sistema de complejidad " (~5400 pb)

intermedia. Se trata del sistema de expre- \ s Rl

sién basado en los pldsmidos pET. ——
En este caso, se utiliza una cepa de bacte- ™ Origen de replicacion del

3

rias que tiene algunas modificaciones genéti- Risiide

cas. Entre ellas una de las més relevantes es que

en el cromosoma bacteriano se introdujo el

gen de una polimerasa de origen viral (del virus Gen de RN%polimerasa

bacteriofago T7). Regio?lgz%‘;'atoria
La transcripcién del gen de la RNA poli- Promotor f

merasa viral estd en condiciones normales im- (Pic)

pedida, controlada por un represor; por técnicas
de ingenierfa genética se ha insertado en la re- Cromosoma Bacteriano
gi6n regulatoria del gen una secuencia que es
reconocida por un represor, el represor Lacl (lac
de lactosa, el gen que codifica para este represor

también ha sido insertado en el plasmido, ver

Figura 3-9. Esquema del sistema de expresion
PET/BL21/T7 polimerasa. Arriba, un esquema de un tipico
pldsmido de la familia de los plasmidos pET; abajo, un es-
quema del gen de la polimerasa T7 insertado en el genoma
de bacterias BL21, E. coli.

eecccccccce

Figura 3-9). Sin embargo, en presenciadelac- | )
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tosa, 0 moléculas miméticas (la mds comun es el IPTG) el represor deja de unirse al sitio de regulacion
(operador) en el DNA y se des reprime la transcripcién del gen de la RNA polimerasa T7.

Dicho de otra manera, el gen de la RNA polimerasa del bacteriofago se transcribe, fuer-
temente, en presencia de lactosa o IPTG generando gran cantidad de copias del mRNA.
Este mRNA se traducird mediante la maquinaria de traduccién bacteriana, generando una
elevada concentracién de la proteina RNA polimerasa del fago.

Un esquema de algunos de estos aspectos se muestra en la Figura 3-10.

/ Represor \
\,‘ Gen de la RNA
FE A li Tr
pospes s Gen de interés insertado
L 1 Promotor T7  en el plasmido
/_ ; (-} transcripcion — - -
Skiode g L. (-) transcripcién
A + inductor Tz RNApolimerasa
RNA polimerasa bacteriana
} Gen de |a RNA i
polimerasa T7 3
— > (+) transcripcion
e e ¥) transceripeion ' mRNA de la proteina de interés
£ l §" 3
L i }
¢ e | sintesis
/ . mRNA de la RNA proteica
Inductor (lactosa ¢ polimerasa de T7 5 3’
IPTG) unido 5" S
{ Sintesis 4‘,;/
proteica ‘}9
5 3 Aﬂ
NetBiriiiiail P
98 ‘ -termina = < ;%
4 b
herminal «% Sobre expresion de la
st L proteina de interés
. T7 RMA
3% polimerasa
\_ ¢ Figura 3-10. Esquema de algunos aspectos de la regulacion de la expresion génica en el sistema pET/BI21/T7. )

Es decir que el gen tinicamente va a ser
transcripto por esta RNA polimerasa y no
por las RNA polimerasas endédgenas de la

Lo importante es que el gen de interés insertado,
adecuadadmente, en el plismido queda bajo el

bacteria, por esto se dice que es inducible. control de una region promotora especifica para la
En unas pocas horas, después de haber agre- unidn de la RNA polimerasa del bacteriofago T7

gado el inductor IPTG, se habran transcripto (promotor 17).

suficientes moléculas del mRNA correspon-

diente a la proteina de interés y, a partir de este, se habrd traducido el mensaje dando como resultado
la expresién (produccién) de miles de moléculas de proteina.

Para aumentar la eficiencia de la produccién se utilizan medios de cultivo ricos en
fuentes de carbono y nitrégeno. Ademads se asegura la presencia de todos los minarales
necesarios para el crecimiento adecuado de las bacterias. Los cultivos se realizan en me-
dios liquidos y se garantiza una excelente transferencia de oxigeno requerido para el
crecimiento aerdbico con una fuerte agitacion de los frascos (tipicamente se usan unos
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frascos especiales conocidos con el nom-

bre de erlenmeyers). Después de unas tres Serd muy importante tomar una muestra del
o cuatro horas de cultivo con agitacién a cultivo antes de agregar el inductor de la ex-
37° C, podremos cosechar las bacterias. presion, IPTG 1 mM, concentracion final en
La forma méds comtn de hacerlo es la nuestro caso. Esta muestra de bacterias sin in-
centrifugacion. ducir permitird identificar por comparacién

Para poder separar las bacterias del
medio de cultivo usaremos una centri-
fuga. La centrifugacién es un método
por el que pueden separarse particulas
presentes en liquidos. El aparato que
hace este proceso es la centrifuga. La centrifuga aplica a la mezcla un movimiento circular;
que provoca la sedimentacién del slido o de las particulas de mayor densidad. Para poder
centrifugar las bacterias habrd que transvasar el cultivo a otro tipo de recipientes resistentes
a las fuerzas centrifugas. A medida que las particulas que, en nuestro caso, son las bacterias
comiencen a percibir la aceleracién, producto del movimiento circular de un rotor (unas
5000 revoluciones por minuto (rpm) por 15 minutos serdn suficientes), se irdn deposi-
tando en el fondo de estos recipientes. Finalmente, si eliminamos el medio liquido rema-
nente obtendremos una especie de pasta llamada peller, o material insoluble. El pellet, en
este caso, estd formado efectivamente por bacterias que en su interior contienen la proteina
de interés. Por litro de cultivo de bacterias, en condiciones normales, puede obtenerse
entre 3y 5 g de bacterias inducidas.

Mediante geles de poliacrilamida en presencia de SDS (ver Capitulo IV) podremos
verificar, fécilmente, la expresién (pro-
duccién) de la proteina. Serd muy importante evaluar si la proteina de

.Para €sto tenemos que romper las bac- interés se encuentra soluble en el interior de las
terias y evaluar si la proteina de interés se

conserva en forma soluble.
Hay diversas maneras de romper las
bacterias:

con las bacterias en las que se agregd inductor
cudl es la proteina de interés y cual es su nivel
de expresidn.

bacterias o no.

a. con cambios bruscos de presién y descompresién (el equipo se conoce como
prensa francesa);
b. con ultrasonido (con un sonicador).

Cuando rompemos las bacterias, nuevamente, tenemos que separar los fragmentos de
bacterias y las proteinas insolubles de las proteinas solubles. Para esto, recurrimos a la cen-
trifugacién, esta vez deberemos centrifugar a mayor velocidad unas 14000 rpm por 20 mi-
nutos). Después de centrifugar podremos separar una fraccion soluble, el sobrenadante con
el cuidado de no resuspender el material insoluble. En un gel de poliacrilamida podremos
sembrar muestras de estas fracciones e identificar a la proteina de interés y, finalmente, evaluar
si se encontraba o no en la fraccién soluble. En la Figura 3-11 se muestra un diagrama del
procedimiento general.

LAS PROTEINAS
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Por supuesto atn falta uno de los procesos mds importantes y mds complicados para poder
contar con unos 10 6 20 miligramos de proteina con que hacer estudios sobre su estructura. De-
bemos purificarla del resto de las otras proteinas y macromoléculas. Tipicamente, después de la
ruptura, ambas fracciones soluble e insoluble suelen quedar contamindas con 4dcidos nucleicos y
la fraccién insoluble suele contener lipidos, fosfolipidos y fragmentos de pared bacteriana.

Serd muy importante haber definido, correctamente, la ubicacién de la proteina de in-
terés porque dependiendo de esto, si se ha mantenido soluble o no, las estrategias de purifi-
cacién serdn completamente distintas e, incluso, si se halla en la fraccién insoluble tendremos
que intentar replegarla. Como vemos, nuevamente, la biosintesis de la cadena polipeptidica
no garantiza que la conformacién de ésta sea la correcta.

¢Por qué la proteina de interés puede hallarse en la fraccion insoluble?

Durante la sobre expresidn, tanto la velocidad de sintesis (de la traduccién) como la can-
tidad de moléculas producidas, son parimetros que pueden afectar, profundamente, la so-
lubilidad de la proteina de interés. En muchos casos las proteinas no logran plegarse
correctamente e interaccionan entre si (se agregan) formando precipitados intracelulares in-
solubles que se conocen como cuerpos de inclusién.

En estos casos nuestra tarea serd, primero, purificar los cuerpos de inclusién y, luego, di-
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solverlos con un agente desnaturalizante (urea, por ejemplo), desarmando los agregados y
llevando a las moléculas a la conformacién desplegada.

Como los cuerpos de inclusién suelen estar formados, basicamente, por la proteina re-
combinante més algunos pocos contaminantes, como fragmentos de pared bacteriana (pep-
tidoglicano), lipidos y DNA, después de una serie de tratamientos quedardn relativamente
enriquecidos en agregados de la proteina recombinante. Los tratamientos consistirdn en la-
vados con soluciones que contengan enzimas que degradan el DNA (nucleasas), detergentes
que permiten solubilizar los lipidos (sin solubilizar la proteina de interés) y lisozima, de clara
de huevo que permite degradar los fragmentos de pared bacteriana.

En la Figura 3-12, se muestra el resultado de la purificacién de cuerpos de inclusién de tres
proteinas recombinantes (calles 1, 2 y 3 del gel). También, para poder comparar se sembraron
muestras de bacterias después de su ruptura pero sin separar fracciones (calles 4, 5 y 6). Com-
parando la banda de interés con el resto de las bandas proteicas puede, verses, ademds, que el
nivel de sobrexpresién en este caso fue muy elevado. Ademds se sembraron marcadores de peso
molecular (M) para poder distinguir el tamano de las proteinas recombinantes.

Como se menciond ante- s

riormente, en este caso la si-
guiente etapa es desplegar la
proteina presente en los cuer-
pos de inclusién por laadicién | sps.pace
de agentes desnaturalizantes y
llevarla al estado desplegado -
(U) para, posteriormente, con- = E 12,3 & 5 &
tinuar su purificacién y re- | 45 ..
plegado hacia la forma
nativa (N).

Una de las estrategias de
purificacién mds comun es la
cromatografia de intercambio
i6nico. La cromatografia de E.coli
intercambio i6nico permitird
separar proteinas de acuerdo
con su carga. Un cdlculo, rela-

Cuerpos de Total de

—
inclusion bacterias N— U

T [Urea]

2Q =

Micrografia, expresion en E. colf
Figura 3-12. Resultado del proceso de purificacién de cuerpos de inclusion de tres

proteinas recombinantes.

-

Cuerpos de
inclusién
(CD)

J

tivamente, simple nos permi-
tird determinar la carga de una
proteina o un péptido en fun-
cién del pH (ver pH en pro-
piedades de los aminodcidos).
A un pH determinado la pro-
teina no tendrd carga neta, ese
es el punto isoeléctrico (pl).
Las proteinas anidnicas
tienen un pl <7.0 mientras que las catidnicas tendrdn un punto isoeléctrico >7.0. (Figura
3-13). Esto se traduce en que las proteinas aniénicas tendrdn carga negativa incluso a pHs
menores que pH 7.0 mientras que las catidnicas tendrdn cargas positivas incluso a pHs ma-

clusion. (ver Figura 3-12)
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También se muestra una micrografia de bacterias E. coli que han ex-
presado proteina recombinante y se ha depositado en forma insoluble
en cuerpos de inclusion (fotografia, gentileza del Dr. Rubén lacono,
IDEHU, UBA) y un esquema de la reaccion de desplegado y solubili-
zacion en urea de las proteinas que formaban parte de cuerpos de in-
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. Figura 3-13. La estimacion de la carga neta de una prote-
N 1ys 3 .
o ina en funcion del pH es importante en el proceso de puri-
o ficacion. Proteinas catidnicas poseen carga positiva a pHs

5 superiores a pH 7,0. Las anidnicas poseen carga negativa a
o pHs menores a pH7,0.

J

yores a pH 7.0. Esta propiedad podrd ser uti-
lizada para separar proteinas en funcién de su
carga: las proteinas cargadas positivamente
se unirdn en forma reversible a grupos car-
gados negativamente presentes en las matrices
cromatogrificas. A su vez, aquellas proteinas
cargadas negativamente no se unirdn y,

por lo tanto, no serdn retenidas por este tipo
de matrices.

La incubacién de la matriz con sales, por
ejemplo cloruro de sodio, permitird la com-
petencia entre las proteinas cargada positiva-
mente y los cationes sodio (Na*) que
funcionardn como contra ién al equilibrar las
cargas negativas presentes en la matriz. Si ele-
vamos suficientemente la concentracién de
sales podremos despegar la proteina unida y
eluirla. Entonces la habremos separado los
péptidos aprovechando la unién del péptido
catiénico (Figura 3-14). Posteriormente, po-
demos lavar la columna cromatogréfica y re-
establecer las condiciones iniciales.

Se puede ver que, mediante un cambio en
el pH, podemos producir un cambio en la
carga neta de la proteina; también podriamos
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Figura 3-14. Utilizacién de resinas de intercambio idnico en la separacion y purificacién de proteinas. En las condiciones iniciales, un
cation propio de un baffer estd equilibrando las cargas presentes en la matriz. Ese cation se intercambiard por las proteinas que tengan carga
positiva en ese bufffer. Podremos hacer un lavado con el que las proteinas que no interaccionen con la columna serdn eliminadas. Posteriormente

eluiremos a la proteina de interés por el agregado de sales (iones positivos e iones negativos) los cationes competirdn con la proteina por las
cargas negativas de la matriz y podremos recuperar la proteina de interés.

despegarla y eluirla. Por esto, debemos tener presente que en esta técnica hay dos factores
realmente claves.

Estos factores son:
a. la concentracién de iones en la solucién vy,
b. el pH de la solucién.

Existen, en la actualidad, muchas clases de matrices disponibles. En la Figura 3-15
se muestran dos ejemplos muy usados en el laboratorio, una matriz de intercambio ca-
tiénico (sulfopropil) y una matriz de intercambio aniénico (dientilaminoetil).

Si se recurre al intercambio i6nico, la proteina purificada eluye, tipicamente, con el agregado
de sales tipicamente en el rango de 100 a 1000 mM. Estas elevadas concentraciones podrian per-
judicar estudios posteriores. Existen varias formas de remover sales. Dos de ellas son:

a. mediante una cromatografia de exclusién molecular (ver Capitulo IV);

b. la didlisis.

LAS PROTEINAS
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Matriz /CHQCHB
-O-CH,CH,N -H
CH,CH,

DEAE (dietilaminoetil}
sepharose

MatiZ . 0.CH,-CHOH-GH,-O-GH ~CH,-CH,-80;

SP (sulfopropil) sepharose

Figura 3-15. Esquema de la estructura quimica de dos tipos de matrices muy comiinmente usadas para el intercambio de
iones. DEAE y SP sepharose. Ademds, se muestra una micrografia electronica de una matriz monodispersa tipica (extraido
de GE Healthcare Life Sciences) que se caracteriza por la homogeneidad en el didmetro de los granulos de matriz; esto ga-
rantiza un muy eficiente empaquetamiento de la matriz y por lo tanto en la elucion de las proteinas )

En este Gltimo caso, la base del recurso es la utilizacién de una membrana semi-
permeable, la membrana de didlisis que permite la difusién de pequenas moléculas,
como por ejemplo iones sodio o cloruro, pero al mismo tiempo, previene la difusién
de moléculas de mayor tamafio. Las moléculas pequefas difundirdn atravesando la
membrana hasta que las concentraciones de estas moléculas, dentro y fuera (ver Figura
3-16) del tubo de didlisis sean iguales.
En esta situacién de equilibrio entrardn
y saldrdn del tubo de didlisis el mismo
nimero de pequenas moléculas por uni-
dad de tiempo. Pero si hacemos sufi-
cientes cambios del buffer exterior
podemos disminuir, suficientemente, la
concentracién de sales.

Por ultimo, vale la pena mencionar
que, la etapa de purificacién, es una etapa clave en el estudio de la estructura. De-
bemos conocer y, esto se logra con experiencia en el laboratorio, las particularidades
de cada proteina. La estabilidad conformacional de la proteina de interés dictard los
préximos pasos a seguir ya que es clave para el éxito subsecuente determinar cémo
conservaremos a las moléculas. Como hemos visto en el capitulo II la desnaturali-
zacién es un proceso que ocurre a altas y a bajas temperaturas. No siempre serd ven-
tajoso congelar la solucién que contiene la proteina. En algunos casos preferiremos
mantenerla en presencia de agentes estabilizadores como glicerol al 50 %.

Es importante destacar que, no solamente pode-
mos eliminar de esta_forma iones, también otras
moléculas pequenas. Particularmente, en procesos
de replegado nos va a interesar eliminar la urea
que usamos para desplegar a la proteina.

Produccién de Proteinas en el Laboratorio
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Figura 3-16. Esquema del proceso de didlisis de una proteina. Tipicamente este procedimiento se utiliza para reem-
plazar un buffer por otro o para replegar una proteina eliminando paulatinamente al agente desnaturalizante, apro-
vechando la diferencia de peso molecular existente entre la proteina de interés y la urea o el cloruro de guanidinio.

En otros casos podremos conservar a la proteina en condiciones desnaturalizantes
y replegarla posteriormente para su estudio.

Claro que replegar una proteina no siempre es sencillo. Si bien, como hemos visto el proceso
de plegado es un proceso espontineo, en ciertas condiciones experimentales puede ser muy poco
eficiente. Ademads existen otro tipo de procesos paralelos como el de agregacién que compiten
y reducen atin mds los niveles de proteina correctamente plegada. Por todos estos motivos serd
crucial conocer aspectos termodindmicos de la proteina de interés y tener a nuestra disposiciéon
herramientas que permitan evaluar su estado conformacional.
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Estudio de la conformacién proteica.
Cuarta Parte

Existe una gran cantidad de técnicas que pueden emplearse en el estudio de las proteinas
en el laboratorio. Aqui, nos detendremos en algunas de ellas. Nos importard entender los
principios bdsicos y la teoria que permitird, luego, aplicar estas herramientas al estudio con-
formacional de proteinas.

A esta altura, ya hemos comentado varias veces que requerimos, para nuestros experimentos, contar
casi siempre, con la proteina de interés relativamente puray, en general, con una pureza >95%.

Por esto, cuando produzcamos una proteina recombinante o cuando aislemos una proteina
a partir de una fuente natural (clara de huevo, leche, etc.), vamos a necesitar:

1. Algunas herramientas para poder evaluar el nivel de produccién de la proteina recombi-
nante y, posteriormente, evaluar el grado de pureza. Los laboratorios cuentan, tipicamente, con sis-
temas para hacer electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE por e¢jemplo) y con un
espectrofotémetro de buena calidad para medir la concentracién de la proteina pura.

2. Otros equipos y conocer ciertas técnicas que nos permitan purificar la proteina de interés.
Tipicamente, a estas técnicas las conocemos con el nombre genérico de técnicas cromatogréficas.
Vamos a discutir los distintos tipos de separaciones por cromatografia: separacion por exclusién mo-
lecular (separacién tamafio) y separacién por intercambio idnico (separacion por carga).

3. Ademds vamos a necesitar manejar técnicas que nos permitan reconocer el estado
de la proteina de interés. Por ejemplo, durante la produccién o durante la purificacién podria
haberse degradado a través de la accién de proteasas o modificado quimicamente, por ejem-
plo la proteina podria haberse oxidado. Entonces, vamos a necesitar herramientas para eva-
luar el peso molecular o la masa de la proteina (tipicamente espectrometria de masa).

En este punto debemos tener en cuenta que lograr producir en bacterias una proteina re-
combinante o purificar una proteina de una fuente natural no garantiza que su estado con-
formacional sea el correcto. Por eso, necesitaremos técnicas e instrumentos que permitan
evaluar el estado conformacional de las proteinas.

Entre estas técnicas vamos a dedicar unas pdginas a discutir algunas espectroscopias muy ttiles
prestando atencién fundamentalmente a c6mo interacciona la luz diferencialmente, con cada
uno de los estados conformacionales y c6mo podemos aprovechar esto para hacer un diagndstico
correcto del estado conformacional de la proteina que estamos estudiando. Absorcién UV, ab-
sorcién de luz circularmente polarizada y fluorescencia, dispersién de luz.

Finalmente, nos introduciremos en una de las dos técnicas complejas que permiten obtener
modelos experimentales de proteinas y de alta resolucién, cristalografia y difraccién de rayos X.

Geles de poliacrilamida

Es una de las técnicas analitica mds, cominmente, usadas en los laboratorios que trabajan
con proteinas para la separacién y caracterizacién de mezclas complejas de proteinas y pép-
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tidos y para la estimacién del peso molecular
de este tipo de macromoléculas.

La estimacién del peso molecular por geles
de poliacrilamida en presencia del detergente
SDS (ver mis adelante) es, por lo general,
muy buena. En la determinacién se usan
proteinas estdndares de peso molecular cono-
cido y comportamiento 6ptimo (marcadores
de peso molecular).

Esencialmente, las particulas cargadas mi-
gran en el campo eléctrico hacia el polo de
signo opuesto, si tienen carga positiva migra-
ran hacia el electrodo de polaridad negativa.
Las proteinas, como cualquier otra molécula,
también migrardn en el campo en funcién de
su carga pero habrd que tener cuidado porque la carga dependerd de la secuencia de la pro-
teina, es decir, de la composicién en aminodcidos cargados (esto tiene relevancia, fundamen-
talmente, si la electroforesis se realiza en ausencia del detergente dodecil sulfato de sodio
(SDS), ver més adelante) y, entre otras cosas, de la conformacion, del pH (la variacién de la
carga de la proteina o del péptido con el pH se puede predecir), de la composicién de iones
del medio electroforético y de la temperatura.

El método mds comun, para el armado del gel, incluye una reaccién de polimerizacién entre
la acrilamida y la N, N"-metilenbisacrilamida. Esta reaccién es catalizada por persulfato de amo-
nio (APS) y por N, N, N', N'-tetrametileltilendiamina (TEMED) en la que el APS es el ini-
ciador de una reaccién catalizada por radicales libres. Podemos pensar que un gel estd formado
por una trama intrincada con poros pequenos por los que las proteinas deben difundir. Se trata,
especificamente, de una matriz de poliacrilamida entrecruzada. La concentracién de acrilamida
puede variar y, de esto, dependerd el tamao de los poros y, por consiguiente, el entramado del
gel y su poder resolutivo del gel para separar
componentes de diversos tamafos.
Independientemente, del efecto de la carga, la
movilidad en el gel de poliacrilamida se verd
afectada por el tamano molecular y por la forma
de la macromolécula.

Ademis se suele usar un sistema que permite concentrar las proteinas en un volumen pequefio
de tal manera que ingresen todas juntas (en principio) al gel separador. Para esto se prepara un
gel que contiene dos fases: una fase concentradora (superior, en color gris en la figura) y una
fase separadora (fase inferior). La composicién y el pH de ambos geles son diferentes.

Este tipo de experimentos se pueden hacer en ciertas condiciones en las que la carga estard
dada por un agente externo (cargado) que tendrd afinidad por las proteinas y se unird de
una manera mds o menos homogénea.

El agente mds, comunmente, usado es el SDS, un detergente fuerte que es usado muy
frecuentemente para desnaturalizar o desplegar proteinas. SDS desensambla la estructura
y disocia los complejos de varias subunidades en encadenas polipeptidicas tinicas. EI SDS
le otorga a todas las proteinas (a casi todas) las mismas propiedades conformacionales e
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impide que las proteinas interaccionen entre si durante la electroforesis uniéndose a
cuanta superficie apolar se presente. El proceso de unién del SDS a las proteinas aun no
se conoce a fondo y la naturaleza de la conformacién de los complejos SDS: proteina
tampoco. Sin embargo los complejos resultantes parecerian tener algunas caracteristicas
comunes: son elongados y poseen flexibilidad conformacional, el largo seria proporcional
a la longitud de la cadena polipeptidica.

Ademis, este detergente enmascara la carga propia de la proteina y le otorga a todas las proteinas
carga neta negativa. En general el SDS recubre uniformemente a las proteinas . En general una
molécula de SDS se une cada dos aminodcidos en promedio (o 1.4g SDS/1g de proteina). Por
esto la carga neta estard, directamente, relacionada con el tamano.

Por lo general, las muestras en un gel con SDS se siembran en presencia de un colorante
que migre hacia el polo positivo que no debe interferir en la migracién de las proteinas (tipi-
camente se usa azul de bromofenol) para seguir el desarrollo de la corrida (color azul en la Fi-
gura 4-1). La flecha roja indica el tiempo transcurrido. Este dependerd de la corriente y del
voltaje aplicado. Una vez transcurrido el tiempo necesario, se desmontard con cuidado el gel
(son muy frégiles) y se procesard para poder visualizar las bandas de proteinas. Con soluciones
convencionales de tenido (azul de coomassie por ejemplo) podremos ver sin problemas bandas
que contengan como minimo 0.2 pg. Se verdn muy bien bandas que contengan 1 ng de pro-
teina. En nuestra figura hemos sembrado un
gel hipotético. En dos de sus calles (calles 1 y
6) sembramos marcadores en el resto varias
con proteinas puras. También se muestran
dos calles de un gel real en el que se sembré
la proteina B-lactamasa (ES BL, 29,5 kDa)
luego de su purificacién y marcadores de peso
molecular conocido (M, con pesos molecula-

res de 29, 45 y 66 kDa).
4 Electroforesis

Carga de las calles del gel \
con las muestras 10 RS

1234567 89|/

B 108

f-lactamasa \
(10 pg, >95%)

W
E Figura 4-1. Un esquema del desarrollo de una electroforesis en gel de
¢ poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).

