ESTABILIDAD TERMODINAMICA DE PROTEINAS

Resumen

Las proteinas llevan a cabo una gran variedad de funciones debido a la estructura que
adoptan en el estado nativo. El estado nativo estd en equilibrio con un gran nimero de
conformaciones inactivas que colectivamente son llamadas estado desnaturalizado. A
partir de experimentos de calorimetria diferencial de barrido (CDB), es posible obtener
la estabilidad termodinamica de la proteina, esto es el cambio de energia libre de
Gibbs (AG) entre el estado nativo y el desnaturalizado, asi como determinar la curva
de estabilidad (variacién del AG con la temperatura). En este trabajo describimos los
principios generales de la CDB, discutimos de qué manera es posible determinar la curva
estabilidad, y proporcionamos ejemplos de las curvas de estabilidad obtenidas para
diferentes proteinas con topologia de barril TIM.
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PROTEIN THERMODYNAMIC STABILITY

Abstract

Proteins are able to perform a great variety of functions when they are in their native
state. This state is in equilibrium with a large number of inactive conformations that
collectively are called the denatured state. Using differential scanning calorimetry (DSC),
it is possible to evaluate the protein thermodynamic stability, i.e. the change in Gibbs
free energy (AG) between the native and the denatured state, as well as the stability
curve (variation of AG with temperature). In this work, we describe the general principles
of DSC, discuss how to obtain the stability curve, and provide examples of stability curves
for different proteins with TIM barrel topology.
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ESTABILIDAD TERMODINAMICA DE PROTEINAS

Introduccion

as proteinas son centrales para todos los seres vivos, desde las bacterias hasta las

ballenas, pasando por las plantas y los hongos, todos utilizan proteinas. Las proteinas

hacen de todo. A estas biomoléculas se les conoce como las maquinas de la vida
porque cumplen diversas funciones cruciales para todos los organismos vivos. Muchas de
ellas realizan una funcion enzimatica, actuando como biocatalizadores de las reacciones
guimicas del metabolismo celular; algunos grupos de proteinas tiene funciones de defensa,
por ejemplo, los anticuerpos reconocen moléculas ajenas, mientras que la trombina y el
fibrindgeno, contribuyen a la formacion de coagulos sanguineos para evitar hemorragias;
otras son hormonas, como la insulina y el glucagdn, que regulan los niveles de glucosa
en la sangre. Las proteinas también pueden tener funciones estructurales, como ciertas
glucoproteinas que forman parte de las membranas celulares y actiian como receptores
o facilitan la entrada de sustancias a la célula, o la fibroina que las arafias y los gusanos de
seda segregan para fabricar sus telas y capullos, respectivamente. Estan asimismo las que
se dedican al transporte, como la hemoglobina que acarrea el oxigeno y las lipoproteinas
que trasladan lipidos, ambas por la sangre. Las hay cuya funcién es la transduccién de
sefiales, como ocurre en el proceso de la visidn: la proteina rodopsina que esta en la
retina, convierte o transduce un fotén luminoso —una sefial fisica— a un impulso nervioso
—una sefial eléctrica—, el cual gracias a un receptor hormonal se convierte en una seiial
guimica que, finalmente, desata los procesos que ocurren en el cerebro para completar el
proceso que llamamos “ver”. La proteina mas abundante en nuestro planeta es la enzima
ribulosa bifosfato carboxilasa, encargada de “fijar” el CO, atmosférico en las plantas.

