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IntroducciónWS
1.1.1 CONSIDERACIONES GENERALES

En los últimos años han sido elucidados los mecanismos gene
rales de regulación de un importante númerode procesos biológi

cos. Los complejos de proteínas oligoméricas juegan un papel cen
tral en el desarrollo de tales funciones. La regulación de acti
vidades biológicas es resultado de pequeñas cooperatividades o a
coplamientos de energias libres entre los equilibrios de unión de
todas las especies involucradas, incluyendo moléculas efectoras
capaces de alterar la afinidad de ligandos. Tales interacciones
cooperativas o alostéricas entre ligandos están frecuentemente
asociadas a afinidades entre subunidades de proteinas. El conoci
miento de los mecanismos que gobiernan la modulación de las fun
ciones biológicas dependede la caracterización de las interac
ciones entre los diferentes componentesde tales complejos macro
moleculares.

La información cuantitativa sobre las fuerzas de asociación

entre cadenas en los sistemas oligoméricos ha estado parcialmente
limitada debido a la alta afinidad y multiplicidad de las inte
racciones involucradas. La fuerza con la cual están unidas entre
sí las subunidades en una proteína oligomérica es determinada por
la energia libre de asociación, pero este importante parámetro
termodinámico ha sido medido en unos pocos casos entre los cien

tos de proteinas oligoméricas bien estudiadas. Esta ausencia de
datos es atribuida a 1a frecuentemente pequeña constante de
disociación, debido a lo cual la determinación de grados de diso
ciación se debe realizar a muy altas diluciones. La mayoría de
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los enfoques experimentales destinados a determinar los roles
funcionales de las subunidades dependen de la posibilidad de
producir la disociación reversible en las proteínas. Las varia
bles usuales para perturbar un sistema son la temperatura o la
composición química del medio. tales como cambios en el pH, fuer

za iónica, uso de solventes orgánicos y otros agentes quimicos.
Los cambios en temperatura provocan simultáneamente cambios

en volumeny energía térmica, lo que dificulta la separación de
ambosefectos. Además,las proteinas en solución son particular
mente sensibles a ligeros cambios en temperatura y aún pequeños
aumentos pueden producir cambios estructurales irreversibles.
Existe una amplia gamade reactivos disociantes, tales comourea,

clorhidrato de guanidinio y NaCNS,pero su uso efectivo en una
proteína puede ser inapropiado para otra y, lo que es mas impor
tante, todos estos agentes disociantes favorecen simultáneamente
el desplegamiento de las cadenas polipeptidicas.

La presión hidrostática. en el rango de una a 104 atmósfe
ras, es una variable termodinámica muyconveniente. Su uso elimi
na muchasde las dificultades inherentes al estudio de equili
brios con alta afinidad, aislando aquellos efectos que dependen
exclusivamente del volumen. En sistemas biológicos la presión

.

permite variar continuamente las distancias intermoleculares
proporcionando información sobre las mismas que no es posible

lograr de otro modo (Weber y Drickamer, 1983)

1.1.2 DISOCIACION INDUCIDA POR PRESION

La aplicación de presión a un dado sistema quimico en equi
librio desplaza el equilibrio en la dirección que tiende a ali
viar la perturbación, esto es favoreciendo las formas en las que
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el sistema ocupa el menor volumen, de acuerdo al principio de Le
Chatelier. Esto surge del hecho que 1a derivada de la función de

energía libre de Gibbs respecto de la presión es el cambio de
volumen para esa reacción:

d&G/dp = &VT [1.1]

Si el cambio de volumen para la formación de productos es

negativo y grande, en valor absoluto, la aplicación de la presión
desplazará el equilibrio en esa dirección. De hecho, el uso de
altas presiones hidrostáticas es un métodogeneral para inducir
la disociación reversible de proteinas oligoméricas a concentra
ciones en las cuales el proceso puede ser seguido a través de
diversas técnicas espectroscópicas. Este efecto fue demostrado en
todos los casos estudiados hasta el presente y se debe fundamen
talmente a que el sistema presenta un volumen menor en forma di

sociada, en la que el solvente ocupa los espacios libres que
resultan del empaquetamiento imperfecto de los átomos en las in
terfases entre subunidades (Paladini y Weber, 1981b). Además,
comoconsecuencia de la existencia de uniones salinas en las in

terfases (observadas, por ejemplo, en la hemoglobina y en la lac
tato deshidrogenasa), la hidratación de las cargas iónicas ex
puestas en los monómeros es más eficiente debido a la electros
tricción, con una contribución promedio de -25ml mol-1 para cada

puente salino (Rodgers et 31., 1988). Torgerson et al. (1979)
designaron con el nombrede sitios duros tales interacciones in
compresibles en las interfases que son, en consecuencia, desesta
bilizadas por la presión. La aplicación de altas presiones tam
bién puede promover la desnaturalización de cadenas polipeptídi



Introducción

cas monomericas; sin embargo esto ocurre a presiones superiores a
4 kbar, mientras que 1a disociación reversible de proteinas
oligoméricas es observada a presiones debajo de 3 kbares
(Heremans, 1982). Dada la diferencia en susceptibilidades frente
a la presión, de las estructuras ternarias y cuaternarias en
proteínas, la combinaciónde altas presiones y métodos espectros
cópicos de análisis, posibilita la obtención de información rela
tiva a la interacción proteína-proteina con minimos efectos
directos sobre el plegamiento de las cadenas que las forman.

La disociación depende de la concentración con un exponente
que a su vez es dependiente del orden de la reacción de asocia
ción de subunidades. Esto permite distinguir entre la disociación
inducida por aplicación de presión de un posible efecto directo
de dicha perturbación sobre la propiedad espectroscópica que está
siendo analizada, o de efectos indirectos a través de cambios de
primer orden en la conformación de las proteinas que componen el

agregado, todos los cuales son independientes de la concentra
ción.

En un experimento tipico se pueden graficar, para un dado
oligómero, los cambios observados en una determinada propiedad
espectroscópica en función de la presión aplicada. En los ex

.tremos correspondientes a las regiones de bajas y altas presiones
se observan, generalmente, valores constantes que, se asume.
representan al agregado sin disociar y a las subunidades aisla
das, respectivamente. La constante de disociación a presión p
(Ko) V la constante de disociación a presión atmosférica (K4)
están relacionadas según:

Kp = Katm exp(p&V°/RT) [1-2]
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donde &V0es el cambio de volumen standard de asociación (Palad

ini y Weber. 1981b). Introduciendo el grado de disociación a
presión p (ap), se puede escribir, para el caso de una reacción
de disociación de orden n:

Kp = nncn-1 apn/(l- ap) [1 3]

de [1.2] y [1.3]

ln [(apn/(l-ap)] = p&V°/RT+ ln (Katm/nncn-l) [1.4]

La dependencia lineal entre la presión y el logaritmo de la
constante de disociación aparente a la presión p ha sido
verificada en todos los casos estudiados.

1.1.3 DEPENDENCIA ANOMALARESPECTO DE LA CONCENTRACION

Cuando se emplean dos concentraciones de proteina C1 y Cz.

la diferencia en el valor de presión en la cual se'observa un

.grado de disociación a es:

p2-p1 = (n-l) RT ln Cz/C1 / &V0 [1.5]

Esto significa que para un mismo'cambio de volumen standard
de asociación, la diferencia en la presión necesaria para inducir
un dado grado de disociación (por ejemplo 50%) aumenta con el
número de particulas que componenel agregado.
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El cambio de volumen debido a la asociación (&V0) puede ser

calculado de la pendiente del gráfico del grado de disociación a

VS- la PreSión P (ecuaCión [1.4], &Vp)o por el desplazamiento de
esta recta para dos concentraciones diferentes (ecuación [1.5],
&Vc). En los dimeros estudiados los valores de &Vcalculados a

través del cambio en el grado de disociación con la presión a
concentración constante y por la diferencia en la presión necesa
ria para promover un 50%de disociación son coincidentes, dentro
del error experimental (115%). Por otro lado, la disociación in
ducida por presión de la eritrocuorina del anélido Glassocolex
paulistus (una hemoglobina extracelular. compuesta por 16 subuni
dades hexamericas, o 96 monómeros, Gomes et 31.. 1989), es casi

independiente de la concentración. y la cápside del virus BMV
(Silva y Weber. 1987) presenta el mismoperfil de disociación pa
ra todas las concentraciones estudiadas. Sin embargo, la ecuación
[1.2], que establece la dependencia termodinámica del grado de
disociación con la presión aplicada se cumple tanto en estos
grandes agregados comoen los dimeros. Los tetrámeros estudiados
muestran una situación intermedia entre los limites descriptos:
los valores de &Vcalculados por el desplazamiento de'las curvas
de compresión a distintas concentraciones (&Vc)son tres a cinco

.veces mayores que las que se derivan del cambio en el grado de

disociación con la presión para una dada concentración (&Vp); en

otras palabras, el cambio en la presión a la cual se obtiene 50 %
de disociación es menor que el previsto por la ecuación [1.4]. La
tabla I muestra los valores de &Vp y &Vcobtenidos para varios

dimeros y tetrámeros. Esto parece indicar que en la organización
de complejos oligoméricos ocurre una transición a nivel de tetra
meros entre el comportamiento normal que presentan los dimeros y
el "irregular" observado en agregados de mayor orden.
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TABLA I: VOLUMENES STANDARD DE ASOCIACION (&Vc, üVP) Y ENERGIAS
LIBRES DE ASOCIACION (&G) DE DIMEROS Y TETRAMEROS

&G &Vp &VC

dímero

Bz trp sintetasal -12.8 170 170

enolasaZ —9.5 55 47

hexoquinasa3 —12.6 120 172

tetramero

LDHporcinoi -36.3 170 680

GAPDHlevaduraS -34.9 235 783

1. Silva et 31., 1986.
2: &G de Xu & Weber. 1982; &Veste estudio.
3: Ruan & Weber. 1988.
4: King & Weber, 19863.
5: Ruan & Weber, 1989.

Energías libres (&G) en kcal/mol; Volúmenes de asociación (&V) en
ml/mol.
Los valores de &Gy &Vfueron obtenidos a partir de mediciones de
polarización de fluorescencia de proteínas dansiladas, excepto &G
para la enolasa, que proviene de experimentos de dilución.
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Para explicar estos hechos. Weber (Ruan & Weber. 1989:

Weber, 1989) sugirió la existencia de heterogeneidad de las ener

gias libres de asociación en la población nativa de tetrámeros.
La figura 1 muestra el cálculo de la disociación promovida

por presión para dos concentraciones que difieren en un factor de
diez entre si. Se asumió que la'población de proteinas consiste
en tres fracciones con energias de asociación de &G—6RT,&G y

&G+9RT,en la proporción 0.21:0.58:0.21 respectivamente. La
figura inferior corresponde al mismocálculo, esta vez el cálculo
fue realizado suponiendo que la población de tetrámeros podía ser
descripta mediante una distribución gaussiana de energias libres
compuesta por 11 fracciones, con una desviación_ standard del
promedio de 7.5RT y -5RT. De las figuras surge que la existencia
de heterogeneidad provoca como resultado valores de &Vc cercanos

al cambio real de volumen en la reacción de disociación, pero que
los valores son anormalmente pequeños cuando el cálculo se

realiza considerando el cambio en el grado de disociación con la
presión. La comparación entre ambas figuras muestra, además, que

al aumentar el número de fracciones con diferentes energías
libres de asociación en la población inicial de proteina. es más
dificil detectar dicha heterogeneidad a través de cambios en la
pendiente de la curva de disociación vs. presión.
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función de la presión aplicada, para dos concentracio
nes que difieren en un un orden de magnitud. La solu
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(a) 3 fracciones con energias libres de asociación de
&G—6RT,&Gy &G+9RT. en la proporción 0.21:0.58:0.21
(b) una distribución gaussiana de energías libres com
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del promedio de 7.5RT y -5RT (Weber, 1989).
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1.1.4 CURVA ANOMALADE DISOCIACION

Para un equilibrio oligómero-monómero de orden n, la dife
rencia entre las concentraciones en las cuales el grado de diso
ciación es 0.1 (00.1) v 0.9 (00.9), está dada, en teoria, por la
siguiente relación (obtenida a partir de [1.3]):

log C2/C1 = (n+1)/(n-1)*log 9 [1.6]

Sin embargo, Xu y Weber (1982), observaron que en la enolasa

de levadura dicho rango de concentraciones era igual a 1.7 unida
des de_logaritmo. valor significativamente inferior a 2.86, espe
rado para un dímero (n=2). Este estrechamiento en el intervalo
logaritmico de concentraciones de proteína en la curva de dilu
ción es atribuido a un cambio progresivo en la conformación a
medida que la proteina se disocia. implicando de este modo que

los potenciales químicos de los monómerosy el oligómero varian
dependiendo del tiempo que las subunidades se encuentran asocia
das o disociadas (Xu y Weber, 1981; Weber, 1986).

En principio todas las proteinas oligoméricas son disociadas
a grandes diluciones. Sin embargo las técnicas físicoquímicas
corrientes no son lo suficientemente sensibles para dar datos
precisos a las bajas concentraciones de trabajo. En tetrámeros
(n=4) el rango de concentraciones teórico es de 1.59 unidades de
logaritmo, y hasta el presente, no se tienen datos experimentales
que pemitan realizar la comparación con los valores teóricos.



Introducción

1.1.5 DERIVA CONFORHACIONAL

Unaserie de estudios de dímeros, tetrámeros (Silva et 31.,

1986: King y Weber, 1986; Ruan y Weber, 1988.1989) mostraron que

luego de la disociación inducida por presión, los monómeros su

fren un cambio progresivo en la conformación, en forma dependien
te del tiempo en que las subunidades permanecieron disociadas, de
modoanálogo a las modificaciones desarrolladas durante la diso
ciación por dilución. Este proceso, al cual se denominó deriva
conformacional (confbrmational drift), es responsable de la
pérdida parcial de afinidad entre subunidades, de la histéresis
en la asociación luego de eliminada la perturbación hidrostática,
de la pérdida reversible de actividad enzimática y de las altera
ciones en algunas propiedades espectroscópicas.

Asimismo,observaciones relizadas en la lactato deshidroge
nasa y en la gliceraldehido-B-fosfato deshidrogenasa indicaron la
existencia de dos formas tetraméricas termodinámicamente esta

bles: A y A*. A una dada temperatura y presión, la partición en
tre estas formas está determinada por las energías libres de
asociación &Gy &G*y los correspondientes volumenes standard de

‘asociación &Vy &V*. La forma A* está caracterizada por un cambio
de volumen aparente de asociación y una energia libre de asocia
ción muchomayor. Las diferencias en estos parámetros termodiná

micos indican que en ningún momentode la disociación por acción
de la presión coexistiría el tetrámero nativo con una fracción
detectable del tetrámero inactivo. A temperatura ambiente los
tetrámeros inactivos se originan solamente por descompresión,
pero a baja temperatura (0-4°C) persisten indefinidamente.
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libre

Energia

Coord. conformacionál

diagrama que muestra la dependencia de la energia libre
de Gibbs respecto de la coordenada de conformación de
oligómeros nativos (A) y de los oligómeros que han su
frido deriva conformacional (A‘). (Ruan & Weber, 1989).
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La recuperación de las caracteristicas individuales se pro
duce cuando estas soluciones son incubadas a temperatura ambiente

durante un tiempo que varía según el tratamiento al que han sido
sometidas.

A partir de estas observaciones King y Weber (1986b) y Ruan

y Weber (1989) propusieron diagramas de energia libre para la
disociación y reasociación de oligómeros (figura 2). La disocia
ción y reasociación están representadas por lineas verticales, ya
que corresponden a procesos microscópicos más rápidos que los
subsiguientes cambios conformacionales de los monómeros.

La recuperación de la deriva conformacional se produce tanto
en dimeros como en tetrámeros, pero en el caso de los dimeros no

se han encontrado condiciones que permitan aislar un agregado
indefinidamente estable A‘, con propiedades enzimáticas y
espectroscópicas alteradas, como es posible hacerlo en los
tetrámeros (Ruan y Weber, 1989). El análisis de la figura 2
sugiere que esta diferencia puede atribuirse al hecho que la con
formación correspondiente al minimo de energia libre del monómero
cae dentro de la superficie de energía libre del dimero, pero más
allá que la del tetrámero; en otras palabras, la diferencia entre
las conformaciones correspondientes al monómeroaislado respecto
del monómeroen el agregado son considerablemente mayores cuanto

mayor es el número de subunidades que forman el agregado. King y

Weber (1986b) señalaron que la formación de estos agregados
estables explican la crioinactivación'de enzimas oligoméricas.
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Para la presente tesis se han seleccionado dimeros y

tetrámeros de distintos origenes, en base al conocimiento de las

respectivas estructuras cristalinas, y por haber sido objeto de
una detallada investigación mediante el uso de altas presiones
hidrostáticas. A continuación se brinda un resumen de las con
clusiones originadas en experimentos previos, que son de interés
para el presente estudio.

