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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
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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).

eeccocce

\-

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

N
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S Estado nativo
1
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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
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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
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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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Figura 2-16. Ausencia de estados par-
cialmente plegados en el equilibrio.
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