Las proteinas son polimeros naturales lineales formados por L-aminoacidos (aa), los
cuales contienen un un dtomo de carbén (llamado C ) unido a tres sustituyentes comunes:
un grupo carboxilo, un grupo amino, y un dtomo de hidrégeno. El cuarto sustituyente del
C, es llamado “cadena lateral”. La mayor parte de las proteinas utilizan 20 aminoacidos
diferentes, cuya cadena lateral presenta componentes quimicos con variedad de formas,
volumenes y propiedades fisicoquimicas. Los L-aminoacidos se encuentran unidos en las
proteinas mediante un enlace peptidico, el cual se forma de la condensacién del grupo
carboxilo de un aminoacido con el grupo amino de otro. Existen cuatro niveles de
estructura que describen a las proteinas. El primero es la “estructura primaria”, esto es,
la secuencia u orden en el cual estan unidos los aminoacidos, también denominados
“residuos” una vez incorporados a la cadena polipeptidica. El segundo nivel es la
“estructura secundaria”, dada por el arreglo espacial local de la cadena, la cual puede
adoptar conformaciones repetitivas como las hélices alfa y las hebras beta; o no
repetitivas, como vueltas y giros de conformacién definida, que se denominan asas. Los
elementos de estructura secundaria se pliegan u organizan espacialmente para formar la
“estructura terciaria”, como ilustra la figura 1. Por Ultimo, las proteinas pueden presentar
“estructura cuaternaria” cuando su estado nativo requiere de mas de una cadena
polipeptidica (dimeros, trimeros, etcétera). Todas las proteinas, sin importar cual sea su
papel especifico, realizan su funcidn cuando estan en su estructura nativa, una disposicion
espacial de los dtomos de la biomolécula que puede conocerse a través de experimentos
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de difraccion de rayos X, de Resonancia Magnética Nuclear o de Criomicroscopia
electrénica. Algunas proteinas se encuentran la mayor parte del tiempo en el estado
nativo, pero otras lo adquieren Unicamente cuando interactdan con otra molécula. En
cualquier caso, una condicién necesaria para que una proteina lleve a cabo su funcién
es que su estructura nativa sea estable a las condiciones del entorno en las que se
encuentre (pH, fuerza idénica, temperatura).

Figura 1. Estructura terciaria

de una proteina en el estado
nativo (N) donde se muestran
las hélices alfa en rojo, las hebras
beta en azul y las asas en verde.
En el estado desplegado (D)
coexisten un gran nimero de
conformaciones inactivas. El
proceso de N a D se conoce
como desplegamiento o
desnaturalizacion y el proceso de
D a N como plegamiento.

El estudio de los determinantes de la estabilidad de las proteinas es de importancia para
profundizar en muchos aspectos de las teorias evolutivas, realizar el disefio de novo de
proteinas con propiedades nuevas y utiles, y aumentar nuestro conocimiento de los
origenes moleculares de muchas enfermedades: la pérdida de la estructura nativa de
una proteina puede provocar la formacién de agregados amorfos y de fibras amiloides,
gue traen como resultado condiciones patoldgicas tales como la fibrosis cistica, las
enfermedades de Alzheimer, de Parkinson y de Huntington, la diabetes tipo 2. En este
contexto, en el ambito biotecnoldgico resulta crucial entender a fondo la estabilidad
de las proteinas, para entonces poder diseiiar farmacos que mantengan su estabilidad,
inhibiendo o impidiendo su agregacién.

La estabilidad de las proteinas tiene tanto aspectos termodindmicos como aspectos
cinéticos. La estabilidad cinética es un concepto que esta ligado al tiempo promedio en
gue una proteina mantiene su estructura y su funcidn bajo ciertas condiciones. Cuando
una proteina permanece en el estado nativo funcional por un periodo de tiempo largo
que le permite llevar a cabo su funcién, se dice que es cinéticamente estable. Por otra
parte, la estabilidad termodinamica se refiere a las condiciones a las cuales un proceso
cumple con el criterio termodinamico de espontaneidad. El proceso por el cual la cadena
polipeptidica de una proteina alcanza la estructura nativa se denomina plegamiento,
y es uno de los ejemplos mas fascinantes y complejos de auto-ensamblaje molecular.
Con frecuencia, en los laboratorios de investigacidn se estudia experimentalmente el
proceso inverso al plegamiento, conocido como desplegamiento o desnaturalizacidn
(figura 1). Durante el proceso de desplegamiento pueden aparecer conformaciones
intermediarias (l) estables, las cuales presentan caracteristicas estructurales diferentes
a las observadas en los estados nativo y desnaturalizado. El estado desplegado no
corresponde a una estructura Unica sino que esta compuesto por un gran nimero de
conformaciones inactivas que colectivamente son llamadas “el estado desnaturalizado”.
Los procesos de plegamiento o de desplegamiento de una proteina conllevan laformacion
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0 ruptura, respectivamente, de numerosas interacciones débiles (no covalentes), y
estan caracterizados por un cambio en la energia libre de Gibbs de la proteina al pasar
del estado inicial al final. Esta diferencia de energia entre el estado nativo (N) y otras
conformaciones intermediarias (I) o desnaturalizadas (D) permite analizar y conocer la
estabilidad termodinamica de la proteina.

