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Una gran parte de lo que se conoce hasta el momento sobre el plegamiento de proteinas
se centra en consideraciones termodindmicas y estructurales sobre la estabilidad de las mismas.
Si hablamos de estabilidad, el parametro que generalmente se usa como estimacion de ésta es el
cambio de energia de Gibbs de desplegamiento en solucion acuosa (AG,,). Asi por ejemplo, a
partir del estudio de los efectos de mutaciones sobre AG es posible llegar a conocer
contribuciones moleculares a la estabilidad de la proteina (Makhatadze y Privalov, 1995) e
incluso proponer estructuras para intermedios y estados de transicion (Fersht, 1995; Matthews
y Fersht, 1995; Daggett et al., 1996). No obstante hay que tener presente que la interpretacion de
los valores de energia de Gibbs no es sencilla debido fundamentalmente a dos razones:

1. Por un lado, la interpretacion a nivel molecular resulta complicada ya que el cambio
de energia de Gibbs de desplegamiento en una proteina viene dado por un nimero relativamente
pequeiio, resultado de la cancelacion de contribuciones moleculares mayoritarias tales como las
que provienen del efecto hidrofébico, puentes de hidrégeno e interacciones de van der Waals,
entropia configuracional, etc. De este hecho se deducen dos consecuencias inmediatas:

- en general, valores pequefios de una magnitud van a ser dificiles de explicar
molecularmente. Asi ligeras variaciones en dichas contribuciones mayoritarias haran que la
energia de Gibbs del sistema varie significativamente.

- dado que AG es resultado de un balance, las contribuciones minoritarias a la estabilidad
de la proteina, como por ejemplo la que procede de interacciones electrostaticas, son también
importantes.

2. Los métodos habituales para determinar AG no parecen fiables. Asi la polémica
existente en la bibliografia en relacion a este aspecto hace dudar sobre la validez de los valores

de AG,, obtenidos, como veremos més adelante.
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Estas ideas que acabamos de plantear y que justifican la dificultad de interpretar los datos
de AG estan intimamente relacionadas entre si. En nuestro trabajo trataremos ambos aspectos,
comenzando en primer lugar por el problema metodoldgico en la determinacién de la energia de

Gibbs para después abordar el problema a nivel molecular.

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) es la técnica que de manera mas exacta y
fiable proporciona una detallada caracterizacion energética del proceso de desnaturalizacion
reversible de proteinas (Sturtevant, 1987; Privalov, 1989; Freire, 1995; Sanchez-Ruiz, 1995;
Makhatadze y Privalov, 1995). No obstante, en la mayoria de los casos la energia de Gibbs de
desnaturalizacion se determina a partir de estudios experimentales de desnaturalizacioén inducida
por desnaturalizantes como urea o guanidina. A continuacién mencionamos algunas de las
ventajas que han hecho popular este segundo enfoque:

(1) Se trata de experimentos rapidos y simples; ademas hay que tener en cuenta que
muchos laboratorios no disponen de calorimetros diferenciales de barrido en el laboratorio,
técnica que, por otro lado, requiere de cierta especializacion.

2) En estudios de desnaturalizacion térmica de proteinas es frecuente encontrar
transiciones irreversibles que no es posible analizar sobre la base de la termodinamica de
equilibrio (Sanchez-Ruiz, 1992, 1995). Sin embargo, algunos de los procesos responsables de
dicha irreversibilidad, como la agregacién, son menos probables en concentraciones
desnaturalizantes de urea o guanidina.

(3) Si se utiliza fluorescencia para la caracterizacion de los perfiles de desnaturalizacion
inducida por codisolventes, la concentracién de proteina esté en el rango de micromolar lo cual

es conveniente cuando se trabaja con muestras valiosas o cuando queremos evitar la agregacion.
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Por contra, el principal inconveniente que nos encontramos en los estudios de
desnaturalizacion inducida por codisolventes reside en las suposiciones extra-termodindmicas
que es necesario emplear en el andlisis de los perfiles experimentales. Una de ellas viene de
suponer un mecanismo de desnaturalizacion de dos estados; este punto sera discutido de manera
exhaustiva en la ultima parte de este trabajo (seccion 5). El problema fundamental proviene, sin
embargo, del hecho de que en este tipo de estudios vamos a obtener valores de AG a alta
concentracion de desnaturalizante (en el rango donde ocurre la transicién) mientras que el
parametro que realmente nos interesa es AG,, es decir, a concentracion cero de desnaturalizante.
Sera necesario, por tanto, utilizar de nuevo algun tipo de suposicién que permita su determinacion

a partir de los datos experimentales.

Los métodos que se han venido utilizando hasta el momento de manera méas general para
determinar valores de AG,, a partir de perfiles experimentales de desnaturalizacién inducida por

codisolventes son basicamente tres:

1.- Modelo de Transferencia (Tanford, 1964 y 1970)

Esta basado en las energias libres de transferencia para péptidos y aminoécidos desde agua

a soluciones de urea o guanidina:

aGj:© :
: o e .
Nin H; O — D in H,0
AGtr, N WL AGD AGtr.D
v O —

N in Denaturant =——————p» D in Denaturant

donde AG,, y y AG,,, representan los cambios de energia libre que acompaiian la transferencia

del estado nativo (N) y del estado reversiblemente desnaturalizado de la proteina (D),
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respectivamente, de agua a disolucion acuosa de desnaturalizante. De este ciclo termodindmico

se deduce que:

AG-AG,=AG, ,-AG,, (1)

Obsérvese que el segundo miembro de esta expresion depende de los grupos expuestos al

disolvente en el estado desplegado de manera que, simplificando, parece razonable escribir:

AG:AGW+AOLE ni'égtr”. (2)

en donde A« representa un valor medio del cambio en la accesibilidad al disolvente de todos los
grupos en la proteina (Pace, 1986), g, ; la energia libre de transferencia de un grupo i de agua

a desnaturalizante y n, el nimero total de grupos i en la proteina.