1.2.1 ENOLASA

La enolasa (2-fosfo-D-glicerato hidrolasa) es un dímero de
peso molecular 90.000, que cataliza la conversión de 2-fosfogli
cerato a fosfoenolpiruvato. Esta es la segunda reacción de la
secuencia glicolitica en la cual se genera un compuesto de fos
fato de alta energía. La enzima tiene un requerimiento absoluto
respecto de un catión divalente (M32+o Mn2+), que forma un com

plejo con la enzima previo a la unión del sustrato. Las interac
ciones hidrofóbicas son de importancia primaria en la asociación
entre subunidades. La enolasa de levadura fue la primera proteina
oligomérica cuya disociación por efecto de la presión fue estu
diada exitosamente utilizando la despolarización intrínseca y de
un fluoróforo externo, el l-dimetilaminonaftalen-5-sulfonilo
(dansilo)(Paladini y Weber, 1981b). El cambio de volumen calcula
do según ambas técnicas resultó coincidente (-65 i 8 ml), y en
base a las determinaciones realizadas se obtuvo el valor de 9
kcal/mol para la energia libre de disociación de la enolasa di
suelta en buffer Tris-HCl, pH 7.3, en presencia de exceso de mag
nesio, a 12°C.
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Comose indicó anteriormente, la disociación de 1a enolasa
tiene lugar sobre un rango de concentraciones significativamente
menor al que corresponde a una única energia libre de asociación
entre monómeros, hecho atribuido a la deriva conformacional de
los monómerosdisociados.

1.2.2 HEXOQUINASA

La hexoquinasa es un dímero compuesto por dos subunidades

iguales de 48 kD, que cataliza la fosforilaoión dependiente de
ATP de hexosas (Colowick, 1973)

MgATPZ-+ hexosa --* MgADP-+ hexosa-6-P2- + H+

La presencia de activadores alostéricos puede aumentar su
actividad hasta 10 veces (Kosowa Rose, 1971), en parte debido al

desplazamiento del equilibrio monómero-dímero hacia el dímero.
Estudios de rayos X mostraron que la unión de la glucosa induce
un cambio conformacional desde una forma inactiva a una activa.

La disociación de la enzima por efecto de la presión fue in

.vestigada utilizando técnicas de espectroscopía de fluorescencia
(Ruan y Weber, 1988). Para la isoenzima P2 se determinó una

energía libre de asociación de los monómeros a presión at
mosférica KaLmde -14.2 koal/mol a 20°C y -11.4 kcal/mol a 0°C.

La asociación de los monómerosprocede con un cambio positivo en
entalpia. lo que señala que la entropía es capaz de compensar en
exceso la negativa entalpia de hidratación de las interfases
entre subunidades.
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Luego de un ciclo de compresión y descompresión 0°C, se pro
duce un efecto de histéresis, y la proteína presenta menor ener
gia libre y volumende asociación. La actividad enzimática, las
propiedades espectroscópicas y el estado de agregación de la

proteina nativa son recuperadas individualmente con diferentes
velocidades y en forma dependiente del tiempo durante el cual las
subunidades permanecieron separadas entre sí, lo que implica la
existencia de complejos cambios conformacionales en los monómeros
aislados (Ruan y Weber, 1988).

1.2.3 GLICERALDEHIDO-S-FOSFATO DESHIDROGENASA

La gliceraldehido-B-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)cataliza
reversiblemente 1a oxidación y fosforilación de D-gliceraldehido
3-fosfato (G-3P) en una reacción que acopla la oxidación de un
aldehido con la sintesis de un anhídrido fosfato de alta energia.
1,3-difofoglicerato (DPGA),de acuerdo con el siguiente esquema:

CHO OCOPOsZ

HéOH + HPO42- + NAD+ :::; HéOH + H+ + NADH

¿H20P03 H20P032

La GAPDHse encuentra ampliamente distribuida en la

naturaleza, siendo una enzima clave en la conversión de glucosa a
ácido pirúvico, un paso esencial en el metabolismo de carbohidra
tos en la mayoria de los organismos. Representa alrededor del 20%
del total de proteína soluble en levadura y hasta el 10%en mús
culo. Ha sido aislada en forma cristalina de un número importante
de especies. presentando una alta homología en las respectivas
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secuencias aminoacidicas. Sin embargo existen importantes
diferencias entre distintas especies; principalmente, la unión
del NADa la enzima de levadura muestra cooperatividad positiva.

mientras que la cooperatividad en la unión del NADa la enzima de

músculo es negativa. Este hecho da lugar a una gran diferencia
entre las constantes de disociación. determinadas cinética y
espectroscópicamente, y explica las discrepancias producidas
respecto del número e independencia de sitios de unión del NAD
(Harris & Waters, 1976).

Sólo la forma tetramérica, compuesta por cuatro subunidades
idénticas y un peso molecular total de 146.000, es activa. La
asociación de monómerosen tetrámeros se produce con un cambio de

entalpia de —14 kcal/mol y un aumento de 18 kcal/mol en la
entropía a 25°C (Ruan y Weber, 1989).

1.2.4 LACTATO DESHIDROGENASA

La lactato deshidrogenasa (LDH)cataliza reversiblemente la
oxidación de ácido lácico a ácido pirúvico.

CHs CHa

HÉOH + NAD+ ;:: H¿=O + H+ + NADH

¿00H ¿00H

Se encuentra distribuida en casi todos los tejidos animales,
microorganismos y plantas. en donde forma el centro de un balan
ceado equilibrio entre el anabolismo y catabolismo de hidratos
de carbono. En animales superiores, todas las L-LDHson tetráme
ros de peso molecular de 145.000 (Everse & Kaplan. 1973)- Las
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subunidades de la LDHexisten como 2 formas estructurales prin

cipales, nombradas como H, que es aislada de músculo cardiaco, Y

M, purificada de músculo esquelético, lo que da lugar a cinco di
ferentes isoenzimas de la molécula tetramérica. Las isoenzimas

presentan significativas diferencias en composiciónaminoacídica,
estructura helicoidal y otras propiedades estructurales y
cinéticas.

Las enzimas lactato deshidrogenasa bovina y porcina son di
sociadas reversiblemente a pHneutro cuando se aplican presiones
de hasta 2 kbar a soluciones entre 0.1 y 10 uM(Muller et 81.,
1981a, 1981b; King & Weber, 1986a). Las caracteristicas de esta
enzima.luego de ciclos de disociación-reasociación inducida por
presión, son muysimilares a los de la gliceraldehído-S-fosfato
deshidrogenasa. Presenta una remarcable histéresis, con una
diferencia de hasta 1 kbar en la presiones en las cuales hay un
50%de asociación, para las curvas de compresión y descompresión
Además, luego de la reasociación, tiene lugar la formación de un
tetrámero, estable a baja temperatura, con la actividad enzimáti
ca disminuída y una menor afinidad entre subunidades comparado
con la proteína nativa (King y Weber, 1986a).
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1.3.1 CARACTERISTICAS DE LA ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

El uso extensivo de los métodos de fluorescencia en investi

gación quimica y bioquímica se basa en la inherente sensibilidad
de esta técnica y la escala favorable de tiempo del fenómeno de
fluorescencia. Todos los procesos que ocurren con una frecuencia
igual o mayor que la inversa del intervalo de tiempo entre la ab
sorción y emisión de la radiación son potencialmente capaces de
alterar las caracteristicas espectrales del compuestofluorescen
te bajo observación. La emisión de fluorescencia se produce alre
dedor de 10-8 segundos (10 nseg) después de la absorción de luz.
Varios procesos moleculares ocurren durante ese período: difusión
o transporte de pequeñas moléculas a través de una distancia de
varios nanometros, movimientos rotacionales de proteinas y/o sus
residuos internos, reacciones de transferencia de protones, reo
rientaciones dipolares en el estado excitado y otros (Lakowicz,
1983). Los parámetros característicos de fluorescencia, por lo
tanto, son de gran utilidad ya que son capaces de revelar aspec

.tos dinámicos de los sistemas biológicos, en particular en el
estudio de proteínas y su interacción con otras macromoléculas.

La demostración de la disociación requiere la observación de
concentraciones de proteínas del órden de 10-1000 veces la con
stante de disociación a presión atmosférica, lo cual corresponde
generalmente a concentraciones del orden de micromolar. Este
rango de diluciones puede ser estudiado convenientemente utili
zando métodos ópticos de análisis, algunos de los cuales se
detallan a continuación.
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La observación de cambios en la intensidad de emisión de

fluorescencia (rendimiento cuántico) y distribución de energias
(número de onda promedio o centro de masa) son métodos de gran

sensibilidad, y han sido utilizados para demostrar cambios en el
estado de agregación promovidos por efecto de perturbaciones
hidrostáticas. La absorción y fluorescencia de moléculas orgáni
cas en solución consiste usualmente en bandas aproximadamente
gaussianas con anchos medios de 500-2000 cm-l. El espectro de
fluorescencia puede ser caracterizado por el centro de masa de la
emisión:

Je = ZFiJi/ZFi [1.7]

donde Fi es la intensidad del fotón emitido al número de onda Ji.

Habitualmente se puede medir je con una precisión de i20-30 cm-l.
La utilidad de je proviene del hecho que los desplazamientos del
espectro de fluorescencia son el resultado de cambios en la in
teracción del fluoróforo con el entorno y, por lo tanto están
sujetos a la conservación de 1a energia: la energia ganada en la
interacción molecular iguala a la pérdida de energia del estado
excitado, de modoque la magnitud del desplazamiento espectral
observado da una idea de la extensión, y a veces el carácter, de
los cambios en el entorno del fluoróforo (Weber, 1987; MacGregor

& Weber, 1986). Los residuos triptofano presentes en las inter
fase entre subunidades de las proteínas oligoméricas son a menudo
expuestos a un entorno con mayor polaridad (el solvente) como

producto de la disociación, con un desplazamiento hacia el rojo
de la emisión entre 300-1000 cm-l en los diferentes casos.
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Los cambios en la dispersión de la luz y la polarización de
fluorescencia de un fluoróforo unido covalentemente a una macro

molécula, permiten registrar cambios promedio en el volumen de

las particulas responsables de la emisión, de donde se puede
deducir en forma directa el grado de disociación del sistema. La
dispersión de la luz es particularmente útil para seguir la dis
ociación de un agregado de gran tamaño en pequeñas subunidades

(Heremans, 1982).

La polarización de fluorescencia de un fluoróforo que forma
parte de la macromolécula (ya sea triptofano o un grupo extrin
seco unido covalentemente) por su parte, es más útil cuando el
agregado y el oligómero difieren en un factor de 2 o 4, es decir
dimeros (Paladini & Weber, 1981b; Silva et 31., 1986; Rover et

31., 1986; Ruan & Weber, 1988; VerJoski-Almeida et al. 1986) y

tetrámeros (King & Weber, 1986; Ruan & Weber, 1989). Los cambios

en la polarización de fluorescencia reflejan, en general, cambios
en la velocidad rotacional del fluoróforo. Para el caso de rota
ciones libres con simetría esférica (Weber, 1952):

l/p - 1/3 = (l/po - 1/3)(1 + 37/!) -[1.8]

.donde p es la polarización observada, po es la polarización en la
ausencia de movimiento, f es el tiempo de relajación rotacional y
T el tiempo de vida media.

Varios procesos dinámicos contribuyen a la polarización de
estado estacionario. Luegode la disociación de oligómeros en
subunidades, los movimientos rotacionales de toda la proteína y
la libertad de rotación del fluoróforo unido covalentemente,
están menosrestringidas estéricamente. Esta mayor libertad de
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movimiento causa una disminución en la anisotropía, siempre que
el cromóforo tenga un tiempo de vida media suficientemente largo

comopara distinguir entre el tamañode las partículas involucra
das (ver Materiales y Métodos)\ El ácido 1-dimetilamino-5-sulfó
nico y su isómero 2:5, con vidas medias de 14 ns y 28 ns respec

tivamente. son frecuentemente utilizados para los experimentos de
polarización de estados estacionario.

Los residuos triptofano (principales responsables de la
fluorescencia intrínseca en las proteinas) tienen una vida media
de aproximadamente 2-4 ns, demasiado corta en comparación con el

tiempo de relajación rotacional de la macromolécula; en conse
cuencia no se produce apreciable movimiento de la macromolecula
como un todo durante la vida del estado excitado. Sin embargo
puede ocurrir despolarización de la fluorescencia, debido a cam
bios en la movilidad local de dichos residuos, ocasionados indi
rectamente por la eliminación de restricciones luego de producida
la disociación.

1.3.2 USO DE TRANSFERENCIA DE ENERGIA DE EXCITACION ELECTRONICA

PARA EL ESTUDIO DE AGREGADOS MOLECULARES

Unode los mecanismosde desactivación no radiativa del es

tado excitado es la transferencia de energia desde la molécula
fluorescente en el estado excitado a un aceptor de energia apro
piado en el estado fundamental, en'un.rango de distancias de 15 a
70 A. Si la segunda molécula también es fluorescente, la energia
transferida puede ser emitida comofluorescencia característica
del aceptor. Las distancias involucradas, si bien son comparables
con las dimensiones de varias macromoléculas biológicas, son re
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lativamente pequeñas relativas a la longitud de onda de la
radiación (generalmente entre 3000 a 6000 A). Forster (Forster,
1949) desarrolló una teoría cuantitativa considerando que el
proceso de transferencia se produce a través de un acoplamiento
directo entre los dipolos de emisión del dador y el dipolo de ab
sorción del aceptor. Utilizando este mecanismo, calculó la
velocidad del proceso de transferencia no radiativa como:

kt = 1/T(8,79.10'5) xZ.n-4.oD.JDA.r-5 [1.9]

donde T y zo son, respectivamente, la vida media del estado ex

citado y el rendimiento cuántico del dador; n es el indice de
refracción de la luz visible en el medio donde el proceso tiene

lugar y R es la distancia en A entre el dador y aceptor.x_2, el
factor de orientación es definido como:

La: (cosBDA-3coseocoseA)2 = (sineosinGAcos —200580005A)2 [1.10]

Los ángulos involucrados se muestran en la figura 3. JDA, la in
tegral de solapamiento espectral queda definida como:

JDA = J fb(X) EA (X) x4 dXJ/[J Íb(x dk] [1.11]

donde Íb(1) es espectro de emisión corregido del dador en cuantos
por unidad de intervalo de longitud de onda; €A(X) es el coefi
ciente de extinción molar del aceptor en M-l cm-l; X es la longi
tud de onda en nanometros.
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Figura 3: diagrama que muestra los ángulos usados en la defini
ción de x 2. HD es el vector dipolo de emisión del
dador; pAes el vector dipolo de absorción del aceptor.
R es el vector formado por la unión de los centros de
ambos cromóforos.

’5
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Resulta conveniente abreviar la ecuación [1.9] como:

kt = l/T(Ro/R)5 [1.12]

donde R05 : (8.79.10'5)¡.2n’40DJDA

R06recibe el nombrede "distancia crítica de Forster". Represen
ta la distancia a la cual la velocidad de transferencia de ener
gía no radiativa (kt) iguala a la sumade las velocidades de
todos los otros modosde desactivación del primer estado excitado
del dador (Ski):

kt = k5 + Ski cuando R = Ro [1.13]

siendo kf la constante de velocidad de emisión de fluorescencia.
R05 está relacionada con las propiedades espectrales del

dador y aceptor a través de los factores n-4oDJDA,y a la orien
tación relativa de los dipolos de emisión del dador y el dipolo
de absorción del aceptor, a través de ¡_2.4;2, que puede variar
entre 0 y 4 no es fácilmente determinable experimentalmente.

La transferencia de energía no radiativa ha sido utilizada
comoherramienta en la investigación de la organización de com
plejos biomoleculares, obteniendo información acerca de distan
cias entre cromóforos (extrinsecos e intrinsecos) de proteinas y
ácidos nucleicos y cambios en la conformación producidos por des
naturalización o unión de sustratos (Stryer, 1978).

La elección del par dador aceptor debe hacerse en base a las
propiedades espectroscópicas de los compuestos. La primer consi
deración deriva de la dependencia funcional de la eficiencia E
respecto de la distancia. R, entre dador y aceptor:
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E = R05 / (Ro6 + R5) [1-14]

Para un dado par de compuestos, E es una función sensible de
R solo cuando el rango de distancias entre fluoróforos es
0.5 Ro < R <1.9 Ro. Las medidas más sensibles se realizan cuando

Ro iguala la distancia a medir. Los factores que determinan Ro
están indicados en la ecuación [1.9]. Examinandoesta ecuación.

se puede ver que Ro aumenta cuanto mayores son en y JDA. Para

hacer máximoeste último se debe elegir un par en donde se cum

plen las siguientes condiciones: (i) que exista una buena super
posición entre el espectro de emisión del dador y el espectro de
absorción del aceptor, (ii) que el aceptor tenga un coeficiente
de extinción grande y (iii) que la región de superposición se en
cuentre en la región de menor energia del espectro (mayores X).