El objetivo de este trabajo consiste en presentar y discutir los aspectos fundamentales
de la estabilidad termodinamica de las proteinas, haciendo énfasis en su caracterizacion
experimental utilizando la calorimetria diferencial de barrido. Se pretende también
proporcionar al docente de asignaturas tales como bioquimica, quimica y termodinamica,
la informacidén basica y algunas herramientas practicas que faciliten ejemplificar varios
temas en esas asignaturas. En este contexto, acompafiamos este trabajo de una Hoja
Didactica que propone algunas actividades que los docentes pueden emplear con sus
estudiantes.

La curva de estabilidad termodinamica

La termodinamica proporciona un criterio claro para determinar si un proceso es o no
espontaneo: si el cambio de energia libre de Gibbs es negativo (AG < 0), el proceso ocurre
de manera espontdnea. Una proteina es termodinamicamente estable cuando el cambio
de energia libre de Gibbs para el proceso de desnaturalizacién es positivo y por tanto,
desfavorable (cuando el estado incial es el nativo, AG=G, -G, =G —G,). Aquise ha
supuesto que la proteina sélo puede estar en dos estados (N y D), sin que existan estados
intermediarios significativamente poblados. Cuando para una proteina se cumple que AG
> 0 a ciertas condiciones de temperatura, presién, concentracion y pH se dice que esta
proteina es termodinamicamente estable. El andamiaje tedrico de la termodinamica
clasica proporciona una ecuacion para calcular la dependencia del AG con la temperatura

(AG(T)) manteniendo la presidn constante (Kumar, Tsai y Nussinov, 2001):

AG(T):AH(l— TJ—ACP Tm—T+TIn(Tj (1)
T T,

m

donde AHy ACp son los cambios de entalpia y de capacidad calorifica a presidén constante
para el proceso de desnaturalizacion (N - D) y T_ es la temperatura de referencia, en
la cual la concentracion de Ny D es la misma (por lo tanto, AG(T_)=0alaT ). Ala
representacion grafica de AG v.s. T empleando la Eqg. (1), se le conoce como curva de
estabilidad termodinamica. La figura 2 muestra esta curva para dos proteinas diferentes.
Para una proteina dada, la curva de estabilidad termodinamica varia en funcién de
las condiciones (pH, solucion amortiguadora) del medio en el que se encuentra. Mas
importante aun es que la curva de estabilidad en la figura 2 es diferente para cada
proteina, y puede considerarse como una suerte de “huella termodindmica” que la
distingue de todas las demas.
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Figura 2. Curvas de estabilidad
para dos proteinas. Esta curva
se obtiene empleando la Eq. (1)
con los valores de AH, AC  y

T, obtenidos de experimentos
de Calorimetria Diferencial de
Barrido (ver texto).

La curva de estabilidad en la figura 2 delimita el rango de temperatura en el cual el
estado nativo es estable; esto ocurre a las temperaturas donde AG > 0 y por tanto la
desnaturalizacidon es no espontdnea. La temperatura a la cual el valor de AG es maximo
se conoce como la temperatura de maxima estabilidad. Fuera de ese intervalo AG< 0, la
desnaturalizacidn es espontanea y el estado estable es el desnaturalizado D. La figura 2
también muestra que hay dos temperaturas (T_y T _’)alas cuales AG =0. Coloquialmente,
la T _se conoce como la temperatura de desnaturalizacion “por calor”, mientras que T_’
representa la temperatura de desnaturalizacién “por frio”. Es importante aclarar que,
como se vera mas adelante, las proteinas no se desnaturalizan a una sola temperatura
sino en un intervalo de temperaturas. Para la mayor parte de las proteinas no es posible
medir experimentalmente su T _’ya que esta es menor a la temperatura de congelacion
del medio acuoso (aproximadamente 273.15 K).