2.- Modelo de unién de desnaturalizante (Aune y Tanford, 1969)

Supone que existe un nimero discreto de sitios de unién en la proteina para el
desnaturalizante, de manera que el proceso de desplegamiento que tiene lugar cuando aumenta
la concentracion de éste se debe a que se exponen maés sitios de unién en la forma desplegada que

en la nativa de la proteina. Si los sitios son iguales e independientes tenemos que:

AG =AG, - AnRTln(1 +Ka) (3)

donde An es la diferencia en el nimero de sitios de unién entre D y N, K es la constante de
equilibrio para la unién a cada sitio y a es la actividad del desnaturalizante. Dado que el perfil
experimental se describe adecuadamente mediante dos parametros y en este método son tres

(AG,, An y K) los parametros ajustables, se fija K en un valor razonable y se determinan los otros
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dos. Es por esto que los valores calculados para AG,, y An son sensibles al valor supuesto para
la constante de equilibrio (Pace, 1986); ademas la eleccion de las apropiadas constantes de unién
para urea y guanidina no esta clara (Pace, 1986; Makhatadze y Privalov, 1992; Scholtz et al.,
1995) ya que las constantes de union para la desnaturalizacion de proteinas y hélices peptidicas

y las que se derivan de estudios de interaccién de desnaturalizantes con compuestos modelo no

estan en total acuerdo.

3.- Método de Extrapolacién Lineal (LEM)

Esta basado en la observacion empirica de la dependencia lineal de los valores de AG
obtenidos en funcién de la concentracion de desnaturalizante, en la zona donde tiene lugar la
transicion. Es el método mas extendido debido precisamente a que de una manera simple (sin
necesidad de parametros adicionales que deban “suponerse” y afiadirian incertidumbre al valor
de AG, obtenido) se estima el pardmetro AG,, suponiendo que esta dependencia lineal se
mantiene hasta 0 M desnaturalizante.

A continuacién vamos a tratar algunos aspectos tedricos que aclararan el procedimiento:

A temperatura constante, el efecto de la concentracién de desnaturalizante (C) sobre la
energia de Gibbs de desnaturalizacion se puede expresar como un desarrollo de Taylor en torno

a la concentracion (C,,,) a la que AG=0:

PAG

ac,

0AG 1
K=} 2] mO- =
( ac)c ( 1)

) X(C_C1/2)2+"' (4)

12 12

en donde todas las derivadas se evalian en C,,. De los perfiles experimentales s6lo es posible

obtener valores de AG en un rango estrecho de concentracion en torno a C,,, debido al carécter
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cooperativo del desplegamiento; como resultado, dichos valores no contienen informacién sobre
términos de orden superior en la ecuacion (4), y dentro de este rango estrecho pueden ser descritos

adecuadamente por la forma truncada en el término lineal del desarrollo de Taylor:

AG=-my,"(C-C,,) (5)

donde m,, viene dado por (Green y Pace, 1974):

_ [ 8aG
Mip=" aC (6)
o

172

En general el parametro m es caracteristico de cada proteina. Myers et al. (1995) han
encontrado buenas correlaciones entre éste y el cambio de area superficial accesible al disolvente
debido al desplegamiento, AASA, para diferentes proteinas.

Si sustituimos C=0 en la ecuaciéon (5) se obtiene la estimaciéon de AG, mediante

extrapolacion lineal:

AG,=m,, C,, (7)

y sustituyendo esta Gltima expresion en (5) se obtiene:

AG=AG -m,,C (8)

Resumiendo, la ecuacién (4) (con infinitos términos en la expansion) es completamente
general, pero carece de utilidad practica. La ecuacion (5) proporciona una descripcion adecuada
de AG en el estrecho rango en el que tiene lugar la transicion. (7) y (8) pueden ser usadas para

calcular valores de AG,, aunque, obviamente, suponiendo que la dependencia de AG con C es



INTRODUCCION 9

lineal fuera de la zona de la transicion, lo cual carece de cualquier fundamento termodinamico.

En la bibliografia es frecuente encontrar casos en los que la aplicacién de los tres métodos
que acabamos de describir a los mismos datos de desnaturalizacién inducida por codisolvente,
conduce a valores diferentes de AG,, , como por ejemplo en Pace (1986). En general el modelo
de unién de desnaturalizante predice una dependencia de AG con C aproximadamente lineal a alta
concentracién pero con desviaciones positivas de la linealidad en el rango de baja concentracién

(Pace, 1986).

En los ultimos afios y debido a la discrepancia de los resultados que se han ido
obteniendo se ha empezado a cuestionar la validez de la aproximacion lineal sin obtenerse
conclusiones claras como veremos a continuacion:

Desde un punto de vista teérico, los trabajos de Schellman (Schellman, 1978, 1987) y Dill
(Alonso y Dill, 1991) proponen argumentos termodindmicos y resultados teéricos en favor de la
linealidad, aunque ta;mbién se pone de manifiesto una considerable ambigiiedad a la hora de
generalizar tal dependencia. Por ejemplo, Dill desarroll6 una teoria basada en la termodindmica
estadistica para la prediccion de los efectos de disolventes sobre la estabilidad de proteinas
haciendo uso de datos de energia libre de transferencia (Alonso y Dill, 1991). El modelo predice
que la dependencia de AG es lineal con la concentracion de guanidina o urea en el rango accesible
experimentalmente y que sélo en el caso de guanidina deberia existir una pequefia curvatura hacia
valores mayores de AG a baja concentracion.

Desde el punto de vista experimental encontramos resultados diversos en la bibliografia

como se detalla a continuacion. En general se emplean diferentes estrategias para aumentar el
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rango de concentracion de desnaturalizante en el que se dispone de datos y poder juzgar la
validez o no del LEM:

Asi, Pace y Vanderburg (1979) estudiaron la desnaturalizacién inducida por guanidina de
mioglobina de caballo a diferentes pHs. Después de corregir los valores observados de AG a un
pH comun, se observaba que la dependencia de éstos con la concentracién experimentaba una
desviacion positiva de la linealidad a baja concentracion (consistente con el modelo de union de
desnaturalizante).

Por su parte Santoro y Bolen (1992) estudiaron la dependencia de AG con la
concentracion de guanidina en tioredoxina, comparando medidas de desnaturalizacion térmica
obtenidas mediante experimentos de DSC en presencia de guanidina con datos obtenidos a partir
cambio de elipticidad versus guanidina. Los valores de AG derivados de DSC fueron corregidos
a temperatura ambiente haciendo uso de la ecuacién de Gibbs-Helmholtz y representados frente
a la concentracion de guanidina, junto con los que se derivan de la aplicacion del LEM a los
perfiles de desplegamiento inducido por guanidina. Estos autores encontraron una dependencia
lineal hasta aproximadamente 1.5 M guanidina de manera que por debajo de esta concentracion
aparecian desviaciones negativas resultando un AG,,subestimado, si lo comparamos con el que
se obtiene de LEM.