J
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Como consecuencia, los complejos SDS: proteina tienen una movilidad inversamente pro-
porcional al logaritmo del largo de la cadena polipeptidica (Figura 4-2). Por esto mediante
la comparacién de la movilidad de una proteina desconocida con las movilidades de un con-
junto de proteinas de pesos moleculares conocidos podemos inferir el peso molecular de
nuestra proteina incégnita dentro del 10 % del valor real.

(" )
Mezcla original de tres
proteinas de diferente longitud
Migracidn a través del lJ?
gel en presencia de un S B
campo eléctrico
gel de poliacrilamida
(una calle)
E Figura 4-2. Un esquema de la separacion por longitud de la cadena polipeptidica producida en un SDS-PAGE como consecuencia
S 2 de la interaccion del detergente con la proteina. La muestra contiene tres proteinas distintas de distintos pesos moleculares )

A pesar de esto, ciertas proteinas se comportan anémalamente. Esto suele estar rela-
cionado, por lo menos en algunos casos, con una distribucién de cargas en la superficie
particular, estas proteinas suelen ser intrinsecamente muy 4dcidas o muy bdsicas, es decir
que tienen alta densidad de carga negativa o positiva, respectivamente), y, en otros, con
resistencia a la desnaturalizacién por SDS. En este tltimo caso, se puede agregar a la
muestra agente desnaturalizante (urea) para desplegar la proteina de interés. También
se debe preparar el gel en presencia de urea. De todas maneras este tipo de geles (SDS-
PAGE) nos dard informacién muy util relacionada con la longitud de la cadena, pero
no en relacién a la conformacién y a la carga.

Para garantizar la unién del SDS a la proteina, las muestras suelen calentarse a 100 °C en
presencia de un exceso de este detergente.

Cromatografia de exclusién molecular

Las técnicas cromatogréficas son un conjunto enorme de técnicas fundamentadas
en el principio de retencidn selectiva. Su objetivo es separar los distintos componentes
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de una mezcla (en nuestro caso proteinas) permitiendo, con posterioridad y mediante
otras experimentos, identificar y determinar las concentraciones de dichos compo-
nentes en las fracciones separadas. Las técnicas cromatogréficas son muy variadas pero,
en todas ellas, hay una fase mévil (fluido, en nuestro caso un liquido) que arrastra a
la muestra a través de una fase estacionaria (un sélido o un liquido fijado en un s6-
lido). Las macromoléculas interaccionardn de manera diferente con la fase estacionaria
v, asi, podrdn ser separadas. En particular, la cromatografia de exclusién molecular es
un método relativamente sencillo que originalmente se desarroll6 para separar prote-
inas en procesos de purificacién.

Sin embargo, este tipo de experimento también permite estudiar, finamente, las pro-
piedades hidrodindmicas de las proteinas: calcular el radio de las mismas asumiendo
que son mds o menos esféricas. A partir de este dato experimental se puede calcular el
peso molecular de la macromolécula. Este tipo de experimento requiere de la elabora-
cién de una curva de calibracién que se realizard midiendo el comportamiento de pro-
teinas globulares de peso molecular conocido.

El equipo consta basicamente de:

a. una columna que estd cargada con una matriz porosa formada por granos o bolitas
de un polimero (tradicionalmente superosa, agarosa o sephadex, entre otros);

b. un sistema de bombas que impulsan la fase mévil (el buffer) a través de la columna,
si el empaquetamiento no es muy denso puede usarse, simplemente, a la gravedad como
fuerza propulsora de la fase mévil;

c. un sitema de inyeccién de muestra (hay diversos tipos de inyectores, suelen contar
con un loop de inyeccién (que es un tramo de tuberia que se carga con la muestra y a través
de una vélvula queda conectado con la columna y desconectado de la jeringa de inyeccidn;

d. un sistema de deteccién: en nuestro experimento podremos evaluar la elu-
cién de las macromoléculas con detectores especiales (debido a que las macromolé-
culas tienen propiedades espectroscépicas particulares). Por ejemplo podremos
medir absorcién de luz (por absorbancia tipicamente a 280 nm, absorben los resi-
duos aromdticos y a 215 nm absorbe el enlace peptidico, ver mds adelante), alter-
nativamente podremos tomar fracciones (muestras) del material eluido y sembrar
geles de poliacrilamida y verificar la presencia o ausencia de macromoléculas en cada
una de las fracciones (Figura 4-3).

El grado de entrecruzamiento y el tipo de polimero permitird una mejor resolucién de la
separacién de los componentes de la mezcla en los distintos rangos de tamafio molecular.

Parte del espacio dentro de las bolitas de matriz es accesible a ciertas macromoléculas, sélo a
las pequefias, mientras que las de mayor tamafio no podrdn ingresar. Asi las macromoléculas de
mayor tamano, en promedio, recorrerin caminos mds cortos dentro de la columna cromato-
gréfica, en cambio, tanto las mds pequefnas como los iones que forman parte de la solucién y
del regulador de pH (buffer) podrin ingresar, recorriendo en promedio caminos mds largos por
lo que tardardn mds en eluir (salir por la parte inferior de la columna, junto con la fase mévil).
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El tamano de una proteina globular es el
volumen promedio que ésta molécula ocupa
en la solucién (Figura 4-4). Podemos pensar,
entonces, que existe una esfera que posee un
radio determinado cuyas propiedades hidro-
dindmicas (coeficiente de difusién) serdn si-
milares a las de la proteina.

-
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Loop de
inyeccién
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¢ Figura 4-3. Un cromatdgrafo completo.
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¢ Figura 4-4. Exclusion molecular.

-
-
ey

LAS PROTEINAS

111



B 112

El Rg de dicha proteina puede ser estimado a partir de los datos de la exclusién molecular
s6lo si la columna cromatogréfica utilizada es apropiadamente calibrada con proteinas que
tienen aproximadamente la misma forma (también deben ser globulares), las mismas pro-
piedades fisicas. Para poder realizar este experimento debemos conocer los RS y los pesos
moleculares de las proteinas utilizadas en la calibracién.

Se puede ver que el Ry determinado por técnicas de exclusién molecular se correlaciona
extremadamente bien con los valores obtenidos por otros métodos utilizados frecuentemente,
como el célculo a partir de la viscosidad intrinseca de la solucién (Uversky, V., Biochemistry,

32 (1993), 13.288-13.298).

Para moléculas y proteinas globulares se puede calcular el radio hidrodindmico (Rg, el
radio asumiendo que la macromolécula es esférica) como

log Rs = 0,369 x log (PM) - 0,254

Donde PM es peso molecular (en Da) de la proteina.

Tiroglobulina 670.000 8,21
y globulina bovina 150.000 10,64
Ovoalbimina de gallina 44.000 12,77
Mioglobina equina 17.000 14,06
Vitamina B12* 1.350 19,17

La vitamina BI12 se utiliza como marcador por su pequerio tamasio. Este conjunto de marcadores puede ser preparado en el laboratorio.

Asi podemos calcular con un minimo de error los radios de las macromoléculas que usa-
remos como proteinas y moléculas estdindares de tamafio molecular.

En nuestra primer cromatografia podremos inyectar los estindares (inyectamos el conjunto
s6lo si sabemos que estas proteinas no interaccionan entre si).

El resultado serd un cromatograma como el que se muestra en la Figura 4-5. En este cro-
matograma, cada pico se corresponde con un tipo de proteina o molécula, porque justamente
se han elegido proteinas y moléculas que cubran un rango amplio de volimenes de elucién
y que no se superpongan.

A partir de nuestro cromatograma podre-

mos medir los voliimenes de elucién de cada
proteina estindar (ver Figura 4-5) para
hacer una curva de calibracién.
Una vez obtenidos los voliimenes de elu-
cién podremos, ya que conocemos los
pesos moleculares de estas proteinas, calcu-
lar con la ecuacién de arriba el radio hidro-
dindmico para cada una de ellas. Posteriormente si representamos el log (Ry) en funcién
del volumen de elucién veremos que hay una dependencia lineal (ver Figura 4-6). Esta
serd nuestra curva de calibracién.
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El préximo experimento consistird en
inyectar la proteina de interés, por ejem-
plo, una proteina cuyo radio hidrodina-
mico es desconocido. Con este nuevo
experimento podremos determinar volu-
men de elucién experimental a partir del
cromatograma y posteriormente podremos
calcular el radio hidrodindmico usando la
regresion lineal obtenida en la curva de ca-
libracién (Figura 4-6) experimental.

log (R;) =2,6236 - 0,09096 x Ve

Donde Ve es el volumen de elucién en
mL. Asi el radio hidrodindmico experi-
mental para esta proteina calculado a tra-
vés de cromatografia de exclusién
molecular es Rs = 24,9 A.

Es importante ver que, en este tipo de expe-
rimentos, debe controlarse muy bien el flujo de
la cromatografia. El flujo es el volumen que pasa
a través de la columna por unidad de tiempo
(mL/min). El flujo permitido dependera del
tipo de polimero y del grado de compactacion.
Ambos experimentos (curva de calibracién y
cromatograffa de muestra incognita) deben re-
alizarse en condiciones controladas.

Si conociéramos el valor del peso molecu-
lar de la proteina incégnita (por ejemplo
29500 Da) podriamos calcular el radio hi-
drodindmico teérico asumiendo que su
forma es globular (que la proteina incégnita
es, relativamente, esférica) usando la ecua-
cién de arriba:

log R; = 0,369 x log (29.500) - 0,254
log R, = 0,369 x 4,469 - 0,254
log R, = 1,395

R =249 A

-

T T T
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Una pregunta pertinente es 4

¢Por qué hacemos el experimento con la
proteina incégnita si podemos calcular, di-
rectamente, el radio a través de la correla-
cién entre peso molecular y log (Ry)?

La respuesta es simple. A priori, no sabemos
si la proteina es globular y tampoco conoce-
mos la estructura cuaternaria de esta proteina.
Dicho de otra forma, el resultado de nuestro
experimento es, extremadamente, informa-
tivo: la proteina incégnita es globular (una
esfera es un buen modelo de la proteina) y

Absorbancia (280 nm)

por otro lado en solucién es monomérica. U ER e e TRl s
De la comparacién de ambos valores: el ex- Volumen de elucién

perimental y el teérico (en este caso ambos (mL)

coinciden perfectamente) podrfamos calcular  \ & Figura 4-7. Exclusién molecular

el estado de agregacién de la proteina: si se
trata de un monémero o forma dimeros o te-
trameros por ejemplo.

¢Podriamos calcular el Rg en forma teérica de los distintos arreglos
cuaternarios posibles?

1 Monémero 29,500 24,9
2 Dimero 59,000 $?
3 Trimero 88,500 88
4 Tetrdmero 118,000 é?

La utilidad de este procedimiento es corriente en el laboratorio. Por ejemplo, cuando a
una variante de tiorredoxina (que tiene una longitud de 108 residuos) que tiene dos muta-
ciones (un residuo de acido glutdmico y una glutamina se reemplazaron por histidina) se le
elimind la hélice C- terminal (un elemento de estructura secundaria completo) por técnicas
de DNA recombinante se obtuvo un fragmento de menor longitud menor (93 aminodcidos,
fragmento TRX 1-93) que después de purificado en condiciones desnaturalizantes se replegd
a una forma que, curiosamente, ya no es monomeérica, sino, aparentemente, octamérica (Fi-
gura 4-8). La agregacién es un mecanismo muy comin que permite ocultar superficie hi-
drofdébica que de otra manera se expondria al solvente.

Las cromatografias de exclusién molecular se pueden realizar en condiciones "nativas', es
decir, en solventes en los que va a estar estabilizado mayormente el estado nativo. Pero, tam-
bién, se pueden llevar a delante en condiciones en las que se estabilicen proporciones de
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ambos estados (nativo y desplegado) concentraciones intermedias de agentes caotrépicos,
urea y GuHCl Yy, por dltimo, concentraciones elevadas de agentes caotrépicos que estabilizan,
Unicamente, al estado desplegado, por ejemplo de GuHCI 5-6 M.

4 N\

Forma
Replegado| monomérica

Rs= 17.5A P Dai s A —

| [
Eliminacion de los ultimos 15 residuos 2 .
dela pagena pp!lpeptldlca, por sl R-419A ]
|ngen|er|la genética. B

TRX1-108

Fragmento os | 1
TRX1-93 i ]
04 —TRX ]

TRY a0

[ ] =

|
Replegado

Absorbancia a 215 nm

Forma ; Lo
multimérica

Rs=41.9 A 5 10 15 20
Volumen de elucién (mL)

\_ ¢ Figura 4-8. Agregacion observada por cromatografia de exclusion molecular. )

Cabe mencionar que asi como existe una correlacion entre el logaritmo del peso molecular
y el logaritmo del radio hidrodindmico para proteinas en estado nativo también podemos
establecer correlaciones para los estados desplegados:

Para proteinas desplegadas en GuHCI vale: u
log (R) = - 0,543 + 0,502 x log PM :

Y para proteinas desplegadas en urea vale 115 =
log (R) =- 0,657 + 0,524 x log PM [ |
|

Donde aqui también PM es el peso molecular (en Da) de la proteina. Estas ecuaciones
también fueron obtenidas por V. Uversky, 1993.

4 N\
8
]
S
=
-
-]
8
g
5
(5]

Volumen de elucién
(mL)
< Figura 4-9. Estudio del proceso de desplegado por
\_ -« exclusién molecular. J
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La existencia de intermediarios o estados, parcialmente, plegados estabilizados en concen-
traciones intermedias de agentes caotrépicos, también, puede ser evaluada por exclusién mo-
lecular. El seguimiento de cambios en el radio hidrodindmico (o el volumen de elucién) serd
nuestra prueba experimental. Asi se ha probado la existencia de estados compactos (en los
que no cambia el radio hidrodindmico pero, si cambian otras propiedades del estado nativo,
por ejemplo el contenido de estructura terciaria).

Esto es lo que ocurre en el ejemplo que se muestra en la Figura 4-10. Se trata de
la desnaturalizacién de la proteina intestinal de unién a dcidos grasos (IFABP). Esta
proteina pierde, aproximadamente, el 100% de su estructura terciaria cuando es in-
cubada en GuHCI 2,0 M, sin embargo, en ese rango de concentraciones de desna-
turalizante sufre una expansién incompleta: Desde el estado nativo (20 A de radio)
hasta un intermediario (28 A). Si se incuba la proteina con mayores concentraciones
de desnaturalizante se observard un aumento progresivo del radio hasta alcanzar
los 36 A en el estado desplegado. El estado desplegado teérico se puede modelar
con una esfera de radio R¢= 35,5A.

La desnaturalizacién se produce en dos etapas: N>I con una pendiente elevada que se re-
laciona con un proceso cooperativo de exposicién de superficie apolar al solvente y una se-
gunda etapa I«<>U, un proceso de desplegado mucho menos cooperativo.

4 N\
=
o &
& 5
B 116 =4 T
@
= g
e 8
= o
g -
— oy ’
B 3 En resumen, hoy en dia pode-
=] o1 . .
e ° mos utilizar este tipo de sistemas
S = para llevar adelante diversos expe-
= rimentos entre ellos:
< a. Fraccionamiento por tamano.
© b. Separacién de monémeros de
mezclas con dimeros y agregados
00 10 20 3.0 40 5.0 60 70 80 dealtopesomolecular.
[GUESITM) c. Estimacién del peso molecular
9 ¢ Figura 4-10. Desplegado de la proteina IFABP ) d. Estimacién del radio hidro-

dindmico
e. Determinacién de constantes de equilibrio (monémero<>dimero)

f. Desalado, cambios de buffer
g. Replegado en columna

Existen diversos tipos de matrices, cada una de ellas con propiedades que las hacen, sumamente,

ttiles en las distintas aplicaciones.
Otro medio muy, comtinmente, usado en el laboratorio es el Sephadex. Estd formado por
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Dextrano (otro polimero) entrecruzado con
epiclorhidrina. Es estable en el rango de pH 3-
12. También como en el caso de la Superosa
se han observado ciertas interacciones hidro-
fobicas y el rango de estabilidad térmica es
+4-40 °C.

Algunos de los Sephadex son:

Sephadex G 25 Superfino 1.000 - 5.000
Sephadex G 50 Superfino 1.500 - 30.000
Sephadex G 100 Superfino 4.000 - 100.000

Por ejemplo, si usamos una columna en la que se ha empaquetado Sephadex G25 y sem-
bramos una proteina de 10.000, una de 30.000 y un compuesto de 250 Da el compuesto
de 250 Da eluird en un volumen mayor porque podrd ingresar en los poros de la matriz
mientras que, ambas proteinas, serdn excluidas (no ingresardn en los poros) y eluirdn en el
V,, (ver Figura 4-11) juntas (no se separardn)

s . Iy
Figura 4-11. Esquema general de una Mencionaremos también

matriz de exclusion molecular. al Superdex. Esun polimero
de azarosa y dextrano. Es
una matriz hidrofilica y es
estable en el rango de pH 3-
12 y de temperatura entre
+4-40 °C.
V=N s . La Superdex S-200 I‘—I,R

tiene un rango de separacién
que va desde 10000 a 600000
\ " Da. Posce algunas cargas nega-
tivas, por esto, para apantallarlas debe utilizarse alta concentracién de sales en la cromatograffa. Si
se utiliza baja concentracién de sales se podrd observar el retraso de proteinas bdsicas (eluirdn en
volimenes de elucién mayores a los esperados) y la exclusién de proteinas dcidas (eluirdn en vold-
menes de elucién menores a los esperados para sus pesos moleculares).

Interaccién de las proteinas con la luz:
Espectroscopia UV aplicada al andlisis conformacional de proteinas

La interaccién de la luz con la materia causa transiciones entre distintos estados de energia
de las moléculas.

La espectroscopia de absorcién UV (ultravioleta) involucra la absorciéon de luz UV por
parte de una molécula promoviendo el paso de un electrén (por esto decimos que son tran-
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4 )
t LUMO
g ' —
=]
& —H— + — HOMO
Basal (0 fundamental) ~ Excitado Excitado
Singulete S Singulete S;  Triplete T,
: Figura 4-12. Transiciones electronicas. )

siciones electrénicas) desde un orbital molecular fundamental (los orbitales moleculares son
el producto de la combinacién de los orbitales atémicos) a un orbital excitado. La radiacién
aporta la energfa suficiente para que se den las transiciones electrénicas entre orbitales. La
separacién energética entre estos orbitales moleculares corresponde a las frecuencias y lon-
gitudes de onda del UV.

Podemos recordar que la longitud de onda (1) es inversamente proporcional a la frecuencia (f)

-

Donde la constante ¢ vale 299.792.458 m/s (la velocidad de la luz) para las ondas electro-
magnéticas que viajan en el vacio.

Cuando las ondas electromagnéticas penetran en un medio, como puede ser una solucién
acuosa (en la mayor parte de nuestros casos), la longitud de onda se reduce de forma pro-
porcional al indice de refraccién (n) de dicho medio, la frecuencia disminuye asi la constante
de la velocidad de la luz queda invariante.

Mo
n

Donde A es la longitud de onda en el vacio y 1 es la longitud de onda en el nuevo medio
(en la solucién acuosa, por ejemplo). La longitud de onda de las radiaciones electromagné-
ticas, se expresa, por lo general, en funcién de la longitud de onda de estas radiaciones en el
vacio y, en nuestro caso, las unidades de medida mds comtnmente usadas serdn los nano-
metros (Inm = 10? m).

También es importante recordar que la frecuencia (y la longitud de onda) estard asociada
con la energfa de la onda electromagnética.

Los orbitales moleculares serdn ocupados cada uno por dos electrones. El tltimo orbital
ocupado recibe el nombre genérico de orbital HOMO y el primer orbital desocupado, que
es una regién del espacio que tiene menor probabilidad que HOMO de ser ocupada por
electrones, recibe el nombre genérico de orbital LUMO; LUMO es el orbital molecular des-
ocupado de menor energfa. En la Figura 4-12 los electrones estin representados por pe-
quenas flechas de color verde.

7\.12
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El proceso de absorcién de energia (dada la interaccién con una onda electromagnética
de determinada frecuencia) por parte de un electrén y su promocién a un orbital LUMO
(estado excitado) es un proceso muy rdpido y estd en el orden de 10" segundos

(0.000000000000001 segundos).

Lo realmente interesante es que podemos medir este proceso (la absorcién de energia por
parte de electrones) mediante técnicas y equipamientos relativamente sencillos y comunes.
Ademds, nos interesard, particularmente, porque la absorcién estard relacionada con la can-
tidad de materia que absorba energia. Dicho de otro modo serd entre otras cosas una exce-
lente herramienta para determinar la concentracién de proteinas en una solucion.

Para esto debemos usar una cubeta transparente a la radiacion, asi podremos medir la in-

tensidad del haz de luz una vez que ha atra-
vesado la cubeta que contiene sélo buffery,
posteriormente, podremos medir la intensi-
dad del haz de luz que ha atravesado la cu-
beta pero, ahora, presencia de la proteina:
disolvemos la proteina en la misma solucién

buffer.

Se puede ver que

IL =10 &&C
IO

Donde I zes la intensidad a la salida de
la cubeta €I es la intensidad en ausencia
de absorcién. El paso 6ptico de la cubeta
es | (el tramo, por ejemplo en centimetros
que atravesard la luz) y C es la concentra-
cién de la sustancia que absorbe. € se co-
noce con el nombre de coeficiente de
extincién y variard dependiendo de la
longitud de onda y del tipo de sustancia
y de su composicién. En el caso de las
proteinas variard dependiendo, por lo ge-
neral, de la secuencia de aminodcidos de
cada proteina, y de la longitud de onda a
la que se realice el experimento.

En el laboratorio suele emplearse la me-
dida de absorbancia porque la absorbancia
es proporcional al paso 6ptico y a la concen-
tracion de la sustancia disuelta.

s

Cubeta y solucion buffer )
transparentes a la
radiacion insidente

Bufter
lo=l,
Iy
Paso éptico ()
Buffer
[proteina)

I~

E Figura 4-13. Absorcion.

A=-logIi

Iy

Y por lo tanto, teniendo en cuenta la ecuacién de mds arriba,

Asi, conociendo el coeficiente de extincién, podremos calcular la concentracién si es que podemos
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medir, experimentalmente, la absorbancia (Ley
de Lambert-Beer). Casi todos los laboratorios
en los que se trabaja con proteinas cuentan con
un espectrofotémetro, este es el equipo que per-
mite hacer estas mediciones.

Para poder determinar la concentracién
tendremos que contar con un coeficiente de
extincién correctamente determinado.

Muchas proteinas contienen ademds de los
residuos de animo 4cidos otros grupos que
pueden encontrarse unidos a ellas tanto de
forma covalente como no covalentemente. Y
en muchos casos, puede que estos grupos
sean croméforos y contribuyan al espectro
de absorcién de la proteina en la regién del
espectro que se conoce como UV-cercano

(240-340 nm) o en el visible (400-750 nm).

Una cuestién importante, que seguramente han notado, es que el equipo que permite hacer
estas mediciones (el espectrofotémetro) debe ser capaz de recorrer un rango amplio de longi-
tudes de onda (debe hacer un barrido), de tal forma que la muestra sea iluminada con cada
una de las longitudes de onda. Para cada longitud de onda, se medira la absorbancia.

En el caso de que la proteina no cuente con este tipo de grupo y tampoco tenga
centros metdlicos especiales (como los de unién a Zn, Ni, Mg o Cu, por ejemplo) po-
dremos afirmar que la contribucién a la absorcién de luz estard dada por la cadena
polipeptidica en si misma. Como veremos mds adelante la estructura que esta adquiera
en solucién tendrd importantes efectos.

Un punto importante es identificar a los grupos que absorben luz en el rango de longitudes
de onda que estudiamos:

El ultravioleta lejano: El enlace peptidico.

En la regién del ultravioleta lejano (entre 170 y 220 nm) absorbe el enlace peptidico. Exis-
ten dos tipos de transiciones electrénicas: electrones que se encuentran en orbitales llamados
n se excitan y se promueven a orbitales que se conocen con el nombre de orbitales w* (estas
transiciones se observan a 220 nm). Por otro lado, electrones que se encuentran en orbitales
7 (son una combinacién de orbitales atémicos p perpendiculares al enlace) también pueden
promoverse a orbitales 7, estas ltimas son transiciones que se observan a 190 nm y pro-
ducen bandas de absorcién en esta regién que serdn predominantes.