La termodindmica nos proporciona una vision global macroscépica del
comportamiento de las proteinas en cuanto a su estabilidad (figura 2). Si, por otro lado,
deseamos tener una visidn a nivel microscépico de los eventos que ocurren durante
el proceso de desnaturalizacion o de plegamiento es necesario recurrir al empleo de
modelos que consideren las interacciones que se rompen o se forman durante dichos
procesos. Estos modelos pueden ser empiricos o bien basados en la termodinamica o fisica
estadistica. Las interacciones inter-atdmicas que mantienen estable al estado nativo en
el medio acuoso son interacciones débiles. Se llaman asi para distinguirlas de los enlaces
covalentes entre atomos, que son mucho mas energéticos. Estas interacciones pueden
romperse o establecerse con gran facilidad y son de varios tipos: puentes de hidrégeno,
interacciones entre iones, interacciones hidrofdbicas y fuerzas de van der Waals. Es de
hacerse notar que el hecho experimental de que una proteina pueda desnaturalizarse
calentando o enfriando es un reto importante para el desarrollo de dichos modelos, ya
gue un modelo exitoso debe ser capaz de explicar ambas, la desnaturalizacidén en caliente
y en frio.
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Cada conformacidon que la proteina puede adoptar tiene asociada una energia
determinada; al conjunto de las energias correspondientes a todas las conformaciones
posibles se le conoce como paisaje energético. Con base en diversos estudios tedricos y
experimentales se propone que el paisaje energético de las proteinas tiene forma de
embudo, donde el estado desnaturalizado se compone de un gran conjunto de
conformaciones de alta energia y entropia. El espacio conformacional se reduce conforme
la proteina se acerca al estado de menor energia (nativo) en el fondo del embudo (figura
3). Como ya se ha sefialado, dado que el plegamiento de las proteinas es central para el
adecuado funcionamiento de las células, existe una maquinaria celular que “guia” a las
proteinas hacia el estado nativo (Dobson, 2003). Sin embargo, en muchos casos el
plegamiento ocurre in vitro, sin la ayuda de otro componente en el sistema, lo que ilustra
gue se trata de un fendmeno fisicoquimico, gobernado por las diferencias en energia y
las barreras cinéticas entre los estados conformacionales que adopta la cadena
polipeptidica en su ruta hacia el estado nativo, como propone el modelo del embudo
multiestado-energético (figura 3) (Dill, 1990; Dill y Chan, 1997; Goodsell y Olson, 2000).

Figura 3. Modelo del embudo
para el plegamiento de una
proteina. Modificado de Dill y
MacCallum, 2012.

La calorimetria diferencial de barrido en el estudio del
desplegamiento de proteinas.

Gracias a los avances tecnoldgicos, las pequeiias cantidades de energia involucradas en
la formacidn o ruptura de interacciones débiles que ocurren durante el plegamiento o la
desnaturalizacién pueden medirse empleando la calorimetria diferencial de barrido (CDB
o DSC en inglés). A la fecha, estos equipos tienen una precision a nivel de microjoules (pJ)
y emplean cantidades de muestra pequefias (menos de 100 pg), y siguen desarrollandose
para mejorar aun mas estas dos caracteristicas.

La figura 4 muestra esquematicamente los elementos fundamentales de un
calorimetro diferencial de barrido. Contiene dos celdas idénticas (material, peso,
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volumen) colocadas dentro de una chaqueta adiabatica que las aisla del exterior, evitando
asi la pérdida o ganancia de energia desde el entorno. En un experimento de CDB, la
celda de trabajo contiene la proteina disuelta en un cierto medio (normalmente, una
solucion amortiguadora) mientras que en la de referencia se coloca ese mismo medio sin
proteina; como se explicard mds adelante, es necesario también hacer un experimento
donde ambas celdas estan llenas con esa misma solucidon amortiguadora. El calorimetro
establece una diferencia de temperatura (AT) muy pequeia entre las dos celdas. Ambas
celdas son entonces simultdneamente calentadas a la misma velocidad (conocida como
velocidad de barrido) y, como son idénticas, el AT es el mismo a toda temperatura hasta
gue ocurre algin evento que absorbe o libera energia en la celda de trabajo. Este evento
es la desnaturalizacién de la proteina que, al ocurrir, altera el valor de AT. Los circuitos de
retroalimentacion y los calentadores del calorimetro proporcionan a la celda de trabajo
la cantidad de energia necesaria para restablecer el AT a su valor original. Esa cantidad de
energia, que es registrada por el equipo, es igual a la energia absorbida por la proteina al
pasar del estado nativo al desplegado.

Figura 4. Ilustracion esquematica
de un calorimetro diferencial de
barrido (CDB). Consta de dos
celdas idénticas, la de trabajo T
que contiene la muestra de interés
y la de referencia R. AT es la
diferencia de temperatura entre
las dos celdas.