Una estrategia similar a la utilizada por Santoro y Bolen (1992) fue seguida por Johnson
y Fersht (1995) en el estudio del desplegamiento inducido por urea de barnasa. Se encontr6 una
desviacion positiva de la linealidad, concretamente una diferencia de unos 6 kJ/mol si
comparamos el valor de AG,, de experimentos de DSC y el obtenido mediante extrapolacién

lineal.
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En los tres trabajos que acabamos de describir se observaron desviaciones de la linealidad.
Por contra, en otros estudios sobre el tema que aparecen en la bibliografia se apoya la validez del

LEM como veremos a continuacion:

En el trabajo anteriormente citado de Santoro y Bolen (1992) en el que se observé una
desviacion negativa de la linealidad en tioredoxina, los autores sefialan, no obstante, que
manteniendo la concentracion total de cloruros en 1.5 M o superior (con NaCl) la dependencia
es lineal en todo el rango de concentracion.

Otro ejemplo de validez de la aproximacion lineal lo tenemos en el caso de la
desnaturalizacién inducida por urea de ribonucleasa T1. Diferentes trabajos (Hu et al., 1992; Yu
et al., 1994) sefialan la buena concordancia existente entre los valores de AG,, obtenidos segun
LEM con aquellos que proceden de la désnaturalizacién térmica estudiada bajo diferentes
condiciones experimentales.

Nicholson y Scholtz (1996) estudiaron la desnaturalizaciéon inducida por urea de la
proteina transportadora de fosforo que contiene histidina (HPr) encontrando también una
dependencia lineal de los valores de AG con C en todo el rango.

Otro enfoque experimental diferente para expandir el rango de concentracion de
desnaturalizante en el que se dispone de datos experimentales se recoge en el trabajo de Ahmad
et al. (1994). Estos autores estudiaron el desplegamiento inducido por mezclas guanidina/urea en
diferentes proteinas. Los datos corregidos segun el efecto de la urea se describen aceptablemente
mediante una dependencia lineal.

Myers et al. (1995) apoyan la validez de la aproximacion lineal afirmando que no hay

razones para usar métodos més complejos cuando éste parece ser el comportamiento general y



10 INTRODUCCION

s6lo en contadas ocasiones se han detectado desviaciones de la linealidad.

Ademas de los estudios que como vemos se han venido realizando para intentar aclarar
la validez de la extrapolacion lineal encontramos diversos trabajos en los que se plantea a su vez
la validez termodindmica del valor de AG,, obtenido. Es decir, se cuestiona si éste es una
propiedad exclusiva de la proteina o depende del procedimiento utilizado para inducir su
desnaturalizacion:

El desplegamiento de fenilmetanosufonil-quimotripsina (PMS-Ct) inducido mediante tres
desnaturalizantes diferentes (guanidina, urea y 1,3-dimetilurea) fue estudiado por Santoro y Bolen
(1988) siguiendo cambios en la absorbancia a 293 nm. Estos autores encontraron que los valores
de AG,, calculados para los tres desnaturalizantes aplicando LEM coincidian en un mismo valor
sugiriendo que el cambio de energia de Gibbs es una propiedad del sistema, independiente del
desnaturalizante utilizado. La misma independencia de la naturaleza del codisolvente empleado
para inducir el desplegamiento fue encontrada por Ahmad y Bigelow (1982) aplicando LEM a
ribonucleasa A, lisozima, a-lactalbumina y mioglobina. En el trabajo de Yao y Bolen (1995) se
exploran las suposiciones, condiciones y criterios que deben darse para la evaluacion de valores

“auténticos” de AG,,.

En resumen, existe una considerable controversia en la literatura sobre el procedimiento
para obtener valores del cambio de energia de Gibbs en solucién acuosa a partir de datos de
desplegamiento inducido por disolventes asi como sobre el significado fisico del valor obtenido.

Por esta razén nos parecio interesante abordar este tema en nuestro trabajo de investigacion.
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En primer lugar nos planteamos, utilizando una proteina modelo como es lisozima,
comparar los valores de AG,, obtenidos aplicando el método de extrapolacion lineal con aquellos
que se derivan de experimentos de Calorimetria Diferencial de Barrido (ver seccién 3.5).

Generalmente los estudios sobre desnaturalizacion por codisolventes que se recogen en
la literatura, se limitan a la determinacion del perfil experimental a una Unica temperatura.
Nosotros hemos querido ser mas exhaustivos en el planteamiento experimental del trabajo de
manera que hemos caracterizado el desplegamiento inducido por guanidina de lisozima a
diferentes temperaturas, y empleando distintos procedimientos:

- medidas de fluorescencia de muestras en equilibrio en el rango de 30-56 °C (seccion
3.1).

- ensayos de desplegamiento (Miicke y Schmid, 1994): este método cinético permite
determinar la fraccion molar de proteina en estado nativo, dadas unas condiciones de
desnaturalizante y temperatura (concretamente los experimentos se hicieron entre 30 y 45 °C; ver
seccion 3.2). Constituye, por tanto, un excelente test para comprobar la validez del modelo de dos
estados.

- medidas cinéticas (seccidon 3.3): estudiamos las cinéticas en la direccidon de
replegamiento-desplegamiento inducido mediante saltos entre diferentes concentraciones de
guanidina, en el rango de 18 a 45 °C.

El analisis de los diferer;tes perfiles de desnaturalizacion inducida por guanidina mediante
el método de extrapolacion lineal, arroja valores de AG,, unos 15 kJ/mol menores a los obtenidos
mediante DSC (ver seccion 3.4), en todo el rango de temperatura de nuestros experimentos. Esta

discrepancia encontrada nos llevo a:
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1. En primer lugar proponer un procedimiento alternativo de extrapolacion para
determinar el cambio de energia de Gibbs en disolucién acuosa. Lo hemos denominado
procedimiento de extrapolacién a AG constante, y se trata de un método no lineal e
independiente de cualquier modelo (detalles en la seccion 3.7).