Estas transiciones se basan en la teorfa de los orbitales moleculares; los orbitales o, n y n
corresponden al estado basal o fundamental y los orbitales o*, m* y n* por el contrario
son, como ya se dijo, de mayor energfa y reciben el nombre de antienlazantes. Las transicio-
nes G—>G* requieren mucha energfa, y no serdn observadas por métodos épticos.
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El ultravioleta cercano: Los residuos aromaticos.

En la regién del ultravioleta cercano (entre 240 y 340 nm), en cambio, aportan al espectro
de absorcién UV los residuos aromdticos de triptofano, tirosina y fenilalanina. Por esto el
espectro UV en esta regién dependerd, bdsicamente, de la composicién de aminodcidos.
También tienen un pequefio aporte los puentes disulfuro (S-S).

-

Figura 4-14. Espectros de
absorcién molar de fenila-
lanina (en azul), tirosina
(en rosa) y triptofano (en
r0jo). En el inserto se mues-
tra una ampliacion del es-
pectro de fenilalanina.
Estos espectros fueron obte-
nidos en el laboratorio.

Absorcién molar

Longitud de onda (nm)

-

En la Figura 4-14 se muestra el aspecto de los espectros de N-acetil-triptofanamida (NATA),
N-acetil-tirosinamida (NAYA) y fenilalanina (Phe). Estos compuestos, NATA y NAYA se
utilizan como compuestos modelo de residuos de triptofano y tirosina inmersos en un en-
torno similar al enlace peptidico aportado por la cadena polipeptidica. Son los espectros de
soluciones 1.0 M de cada compuesto aislado. Estos espectros se calculan en base a soluciones
diluidas (0.5 < absorbancia < 1, mdximo de longitud de onda), teniendo en cuenta los valores
de los coeficientes de extincién molar (Tabla 4-1)

Tabla 4-1. Coeficientes de extincidon molar de grupos funcionales que absorben significativamente en la regién
del UV cercano (240-340 nm)

Asi, la absorbancia a cada longitud de onda de estas soluciones serd la absorcién molar
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ya que se utiliza una cubeta de paso 6ptico 1 cm y las unidades de los coeficientes de
absorcién molar usados son en este caso M'em™!. El resultado es el valor de absorbancia
(adimensional) e.

A=exCx/
A=c(m' M) xIcmxIM

A=c¢

Lo primero que resalta de estos espectros es que el espectro de NATA (nuestro
modelo de triptofano) prevalece en todo el rango de longitudes de onda sobre los
espectros de NAYA (modelo de tirosina) y al de fenilalanina. Particularmente, puede
verse que en el rango de 295 a 300 nm Trp es el tnico residuo aromdtico que ab-
sorbe. Otro punto importante es que a 280 nm las fenialaninas no absorben luz.
En el laboratorio es muy comin medir absorbancia a 280 nm como indicador de
concentracién; sabemos ahora que los residuos que aportan a esta longitud de onda
son las tirosinas y los triptofanos. Por otro lado, en el caso de la fenilalanina pueden
verse con mucho detalle varias bandas de absorcién (el inserto en la Figura 4-14)
senaladas con flechas. Estas bandas se conocen como bandas vibriénicas y surgen
del efecto de las vibraciones en los enlaces del anillo aromdtico sobre la energia de
los orbitales moleculares. Cada una de estas bandas corresponde a un nivel vibrié-
nico distinto (ver Figura 4-15) y tiene asociada una frecuencia (una longitud de
onda) y una energia. Aquellas bandas en las que la longitud de onda es mayor
(menor frecuencia) tendrdn asociada una energia menor.

4 N\

4
1 3 Estados vibriénicos del primer
1 estado excitado
0
0,—1,
Una pregunta sensata es
4
0 2 Estados vibriénicos del estado :Qué pasa si la proteina
| basal o fundamental ducpasastiap
0 de interés no posee en su
. secuencia ni tirosinas ni
« Figura 4-15. Transiciones electronicas que presentan bandas vibridnicas. tript ofanos?
\. J )

Tendremos que ingeniar otros experimentos para poder calcular la concentracién de
proteina y no podremos realizar gran parte de los experimentos que incluyen pruebas
sobre este tipo de residuo. Alternativamente, podriamos incluir por ingenieria genética
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algtin residuo aromidtico en la secuencia.

Otra pregunta que podemos hacernos es si es posible calcular el espectro de una proteina
en base a la composicién de aminodcidos de ésta. La respuesta es que si, se puede.

Se puede modelar el espectro de una proteina desplegada en base a una suma de
espectros de los residuos aromdticos y de los puentos disulfuro presentes en presencia
de desnaturalizante.

¢Cudl serd el espectro de la proteina B-lactamasa de Bacillus licheniformis que tiene
en su secuencia tres triptofanos, siete fenilalanina, seis tirosinas y no tiene puentes
disulfuro?

Para entender esta idea, podemos comenzar por contestar cudl serd el coeficiente de extin-
cién a 280 nm para esta proteina en estado desplegado.

Si conocemos la composicién de residuos de la proteina y el niimero de puentes disulfuro
(si es que la proteina tiene cisteinas formando puentes disulfuro), entonces podremos calcular
el coeficiente de extincidn.

€280mm = ”7;’]’ X 8TrpZ80nm + ”ﬁp X 877’[)280717” + nPhe X €phe28onm + nS - §X €5.5280nm

Triptofano 5.635 5.685 ]
Tirosina 1.300 1.285 u
[ |
- 11 12
55 ° ° 123 =
Phe 0 0 ]
[ |

Si calculamos el coeficiente de extincién molar teniendo en cuenta los coeficientes de ex-
tincién de los compuestos modelo en presencia de alta concentracién de agente caotrépico
(en este ejemplo GuHCI 6M), el coeficiente de extincién de esta proteina serd

8280nm=3x5.685+6x 1.285+7x0+0x125
= 24.565M " cm!

Efectivamente, éste es el coeficiente de extincidn de la proteina desnaturalizada en GuHCI 6M.

En el estado nativo las bandas de absor-
cién se suavizan porque cada residuo de la
molécula estd en un ambiente particular ori-
ginando pequenas diferencias y, a su vez,
todas las bandas de absorcidn se superponen.

Algunos de los ambientes son mds polares
que otros y, algunos, serdn definitivamente
ambientes apolares, por ejemplo los resi-
duos que estén en el corazén de la proteina.
Una de las causas de la existencia de estas
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diferencias entre los espectros de N y U es el cambio en la polaridad del entorno quimico
inmediato del residuo que absorbe. A pesar de que, en algunos casos, las diferencias son
pequenas (e incluso hay que hacer procesamientos matemdticos de derivacién de los es-
pectros) pueden ser lo suficientemente significativas para ser medidas y estudiadas. Estu-
diando estas particularidades podremos inferir propiedades del entorno de los aminodcidos
en la estructura nativa. También podremos distinguir si una proteina estd correctamente
plegada o se encuentra desplegada o parcialmente plegada. En la Figura 4-16 se muestra
el espectro (absorcién molar) de la proteina B-lactamasa. Puede verse que la regién corres-
pondiente a la fenilalaninas presenta ciertas irregularidades que se deben a las bandas vi-
briénicas. Ademds, en la regién de superposicién de Tyr y Trp se observan bandas que son
caracteristicas del estado nativo (en el inserto se amplia esta regién del espectro). Con una
flecha roja se muestra una de las bandas de absorcién propias del triptofano (ver también

Figura 4-14).

4 )
30000 T T T T

25000 oy, k

20000

W me om0 w4 me

15000

10000

Absorcién molar

Tyr
5000 g

Phe
0L . L A 5
240 260 280 300 320 340
Longitud de onda (hm)

Figura 4-16. Asignacion de regiones espectrales correspondientes a los residuos aromdticos.

Las bandas de absorcién, en el estado nativo, suelen estar desplazadas con respecto a las
bandas de absorcién del estado desplegado y, esto, suele ser muy notorio para los triptofanos;
no siendo asi para las tirosinas y, menos atn, para las fenilalaninas que son mucho menos
sensibles al cambio de polaridad en el entorno quimico.

Una de las maneras mds sencillas para ver estas diferencias espectrales es derivar nu-
méricamente los espectros. Este procedimiento y, en particular la derivacién cuarta
(que es sencilla de analizar porque sus mdximos coinciden con los del espectro original),
permite detectar cambios sutiles, corrimientos cercanos al nanometro.

En la Figura 4-17 se muestra, como ejemplo, los espectros de derivada cuarta de tres es-
tados conformacionales de la proteina B-lactamasa, el estado nativo, un estado parcialmente
plegado obtenido mediante ingenieria genética de la proteina (que no altera la composicién
de residuos aromdticos de la proteina) y el estado desplegado modelado, como las suma de
las contribuciones de los residuos de la proteina.

Podemos analizar el corrimiento de bandas de absorcién desde un punto de vista algo mis
tedrico. Como dijimos mds arriba el espectro de absorcién de una cadena polipeptidica ple-
gada no es, exactamente, la suma de los espectros de los grupos que la constituyen.
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— Estado nativo
Estado parcialmente plegado
_ — Estado desplegado

Podemos observar dos tipos de
corrimiento para una banda de ab-
sorcién:desplazamiento hipsocré-
micoydesplazamiento
| batocrémico. Estos desplazamien-
NN SR SR DD -4 TR tos que ocurren hacia una longi-
250 260 270 280 290 300 | tud de onda menor o mayor,

Figura 4-17. Espectros de derivada cuarta de tres estados I'C.Sp ectlvamente,’ se deben a cam-
conformacionales de la proteina B-lactamasa. Y, bios en la energia del estado fun-

damental y en la energfa del estado
excitado. Estos cambios en la energia de los orbitales moleculares dependen de la polaridad
del entorno y de la distribucién de carga en estos estados.

En la Figura 4-18 se muestran dos transiciones electronicas en las que ambos estados, el
excitado y el basal, se estabilizan en el entorno polar pero estabilizard atin mds el estado
electrénico en el que la separacion (distribucién) de carga sea maxima. Cuando hay elec-
trones no compartidos (electrones n), pueden formarse puentes de hidrégeno con el solvente
polar, entonces, la transicién requiere mds energia (efecto hipsocrémico), en definitiva ob-
servaremos que la longitud de onda se desplaza a valores menores (menor longitud de onda,
mayor energfa asociada). En cambio en las transiciones n a n* los estados excitados son mds
- ~, Ppolares que los funda-
Hipsocrémico mentales y, por esto,

e un aumento en la po-
laridad del solvente
hard que, por la inter-
accién entre dipolos,
disminuya mds la ener-
SAE — gia del estado excitado

gitud de onda
P B que la del fundamen-

= <h
el tal. Como consecuen-

Batocrémico cia se requerird menor
Ll I v <AE energfa para provocar
n X & =X esta transicién en un
- solvente polar y la
transicién tendrd aso-
ciada una longitud de

s Figura 4-18. El efecto del entorno qm’mi‘co sobre Longitud de onda onda mayor (CfCCtO ba-
% la energia del estado basal y de estado excitado. .
J tocrémico).

Derivada cuarta (unidades arbitrarias)

.
.
.
.
.

\-

Absorbancia

Ambiente
No polar Polar

oA T

Energia

Energia

Absorbancia
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Fluorescencia

Hemos visto anteriormente cdmo es que podemos excitar electrones y cémo podemos

detectar el proceso de absorcién de energia. También hemos visto que podemos sacar pro-
vecho de este fenémeno y obtener informacién acerca de una muestra de proteina en so-
lucién acuosa. Todavia mds interesante, podemos obtener informacidén sobre el estado
conformacional de estas macromoléculas.
Una pregunta importante es cémo se desexcita el estado excitado. Y, yendo mds a nuestro
tema, cémo podemos aprovechar el proceso de desexcitacién (la vuelta al estado basal o fun-
damental de los electrones) para obtener més informacién sobre el estado en que se encuen-
tran las moléculas en la muestra.

Fluorescencia es uno de los procesos por los que una molécula excitada puede volver a su
estado fundamental (de menor energia), en este caso la vuelta se hace con emisién de luz
(emisién de un fotén). Este fotén que se emite en el proceso de desexcitacién podra ser de-
tectado. El equipo que usaremos para su deteccién es el fluorémetro. Como las moléculas,
una vez excitadas, se relajan (vuelven) ripidamente al estado vibracional de menor energia
del primer estado electrénico excitado (por procesos que se conocen con el nombre de con-
versién interna) la emisién de fluorescencia ocurre dnicamente desde el estado excitado de
menor energia y esto ocurre porque los estados excitados de mayor energfa se relajan al estado
excitado de menor energfa ms rdpidamente (en el orden del pico segundo, 10"'%5) de lo que
tardarfan en emitir un fotén (en el orden del nano segundo, 10 s) (ver Figura 4-19).

4 Fluorescencia A
4
3
1 2
1
0
Esto se conoce como regla de Kasha, por el inves-
tigador que Michel Kasha y el proceso que determina
un corrimiento de la longitud de onda de emisién de luz
. con respecto a la de absorcién (corrimiento de Stokes)
3 habfa sido descripto con mucha anterioridad (en el afio
0 T 1852) por Sir G.G. Stokes quien realiz6 el experimento
0 que se muestra en la Figura 4-20.

\_ ¢ Figura 4-19. El regreso al estado basal. )

Sir Stokes muy ingeniosamente ubicé una serie
de elementos épticos de tal forma que pudo comprobar que, si iluminaba una solucién sélo
con longitudes de onda menores a 400 nm, existia un proceso por el cual la materia absorbia
luz y emitia, posteriormente, radiaciones de longitudes de onda mayores a 400 nm (450nm).
Para esto Sir Stokes usd, como elementos épticos, ingeniosos filtros: un cristal azul de la
ventana de una Iglesia que no dejaba pasar luz de longitudes de onda mayores a 400 nm y
una copa de vino de cristal amarillo que impedia el paso de luz con longitudes de onda menores
a 400. En definitiva si la sustancia no hubiera sido fluorescente, Sir. Stokes no hubiera observado
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4 N\
Solucién de quinina
Sol 1 |
Luz a 450
— — | |7 nmm
Corrimiento de Stokes L
\ Filtro <400 nm (usé un vidrio Filtro de emision
LI azul de ventana de Iglesia) transmite >400 nm
Usé una copa de vino
3 I\ de vidrio amarilla
2 Absorcion | | Emisién
£
£
Longitud de onda
o Figura 4-20. Esquema de un experimento similar al
o realizado por Sir Stokes en 1852. Arriba fluorescencia
9 o de quinina presente en la bebida Canada Dry. )

luz a través de la copa
amarilla.

Existen otros
procesos que modulan
la longitud de onda de
emisién de fluorescen-
cia. Uno deellos, que es
importante para el estu-
dio de la conformacién
de proteinas, es el de re-
lajacién por solvente.
La reorientacién de los
dipolos de las moléculas
de agua (solvente) en-
torno al estado excitado
del fluoréforo (Huord-
foro es toda molécula
que tiene la capacidad

de fluorecer) puede disminuir la energfa del estado excitado y, por lo tanto, el fotén emitido tendrd
asociada una longitud de onda mayor (menos energética). En otras palabras, este reordenamiento de
dipolos puede estabilizar al estado excitado. Este efecto se conoce como relajacion del solvente. Los
fluoréforos, que poseen un estado excitado con una mayor separacion de cargas con respecto al estado
basal, son mds sensibles a este efecto, ya que las moléculas de solvente (agua) se reorientardn en su en-
torno. En la Figura 4-21 se muestra un esquema de este efecto (en el que B indica estado
basal y E indica estado excitado) y el diagrama de Jablonski.

Es importante, a esta altura, que quede claro que la emisién es una de las formas
de desexcitacién. La desexitacién puede ocurrir por otras vias, entre estas otras, por

-
Q ®
o@® P ¢¢ o
o e @0,
N
i Vo
Conversidn interna o e QJ‘_..- [0) ()
2 2]
(1072 s) o ¢ Figura 4-21. Diagrama de Jablonski. En el dia-
1 —T | Relajaclonporsolvente s grama de Jablonski puede verse que el efecto de
: - (1010 : 1
3 ( s) . relajacion por solvente (la reorientacion de los
o ) - — E dipolos y la consiguiente estabilizacion del estado
o 5 g > g : :" o excitado) es un proceso que, todavia es un orden
g W L 5:9 E de magnitud mds rdpido (10'%) que
c e '-'-’b § $ 00 Nr § S Nr o el proceso de emision (107, 10°®). Por esto los
w 2 - § ;&‘_ i3 s fluordforos primero se relajan a un
TEH e g T + estado excitado de menor energia y luego emiten
- i giay lueg
0 + ¥ s luz con una menor energia asociada.
\
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transferencia de esa energia a otras moléculas, colisiones, vibraciones; estas vias son
no radiativas (no tienen asociada emisién de luz). Como veremos no todas las molé-
culas son fluoréforos. Los fluoréforos tienen propiedades quimicas especiales.

Tienen sistemas de electrones conjugados.

Para las proteinas los residuos de tirosina y triptofano son fluoréforos ttiles en el rango de luz
ultra violeta. En particular los residuos de triptofano son excelentes sondas para estudiar la con-
formacién proteica por fluorescencia: el triptofano es muy sensible al entorno (por efecto de re-
lajacién de solvente).

Es posible ver cambios en los espectros de emisién en respuesta a:

-

Proteina G A, = 342.5 nm

Glucagon 2., 350.8 nm

Figura 4-22. El entorno quimico de triptofano en el interior
de las proteinas modifica sus propiedades dpticas.

.
.
.
.
.

¢ Cambios conformacionales
¢ Asociacién de subunidades
¢ Unidn de sustratos
¢ Desnaturalizacién

Ademds la fluorescencia de triptofano es muy sensible a la de excitacién por el choque con
otras moléculas, tanto por grupos externos, por ejemplo por moléculas de agua, tipicamente en
el caso de triptofanos expuestos al solvente, como por grupos vecinos de la propia cadena poli-
peptidica. Por otro lado, los residuos de triptofano pueden ser excitados selectivamente a 295
nm, a esta longitud de onda los residuos de tirosina ya no absorben (ver absorcién UV) y, asi,
se evita la excitacién de las tirosinas.
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Para poder excitar a una longitud de onda determinada y analizar la emisién en un rango de-
seado de longitudes de onda (espectro de emision) los fluorémetros requieren ciertos compo-
nentes: un monocromador de excitacién para fijar la longitud de onda de excitacién y un
monocromador de emisién para detectar fotones emitidos en las distintas longitudes de onda
(ver Figura 4-23). Como se muestra en dicha figura, se excitard centrando la longitud de onda
en un valor, pero con un ancho de banda que podr4 ser variable (2, 4, 8 6 16 nm por ¢jemplo).

( )

Monocromador de
excitacion
Muestra

(cubeta)
| Luz de 295 nm

-__.I __________ D_ _____________ .

90°
Fuente estable

Luz emltlda! s Monocromador de
—_— emision
i
-
©
= Computad
2 Ancho de banda oemputadors,
[
= h
3o :
0 i
< i
295 g |
Longitud de onda (hm) - :

300 354 450
Longitud de onda (hm)

Figura 4-23. Esquema sencillo del recorrido de la luz en un fluorémetro. En este caso la deteccion se realiza a 90° con res-
pecto a la luz incidente. Una combinacion de rendijas y monocromador permitirdn excitar a una longitud de onda determi-

eccccee

N

nada con un ancho de banda variable. La excitacion a 295 nm permite excitar, selectivamente, a los residuos de triprofano. )

Ahora si, y volviendo a las proteinas, como hemos mencionado mds arriba, el espectro de
fluorescencia de triptofano variard segtin la accesibilidad al solvente de este residuo por lo menos
por dos motivos:

a. colisiones con moléculas de agua, que disminuirdn la intensidad de fluorescencia por-
que las moléculas tendrdn mayor probabilidad de desexcitarse por vias no radiativas y,
b. relajacién por solvente, en este caso lo que ocurre es un corrimiento de la longitud de
onda de emisién hacia valores mayores (menos energéticos).
Ademds la fluorescencia de triptofano también variard acorde a la movilidad de la cadena po-
lipeptidica, colisiones intra moleculares.

En la Figura 4-24 se muestran espectros de fluorescencia de triptofano de la proteina p-lacta-

masa en tres estados conformacionales.
Como se puede ver en el estado nativo (estructura terciaria consolidada) las colisiones intra
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e intermoleculares son minimas (la intensi- /~ N

dad de fluorescencia es alta, se minimizan las Fo
vias de desexcitacién no radiativas por coli- 2501 : Estado Nativo 3
siones) y la emisidn se produce desde un en- | & ;
torno relativamente apolar (335 nm). En g g 200 1 ]
cambio, en el estado, parcialmente, plegado | 2 § E Estado Parcialmente
las colisiones aumentan porque la cadena po- % £ 1s0f o plegado .
lipeptidica es mucho miés flexible. Se puede E % FFi S T—
ver que a pesar de esto, la emisién sigue |2 B oo [ S 4 1 5
siendo desde un entorno relativamente apo- § 2 b [ ]
lar (338 nm, no hay efecto por solvente). |~  oso}, P R
Cuando se observa el espectro del estado des- 4 ! E E

plegado de esta proteina se detecta un corri- e R E PR
miento hacia longitudes de onda mayores R R O W e
354 nm, que coincide con la longitud de LopIRisi R (]

onda de emisién del triptofano disuelto en E Figu.ra 4-24, Expectro,lv de fluorescencia de tres estados confor-
agua (relajacion por solvente). La intensidad | * acionales de la proteina P-lactamasa.

es también baja, ahora también estdn presen-
tes las colisiones con moléculas de solvente
que desexcitan a una elevada proporcién del
fluoréforo por vias no radiativas.

En la cadena polipeptidica existen algu-
nos grupos quimicos que pueden contribuir
a la desexcitacién por vias no radiativas.
Entre ellos las histidinas y los puentes di-
sulfuro son los m4s comunes.

En la Figura 4-25 se muestra el proceso
de desplegado en funcién de la concentra-
cién de desnaturalizante para dos protei-
nas: la BSA (albimina bovina sérica) y la lisozima de clara de huevo.

En el caso de la BSA podemos ver que, a medida que se incrementa la concentracién
de desnaturalizante (GuHCI), la intensidad de fluorescencia disminuye por colisiones
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e 700 T T T T T T GO0 [TTTITT T TN T [T T[T T T T T T N\
s00 f h BSA 1 b Lisozima
& s00 | i~ ]
S |ﬁ| [GUHCI] {1 S s F [GuHCI] 1
£ anf i —_— ] S —_—n
< ‘ — 1 ] S 3w it
2 3 | R I —t ]
[ | 2 ol
£ | — ] o w0 A ]
S 20} i b
T ' i 5M o
[ — ] 100 F J
100 — ]
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\_ E Figura 4-25. El proceso de desplegado en el equilibrio seguido por fluorescencia. )
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internas a bajas concentraciones de desnaturali-
zante y, luego, a mayores concentraciones de
desnaturalizantes por colisiones con moléculas
de agua.

Por el contrario, en el caso de la lisozima la
intensidad de fluorescencia aumenta a medida
que se incrementa la concentracién de GuHCI
y que aumenta la concentracién de proteina
en estado desplegado. Esto se debe a la presen-
cia de puentes disulfuro presentes en esta ma-
cromolécula. En el estado desplegado se
incrementa la probabilidad de desexcitacién con emisién de luz porque los residuos
de triptofano estdn alejados de los puentes disulfuro.

Apagado y apagadores de la Fluorescencia

El retorno no radiativo al estado basal por contacto con una segunda molécula puede también ser
explotado en el andlisis conformacional de las proteinas. Este proceso es conocido con el nombre de
quenching o apagado y, a estas moléculas, se las conoce como guenchers o apagadores.

En este tipo de experimentos se mide el espectro de fluorescencia con cantidades crecientes
de apagador y se calcula Fo/E, donde Fo es fluorescencia en ausencia de apagador y F es la

4 )

# Absorcion
©
.

A 1 Emision
Absorcion
@ % triptofano oculto
. —0- triptofano expuesto
F/F
»
|
l Emisién = Q)

Figura 4-26. Esquema del proceso de apaga-
miento de fluorescencia (quenching).

\- J
fluorescencia en presencia (ver grafico en la Figura 4-26). A medida que agreguemos apaga-
dor, la fluorescencia serd menor y el cociente Fo/F resultard en un valor mayor esto siempre
y cuando el apagador tenga acceso al fluoréforo (curva que corresponde a triptofano ex-
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puesto). Si no tuviera acceso al fluoréforo la pendiente de la recta deberia ser cero (la inten-
sidad de fluorescencia no deberia variar por el agregado del apagador).

Estos graficos se conocen como gréficos de Stern-Volmer y las rectas pueden representarse
mediante la ecuacién

Donde /eQ depende del tipo de fluoréforo y apagador, de la accesibilidad del fluoréforo.
Ademids cuando el apagado depende de la difusién del apagador hacia el fluoréforo el proceso

F
F_O =1+kQ . [Q]

es dependiente de la viscosidad del solvente y de la temperartura.