La energia que suministra el instrumento a la celda de trabajo para restablecer el AT
original se realiza aplicando una corriente eléctrica (I) a un voltaje constante (V). Es decir,
el equipo aplica una potencia eléctrica (P) que es igual al producto de Ve | (P =VI)y cuyas
unidades son watts. Dado que 1 watt = 1 Joule/s (energia/tiempo), al dividir P entre la
velocidad de calentamiento o barrido empleada en el experimento (d7/dt, donde T =
temperatura y t = tiempo) se obtiene que dicho cociente (P/(dT/dt)) tiene unidades de
energia/grado. Estas son las unidades (J/K o cal/K) de la propiedad extensiva llamada
capacidad calorifica. Al dividir entre el numero de moles de la proteina presente en la
celda, se obtiene la capacidad calorifica molar (con unidades de J/K mol o cal/K mol)
gue es una propiedad intensiva. Dado que el experimento se realiza a presién constante,
el experimento de CDB proporciona el C, del sistema, es decir de la proteina disuelta
en la solucion amortiguadora. En resumen, un equipo de CDB mide el C, como funcion
de la temperatura. Es de hacer notar que los equipos de CDB modernos son capaces
de emplear desde velocidades de barrido muy lentas (10 grados cada hora) hasta muy
rapidas (250 grados cada hora), y operan aplicando una presién ligera (entre 3 y 4 atm)
a ambas celdas. Esta presurizacion de los liquidos contenidos en las celdas se logra
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utilizando un gas (normalmente, nitrégeno), aumentando con ello el punto de ebullicién
de dichos liquidos. Dado que el contenido de las celdas es basicamente agua, y que el
punto de ebullicion de ésta es de aproximadamente 130 °C a 4 atm de presidn, esta
presurizacion permite que la temperatura mas elevada a la que puede calentarse la
muestra (permaneciendo en el estado liquido) sea de 125 °C. Esta forma de operacién
ha permitido estudiar proteinas que se desnaturalizan a temperaturas superiores al
punto de ebullicion normal del agua (100 °C a 1 atm de presidn, 92 °C a la presidn en la
Ciudad de México). Asi, en el CDB se determina el C, a una presion ligeramente mayor a
la atmosférica. Sin embargo, como la variacion del C, con presion es despreciable (dCP/
dP 0) (Gyftopoulos y Beretta, 2015) los datos obtenidos de un CDB son practicamente
los correspondientes a presion atmosférica. De hecho, la desnaturalizacion de proteinas
puede provocarse aplicando presién a temperatura constante, pero es necesario
someterlas a presiones muy elevadas (mayores a 4000 atm) (Gross y Jaenicke, 1994)

Analisis de los datos calorimétricos y obtencion de la “huella
termodinamica”

La figura 5A muestra el resultado de un experimento realizado en un CDB para una
proteina. A esta representacion grafica de la capacidad calorifica a presion constante C,
como funcién de la temperatura T se le conoce como traza calorimétrica. Como la estruc-
tura nativa de cada proteina es distinta, la traza calorimétrica de cada una de ellas es
diferente. Para una misma proteina, la traza calorimétrica es también diferente de
acuerdo a las condiciones experimentales en las que se encuentra la macromolécula (pH,
solucion amortiguadora). Dado que, como se discutira a continuacion, de la informacion
proporcionada por la traza calorimétrica de una proteina puede construirse su curva de
estabilidad termodinamica (figura 2), la informacidon termodindamica obtenida de la
primera y expresada en la segunda son una especie de huella, exclusiva para ella y que
la distingue de todas las demas proteinas, de la misma manera que las huellas digitales
de cada ser humano son exclusivas.