2. Analizar esta diferencia entre los datos de AG obtenidos por el LEM y DSC en
términos moleculares (seccion 3.8): creemos que esta relacionada con la contribucién debida a
interacciones electrostaticas (AAGY9).

Estos dos aspectos son precisamente a los que haciamos mencién al comienzo de esta
introduccion, cuando nos referiamos a las principales dificultades a la hora de interpretar datos

de energia de Gibbs y como iban a ser abordadas en este trabajo.

Llegados a este punto decidimos seguir profundizando en el estudio de la contribuciéon
electrostatica a la estabilidad de proteinas. Una manera sencilla de comprobar nuestra hipotesis
sobre la relacion entre ésta 'y las desviaciones de la linealidad es mediante un estudio sistematico
en funcion del pH. Para ello escogimos como proteina modelo ubiquitina (bovina y de levadura),
ya que se trata de una molécula pequefia (de unos 8 kDa) con menor niimero de residuos que
lisozima y por tanto mucho mas simple. El enfoque experimental fue el siguiente:

1. Caracterizamos el equilibrio de desplegamiento inducido por guanidina de ubiquitina,
mediante medidas de fluorescencia y dicroismo circular en el rango de pH de 2-5
aproximadamente (secciones 4.1 y 4.2).

2. Estudiamos la desnaturalizacion térmica en presencia de diferentes concentraciones de
guanidina (0-4 M), a pHs 2 y 4 (seccién 4.3). De esta manera podremos estudiar el efecto del pH

sobre las desviaciones de la linealidad y relacionarlas con factores electrostaticos (seccion 4.4).
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Ya comentamos anteriormente que una de las suposiciones extra-termodindmicas que es
necesario aplicar al analizar los datos de desnaturalizacién inducida por codisolventes es el
mecanismo de desplegamiento de dos estados. En la mayoria de las ocasiones la validez de esta
suposicion se basa en la concordancia entre perfiles de desplegamiento estudiados mediante
diferentes técnicas. No obstante, ya hemos comentado como tuvimos especial precaucion en este
sentido en los experimentos con lisozima; no sélo utilizamos diferentes procedimientos para la
caracterizacion del desplegamiento sino ademas métodos como los ensayos de desplegamiento
que permiten conocer la cantidad de proteina en estado nativo en unas condiciones dadas.

Relacionado con esto aparecio en la literatura un trabajo de Chen et al. (1996) en el que
se sugiere la existencia de un intermedio de equilibrio en la desnaturalizacidn inducida por urea
de lisozima, detectado mediante medidas de dispersion de rayos X de bajo angulo y dicroismo
circular. Este era un resultado sorprendente ya que lisozima se habia venido considerando como
ejemplo tipico de proteina modelo cuyo desplegamiento ocurre sin que se observen estados
intermedios de equilibrio significativamente poblados. Puesto que en nuestro trabajo
experimental con lisozima habiamos puesto a punto diferentes procedimientos para la
caracterizacion del desplegamiento inducido por codisolventes, nos parecio la ocasion perfecta
para ponerlos en préctica (ver secciones 5.1, 5.2, 5.3 y 5.4) en las condiciones dadas por estos
autores en las que la poblacion de intermedio era maxima y contrastar resultados (secciones 5.6
¥ 3.0)i

Ademés en esta ultima parte del trabajo se pretende sefialar algunos errores
experimentales en la deteccion de intermedios asi como sugerir procedimientos para soslayarlos

(Tbarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 1997).



2. MATERIALES Y
METODOS
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2.1 MATERIALES

2.1.1 PRODUCTOS

Los siguientes productos se obtuvieron de la casa comercial SIGMA:

Lisozima de clara de huevo de gallina (Lote 111H701015; Ref. L-7651). Liofilizado de
una riqueza aproximada del 95%. Se conserva a -20°C. Peso molecular de 14400 g/mol.

Ubiquitina de globulos rojos bovinos (Lote 125H9332; Ref. U-6253). Liofilizado de
riqueza minima del 90% (el tanto por ciento restante lo componen sales y otros compuestos de
bajo peso molecular como glicina). Se conserva a 4 °C. Peso molecular de 8433 g/mol.

Ubiquitina de levadura proporcionada amablemente por el grupo del Dr. Makhatadze.

Urea, CH,N,O (Lote 86H0778; Ref. U-0631). Peso molecular de 60.06 g/mol.

Citrato trisédico dihidratado, C;H;O,Na;-2H,0 (Lote 125H0375; Ref. C8532). Peso
molecular de 294.1 g/mol.

Acido citrico monohidratado, C{H;0,"H,0 (Lote 75H1048; Ref. C1909). Peso molecular

de 210.1 g/mol.

El cloruro de guanidina fue suministrado por PIERCE (Lote 97011361; Ref. 24110) de
grado ultrapuro. Se conserva en desecador debido a su gran higroscopicidad. Peso molecular de
95.53 g/mol.

De CARLO ERBA fueron:

Cloruro sodico (Ref. 479687). Calidad reactivo para analisis. Peso molecular de 58.443
g/mol.

Glicina, C,H,NO, (Ref. 453807). Calidad reactivo para analisis. Peso molecular de 75.068

g/mol.
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Acetato sédico (Ref. 71183) de FLUKA. Peso molecular 82.04 g/mol.

El 4cido clorhidrico se adquiri6 de la casa PANREAC, quimicamente puro y de MERCK

de calidad producto para analisis. Peso molecular 36.46 g/mol.

Acido acético 96% extra puro de MERCK. Peso molecular de 60.05 g/mol.

El agua utilizada en la preparacion de las disoluciones fue siempre destilada, desionizada
mediante una resina de intercambio i6nico (1 ps) y nuevamente desionizada y filtrada con un

equipo Milli-Q (Millipore).

Para las didlisis se utilizaron membranas de SPECTRA/POR de tamaiio de poro tal que
permita el paso de moléculas de peso molecular menor al de la proteina . Asi para lisozima se
utilizaron membranas con un punto de corte entre 12000 y 14000 Daltons (No:132700) y para
ubiquitina entre 6000 y 8000 Daltons (No:132650). Antes de su utilizacion es necesario calentar
las membranas hasta 70 °C en agua Milli-Q, repitiendo este proceso tres veces. Se almacenan a

4 °C.