Tres moléculas apagadoras de la fluorescencia de triptofano muy cominmente usadas son
el idén ioduro, la arcrilamida y el gas oxigeno (O,).

El hecho de que el O, penetre en el interior de las proteinas e incluso logre apagar a
la fluorescencia de los triptofanos mds ocultos sirvié para demostrar que las proteinas
son bastante mds flexibles con respecto a lo que se creia en funcién de los datos cris-

~, talogréficos. Estos experimentos fueron algunos
de los tantos experimentos geniales realizados por
el cientifico de origen argentino Gregorio Weber
(Figura 4-27) quien desarrollé una gigantesca ba-
teria de teoria y experimentos permitiendo com-
prender muchos de los procesos de fluorescencia
en el campo del estudio de las proteinas.

< Figura 4-27. , ,
B/ Dr. Gregorio Weber,|  Fluoréforos extrinsecos

Es muy importante destacar que existen innumerables moléculas fluorescentes muy utiles
para el estudio de la estructura proteica. A estos fluoréforos, que no froman parte de la cadena
polipeptidica (fluoréforos intrinsecos de la proteina), se los conoce con el nombre general de
fluoréforos extrinsecos.

Este reactivo es capaz de unirse a las superficies hidrofébicas accesibles presentes, tipica-
mente, en los estados parcialmente plega-

dos. Lo que resulta muy util, en el caso de

ANS, es que el rendimiento cudntico del

ANS en solucién es muy bajo pero,

cuando se une a las superficies apolares proteicas, aumenta considerablemente (aumenta
la intensidad de fluorescencia); ademds la excitacién se realiza 350 nm, y a esta longitud
de onda las proteinas no absorben, por lo que se lo puede excitar selectivamente.

Este comportamiento permite determinar en la presencia de estos estados conforma-
cionales en solucién. Por otro lado el ANS libre (en solvente acuoso) emite a longitudes
de onda cercanas a los 495-500 nm mientras que el ANS unido emite a 480nm. La gran
diferencia en las longitudes de onda de emisidén ocurre porque el ANS que se ha unido
a la superficie proteica se encuentra en entornos apolares; en cambio, en el caso del ANS
libre existe relajacién por solvente del estado excitado corriendo la longitud de onda
hacia longitudes mayores, menos energéticas.
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Transferencia de energfa por resonancia

Existe un proceso que es, particular—
mente, util en el andlisis de la conforma-
cién proteica y en el estudio del plegado
de las proteinas. Es la transferencia de
energia por resonancia. Este proceso invo-
lucra, por lo menos, a dos grupos quimi-
cos, uno llamado donor y otro que recibe
el nombre de aceptor. Ambos pueden ser
fluoréforos. El proceso consiste en la
transferencia de la energfa absorbida por
parte del donor (y desexcitacién del
donor) al grupo aceptor sin emisién de
luz. Si el grupo aceptor es un fluoréforo
este puede, a su vez, desexciarse emitiendo

luz. (Figura 4-29).

Ve
160 [T
o [ ANS + proteina ]
'S ! (estado parcialmente plegado) ]
§ 120 [ 7
a . ] w som
g TS ANS+proteina
& estado nativo ~
E 90 [ ! ¢ nativo) ]
— [ I
k- i ANS
o '
o] 1
=] i
9 i
g |
Longitud de onda (nm)
3 Figura 4-28. La unién de ANS, un fluordforo extrinseco
 como diagnéstico de la existencia de superficies hidrofébicas
E en estados parcialmente plegados. Se observan diferencias
< tanto en la intensidad como en el valor de longitud de
¢ onda del mdximo de emision dependiendo del
s entorno quimico (polar o apolar).
o

s
L
1
1
1
¢ Figura 4-29. Transferencia de energia por resonancia para un caso
:  hipotético basado en la proteina de union a dcidos grasos IFABR
\-

En la figura 4-29 se
muestra, como ejem-
plo, un experimento
hipotético en el que se
han unido el fluoré-
foro donor a un ex-
tremo de la proteina
/ (circulo verde) y el

fluoréforo aceptor al otro extremo (circulo rojo). Cuando la proteina estd correcta-
mente plegada ambos extremos se encuentran ubicados a una distancia d; que es ép-
tima para la transferencia de energfa por resonancia; al excitar al donor, este transfiere
la energia (se desexcita) al grupo aceptor (quien se excita y luego se desexcita emitiendo
luz) entonces la emisién de fluorescencia del grupo donor es minima. Sin embargo,

LAS PROTEINAS

133



B 134

cuando la proteina se despliega los extremos quedan ubicados en promedio a una dis-
tancia d,, mucho mayor). En este caso la transferencia de energia entre ambos fluoré-
foros serd despreciable y la emisién por parte del grupo donor serd médxima.

En rigor la distancia no es el tnico pardmetro que determina la eficiencia de este proceso.

Ademds de la distancia entre donor y aceptor también juega un rol importante la orienta-
cién relativa entre ambos grupos y el tiempo que el grupo donor permanece en estado exci-
tado antes de emitir un fotén. Por otro lado, es fundamental que exista solapamiento entre
el espectro de emisién del donor y el espectro de absorcién del aceptor (ver Figura 4-30).

-~ I
Espectro de
absorcion | |
Espectro de
Espectro de (aceptor) emisién

absorcion

(donor)

(aceptor)

fluorescencia
Absorcion

Longitud de onda (nm)
Figura 4-30. Transferencia de energia: para que exista transferencia
es fundamental que exista solapamiento entre el espectro de emision

del donor y el espectro de absorcion del aceptor.

. _/

La transferencia se
puede medir observando la dis-
minucién de la fluorescencia del
donor o el aumento de la emi-
sién de aceptor pero, general-
mente, se usa la primera forma.

La transferencia de
energia por resonancia tam-
bién es muy util para detec-
tar procesos en los que
interviene la unién (por
interaccién) y el reconoci-
miento de dos moléculas.

Existen ademds di-
versos sustratos fluorescentes
de enzimas en los que se de-
tecta la ruptura de la molé-
cula y la formacién de los
productos por transferencia

de energia por resonancia (Figura 4-31). Estos son, simplemente, dos ejemplos de las

decenas de aplicaciones que existen en la actualidad.

7~
Js Proteina B
+

Proteina A Interaccion

Complejo proteina A:proteina B

Producto B

+
Producto A

Enzima Enzima

Figura 4-31. La fluorescencia es una
herramienta extremadamente itil.
Arriba deteccion del proceso de unién
de dos moléculas; abajo, utilizacién
de la transferencia en la deteccion
del progreso de una reaccion
enzimdtica mediante

el uso de sustratos fluorescentes
especificamente disefiados.
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Dicroismo circular

Dicroismo circular es la absorcién diferencial por parte de una molécula asimétrica (en
nuestro caso, de algunos grupos quimicos de la cadena polipeptidica) de dos haces de luz
circularmente polarizados de sentido opuesto (izquierdo y derecho). La asimetria de los cro-
moforos en proteinas (amidas, grupos aromdticos y puentes S-S) se induce por la interaccién
con grupos vecinos (el entorno quimico).

Asi, para comprender qué es dicroismo circular hay que comprender algunas de las pro-
piedades de la luz. Por ejemplo, alguna forma sencilla de representacién de un haz de luz
(Figura 4-32), qué es luz polarizada y qué es luz circularmente polarizada.

4 )

¢ Figura 4-32. Dos sistemas de representacion de un haz de luz.

. J

La luz blanca (la que emite una lamparita comun y corriente es luz no polarizada: la fuente
emite haces de luz en todas las direcciones (x, y, z) y sentidos. Sin embargo, existen elementos
opticos que permiten polarizar la luz, seleccionar los haces que vibran, por ejemplo en un
plano, como en el caso de la Figura 4-32, en el que el haz vibra en el plano Z, Y.

)

Antes de atravesar la muestra (t=a) Si el haz de luz polariza da atra

vesara un medio (una muestra)
que absorbe luz el observador
imaginario ahora veria algo pare-
cido a lo que se muestra en la Fi-
gura 4-33: la amplitud médxima
del haz se va atenuando en fun-
cién de su paso por la muestra.
Por otro lado, podemos pensar
qué pasarfa si sumdramos dos

Después de atravesar
la muestra (t=b)

Figura 4-33. Representacion de un medio capaz de
\ absorber luz linealmente polarizada. )
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haces de luz (en la Figura 4-34 se lo representa). El haz

en rojo y el haz verde estdn en fase (desfasados en 0°), | [z amplitud mdxima del haz se va
esto quiere decir que llegan a su méximo de amplitud si- | rnnando en funcion de su paso
multdneamente. El haz representado en rojo estd polari- por la muestra. (ver Figura 4-33)
zado en el plano z, x; mientras que el haz representado

en verde estd polarizado en el plano z, y; es decir que

ambos haces estdn polarizados en planos uno a 90° del otro. La resultante de la suma de
ambos haces también es luz polariazada en el plano y se representa con trazo celeste. En los
tiempos t=2 y t=4 la amplitud del haz es cero, mientras que en los tiempos t=1y t=3 el mé-
dulo de la amplitud es mdximo.

- ) Sin embargo, si suma-
' mos ahora dos haces de luz li-
nealmente polarizada (como
en el caso anterior, polariza-
dos en planos a 90° pero, en
este caso los haces estdn des-
fasados 90°, esto quiere decir
que cuando un haz llega a un
méximo de amplitud (haz

verde en plano z, y) el se-
Figura 4-34. Suma de dos haces en fase de luz linealmente polarizada gundo haz tiene amplitud 0
en planos perpendiculares (haces en color verde y rojo). El haz resultante cuando el primero tenega
se muestra en celeste; en este caso también es linealmente polarizado. ¥y cu p &

- _/amplitud 0, el segundo ten-

drd amplitud méxima; el haz
resultante ya no estard polarizado en el plano sino que se propagard helicoidalmente, descri-
biendo una hélice y, si el observador lo viera avanzar desde el frente verfa que su amplitud no
varfa y que el haz resultante describe un circunferencia en funcién del tiempo (t) (ver Figura
4-35, panel de la derecha), jpor esto se la llama luz circularmente polarizada!

Figura 4-35. Suma de dos haces de luz
linealmente polarizada, ambos polariza-
dos en planos perpendiculares (a 90°, uno
con respecto al otro). En este caso, ademds
los haces estin desfasados en 90°. Los tim-
pos t=1, t=2, t=3, etc. de ambas figuras se
Cﬂrrﬁsp()ndfn. E[ rfful[ﬂdo es /MZ [Z'Vfu/ﬂr'
mente polarizada; en el espacio el haz se
propaga helicoidalmente (izquierda).
Dado que la suma a todo tiempo produce
un vector de igual médulo un observador
ubicado delante del haz podria ver cmo
este describe un circulo.

-

~

Si la flecha celeste (el vector amplitud resultante) se mueve como las agujas del reloj,
se dice que la luz es circularmente polarizada dextrégira (gira hacia la derecha), en cam-
bio si gira hacia la izquierda (tomando como punto de referencia las 12 h en el reloj)

Estudio de la Conformacién Proteica



serd luz levégira. Asi pudimos fabricar luz circularmente polarizada a partir de dos
haces linealmente polarizados.

Por dltimo podemos pensar qué es lo que pasaria si restdramos dos haces de luz, pero ahora
en ambos casos los haces son de luz circularmente polarizada (Figura 4-36).

' I

En la Figura 4-37 se muestra lo
que ocurre: si hacemos la resta para
cada tiempo (esto es restar la flecha
roja alaazul a cada tiempo (t=1, t=2,
t=3 y t=4, por ejemplo) recordando
el signo (+, -) de cada cuadrante, Fi-
gura 4-38). Efectivamente, fabrica-
mos luz linealmente polarizada, que
vibra en el plano (x, z) y se propaga

a través del eje z.

Luz demagira-f
(D) }

Luz levégira
L

t=4 | =1 | =2

D-L=

¢Qué pasaria si ambos haces
§ ) atravesaran una muestra que ab-
T, sorbe diferencialmente luz circu-
larmente polarizada?

¢ Figura 4-36. Diferencia de dos haces de luz circularmente polari-
s zada, un haz de luz dextrégira y un haz de luz levégira.
o Elresultado es luz linealmente polarizada.

Por ejemplo, la muestra absorbe tini-

S ) camente luz circularmente polarizada
dextrdgira (no absorbe luz levdgira).
-~ ~ En esta instancia, el observador

imaginario ya no veria ni luz lineal-
mente polarizada, ni tampoco cir-
cular. ;Veria luz elipticamente
polarizada! (el dibujo que describe
el haz mirado de frente es una
elipse, ver Figura 4-37), esto ocurre
porque los haces no se cancelan
completamente en la coordenada
espacial y en nuestro ejemplo. Ya
que como hubo absorcién y, ahora,
las amplitudes de ambos haces ya
no son idénticas.

En general en muestras de pro-
teinas la diferencia de absorcién
entre ambos haces es pequena,

por este motivo el radio menor
Figura 4-37. Diferencia de dos haces de luz circularmente po-

larizada, un haz de luz dextrégira y un haz de luz levégira. de l_a CllpSC sucle ser muy pe-
- _/ quefio con respecto al mayor.

Luz dextrogira;
(D) 4

Luz levégira |
L

D-L=
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Uno de los problemas experimentales radica en de-
tectar esta diferencia de absorcidn, es decir, detectar
una diferencia en los coeficientes de absorcién dex-
trégiro &p y levogiro €; . Se puede ver que el radio
mayor de la elipse es proporcional a € + €p y que
el radio menor serd proporcional a € - €p.
Podemos plantear dos ecuaciones de absorban-
cia, una para luz levégira y otra para luz dextrégira:

Loz lop
A;=log (q) A= €, xCx/ Ap=log (E)

Donde [ es la intensidad en ausencia de muestra (ausencia de absorcién) e I, es la inten-
sidad resultante luego de que el haz de luz atraviesa la muestra. Los subindices L y D indican
levégiro y dextrégiro, respectivamente.

Ahora podemos plantear la diferencia de absorbancias (usando Ley diferencial de Lambert-Beer)
AL_AD:AA: SLXCX/—SDX CX[

Y en definitiva
AA = (SL-SD)XCXZ

Los equipos que permiten hacer estas mediciones (diferencias de absorcién de luz circu-
larmente polarizada dextrégira y levégira se llaman espectropolarimetros. Estos equipos son
muy costos y, electrénicamente, muy complejos; pero como veremos son extremadamente
utiles. La relacién entre los coeficientes de absorcién puede extraerse a partir de la relacién
entre los radios de la elipse mediante propiedades trigonométricas:

Er-€
1g(6) =——=—2

Asi una de las formas de medir absorcién diferencial de luz circularmente polarizada (dextré-
gira y levégira) es medir el dngulo 6, en general el dngulo estard dado en miligrados. Estas, que
son las unidades crudas podrdn relativizarse a la concentracién de proteina, o enlaces peptidicos
presentes en la muestra, también habrd que tener en cuenta el paso 6ptico (tipicamente 0,1 6

€-¢p

lcm) de la cubeta que se utilizd. Se suelen usar (
las unidades de elipticidad molar [8]. En este
caso se considera la concentracién en deci
moles (1dmol=0.1mol) de enlaces peptidicos
por litro (1000 cm?).

Puede tenerse en cuenta el ejemplo numé-
rico para mds claridad

Una muestra que arroja una medicién de
3 mili grados (0.003 grados) usando una
Cubeta de paso 6p[ico de 1 cm y una concen- E Fl;gurtl 4-38. Relacion entre los Coeﬁfientﬁ de absorcion
tracién de proteina de IOHM (000001 M) E puede e?ctmerse L'zpartir de‘/a relacio"n entre /lo{ radios
Sila proteina tiene una longitu dde 101 re- o de la elipse mediante propiedades trigonométricas.
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siduos de aminodcidos entonces tiene 100 enlaces peptidicos y la concentracién de enlaces
peptidicos va a ser 100 veces mayor que la de proteina (1 molécula tiene 100 enlaces
peptidicos). Asi la concentracién de enlaces es 0.00001x100 M=0.001 M o 0.01dM
(decimolar)

0,003 grados ados
0= d [6]= 300 L em?
0,01 dmoldes 1 dmoles
—F x Lcm
1000c°

Volviendo ahora a nuestro punto, las proteinas, el dicroismo circular (CD) en la zona
UV lejano (180-250 nm), en la que absorbe el enlace peptidico, refleja el contenido de es-
tructura secundaria y el CD en la zona UV cercana (250-340 nm), donde absorben las ca-
denas laterales de W, Y, F, H y los puentes disulfuro, revela caracteristicas de la estructura
terciaria a través de la deteccién de las asimetrias del entorno de esos residuos.

Los usos mds comunes del dicroismo circular en proteinas son: estimar el contenido
de estructura secundaria, estimar el contenido de estructura terciaria, medir procesos de
interaccién de proteinas con otras moléculas (por ejemplo firmacos) y evaluar cambios
conformacionales, y la estabilidad de la conformacién a través de procesos de desnatura-
lizacién quimica o por temperatura.

Desde un punto de vista prictico vale la pena aprender a examinar espectros de dicroismo
circular porque, como podemos imaginar, son muy informativos.

Para comenzar, en los espectros
( 30 ) en la regién del UV lejano (el enlace
peptidico) podremos identificar
bandas de absorcién diferencial co-
rrespondientes a estructura o heli-
coidal: tipicamente una banda
positiva a 190-195 nm, y dos nega-
tivas unaa 208 nm, y otraa 222 nm
(ver Figura 4-39).

Las bandas de absorcién diferen-
cial correspondientes a estructura f3
estdn ubicadas a 195 nm (positiva) y a
215 nm (negativa) (ver Figura 4-40);

También es importante notar
que el espectro de péptidos (y pro-
Figura 4-39. Espectro de dicroismo circular en el UV tel’nas) desor ganizados es, clara-

lejano correspondiente a la conformacion a helicoidal de un mente, diferente a los anteriores. En
péptido (residuos 94-108) de la tiorredoxina de E. coli.

[6]x 10 ° (grados cm” dmal™)

-20

T ¥ T T T T T T T 4 T T
190 200 210 220 230 240 250
Longitud de onda {nm}

cecccsoce

la Figura 4-41 se muestra un ejem-
- _/ plo: el péptido TRX94-108 de la
tiorredoxina de E. coli (residuos 94-108) pero en su conformacién desestructurada. Es im-
portante notar que a 220 nm la banda negativa tipica de elementos helicoidales ha desapa-
recido y a 190-200 nm tenemos una fuerte banda negativa.

Las diferencias observadas entre en los espectros permitirdn estimar y, en el mejor de los
casos, calcular el contenido de estructura secundaria. Asi podremos deconvolucionar (descom-
poner el espectro en una suma de bandas de absorcién) un espectro de una proteina con es-
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. s Figura 4-41. Espectro de dicroismo circular en el UV
s Figura 4-40. Espectro de dicroismo circular en el UV lejano s lejano correspondiente a un péptido desorganizado.
. corre.gvondiente a una proteina con estructura secundaria : Notar que a 220 nm la banda negativa tipica
s mayoritariamente B (IFABP, proteina de unidn a dcidos s de elementos helicoidales ha desaparecido y a 190-200
s grasos de intestino de rata) o nm existe una fuerte banda negativa.

N\ AN J
tructura compleja (por ejemplo o+p) y estimar /7 . R
el porcentaje de estructura secundaria oy By I e i e i

. . ——ESpL

de regiones desorganizadas. Estas. cuentas se o S126C S265C ESPL
hacen teniendo como base un conjunto de es- T ,[ -~ S128CESHL ]
, =] [+ e S265C ES—BL Tt
pectros de CD de proteinas con estructura se- E | 1
. . v 4
cundaria conocida. e 1
Para poder hacer esto, requerimos, entre otras G s .

.z n 1
cosas, conocer exactamente la concentracién de 8 ]
proteina en la muestra medida al momento de g ]
la determinacién, por ejemplo, por espectrofo- = §
tometria UV (con un coeficiente de extincién o, ]
confiable) porque tendremos que referir la ab- oo ]
sorcién de luz circularmente polarizada (elipti- e g m m n
cidad) al contenido de enlaces peptidicos de la 250 260 270 280 290 300 30 320 330
muestra. Longitud de onda

Por tltimo, el proceso de deconvolucion de es- | .
> p il 1 « Figura 4-42. Espectros de dicroismo circular en el UV
pectros no siempre CS.SCHCI o y as cuentas mu- s cercano (240-340nm) de la ,B—kztmmam salvaje (ES—,BL) y
chas veces se complican. Particularmente, es | 3 de res variantes S126C (— —), S265C (- - -),
dificil la asignacién de estructura By vale la pena < en estos dos casos se ha reemplazado un residuo de serina
remarcar que algunas proteinas tienen espectros | = 27" de cisteina) y S126C S265C (- - =), un doble
| , i ., i : reemplazo de serinas por cisteinas.
de dicroismo circular en la regién del UV lejano )

extremadamente atipicos.

La técnica de dicroismo circular también permite estudiar el contenido de estructura terciaria.
Los residuos aromdticos en las proteinas nativas se encuentran en ambientes asimétricos, propios de
la estructura terciaria de las macromoléculas. Como se comentd con anterioridad, las bandas de
absorcién correspondientes a los residuos aromdticos se observan en el UV cercano (Figura 4-42).
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Figura 4-43. Espectros de dicroismo circular en el UV cer-
cano (240-340nm) de variantes de tiorredoxina. En trazo
color negro, la variante salvaje (longitud: 108 residuos),

en ausencia (— ——) o en presencia de urea (8.0 M, (—)
Y 2.0 M (- - -)). Una variante corta (trazo rojo) TRX1-93
que comprende del residuos 1 al 93 en ausencia (— ) o

en presencia de urea 1.0 M (- --) 0 2.0 M (— —).
Por tiltimo la variante TRX1-73, una variante atin mds
corta, de 73 residuos en trazo gris. )

Ademis puede verse la perturbacién de los espectros
en presencia de urea a causa de la desnaturalizacién
y de la pérdida de estructura terciaria. En este caso
no podemos decir que los entornos de los residuos
aromdticos son similares para las tres variantes.

Por dltimo, en la Figura 4-44 se muestra

~N
a2
5
g
°
~
Eu
o
g
ol
14
250 260 270 280 280 300 310 320
Longitud de onda
S Figura 4-44. Espectro de dicroismo circular en el UV
e cercano de la variante salvaje de IFABP (la proteina
< intestinal de union a dcidos grasos de rata). )

un espectro de CD en el UV cercano de la
variante salvaje de IFABP (la proteina intes-
tinal de unién a 4cidos grasos de rata). Po-
demos ver como se remarcan en este caso las
bandas vibrénicas de los residuos de fenila-
lanina (entre 250 y 270 nm). Claramente
este espectro es una huella digital de la pre-
sencia de estructura terciaria en la IFABP.
Finalmente vale la pena tener en cuenta algu-
nas consideraciones referentes a aspectos instru-
mentales de estos equipos que utilizan fuentes de
luz intensas, fotodetectores (detectores de fotones)
eficientes y electrénica superior para reducir ruido.
Con este objetivo (disminuir el ruido y aumentar
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la sefal) suelen tomarse algunos recaudos en la ejecucion de los experimentos: por ejemplo se realizan
muchos espectros que luego se promedian. Ademds se aumenta el tiempo de coleccion de datos. También
suelen utilizarse celdas de 1 a 10 cm en la zona UV cercana: para poder medir sefiales débiles y celdas
de 1, 0.5y 0.1 mm en la zona UV lejana, para minimizar la absorcién del solvente. Siempre se utiliza
un flujo de gas N, continuo para evitar dafio por ozono de la 6ptica (particularmente, de los espejos
que forman parte del instrumento).

Espectrometria de masa.

La espectrometria de masa es, sin la menor duda, una de las herramientas mds va-
liosas. Esta herramienta permite estudiar la estructura covalente de las proteinas y
comprobar su integridad con gran rapidez y facilidad. Permite determinar la masa
de una macromolécula con exactitud y gran precisién. Actualmente, dependiendo
del tipo de equipamiento podemos realizar determinaciones en un rango increible-
mente grande de masas. Podemos detectar muy rdpidamente si la macromolécula
posee o no modificaciones post-traduccionales o si su estado de oxidacién es el co-
rrecto; si hemos producido una proteina recombinante y mediante técnicas de inge-
nieria genética hemos reemplazado alguna cadena lateral por algtn otro aminodcido,
podremos comprobar la modificacién introducida. Es una técnica muy completa que
se la aprovecha por su inmensa capacidad en la identificacién (desde dtomos a mo-
léculas complejas). Permite identificar y cuantificar mezclas complejas; es rdpida y
de gran sensibilidad (entre otras cosas proporciona informacién estructural e infor-
macidn isotépica); es una técnica de rutina en procesos industriales y en el control
de calidad de productos biotecnolégicos; permite estudiar desde procesos de unién
de pequenas moléculas hasta el arreglo de estructura cuaternaria de complejos pro-
teicos gigantescos (> 800.000 Da); espectrometria de masa, no es una técnica espec-
troscopica porque no estd basada en la interaccién luz-materia.