Las siguientes consideraciones derivan de la optimización
experimental de las condiciones para monitorear la transferencia
de energia no radiativa: se deben elegir pares de donor-aceptor
en los cuales los espectros de emisión de ambos fluoróforos están
bien resueltos, de tal modoque la emisión del dador no contamine
en lo posible la emisión producida por el aceptor como resultado
de la transferencia. Adicionalmente, es conveniente que el Gman

.
del dador se encuentre en la región de un minimo relativo de €(X)
del aceptor. A la longitud de onda de excitación Xexc, la
relación GA(Xexc)/GD(Xexc), debe ser minima para obtener máxima
sensibilidad de la técnica.

La posibilidad de producir la disociación entre subunidades
por aplicación de altas presiones permite la formación de molécu
las híbridas en las que distintas subunidades están marcadas con
un fluoróforo diferente. Como la transferencia de energia elec
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trónica de excitación requiere de la proximidad fisica de los
fluoróforos, si se elige un par apropiado, con el espectro de
emisión del dador superpuesto con el espectro de excitación del
aceptor. la reasociación de un oligómero hibrido en sus compo
nentes debe producir la aparición de fluorescencia del aceptor,
originada en la excitación a través de la interacción dipolo
dipolo con el dador (sensitised fluorescence). Este es un
fenómeno de tipo "todo o nada", ya que solamente aquellas sub
unidades que han sido disociadas y se han reasociado formando
parte de un oligómero hibrido, pueden transferir energia. Esta
propiedad permite distinguir entre las moléculas que han sido
disociadas, de aquellas que no han sido afectadas por la pertur
bación hidrostática.
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2il_EBEEARAQIQH_DE_HDESIRAS

2.1.1 BUFFER

El buffer utilizado a lo largo de este estudio fue Tris
hidroximetilamino metano (Ïris; Sigma). debido a la baja depen
dencia de su pK respecto de la presión hidrostática (Zipp & Kauz
mann. 1973). Las soluciones fueron preparadas inmediatamente

antes de cada experimento, en agua deionizada y purificada por

pasaje a través de sistema Millipore (R < 18 MQ).
La adición de ditiotreitol en las soluciones buffer. en los

casos en que se señala, se hizo con el propósito de evitar el
agregado inespecífico de subunidades disociadas a través de
puentes disulfuro.

2.1.2 PROTEINAS

Se utilizaron las siguientes preparaciones comerciales:
Enzima Enfinlfi

Lactato deshidrogenasa (corazón porcino) Boehringer
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (levadura) Boehringer
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (m. conejo) Sigma
Hexoquinasa (levadura) Boehringer
Enolasa (levadura) Calbiochem

2.1.3 DETERMINACION DE CONCENTRACIONES ENZIMATICAS

Las concentraciones de proteínas se midieron utilizando el método
de Lowryet al (1951), o por espectrofotometria, utilizando los
siguientes coeficientes de extinción (280 nm):
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LDH 1.4 cmZ/mg Jaenicke et 31.. 1968

GAPDH(sn 0.1%) 0.89 Kirschner y Voigt, 1968

Hexoquinasa (sn 0.1%) 8.85 Colowick, 1973

Enolasa BOBOOM-lcm-l Paladini y Weber, 1981

2.1.4 DETERMINACIONDE ACTIVIDAD ENZIMáTICA

2.1.4.1 Lactato deshidrogenasa

El ensayo de actividad se basa en la reducción de piruvato a
lactato (Eventoff et a1., 1974). La velocidad de reacción fue
determinada a través de la disminución de absorbancia del NADHa

340 nm. El ensayo se realizó a temperatura ambiente (aprox 22°C).

La mezcla de reaccion se preparó disolviendo 1.7 mg de piruvato
de sodio y 6 mg de NADH en 50 ml de buffer fosfato de sodio

(óümfl) pH: 7.2. La concentración final de piruvato y NADHfue

0.3 mMy 0.15 mM respectivamente. En un experimento típico 2 ml

de esta solución se colocaron en una cuveta de 1 .cm de paso
óptico. Inmediatamente se agregaron 10-20 ul de una solución

.diluída de enzima y se determinó la disminución de absorbancia a
340 nm.

2.1.4.2 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Reacción que cataliza:

GAP + NAD + fosfato :::: PGA-P + NADH+ H+
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El uso de arsenato en lugar de fosfato da como resultado la
formación de 1-arseno-3-fosfoglicerato, que es rápidamente
hidrolizado de forma no enzimática a 3-fosfoglicerato, haciendo
la reacción total irreversible.

HASO42

GAP + NAD + HzO —> PGA + NADH + H+

La medición de la actividad enzimática de la GAPDHse basa en el

incremento de absorbancia a 340 nm, correspondiente a la forma

ción de NADHa partir de NAD(Velick, 1974). La reacción se rea
lizó a temperatura ambiente en una cuveta de 1 cm de paso óptico,

conteniendo: 50 mMde buffer pirofosfato, pH=8.5, 2.7 ml; 15 mM

NAD,50 pl; 15 mMD-gliceraldehido-B-fosfato, 50 pl, 0.3 M ar

senato de sodio, 50pl y 100 pl de enzima. La reacción se inició
por adición de arsenato y se registró el incremento en la absor
bancia de la densidad óptica a 340 nmdurante los primeros cinco
minutos.

2.1.4.3 Hexoquinasa

ATP + Hexosa ::::: ADP+ Hexosa-S-fosfato + H+

La actividad enzimática de la hexoquinasa fue determinada espec
trofotométricamente en presencia de un indicador acido-base (rojo
cresol), cuyo pKa (8.25) es idéntico al del buffer utilizado
(glicil-glicina)(Darrow y Colowick, 1974). La cantidad de ácido
producido en la reacción es equivalente a 1a cantidad de buffer
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básico neutralizado, que a su vez es proporcional a la cantidad
de indicador básico neutralizado. Leyendoa una longitud de onda
donde sólo la forma básica del indicador absorbe, el descenso en
densidad óptica es una medida cuantitativa del ácido producido (o
fosfato transferido). El procedimiento consiste en agregar a una
solución conteniendo 2.5 ml de solución stock (0.006% de rojo
cresol, 1.6% MgClz.6 H20; 0.1 M ATP; 0.1 M NaOH; 0.1 M glicil

glicina-NaOH, pH 9.0) y 0.4 ml de una solución 0.2 Mde glucosa,

100 pl de enzima y medir la velocidad de cambio en la densidad

óptica a 560 nm.
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2.1.5 MARCACION DE PROTEINAS Y DETERMINACION DE LA RELACION DE

SUSTITUCION

2.1.5.1

a) Reactivo: Isotiocianato de 5-fluoresceina (isómero I)
(FLUKA)

b) Procedimiento: típicamente los conjugados de fluoresceina
fueron preparados disolviendo 5 mgdel isotiocianato en 1 ml de
dimetilformamida (DMF) anhidra y agregando un exceso molar de

10:1 del reactivo disuelto a una solución 10-5 Mde proteina en
buffer carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,2. La concentración de
dimetilformamida en la mezcla de reacción en ningún caso resultó
mayor de 1.5%. Luego de 5-12 horas de reacción, el exceso de

fluoroforo que no reaccionó se eliminó por cromatografía en una
columna de Sephadex G-25 fine (Pharmacia). El conjugado fluores
ceina-proteína fue ulteriormente dializado a 4°C por varias
horas, realizando varios cambios contra el buffer correspondiente
a cada proteína. La concentración de fluoróforo unido covalente
mente se determinó usando los coeficientes de extinción molar de

42500 y 22500 a 490 nm y 280 nm respectivamente (Gennis et al.,

1972).

2.1.5.2

a) Reactivo: 7-dimetilamino—3—(4'-isotiocianatofenil)-4
metilcumarina (Molecular Probes).
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b) Procedimiento: se utilizó el mismoprotocolo que para la
marcación con fluoresceina. La concentración de fluoróforo con
jugado se determinó utilizando el coeficiente de extinción molar
de 29000 (x=383 nm).

a) Reactivo: ácido 2'(N,N-dimetil)amino-6-naftoil-4—trans
ciclohexanoico (DANCA). Sintetizado por F. Farris y G. Weber

(Biochemistry Department, University of Illinois, no publicado).
La activación del grupo carboxilo se realizó formandoel anhídri
do sulfúrico mixto (Hudson, 1970): 0.3 mmoles de DANCAse mezcla

ron con 2.7 mmoles de DMF-SOa(FLUKA)y 3 mmoles de trietilamina,

bajo atmósfera de nitrógeno a temperatura ambiente durante 30
minutos. El anhídrido mixto así formado es estable por varios
meses guardado en un desecador a -20°C.

b) Procedimiento: Unaalícuota del anhídrido mixto se diluyó
por un factor 50-100 en buffer fosfato 0.1 M, pH 8.0. Un exceso

de un orden de magnitud (en mol) de esta solución-diluida se

agregó a una solución de proteína (1-10 mg/ml) a 4°C y se dejó

reaccionar 30-60 minutos. Pasado ese tiempo la mezcla de reacción
se sembró en una minicolumna Dowex 2x8 (200-400 mesh), la cual

retiene el colorante que no reaccionó o que ha sido hidrolizado.
pero no a la proteina conjugada. La concentración de fluoróforo
unido se determinó espectrofotométricamente utilizando el coefi
ciente de extinción molar de 14000 a 360 nm (MacGregor y Weber,

1986).
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2.1.5.4

a) Reactivo: Cloruro de 2-dietilaminonaftaleno-5-sulfónico
(2,5-DENS). Fue preparado a partir de la sal de sodio del ácido
correspondiente por reacción con PCls. Ungramo del sulfonato se
mezcló con igual peso de Pbls en un mortero, calentado moderada

mente con un manto calefactor. Luego de 15-20 minutos se agregó

agua, se dejó hidrolizar el PCls por otros 15 minutos y se fil
tró. Se recristalizó con etanol y se guardó a -20°C en un
desecador.

b) Procedimiento: Se agregaron 20 ul de una solución de
reactivo disuelto en acetona a 1 ml de enzima (5-10 mg/ml) con
constante agitación a 4°C. La reacción se dejó continuar en
cámara fría por 10-14 hs. Posteriormente el exceso de fluoróforo
que no reaccionó se eliminó por cromatografía en. columna de
Sephadex G-25. A continuación la proteina marcada fue dializada a
4°C comose indicó previamente. La determinación de la relación
de sustitución se realizó utilizando el coeficiente de extinción
molar de 2090 M-lcm-l para el fluoróforo. La concentración de
proteína en este caso se determinó por el método de Lowry et al.
(1951) ya que la alta absorbancia del fluoróforo a 280 nm hace
inaceptable la determinación directa de absorbancia a esa longi
tud de onda.

a) Reactivo: cloruro de l-metoxinaftaleno-4-sulfónico: fue
preparado de igual forma que el cloruro de 2,5-DENS.
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b) Procedimiento: Se utilizó un protocolo idéntico al des
cripto precedentemente para el 2,5-DENS.

En todos los casos se determinó que las proteínas marcadas
conservaron por lo menos90%de la actividad enzimática original,
medida según los métodos descriptos en la sección precedente.
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2¿2¿_IHSIREMEHIAQIQH

2.2.1 BOMBA DE ALTA PRESION

La bombautilizada para los experimentos a alta presión fue
diseñada por Paladini (1981). Está construida con un acero llama
do Vascomax 300. El cuerpo de la bomba es cilíndrico y contiene
una entrada superior, a través de la cual se presuriza, y tres o
cuatro ventanas laterales. Unade las ventanas es utilizada para
transmitir la luz de excitación, mientras que las otras dos, per
pendiculares a la primera transmiten la luz de emisión. Las ven
tanas son de cuarzo fundido y presentan las siguientes caracte
rísticas: T19suprasil; birrefringencia: 5nm/cm,practicamente no
fluorescentes y ópticamente planas, con las siguientes dimensio
nes: diámetro: 0.5 i 0.05 pulgadas, espesor: 0.30 i 0.05 pulga
das. En el interior de la celda se coloca una cuveta cilindrica

de cuarzo fundido de 1 m1 de volumen y 10 mmde diámetro. La

celda se apoya sobre una base de bronce que evita movimientos de

la cuveta respecto de las ventanas. La tapa de la cuveta es un
tubo de polietileno, con uno de sus extremos sellado por calor.
El propósito de este tubo es permitir la equilibración de la
presión entre el mediohidrostático (etanol) y la muestra dentro
de la cuveta, previniendo a1 mismo tiempo la mezcla de los
mismos. En las figuras 4 y 5 se observan fotografias de los
elementos descriptos.



I Material“ y Método:

Figura 4: Vista lateral de la bombade alta presión. La presión
es aplicada a través de la entrada superior (Paladini,
1981).
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Figura 5: Cuveta cilindrica de cuarzo y base de bronce. La tapa
de la cuveta es un tubo de polietileno, con uno de sus
extremos sellado por calor (Paladini, 1981).
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El etanol que rodea la cuveta es transparente en todo el
rango de longitudes de onda utilizadas y su uso tiene la ventaja
de hacer desaparecer las superficies curvas de la cuveta cilín
drica debido a la proximidad entre los respectivos indices de
refracción. Unadescripción más detallada de la instrumentación
se puede hallar en la literatura (Paladini, 1986).

Para la compresión se utiizó una bombade pistón, operada
manualmente. fabricada por High Pressure Equipment Company(Erie,

PA). La medición de los niveles de presión se realizó con un ma
nómetro Heise Burdon.

La temperatura del sistema fue regulada introduciendo la
cámara de presión dentro de una camisa de bronce por donde se
hizo circular un fluido refrigerado (metanol), a través de un
baño termostático.

2.2.2 POLARIZACION

Los experimentos de polarización de fluorescencia bajo pre
sión se realizaron utilizando formato L (Paladini y Heber 1981a).
Se determinó la relación entre los componentes paralelo y perpen
dicular de la emisión, cuando la muestra fue excitada con luz

Overticalmente polarizada (SHV/SLV),y se calculó la polarización
aparente utilizando la siguiente ecuación:

pn = (Suv/SU) -1 / (Suv/su) +1 [2.1]

ELvalor calculado fue corregido para compensar la birre
fringencia de las ventanas de cuarzo de la bombade presión, la
cual es inducida por la presión hidrostática (Paldini y Weber,
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1981a). Los datos fueron analizados usando el programa provisto
por ISS (Champaign, Illinois; USA).
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2.2.3 EMISION DE FLUORESCENCIA

Los espectros de emisión fueron obtenidos en un espectro
fluorómetro Hitachi (Mod. F-3010), conectado a una computadora
externa IBM PC-AT.

Algunos espectros de emisión fueron adquiridos en un espec
trofluorómetro SLM4800 (SLM-AMINCO;Urbana, 11.; USA), que posee

accesorio de comunicación para transmisión de datos a una compu
tadora externa Hewlett-Packard 9825.

Para experimentos de cinética se utilizó comofuente de ex
citación una lámpara de arco de Mercurio-Xenon (Ushio, Japón) y

la emisión fue analizada con un OSMA(Optical Spectrometric Mul
tiohannel Analyzer mod. ST-IZO; Princeton Instruments, Inc.).
Este instrumento consiste básicamente en un detector multicanal

controlado por computadora, lo que permite adquirir espectros
completos en tiempos muycortos (desde 15 segundos) con altas
velocidades de adquisición.

Los espectros fueron cuantificados por especificación del
centro de masa:

Jp = ZJiFi / ZFi [1] [2.2]

donde Fi es la fluorescencia emitida en el número de onda Ji y la
sumatoria es realizada en todo el' rango del espectro que posee
valores apreciables de F.
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2.2.4 VIDAS MEDIAS

Las determinaciones de vidas medias se efectuaron con un

fluorómetro de multifrecuencia de fase y modulación SLM 48000,

controlado por una computadora JAMECOPC-Turbo XT. Como fuente de

excitación se utilizó un Laser Ion Argon Spectra-Physics modelo
2020 (363.8 nm), cuya emisión fue modulada por una celda Pockels

para obtener un rango de frecuencias entre 5 y 150 MHz.La emi

sión fue observada a través de un filtro Corning 3-68 (X mayores
de 500 nm). Como referencia se utilizó una solución acuosa de

glucógeno de hígado de conejo, como dispersante elástico
(scatterer) (T=0.0 ns), o alternativamente usando POPOP como
standard de vida media perfectamente conocida (1.35 ns).