2.1.2 INSTRUMENTACION

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron los siguientes instrumentos:

Espectrofotometro BECKMAN DU 70 de haz simple para la obtencion de los espectros
ultravioleta-visible de las distintas muestras de proteina con las que se trabajé. Eventualmente

también se uso un espectrofotometro CARY 210 de doble haz, de la casa Varian.
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Espectrofluorimetro PERKIN-ELMER LS-5, aunque ocasionalmente también se utiliz6
el modelo Perkin-Elmer LS50B que amablemente fue puesto a nuestra disposicion por el
Departamento de Quimica-Fisica de la Universidad de Almeria. La termostatizacion de la cubeta
de medida situada en el portacubetas se llevd a cabo recirculando agua desde un bafio Selecta
6000383. La temperatura se comprobaba directamente en la cubeta mediante una sonda de
platino tipo PT100 conectada a un termémetro digital LAUDA modelo R 42/2 que permite
apreciar hasta 0.01°C. Ademas se dispuso de otro bafio adicional de mayor capacidad, de la
marca HETO, para la incubacion de las muestras a la temperatura deseada. Como foco frio en los
bafios utilizados se dispuso de un dedo frio inmerso en éstos, de la marca SELECTA.

Para los experimentos de calorimetria diferencial de barrido se utilizaron un
microcalorimetro diferencial de barrido DASM-1 y un microcalorimetro VP-DSC (Microcal
Incorporated) de adquisicion reciente.

Los experimentos de dicroismo circular se realizaron en el laborario del Dr. George
Makhatadze, Department of Chemistry and Biochemistry, TEXAS TECH UNIVERSITY
Lubbock (Texas), dentro del marco de colaboracidn que existe entre el grupo del Dr. Makhatadze
y el nuestro. Se utilizé un espectropolarimetro Jasco-J20 de la casa Japan Electronic Inc. equipado
con modulador fotoelastico y amplificador sincrénico (“lock-in amplifier”), sensible a la
variacion de sefiales de su propia frecuencia. La sefial que procede del amplificador se hace pasar
por un microvoltimetro Kethley/Metrabyte y se recoge en un computador personal a través de un
conversor analdgico/digital de 12-bit. La sefial eléctrica se calibra en unidades de elipticidad
usando valores conocidos para disoluciones acuosas de acido d-(+)-10-canforsulfénico;
concretamente una disolucion de concentracion igual a 1 mg/mL da un valor de elipticidad de

33.5 mdeg a 290.5 nm, usando una cubeta de 1 mm de paso de luz (Yang et al., 1986).
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Para las medidas de indice de refraccion se usaron refractometros de Abbe modelo RL Nr
2276 y de mano modelo ATAGO R5000.

Para las medidas de pH se utilizaron electrodos combinados de vidrio Crison modelos
52-03 “clasico” para grandes volimenes (didmetro del bulbo de unos 10mm) y 52-09 “micro”
para pequefios volimenes (didmetro del bulbo de aproximadamente Smm). Estos electrodos
estaban conectados a un pHmetro Crison digital modelo 501, de sensibilidad 0.01 unidades. La
calibracion del pHmetro se realizaba sisteméticamente con disoluciones estandar de pH 7.02 y
4.00, también de la marca Crison.

Los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fueron amablemente
realizados por la Dr. Maria Luisa Tasayco y su grupo de investigacién en el Department of
Chemistry, The City College, Nueva York. Se utiliz6 un espectrometro modelo VARIAN

UNITYplus de 500 MHz.

El tratamiento de los datos experimentales se llevé a cabo con la ayuda de computadores

personales Pentium y del programa comercial MLAB (Civilized Softwre, Inc.).

2.2 METODOS
2.2.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

2.2.1.1 Preparacion de tampones v dialisis

El primer paso de la didlisis consiste en la preparacion del tampén en el que va a ir
disuelta la proteina. El procedimiento general que se ha seguido en este trabajo consiste en

prepararlo a partir de la mezcla de dos disoluciones de igual concentracién de tampé6n y de pHs
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superior e inferior al deseado. El pH maés basico lo da el propio tamp6n y el 4cido se consigue
afiadiendo un volumen de la forma acida del tampon o en su defecto HCI.

Los detalles acerca de los diferentes tampones utilizados, pHs y condiciones de trabajo
en general, se encuentran en la parte de Resultados.

Como ya se indico en el apartado 2.1.1, las proteinas utilizadas en el presente trabajo
(lisozima y ubiquitina) se adquieren en forma de liofilizado de manera que el primer paso en la
preparacion de la dialisis es la pesada de la cantidad apropiada segtin la concentracion que se
desee. A continuacion se disuelve, con cuidado y sin agitar bruscamente, en el volumen requerido
del correspondiente tampdn que previamente se ha filtrado, usando filtros Millipore de 45 um
de tamafio de poro. Ayudandonos con una pipeta Pasteur introducimos la disolucion de proteina
en la membrana de dialisis preparada anteriormente como se explica en el apartado 2.1.1. La
bolsa se cierra mediante unas pinzas especiales (de Spectrum Medical Industries) dejando una
pequefia camara de aire. Finalmente se introduce en un recipiente que contiene un volumen de
tamp6n de 500 a 600 veces mayor al de la muestra y se pone a agitar suavemente durante unas
8 horas a 4 °C. Transcurrido este tiempo se repone el tamp6n que bafia la bolsa de dialisis por
otro volumen fresco y de nuevo dejamos en agitacion otras 8 horas aproximadamente. El proceso
se repite una tercera vez de manera que transcurrido el tiempo indicado extraemos la disolucién
dializada de proteina de la bolsa. Con objeto de eliminar cualquier residuo insoluble filtramos
dicha disolucion utilizando filtros Millex-GV de Millipore con tamafio de poro de 0.45 pum (cat.

No. SJTHVO13NS).

La concentraciéon de proteina en disolucion se determina espectrofotométricamente

registrando el espectro ultravioleta-visible en cada caso:
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- Para lisozima se utilizé como coeficiente de extincién el valor de 2.65 mlI'mg'-cm™ a
280 nm que aparece en bibliografia (Canfield, 1963). Para registrar el espectro se toma una
alicuota de la disolucién madre de proteina y se diluye de manera que su absorbancia a 280 nm
esté en torno a la unidad. De esta manera nos aseguramos estar en el rango lineal de la
dependencia de la absorbancia con la concentracion. Sistematicamente se realizaron tres medidas
que provienen de diferentes diluciones para luego tomar el valor medio de absorbancia a 280 nm.