Los espectrémetros de masa poseen cinco partes fundamentales (Figura 4-45):

1. un sistema de inyeccién de la muestra;
2. un sistema de ionizacién pasaje de la muestra a una fase de tipo gaseoso;
3. un analizador;
4. un detector de masas y
5. un sistema de captura y tratamiento de datos
Miéiscdo de Analizador de Adquisicion de
Inyector == iqnizacion = masas =P DS d=b " datos
Presidn H ° I
AtearaTE Biondio : Figura 4-45. Esquema general de
! S un espectrémetro de masa. )

Existen dos o tres metodologias, ampliamente, aplicadas que permiten ionizar y, li-
teralmente, hacer volar a las proteinas para su andlisis. Sin duda una de las mds impor-
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tantes es ESI-MS: espectrometria de masa de ionizacién por electrospry. Esta técnica se
basa en que la solucién de proteina es inyectada a través de una micro aguja con pro-
piedades especiales que permite la formacién de un spry de la solucién proteica (po-
demos pensar en una nebulizacién) en pequenas gotas. Ademds, las moléculas son
sometidas a un voltaje elevado y son conducidas mediante la aplicacién de vacio. La
desercién de moléculas de agua de la superficie de las gotas permite la generacién de
una relacién tal, de cargas sobre la superficie de la gota, que su repulsién provoca ex-
plosiones coulombicas produciendo gotas mds pequenas y mds pequenas. Finalmente,
para cada macromolécula cargada (i6n molecular) s6lo unas pocas moléculas de agua
contindan adsorbidas a la superficie molecular (ver Figura 4-46).

(" ) El proceso de evapora-
cién es tipicamente suple-
Presion Vsl lhmban mentado con un flujo de
Muestra atmosférica s

gas nitrégeno y calor.
= } Una caracteristica impor-
e 7 ANALIZADOR tante dC dC ESI-MS es que,
como las condiciones usa-
Gas nebulizante das para producir las gotas
cargadas positivamente son
4cidas, se tienden a proto-
Desorcion progresiva de E:i:(?:':g?ca nar todos los sitios bésicos
moléculas de agua ® en las moléculas de analito.
_ é-@ Esto generard una familia
Q — @ ~ _.® de iones, algunos mds car-
\‘ K ~8 gados y otros menos carga-
H,0 H,0 \ ® dos. Existirdn entidades
moleculars (iones molecu-
< Figura 4-46. Produccién de iones moleculares en el Electrospray. lares) mas p robables yotras
o Arriba, se muestra un esquema sencillo del sistema de inyeccion y la produc- menos pr obables, deCH-
s cidn de la nebulizacion. Abajo, el proceso de desorcion de moléculas de agua. diendo de la estructura pri—
N _/ maria de la macromolécula.

El tercer componente del
equipo, como se mencioné mds arriba, es el analizador. Los analizadores de masas llevan ade-
lante la separacién de los iones generados de acuerdo con su relacién masa/carga (m/z). Existen
disponibles tres o cuatro tipos de analizadores de masas distintos entre ellos el analizador cua-
drupolo, la trampa de iones. En el caso del cuadrupolo y la trampa i6nica se aprovecha el hecho
de que frente a campos eléctromagnéticos, los distintos iones responderdn de manera diferente.
En particular, un analizador de cuadrupolo estd compuesto por cuatro cilindros metdlicos pa-
ralelos que forman un complejo campo electromagnético. Los iones pasardn a través del cua-
drupolo (Figura 4-47) hacia el detector.

Las trayectoria de cada tipo de i6n serd afectada por el campo y s6lo iones en los que la re-
lacién m/z tome valores determinados podrdn atravesar el cuadrupolo, longitudinalmente,
evitando colisionar con los cilindros. El resto de los iones chocardn con las superficies del
analizador. Asi, el cuadrupolo funciona como un filtro de iones. La trampa de iones también
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e 7\ utiliza campos eléctromagné-

Analizador de cuadrupolo ticos oscilantes pero, en este
caso, para atrapar iones en
forma controlada. Los iones
son atrapados en un pequeno
volumen por medio de cam-
pos eléctricos. Para ello, se
dispone de un arreglo de tres
electrodos, uno circular y dos
~N electrodos hiperbélicos. La
. variedad de potenciales posi-
bles que pueden aplicarse a
los electrodos permite atrapar
iones dentro de un rango m/z

Fuente de iones

Analizador de trampa i6nica CSPCCI’ﬁCO: atrapar iones con
E Figura 4-47. Dos tipos de analizaclores muy comiinmente un valor m/z SClCCCiOﬂadO,
s usados en los laboratorios: cuadrupolo y trampa idnica. atrapar iones por encima de
o J

un valor m/z determinado, o
expulsar de la trampa iones de con valor m/z especifico para su posterior deteccién.

No nos detendremos en andlisis de los distintos tipos de detectores de iones, pero si en el
andlisis de los datos experimentales. Si partimos de una muestra de proteina pura, por ejem-
plo de lisozima, a un pH determinado, observaremos una familia de iones que correspon-
derdn a una tnica especie de proteina: lisozima. Estos iones difieren entre si tanto en su
carga, porque se han aceptado un niimero definido de cargas positivas provenientes de los
protones (H*) y, por otro lado, también difieren en su masa porque para cada i6n molecular
a la masa de la proteina deberemos sumarle la masa de los protones que ha aceptado. Por
ejemplo, si una proteina de masa m y carga q acepta en su estructura 5 protones, su carga se
modificard en q+5 y su masa en m+5 porque la masa de un protén es mH=1.

La relacién masa/carga en definitiva para unién estard dada por la ecuacién:

m
_ mp+n

z n

En las que m,, es la masa de la proteina, n es el niimero de protones que ha aceptado; si
acepta un proton mds entonces la ecuacién se verd modificada de la siguiente manera

m.o mp+(n+1)
z (n+1)

Dado que el espectrometro de masa detecta iones en funcién de la relacién masa/carga
tendremos con dos iones un sistema de dos ecuaciones con dos incégnitas m y n. Sin em-
bargo, en los espectros de masa muchas veces podremos observar muchos miembros de una
familia de iones moleculares.

En la Figura 4-48 se muestra un ejemplo. Se trata de un espectro de masa de la proteina
de unién a 4cidos grasos.

Es muy importante tener en cuenta que, dada la inmensa cantidad de dtomos que posee una
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-

proteina, debe tenerse en cuenta la abun-
dancia de isétopos en la naturaleza. Por lo
que se usard en el cdlculo una masa pro-
medio y no la masa del isétopo mds abun-
dante (monoisotdpica).

Por ejemplo, la abundancia del hidré-
geno cuya masa es de 1,007825 es del
99,99 % mientras que la masa del deuterio
es de 2,014102 y su abundancia es del
0,015%. (ver Tabla 4-2 y Tabla 4-3)

Hidrégeno 1.007825

Carbono 12.000000
Nitrégeno 14.003074
Oxigeno 15.994915 17.999159
Azufre 31.972072 33.967868

Tabla 4-2. Abundancias relativas de los distintos isdtopos de los elementos de interés.
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Glicina G C,H3NO 57.02146372 57.02146372
Alanina A C3HsNO 71.03711379 71.0779
Serina S C3HsNO, 87.03202841 87.0773
Prolina P CsH;NO 97.05276385 97.11518
Valina v CsHgNO 99.06841392 99.13106
Treonina T C4H,NO, 101.0476785 101.10338
Cistefna © C3HsNOS 103.0091845 103.1429
Leucina L CgH, NO 113.084064 113.15764
Tsoleucina 1 Ce¢H NO 113.084064 113.15764
Asparragina N C4HgN,0, 114.0429274 114.10264
Acido Aspértico D C4H5NO; 115.026943 115.0874
Glutamina Q CsHgN,0, 128.0585775 12812922
Lisina K CeH1,N,0 128.094963 128.17228
Acido Glutdmico E CsH,NO; 129.0425931 129.11398
Metionina M CsHgNOS 131.0404846 131.19606
Histidina H CH7N30 137.0589119 137.13928
Fenilalanina 7 CyHgNO 147.0684139 147.17386
Arginina R CgH N0 156.101111 156.18568
Tirosina Y CyHgNO, 163.0633285 163.17326
Triptofano w C1HygN,O 186.079313 186.2099
Hidrégeno H 1.007825032 1.00794
Carbono © 12 12.0107
Nitrégeno N 14.00307401 14.0067
Oxigeno o 15.99491462 15.9994
Azufre S 31.97207069 32.065

Tabla 4-3. Masas correspondientes a los residuos de aminodcidos. Las masas de los elementos fueron extratas del National Institute

of Standards and Technology de Estados Unidos de Norteamérica. hup://physics. nist.gov/PhysRefData/ Compositions/index. html.

La obtencién de estructuras tridimensionales por difraccion de rayos X.

La determinacién de la estructura tridimensional por difraccién de rayos X requiere contar
con cristales de proteinas.

¢Qué es un cristal de proteinas?

Un conjunto gigantesco de macromoléculas proteicas (unas 10", mil millones de millones de
moléculas) perfectamente ordenadas con una simetrfa determinada. Los cristales de proteina son
muy espaciales, son frigiles porque el contenido de moléculas de agua es muy grande (tipicamente
mayor al 50%) y los contactos intermoleculares que mantienen a las proteinas empaquetadas en
el cristal no son tantos ni tan fuertes como en el caso de otro tipo de cristales.

Los cristales crecen sélo en soluciones en las que la concentracién de proteina debe ser
inicialmente muy elevada (entre 5 y 20 mg/mlL). A estas concentraciones, las proteinas suelen
tener alta tendencia a agregar, pero en algunas condiciones particulares también cristalizan:
forman agregados proteicos pero extremadamente ordenados.

Uno de las dificultades experimentales que los cristal6grafos deben solucionar es, justamente,
encontrar esas condiciones especiales de cristalizacién entre muchas no productivas (una aguja
en un pajar). Tipicamente, se hace la bisqueda de las condiciones de cristalizacién modificando
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tipo y concentracién de sales, cambios en pH.

Como en otros tipos de crecimientos cristali-
nos debe formarse, primero, un nucleo de cris-
talizacion a partir del cual el cristal crecerd en
todas sus dimensiones posibles. La presencia de
impurezas (tipicamente otras proteinas, o pro-
teina mal plegada), particulas de polvo, etc. Fre-
cuentemente, inhiben el crecimiento del cristal.
Existen muchas maneras de producir cristales de proteinas. Una de las formas mds comunes es

mediante experimentos de gota suspendida (Figura 4-49).

4 N\
Gota Nucleacion de
suspendida cristales
‘\.,\ vidrio | crecimiento de
\ 24 s
7 \I\crsstales \
\ rd \ y
N S e e
[ HO, H,0 H0
— — —
|
/ |
/ "
Condiciones -—---c-cccccmmmm e . Cdf:rloe;::{::
iniciales Minutos, horas o dias después la gota
El reservorio
S Figura 4-49. Cristalizacion: experimentos de gota suspendida. A la izquierda se muestra un esquema general del pro-
¢ cedimiento, A la derecha se muestra una fotografia de cristales de lisozima de clara de huevo. )

En este tipo de experimentos se prepara una solucién de la proteina de interés, pre-
ferentemente, en agua libre de particulas e iones y se la diluye al medio con el buffer
(por ejemplo, se agrega 1 uL de proteina mds 1 pL de buffer) formando una pequena
gota que se deposita en un vidrio perfectamente limpio. Este vidrio se usa como tapa
de un reservorio que tiene el mismo buffer que se usé para diluir la proteina (comun-
mente unos 500 pL). Asi, la concentracién de los componentes del buffer en el reser-
vorio serd el doble que la concentracién en la gota. El resultado es que por difusién
de vapor, las moléculas de agua presentes en la gota difundirdn hacia el reservorio, en
principio, hasta que las concentraciones de la gota y del reservorio se equilibren. A me-
dida que esto ocurre, la proteina, las sales, y el agente precipitante presente en el buffer
de la gota, paulatinamente, comienzan a concentrarse. La velocidad de este proceso
dependerd entre otras cosas de la temperatura. Por este motivo suele disponerse de ca-
maras de temperatura controlada (por ejemplo una 4 °C y al otra a 20 °C).

A medida que la proteina y el agente precipitante se concentran comienzan a favorecerse
las condiciones 6ptimas para la nucleacién. Una vez que se forman los nucleos de cristaliza-
cién, los cristales pueden continuar su crecimiento a expensas de la reduccién de la concen-
tracién de proteina soluble en la gota.

Este tipo de dispositivos permiten probar, simultineamente, muchas condiciones de
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cristalizacién, sin consumir grandes cantidades de la proteina de interés, que por lo
general es dificil de purificar.

Pero la obtencién de cristales es, inicamente, una de las tareas de un cristalégrafo.
Una vez obtenidos los cristales podran realizarse los experimentos para obtener datos
de difraccién de rayos X.

¢Qué es la difraccién de rayos X?
Podemos ir de a pasos pequefios y preguntarnos
¢Qué son los rayos X?

Los rayos X son radiaciones electromagnéticas de longitudes de onda extremadamente
cortas, altamente energéticas. Estas radiaciones (fotones) son emitidos cuando los electrones
se aceleran. Los haces de rayos X mds poderosos se producen en un tipo de fuente conocida
con el nombre de luz Sincrotrén.

Los sincrotrones son sistemas de aceleracién de particulas en este caso electrones. Este
tipo de haces son policromadticos, de espectro continuo, y permiten seleccionar una variedad
de longitudes de onda entre ellas en el rango de 0,2 y 2 A (ver mis adelante, Figura 4-51).

Cuando los rayos X chocan con un dtomo interaccionan con sus electrones. Estos reemiten
la radiacién electromagnética incidente, pero, ahora, en diferentes direcciones. La frecuencia de
la radiacién reemitida es similar a la de la radiacién incidente. Los fotones reemitidos por dtomos
cercanos interfieren entre si constructiva o destructivamente, sumédndose o cancelindose, porque
las ondas ya no se encuentran necesariamente en las fases. Este es el fenémeno es conocido con
el nombre de difraccién. En el ejemplo de la Figura 4-49, se muestra la consecuencia del el fe-
némeno de difraccién para dos objetos actuando como dispersores.

@ Dispersor R Asi se genera un pa-
trén de interferencia
que es, en cada punto,

Pasimisiin A A ﬁ igual a la suma (vecto-
/ e A rial) de las ondas disper-
ni g v v sadas. Podemos pensar
HAZ IngklarmY g como analogia en las
& interterencia destructiva ondas producidas al
g tirar una o dos piedras
3 /\ en una pileta.

g (\/\X/\/\H Como la dispersiéon
> \/X \j/\/){-\/ \(., es el resultado directo
g de las interacciones
8 entre los rayos X inci-
5 dentes y los electrones
I R de los dtomos dentro
E Fzgura 4-49. '[nte;fererftiﬂ constructiva y a’tj:tructiw‘z. Ala iﬁquierda, el patrén del cristal, si logramos

o de interferencia producido como consecuencia de la interaccion de dos ondas. . . .
\_ J estudiar las direcciones
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en las que ocurre difraccién luego de que los rayos X impacten sobre el cristal, examinando
la interferencia constructiva y destructiva, podriamos predecir la ubicacién periédica de los
dtomos que lo componen (especificamente podriamos construir un mapa de las densidades
de electrones en la red cristalina).

Gracias a los fisicos William Henry Bragg y William Lawrence Bragg (su hijo) quienes de-
rivaron una ley ahora conocida como Ley de Bragg podemos establecer relaciones entre los
mapas de difraccidn y la estructura del cristal, es decir, la correspondencia entre la posicién
de los objetos que actian como dispersores, y el patrén de interferencias (mdximos y mini-
mos en intensidades). Los Bragg fueron premiados en el afio 1915 con el Premio Nobel de
Fisica por sus trabajos en la determinacién de la estructura cristalina.

Efectivamente, descubrieron que los picos de intensidad en el patrén de difraccién (mad-
ximos) para los rayos X dispersados podian ser seleccionados cuando el dngulo 6 de inci-
dencia era igual al de la radiacién dispersada y, simultdneamente, la diferencia de camino
realizada por la radiacién era un niimero entero de veces el valor de la longitud de onda, de
tal manera que se recuperaba la fase de la onda.

Como se ve en la Figura 4-50

diferencia de caminos entre haces

2 - BC
= d x sen

diferencia de caminos entre haces= 24 x sen0

[
~~. Rayos X incidentes
S -
B P
e /) b
o ———_© & Y -7 ,
~SL |2 Rayos X dispersados
- ~. ~o i
el S - -
™o g - P
N s i 8 TS © & -~
CJ = - ¥ b4 ‘ \) N -
~. L
g - a0 - [
-~ s -
AS e
-~ -
R 5, ol @
@ C @ D
B
d
@ e ) O
E Figura 4-50. Diferencia de camino recorrido entre dos haces de radiacion electromagnética dispersados por objetos dispersores
* ubicados a una distancia d.
\—
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Por esto, la intensidad debe ser mdxima cuando

nA = 2d x sen6

Donde n es un nimero entero y A es la longitud de onda del haz de rayos X.

En este contexto, vale la pena preguntarse cémo estdn organizadas las proteinas dentro de
un cristal (recordemos que son unas 10" moléculas). Es muy importante tener en cuenta
que en un cristal coexisten miles de macromoléculas, perfectamente, ordenadas y alineadas
y con movilidad extremadamente restringida. El efecto del orden es el aumento de la inten-

sidad de las senales dispersadas.

Un cristal puede dividirse en unidades minimas (Figura 4-51). Cada unidad minima recibe
el nombre de celda unidad y cada una de ellas contiene toda la informacién necesaria para
reconstruir el cristal en base, simplemente a la traslacién de la celda unidad en las tres di-

mensiones. A su vez, la celda unidad
puede tener simetria interna. En este caso
se define la unidad asimétrica.

El cristal es montado de tal forma que se
lo puede rotar, paulatinamente, con una in-
creible precisién y los datos de los distintos
planos de difraccién son adquiridos con ci-
maras especiales. Ademds, es importante
mencionar que existen estrategias de adqui-
sicion de datos experimentales que garanti-
zan que el investigador pueda contar con
varios juegos completos de datos, es decir,

de las posiciones e intensidades de los picos de difracciones del cristal necesarias, en principio,
para construir un modelo experimental en el que se reconstruyen las posiciones de los dtomos

que dieron origen a la difraccién.

Molécula

El Sincrotron

eeeccccccc000000000000000000000

Figura 4-51. El proceso para la colec-
cién de datos experimentales de difrac-
cidn de rayos X es complejo e

involucra elevada tecnologia. La obten-
cidn de la proteina pura y correcta-
mente plegada, su cristalizacién,

la difraccion y el andlisis de los datos

Gelda unided experimentales permitird la subsi-
guiente construccion de un modelo.
d':euream:s 1 Se muestra una fotografia el Sincrotén
Xy - brasilerio.
Cristal http:/fwww.Inls.br/Inls/cgilcgilua. exelsys
montado Istart. htm?epl=home.
Mapa de difraccién e
Mapa de difraccion
\ real (LII'I pl&no)
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Utilizando matemitica, relativamente avanzada, mediante transformaciones (transformaciones
de Fourier) que relacionan densidad electrénica en el espacio con el patrén de difraccién, se ubican
en el cristal las densidades electrénicas que dieron origen a los picos de difraccion de rayos X.

Para generar el modelo de la macromolécula el cientifico deberd hacer encajar (ajustar) el
modelo molecular en las densidades electrénicas halladas experimentalmente por difraccién
(ver Figura 4-52). El mapa de densidad electrénica es una excelente aproximacién de la po-

sicién de los dtomos en de la macromolécula.

L}
-~ . A
Mapa de densidad =
electrénica AIUSt; rl::eli;nooddo
—
Modelo proteico

s Figura 4-52. Un ejemplo de mapa de densidad electronica en el que los investigadores
< ajustan el modelo proteico.

~

J

El investigador tendrd a
su disposicién, para hacer
el ajuste del modelo a la
densidad electrénica, la se-
cuencia exacta de aminod-
cidos de la proteina, una
biblioteca con las estructu-
ras quimicas de los veinte
aminodcidos y de las geo-
metrias moleculares mds
comunes, por ejemplo la
de los enlaces peptidicos.
El encaje o ajuste del mo-
delo se hard bdsicamente
modificando dngulos, lon-
gitudes de enlace y dngulos
diedros (torsionales). Las

modificaciones tendrdn un costo energético y deberdn satisfacer simultdneamente

a. El ajuste de la macromolécula a la densidades electrénicas

b. Geometrias moleculares de menor energfa

Asi que, por lo general, los modelos cris-
talogréficos se generan en funcién de las
densidades electrénicas de los 4tomos de
carbono (6 electrones) nitrégeno (7 elec-
trones), oxigeno (8 electrones) y azufre (16
electrones) conocidos entre los cristalogra-
fos como dtomos pesados.

En definitiva, un patrén de difraccién
proviene de una de la densidad electrénica
y esta describe la estructura 3D de la ma-
cromolécula.

Cada spor en el patrén de difraccién, a

su vez, estd determinado por una onda discreta de radiacion electromagnética. Cada onda
cuenta con una intensidad y una fase que describe su comportamiento. Al analizar el patrén
de difraccién vemos que lo tinico que podemos rescatar es una relacién entre las intensidades

LAS PROTEINAS

151



B 152

Froteina anticongelante de tipo Il
PDB: 1UCS

Figura 4-53. La estructura PDB: 1UCS, que corresponde a una proteina de la familia de las proteinas anti congelantes
del grupo I11, presentes en peces que sobreviven a temperaturas extremadamente bajas sin congelarse. Esta estructura posee
una resolucion increiblemente elevada de 0.65A. A la izquierda una representacion de cintas; en el panel de la derecha
puede verse que la elevada resolucion permite en este tipo de casos ubicar densidades electronicas correspondientes a los
dtomos de hidrdgeno.

seccccccccce

e

de cada spot, pero en el camino hemos perdido las fases. Para reconstruir las densidades elec-
trénicas debemos contar con ambas: con las intensidades y con las fases. El problema es en-
contrar la fase que corresponde a cada spot de difraccién. Si bien no profundizaremos sobre
este punto debe quedar claro que este es el principal problema con que se encuentran los
cristalégrafos al punto que se puede ver que contar las fases adecuadas es mucho mds im-
portante que contar con las intensidades, las fases proveen la mayor parte de la estructura.

En la Figura 4-54 se muestra con un ejemplo el efecto de utilizar las fases correctas e in-
tensidades incorrectas para reconstruir una imagen.

/’

TF

& T Fases

(Colores)

Figura 4-55. La importancia de las fases en
cuanto a la informacion que éstas portan
para la generacion del modelo, en este caso
una imagen. Se muestra el patrén

de difraccion o la transformacion de Fourier
(TE que es una operacion matemdtica
equivalente) de la imagen de un pato y de

la imagen de un garo. Podemos, entonces,
utilizar el juego de fases exactas que dieron
origen al patron de difraccién del gato y el
Juego de amplitudes exactas que dieron origen
la difraccion del pato. Si ahora hacemos la
operacion reversa, (creamos la imagen con in-
tensidades de pato y fases de gato) obtenemos
algo muy parecido al garo. En el patrén de
difraccion, los colores muestran las diferentes
Jases y el brillo del color indica intensidad.
Reproducido por cortesia de Kevin Cowtan.
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A esta metodologia se la llamé reemplazo
isomérfico, porque requiere que uno o
unos pocos dtomos pesados (cobre, uranio,
oro, mercurio) estén especificamente ubi-
cados en la unidad asimétrica; la presencia
de estos dtomos alterard el patrén de difrac-
cién modificando las intensidades de los
haces dispersados pero sin afectar la estruc-
tura de la macromolécula ni su orientacién
en la celda unidad; sin afectar tampoco la
estructura del cristal. Se deben adquirir datos de difraccién del cristal nativo (sin 4tomos pe-
sados) y del cristal con dtomos pesados, que pueden incorporarse al mismo por difusién.

Este procedimiento permite ubicar los dtomos pesados (mercurio o uranio) en la celda
unidad y, como son sélo unos pocos dtomos, se pueden usar estrategias que no se requieren
informacién de las fases. Una vez que se ha determinado la ubicacién de estos dtomos, se
pueden calcular las fases y las intensidades.

La contribucién a la difraccién de la proteina dependerd tanto de las fases que provienen
de la proteina como de la fase de los dtomos pesados; las intensidades se suman si ambos
tienen la misma fase y se restan si tienen fases opuestas.

Si se conocen las fases de los d&tomos pesados puede, finalmente, estimarse las fases corres-
pondientes a cada spot de difraccién de la proteina.

Como de este procedimiento se obtienen 2 soluciones posibles por cada spot se realizan ex-
perimentos simultdneos con distintos metales. Asi una tinica de estas dos soluciones ser4 la real.

