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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|/
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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.

-

Tubos
conteniendo
fracciones

muestra

Loop de
inyeccién

Inyector

Colector de Columna
fracciones cromatografica
@Solventes
8 /

Jeringa con

~N
¢ Figura 4-3. Un cromatdgrafo completo.
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excluidas,no una correcta sepa-
ingresan racion
en los poros

¢ 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

MO=7.11 ml

1277 ml

Absorbancia (280 nm)

100 15.0

Volumen de elucion
{mL)

o .. ,
o Figura 4—5‘. Perfil croma.togmﬁm 0 cromatograma
< correspondiente a la elucion de los marcadores
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< de tamarnio molecular; los marcadores fueron

.

e sembrados simultdaneamente en una mezcla.
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¢ Figura 4-6. Curva de calibracion.
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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.
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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

LAS PROTEINAS



B 124

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
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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.

Estudio de la Conformacién Proteica



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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