En la Figura 1 se muestra un espectro ultravioleta-visible tipico de lisozima .
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Figura 1: Espectro ultravioleta-visible de lisozima de clara de huevo en tampdn acetato sédico
50 mM/HCI, pH 4.5. La concentracion de proteina fue de 0.32 mg/mL y para la obtencion del
espectro se utilizo una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz.
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- Para ubiquitina se us6 como coeficiente de extincién 0.149 ml'mg’-cm™ a 280 nm
calculado de acuerdo a Gill et al. (1989). Debido a su bajo valor y en el rango de concentraciones
que trabajamos no fue necesario, en general, diluir la muestra para obtener valores de absorbancia
a 280 nm en torno a 1. También se realizaron tres medidas en cada caso para obtener un valor

medio. En la Figura 2 se muestra un espectro de ubiquitina.
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Figura 2: Espectro ultravioleta-visible correspondiente a ubiquitina de glébulos rojos bovinos
dializada en tampdn glicina 10 mM/HCI, pH 2.0. La concentracion de proteina fue de 6.40
mg/mL y para la obtencion del espectro se utilizé una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz.
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2.2.1.2 Preparacién de disoluciones concentradas de desnaturalizante

A la hora de preparar las disoluciones concentradas de guanidina o urea prestamos
especial interés a la cuestion del pH de las mismas. Desde el punto de vista experimental hemos

planteado dos procedimientos distintos para su preparacion:

A) Disolver el producto sélido de guanidina, previamente pesado segin la
concentracion deseada, directamente en el tampon de la dialisis que habia sido equilibrado con
la solucién de proteina. Al disolverse aquélla va a ocasionar un aumento significativo del
volumen, de manera que la concentraciéon de tampoén y el pH de la disoluciéon van a verse
modificados en mayor o menor medida. En relacion al primer efecto hay que decir que es
irrelevante una ligera variacion en la concentracion del tampon en términos de fuerza idnica ya
que la mayor contribucidn a ésta viene dada por la gran concentracion de sal presente en el medio

(en torno a 8 M guanidina). El efecto de pH lo trataremos més adelante de modo detallado.

B) Disolver el tampén sélido en la solucién concentrada de desnaturalizante en agua, de
manera que el pH deseado se consigue mezclando dos de estas disoluciones de la misma
concentracion de desnaturalizante y con pHs superior e inferior respectivamente al de trabajo.
El pH mas basico lo da simplemente el tampoén disuelto en la disolucién de desnaturalizante
mientras que el pH acido se obtiene afiadiendo ademés un volumen de HCI antes de enrasar el

matraz aforado.

El procedimiento concreto utilizado asi como los detalles de las condiciones

experimentales en cada caso se detallan en la seccién de Resultados.



MATERIALES Y METODOS 23

Cualquiera que sea el procedimiento seguido, creemos que existe una incertidumbre en
la determinacion del valor real del pH debido precisamente a que el medio es parcialmente no
acuoso. Para aclarar esta idea vamos a introducir unas nociones acerca del concepto de pH y su

significado:

2.2.1.2a La medida del pH en mezclas agua-codisolvente
La definicion operacional de pH recomendada por la .U.P.A.C. puede formularse como:

(EX—ES)-F (1)
RT-Inl0

PH(x) =pH(S) +
donde pH(S) es el valor de pH asignado a un patrén y Eg y E, son los valores de la f.e.m. de una
célula de medida de pH sumergida en el patrén y en la disolucidon problema.

Para aplicar la ecuacion (1) es necesario asignar a determinadas disoluciones (patrones)
valores inequivocos de pH, es decir de -log a; donde a, es la actividad de protones. Dado que no
es posible medir la actividad de un i6n individual, para llevar a cabo dicha asignacion es
inevitable hacer alguna suposicion sobre un coeficiente de actividad. Asi, por ejemplo, en el caso
de los tampones patréon N.B.S. (National Bureau of Standards) se determina -log (a; Y") a partir
de la f.e.m. de la célula:

Pt; H,, tampdn, Cl', AgCl; Ag
y se obtiene -log a, suponiendo que el coeficiente de actividad del ién cloruro cumple la
convencion de Bates-Guggenheim:

712
A1 2)

=
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donde I es la fuerza idnica y A la constante de Debye-Huckel. De esta forma se define lo que
suele llamarse una escala convencional de actividades protonicas ya que estd basada en una
suposicion [ecuacion (2)].

Una vez asignados valores de pH a disoluciones patrén es inmediato calcular el pH de una
disolucién problema, midiendo la f.e.m.de una célula de medida de pH sumergida en un patrén
y en el problema y aplicando la ecuacioén (1), o bien ajustando un pHmetro conectado a dicha
célula con el patron y leyendo directamente el pH con la célula sumergida en el problema.

Las células usadas comunmente para la medida del pH constan de un electrodo de vidrio
(en lugar del de hidrégeno) y de un electrodo de referencia adecuado (calomelanos, por ejemplo).
Esto tiene como consecuencia la conveniencia de usar dos patrones para el ajuste del pH-metro,
dado que los electrodos de vidrio rara vez presentan una respuesta ideal con el pH (es decir,
aunque la f.e.m. varie linealmente con el pH el factor de proporcionalidad se desvia del valor
tedrico F/RTIn 10).

Por otra parte hay que tener en cuenta la presencia del potencial de unién liquida que
dificilmente sera igual con el patrén y con el problema. A pesar de esto se considera que el pH
medido coincide con el valor de -log a; en la escala convencional si estamos tratando con
disoluciones acuosas diluidas de solutos simples. Esto excluye suspensiones, coloides, medios
acuosos de fuerza idnica mayor de 0.2 y medios no acuosos o parcialmente no acuosos (Bates,
1973).