Existen otras metodologias que, en la actualidad, se utilizan mds comtinmente. Muy resu-
midamente, las técnicas de reemplazo molecular usan modelos de estructuras homélogas de
los que pueden calcularse fases esperadas: se desprenden fases iniciales que, luego, se opti-
mizan en funcién de ajustes que tienen en cuenta el al patrén de difraccién obtenido expe-
rimentalmente. Otra metodologia, ampliamente, usada es la dispersién anémala multi
longitud de onda (MAD), requiere que los datos sean colectados a varias longitudes de onda,
tipicamente a tres longitudes, con el objetivo de evaluar efectos anémalos de absorcién por
parte de ciertos tipos de dtomos. Estos efectos anémalos de absorcién provocan diferencias
de intensidades relativas para los spot de difraccién de un tnico cristal al ser difractado con
distintas longitudes de onda. Asi puede calcularse la subestructura de dtomos que producen
MAD vy, posteriormente, utilizar esas fases para calcular el resto. Una estrategia muy comun
para incorporar dtomos que produzcan MAD y que estén ubicados selectivamente en el cris-
tal es la incorporacién de residuos de selenio metionina en lugar de metionina (se reemplaza
el azufre por selenio).

Actualmente, uno de los mayores desafios cientificos consiste en estudiar estructuras de
complejos multiprotéicos que van desde maquinarias de sintesis que incluyen polimerasas y
ribosomas completos hasta virus. Sin duda comprender las bases de la funcién biolédgica a
través del andlisis estructural es parte de este gran desafio.
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Conclusién

Quinta Parte

Resulta fascinante pensar en la posibilidad de disenar proteinas con actividades bioldgicas
nuevas. Esto podria hacerse usando, como andamios, el esqueleto de proteinas conocidas y,
mds ambiciosamente, disefiando proteinas de novo.

En ambos casos, como buenos disenadores o ingenieros necesitarfamos conocer las bases
de la estabilidad proteica desde un punto de vista estructural y, también, las bases quimicas
y fisicas de la funcién biolégica que queremos que la proteina en cuestién cumpla. En el se-
gundo caso, necesitamos, ademds, conocer el cédigo que permite predecir una estructura a
partir de una secuencia de aminodcidos determinada.

De cualquiera de las dos maneras serd un requisito bésico para el disefiador conocer la estruc-
tura tridimensional para realizar la ingenierfa de la nueva funcién. Los grupos quimicos que la
desempenen deberdn estar ubicados y orientados en el espacio con una precision absoluta.

Sin embargo, podemos mencionar al-
gunas generalidades. Hemos visto que
existen familias de proteinas y que, los
miembros de estas familias, tienen se-
cuencias homdlogas. Estos homélogos
(que cuentan con un porcentaje de la se-
cuencias conservada) tienen similitud en
sus secuencias, similitud en su estructura
y muchas veces en su funcién, Por lo ge-
neral los residuos que suelen conservarse
entre proteinas homélogas son residuos
del corazdn de la proteina pero, también,
se conservan los relacionados con la fun-
cién, si es que estos homologos cumplen similar funcién biolégica (ver Figura 5-1)

En muchos casos, sin embargo, un mismo plegado puede estar asociado con funciones
proteicas bien distintas (Figura 5-2).

Por esto, es muy riesgoso extraer conclusiones apresuradas acerca de los motivos por los
cuales un residuo se ha conservado a lo largo de la evolucién biolégica de una secuencia.

Conclusién
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Figura 5-1. Conservacion del sitio activo WCGPC en las tiorredoxinas. Para este ejemplo se utilizé la base de datos de se-
cuencias homdlogas ConSurf. Se obtuvieron 50 homdlogos. Puede verse que coexisten en la secuencia regiones menos conser-
vadas, particularmente, en los extremos N y C-terminales y que ciertos bloques de residuos apolares se conservan (por ejemplo
aminodcidos 22-25 y 78- 81); estos residuos apolares corresponden a residuos del corazén de la proteina. El alineamiento
de estructuras primarias fue realizado con el programa de libre acceso ClustalX.
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Dominio TRX erp28
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Alineamiento de secuencias
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s Figura 5-2. Comparacion de las estructuras primaria y terciaria de dos
o proteinas homélogas, evolutivamente distantes.
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Una pregunta muy importante que po-
demos hacernos es si dada una secuencia
podemos, aunque mds no sea, predecir qué
estructura secundaria adoptarfa. La res-
puesta es que, si. Por lo general podemos.

En la actualidad existen numerosos mé-
todos para hacerlo. Los mds precisos utili-
zan simultineamente varios tipos de
informacién:

a. Puntual. Examina la tendencia de cada residuo en particular. De qué aminodcido
se trata y cudl es la probabilidad de encontrarlo, formando parte de tal o cual elemento de
estructura secundaria en las proteinas conocidas.

b. Local. Examina qué probabilidad hay de encontrarlo formando parte de tal o cual
elemento dado su entorno inmediato, por ejemplo si estd rodeado por residuos muy pro-
pensos a formar hélice o, por el contrario no lo estd.

c. Evolutiva. Examinan en las secuencias homdlogas disponibles en las bases de datos
qué residuos ocupan esa posicién y las vecinas.

Claramente, contar con una buena prediccién de la estructura secundaria es un gran
avance. Sin embargo,

¢Cémo interaccionan entre si estos elementos de estructura secundaria, qué disposicién
adoptan en el espacio?

Si existe por lo menos una proteina homéloga con estructura tridimensional conocida po-
driamos montar nuestra secuencia sobre la estructura e intentar construir un modelo, aunque
sea parcial, de la estructura de la proteina de interés.

Sin embargo tendremos un problema
grave cuando no encontremos un ho-
moélogo que permitan construir un mo-
delo confiable. En estos casos podemos
recurrir a otro tipo de modelado. El
modelado @b initio (desde el principio, aplicando primeros principios). Este tipo de
modelado se basa en que gran parte de la informacién para la estructura 3D estaria lo-
calmente codificada. Esto quiere decir que cada pequefio fragmento de la proteina
puede modelarse en base a bibliotecas de fragmentos existentes y, teniendo en cuenta
predicciones de estructura secundaria, predicciones de accesibilidad a solvente, restric-
ciones conformacionales, propias de las distintas cadenas laterales podriamos construir
un modelo sin contar con la estructura de una proteina homdloga. Los resultados que
se han obtenido son exitosos, s6lo, parcialmente. Y se hace muy complicada la imple-
mentacién de este tipo de metodologia en forma rutinaria a pesar de que existen en la
actualidad varios servidores funcionando. En definitiva todavia no es posible predecir
la estructura de una proteina a partir de su secuencia si no contamos con un homélogo
de estructura conocida.

Conclusién



Existen algunos problemas que complican ain mis las cosas:

a. Existen proteinas con secuencias muy diferentes (por debajo del limite de de
teccién de homélogos) de aminodcidos con estructuras tridimensionales pricti
camente superponibles.

b. Existen proteinas con secuencias muy similares pero que poseen estructuras muy diferentes.
c. Existen proteinas naturalmente desestructuradas.

Este tltimo punto es sumamente importante porque, en la actualidad, se piensa que nu-
merosas familias de proteinas podrian caer en este rango de la clasificacién. La caracterizacién
estructural de este tipo de macromoléculas es sumamente compleja, justamente, por la pre-
sencia del alto grado de desorden interno que poseen y las dificultades que esto trae aparejado
en relacién a los requerimientos que una proteina debe cumplir para poder hacer cristalo-
grafia de rayos X y NMR. En este caso estamos frente a un nuevo desafio:

¢Cémo estudiar proteinas desorganizadas?

Encontrar el cédigo para el plegado parece ser una tarea complicada, sin embargo, la
informacién requerida para que cada
una de estas macromoléculas adopte
una conformacién tridimensional espe-
cifica estd contenida en la secuencia de
aminodcidos.

La funcién biolégica en realidad, de-
pende no sélo de una proteina sino de
una intrincada red de miles de proteinas
que deben plegarse correctamente. Por
lo general las proteinas adquieren la es-
tructura correcta. Sin embargo existe
una gran variedad de enfermedades que se caracterizan por la presencia de defectos de
plegado; en una parte importante de los casos, estos desérdenes resultan de la acumula-
cién de proteinas en forma de depdsitos
en los tejidos como consecuencia de la
agregacion proteica aparentemente irre-
versible.

Estos procesos son, en su conjunto,
enormemente téxicos para el organismo e
inductores de procesos de muerte celular.

La conformacién incorrectamente ple-
gada, usualmente, contiene ldminas 3
organizadas en un arreglo multimérico
que tienden, naturalmente, a asociarse y
estabilizarse mediante interacciones in-
termoleculares.

Existen mutaciones en los genes que codifican a estas proteinas que producen formas he-
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reditarias y muy graves de estas enfermedades. Por otro lado, en el caso particular de las en-
cefalopatias espongiformes transmisibles pudo demostrarse que la enfermedad puede trans-
mitirse a través de mecanismos de cambio conformacional y agregacién que involucran
agentes proteicos infectivos capaces de modular la conformacién de proteinas propias del
organismo que es infectado.

Hasta hace unos pocos anos era impen-
sado que una proteina pudiera estar invo-
lucrada como unico agente infeccioso en
procesos infectivos. Ahora comenzamos a
conocer partes de un mecanismo, suma-
mente, intrigante en el que, efectivamente,
el agente infeccioso es una proteina inco-
rrectamente plegada. Las encefalopatia es-
pongiformes afectan tanto a animales
como a humanos y se caracterizan por pro-
ducir muerte neuronal (por lo que se las
llaman enfermedades neurodegenerativas)
y acumulacién de una proteina llamada
prion (PrP) incorrectamente plegada lla-
mada PrP_en el sistema nervioso central.

Aunque el mecanismo preciso a nivel
molecular de conversién de PrPc, la con-
formacién correcta en la conformacién
PrP,. no se conoce, las evidencias indi-
can que PrP_ es un oligémero que actiia como semilla para unir a la PrPc y catalizar el
cambio conformacional a la forma incorrectamente plegada mediante la incorporacién
al multimero creciente (Figura 5-3).

En esta breve lista se enumeran las evidencias que avalan la hipétesis del cambio confor-
macional de la proteina prion.

En la actualidad se piensa que muchas proteinas tienen la capacidad de funcionar
como priones y que, como se menciond, las formas infectivas difieren de las no infec-
tivas, Gnicamente, en su estructura tridimensional. Sin embargo hasta, recientemente,
no disponiamos de estructuras del estado de fibra que, como también se menciond,
muy probablemente sea infeccioso.Por técnicas de resonancia magnética nuclear
(NMR) a fines del afio 2008 se estudié un dominio de la proteina HET-S que posee
propiedades de prion y se obtuvieron las primeras estructuras de este tipo de confor-
maciones (Christian Wasmer y colaboradores Science 14 March 2008: Vol. 319. no.
5869, pp. 1523 — 1526). Los resultados de estos experimentos muestran la existencia
de un alto contenido de estructura P y a las subunidades dispuestas en forma de sole-
noide. En este caso el modelo experimental permite inferir cémo interaccionan las su-
bunidades entre si para formar estructuras con forma de fibrilla (ver Figura 5-4).

Conclusién
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Figura 5-4. Propagacion en la fibrilla de la limina B intramolecular en forma de solenoide
(PDB 2RNM). Modelo de la estructura de la fibrilla obtenido por técnicas de NMR. )

Propagacién de la lamina
B intermolecular

Una subunidad

Fibrilla

Desgraciadamente, en la actualidad, no podemos decir que
contamos con las soluciones y curas para estas y tantas otras en-
fermedades, sin embargo, el estudio estructural muy probable-
mente, permitird comprender las bases moleculares de los
mecanismos de cambio conformacional y tal vez, con suerte la
elaboracién de soluciones.
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Guia de problemas

Problema P1. Identificar en la Fi- A
gura la secuencia de aminodcidos
del péptido. Encerrar con circulos
punteados los Ca. Tener en cuenta
que no se representan los dtomos de
hidrégeno.

Problema P2. Obtener a través de
la web el archivo del modelo experi-

mental de la estructura de la frataxina
humana, cédigo PDB: 1EKG.

\- J
Hay alguna direccién para re-
>
comendar? La direccién del banco de estructuras de proteinas
Problema P3. Abrir ¢l archivo es: http://www.rcsb.org/pdb/home/home.d
161

1EKG.pdb con un procesador de tex-
tos (por ejemplo Word). ;De dénde sacan el archivo? Reconocer en este extenso archivo las lineas
en las que se almacenan las coordenadas espaciales de los 4&tomos del modelo (consultar Capitulo
D). Identificar en el fragmento del archivo que se transcribe abajo cudles dtomos pertenecen a la ca-
dena principal de la proteina y cudles corresponden a las cadenas laterales de los aminoacidos.

( ATOM 1 N LEU A 90 1.020 13.240 5.227  1.00 37.83 N )
ATOM 2 CA LEU A 90 -0.329 12.612 5.341 1.00 37.74 C
ATOM 3 C LEU A 90 -1.386 13.607 4.894 1.00 35.93 C
ATOM 4 O LEU A 90 -1.081 14.771 4.628 1.00 36.75 (@]
ATOM 5 CB LEU A 90 -0.633 12.224 6794 1.00 39.88 C
ATOM 6 CG LEU A 90 0491 11.857 7.765 1.00 40.72 C
ATOM 7 CD, LEU A 90 1.365 10.769 7.161 1.00 42.11 C
ATOM 8 CD, LEU A 90 1.305 13.102 8.082 1.00 41.63 C
ATOM 9 N ASP A 91 -2.630 13.147 4.809 1.00 33.80 N
ATOM 10 CA ASP A 91 -3.725 14.027 4436 1.00 31.98 C
ATOM 11 C ASP A 91 -4.099 14.771 5.713  1.00 30.82 C
ATOM 12 O ASP A 91 -3594 14.442 6.790  1.00 29.10 (@]
ATOM 13 CB ASP A 91 4913 13.227 3.895 1.00 33.03 C
S ATOM 14 CG ASP A 91 5405 12.176 4.864 1.00 35.00 C )
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ATOM 15 OD;, ASP A 91 -6.415 11.517 4551 1.00 38.57
ATOM 16 OD, ASP A 91 -4.787  12.001 5931 1.00 37.11
ATOM 17 N GLU A 92 -4977 15.763 5.614 1.00 29.58
ATOM 18 CA GLU 92 -5332  16.542 6.793 1.00 29.88
ATOM 19 C GLU 92 -6.086 15.782 7.880 1.00 27.15
ATOM 20 O GLU 92 -5938  16.087 9.059 1.00 26.33
ATOM 21 CB GLU 92 -6.112 17.802 6393 1.00 32.28
ATOM 22 CG GLU 92 -7.610  17.640 6.284 1.00 37.12
ATOM 23 CD GLU 92 -8.320 18.985 6.199 1.00 41.17
ATOM 24 OE, GLU 92 -9.566  18.996 6.089 1.00 43.24
ATOM 25 OE, GLU 92 -7.629  20.031 6.246  1.00  39.40
ATOM 26 N  THR 93 -6.887  14.796 7.493 1.00 26.15
ATOM 27 CA THR 93 -7.644 14.011 8.464 1.00 25.69
ATOM 28 C THR 93 -6.707  13.195 9.345 1.00 23.63
ATOM 29 O THR 93 -6.869 13.141 10.570 1.00 22.64
ATOM 30 CB THR 93 -8.619  13.047 7.763 1.00 28.32
ATOM 31 OG,; THR 93 -9.614  13.807 7.067 1.00 31.76
ATOM 32 CG, THR 93 -9.297 12.131 8.780 1.00 30.09
ATOM 33 N THR 94 -5.723  12.557 8.721 1.00 21.85
ATOM 34 CA THR 94 -4.768  11.753 9.470 1.00 20.80
ATOM 35 C THR 94 -3.926 12.674 10.348 1.00 19.41
ATOM 36 O THR 94 -3.700  12.386 11.522 1.00 17.85
ATOM 37 CB THR 94 -3.850  10.959 8.529 1.00 23.10
ATOM 38 OG,; THR 94 -4.657 10.179 7.635 1.00 2221
ATOM 39 CG, THR 94 -2.941 10.028 9.328 1.00 19.76
ATOM 40 N TYR 95 -3.468 13.783 9.776  1.00 17.80
ATOM 41 CA TYR 95 -2.670  14.740 10.535 1.00 17.60
ATOM 42 C TYR 95 -3.415 15.168 11.800 1.00 18.28
ATOM 43 O TYR 95 -2.856  15.165 12901 1.00 16.97
ATOM 44 CB TYR 95 -2.372 15993 9.709 1.00 16.23
ATOM 45 CG TYR 95 -1.974 17.152 10.592 1.00 17.96
ATOM 46 CD, TYR 95 -0.696 17.216 11.155 1.00 16.22
ATOM 47 CD, TYR 95 -2913 18.104 10984 1.00 16.36
ATOM 48 CE, TYR 95 -0.373  18.190 12.096 1.00 17.51
ATOM 49 CE, TYR 95 -2599  19.083 11.925 1.00 17.43
ATOM 50 CZ TYR 95 -1.330  19.116 12.480 1.00 16.66
ATOM 51 OH TYR 95 -1.028  20.042 13.452  1.00 17.76
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Problema P4. Obtener a través de la web en http://spdbv.vital-it.ch/ el programa
SwissPDBviewer. Ejecutar el programa. Abrir con este programa el archivo lekg.pdb.
Verificar el funcionamiento de las herramientas generales. Sacar conclusiones.

Tconos de herramientas generales:

Guia de Problemas y Soluciones



Problema P5. Verificar el funcionamiento del
panel de control y las posibilidades de repre-
sentacion de la cadena polipeptidica que
brinda este panel: modelo de cintas (ribbons),
visualizacién de dtomos de cadena principal

(backbone) y de cadenas laterales (side-chains).
Generar el modelo de cintas. Colorear en rojo los dtomos que corresponden a los primeros
24 residuos del modelo lekg: Leu90 a Alal14. Colorear la seccién del modelo de cintas que
va desde Leu90 a la Ala114, que corresponde a la primera hélice o .

Problema P6. Determinar aritméticamente la distancia entre carbonos o de los residuos Leu A
90y Asp A 91 de la frataxina humana utilizando las coordenadas espaciales x,y,z. Rehacer el cdlculo
pero ahora con la ayuda del programa de visualizacién de estructuras SwissPDBviewer.

ATOM 2 CA LEU A 90 -0.329 12.612 5341 1.00 37.74 C
ATOM 10 CA ASP A 91 -3.725 14.027 4436 1.00 31.98 C

Problema P7. Determinar cudles son los residuos vecinos del Trp173 de la frataxina humana

(1ekg.pdb) dado un radio r=4.5A.
Problema P8. Construir el grifico de Ramachandran con el programa SwissPDBViewer para 1ekg,

Problema P9. Construir un modelo extendido de la cadena polipeptidica en el que la expo-
sicién de los aminodcidos al solvente sea médxima.

Problema P10. Definir si los residuos Ser158 y Pro159 del modelo de la frataxina humana
lekg se encuentran unidos a través de un enlace peptidico en configuracién cis o trans.

Problema P11. Calcular la superficie accesible al solvente del modelo 1ekg con el programa
SwissPDBviewer.

Problema P12. En la Figura P12 se muestra un experimento de desnaturalizacién en el
equilibrio de la tiorredoxina de E. coli (variante salvaje) y de una mutante, la variante L107A.
En la Tabla 1 se muestran los pardmetros termodindmicos correspondientes a un ajuste a

dos estados (N«—U).

\
Tabla 1. Pardmetros termodindmicos.
AGNU mNU SN SU Cm
(kcal Mol ™) (kcal mol* M) (Int. U.A)! (Int. U.A)) (M)
TRX jvajc 7.9 2,95 47,32 169,92 2
TRXL, 74 6,2 3,28 53,54 175,22 2
Int.U.A es intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias.
J
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Desnaturalizacion Figura P12. Desnaturalizacién de
la tiorredoxina de E. coli.

a) Calcular la Cm (concentracién
media de desnaturalizante) para
eWT ambos procesos. ;Qué valor toma el
AGyy en esta concentracién de des-
naturalizante?

b) ;Qué variante es mds estable?

¢) ;Cémo son las constantes de velo-
1 z 3 N : cidad del proceso de replegado y de

ERuHCY (M) desplegado en la Cm?

s 8680 ¢

Inenddad de Auore men ola
[Unidades arbivana g

o

o

Problema P13

a) ;Cudl es la absorbancia a 280 nm de una solucién 35 uM de triptofano?

b) ;y de una solucién del péptido AKSTEF? ;y del péptido AKSTEYY?

¢) Si tuviera los péptidos en su forma pura y en dos tubos sin rétulo, podria identificarlos por sus
espectros UV? ;C6mo? Dato: se usa una cubeta de 1em de paso 6ptico.

Problema P14. Se preparé una muestra de proteina para hacer un experimento de espectroscopia
de fluorescencia de triptofano. La absorbancia de la solucién a 280 nm es de 0.1.

a) Podria determinar la concentracién en:

O M

(II) mg/mL

b) Calcular el nimero de moléculas presentes en la cubeta de medicién.

Datos:

24750 M em™= €550,m

ImL= Volumen de la cubeta de medicién

1 cm= Paso dptico de cubeta usada en el espectrofotdmetro para medir la absorbancia
29500 Da= Peso molecular de la proteina utilizada.

Problema P15. Explique por qué el triptofano libre en solucién posee un espectro de fluorescencia
con un Ayax = 356 nm, mientras que en el contexto proteico del estado nativo, el Aypx
puede ser menor, por ejemplo 340 nm. En un diagrama de Jablonski represente este proceso
y agregue la escala temporal de los procesos de absorcién y fluorescencia.

Problema P16. ;Qué tipo de informacién podemos obtener a partir de resultados de experimen-
tos de dicrofsmo circular?
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Problema P17. Calcular la masa de la proteina de unién a dcidos grasos utilizando como datos las re-
laciones m/z del ién mds abundante y del inmediatamente siguiente a su izquierda (Figura 4-48).

=1000,543

= 938,082

N|§ N|§

Problema 18. Se quiere analizar la estructura cuaternaria de una proteina cuya masa es de
10063.5 Da.

Con este fin se realiza un experimento de SEC-FPLC y se usa una columna Superdex
§-200. Se muestra un resumen del perfil cromatogrifico correspondiente a los marcadores
de tamafno molecular en la tabla. El volumen de elucién del complejo macromolecular es de
13.76 ml. a. ;Si la proteina fuera monomérica y globular, que Rs tendria?, en ese caso,

b. ;Cudl deberia ser el volumen de elucién asociado? c. ;Qué puede decir, sin embargo
de la estructura cuaternaria de este complejo?

Tiempo Volumen
PM Log RS RS de retencién  de elucién
670000 1.89 78.67 17.84 8.92
150000 1.65 45.28 24.05 12.02
44000 1.45 28.80 28.99 14.49
17000 1.30 20.27 33.56 16.78
11692 1.24 17.66 35.31 17.65
1350 0.90 7.96 40.6 20.30

Problema P19. Una proteina recientemente clonada posee 3 fenilalaninas pero ningtin triptofano
y ninguna tirosina. En el laboratorio se prepararon 3 mutantes en cada una de ellas una de las fe-
nilalaninas se reemplaza por triptofano F34W ( ), F8OW (x===) y F101W (——). Prediga a partir
de los resultados obtenidos por apagamiento de la fluorescencia de triptofano por acrilamida cual
de las Phe es la posee menor accesibilidad al solvente.

) FiguraP19 Apagamiento de la fluorescencia de Trp por

acrilamida. F34W ( ), F8OW (====) y F101W (——).
FO es la Fluorescencia en ausencia de acrilamida F es la
fluorescencia en presencia de la concentracién molar de
acrilamida indicada.

Problema P20. Se dispone de dos proteinas. Indicar cudl de
0O 01 02 03 los dos espectros de ’Huorescencia de triptofano corresponde
al estado nativo y cudl al estado desplegado en cada caso. Dar
una explicacién para los resultados observados.

Acrilamida (M)
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Respuestas de problemas

Respuesta P1. e

Se trata del hexapéptido Thr-
Val-Ala-Lys-Leu-Asn. Con un
circulo se resaltan los carbonos
alfa y se indican los extremos
N- y C- terminales con flechas.

Leucina

Treonina

Respuesta P2. N

Se podréd acceder a la PDB y
luego se debera guardar el archivo
lekg como archivo de texto pero
con la terminacién .pdb siguiendo
las instrucciones de la Figura

Asparragina
Valina

Lisina

P2-1, paneles superior e inferior. \
Ve
2B RS Pronain Data Bark - Micressfy intesmet [xplarer e
e (doin e Gt reem—te bl [}
Que - Q= B @ Puees e @3- 8 LFH S
S ] e e argibma e 8
- FE] e 0 e B Ve e S ol it
e An Information Portal ogical Macromolecular Structures
PROTEIN DATA BANK a3 0F Towndny Mo 4, 2000 B0 thare ace S5635 Structues @ | FOD Sttt @
o e
) f =R (i) Iniciar Ia
(Ol_ntrodmm . busqueda de
PDB: 1ekg haciendo un
clic aqui
(b o Sprems @) 3-0p 8L EE S
R T e ] F ]+ L
Googe =ie o o e e B O mevdenc S - 5 oo mtagiion + §] odar + | doormmglerer = v o e -
= < i oo GIPEHE My Logm | B |
n to -
FROTEIN DATA BANK 5 of Torsday Mot 34, 300 K thaew are G4435 Strughuses @ | FOR 5
Tt MATURE MUMAN FEATAXIN
[ humnars Ohe-Bagesn, K, Shipeta R, € Y2, Ritun, M, Shoskan, S5,
B mm“:nx Mwn.’ N YA, Rlbere, ML Sheeisen, Sk, GO0 Crraia datew of
[/ Pemary Craten ey 'mm I 200
(i) Haciendo un doble
clic aqui se inicia la
bajada del archivo
1ekg.pdb
.
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Respuesta P3.