El método consiste en la determinación de la diferencia de

fase y demodulación relativa de la luz emitida por la muestra,
respecto de la excitación, cuando la muestra es excitada con luz
cuya intensidad es moduladasinusoidalmente a diferentes frecuen

cias (Gratton y Limkeman, 1983). Debido al tiempo de vida finito
del estado excitado, la fase de la emisión modulada del fluoró
foro es retrasada respecto de la excitación en un ángulo o. Más
aún. la emisión es menos modulada (demodulada), relativa a la ex
citación. La diferencia en el ángulo de fase a y el factor de de
modulación Mson medidos a diferentes frecuencias. A partir de
estos datos experimentales se calculan las vidas medias de acuer
do a las siguientes ecuaciones:

tan[o] = 070 [2.3]
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n = [1+(uTH)3]1/2 [2.41

donde o es la frecuencia angular de modulación.
Los valores de fase y modulación medidos fueron analizados

asumiendo una suma de exponenciales o bien por un método alter
nativo que involucra el uso de modelos de distribución continua
(Alcala et 31., 1987). En amboscasos la calidad del ajuste (fit)

fue juzgado a través del valor de X_-cuadrado (X 2), definido
como

X} = 2{[(oc-sm)/oü]3 + [(Mc-Mm)/UH]2}/(2n-f-1) [2.5]

La suma se lleva a cabo sobre los valores medidos a n frecuencias

de modulación y f es el número de grados de libertad. Los

simbolos o y Mcorresponden a los valores de diferencia de fase y
demodulaciónrelativa respectivamente, mientras que los subindi
ces c y m indican los valores calculados y medidos. 00 y OHson,
los respectivos errores experimentales. El error experimental
estimado. usado en los análisis fue tomado como 0.5° en la fase y
0.005 en la modulación, sobre la base de la desviación standard
de valores promedios para fase y modulación a cada frecuencia.
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2.2.5 CALIBRACION DE MONOCROHADORESY ANALIZADOR MULTICANAL.

La calibración de monocromadoresde emisión y excitación en
espectrofluorómetros (Miller, 1981; Mielenz, 1983) es un método

de rutina en los que se utiliza una lámpara de mercurio, cuyo
espectro de emisión posee lineas muybien definidas. Normalmente
se utilizan una o varias líneas de emisión de este elemento. La

técnica, sin embargopresenta algunas dificultades prácticas: se
deben esperar 45 minutos hasta que la lámpara alcance la tempe
ratura de trabajo, la geometria del compartimento de muestras
debe ser modificada, se requieren cuidados extremos en la mani

pulacion de la lámpara debido a su fragilidad, su costo es alto y
se necesita experiencia en la interpretación del espectro ya que
muchas de las lineas estan muypróximas entre si.

En las primeras etapas del trabajo se desarrolló un método
alternativo que se basa en intercalar un filtro de holmio o di
dymio entre un fluoróforo apropiado y el monocromadorde emisión.
Los filtros mencionados son usualmente empleados para evaluar el
estado de calibración de la longitud de onda en monocromadores
de espectrofotómetros (ASTMStandards, 1983; McNeirmey& Slavin,
1962) y son accesorios comunes de dichos instrumentos.

El método de calibración se basa en el aprovechamiento de
las características bandas de absorción de los filtros de vidrio,
las cuales modifican la fluorescencia emitida por un fluoróforo.

Se han propuesto tres protocolos diferentes para la realiza
ción de la calibración y una alternativa al uso de filtros que
consiste en el aprovechamientode la estructura fina del espectro
de absorción del benceno en fase vapor (Paladini & Erijman,
1988).
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TABLA II: RANGOS DE EMISION DE LOS DIFERENTES FLUOROFOROS UTILI
ZADOS Y BANDAS DE ABSORCION DE LOS FILTROS DE HOLMIO Y DIDIHIO

Fluoróforo/solvente excitacion emisión holmioa didimiob
(nm) (nm) (nm) (nm)

Xileno/ciclohexano 275.0 275.0-320.0 279.4
287.5

Indol/etanol 295.0 300.0-400.0 333.7
360.9
385.9

DPH/Ciclohexano 375.0 380.0-550.0 418.
445.
453.
460.
536.

O

NOIÚQNJ

bJRodamina BG/etanol 515.0 520.0-650.0 536.
637.5

0101 U1(‘J CA.)(J?

a McNeirney & Slavin, 1962
'b Obtenidos en un espectrofotómetro Shimadzu UV-240
9 Esta banda no es usada comostandard de calibración, por lo
tanto el valor indicado fue obtenido con el espectrofotómetro
Shimadzu UV-24Oy se aplica únicapente a nuestro filtro de hol
mio.
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Para el método de calibración de monocromadores de espec

trofluorómetros se utilizaron una serie de compuestosfluorescen
tes con alto rendimiento cuántico, de uso comúnen laboratorio,
seleccionados de manera tal que las respectivas emisiones cubrie
ran diferentes secciones del rango de longitudes de onda de ab
sorción de los filtros de holmio y didimio (tabla II). Los fluo
róforos utilizados fueron rodamina 6G. difenilhexatrieno (DPH),
indol y xileno. Comosolventes se utilizaron etanol, ciclohexano
y benceno.

La rodamina 6G y el indol fueron disueltos en etanol; DPH y
xileno se disolvieron en ciclohexano. Las concentraciones de
estas soluciones fueron ajustadas de manera que la absorbancia
resultara inferior a 0.05 a las respectivas longitudes de onda de
excitación.

Las soluciones de fluoróforos se colocaron en el comparti
miento de muestras y se seleccionó en cada caso la longitud de
onda de excitación apropiada. Nose buscaron condiciones particu
lares respecto de la apertura de ranura (o de selección de ancho
de banda), más que la del compromiso entre el uso de la menor
apertura posible capaz de permitir la obtención de una razonable
relación entre señal y ruido, y la resolución de longitudes de

'onda requerida en la calibración. Se utilizó una apertura de
1.0 nm, con la colección de datos cada 0.5 nm.

Se adquirió en esas condiciones el espectro de emisión de
fluorescencia del fluoróforo, y sin modificar la disposición del
instrumento se adquirió un segundo espectro, esta vez con el
filtro de holmio, o didimio intercalado entre la muestra y el
monocromadorde emisión. En este caso se produjeron deformaciones

en la emisión de aquél debido a las bandas de absorción carac
teristicas del filtro (figura 6).
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1,0 o —

075- _

Fluorescencio

0'25" "" 4

Longitud de onda (nm)

Figura 6: Espectro de emisión corregido de DPHen ciclohexano
(0.0253/1) (a) con y (b) sin el filtro de óxido de hol
mio insertado entre la muestra y el monocromador de
emisión. Xexc: 375 nm.
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El número de valles producidos depende del grado de super

posición en las longitudes de onda de la luz emitida por el
fluoróforo y la localización de las bandas de absorción del
filtro utilizado.

Estos dos espectros. luego del suavizado de las curvas, en
los casos en que fue necesario, fueron divididos y, a con
tinuación, se tomóel logaritmo del cociente. El resultado fue un
nuevoespectro representativo de la absorción del filtro inter
calado, en el intervalo de longitudes de onda en que fueron ad
quiridos los espectros.

La comparación de las posiciones de las bandas obtenidas con

las descriptas en la literatura para el filtro utilizado (ASTM
Standards, 1983) permitió evaluar la calibración y linealidad de
la longitud de onda del monocromador. El uso de DPHen ciclo

hexano permitió la resolución de varias bandas de absorción del
filtro de holmio en la región de 380 a 550 nm (figura 6).

La utilización de un solo fluoróforo no permitió una
calibración adecuada para una región mayor de 100 nm. Por esa
razón se utilizaron cuatro fluoróforos diferentes para cubrir la
mayoria de las bandas de absorción de los filtros de holmio y
didimio (de 275 nm a 650 nm).

El uso de cuatro fluoróforos implica, básicamente. la
repetición del mismoprotocolo cuatro veces. En este caso se re
quirió la aplicación de un programa de computación, que se desar
rolló, para la computadora HP 9825 (en lenguaje HP Basic), el
cual realiza automáticamente las operaciones de división, toma de

logaritmo, solapamiento de los espectros obtenidos en cada inter
valo de longitudes de onda y determinación automática de los
máximos de absorción.
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Figura 7: Espectro de absorción del filtro de óxido de holmio.
Las longitudes de onda de excitación para cada uno de
los fluoróforos están dadas en la tabla II. Los números
de identificación de las bandas son los indicados por
los standards de ASTM(1983).
Se incluye una región correspondiente a las bandas de
absorción del filtro de didimio (572 5 nm y 583.5 nm).
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La ganancia electrónica y otras condiciones instrumentales
fueron modificadas para optimizar los espectros obtenidos con
cada fluoróforo. Comoresultado se obtuvieron ocho espectros, que
fueron procesados comose indicó, para producir las bandas de ab
sorción de los filtros estudiados (figura 7). La comparación con
los valores de literatura para los dos filtros se muestra en la
tabla III. De acuerdo a estos resultados el cálculo del error
standard en la calibración del monocromadorde emisión fue de

i0.1 nm. En ambos casos se otorgó igual peso a todas las bandas,
por lo cual el error ha sido sobreestimado.

Este método de calibración de monocromadores en espec

trofluorómetros, también fue utilizado para la calibración del
detector de arreglo de diodos, utilizando en este caso el pro
grama de procesamiento de datos que acompañan al instrumento
(Princeton Instruments, Inc.).

E1 uso de filtros de vidrio no es un requerimiento exclusivo
del método de calibración. Como un ejemplo alternativo se
utilizaron las series de bandas fuertes de estructura fina en la
región de 230 a 270 nm del espectro de absorción del benceno en

fase vapor (Friedel & Orchin, 1951). Ya que en ese rango de lon
gitudes de onda es difícil encontrar un fluoróforo con alto ren
dimiento cuántico, se seleccionó el orden cero (luz blanca) en el
'monocromadorde excitación y en el compartimiento de muestras se
colocó una cuveta triangular con la cara a 45°, cubierta con una
película de oxido de magnesio. Con esta configuración instrumen
tal, el orden cero de excitación se reflejó hacia el monocromador
de emisión y se utilizó el método descripto previamente para
determinar las bandas de absorción del vapor de benceno (figura
8).
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TABLA III: POSICION DE LAS BANDAS DE ABSORCION DEL FILTRO DE HOL

HIO, MEDIDAS A EL METODO DE CALIBRACION Y SU DESVIACION RESPECTO
DE LOS VALORES DE ASTM.

Número de Posicion de la banda de Holmio (nm) DIFl DIFZ
banda (Fig 4)

ASTMstd Shimadzu SLM 4800

3 279.3710 05 279.1 279 1 0.0 +0.2
4 287 5 iO 10 287 7 287 4 “0.3 —0.2
5 333.7 i0.10 333.6 333 8 +0.2 +O.1
7 360.9 10.10 360.7 360 6 —0.1 —0.3
8 385 9 iO 20 385.8 385 6 —0.2 —0.3
9 418.7 i0.20 418.6 418 9 +0.2 +0.1
9* 445.9 445 9 +0.1
10 453.2 iO 2 453.3 453 4 +0.1 +0.2
12 480.0 i0.20 460.0 460 2 +0.2 +0.2
14 536.2 10.20 536.3 536 3 0.0 +0.1
15 637.5 10.20 637.3 637 1 —0.2 —O.4

DIFl fue calculada restando el valor medidocon el espectrofluo
rómetro SLM4800 del valor medido con el espectrofotómetro

.Shimadzu UV-240.

DIFZfue calculada restando el valor medido con el espectrofluo
rómetro SLM4800del valor indicado por McNeirney & Slavin, 1962..
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Sólo se determinaron las posiciones de las tres bandas más
fuertes, las cuales se encontraron ubicadas, de acuerdo a lo
determinado en el fluorómetro SLM 4800, en 259.0 nm, 252.7 nm y

246.8 nm‘ Con estos valores el error standard estimado fue de
10.2 nm en 1a calibración del monocromadorde emisión.

Nofue posible la utilización de un espejo en lugar de dife
rentes fluoróforos comofuente de luz, debido a las bandas de
emisión presentes en la región visible de las lámparas de arco de
Xenón. Los cambios extremadamente grandes en la intensidad de luz

impidieron la medición de un perfil suave de la lámpara aún en
rangos tan pequeños como 50 a 100 nm si no se cambiaba la ganan

cia de los fotomultiplicadores. En estas condiciones la resolu
ción de las bandas de absorción de los filtros es prácticamente
imposible.
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Figura 8: Bandas de absorción del vapor de benceno, detectadas
con el espectrofluorómetro SLM 4800. Comoluz de exci
tación se utilizó el orden cero del monocromador.
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2¿3_QALQQLQS

2.3.1 EFECTO DE UN INCREMENTO "INSTANTANEO" EN LA PRESION

Se estimaron la contribuciones complementarias de los cam
bios en las velocidades de disociación k-(p) y asociación k+(p)
para los cambios totales de la constante de disociación K(p) bajo
presión.

K(P)= K(atm) exp(p&V/RT) [2.6]

remplazando K(p) por la relación k-(p)/k+(p)

k-(p)=k-(atm)exp(Íp&V/RT) ; k+(p)=k+(atm)exp-(p&V/RT(l-f)) [2.7]

f es una factor que mide la influencia de la presión sobre
las velocidades opuestas de equilibración. Su valor está com
prendido entre 0 y 1. Si ÍEI el incremento en K(p) es debido

totalmente a un incremento en la disociación; si Ito depende
solamente de un decrecimiento de la velocidad de rsasociación de

las subunidades disociadas. Se realizó una estimación práctica de
.f, asumiendo que su valor es independiente de la presión. Para
ello se definieron dos procesos sucesivos. En el primero de ellos
se aumenta rápidamente la presión desde presión atmosférica hasta
la presión necesaria para alcanzar’un.grado de disociación a=1/2:
luego de alcanzar el equilibrio se produce un aumento sub
siguiente en la presión hasta la presión en que 1a disociación es
total (Silva et 31., 1986). Las correspondientes relajaciones
están caracterizadas por los tiempos t1 y tz, respectivamente.
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Representan los tiempos en los cuales se alcanzan e-l de las
amplitudes correspondientes a los cambios en el grado de disocia
ción.

El cambio diferencial en la disociación da de un dimero en u

tiempo dt está representado por

da = {k-(P)(1-a)C-4k+(p)azCZ} dt [2.8]

donde k-(p) y k+(p) corresponden a las velocidades de disocia
ción y reasociación respectivamente a la nueva presión p. Intro
duciendo estos nuevos valores de las velocidades de asociación y
reasociación

da = {1-a-4a2(C/Ko)exp(P%&V/RT)} {k-exp(Íb%&V/RT)C} dt [2.9]

Comenzandocon un valor apropiado de C/Ko, que origine un valor
pequeño de disociación a presión atmosférica ao, se calculó el
incremento da sobre un diferencial de tiempo dt (las unidades de

tiempo son 1/{Ck-exp(fp%&V/RT)}; luego

a1 = ao + da [2.5]

El procedimiento fue repetido hasta alcanzar asintóticamente
50%de disociación. A continuación se realizó el mismo cálculo,
Comenzandoesta vez con el valor de equilibrio a y remplazando pá

por la presión en la cual se alcanza casi completa disociación.
Las figuras 9a y 9b repreSentan las curvas teóricas para la doble
relajación descripta.
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Figura 9:
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Curva de tiempo de la disociación de una población
homogéneade dímero luego de dos aplicaciones "instan
táneas” sucesivas de presión. (a) La presión afecta
preferencialmente la velocidad de disociación (ft 0.9).
(b) La presión afecta preferencialmente la velocidad de
disociación (tí 0.1). Los cálculos fueron realizados u
tilizando la ecuación 2.9]. La disociación a presión
atmosférica es 0.02, alcanzando los valores de equili
brio 0.49 y 0.98 respectivamente, luego de los dos in
crementos de presión.
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Si 1% 0.1, t1/t2= 0.68, y si ft0.9, t1/t2= 28.0, una
diferencia lo suficientemente grande para permitir una rápida
estimación práctica de los efectos de la presión sobre las
velocidades de asociación y disociación. Analogamente se pueden
determinar los valores correspondientes a la doble relajación
para el equilibrio tetrámero-monómero, con un procedimiento
similar, en los cuales se desestima una posible contribución de
dimero. En tal caso a2 es remplazado por a4, y C por C3 en las

ecuaciones precedentes. Para un tetrámero t1/t2= 0.61 si ft 0.1 y
t1/t2= 75.4, si IE 0.9. En amboscasos log(t1/t2) presenta una
estricta dependencia linear respecto de f (figura 32).