Figura 5. A) Ejemplo de una traza
calorimétrica para una proteina en
solucion. B) Fracciones mol de proteina
en los estados nativo y desplegado; a la
temperatura T , [N] = [D] = 0.5
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La traza calorimétrica en la figura 5A es debida a la cantidad de energia absorbida por
la proteina al ocurrir la transicién del estado nativo al desplegado o desnaturalizado. La
capacidad calorifica de la solucién amortiguadora se obtiene en un experimento donde
ambas celdas estan llenas con esa solucion. La figura 5A muestra esta traza “amortiguador-
amortiguador” que es conocida como la linea base fisica o instrumental que, con el fin
de corregir distorsiones instrumentales, debe ser restada de la traza obtenida cuando
la celda de trabajo contiene a la proteina. Los valores de C, en la pre-transicion y post-
transicidn son las capacidades calorificas de los estados nativo (CP,N) y desplegado de la
proteina (CP'D). La diferencia entre estos valores es el cambio en la capacidad calorifica
(AC, = Coo ~ CP,N) para la desnaturalizacion. Es importante notar que el C, del agua es
mayor que la de la proteina en cualquiera de su estados, por lo que la linea base fisica
tiene un valor mayor que CoV Gy En la figura 5A se muestra también la llamada linea
base quimica que se obtiene al conectar los estados nativo y desnaturalizado. Dado que
dAH/dT = C,, esta linea delimita el drea bajo la curva que es el cambio en la entalpia (AH)
asociado a la desnaturalizacidn proteica. Como AH > 0 a la traza calorimétrica también se
le conoce como la endoterma. Finalmente, la temperatura a la cual el Cp es un maximo
se denota como T_. Como se explicd en el contexto de la curva de estabilidad, si la
transicidon ocurre sélo entre dos estados (N y D), es decir sin intermediarios estables
significativamente poblados, a esta temperatura la concentracidon de proteinas en el
estado nativo es igual a la concentracidn de proteinas desplegadas ([N] = [D]). Por esta
razon, se nombra como “T " a la temperatura media de desnaturalizacion. Es importante
notar que la transicion del estado nativo al estado desnaturalizado no ocurre sélo a la
temperatura T_ sino que acontece en un rango de temperaturas. La figura 5B muestra
que a largo de la endoterma, es decir a cada temperatura, la concentracién relativade Ny
D es diferente:a T<T_[N]>[D]ycuando T>T _[N]<[D]. La magnitud de este rango estd
ligado a la cooperatividad de la transicidn: entre mds pequefio sea este intervalo (una
endoterma estrecha) la cooperatividad es mayor. La cooperatividad esta relacionada con
gue tan abrupto es el cambio entre los estados nativo y desnaturalizado, sin la presencia
de intermediarios.
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Los experimentos de CDB como los mostrados en la figura 5A proporcionan
los valores de T_, AH y AC, que, empleando la Eq. (1), permiten generar la curva de
estabilidad termodinamica de la proteina (figura 2) a las condiciones de pH y el tipo y
concentracién de la solucién amortiguadora que se hayan empleado. Para lograr esto
de manera correcta, en la practica es necesario tomar ciertas precauciones y también
considerar las limitaciones de la Eqg. (1). La mds importante de las precauciones es no
emplear una sola traza calorimétrica para obtener AC,. Dado que AC, = Cp — G,y €5 UNa
cantidad de magnitud pequefia que se obtiene ajustando lineas rectas en la regiones de
la pre- y la post-transicidn, es susceptible a errores considerables. Por ello, es altamente
recomendable realizar experimentos de CDB usando distintas concentraciones de
proteina y promediar los valores de AC, obtenidos en cada uno de los experimentos.
Otra manera de obtener AC, se basa en el hecho de que AC, = (dAH/dT),. Como se
menciond anteriormente, al alterar las condiciones del solvente se modifica la huella
termodinamica, por lo tanto, al obtener endotermas de la proteina en soluciones con
diferente pH, es posible graficar los valores de AHy T_ y obtener el AC, como la pendiente
de la recta ajustada a los datos (Privalov, 1979). Esta alternativa es valida solamente si
la variacién en el pH no modifica significativamente las propiedades del estado nativo.