Los dtomos correspondientes a la cadena principal se resaltan en amarillo.

Ve
ATOM 1 N LEU A 90 1.020 13.240 5.227 1.00 37.83
ATOM 2 CA LEU A 90 -0.329 12.612 5.341 1.00 37.74
ATOM 3 C LEU A 90 -1.386 13.607 4894 1.00 3593
ATOM 4 O LEU A 90 -1.081 14.771 4.628 1.00 36.75
ATOM 5 CB LEU A 90 -0.633 12.224 6794 1.00 39.88
ATOM 6 CG LEU A 90 0.491 11.857 7.765  1.00 40.72
ATOM 7 CD, LEU A 90 1.365 10.769 7.161 1.00 42.11
ATOM 8 CD, LEU A 90 1.305 13.102 8.082 1.00 41.63
ATOM 9 N  ASP 91 -2.630  13.147 4809 1.00 33.80
ATOM 10 CA ASP 91 -3.725  14.027 4436  1.00 31.98
ATOM 11 C  ASP 91 -4.099 14.771 5.713  1.00 30.82
ATOM 12 O  ASP 91 -3594 14.442 6.790  1.00 29.10
ATOM 13 CB ASP A 91 -4913 13.227 3.895 1.00 33.03
ATOM 14 CG ASP A 91 -5405 12.176 4864 1.00 35.00
ATOM 15 OD, ASP A 91 -6415 11.517 4.551 1.00  38.57
ATOM 16 OD, ASP A 91 -4.787  12.001 5.931 1.00  37.11
ATOM 17 N  GLU 92 -4977  15.763 5.614 1.00 29.58
ATOM 18 CA GLU 92 5332  16.542 6.793 1.00 29.88
ATOM 19 C GLU 92 -6.086 15.782 7.880  1.00 27.15
ATOM 20 O GLU 92 -5938  16.087 9.059  1.00 26.33

168 ATOM 21 CB GLU A 92 -6.112 17.802 6393 1.00 32.28
ATOM 22 CG GLU A 92 -7.610 17.640 6284 1.00 37.12
ATOM 23 CD GLU A 92 -8.320 18.985 6.199  1.00 41.17
ATOM 24 OE, GLU A 92 -9.566  18.996 6.089 1.00 43.24
ATOM 25 OE, GLU A 92 -7.629  20.031 6.246  1.00 39.40
ATOM 26 N THR 93 -6.887  14.796 7493  1.00 26.15
ATOM 27 CA THR 93 -7.644 14.011 8.464 1.00 25.69
ATOM 28 C THR 93 -6.707  13.195 9.345 1.00 23.63
ATOM 29 O THR 93 -6.869 13.141 10.570 1.00 22.64
ATOM 30 CB THR A 93 -8.619 13.047 7.763  1.00 28.32
ATOM 31 OG, THR A 93 -9.614 13.807 7.067  1.00 31.76
ATOM 32 CG, THR A 93 -9.297 12.131 8.780  1.00 30.09
ATOM 33 N THR 94 -5.723  12.557 8.721 1.00 21.85
ATOM 34 CA THR 94 -4768 11.753 9.470  1.00 20.80
ATOM 35 C  THR 94 -3.926 12.674 10.348 1.00 19.41
ATOM 36 O THR 94 -3.700  12.386 11.522  1.00 17.85
ATOM 37 CB THR A 94 -3.850 10.959 8.529  1.00 23.10
ATOM 38 OG, THR A 94 -4.657 10.179 7.635  1.00 2221
ATOM 39 CG, THR A 94 -2941 10.028 9.328  1.00 19.76
ATOM 40 N TYR A 95 -3468 13.783 9.776  1.00 17.80

-

Z0O00O00O0OZO0A0DODOZOoOOoOOOOoODOZOoOOoOOOHoOOZOOOOOoOO OO Z
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ATOM 41 CA TYR
ATOM 42 C TYR
ATOM 43 O TYR
ATOM 44 CB TYR
ATOM 45 CG TYR
ATOM 46 CD, TYR
ATOM 47 CD, TYR
ATOM 48 CE, TYR
ATOM 49 CE, TYR
ATOM 50 CZ TYR
ATOM 51 OH TYR

95 -2.670  14.740 10.535 1.00 17.60
95 -3.415 15.168 11.800 1.00 18.28
95 -2.856 15.165 12.901 1.00 16.97
95 -2.372 15993 9.709 1.00 16.23
95 -1.974 17.152 10.592 1.00 17.96
95 -0.696 17.216 11.155 1.00 16.22
95 -2913 18.104 10984 1.00 16.36
95 -0.373  18.190 12.096 1.00 17.51
95 -2.599  19.083 11.925 1.00 17.43
95 -1.330  19.116 12.480 1.00 16.66
95 -1.028  20.042 13.452 1.00 17.76

> x> > > > > > >
COO0OOO0O0O00OO0

Respuesta P4.
Para ejecutar el programa hacer un doble clic en el icono

Para abrir el archivo, lekg.pdb

-

% Swiss-PdbViewer 4.0.1

File Edit Select Build Tools Fit Display Color Prefs SwissModel Wind Help

CpRREr R R

“5 Move Al

(i) Hacer un clic
en File, open PDB
file

o Swiss-PdbViewer 4.0.1
File Edt Select Buid Tools Fit Display Color Prefs SwissModel Wind Help

@ WWWIWIJWWF@%W

Hemrmamientas
o

generales
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Respuesta P5.
El panel de control
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Figura P5-1. ;Cémo visualizar el panel de control y qué columnas de este permiten repre-
sentar a los dtomos?

N 170 4

Swiss.PahViewer 4,01

Hd A A A A A A A A A A A A AT

-
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(i1) Arrastrando con
el botén derecho del

raton mouse —_—

seleccionarun color
(en este caso rojo)

= || e o [ s [SE
o] e |_ ot | tepm st st

§:.

BPRRRERBEE
:_';9_-:;
A

gt s

e
=
RE
i3
-

[ i oL v
[ Thee02
LN v
[ AP0 v
[ I SERY0E v
A h LEUT0E «
[, ALATOT v
A b GLU10H v

[ 5 oLV v

Eh

TS ECTAeT A EA S C IR I AT ccccccccac<ad [For

{iii) Para
cambiarel
colorde las
cintas hacer
clic aqui

Figura P5-2.

Se muestra qué columna del panel permite representar el modelo en forma de cintas
y cémo colorear determinados 4tomos del modelo, en este caso los que corresponden

a la hélice al de la frataxina humana (1ekg.pdb).

- (v) Ahorassi

Control Panel X)

2
i
sa
E+

A = 6LY130 v

:
R TR LT LT T I T PP e e e e e

O00000000000EN000E0000EOCAO000000000E000E0E

R L R R PR P e R e e R R

podemos
colorearla cinta,
en este caso la
seccion que
comespondea la
hélicea 1

{iv) Debemos seleccionar un tipo
de representacion para poder
actuar sobre el, en este caso
(cintas, en inglés ribbons)

A SLEW3E v v
A sGLYVI3T v v
(ENE:]

v

R R R

[/ 0{I 0/ 0/ /(0o 0{n njn/njo ojn/njojo|

FiguraP5-3.Cémo
colorear una seccién
de cinta. En rojo se
muestra la seccién co-
rrespondiente a los
primeros 24 residuos,
hélice a1.

Respuesta P6.
Una pregunta muy
comun es qué distan-
cia separa a dos dtomos
en nuestro modelo: por
gjemplo distancia entre
dos carbonos o (CA 'y
CA). En las dos lineas
de abajo, repetimos
las coordenadas espa-
ciales del carbono
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alfa de la leucina 90 y del carbono alfa de dcido aspdrtico 91 de 1EKG. Las columnas 7,8 y
9 corresponden en un archivo PDB como hemos visto en el capitulo 1 a las coordenadas es-
paciales x, y, z

Aplicando el teorema de Pitdgoras pero en un espacio tridimensional podemos muy rédpi-
damente calcular esta distancia.

X y z
ATOM 2 CA LEU A 90 -0.329 12612 5.341 1.00 37.74 C
ATOM 10 CA ASP A 91 -3725 14.027 4.436 1.00  31.98 C

d*= (Xz‘xlo)2 + (Yz‘Ylo)z + (Zz‘Zlo)2
d? = (-0.329+3.725)% + (12.612 -14.027)* + (5.341- 4.436)?
d=3.79A

\-

A EnlaFiguraP6-1 se muestra

una representacién de la
operacién general parael cil-
culo de la distancia entre dos
dtomos: CAj y CAL

Esta distancia puede de-
iz2) terminarse muy ficilmente
utilizando programas de vi-
sualizacion ~ como el
SPDBviewer (FiguraP6-2).
En este caso podemos abrir
el archivo PDB de la frata-
xina desde la barra de herra-
mientas del SPDBviewer
(en File, open PDB file).
Una vez abierto el ar-
chivo, podemos usar el
Control Panel (panel de
a?= PP Hy v control) para visualizar
d*=a’+ (zz} Unicamente los residuos
=P Hy P + 2z que nos interesen y elegir

CA,; [5y;7)

CA, [ viz)

¢l sistema de represen-
tacién de dtomos que nos convenga. En la barra de herramientas principal podemos selec-
cionar la de medir distancias (cuando la seleccionemos se pintard de negro y aparecerd una
leyenda: Pick one atom, deberemos entonces seleccionar de la imagen un dtomo haciendo
un clic sobre este (en nuestro ejemplo CA de Leu90) y después haciendo un segundo clic
sobre el segundo CA de Asp91( en rojo podra leerse Pick 2nd atom) seleccionamos el segundo
dtomo que necesitamos para realizar la medicion.
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Figura P6-2.

Determinacién de la distan-
cia entre dos 4tomos usando la
barra de herramientas del pro-
grama SwissPDBuiewer.

Respuesta P7.
Concretamente los resi-
duos vecinos del residuo (i),
son aquellos residuos que se
encuentran completa o par-
cialmente dentro de una es-
fera de radio r centrada en
el residuo (i). Si r es muy
grande (por ejemplo 30A)
y la proteina es relativa-
mente pequefia (100 ami-
nodcidos) todos o la mayor
parte de los residuos de
aminodcidos de la proteina
quedardn incluidos en la es-
fera. En cambio si r es pe-
queno, por ejemplo 4 6 5A,
la esfera incluird tnica-
mente a los vecinos inme-
diatos. Con el programa
SwissPdbViewer resulta sen-
cillo encontrar a los resi-
duos vecinos dado un radio
r (Figura P7-1 A y B). Para
esto se selecciona un resi-
duo haciendo un clic sobre
el panel control (control
panel), en este ejemplo se-
leccionamos al triptofano
173 de la frataxina, (Trp
173). En select, se busca el
comando 7eighbornos of se-
lected aminoacids, (en cas-
tellano quiere decir vecinos
del amino 4cido seleccio-
nado). Luego para que
muestre Gnicamente los re-
siduos que estdn dentro de
laesfera (en este ejemplo de

Fie Edk Select Buid Tools Ft Display Color Prefs SwissModel Wind Help

P Moea

’

Hemramienta
paramedir
distancias
entre dos
atomos

S de rojo
Ut

Rbenes
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e
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hALArGY

L

nionm v v

e Y ¥

AoE Y ¥ ;

Riamy ¥ (ii) Ahora
Nimnae v ¥

. podemos
i v v

M i
L v v seleccionarla
APy ¥

LS v ¥ "
Semon v v hemamienta
D v v

LAY v

e

Toma ¥

™ kd b veew groupt that sre within
@ Dinplay only groups that are vt

 Select groups that e wiken
7 Ao Selecion groups that sve vathin
Jason A ol the picked

I it on sliLayenn

T

(iii) Definimos el
radio de la esfera

Trpi73

4

r( ij /L.
}
Sr 0y
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4,5 A de radio) se utiliza el comando Display only groups that are within).

Figura P7- 1.

Caracterizacién de un entorno usando el programa SwissPdbViewer. En el panel A se muestra la

seleccién del residuo TRP
173 (se lo sehala con una
flecha roja). En el panel B
se define el radio de la es-
fera, 4,5A con su centro en
el residuo173. Entre los re-
siduos vecinos podemos
observar ala Leu98, Ala99,
Thr102, Lys152 e Ile154.
¢Podrias identificarlos?
Para identificar un residuo
en una estructura proteica
podemos utilizar una de
las  herramientas  del
SwissPDBviewer.

Figura P7- 2. Identifica-
cién de los residuos del
entorno sobre la estruc-
tura proteica.

Respuesta P8.

Con el programa
SwissPdbViewer el gri-
fico de Ramachandran
puede hacerse para un
grupo o para todos los ami-
nodcidos de la proteina. Pri-
mero debemos seleccionar
aquellos residuos de interés.
Para esto podemos usar el
panel de control o alternati-
vamente como se muestra
en la Figura podemos selec-
cionar todos los residuos
con el comando Select all.

Figura P8. Grifico de Ra-
machandran. En el panel
de control puede verse
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- Swiss-PdbViewer 4.0,1

a0 ClEEAR bR

B [0 Pick one atoan for hit e 1EKG{AF ILE154 CA 2946 21037 15566 1654

Esta herramienta genera
unrétulo que permite
identificarel residuo.
(i) Seleccionarala
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que se han seleccionado todos los aminodcidos (quedan en rojo).

Pueden intentar seleccionar del gréfico de Ramachandran alguno de los residuos y modi-
ficar phi o psi, moviéndose en una u otra coordenada manteniendo el botén izquierdo del
mouse presionado. Es interesante verificar que le ocurre a la estructura terciaria de la ma-
cromolécula cuando modificamos tan solo un par de dngulos diedros psi y phi.

Respuesta P9.

El modelo de estado desplegado se puede construir con el programa SPDBviewer. Se
deben seleccionar todos los residuos en el panel de control (control panel) y con el comando
Set omegalphi/psi en herramientas (700ls) seleccionamos strand (hoja beta en inglés).

s

Fit Display Color Prefs SwissModel Wind Help

Compute H-EBonds
Compute Malecular Surface

Move Al Compute Elsctrostatic Potential
W Triangulate Current Map
Compute Energy (Threading)
Compute Energy (Forcs Field)
Ensray Minimization. .. Chrl+h

Eneray Minimization (For one Compound) "
Fix Selected Sidechains 3

Apply Transformation on Current Layer...
Build Crystallagraphic Symmetry...
Translate Layer Along Unit Cell...

Detect Domains
Detect Contact Surface. ..
Detect Secondary Structure

{i) Seleccionar
conformacion
extendida

Generate 30 Mokif from Current Selection....
Search 3D Matif in Current Layer...
Submit: 30 Mokif Search Against Subset of PDB. ..

s Positions of Selected Groups...

v Altering PHijPsi Moves C-terminal Residues

P,

\-

Figura P9. Preparando un modelo de estado desplegado con el programa de visualizacién.

Asi obtendremos un modelo de estado desplegado en el que la exposicién al solvente (agua)
de cada residuo es méxima. Es un modelo en el que la cadena estd completamente extendida.
Debe observarse que este modelo es rigido y por lo tanto es un modelo poco realista ya que
el estado desplegado se caracteriza por poseer flexibilidad extrema. Energéticamente serd
muy poco probable esta estructura.

Respuesta P10.

Para evaluar si un dngulo ® se encuentra en la configuracién cis o trans es conveniente
dejar visibles tinicamente los residuos que forman parte de este enlace peptidico. En el caso
del problema los residuos de interés son Ser158 y Pro159 de la frataxina humana. Esto se
hace desde el panel de control, tildando tinicamente los residuos de interés. Para poder vi-
sualizar mds cémodamente al enlace serd conveniente centrar el pequeno fragmento. El
enlace se encuentra en la configuracion trans, el dngulo diedro es de 180°. Un semiplano
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queda definido por los dtomos CA del residuo de serina, C (carbono carbonilico) y N, y el
segundo semiplano definido por los d&tomos C N-CA del residuo de prolina y efectivamente
la interseccién entre ambos semiplanos es la recta que pasa por el enlace carbono carboni-

lico-nitrégeno. (C-N).

Figura P10. Visuali- ~
zacién de un enlace
peptidico en confi-
guracion trans.
Respuesta P11.
Mediante la herra- (i) Eleccién de
minta Compute Mole- :’:e'“q s
cular Surface podemos visualizar
calcular el 4rea accesible
al solvente. Una esfera Ser168
de 1.4 A que simula a
una molécula de agua se d
_ Semiplano 1
hace rotar sobre la su ——
perficie macromolecu-
lar. Esta esfera se pondrd
en contacto Uinicamente
con aquellos dtomos
que se dispongan en la
superficie, los dtomos
del corazén de la prote- '\ J
fna serdn esencialmente
inaccesibles. p N
. Ft Display Color Prefs SwissModel Wind Help
Flgura Pl 1 Compute H-Bonds
. ., Compute Molecular Surface
Localizacién de la he- Corose ot e
rramienta de computo | pprer———
de superficie accesible al S e
solvente s s ;
Este cdlculo también O e A o DT L
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A) Para calcular la Cm (concentracién media de desnaturalizante) debemos tener en cuenta
que en la concentracién de desnaturalizante [D] = Cm, el valor de AG°UN es cero, esto
quiere decir que el proceso es igualmente probable en cualquiera de las dos direcciones (re-
accién N—U y reaccién U—N).

AGONU =AGOH20NU - Myy [D]
0= AGOHZONU - My [D]
AG° o
2O _ (D] = Cm
Myy
Cm salvaje™ 27M

Cm L107A= 1.9 M

B) La variante mds estable es la tiorredoxina salvaje. Esto se deduce de la diferencia de
energia libre de desplegado. La diferencia en Cm también es indicadora de esta diferencia
de estabilidades. Para la variante salvaje se requiere una mayor concentracién de desnatura-
lizante para desplegar el 50% de las moléculas.

C) Las velocidades de plegado y desplegado en la concentracién media de agente desna-
turalizante son idénticas. Esto se deduce del hecho de que la probabilidad de plegado es
igual a la de desplegado, dicho con otras palabras, en esta concentracién de desnaturalizante
la energia del estado nativo es idéntica a la del estado desplegado.

Respuesta P13

a) Argonm=E280nm* C =
Asgonm= 5690 M ecm™ « 35« 10 M « 1 cm
Ar80nm=0,199

b) Si asumimos que por ser tan pequefos estos péptidos no poseen estructura capaz de modificar sus
propiedades de absorcién UV, y que por lo tanto los residuos se encuentran completamente expuestos al
solvente entonces podemos usar compuestos modelos de los aminodcidos libres para calcular los €5g -
Nuestro problema se reduce a encontrar en la bibliograffa los coeficientes de extincién (€5g0,,,,,) de feni-
lalanina y de triptofano y tirosina.

Compuesto Coeficientes de extincién a 280 nm (M! cm™)
Triptofano 5690

Tirosina 1280

Fenilalanina ~0

Gill, S.C., von Hippel, PH., “Calculation of Protein extinction coefficients from Amino Acid Sequence Data”, Anal. Biochem, 182, 319-326, (1989)
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Con estos coeficientes de extincién ahora podemos calcular los coeficientes de los péptidos
simplemente como la suma de los coeficientes de extincién de los aminodcidos que los cons-
tituyen. AFKSTEW cuenta con un tripofano y una fenilalanina como tnicos residuos aro-
mdticos que son los que absorben en esta regién espectral (240-340 nm) Pero las fenilalaninas
no absorben a 280 nm, por esto

_ -1 1
EAFKSTEW a 280nm= EW 280 am = 2090 M cm

AAFKSTEW a 280nm= 5690 M-1 Cm_lx 35 x 10_6 M x 1 cm = 0,199

SAAKSTEYY a 2801’11’11: 2 x SYZSO nm :2560 M‘1 Cm_lx 35 X IO_GM X 1 cm = 0,09
Respuesta P14.

(ITI) Para determinar la concentracién molar (M) usamos 5780 nm=6280nm*Cxl- Asi,
0.1=24750M"'cm«1cm«C
=4.04:10° M

(IV)En 1L de una solucién hipotética de concentracién 1.0 M hay habria 1 mol de pro-
teina disuelta 0 29500g; en 1L de una solucién cuya concentracién es 4.04x10° M hay
4.04<10° moles disueltos entonces

| 0 To) [—— 29500g----1L
4.04x10° moles---0.119g-----1L
0.119mg---1mL

(b) Un litro de una solucién de concentracién de proteina 1.0 M contiene 6.02x1023
moléculas de proteina (el nimero de Avogadro) entonces

Imol--—--—--—-——- 6.02x10% moléculas------- 1L de solucién
4.04x10° moles---2.43x10'® moléculas------- 1000 mL de solucién
2.43+10" moléculas------ 1mL

Respuesta P15.

El triptofano libre en solucidn posee un espectro de fluorescencia con un Ayux = 356 nm,
mientras que en el contexto proteico del estado nativo, el Ayax puede ser menor, por ejem-
plo 340 nm, reflejando emisién desde un entorno apolar. El estado excitado del triptofano
expuesto al solvente se estabiliza por efecto de la reorientacién de los dipolos de las moléculas
de agua. Esto disminuye su energia y en consecuencia la longitud de onda asociada a la tran-
sicién es mayor, menos energética (ver Figura 4-21).

Respuesta P16.

A través de experimentos de dicroismo circular podemos analizar el contenido de es-
tructura secundaria en la regién del espectro que va entre 180-250nm y el entorno de
los residuos aromdticos (240-340nm), en este tltimo caso podremos inferir la presencia
de estructura terciaria.
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Respuesta P17.

Las relaciones m/z para el i6n mds abundante y el de su izquierda son:

m, + (n)
%: 1000,543 =—2———
(n)
m m, + (n+1)
- = 938,082 =———————

(n+1)

De la primera ecuacién podemos despejar mp, la masa de la proteina.

1000,543 x - n = m,

Ahora podemos introducir m, en la segunda ecuacién,

p
1000,543 x n-n=+ (n+ 1)
(n+1)

Y entonces podemos despejar n, el niimero de cargas.

938,082 x ( + 1) - 1000,543 x n= 1

938,082 =

938,082 x 7 + 938,082 - 1000,543 x n= 1

-62.461 x n=-937.082

e 37082 179 -

- 62.461

Hemos calculado la carga relativa del ién mds abundante. Ahora podemos calcular su masa:
m, + 15
m _ 1000,543 =——2——_
z 15

( mp=1000,543 x 15 - 15=14.993,145 )

Podemos incluir el resto de los iones moleculares en el clculo. Cada uno de ellos podrd in-
gresar como una nueva ecuacién y al final Tendremos una serie de ecuaciones con tan solo dos
incégnitas. Como se usan un nimero grande de picos, la familia completa de iones, el cdlculo
es muy preciso. El espectrémetro debe estar bien calculado para que el cilculo sea exacto.

Respuesta 18.

a) Para proteinas globulares se puede calcular el radio hidrodindmico (R, el radio asu-
miendo que la macromolécula es esférica) como

Log R¢= 0,369 x log (PM) - 0,254

Asi, una proteina globular de 10063.5 Da de peso molecular deberia tener un radio
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Re=16.71A.
Con esta ecuacién también se obtienen los radios hidrodindmicos (RS) de las prote-
inas estdndares de tamafio que se presentan en la tabla.

b) Grafiquemos Log(Rg) en funcién /~
del volumen de elucién obtenido ex-
perimentalmente (ver Tabla del pro-
blema) para las proteinas estidndares.
Mediante una regresion lineal obten- 7
dremos luego la dependencia lineal
del volumen de elucién con respecto
al log Rg.
log (Rg)= -0,083V,, + 2,652

Donde V., es el volumen de elucién. 09 frotmae]
Con esta ecuacién podemos calcular el
volumen de elucién esperado para una
proteina globular monomérica de . i 5 5 83 e . i

10063.5 Da de peso molecular usando Volumen de elucién (mL)
el valor de Ry obtenido (Re= 16.71A).

V, esperado para un monémero de
— 150 10063.5 Da, V=17.21 mL.
También podemos ingresar el valor del volumen de elucién experimental obtenido para
la proteina, 13.76 mL y podemos entonces calcular el Rgexperimental que corresponde a
este volumen de elucién.

R=32.37 A

Claramente la proteina no es monomérica porque tiene un radio hidrodindmico mucho
mayor que el compatible con un mondémero nativo de 10063.5 Da. Si asumimos que se
trata de un arreglo cuaternario globular entonces podemos calcular el peso molecular que
deberfa tener la proteina para rendir un R¢=32.37 A

Log R¢= 0,369 x log (PM) - 0,254
Log 32,37= 0,369 xlog (PM) - 0,254

PM-= 60377.4 Da que es unas 6 veces mayor que el peso molecular del monémero. Se trataria
de un hexdmero.
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Respuesta P19.