3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 DISOCIACION INDUCIDA POR PRESION HIDROSTATICA

Los métodos fisicos usados para determinar la disociación de
complejos biomoleculares por acción de altas presiones son de
gran utilidad en la determinación de los parámetros fisicoquími
cos que caracterizan la interacción entre las subunidades que
componendicho complejos. La figura 10 muestra la variación en la
polarización de fluorescencia de una solución 0.5 pMde gliceral
dehído-3-fosfato deshidrogenasa sometida a la acción de presiones
de hasta 2.4 kbar. Se asume que las regiones constantes en los
límites de bajas y altas presiones corresponden respectivamente
al tetrámero sin disociar y a las subunidades que resultan de la
disociación total. En las regiones donde la disociación es par
cial el sistema es heterogéneo, compuestopor cantidades varia
bles de tetrámeros y monómeros (se considera que se trata de un
equilibrio tetrámero-monómero, donde las cantidades de dimeros y
otros intermediarios presentes no son significativas). Es conve
niente remplazar la polarización (P) por 1a anisotropía (A),
relacionada según:

A = 2/3 (l/P -1/3)-1 [3.1]

debido a que esta última permite la adición las contribuciones
individuales de los componentes responsables de la emisión
(Weber, 1952).
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Figura 10: Cambios en la polarisación de GAPDH-DENSde levadura
inducidos por presión hidrostática. La concentración de
GAPDH fue de lO-BM en 0.05 M Tris, 1 mM DTT, 1 mM EDTA:
PH=7,5- Temperatura 2°C. Xexc: 360 nm. La emisión fue
detectada a través de filtros Corning 3-73 y una capa
de 3 mm de solución de NaNOz 2M.
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De esta manera, la anisotropía observada para grados inter
medios de disociación es:

ATIT + AMIH

A = [3.2]

I}+In

donde IT e IH son las intensidades de fluorescencia de las pobla
ciones de tetrámeros y monómeros. respectivamente (Paladini y
Weber, 1981b). Comose puede observar, el uso de [3.2] sólo per

mite obtener un promedio de las propiedades espectroscópicas del

total de la población de moléculas responsables de la emisión, y
se carece de información respecto de la características indivi
duales de las especies presentes.

Para superar esta limitación se desarrollaron métodos que
utilizan la transferencia de energia de excitación electrónica
entre dos fluoróforos unidos covalentemente a sendas subunidades

en una proteina. En este caso las subunidades que no han sido
disociadas contribuyen a la emisión de fluorescencia con la misma
intensidad antes y después de la perturbación. Por lo tanto, los
cambios espectrales son producidos únicamente por aquellas partí
culas que han sido afectadas por la acción de la presión.

Se utilizaron dos métodos, basados respectivamente en la
transferencia entre fluoróforos dador y aceptor de distinta natu
raleza química (método de heterotransferencia) o entre fluo
róforos de igual tipo (método de homotransferencia).
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3.2 METODO DE HETEROTRANSFERENCIA

Dos soluciones idénticas de proteínas (dímero o tetrámero)
fueron marcadas covalentemente a presión atmosférica, con el
dador y el aceptor respectivamente, utilizando los métodos des
criptos en la sección de Materiales y Métodos. En la figuras 11 y
12 se observan los espectros de absorción y emisión de los dos
pares de fluoróforos utilizados. La figura 11 corresponde al par
7-dimetilamino-3-(4'—isotiocianatofenil)-4-metilcumarina (cuma
rina, dador) e isotiocianato de fluoresceina (FITC, aceptor),
conjugados al dímero hexoquinasa y la figura 12 a los conjugados
de la mismaproteina del par 1-metoxinaftalen-4-sulfonato (dador)
y ácido 2’(N,N-dimetil)amino-6—naftoil—4-trans-ciclohexanoico
(DANCA,aceptor). Hay una significativa superposición entre la

emisión de los dadores y la absorción de los respectivos acep
tores, que hace posible la transferencia cuando ambos están
covalentemente unidos a subunidades vecinas dentro de un mismo

oligómero. En ambos casos los aceptores son fluorescentes y su
emisión está claramente resuelta de la emisión del dador.

Para la excitación se seleccionó una longitud de'onda en la
cual la radiación es absorbida preferentemente por el dador (385
nmen el caso del par cumarina/fluoresceína y 310 nmpara el otro
par). Dadala insignificante disociación a presión atmosférica,
no se registró apreciable intercambio entre subunidades durante
el corto tiempo (aproximadamente dos-minutos) necesario para el
registro del espectro, luego de mezclar alicuotas iguales de
ambas soluciones.
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Figura 11: Espectros de absorción y fluorescencia (normalizados)
de dador (cumarina) y aceptor (fluoresceína) de trans
ferencia de energia de excitación electrónica.
------.absorción de cumarina.
--—-fluorescencia de cumarina (lexc: 310 nm).
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—um—fluorescencia de fluoresceina (lane: 360 nm).

-65



Resultados y Discusión

‘41 I l 1 l |

1,00 _

0,75- _
m

'G
Co
U

g qso- _
O3
ll.

0,25- _

.\

0 l_uv--ij “-¡l "--1 l

300 350 400 450 500 550

Longitud de onda (nm)

Figura 12: Espectros de absorción y fluorescencia (normalizados)
de dador (4-metoxi-l-naftalensulfonato, MENS)y aceptor
(DANCA)de transferencia de energía de excitación.
.-. -u absorción de MENS.
———fluorescencia de MENS(Xexc: 310 nm).
-———absorción de DANCA.
w-m fluorescencia de DANCA(Xexc: 360 nm).
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De este modo quedó definida la emisión de fluorescencia en
ausencia de transferencia (J=0, linea sólida en la figura 13).
Aúnen ausencia de transferencia se produce excitación directa
del aceptor a través de la luz de excitación. Por lo tanto, el
espectro de fluorescencia observado es la suma de las con
tribuciones individuales del dador (que llamaremos Do) y del
aceptor (que será llamada Ao).

Cuandouna fracción B de la excitación del dador es .trans
ferida al aceptor, la nueva distribución espectral pasa a ser:

Da: Do.(1-B) [3.3]

Ap: Ao.(1+qB) [3.4]

donde q es la fracción de fotones transferidos desde el dador
hacia el aceptor, que son emitidos comofluorescencia del acep
tor. La fracción B queda entonces definida, a partir de [3.3] y
[3.4] por:

B: 1-(Dp/Do) = (Ap/Ao-1)/q [3Í5]

.

Sobre la misma solución inicial se aplicó entonces una presión
suficiente comopara promover la completa disociación del oligó
mero (2.2 kbar, cf. figura 10), y luego de 30 minutos, necesarios

para alcanzar el equilibrio, se descomprimióhasta presión atmos
férica para permitir la reasociación de las subunidades disocia
das, evitando de este modocorrecciones por la fracción disociada
que contribuye al espectro pero no a la transferencia.
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entre subunidades de GAPDHde levadura, marcadas
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El nuevo espectro caracterizó la máxima transferencia
posible (le), debido a una distribución al azar de las sub
unidades (B: Bmax; fig. 13).

Cuando la mismas soluciones se mantuvieron, en otros experi

mentos. durante un tiempo t a una presión capaz de producir un
grado intermedio de disociación a y se descomprimió para permitir

la reasociación, la fracción Bt se obtuvo mediante la suma de dos
contribuciones: aBmaxque es el resultado de la reasociación al
azar entre las moléculas disociadas y (1-a)Bx que representa el
intercambio de subunidades de los tetrámeros no disociados:

B(t) = aBmax + (1-a)Bx [3.6]

paralelamente, Bx es una función del tiempo en la forma

Bx(t) = Bmax {(l-exp(-t/Tx)} [3.7]

donde Tx es el tiempo característico para la reducción de la
fracción aún no disociada a un valor igual a e-l del valor
original. A partir de las ecuaciones [3.6] y [3.7] Be deduce 00m0
aumenta con el tiempo la fracción de la excitación del dador que
es transferida al aceptor:

B(t) = aBmax+ (l-a)Bmax {l-exp(-t/Tx)} [3.8]

Estas ecuaciones describen la forma más simple del intercambio de
subunidades. Los casos más complejos requeririan una suma de ex

ponenciales con valores crecientes de Tx.
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Cabe señalar que dado que los reactivos utilizados para mo
dificar las enzimas son de igual naturaleza quimica y reactivi
dad. que las reacciones fueron realizadas en idénticas condicio
nes y que las enzimas modificadas presentaron similar actividad
específica (correspondiente al 90%de la proteina nativa), es im
probable la existencia de cualquier asociación preferencial entre
las subunidades marcadas.

El aumento en la fracción de subunidades intercambiadas

provoca un descenso en la emisión de fluorescencia del dador y un

aumento en la intensidad de emisión del aceptor. El centro de
masa de la emisión de la mezcla de fluoróforos se desplaza line

almente respecto de la fracción de subunidades intercambiadas.
tal comose observa en la figura 14. A partir de este resultado
la cuantificación del intercambio entre eubunidades fue realizada
en forma directa. midendo en cada caso el centro de masa de la

emisión de fluorescencia de la mezcla comomedida proporcional al
porcentaje de transferencia.



Resultados y Discusión

h

.9
U _
C
E
.2
U)
C ._
f0
p:

1 l L l l l l L 1- l

100O 30 60 90 120 150

Desplazamiento espectral (cm’1)

Figura 14: Relación lineal entre el centro de masa de la emisión
de fluorescencia y la transferencia de energia. El
máximodesplazamiento espectral resultó 150 cm-l y 1a
linealidad con el porCentaje de transferencia estuvo
dentro de 17 cm-l.
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3.3 METODO DE HOMOTRANSFERENCIA

En este caso la solución de proteína se marcó con isotiocia
nato de fluoresceina hasta un grado que, idealmente. cada subuni
dad contenía sólo una molécula de fluoresceína, lo que fue veri
ficado según el método indicado en la sección de Materiales y

Métodos. La fluoresceina presenta un pequeño desplazamiento de
Stokes, lo que implica que los espectros de emisión y excitación
del fluoróforo presentan una considerable superposición (figura
11). Por lo tanto se produce transferencia de energía de excita
ción cuando dos moléculas de fluoresceína se encuentran en subu

nidades vecinas de un mismo oligómero.
Una de las consecuencias de la transferencia de energia no

radiativa es el descenso en el tiempo de vida media del estado
excitado de las moléculas dadoras. La figura 15 muestra la depen
dencia respecto de la frecuencia de modulación de la luz de ex
citación de las diferencias de fase y demodulaciónrelativas de
una solución de GAPDfltfluoresceina, en presencia de un exceso (10

veces) de enzima sin marcar, sometida a completa disociación (2.2
kbar a 0°C durante 30 minutos, linea punteada). y el correspon
diente control, mantenido a 0°C y a presión atmosférica (línea
sólida), medido con el fluorómetro de multifrecuencia de fase y
modulación (ver Materiales y Métodos).

Hay un corrimiento hacia menores frecuencias en las curvas
de diferencia de fase y demodulación para la muestra reasociada
luego de haber sido disociada por efecto de la presión.
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Figura 15: Diferencia de fase ( o . A) y demodulación ( o , A )
de GAPDflzfluoresceina/GAPDH (1:10), como función de la
frecuencia de modulación. Las curvas continuas son las
calculadas a partir de las vidas medias y factores
preexponenciales dados en el texto y la tabla IV.
A, A )!———:mezcla de GAPDHzfluoresceina control.
0, O y-un-Z mezcla presurizada a 2.2 kbares; 30 min.
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TABLA IV: ANALISIS DEL DECAIHIENTO DE GAPDH:FLUORESCEINA

a1 T1 a2 T2 2 Tp

tratamiento

1.0 2 6 - 95 4

0.75 3.42 0.25 0.9 1.5 2.77

+ 1.0 3 1 - 28.5

+ 0.83 3.91 0.17 1.3 1.2 3.48

Los valores de vidas medias en ns.

Tp = GT1 + GT2

La tabla IV muestra el análisis de los datos suponiendo la
existencia de componentes discretos. La asignación de los
resultados experimentales a un único decaimiento monoexponencial
es claramente inaceptable, de acuerdo al elevado valor de 2.
Por el contrario. los datos se ajustan adecuadamente a un modelo
de decaimiento doble exponencial (ver Materiales y Métodos). Este
análisis muestra dos componentes de 3.42 ns y 0.91 ns correspon
dientes al 75%y 25%de la emisión total, respectivamente. Luego
del ciclo de compresión-descompresión aparecen dos componentes
con 3.91 ns (83% de la emisión) y 1.3 ns (17% de 1a intensidad

total). El tiempo de vida media promedio calculado a partir de
los valores fraccionales de intensidad fue 3.48 ns para la solu
ción presurizada y 2.77 ns para el control.
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Figura 16: Distribución de vidas medias de fluorescencia de
GAPDHzfluoresceína/GAPDH (1:10) a 23°C. ’
(a) mezcla control (b) mezcla presurizada a 2.2 kbar
Los parámetros que describen la distribución son el
centro de la misma (c), el ancho a media altura (w) y
el valor fraccional de intensidad (f).
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La transferencia secuencial de energía entre moléculas a
través de interacción dipolar, puede aumentar las probabilidad de
producir desactivación del estado excitado a través de mecanismos
no radiativos, debido a una mayor eficiencia de apagamiento por
interacción con el entorno. lo que explica los valores más altos
de vida media de las muestras en donde la transferencia de ener

gía no radiativa está ausente.
Los datos fueron también evaluados utilizando una distribu

ción continua de vidas medias (Gratton et 31., 1987). Este método
de análisis puede proveer una mejor descripción del decaimiento
del fluoróforo, especialmente cuando éste es producto de una com
pleja combinaciónde diferentes procesos.

Los resultados obtenidos utilizando una distribución bimodal

Lorentsiana se muestran en la figura 16. Los valores de JiZ com

parables a los obtenidos con el método de componentes discretos.
Claramente, el decaimiento asociado a la GAPDH-fluoresceina sin

presurizar es más complejo, debido a la homotransferencia. En la
muestra presurizada se observa un desplazamiento hacia mayores
vidas medias y un afinamiento en la distribución. correspondiente
a una mayor homogeneidad en la emisión (figura 16).

Estas observaciones pueden ser explicadas de 1a siguiente
.forma. En la muestra original, previa a la presurización, se pro
duce transferencia entre moléculas de fluoresceína en subunidades

que forman parte de un mismo tetrámero (figura 17, círculos
llenos). Luego del ciclo de compresión-descompresión se reasocian
tetrámeros híbridos y, debido al exceso de proteina sin marcar,
sólo una de las subunidades de cada tetrámero tiene, en promedio,
una molécula de fluoresceina unida covalentemente. y consecuen
temente las posibilidades de homotransferencia practicamente se
reducen a un minimo.
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Figura 17: Esquemaque representa el intercambio de subunidades
entre tetrámeros marcados con fluoresceína y un exceso
de proteína sin marcar. La constante de tiempo tl ca
racteriza a la disociación de los tetrámeros en monóme
ros, mientras que Tx caracteriza el tiempo de relaja
ción para el proceso en el que se reemplazan tetrámeros
conteniendo todas la subunidades marcadas por otros en
los cuales sólo una de ellas tiene unido el fluoroforo.
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Otra consecuencia de la transferencia de energía no
radiativa es la despolarización de la radiación emitida, debido
al acoplamiento de múltiples dipolos de absorción-emisión antes
de la emisión de un fotón (Forster, 1948: Weber. 1954; Weber.
1966).

La disminución observada en la anisotropia r1 está
relacionada con la anisotropía en ausencia de transferencia, ro
por la relación

ro/rl = 1+ T/r [3.9]

donde T es la probabilidad de transferencia de excitación de un
fluoróforo no excitado originalmente y T la probabilidad de la
emisión (Weber & Daniel. 1966; Weber & Anderson, 1968).

Los resultados experimentales obtenidos en esta tesis con
todas las proteínas estudiadas, que han sido marcadas en una ex
tensión considerable (con un mínimode 3 moléculas de fluoresceí
na por tetrámero, y dos por dimero), indican que la despolariza
ción de 1a fluorescencia debido a la transferencia no radiativa
entre fluoresceinas presentes en el mismoagregado domina la
anisotropía observada: cuando se produce la disociación la trans
ferencia de energía no radiativa es minimay la polarización de
la emisión crece hasta un máximodeterminado por el tiempo de

vida media de la fluoresceina unida covalentemente y la velocidad
rotacional de las subunidades.