En este ultimo caso (medios parcialmente no acuosos) la lectura de un pHmetro (que
llamaremos B) ajustado con patrones acuosos y conectado a una célula de medida de pH, como
la anteriormente descrita (electrodo de vidrio y electrodo de referencia, calomelanos por ejemplo)

no puede, ni siquiera de forma aproximada, suponerse igual a -log a,; (entendiendo por a; una
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actividad protonica convencional tomando como estado de referencia la dilucion infinita en el
medio parcialmente no acuoso considerado).

Esto se debe basicamente a dos razones (Bates, 1973):

A) El potencial quimico del i6n hidrégeno a dilucién infinita es diferente en agua y en una
mezcla parcialmente no acuosa (efecto primario del medio).

B) El potencial de unién liquida varia también con la composicion del medio.

Van Uitert et al. (1953, 1954) desarrollaron un método relativamente simple para el
célculo, a partir de B, de concentraciones y actividades de protones en mezclas agua-
codisolvente, el cual se describe a continuacion.

Se define U, como

10°%
(7]

:S
I

€)

donde [H'] es la concentracién molar estequiométrica de protones. Segun esta ecuacién, Uy, puede
calcularse a partir de la lectura del pHmetro (B) en disoluciones de concentracion conocida de
acido clofhidrico y es, en general, funcion de la composicion del disolvente y de la concentracion
iénica. Si este ultimo efecto fuese el resultado del cambio en el coeficiente de actividad del protén
con la concentracién idnica, se podrian corregir los valores de Uy usando coeficientes de

actividad conocidos y obtener U°; que corresponderia al factor de correccion a fuerza idnica cero,

Uy=— 4)

donde yy es el coeficiente de actividad del protén. Dado que no es posible disponer de valores
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de vy, Van Uitert y Haas los supusieron iguales a los coeficientes de actividad iénicos medios del
4cido clorhidrico (y+) en las mezclas agua-codisolvente, lo cual est4 de acuerdo con la teoria de
Debye-Huckel en su forma mas simple.

Por tanto

logU°, =logU,, -logy+ (5)

y teniendo en cuenta la ecuacién (3)

B+log Uy =-log([H "] v+) (6)

si suponemos como se ha hecho anteriormente que y, = y+

B+logUy=-log([H"] y+)=-logay, @)

y reteniendo la nomenclatura pH para -log a,

pH=B +logUp ®)

Por tanto U°; es el factor de correccion que hay que sumar a la lectura del pHmetro (B)

para obtener el pH (-log ay).

Para mezclas agua-guanidina y agua-urea no tenemos constancia de la existencia de
estudios experimentales encaminados a la determinacion de estos factores de correccion
y dado que este aspecto se escapa a los objetivos de este trabajo, tomaremos como valor de pH

en cada caso la lectura que arroja el pHmetro. En cualquier caso la imposibilidad de conocer los
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valores reales de pH hace que cualquiera de los dos procedimientos experimentales explicados
anteriormente (ver pagina 22) para preparar las disoluciones de desnaturalizante, sea razonable
segun el punto de vista que se adopte. Asi, podemos plantearnos mantener constante la lectura
del pHmetro en todo el rango de concentracion estudiado de manera que la reproducibilidad en
estas condiciones seria mayor. O bien, podemos planearnos ajustar el pH del tampén acuoso
(valor perfectamente conocido) e ir afiadiendo guanidina. Este segundo procedimiento seria el
apropiado cuando al pH de trabajo existen grupos en la proteina parcialmente ionizados y grupos
quimicamente similares en el tampén. Al aumentar la concentracioén de guanidina el pH del medio
iria cambiando y con él cambiaria de igual manera el pK de dichos.grupos comunes en el tampon
y en la proteina. Asi se mantendria el mismo estado de ionizacion de éstos a medida que el pH
del medio se ve modificado por cambios en el disolvente.

Para los experimentos realizados con lisozima se usaron ambos procedimientos para
preparar la disolucién concentrada de desnaturalizante mientras que con ubiquitina se procedi
manteniendo constante la lectura del pHmetro en todos los experimentos ya que, como se vera
mas adelante, el pH no parece afectar a los parametros termodindmicos que se obtienen de los

perfiles de desnaturalizacion inducida por disolvente.

2.2.1.2b Disoluciones concentradas de guanidina

Una vez preparada la disolucion madre de gﬁanidina, por cualquiera de los dos
procedimientos ya mencionados en el apartado anterior, se filtré usando filtros Millipore con
tamaifio de poro de 0.45 um. La concentracion exacta de guanidina en disolucion se determina
mediante medidas del indice de refraccion (Pace et al., 1989). La diferencia entre el indice de

refraccion de la disolucion de guanidina y el correspondiente al tamp6n acuoso en el que aquella
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esta disuelta nos dard An que esta relacionado con la concentracion de guanidina (en mol/l) por

la siguiente expresion (Nokazi, 1972):

[ GdnCIH] =57.147 - (An) +38.68 - (An)* -91.60- (An)® )

Todas las medidas fueron hechas a temperatura ambiente.

2.2.1.2¢ Disoluciones concentradas de urea

Asi como las disoluciones de GdnCIH son estables durante meses, las de urea
descomponen lentamente formandose en el medio iones amonio y cianato (Hagel et al., 1971).
Estos tltimos pueden reaccionar con los grupos amino de la proteina (Stark, 1965) de manera que
es aconsejable usar una disolucion fresca de urea, preparada el mismo dia que se van a hacer los
experimentos. A continuacién detallamos los pasos seguidos en la preparacion de una disolucion
madre de urea, aproximadamente 10 M, en tampén citrato100 mM, CINa 100 mM, pH 2.9:

En primer lugar pesamos la cantidad necesaria de urea para disolverla después en un
volumen de agua Milli-Q algo menor al final. Dado que estamos muy cerca de la saturacion
( la solubilidad a 25 °C es 10.49 M) y con objeto de acelerar el proceso de solubilizacién,
sonicamos la muestra. Es importante tener en cuenta que no debemos calentar la disolucién, tal
como haciamos con la de guanidina, ya que se estaria favoreciendo la descomposicion de la urea.
A continuacién pasamos la disolucion a través de una resina de intercambio iénico AG501-X8(D)
de BioRad repitiéndose este proceso dos o tres veces. Una vez purificada la urea, separamos dos
fracciones de igual volumen y disolvemos en ellas el tampon sélido. Asi a una de ellas, fraccion
acida, afiadiremos la cantidad correspondiente de CINa y acido citrico monohidratado mientras

que a la otra, fraccién basica, afiadiremos CINa y citrato trisédico. Ademas fue necesario afiadir
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un pequefio volumen de HCl a la fraccién acida para conseguir una lectura de pH por debajo de
2.9. Por tltimo y ayudados de un matraz aforado enrasamos el volumen final de cada fraccién con
agua. De esta manera basta mezclar ambas disoluciones hasta que se alcance una lectura en el
pHmetro igual a 2.9. La disolucién resultante se filtra utilizando filtros Millipore de 45 pm de
tamafio de poro.