Por otra parte, hay tres limitaciones importantes al uso de la Eqg. (1). La primera es
gue ésta es vdlida sdélo cuando el proceso de desnaturalizacion es reversible (N = D),
es decir cuando al enfriar la proteina desplegada ésta es capaz de regresar al estado
nativo. Experimentalmente, la reversibilidad debe comprobarse en el CDB realizando un
segundo barrido a la misma muestra después de haber sido enfriada: si la traza obtenida
en el segundo barrido es igual a la obtenida en el primero, la transicién es reversible, pero
si no lo hace (muy comun en proteinas mayores a 100 aminoacidos) la desnaturalizacién
es irreversible. Aunque estrictamente no sea apropiado, tipicamente en la literatura se
considera que la desnaturalizacidn es reversible si en el segundo barrido el area bajo la
endoterma es al menos el 90% del drea obtenida en el primer barrido. La irreversibilidad
de la transicion es debida a que las proteinas desplegadas tienen una gran tendencia
a agregarse o aglutinarse formando estructuras donde las cadenas estdn “enredadas”
y, al enfriarse, son incapaces de regresar a la estructura nativa. Otra manera de ver
esta limitacién es considerar que si la transicidon es irreversible el AH obtenido en el
experimento de CDB tiene, al menos, dos contribuciones: la debida a la desnaturalizacion
propiamente dicha y la debida a la formacién de los agregados proteicos. Como somos
incapaces de evaluar experimentalmente o de calcular esta ultima contribucidn, es
erroneo emplear ese AH en la Eq. (1). La segunda limitacion surge del hecho de que
la Eq. (1) pertenece al dmbito de la termodindmica clasica, donde se asume que el
sistema viaja del estado inicial al final a través de un conjunto de estados en equilibrio;
es decir, en la figura 5 se asume que el estado nativo y el desnaturalizado de la proteina
estan en equilibrio a toda temperatura. Sin embargo, la desnaturalizacién puede ser
un fendmeno dominado por la cinética del proceso. Esto debe comprobarse en el CDB
realizando barridos a diferentes velocidades de calentamiento. Si la traza calorimétrica
es la misma a todas las velocidades de barrido los efectos cinéticos son despreciables o
no existen, y la Eq. (1) es aplicable. En contraste, si la traza varia, es decir el valor de T_
es mayor a mayor velocidad de calentamiento, la desnaturalizacion esta cinéticamente
controlada. En este caso, las trazas calorimétricas pueden analizarse con un modelo
cinético dando lugar al concepto y la evaluacion de la llamada estabilidad cinética de las
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proteinas (Sanchez-Ruiz, 2010), un tema que esta fuera del alcance este trabajo. La tercera
limitacién de la Eq. (1) es que ésta corresponde a una transicion entre sélo dos estados (N
y D). La presencia de nuevos estados, esto es, de intermediarios estables; puede generar
endotermas no simétricas, con hombros o en las cuales se muestre mas de un maximo.
También puede ocurrir, que los intermediarios no sean evidentes en la endoterma. Por
ello, para verificar el caracter de dos estados de la transicion, es recomendable aplicar el
“criterio calorimétrico”, el cual consiste en calcular el cociente del AH obtenido por CDB
(AH_,) y el AH calculado mediante la ecuacion de van’t Hoff (AH, ). (AH, ) puede obtenerse
aplicando dicha ecuacién a los datos obtenidos por CDB o a los datos obtenidos mediante
técnicas espectroscépicas como el dicroismo circular o la fluorescencia, que son sensibles
a los cambios en la estructura secundaria o terciaria, respectivamente, que acompafan
a la transicién de N a D (Freire, 1989). Cuando no existen intermediarios estables en el
desplegamiento inducido por temperatura AHCaI/AHVH= 1. Cuando estos existen, su estudio
detallado proporciona informacién sobre las caracteristicas de dominios estables en el
desplegamiento. En resumen, las limitaciones en el empleo de la Eq. (1) para obtener la
curva de estabilidad de una proteina son que la desnaturalizacién sea (i) reversible, (ii)
independiente de lavelocidad de barrido y (iii) de dos estados. Por otra parte, esimportante
notar que mediante CDB se obtienen directamente los valores de AG (T) cercanosala T ,
por lo tanto, para tener una mayor certeza sobre los valores de AG en otras regiones de
la curva de estabilidad (por ejemplo a temperatura ambiente o a 37 C, la temperatura
fisiolégica), es altamente recomendable obtener el valor de AG mediante experimentos
de desnaturalizacién “quimica”, en los cuales la temperatura se mantiene constante y se
utiliza como perturbante urea o cloruro de guanidina. En estos experimentos el valor de
AG se determina mediante las técnicas espectroscépicas antes mencionadas (Pace, 1986).

La huella termodindmica de las proteinas se ve afectada por la presencia de las
moléculas con las cuales interactuan, lo cual ocasiona en algunos casos rearreglos
estructurales importantes. Es por ello que al estudiar el desplegamiento de proteinas en
presencia de ligandos, es posible obtener informacion sobre los componentes entalpicos
y entrépicos de dicha interaccidn y sobre el efecto de dichos ligandos en la estabilidad
(Schellman, 1987).