Cuando se mezcla una solución de tetrámero marcada con

fluoresceina (o un fluoróforo de similares caracteristicas) con
un exceso de la misma proteina sin marcar, y se incrementa la
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presión hasta un valor en el cual se produce 50%de disociación
del oligómero la anisotropia de estado estacionario medida (rs)
aumentará por dos causas, que se asumen independientes:

1- La disociación produce la separación de subunidades hasta
una distancia en la cual la transferencia de energia de excita
ción no es posible\

2- El intercambio entre subunidades marcadas no disociadas

y otras no marcadas, presentes en gran exceso.
Cuandoambos procesos tienen lugar, la anisotropía aumentará

hasta una valor igual a

rs = arm + (1-a)rt [3.10]

donde rm es la anisotropia correspondiente al monómeroaislado y
rt la anisotropía de emisión de un tetrámero que contiene una
sola subunidad marcada,

Cabe señalar que cuando las subunidades se encuentran
asociadas, los movimientos laterales de la macromolécula (v/o la
libertad rotacional del cromóforo unido covalentemente) están
estéricamente más impedidas que cuando están en forma' disociada.
Debido a la restricción de los movimientosdespolarizantes duran

Qte la vida del estado excitado, la anisotropia del oligómero rc
deberia ser, en consecuencia, mayor que la de los monómeros ais

lados, rm. Sin embargo, la despolarización originada en
movimientos Brownianos es despreciable cuando la velocidad de
difusión rotacional es muchomenor que la velocidad de emisión de
fluorescencia. Esto es ilustrado mediante la ecuación de Perrin

ro/r = 1 + (T/s) [3 11]



Resultados y Disouaión

En esta ecuación ro es la anisotropia observada en ausencia de
cualquier proceso despolarizante extrínseco, T es el tiempo de
vida media y o es el tiempo de relajación rotacional.

Para un tiempo de relajación rotacional de 200 ns para el
tetrámero y de 50 ns para el monómero, y una vida media del

fluoróforo de 4 ns, rt/rm = 1.05. Para un grado de disociación a
de 1/2, rs no varia mucho de rm y rt; por lo tanto, puede ser
tomadocomoun único valor. característico de la anisotropia de
emisión en ausencia de transferencia de energia. En consecuencia,
cuando se aplica presión a una soluión de tetrámero hasta un
valor _capaz de producir un grado de disociación a intermedio
entre 0 y 1 la anisotropia observada varía en función del tiempo
de acuerdo a las dos causas señaladas más arriba:

ra(t) = r1 + (rs-r1){1-exp(—t/t1)} [3.12]

rx(t) = r1 + (rs-r1){1-exp(—t/Tx)} [3.13]

siendo r1 la anisotropia caracteristica cuandose alcanza el
equilibrio a un grado de disociación a.

La primera ecuación describe el cambio en la anisotropia
debida a la disociación de los tetrámeros con una constante de

tiempo t1 y la segunda ecuación representa el remplazo de tetrá
meros conteniendo todas la subunidades marcadas por otros en los
cuales sólo una de ellas tiene unido el fluoróforo (figura 17).
La anisotropia observada varía en función del tiempo del
siguiente modo:

r(t) = ara(t) + (1-a)r¡(t) [3-14]
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La homotransferencia es también verificada por la dependen
cia de la longitud de onda de excitación para la polarización en
la muestra no presurizada: cuando se excita la muestra en la
región de menor energia de su espectro de absorción se observa
virtualmente la desaparición de la transferencia. hecho que se
evidencia por un aumentoen el valor de polarización (figura 18).
Este fenómeno ha sido descripto con anterioridad comoefecto del
rojo lejano y ocurre sin excepción en los casos de moléculas
aromáticas, aunque la causa de este efecto no se conoce aún con

precisión (Weber y Shinitzky, 1970; Dale y Bauer, 1971).
La figura 19 muestra el perfil de la disociación de una

solución 5.10-8 M de FITC-GAPDH.La linea sólida corresponde a
la curva teórica para el equilibrio de disociación tetrámero
monómero calculada para C/CV=60 y un cambio de volumen standard

por asociación de los monómeros (&V°) de 220 m1. Estos valores

coinciden con los que Ruan y Weber (1989) calcularon a partir de

las curvas de compresión de la GAPDHde levadura un &V0de 200

230 ml y 0%como O.15-0.95 nM, utilizando la dependencia respecto

de la presión del centro de masa de la emisión intrínseca y la
polarización de fluorescencia de conjugados de 2,5-DNS de la
proteina. La coincidencia en los resultados obtenidos demuestra
que el aumento en polarización refleja fehacientemente el cambio
en el estado de agregación de la proteína.
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Figura 19: Cambios en la polarización de GAPDH-fluoresceina. in
ducidos por presión. [GAPDH]=5.10-3M; T=2°C.
lexc: 360 nm. La emisión fue detectada a través de
filtros Corning 3-69 y una capa de 3 mmde solución de
NaNOz2M. La línea sólida representa la curva teórica
para el equilibrio de disociación tetrámero-monómero
calculada para C/Cï: 60 y un cambio de volumen standard
por asociación de los monómeros (&V°) de 220 ml.
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3.4 ESTRUCTURA CUATERNARIA DINAMICA

La técnica de hibridización descripta precedentemente (hete
rotransferencia) puede ser utilizada comométodopara la evalua
ción de la interacción entre subunidades en proteínas oligoméri
cas, en las cuales los niveles de disociación no son detectables
por técnicas físicoquímicas corrientes. La determinación de las
velocidades de disociación a traves del intercambio de subunida
des, con la formación de moléculas hibridas puede dar información

sobre las energias de interacción entre subunidades, en ausencia
de una perturbación externa.

Cuandose mezclan soluciones equimolares de proteinas oligo
méricas marcadas diferencialmente con fluoróforos dador y aceptor
respectivamente, a una temperatura de 23°C. a una concentración
en la que la presencia de monómerolibre es prácticamente inde
tectable, se observa un rápido intercambio entre las distintas
subunidades. reflejado por el incremento en la intensidad de
emisión de fluorescencia del aceptor a expensas de un descenso en
la correspondiente al dador. En sendos experimentos, la GAPDHde

levadura y la LDHde corazón porcino, presentaron el máximo de
intercambio entre las 3 y 4 horas, con un tiempo medio de al
rededor de 60 minutos (figura 20). Este fenómeno presentó una
fuerte dependencia de la temperatura: cuando la incubación de la
mezcla se realiza entre 0°C y 4°C no se detecta intercambio
durante las primeras 8 horas analizadas.
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Figura 20: Soluciones 1 HMde GAPDHmarcadas independientemente
con cumarina y fluoresceína fueron mezcladas a 23°C.
Los espectros de emisión de fluorescencia fueron adqui
ridos a los siguientes tiempos:-—- 0 min.;-nu 20 min.;
--— 40 min.;-n—u 60 min.;-n_u 120 min. y 180 min.
Xexc: 385 nm.
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La solución incubada a 23°C durante 4 horas fue sometida. a

continuación. a una presión de 2.4 kbar durante 30 minutos para

promover la completa disociación de los tetrámeros. A con
tinuación, luego de esperar 10 minutos para permitir la
reasociación, se registraron los mismosespectros de emisión. lo
cual sugiere que se habia alcanzado el máximode transferencia de
energía de excitación. correspondiente a una distribución al azar
entre subunidades marcadas con ambos fluoróforos.

Los resultados sugieren que todos los contactos entre las
cadenas polipeptidicas en los agregados se rompen y vuelven a
formar. Las velocidades a las que ocurren estos procesos
dinámicos son dependientes de la temperatura. Ademásse demuestra
que una cantidad finita de subunidad está siempre presente en
equilibrio con los oligómeros. Para concentraciones de proteina
oligomérica del orden de micromolar o mayor, las subunidades

libres son indetectables por métodosfisicos corrientes, ya que
corresponden a concentraciones de lO-IOMo menores. Por lo tanto,

la presencia de otro oligómero de la mismaestructura, aunque
marcada diferencialmente, lleva a la formación de híbridos en un
tiempo que varia en función de las condiciones del entorno
(temperatura. pH, fuerza iónica, etc).

La observación que el intercambio de subunidades puede ocu
rrir a presión atmosférica en estos oligómeros no es única entre
proteinas con estructura cuaternaria. Se sabe que para la hemo
globina. un tetrámero compuesto de dos cadenas a y dos cadenas B.
si se mezclan subunidades con diferentes movilidades electrofore
ticas se forman tetrámeros híbridos (Bunn & McDonough, 1974. Una

situación similar ha sido descripta para la asociación de la tro
Pomiosina de Rana esculenta(Lehrer et 31., 1989), un heterodimero
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formado a altas temperaturas, por intercambio de subunidades a
partir de los correspondientes homodimeros, que a su vez son

estables a temperaturas menores de 15°C. Agregados más complejos,
comoel a-cristalino bovino (compuesto por alrededor de 40 sub

unidades de tipo A- y B- de ZOkD en proporción 3:1 (van den

Oetealaar et 31., 1990) también presentan una "estructura
cuaternaria dinámica", según ha sido detectada por resolución de
complejoshíbridos formadosutilizando técnicas electroforéticas.
En este caso también la temperatura juega un papel crucial.
siendo indetectable el intercambio a 5°C (van den Oetealaar et
al., 1990). Asimismo se determinó que una glicoproteina de mem

brana, la glicoproteina de cubierta (Proteina G) del virus de

estomatitis vescicular, que en la capside viral esta prob
ablemente comotrimero. presenta a 27°C un equilibrio trimero
monómero, con un tiempo medio de intercambio de subunidades de 3

minutos (Lyles et 31,, 1990).

Esta particular dinámica, en ausencia de factores que pro
muevenla disociación, comoel caso de grandes diluciones o altas
presiones, o agentes químicos como la urea o clorhidrato de
guanidinio, podria ser una caracteristica universal de las

.proteínas oligoméricas. Los resultados presentados en esta tesis
demuestran que es el caso en oligómeros simples, compuestos por
subunidades iguales, tales como la gliceraldehido-B-fosfato
deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa y hexoquinasa.

El método de transferencia de energía electrónica de ex
citación posibilita extender los estudios de formación de híbri
dos entre otros oligómeros compuestos por cadenas idénticas,
diferentes tipos de subunidades, hibridisación entre proteinas
nativas y mutantes en un dado organismo e incluso en proteinas
homólogas de organismos heterólogos.
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3.5 DERIVA CONFORHACIONAL, DISOCIACION E INTERCAMBIO DE SUB

UNIDADES

King y Weber (1986) demostraron que soluciones de lactato
deshidrogenasa porcina incubadas a 4°C por varios días pierden la
mayor parte de su actividad enzimática en forma dependiente de la
concentración, y que esta pérdida era revertida cuando dichas so
luciones se llevaban a temperatura ambiente. Además, la inactiva

ción a bajas temperaturas es paralela a la hibridización detecta
da por electroforesis entre las isoenzimas de corazón y músculo.
Mueller et al (1981) mostraron que 1a LDHporcina pierde la mitad

de su _actividad enzimática cuando es incubada a una presión de
0.5 kbar durante un período de varias horas. En esas condiciones
no se produce apreciable disociación de la enzima. según indican
las medidas de polarización de fluorescencia (King y Weber,
19863).

La figura 21 muestra el intercambio entre subunidades de

GAPDH de levadura, marcadas respectivamente con ácido

1-metoxinaftalen-4-sulfonico como dador y DANCAcomo aceptor

luego de una incubación a 2°C, durante 6 hs a una presión de 0.75

kbar. Para estas condiciones de incubación el grado de disocia
ción a es menor que 0.1, según indican experimentos de polariza
ción de fluorescencia de la enzima marcada con 2,5-DENS (fig 10).

Sin embargo se observa una modificación en los espectros de
emisión del dador y aceptor entre los correspondientes a la con
dición inicial (linea sólida) y los obtenidos luego del
tratamiento mencionado. En esas condiciones el intercambio entre
subunidades no habia sido completado: la linea —-- corresponde al
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espectro adquirido luego de la reasociación de la misma solución
que fue sometida a una completa disociación (40 minutos a 2.2
kbar).
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El ácido 2'-(N,N-dimetil)amino-6-naftoil-4-trans-ciclohexa
noico (DANCA)es un fluoróforo polar, y como tal, exhibe grandes
diferencias en la distribución electrónica de sus estados funda
mental y excitado. En consecuencia es muysensible a la polaridad
del sistema biológico que lo rodea (McGregor & Weber, 1986). La

fuerte dependencia de la energia e intensidad de su emisión con
el entorno hace engorrosa la cuantificación de la transferencia
de energia de excitación cuando es usado comoaceptor; sin embar
go, esta propiedad permite realizar una comparación cualitativa
de algunos aspectos conformacionales de las proteinas a las
cuales está unido en forma covalente.

Cuando una mezcla de proteina, marcada selectivamente con

fluoróforo dador y aceptor es mantenida a presión atmosférica, a
temperaturas menores de 5°C, no se detecta apreciable intercambio
entre subunidades en las primeras seis horas analizadas. En la
figura 22 se observan los cambios en GAPDH(levadura) con 1,4

MENS-DANCA,luego de 10 días a 4°C. La transferencia de energía

entre dador y aceptor unidos a subunidades vecinas dentro del
mismooligómero se manifiesta por el descenso en la emisión del

dador debido a la absorción del grupo aceptor. Este, por su par
te, además de aumentar la intensidad de emisión por fluorescencia

.debida a la transferencia de energia no radiativa, presenta un
significativo desplazamiento hacia mayoresenergías, respecto de
la emisión inicial, lo cual representa una clara evidencia de la
mayor hidrofobicidad del nuevo entorno del fluoróforo. Todos los
grupos amino libres en la proteína son potencialmente reactivos,
de tal modoque es válido asumir que la localización espacial de
los fluoróforos es al azar sobre la superficie de la proteina‘
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Los resultados parecen indicar que algunos residuos presen
tes en la superficie de las subunidades de la especie nativa se
encuentran, luego del cambio progresivo en la conformación que
sufren los monómerosaislados, cercanos a la interfase entre sub
unidades, la cual. según indican las estructuras cristalográficas
de rayos X, presenta interacciones más hidrofóbicas que en la su
perficie molecular (Grau et a1., 1981). En la figura 22 se obser
va que los cambios sufridos por una solución idéntica de protei
na, sometida a 2.4 kbares durante un periodo de 60 minutos, a

20°Cpresenta un espectro de emisión de iguales caracteristicas,
lo cual sugiere que los progresivos cambios conformacionales

desarrollados en los monómeroscomoconsecuencia de la exposición
al solvente, de las superficies normalmenteinternas e hidrofóbi
cas. luego de la disociación son independientes del factor que
promueve dicha disociación (Weber, 1987).

Por otra parte, se analizó en forma paralela la formación de
híbridos y la inactivación a bajas temperaturas que ocurre en los
tetrámeros. La figura 23 muestra la dependencia temporal de la
inactivación en frío para diferentes concentraciones de lactato
deshidrogenasa de corazón porcino. Para la tres concentraciones

estudiadas se alcanza un plateau a los 6 dias, en una forma que
puede ser representada por una única exponencial (lineas sólidas
en el gráfico). En los tres casos coinciden el tiempo de relaja
ción, con diferente factor preexponencial. La variación del
centro de masa de la emisión de una mezcla 1 uMde la misma en

zima marcadas con fluoresceina y cumarina presenta un perfil que
coincide con la pérdida de actividad.
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Esta dependencia de la concentración indica que las formas
activas e inactivas coexisten en un verdadero equilibrio. La
relación entre especies activas e inactivas es altamente depen
diente de la concentración, y está probablemente determinada por
el tiempo promedio que pasan las subunidades en forma aislada y
asociada respectivamente.

Los resultados obtenidos confirman que tanto la crioinacti
vación. comola inactivación por presión, tienen lugar a través
de ciclos de disociación. derivamiento conformacional y reasocia
ción en tetrámeros inactivos. Utilizando la transferencia de e
nergía no radiativa es posible verificar la generalidad de este
fenómeno observando la formación de híbridos, aún en proteinas
que no presentan isoformas.

En los dimeros se producen también ciclos microscópicos de
disociación-asociación (figura 24). Dos soluciones idénticas de
hexoquinasa, compuestas por una mezcla de subunidades marcadas

respectivamente con MENSy DANCA,presentan las mismas caracte

risticas espectrales luego de ser mantenidas a baja temperatura
por un período de 10 días o ser sometidas a la acción de alta
presión, respectivamente. No obstante, en amboscasos la ac
tividad enzimática recuperada es comparable a los controles
mantenidos a temperatura ambiente y presión atmosférica y no se
han encontrado condiciones que permitan aislar una especie
dimérica modificada, en forma estable, como ocurre en los
tetrámeros. Esta observación es concurrente con el hecho de que
no se conoce hasta el presente ningún dimero sensible a la in
activación por frío.
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Figura 24: Espectros de emisión de fluorescencia que muestran el
intercambio entre subunidades de hexoquinasa de
levadura a bajas temperaturas, marcadas respectivamente
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3.6 EFECTO DE LA TEMPERATURA

Se estudió el efecto de la temperatura sobre el intercambio
de subunidades en la enzima lactato deshidrogenasa de corazón
porcino a presión atmosférica y a alta presión. Una solución 2 uM
de esta ensima fue dividida en tres alicuotas. Unade ellas fue
sometida a 1.4 kbar durante 4 horas a 0°C. Las otras dos fueron

incubadas por el mismoperiodo, a presión atmosférica, a 0°C y
25°C respectivamente. En la figura 25 se observa el resultado del
experimento. La solución incubada a una presión capaz de promover

un 50%de disociación, muestra luego de la reasociación, que se

ha producido intercambio entre las subunidades que han sido dis
ociadas, con la formación de tetrámeros mixtos. que contienen
dador y aceptor de energia de excitación (linea rayada). En la
solución mantenida a 25°C y presión atmosférica durante el mismo
período, se observa máximatransferencia de energia de excitación
entre subunidades marcadas con dador y aceptor respectivamente
(linea sólida). Comose señaló anteriormente, no se registran
cambios en el espectro de la solución que es incubada a 0°C (no
se muestra).