Para determinar la molaridad exacta de las disoluciones de urea nos basamos de nuevo
en medidas de indice de refraccion (Pace et al., 1989). La diferencia entre el indice de refraccion
de la disolucién de urea y el correspondiente al tampdn acuoso en el que aquella esta disuelta nos

dara An que esta relacionado con la concentracién de urea por la expresion (Warren et al., 1966):

[urea]=117.66-(An) +29.753 - (An)* + 185.56 - (An)’ (10)

Todas las medidas se realizaron a temperatura ambiente.

2.2.2 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

2.2.2.1 Introduccién

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es la técnica mas poderosa para la
caracterizacion energética de los cambios conformacionales inducidos por temperatura en
sistemas bioldgicos tales como proteinas, acidos nucleicos y biomembranas. De hecho, los
estudios de DSC sobre desnaturalizacion térmica de proteinas han jugado un papel fundamental
en el desarrollo de los actuales puntos de vista acerca de los factores que determinan la estabilidad
de aquellas. En la literatura se encuentran diversas revisiones sobre los aspectos mas interesantes
de esta técnica (Privalov, 1979, 1982, 1989; Mateo, 1984; Sturtevant, 1987; Sanchez-Ruiz y

Mateo, 1987; Chowdry et al., 1989; Freire et al., 1990; Cooper et al., 1994 ay b;
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Sanchez-Ruiz, 1995).

Mediante un experimento de calorimetria diferencial de barrido es posible obtener la
capacidad calorifica molar aparente de un proteina o de cualquier macromolécula como funcién
de la temperatura. El posterior andlisis de esta dependencia nos dard una caracterizacién
termodinamica completa de la transicion que ha tenido lugar por efecto de la temperatura. En un
termograma tipico de DSC ésta se manifiesta por un pico, correspondiente a un proceso
endotérmico de acuerdo con el Segundo Principio de la Termodinamica (supuesto el proceso de
equilibrio), tanto mas agudo cuanto mas cooperativa sea la transicion.

En general, de los experimentos de DSC analizados segtin la termodindmica de equilibrio
podemos obtener informacidn acerca de:

1. La capacidad calorifica parcial absoluta de una molécula.

2. El conjunto de pardmetros termodinamicos [cambio de entalpia (AH), cambio de
entropia (AS) y cambio en la capacidad calorifica (AC,)] asociados a la transicién inducida por
temperatura.

3. La funcién de particién y consecuentemente la poblacion de estados intermedios y sus

parametros termodinamicos.

2.2.2.2 Instrumentacién

El interés despertado desde los afios 70 en la caracterizacién termodindmica de
macromoléculas bioldgicas por DSC, indujo un desarrollo paralelo de la instrumentacién
necesaria. Ninguno de los calorimetros conocidos podia ser utilizado para estudios fisico-
quimicos de materiales biolégicos. Ademas de necesitarse una gran cantidad de muestra de la que

a veces no se dispone, la viscosidad representaba un problema ya que no era posible agitar para
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alcanzar un rapido equilibrio térmico durante el calentamiento, como usualmente se hacia en
estudios de liquidos. A esto hay que afiadir los pequefios calores puestos en juego

durante el proceso y que escapaban a la sensibilidad del instrumento. Por tanto se trabajo en el
disefio de nueva instrumentacion mas sensible y que requiriese un volumen de muestra menor.

Los microcalorimetros diferenciales de barrido utilizados actualmente tienen una serie de
caracteristicas comunes:

1) Carecen de agitacion mecanica, eliminandose asi la contribucion por efecto Joule que
podria ser mayor incluso que el calor que queremos medir. Esto fue posible debido a la
disminucidn significativa en el volumen operacional del calorimetro.

2) Medida de la capacidad calorifica de manera continua (no a través de incrementos
discretos de energia) calentando o enfriando la muestra a velocidad constante. Es por esto que se
denominan microcalorimetros de barrido. Con este sistema se obtiene una informacién mas
completa de la funcién de capacidad calorifica y permite la automatizacién del proceso de
medida. En cambio la principal desventaja es que la muestra nunca est4 en completo equilibrio
térmico (aqui entra en juego el disefio de las células).

3) Esquema diferencial de medida. Realmente se mide la diferencia en capacidad
calorifica entre dos células iguales en las que se encuentra la disolucién objeto de estudio y el
liquido patrén. De aqui el término diferencial que se le da a estos calorimetros.

4) Funcionan de modo adiabatico, como veremos a continuacion. |

5) El bloque calorimétrico es fijo obteniéndose asi una mayor reproducibilidad en los

datos.
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Un microcalorimetro de DSC consiste basicamente en dos células gemelas, una de
referencia y otra de muestra. Al comenzar un barrido se suministra a las resistencias eléctricas,
que se encuentran asociadas intimamente a la superficie de cada célula, la misma intensidad de
corriente cuyo valor esta fijado por la velocidad de barrido seleccionada. Para
medir la diferencia en capacidad calorifica de las células se utiliza el método de compensacion,
de manera que cuando se produce algin efecto térmico (desnaturalizacion de una proteina, fusiéon
de una bicapa lipidica...), la termopila, que se encuentra en contacto con las células, detecta una
diferencia de temperatura entre éstas y suministra una sefial eléctrica proporcional que va a servir
para incrementar mediante un sistema regulador, la potencia recibida por la célula de menor
temperatura. La diferencia de temperatura entre la célula de muestra y de referencia se mantiene
de esta manera igual a cero por un mecanismo de retroalimentacion, a medida que la temperatura
aumenta o disminuye a velocidad de barrido constante. La diferencia de potencia que necesita ser
aplicada a la célula de muestra para mantene<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>