Curvas de estabilidad termodinamica de barriles TIM

A partir del arreglo espacial de las hélices alfa y hebras beta, las proteinas pueden adoptar
una gran variedad de conformaciones tridimensionales o topologias. Los primeros estudios
de plegamiento se centraron en cinco proteinas estructuralmente muy diferentes que
fueron utilizadas como modelo (figura 7A): el citocromo c, la mioglobina (ambas
compuestas solo por hélices alfa), la a-quimiotripsina (compuesta principalmente por
hebras beta), la ribonucleasa y la lisozima (compuestas por hélices alfa y hebras beta)
(Privalov y Khechinashvili, 1974). Dentro de las diferentes topologias existentes, la
superfamilia de proteinas conocida como barriles TIM o barriles (B/a), es una de las mas
abundantes en la naturaleza (aproximadamente el 10% de todas las proteinas conocidas
adquieren esta estructura). El plegamiento tipo barril TIM se muestra en la figura 6.
Consiste en un motivo B-asa-a-asa repetido ocho veces, con las ocho hebras beta
localizadas al interior del barril, cubiertas por ocho hélices alfa en el exterior (Wierenga,
2001; Hoécker, Schmidt y Sterner, 2002; Anantharaman, Aravind y Koonin, 2003). Las
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proteinas con estructura de barril TIM participan en una gran variedad de funciones
celulares y reacciones metabdlicas. La mayoria de ellas son enzimas y existen
representantes en cinco de las seis clases de enzimas definidas por la comision
internacional de enzimas. (Wierenga, 2001; Nagano, Orengo y Thornton, 2002) Debido a
su enorme variedad en funciones, a su origen evolutivo comun y a su ubicuidad en
distintos tipos de proteinas, el barril TIM es una topologia de gran interés para su estudio
fisicoquimico. Ademas, este tipo de estructura representa un andamiaje muy estable
para el disefio e ingenieria de proteinas, con numerosas aplicaciones en los campos de la
biologia sintética, diagnéstico e imagenologia (Currin, Swainston, Day y Kell, 2015).

Las proteinas con topologia de barril TIM han sido
ampliamente estudiadas. Sin embargo, debido a la
irreversibilidad en el proceso de desplegamiento
térmico que sucede en la mayoria de ellas, las curvas de
estabilidad sélo han podido determinarse para menos

de una decena. Estas curvas para barriles TIM (cuatro Figura 6. Plegamiento tipo barril
. . . . TIM. Se muestran las hélices alfa
triosafosfato isomeras de bacterias y cuatro a-amilasas en r0jo, Ias hebras beta en azal y las

de diversos organismos) se muestran en la figura 7B y asas en verde.
los valores de T_, AH y AC, que, empleando la Eq. (1),

permiten generar la curva de estabilidad termodinamica, se reportan en la Tabla 1. Estas
“huellas termodindmicas” son utiles para entender los cambios en la estabilidad
termodinamica de las proteinas. En general, para este fin se siguen tres estrategias: (1)
comparar proteinas con diferentes topologias para encontrar los elementos comunes
entre éstas que determinan su estabilidad (figura 7A y tabla 1), (2) comparar una misma
proteina pero proveniente de organismos diferentes; estos estudios se enfocan en
comparar los cambios en las proteina que han ocurrido a lo largo de la evolucidn y bajo
la presion de seleccion distinta que sufre cada organismo (figura 7B y tabla 1) y (3) utilizar
mutagénesis dirigida en una proteina particular para ver los efectos de los cambios de
residuos en posiciones especificas sobre la estabilidad global de la proteina. Todos estos
procedimientos exigen determinar las curvas de estabilidad realizando experimentos de
desplegamiento con temperatura empleando, como una valiosa primera opcidn, la
calorimetria diferencial de barrido.

Figura 7. Curvas de estabilidad de
diversas proteinas. A) Proteinas con
diversas topologias. B) Proteinas
con topologia de barril TIM. La
identidad de cada proteina se
proporciona en la Tabla 1.
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T, AH AC,
Proteina Topologia Especie 1 el
X)) kIJmol') (kJmol K')
Proteinas con topologia variada (figura 7A)
Citocromo ¢’ Sélo hélices o Bos taurus 354 444 7
Mioglobina® S6lo hélices o Physeter 356 684 12
macrocephalus
o-quimiotripsina” Sélo hebras 3 Bos taurus 333 705 13
RNAsa® Hélices o con hebras 3 Bos taurus 338 478 5
Lisozima® Hélices o con hebras 3 Gallus gallus 353 565 6
Proteinas con topologia de barril TIM (figura 7B)
p TIM® Clost}.'zdlum 131 295 28
perfringens
Dr TIM® Deinococcus 318 812 28
radiodurans
Se TIM® Streptomyces 38 941 27
coelicolor
Mm TIM Barril TIM Moritella marina 307 347 29
hélice o con hebra
d ( Bs Pseudoalterom.onas 317 205 36
haloplanktis
DMA* Drosophila 331 1146 36
melanogaster
PPA‘ Sus scrofa 339 1234 36
TFA Thermobifida fusca 347 1736 36

Tabla 1. Pardmetros
termodindmicos determinados con
CDB para diferentes proteinas.

*Privalov y Khechinashvili,

1974; "Romero-Romero, Costas,
Rodriguez-Romero y Fernandez-
Velasco, 2015; ‘Romero-Romero,
2017;dCipolla, Delbrassine, DaLage
y Feller, 2012
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