Cuando se analizó el efecto de la presión a 23°C, los espec
tros de las soluciones expuestas a la acción de 1a presión cor
respondiente a media disociación, durante cuarenta minutos, y el
control a presión atmosférica coinciden entre si (lineas punteada
y rayada, figura 26) y a su vez con el espectro correspondiente a
la proteina reasociada luego de completa disociación (que no está
mostrado). El espectro inicial (linea sólida) no se modifica por
incubación de la mezcla 3 horas a 0°C.
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Estos resultados indican que 1a estructura cuaternaria de
los tetrámeros es lo suficientemente lábil comopara permitir el
rápido intercambio de subunidades entre oligómeros a temperaturas
superiores a 20°Cy que la presión está ejerciendo un efecto
negativo sobre la reasociación de los monómerosa bajas tempera
turas, ya que inhibe el conpleto intercambio entre las subunida
des que se observa en el control incubado durante el mismointer
valo a presión atmosférica (figura 25).
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3.7 ESTUDIO COMPARATIVO DE LA DINAMICA DEL EQUILIBRIO

DISOCIACION-REASOCIACION PARA DIHEROS Y TETRAHEROS

El tiempo para alcanzar virtualmente un completo equilibrio
luego de aplicación de presión (t1) resultó del orden de 10 a 30
minutos (figura 27), tiempo que coincide con los de disociación
determinados previamente para idénticos sistemas .(Paladini y
Weber, 1981, King y Heber, 1986, Ruan y Weber, 1988,1989).

Típicamente se estableció un grado de disociacición de 0.5
mediante la aplicación de una presión adecuada y se determinó el
subsiguiente intercambio entre las subunidades de la fracción no

disociada por los cambios en la transferencia de energia de ex
citación electrónica entre fluoróforos unidos covalentemente a
las partículas.

Si mediante la aplicación de presión se alcanza un grado de
disociación a, se espera que a un tiempo t luego de la compre
sión:

J(p)= (1-a).(1-exp(-t/Tx) [3.15]

donde J(p) es la fracción intercambiada a presión p y Tx es el
tiempo característico para la reducción de la fracción de sub
unidades no intercambiadas a l/e de su valor original.

Unamezcla de soluciones equimolares de lactato deshidro

genasa 5.10-7 M marcadas independientemente con fluoresceina y
coumarina, fueron incubadas a 0°C bajo una presión de 1.4 kbar

(correspondiente a 50%de disociación) durante 0, 3, 6 y 14 ho
ras. En la figura 28 se observan los espectros de emisión tomados
10 minutos luego de la descompresión.
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La figura 29 muestra el mismoexperimento realizado a 25 °C.
Los valores de tx/tl dan valores de 15 a 40 a bajas temperaturas.
En los dímeros y en los tetrámeros a 25°C, por el otro lado, el
tiempo para que se produzca un completo intercambio entre las
subunidades es comparable al del intercambio monómero-oligómero.

En el caso de la homotransferencia. cuando la solución de
proteina marcada con fluoresceína se mezcló con un exceso de
proteina sin marcar y se aplicó una presión que resultó en 50%de
disociación, la polarización aumentópor dos causas diferentes:
(1) La disociación en monómeros. los cuales se encuentran a una
distancia a las que la tansferencia no es posible; y (2) la

separación de subunidades marcadas en los agregados, a medida que
se forman nuevos agregados híbridos por reasociación de sub
unidades con y sin fluoróforo unido. Estos dos efectos pueden ser
resueltos en el tiempo solamente en el caso en que las
velocidades con que se producen la disociación y el intercambio
de subunidades difiera en por lo menos un orden de magnitud.

En la figura 30 se observan los cambios en la polarización
de estado estacionario de la GAPDH-fluoresceina, con un exceso
molar de proteina sin marcar de un orden de magnitud, en una con
centración final de 10-7 M. La linea sólida es la curva teórica

para una suma de tres exponenciales con tiempos de relajación de

6 min, 98 min y 235 minutos y una amplitud relativa de 0.50, 0.25

y 0.25 respectivamente. A estos valores se les asigna el siguien
te significado físico: la primera relajación corresponde al tiem
po necesario para que se alcance el equilibrio del tetrámero con
sus subunidades, tal comoha sido detectado por otros métodos
(tl, figura 17).
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Evolución de la polarización de fluorescencia de una
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Este proceso es llevado a cabo por la disociación de la
mitad de las moléculas de tetrámero presentes en la preparación

inicial (de alli la amplitud de 0.5). Los otros dos tiempos de
relajación, dan cuenta de la mitad restante de las moléculas que
no fueron disociadas en primera instancia. En este otro grupo los
tiempos son respectivamente 16 y 39 veces más lentos que los co
rrespondientes a la primera relajación, y son debidas al inter
cambio entre las subunidades disociadas con la población hetero

genea de tetrámeros remanente (Tx, figura 17).
Estos resultados muestran claramente que el equilibrio de

disociación se alcanza en tiempos que son, por lo menos un orden
de magnitud menores que aquellos necesarios para el intercambio
entre las subunidades disociadas y las no disociadas.

Se realizó una estimación práctica del efecto de la presión
sobre las velocidades de disociación k-(p) y asociación k+(p).
Dicho efecto fue caracterizado por el factor f, cuyo valor está
comprendido entre 0 y 1, y mide la influencia de la presión en
las velocidades opuestas de equilibración. Comofue indicado en
la sección de Materiales y Métodos, si Íïl el incremento en K(p)
es debido totalmente a un incremento en la disociación: si ftO
depende solamente de un decrecimiento de la velocidad de
reasociación de las subunidades disociadas. Se realizó una
estimación práctica de f, asumiendo que su valor es independiente
de la presión, para lo cual se midieron los tiempos de relajación
para alcanzar el equilibrio luego de un rápido aumento en la
presión desde presión atmosférica hasta la presión necesaria para
alcanzar a=1/2, y el tiempo de relajación para un aumento sub
siguiente en la presión desde la media disociación hasta la
presión en que la disociación es total. Las correspondientes re
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lajaciones están caracterizadas por los tiempos t1 y tz. respec
tivamente, en los cuales se alcanzan e-l de las correspondientes
amplitudes de los cambios en el grado de disociación.

Se evaluaron experimentalmente los tiempos de relajación t1
y tz para distintas proteínas, para lo cual se determinó el cam
bio en el centro de masa de la emisión intrínseca de las mismas,

utilizando un analizador óptico multicanal, luego de incrementar
rápidamente la presión, primero hasta 1.4 kbares y luego hasta
2.3 kbares. La enolasa. a una concentración de 1 pM, exhibe un

tiempo de relajación de 20 minutos, cuando se aumenta rápidamente
la presión hasta producir 50%de disociación (figura 31h). Del

mismomodoque se describió para el dímero Bz de la triptofano
sintetasa (Silva et al, 1986). la velocidad de disociación cor
respondería en este caso a la velocidad de disociación a presión
atmosférica (k: 10-3 s-l). Cuando la presión es incrementada
hasta provocar la disociación completa el equilibrio es alcanzado
en menos de un minuto (figura 31b). Debido a la gran diferencia
entre esta velocidad de disociación y aquella observada cuando la
solución se encontraba originalmente a presión atmosférica, es
indudable que el aumento en la constante de disociación con la
presión se debe a un efecto positivo de ésta sobre la velocidad
de disociación.

En los tetrámeros estudiados, por el contrario, ambos
procesos ocurren con velocidades comparables, como se observa
para las dos relajaciones para una solución luM de GAPDH(figura
313).
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Este experimento fue repetido con una serie de dímeros y
tetrámeros y el resultado se muestra en la tabla V\ Los valores

de f para los dímeros y tetrámeros estudiados, a 0°C y 25°C,
determinados de acuerdo a la dependencia lineal descripta en la
sección de Materiales y Métodos, se graficaron en la figura 32.
Resulta claro de este gráfico y de la comparación de los gráficos
31a y b con los gráficos 8a y b, que el efecto de la presión en
dímeros es principalmente a través de una aceleración de la dis
ociación (150.4), mientras que en tetrámeros la presión actúa
preferencialmente disminuyendo la velocidad de reasociación
(Í20.25). Este último hecho explica parcialmente el hecho que el

tiempo_necesario para que se intercambien las subunidades cuando
se establece un grado intermedio de disociación (tx), a bajas
temperaturas, sea más de un orden de magnitud superior al tiempo

requerido para alcanzar el equilibrio monómero-tetrámero(t1).
El efecto preferencial de la presión sobre las velocidades

de disociación en dimeros y de asociación en tetrámeros no es
suficiente para interpretar completamentetodas las observaciones
experimentales presentadas. Cuandoa un tetrámero en solucion se
le aplica una presión capaz de producir un dado grado de dis
ociación (por ejemplo a = 0.5), el equilibrio se mantiene por
varias horas (figura 27)‘ Para mantener dicho grado de disocia
ción los tetrámeros que no han sido disociados en primera in
stancia no se pueden disociar a una velocidad mayor que la
velocidad de reasociación de los monómeros.Esto significa que la
mitad de las proteinas que han sido disociadas inicialmente a una
velocidad muchomayor, cuando la presión se incrementó hasta el
valor correspondiente a un 50% de disociación deben ser
diferentes de aquellas que no han sido disociadas inicialmente.
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TABLA V: TIEMPOS DE RELAJACION LUEGO DE UN RAPIDO INCREMENTO EN

LA PRESION (t1 Y tz, Y DE INTERCAMBIO DE SUBUNIDADES (Tx)

0°C 25°C

I": """L;"""""if-"LT";
dímeros

Ba trp sintetasa 15 <2

enolasa 20 <1

hexoquinasa 40 10 4

tetrameros

LDH porcino 360 4 6 40 2 <2

GAPDHlevadura >360 20 10 60 12 5

Tiempos de relajación en minutos.
tl y tz fueron determinados a partir del cambio en el centro de
masa luego de la aplicación de presión (ver figura 31).
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En otras palabras, la solución original de tetrámeros con
siste una población heterogénea de especies con distinta suscep
tibilidades a la presión, o lo que es equivalente, distinta
energía libre de asociación de los monómeros.

Estas diferencias explican también las siguientes observa
ciones experimentales: lueáo de compresión hasta media disocia
ción y subsiguiente descompresión hasta presión atmosférica, un
segundo ciclo de compresión no provoca incremento adicional en la
despolarización de una mezcla de GAPDHy GAPDH2fluoresceina (en

relación molar 10:1). El mismoresultado se obtiene en experimen
tos utilizando la heterotransferencia: se obtiene idéntico espec
tro de emisión al final de cada ciclo de compresión hasta 50% de
disociación y reasociación. Esto indica que las moléculas que se
disocian en el segundo ciclo son las mismas que habian sido diso
ciadas en el primero.
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4,5: GAPDH; 6,7: LDH.
1,3,5,7: medidos a 0°C; 2,4,6: medidos a 25°C.
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Figura 33: Cambiosen la polarización de fluorescencia de una
solución 5.10-7M de lactato deshidrogenasa de corazón
porcino luego de descomprimir parcialmente a 0°C, desde
una presión en donde se encuentra completamente diso
ciadas (>2.2 kbar) hasta el valor correspondiente al
50%de disociación del oligómero nativo. Las condicio
nes experimentales son idénticas a las descriptas en la
figura 10.
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3.8 REASOCIACION DE AGREGADOS "INCORRECTOS" EN LA LDH

Finalmente se determinó la velocidad reasociación cuando se

descomprime parcialmente una solución, desde una presión en donde
las proteinas se encuentran completamentedisociadas (>2.2 kbar)
hasta el valor correspondiente al 50%de disociación del oligóme
ro nativo. El tiempo de relajación de este proceso es descripto
por el valor t-2. Comofue señalado con anterioridad, luego de la
disociación los monómerosaislados comienzan a sufrir un cambio

en la conformación que determina la pérdida parcial de afinidad
respecto de la reasociación. Este efecto es revelado por la his

téresis en la recuperación de una determinada propiedad espec
troscópica, durante ciclos de compresión-descompresión(Silva et
al, 1986; King y Weber. 1986; Ruan y Weber, 1988,1989). Esto sig

nifica que el tetrámero inactivo (drifted) no se forma aprecia
blemente bajo presiones del orden de px o mayores. Sin embargo,

comose observa en la figura 33, se produce una recuperación par
cial de la polarización de GAPDHo LDHDENS-fluoresceina. aunque

a una velocidad extremadamentelenta. Lo que resulta interesante
del gráfico es el hecho que el tiempo t-z resulta del mismoorden
de magnitud que el tiempo Tx, necesario para que se produzca el
intercambio entre subunidades, diferencialmente afectadas por la
presión.

La reasociación de tetrámeros inactivos resultó inesperada,
ya que experimentos previos (King y Weber, 1986a; Ruan y Weber,

1989) mostraban la presencia de histéresis. luego de la descom
presión parcial de soluciones de tetrámeros expuestas a presiones
que provocaban disociación total de las mismas. Se diseñó el
siguiente experimento para investigar las propiedades fisicas y
enzimáticas de las especies reasociadas.
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Figura 34: Espectros de emisión de fluorescencia intrínseca de
soluciones de LDHde corazón porcino (lpM) tomados a
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_.._ muestra comprimida hasta 2.2 kbar y rápidamente
descomprimida (solución 1).

muestra comprimida hasta 2.2 kbar, descomprimida
parcialmente hasta 800 bares (14 horas) y descomprimida
finalmente hasta presión atmosférica (solución 2).

. muestra control (solución 3).
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Tres soluciones de lactato deshidrogenas (concentración 1pM)
fueron sometidas a los siguientes tratamientos (a 0°C):

Solución 1: compresión hasta 2.2 kbar (para promover disociación
total) y rápida descompresiónhasta presión atmosférica.

Solución 2: compresión hasta 2.2 kbar (para promover disociación
total) y descompresión parcial hasta 800 bares (14 horas) y des
compresión final hasta presión atmosférica.

Solución 3: control (a presión atmosférica).

Másdel 90 %de la actividad del control está ausente en las

soluciones dieociadas completamente por medio de la presión
(soluciones 1 y 2). Sin embargo, en la solución 1 dicha actividad
se recupera casi completamente luego de un periodo variable
(entre 2 y 6 horas a temperatura ambiente. No se observó
recuperación de la actividad en las condiciones ensayadas para la
solución 2.

Los emisión intrínseca, debido a los residuos triptofano,
por excitación a 295 nm es similar en ambas soluciones
presurizadas, las cuales muestran un descenso en la intensidad de
emisión y un ligero desplazamiento hacia mayores energías de
aproximadamente 100 cm-1 respecto de la solución control (figura
34).

Ambassoluciones presurizadas se unen con gran afinidad al
ANS. con un incremento de 10 y 12 veces, para las soluciones 1.y
2 respectivamente, en la fluorescencia respecto de la solución
control (figura 35).



Resultados y Discusión

1,00}- 

0,75 _

f0
'G
C0
U
U)

E
o 0,50 _
3
U.

0,2 5 _

l l ‘1- ---- -_ _
450 500 550 600

Longitud de onda (nm)

Figura 35: Espectro de complejos de LDH(5.10-8 M) con 1-anilino
8-naftalensulfonato (5.10-5 M). Xexc: 360 nm.