El reemplazo por triptofano permite estudiar la accesibilidad al solvente de cada una de
estas posiciones de la cadena polipeptidica siempre y cuando podamos garantizar que la mu-
tacién no produce alteraciones conformacionales. El agregado de acrilamida causard un apa-
gamiento de la fluorescencia de triptofano por esto a concentraciones altas de acrilamida
F<<F(y el cociente Fy/F>1. Cuanto mds expuesto sea el triptofano mds elevado serd el valor
de la pendiente de la recta. Por esto podemos decir que F80 posee un grado de exposicion
al solvente mayor.

Respuesta P20.

En ambos casos los espectros que corresponden al estado nativo son los que se grafican en
linea continua. Cuando los triptofanos emiten desde un entorno apolar lo hacen con una
longitud de onda mayor. Por otro lado, la disminucién de la intensidad de fluorescencia en
el caso A se debe probablemente a un aumento en el apagamiento por colisiones con molé-
culas de agua caracteristico del estado desplegado. En el caso B el estado desplegado muestra
un espectro con mayor intensidad de fluorescencia que el correspondiente al estado nativo.
Esto se debe, muy probablemente, a que en ciertas proteinas existen grupos funcionales que
apagan la fluorescencia en posiciones muy cercanas a los residuos que emiten. Con el des-
plegado, si bien aumentan las colisiones con moléculas de agua, los residuos emisores se se-
paran espacialmente de estos grupos internos apagadores de la fluorescencia. Entre estos
grupos podemos citar a los puentes disulfuro y a las histidinas. El resultado neto en este caso
es un incremento de la intensidad en la emisidn.
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Glosario

o aminoécido un compuesto orgdnico que contiene un grupo amino, un grupo carboxilato, una
cadena lateral y un dtomo de hidrégeno unidos a un dtomo de carbono central (el carbono a).

Amiloide acumulacién de proteinas en forma de agregados insolubles, muchas veces orde-
nados en forma de fibrillas con alto contenido de estructura secundaria de tipo ldminas f.

Anfipaticidad la propiedad de una molécula de poseer una parte polar y una apolar segre-
gadas espacialmente una de otra.

Anfolito molécula que contiene un grupo écido y un grupo bésico.

Angstrém (A) es una unidad de longitud empleada muy comtinmente para expresar distancias
interatémicas o intramoleculares. Se representa por la letra sueca A. 1 A escrito en notacién
cientifica es 1x 10-'m. Mds comdinmente lo podemos escribir como 0.0000000001m.

Angulo diedro o torsional es el dngulo entre dos semiplanos a través de una recta que es la
resultante de la interseccién de ambos semiplanos; un dngulo diedro queda definido por
cuatro dtomos sucesivos, por ejemplo el dngulo diedro ® (omega) estd definido por

Ca(l)—C ,—N—COL(i+ 1) .

Atomo pesado los dtomos que no son dtomos de hidrégeno, estos son: nitrégeno, carbono,
oxigeno y azufre, N, C, O y S respectivamente.

Buffer amortiguador de pH, acta como amortiguador de pH debido a su cardcter anfétero,
es decir, pueden comportarse como dcidos o como bases, aceptando o donando electrones
respectivamente.

Cadena lateral es un grupo quimico que estd unido al carbono o y que diferencia a los ami-
nodcidos entre si; en el caso de la glicina es —H y en el caso de la alanita es -CHj.

Cadena principal el esqueleto de la proteina formado por los d&tomos N-Ca-C de cada resi-
duo de aminodcido. No forman parte de la cadena principal los dtomos de las cadenas late-
rales de los aminodcidos.

Caétropo una sustancia que incrementa el desorden. El término lo usamos para describir

sustancias que provocan el desplegado de proteinas: urea y cloruro de guanidinio solubili-
zando a las cadenas laterales hidrofébicas.
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Catalizador sustancia que acelera un proceso quimico.
Cavidad espacio vacio en el interior de la proteina.
cDNA es el DNA copia producto de una reaccién de retro transcripcién a partir de mRNA

Centrifugacién un método que permite separar particulas presentes en liquidos mediante
la aplicacién de aceleracién centrifuga. Las particulas experimentan una fuerte aceleracién
que las obliga a sedimentar.

Cédigo genético establece la correspondencia entre codones a nivel del DNA (y del mRNA)
y aminodcidos. Cada codén de la regién codificante de nucledtidos de un mRNA tiene su
significado: informacién para un aminodcido o para terminar la sintesis de la proteina. De-
bemos tener en cuenta que la decodificacién se realiza a través de macromoléculas que inter-
accionan entre si reconociéndose.

Codén secuencia de tres nucledtidos presente en el mRNA que codifica para un aminodcido,
por ejemplo el codén x codifica para el aminodcido metionina.

Concentracién es la relacién que hay entre la cantidad de soluto y la cantidad de disolvente ]
en una solucién, donde el soluto es la sustancia que se disuelve, el disolvente la sustancia [ |
que disuelve al soluto para formar una solucién homogénea. Una menor proporcién de so- |
luto disuelto en el disolvente, implica una menor concentracién de este en la disolucién. :
183 N

Concentracién molar la relacién de moles de soluto por litro de solucién en una solucién homogénea.

Corazén hidrofébico también core o corazén apolar, grupo de residuos apolares empaque-
tados en el interior de las proteinas globulares.

Cromatografia de exclusién molecular es una técnica cromatografica ampliamente difundida
que permite separar macromoléculas en funcién de su tamafo.

Cromatografia un conjunto enorme de técnicas fundamentadas en el principio de retencién
selectiva. Su objetivo es separar los distintos componentes de una mezcla.

Cromoforos son los componentes de las macromoléculas que absorben luz a determinadas
longitudes de onda. En las proteinas en el rango de longitudes de onda que va entre 240 y
340 nm (UV cercano) los croméforos son los residuos de W, F y Y. Ademds existe una con-

tribucién de los puentes disulfuro, que también absorben en esta regién espectral.

Cuerpos de inclusién proteina depositada en forma insoluble durante la expresién pro-
teica en sistemas bacterianos.

D Da, el Dalton es la unidad de masa atémica; se la llama asi en honor al quimico inglés John
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Dalton. Aunque también se la denomina amu (Aromic Mass Unit). Equivale a una doceava
parte de la masa del nucleo del is6topo mds abundante del carbono, el carbono-12. Es apro-
ximadamente la masa de un dtomo de hidrégeno.

Desnaturalizacién es la pérdida de estructura secundaria y terciaria por parte de una proteina
llevindola a una conformacién generalmente desordenada y biolégicamente no funcional.

Dicroismo circular absorcién de luz circularmente polarizada.

Dieléctrico un material que no conduce la electricidad eficientemente, si la conduce muy
ineficientemente entonces puede ser utilizado como aislante eléctrico.

Dimero se refiere a un arreglo de estructura cuaternaria en el que dos subunidades coalescen
para formar un complejo macromolecular de mayor tamafo. Si ambas subunidades son
idénticas lo llamaremos homodimero y si no lo son lo llamaremos heterodimero.

Dipéptido una molécula formada por dos aminoacidos unidos entre si por un enlace peptidico.

DNA 4cido desoxirribonucleico (ADN) es el material genético de casi todos los organismos
conocidos con la excepcién ciertos tipos de virus cuyo material genético es el RNA.

DNA polimerasa enzima formada por un complejo de proteinas que cataliza la sintesis del DNA.

Dogma central de la Biologia Molecular propone que existe una unidireccionalidad en la
expresion de la informacién genética contenida en la célula. El DNA es transcripto a mRNA
y éste es traducido a proteinas que efecttian la accién celular. El dogma también postula que
s6lo el DNA puede replicarse y transmitir la informacién genética a la descendencia. Fue
propuesto por Francis Crick en 1970.

Dominio regién de una cadena polipeptidica compacta y autoorganizada. Una unidad de
plegado auténomo que posee estructura secundaria y terciaria.

Electroforesis técnica para la separacién de moléculas segtin la movilidad de estas en un
campo eléctrico aplicado.

Electronegatividad una medida de fuerza de atraccién que ejerce un dtomo sobre los elec-
trones de otro dtomo en un enlace quimico.

Elucidn es la remocién mediante la aplicacién de una fase mévil adecuada de una molécula
o macromolécula de una matriz cromatografica.

Enlace covalente el enlace quimico entre los dtomos no metélicos de una molécula orgénica.

Los electrones del enlace son compartidos por ambos dtomos en un nuevo tipo de orbital
denominado orbital molecular.
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Enlace peptidico enlace amida que une a dos aminodcidos sucesivos en un péptido.

Enzima de restriccién enzimas que catalizan el corte de la doble cadena de DNA en sitios
extremadamente especificos.

Enzimas macromoléculas que catalizan reacciones quimicas actuando sobre moléculas de-
nominadas sustratos, que se transforman en los productos. Casi todos los procesos en las cé-
lulas necesitan enzimas para que ocurran a velocidades biolégicamente compatibles.

Espectrometria de masa una herramienta para determinar la masa de una macromolécula
con exactitud y gran precisién.

Estado de transicién las reacciones quimicas proceden a través de un estado de alta energfa
que tiene algunas propiedades de los reactivos y otras que ya corresponden a los productos.

Estado desplegado estado conformacional caracterizado por la ausencia de interacciones es-
tables en el tiempo. Es un conjunto de conformaciones.

Estructura cuaternaria el nivel de estructura que resulta de la asociacién de dos o més subunidades.

Estructura nativa es el estado conformacional biolégicamente activo, por lo general, con es-
tructura secundaria y terciaria bien definida. Sin embargo se debe tener en cuenta que existe
una gran variedad de proteinas con estructura nativa desorganizada.

Estructura primaria estd establecida por la secuencia de aminodcidos de la proteina.

Estructura secundaria estructura local que involucra aminodcidos cercanos en secuencia; los
distintos tipos de estructura se definen como combinaciones periédicas de dngulos diedros

phi y psi, hélices hebras.

Estructura supersecundaria en las proteinas encontramos motivos formados por la asociacién
y la interaccién de elementos de estructura secundaria, son patrones que se repiten con re-
gularidad en las proteinas.

Estructura terciaria arreglo espacial de elementos de estructura secundaria, empaquetamiento
de cadenas laterales y el conjunto de interacciones no covalentes que determinan la estructura
tridimensional de la proteina.

Eucariotas organismos que forman el dominio Eukarya. Estos organismos estdn formados
por una o mds células que contienen nicleo. Dentro del nicleo estd encerrado el DNA nu-
clear. Existen muchas caracteristicas increiblemente interesantes tanto funcionales como es-
tructurales que diferencian a estos organismos de los procariotas. Entre estos tltimos
podemos citar a las bacterias.
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Exén son las regiones de un gen que por lo general no son eliminadas en el proceso de ma-
duracién del mRNA. Cada exdn codifica una porcién especifica de la proteina completa, de
manera que el conjunto de exones forma la regidn codificante del gen. En el procesamiento
del RNA suelen retenerse todos los exones si bien en algunos casos de splicing alternativo al-
guno de ellos puede ser eliminado con los intrones.

Fase mévil solvente que se emplea para favorecer la unién y/o elucién de una molécula de
una matriz cromatogréfica.

Fluorescencia el regreso al estado electrénico basal desde el estado excitado con emisién de luz.
Fluoréforos son los componentes de las moléculas que pueden des excitarse por vias radia-
tivas, emitiendo luz. En las proteinas el fluoréforo intrinseco por excelencia es el residuo de
W porque es extremadamente sensible al entorno quimico, a la polaridad del medio.
Gréfico de Ramachandran dada una estructura tridimensional proteica se grafican las com-
binaciones de dngulos diedros (torsionales) phi (¢) y psi () para cada aminoécido y puede
verse fécilmente si algiin aminodcido de la proteina posee una combinacién no permitida
de dngulos torsionales.

Grupo prostético un metal, una molécula orgdnica pequefia, o una combinacién de ambos
que interviene de alguna manera en la funcién de la proteina puede estar unido tanto cova-

lentemente como en forma no covalente a la macromolécula.

Hélice a elemento de estructura secundaria que se caracteriza por 3.6 residuos por vuelta de hélice
en la que los puentes de hidrégeno se hallan separados por 11 dtomos de la cadena principal.

Hélice 3d,, una forma helicoidal alternativa que tiene 3 residuos de aminodcidos por vuelta
y los puentes de hidrégeno separados por 10 dtomos de la cadena principal.

Hidrofilico la habilidad de un dtomo o de una molécula o de parte de ella para interactuar
atractivamente con moléculas de agua. Los compuestos hidrofilicos son solubles en agua.

Hidrofébica sustancia no polar con baja o nula solubilidad en agua.

Hidrdlisis es la ruptura de un enlace quimico por reaccién con una molécula de agua. In-
volucra a los iones hidronio H;0* o hidroxilo, OH, estos grupos surgen como resultado de
esta transferencia de protones entre moléculas de agua cercanas.

In silico que ocurre por simulacién en una computadora.

In vitro que ocurre dentro de un tubo de ensayo, en el laboratorio.

In vivo que ocurre dentro de un organismo vivo.
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Interacciones no covalentes estin basadas en la existencia de fuerzas atractivas y repulsivas como puen-
tes de hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo, fuerzas de London. Son de origen electrostitico.

Intrones regiones no codificantes del RNA que son eliminadas en el nicleo luego de la trans-
cripcién mediante un proceso conocido con el nombre de splicing.

Lédmina P arreglo de hebras B extendidas formando superficies estabilizadas por puentes de
hidrégeno entre hebras de la cadena principal. Las hebras pueden ser paralelas o antiparalelas.
Las cadenas laterales se proyectan una a 180° de la siguiente.

Mol es la unidad con que se mide la cantidad de una sustancia, un mol de moléculas equivale
a equivale a 6,02214179 0 10%.

Molten globule un estado conformacional en el que la proteina carece interacciones terciarias
fijas pero en el que el recorrido de la cadena polipeptidica en el espacio puede asemejarse al
del estado nativo.

Mutacién puntual cambio en la secuencia de DNA que determina el reemplazo de un ami-
nodcido por otro. Puede ser conservativa si ambos aminodcidos poseen propiedades fisico-
quimicas semejantes y no conservativas si son radicalmente diferentes.

Mutagénesis sitio dirigido técnica de biologia molecular que permite alterando la secuencia
de DNA de un gen reemplazar un codén por otro con el consiguiente cambio de un ami-
nodcido por otro una vez expresada la proteina.

NMR resonancia magnética nuclear, un tipo de espectroscopia que permite establecer la es-
tructura tridimensional de proteinas en solucién, pero que ademds permite estudiar los pro-
cesos dindmicos asociados con estas y otras macromoléculas.

Nomenclatura PDB es la nomenclatura utilizada para la identificacién de cada dtomo en

un archivo de la PDB.

Operador es una regién del DNA cercana al sitio de iniciacién de la transcripcién que une
moléculas llamadas represores que inhiben la transcripcion del mRNA.

Orbitales moleculares cuando dos 4tomos forman una molécula, los orbitales atémicos se
combinan dando lugar a nuevos orbitales (moleculares). Los orbitales moleculares 7 se for-
man como combinacién de dos orbitales atémicos p por una superposicién lateral. Las unio-
nes que consisten en orbitales © son mds débiles que las uniones sigma, las uniones 7 entre
dtomos ocurren sélo cuando una unién sigma se establece primero dando lugar a dobles o
triples enlaces. Formalmente son funciones matemdticas que describen los estados que pue-
den tener los electrones en las moléculas y expresan qué probabilidad existe de encontrar
electrones en determinada regién del espacio.
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P PAGE electroforesis en geles de poliacrilamida. Se trata de una técnica sencilla que permite

separar proteinas sometidas a un campo eléctrico.

Paradoja de Levinthal si la bisqueda conformacional desde el estado desplegado fuera un
proceso aleatorio, las moléculas deberfan cambiar su conformacién tantas veces que serfa un
proceso irrealizable en tiempos razonables. Por ejemplo, si una cadena de cien residuos tiene
10.100 posibles conformaciones (un promedio de diez conformaciones por residuo), y si
una conformacién se convierte en otra en el tiempo mds corto posible (tal vez 10-13 ps), el
tiempo promedio requerido para explorar todas las posibles conformaciones hasta hallar el
minimo energético seria 1077 afios. Las observaciones, por el contrario, indican que las pro-
teinas se pliegan en tiempos muy cortos, desde unos pocos microsegundos a minutos u horas.

pb par de bases, suele usarse como medida de la longitud de un fragmento de DNA, por
ejemplo un fragmento de 1.000 pb o 1kb es un fragmento que posee una longitud de 1.000
nucledtidos; usamos indistintamente los términos base (nitrogenada) y nucleétido.

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa, amplificacién (produccién) de DNA en forma
ciclica basada en la utilizacién de DNA polimerasas termo resistentes y oligonucléotidos es-
pecificos iniciadores de la sintesis del DNA.

PDB La base de datos de estructuras de proteinas, Protein Data Bank.

Péptido seial las proteinas suelen contener secuencias que determinardn su ubicacién en
los compartimentos celulares a modo de etiquetas. Estas etiquetas, en algunos casos, pueden
interferir el proceso de plegado.

Péptido varios aminodcidos unidos a través de enlaces peptidicos, por lo general no se usa
este término para macromoléculas de mds de 40 aminodcidos de largo.

pH es la operacién logaritmo anteponiendo el signo negativo y aplicada a la concentracién
de protones en una solucién acuosa. El pH es un pardmetro fundamental en biologfa. Un
cambio en el pH puede alterar profundamente mecanismos de reaccién enzimdtica. En los
organismos vivos, el pH debe controlarse muy eficientemente.

Plismido una molécula de DNA doble cadena circular que consta de un conjunto pequefo de

genes propios, tienen la capacidad de replicarse dentro de la bacteria usando la maquinaria de re-

plicacién de DNA de la bacteria y pueden conferirle a la bacteria resistencia a algtn antibidtico.

Polarizabilidad electrénica es el desplazamiento de cargas en presencia de un campo eléctrico
p 25 p p

externo, es decir en un dtomo neutro la nube electrénica se reorienta de tal manera que el

dtomo se distorsiona y pierde su simetria.

Polipéptido una cadena de aminodcidos unidos por enlaces peptidicos.
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Post-traduccional que ocurre con posterioridad a la sintesis proteica.

Procariota por ejemplo las bacterias, organismos que no tienen ntcleo celular. Ademds existe
un gigantesco nimero de propiedades estructurales, metabdlicas y funcionales que permiten
diferenciarlos de los organismos eucariotas.

Proteasa enzima que cataliza la hidrélisis de enlaces peptidicos produciendo la fragmentacién
de la proteina. Existe una gran variedad de proteasas, algunas de ellas son exquisitamente
especificas: reconocen tnicamente determinadas secuencias de aminodcidos y pueden usarse
como herramientas moleculares.

Proteinas fibrosas por lo general proporcionan soporte mecdnico a otras moléculas, a orga-
nelas, a células e incluso a organismos. Suelen ser insolubles y estin formadas por una unidad
repetitiva simple que se ensambla para formar fibras.

Proteinas globulares aquellas proteinas en las que ninguna de las dimensiones es despro-
porcionadamente mayor que otra. La estructura terciaria de la proteina determina su esferi-
cidad. Los grupos apolares en su mayoria se agrupan en el interior de la molécula formando
un corazén o core, mientras que los polares en su mayor parte se dispondran en la superficie,
en contacto con el solvente.

Puente de hidrégeno interaccién atractiva entre el dtomo de hidrégeno de un grupo donor
electronegativo (por ejemplo OH o NH y un par de electrones de un grupo aceptor por
ejemplo C=0O, por la atraccién de las densidades de carga mencionadas. Estos enlaces son
mids débiles que un enlace covalente, pero lo suficientemente fuertes como, por ejemplo,
para mantener las moléculas de agua unidas a temperatura ambiente en estado liquido.

Puente disulfuro enlace entre dos dtomos de azufre. En este tipo de enlace covalente inter-
vienen dos residuos de cisteina cuyos grupos tioles se oxidan para formar el puente. Cuando
es intramolecular este tipo de enlace restringe enormemente la libertad conformacional de
la cadena polipeptidica.

Punto isoeléctrico el pH en el cual una proteina (u otro anfolito o polianfolito) tiene
carga neta cero, Q= 0.

Quencher apagador de fluorescencia
Quiral: centro de asimetria por ejemplo un carbono o que tiene unidos cuatro grupos sus-
tituyentes diferentes. El carbono a de la glicina no es quiral porque tiene dos de sus susti-

tuyentes idénticos.

Radio hidrodindmico para proteinas globulares puede calcularse asumiendo la esfericidad
de la proteina, determina el coeficiente de difusién trasnacional.
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Redox reacciones de éxido-reduccién
Renaturalizacién replegado de una proteina desnaturalizada a su forma nativa.

Residuos vecinos de un residuos dado son todos aquellos residuos que se ubiquen, por lo
menos en parte, dentro de una esfera de radio= 4.5 A; siendo el centro de la esfera algun
dtomo de nuestra cadena lateral, por ejemplo el carbono a. de un residuo dado. Es conve-
niente en esta definicién considerar como radio una distancia de van der Waals promedio.

Sitio activo es una regién de la estructura tridimensional de una proteina con caracteristicas
quimicas especiales que determinan la existencia de afinidad por otra u otras moléculas.

Solucién 4cida una solucién cuyo pH es menor que pH 7.0
Solucién bésica una solucién cuyo pH es mayor que pH 7.0

Solucién mezcla homogénea, una sustancia (soluto) se disuelve en otra (solvente) formando
una sola fase. Los componentes pueden separarse utilizando procedimientos fisicos.

Solucién neutra una solucién de pH 7.0

Traduccidn el un conjunto de procesos que permiten producir una proteinas a partir de un
mRNA, decodificando la secuencia de bases del mRNA en una secuencia de aminodcidos.

Transcripcién un conjunto de procesos que culmina en la sintesis de mRNA usando como

molde al DNA.

Transformada de Fourier se utiliza para pasar al dominio de las frecuencias una sefial para
asi obtener informacién que no es evidente en el dominio temporal.

Transicién n—a* transicion electrénica descripta como la promocién de un electréon desde
un orbital no enlazante n (pares libres o solitarios de electrones) a un orbital antienlazante
7 designado como orbital n*.

Transicién T —7* es una transicion electrénica descripta como la promocién de un electrén
desde un orbital enlazante = a un orbital antienlazante = designado como orbital « *.

Transiciones electrénicas la absorcion de luz UV por parte de una molécula promoviendo el
paso de un electrén desde un orbital molecular fundamental a un orbital excitado. La separacién
energética entre estos orbitales moleculares corresponde a las frecuencias y longitudes de onda
del UV. Estas transiciones se estudian mediante la Espectroscopia de absorcion UV.

U UV cercano regién del espectro electromagnético que se extiende desde 240 a 340 nm
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UV lejano regién del espectro electromagnético que se extiende desde 180 a 240 nm

Abreviaturas

ANS
BSA
CD

DNA
dNTP

U
GdmCl
HPLC

IPTG

A

KU(—)N

NATA
NAYA
RMN
PCR
PDB
PM

0

rpm
RNA
Rs
SDS
SDS-PAGE

SEC

(1,8)-anilinonaftalensulfonato
albiimina sérica bobina

dicroismo circular

capacidad calorifica a presién constante
4cido desoxirribonucleico
desoxinucleétidos trifosfato

coeficiente de extincién

fraccién nativa

fraccién desplegada

cloruro de guanidinio

cromatografia liquida de alta performance
estado intermediario
B-D-isopropil-tiogalactopiranésido.
constante de disociacién

constante de equilibrio

constante cinética de velocidad
constante de velocidad de plegado
constante de velocidad de desplegado
constante de equilibrio de desplegado
estado nativo
N-acetiltriptofanoamida

N- acetiltirosinamida

resonancia magnética nuclear
reaccién en cadena de la polimerasa
Protein Data Bank

peso molecular

rendimiento cudntico

revoluciones por minuto

dcido ribonucleico

radio de Stokes

dodecil sulfato de sodio
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS

cromatografia de exclusién molecular.
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FPLC cromatografia ripida liquida de proteinas y péptidos

T tiempo de relajacion (1/kg)

T estado de transicién (TS)

U estado completamente desplegado

uv ultravioleta

AGyou variacion en la energfa libre para el proceso de desplegado
AMAx méximo de longitud de onda

Residuos de aminodcidos

Ala A alanina

Arg R arginina

Asn N asparagina
Asp D 4cido aspértico
Cys C cisteina

Gln Q glutamina

Glu E 4cido glutdmico
Gly G glicina

His H histidina

Ile I isoleucina

Leu L leucina

Lys K lisina

Met M metionina

Phe F fenilalanina
Pro P prolina

Ser S serina

Thr T treonina

Trp \\% triptofano

Tyr Y tirosina

Val \Y% valina

Abreviaturas
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