.muestra comprimida hasta 2.2 kbar y rápidamente
descomprimida (solución 1).

muestra comprimida hasta 2.2 kbar, descomprimida
parcialmente hasta 800 bar (14 horas) y descomprimida
finalmente hasta presión atmosférica (solución 2).
————muestra control (solución 3).
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Se sabe que el 1—anilino-B-naftalensulfonato se une con alta
afinidad a varias deshidrogenasas. ocupando el lugar del NAD(El
lenrieder et al, 1972). Estas diferencias, comofue postulado
previamente para la GAPDH(Ruan y Weber. 1989), indican una

apreciable modificación conformacional cerca del sitio activo.
Identicamente a lo observado para la GAPDHde levadura (Ruan

y Weber, 1989), el espectro de absorción diferencial entre la LDH
inactivada por presión y la LDHnativa muestra un desplazamiento
relativo hacia el azul de la transición Lb (revelado por el mi
nimo en 280 nm)(figura 36a). La diferencia en absorción de la
proteína que ha sido disociada y permitido su reasociación a una
presión intermedia (solución 2) muestra una caracteristica dis
tintiva que sugiere la posibilidad de formación de un complejo de
transferencia de carga (TC, figura 36h). Dichos complejos apare
cen como resultado de la transferencia de densidad electrónica
desde un dador de electrones a un aceptor de electrones y la con
tribución energética es debida principalmente a interacciones
electrostaticas y de polarización\ Los residuos triptofano, tiro
sina y fenilalanina pueden actuar como potenciales dadores de
densidad electrónica en la formación complejos de transferencia
de carga. La formación de estos complejos requiere un ajustado
arreglo espacial de grupos dadores y aceptores; ligeros cambios
en la estructura de la proteina, que pueden afectar la accesi
bilidad de ciertos grupos capaces de formar complejos de TC, pue
den determinar importantes efectos en el espectro de absorción.
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Figura 36: Espectros diferenciales de absorbancia. A las solucio
nes de LDH1 y 2, obtenidas como se indica en el texto,
se les restaron el espectro de absorción de la LDH na
tiva, de la mismaconcentración.
(a) solución 1 menos solución 3.
(b) solución 2 menos solución 3.
Los números refieren al texto y la figura 34.
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La posibilidad de formación de complejos de TC entre
residuos triptofano y anillos histidina en proteinas nativas o
asociaciones de proteínas, fue sugerido por Shinitzy et 31.,
1966) sobre la base de estudios de fluorescencia de mezclas de
histidina y triptofano. Dichos complejos podrían contribuir a las
fuerzas que determinan la estructura terciaria y cuaternaria de
proteinas. Noobstante, a pesar que son teóricamente posibles, no
existe hasta el presente verificación experimental de su existen
cia. La dificultad proviene del hecho que los complejos de índol
imidazol, al igual que los complejos de indol-piridina (Shifrin
et al., 1964) pertenece a un grupo de complejos de transferencia

de carga para los cuales no se detecta banda de absorción carac
terística desplazada hacia mayores longitudes de onda, comoes el
caso de la mayoria de los complejos de TC, sino que aparece en el
rango de absorción de los componentes, es decir en el rango 240
320 nm, dentro de la región de absorción del triptofano. No es
posible el diseño de un experimento que permita identificar sin
ambiguedad cuales son los residuos que están involucrados en la
interacción descripta. Las estructuras que provienen de los mapas
de difracción de rayos X (figura 37; Grau et 31., 1981) permiten
especular la participación de la histidina 183 de una cadena y el
triptofano 190 de otra cadena, que se encuentran próximos en el
eje cristalográfico p. La verificación experimental requiere la
modificación quimica de algunos de los residuos postulados o el
reemplazo de los mismos por medio de métodos de genetica

molecular, por otros residuos que no son capaces de participar en
el mismotipo de interacciones.
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Figura 37: Estereodiagrama correspondiente a las interacciones en
el eje P, entre subunidades en la lactato deshidrogena
sa de corazón porcino.
Se señalan algunos aminoácidos que forman parte de las
principales interacciones, incluyendo la histidina 183
y el triptofano 190. (Grau et al, 1981).
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Debido al factor de azar en las interacciones moleculares,
existe la posibilidad que ocurran de "reacciones secundarias".
Como consecuencia, las células cometen pequeños errores con
cierta frecuencia, y aún reacciones energéticamente desfavorables

pueden ocurrir eventualmente. Los errores podrian ser evitados
completamente sólo en el caso en que la célula pudiera desarrol
lar mecanismos con diferencias infinitas de energía entre dis
tintas alternativas.

En estos experimentos se prueba que las condiciones del
entorno en las que se encuentran las macromoléculas pueden in
fluir de una forma fundamental en la formación de la estructura
final..En los casos estudiados la estricta reproducibilidad de
los resultados señala la participación de asociaciones
especificas. Esto no implica necesariamente que una interacción
especifica da lugar a la estructura nativa, ya que. además de
otras diferencias, las proteínas resultantes carecen de actividad
enzimática. La formación de una interacción especifica que de
lugar a la estructura correcta podría estar relacionada con el
requerimiento de moléculas chaperonas para el correcto ensamblado
de complejos agregados (Ellis y Hemmingsen, 1989).
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3.9 FORMACION DE AGREGADOS: LIMITACIÓN DE LA HIPOTESIS DE

AUTOENSAMBLADO.

La actividad biológica de las proteinas, en particular su
actividad regulatoria y catalítica, depende en gran medida de su
estructura tridimensional, es decir la conformación en solución y
sus cambios. A su vez, la conformación es función de (a) las in
teracciones intramoleculares no covalentes, entre varios grupos
funcionales de la macromoléculay (b) interacciones similares con
el medio que la rodea: solvente, solutos y otras moléculas de
proteína. Un tema central en biología molecular es la como se

establece la estructura terciaria (y cuaternaria) en las
proteínas, a partir de su estructura primaria.

Un dogmabásico indica que la información genética reside y
es transmitida únicamente en forma de secuencias lineales de
nucleótidos, los genes, que son expresados y traducidos
posteriormente para dar lugar a secuencias lineales de aminoá
cidos. Uncorolario derivado en forma empírica y lógica, pero in
dependiente de lo anterior, está estrechamente ligado al dogma
central. Este otro principio, desarrollado desde el clásico
trabajo de Anfinsen sobre la renaturalización de la ribonucleasa
(Anfinsen, 1973) sostiene que la información necesaria y
suficiente para especificar la estructura tridimensional, y en
consecuencia la función, de un dado polipéptido reside solamente
en su secuencia aminoacídica. Otros sistemas más complejos han
sido, desde entonces, renaturalizados in vitro, dando lugar
respectivamente, a proteínas funcionalmente activas y a complejos
ácido nucleico-proteinas. incluyendo la formación de particulas
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infecciosas de virus del mosaico del tabaco (Klug, 1979) y sub
unidades funcionales de ribosomas bacterianos a partir de sus

componentes disociados (Nomura, 1973).

Sin embargo el proceso de autoensamblado no parece ser de
cumplimientouniversal, sino que presenta ciertas limitaciones.
Recientementese han identificado ciertas actividades enzimáticas
que ejercen influencia sobre el plegamiento de proteínas in Vitro
y se acepta generalizadamente que cumplen una importante función
in vivo. Se sabe actualmente que reacciones lentas de plegamiento
de proteinas son aceleradas por una prolil cia/trans isomerasa
(Lang et al. 1987) y más recientemente se aislaron de Neurospora
orassa_y células humanas, otras dos enzimas, homólogas entre si,
con actividad de prolil isomerasa, no relacionadas con la ante
rior (Tropschug et 31., 1990; Standaert et al. 1990). El rearre
glo de uniones disulfuro en polipéptidos es también acelerado en
zimáticamente. En estos casos su participación está limitada a la
cinética del proceso, ya que no determinan el camino a través del
cual se desarrolla el plegamiento. Noobstante, la isomerización
de residuos prolina es un proceso intrínsecamente lento, y estas
enzimas podrian servir comoun dispositivo capaz de alternar la
conformación de una proteina blanco entre formas inactivas y ac
tivas.

Nuevas evidencias sugieren que durante el plegamiento de las
proteinas y su interacción con otras moléculas participan agentes
externos al sistema. Un número fundamental de procesos celulares,
ademásde 1a sintesis de proteinas. involucran una transiente ex
posición hacia el exterior de superficies con gran capacidad de
interacción. es decir regiones hidrofóbicas o altamente cargadas.
significativas en cuanto al contacto inter o intramolecular
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(replicación de ADN, transporte de proteinas, recuperación de
stress (shock de calor) (Ellis y Sommerfield, 1989). Por ejemplo,
polipéptidos que atraviesan las membranas lo hacen en estado
desplegado, de tal manera que se necesitan mecanismos moduladores

del plegamiento de ambos lados de la membrana. La hipótesis del
autoensamblado en su más estricta formulación asume que todas las
interacciones entre estas superficies expuestas son totalmente
específicas, aunque consideraciones energéticas muestran que el
proceso de reconocimiento molecular nunca puede ser perfecto,
(Alberts et 31., 1989). Por lo tanto parece probable que durante
este proceso exista una cierta probabilidad para que ocurran in
teracciones inespecificas que conducirían a la formación de es
tructuras no funcionales.

Todas las células se enfrentan con el problema general de
prevenir la formación de estructuras incorrectas durante la ex
posición transiente de superficies interactivas. Los llamados
chaperones moleculares (Ellis y Hemmingsen, 1989) son una familia
ubicua de proteínas cuya función es la mediación en el plega
miento de algunas proteínas y el ensamblado de agregados oligo
méricos en otras. Recientemente se mostró que las proteinas de
respuesta a stress (Hsp70), que son constituyentes de células
normales y se producen en abundancia en células expuestas a va
rios tipos de stress metabólico, se unen transientemente a por
ciones recién sintetizadas de otras proteínas y a medida que la
proteína naciente madura, las Hsp70se disocian para permitir el
plegamiento de la proteina y el ensamblado de subunidades mono
méricas en oligómeros (Beckmanet 81., 1990).

Para muchasproteinas oligoméricas, tales comola aspartato
transcarbamilasa de ¿Scherjchia coli, la presencia de subunidades
es fácilmente explicada por la variedad de actividades o propie
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dades regulatorias adquiridas como resultado de la formación de
complejos a partir de las proteinas individuales\ Sin embargo,
con las proteínas oligoméricas que contienen idénticas cadenas
polipeptidicas, tal es el caso de las enzimas estudiadas en la
presente tesis, no existe una explicación unívoca para la exis
tencia de subunidades. Recientes investigaciones mostraron que en
algunas proteínas oligoméricas los sitios activos están localiza
dos en las interfases entre las cadenas polipeptidicas y que la
actividad catalítica requiere de la participación conjunta de
residuos aminoacidicos de cada cadena polipeptidica adyacente.
Para tales enzimas, los monómerosson intrínsecamente inactivos,
ya que carecen del "sitio activo compartido". Se puede postular,
en otros casos. que los monómerosindividuales se pliegan en una
estructura terciaria compacta con superficies no polares ex
puestas, que las hacen insolubles y en esos casos la formación de
oligómeros contribuye a la solubilidad de las enzimas funciona

les. La formación de oligómeros produciría, por supuesto, protei
nas de mayor tamaño. dificultando de este modo la permeabilidad a
través de las membranasy también disminuiría la presión osmótica

de varias organelas conteniendo grandes concentraciones de pro
teínas. Para varias proteínas, la formación de oligómeros con
fiere indudablemente mayor estabilidad respecto de los monómeros
que las constituyen. En algunos casos las interacciones entre
subunidades en los oligómeros activos causan cambios conformacio

nales en los monómeros, los cuales por si mismos podrían no ple
garse para dar la conformación activa (Banaszak, L. et al. 1931).
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3.10 HETEROGENIEIDAD EN LAS POBLACIONES NATIVAS DE AGREGADOS

MOLECULARES

Cuandouna molécula de proteina, fluctuando alrededor de su
conformación de equilibrio, encuentra otra molécula similar, for
ma un complejo con una baja energia libre de asociación, debido a
los desfavorables contactos intermoleculares. El sistema, en ade
lante, comienza a acomodarse hacia una nueva energía promedio
apropiada para el complejo. Sin embargo, las asociaciones mole
culares son reversibles, y cuando ocurre una disociación espon
tánea, la macromoléculase relaja hacia su estado original. Si el
complejo tiene tiempo suficiente para equilibrarse térmicamente
antes que ocurra la disociación este proceso no provoca conse
cuencias. Pero cuando la vida media del complejo es relativamente
corta, comparadacon la relajación conformacional y el intercam
bio de energia con el entorno, la disociación espontánea se pro
duce antes que la equilibración térmica tenga lugar y, mientras
tanto. en el sistema se está produciendo una deriva conformacio
nal hacia el nuevo estado energético de equilibrio. Más aún,
mientras la proteína relaja hacia su estado original, puede en
contrar otra molécula y repetirse el proceso. De acá se despren
de, en términos cualitativos, que en tales circunstancias ni el
monómeroni el oligómero van a alcanzar su verdadero estado de

equilibrio, sino que pasarán la mayor del tiempo en grados inter
medios de energia. Además, como la velocidad de encuentro mole
cular dependerá de la concentración, las energias promedio obser
vadas de la subunidad aislada y asociada dependerán también de la
concentración. Esto lleva a la interesante conclusión que los pa
rámetros termodinámicos para el proceso de asociación molecular,
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tales como la constante de equilibrio, dependen de la concen
tración, en una forma no clásica, y son controlados por las ci
néticas relativas de los procesos de relajación inter- e intra
molecular (Xu y Weber, 1981). A bajas concentraciones las asocia
ciones moleculares son raras y el complejo tiene una vida media
demasiado corta para permitir la relajación hacia una conforma
ción más favorable. Pero a altas concentraciones esta situación

se revierte: la disociación espontánea, siendo un proceso de
primer orden, continúa a la misma velocidad, pero el monómero
libre no puede relajarse ya que encuentra rápidamente a otra mo
lécula con la cual se asocia. Consecuentementela energia interna
promedio de la proteina asociada o disociada depende de la con
centración y del grado de disociación en una forma inesperada
desde el punto de vista convencional de los equilibrios de aso
ciación molecular, pero que explican las observaciones experimen
tales en las proteinas estudiadas (Xu y Weber, 1981; Cooper,
1988, este trabajo).

La evaluación del proceso descripto a través de la figura 1,
en la que se representa la energía libre de Gibbs en función de
una coordenada conformacional (Weber, 1989). muestra claramente
que el proceso de disociación, relajación parcial de los monó
meros y reasociación de los mismos. conduce a la formación de
agregados con ciertas diferencias conformacionales (aunque de
igual tamaño, según indican los experimentos de polarización de
fluorescencia), hecho que permite explicar la existencia de hete
rogeneidad en las poblaciones nativas de proteinas oligoméricas.
La misma aparece comoconsecuencia natural de las diferencias en
las conformaciones entre el monómeroaislado y asociado.
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Las velocidades de interconversión de las especies tetramé
ricas con diferentes susceptibilidades a la presion y la reaso
ciación de los monómerosinactivos pueden ser pensadas como pro
venientes de un origen común: los movimientos de grupos adyacen
tes en las interfases entre subunidades. A mayores temperaturas
(>25°C) estos movimientosson rápidos y el equilibrio es tipica
mente estocástico. A bajas temperaturas están parcialmente in
hibidos y tanto el intercambio entre subunidades de las fraccio
nes tetraméricas de diferente estabilidad, comoel ajuste de las
superficies monoméricasnecesario para reconstruir los tetrámeros
activos, están inhibidos en un grado similar. La primer circuns
tancia explica la estabilidad de las fracciones tetraméricas en
comparación con los tiempos de equilibración y la segunda explica
el extremadamente lento intercambio entre subunidades bajo la ac
ción de la presión.
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En el presente trabajo se desarrolló la técnica de transfe
rencia de energía electrónica de excitación entre fluoróforos da
dor y aceptor unidos covalentemente a proteínas. para el estudio
de asociaciones moleculares. Las técnicas de hibridización del
tipo de las usadas originalmente en el estudio de isoenzimas han
sido de gran utilidad para el análisis de la “comunicación”entre
cadenas polipeptídicas. Comomuy a menudo no se dispone de va

riantes de una dada proteina oligomérica, es necesario producir
proteinas alteradas a través de una específica modificación quí
mica. Usualmente se recurre al uso de anhidridos que reaccionan
con grupos amino libres de las proteínas, convirtiendo residuos
positivamente cargados en grupos cargados negativamente, lo cual
produce generalmente una importante alteración en el comporta
miento cromatográfico y movilidad electroforética de la proteina
modificada (Meighen, et a1., 1970). El uso de reactivos fluores
centes permite la realización de estudios de hibridización en
cualquier sistema. introduciendo la sensibilidad inherente a la
espectroscopia de fluorescencia, con la ventaja adicional de no
producir grandes modificaciones en la carga iónica, cuyos efectos
sobre la conformación podrían ser severos.

Utilizando la presión hidrostática como variable capaz de
producir la modificación en el grado de disociación, se demostró
el intercambio entre subunidades en partículas no disociadas. Se
realizó un estudio comparativo de la dinámica del equilibrio de
disociación-asociación en dímeros y tetrámeros.

En dímeros sometidos a presiones capaces de inducir 50% de

disociación, el intercambio entre subunidades se produce a una
velocidad que se aproxima a la velocidad de disociación. En los

-132—



Conclusiones

tetrámeros: gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa y lactato
deshidrogenasa a temperaturas menores de 4°C, los tiempos para el
intercambio de subunidades son casi dos órdenes de magnitud
mayores que los tiempos para lograr el equilibrio de disociación.
mientras que a temperatura ambiente ambos tiempos resultan com
parables.

Se determinó que el efecto de la presión consiste en incre
mentar preferencialmente la velocidad de disociación en dimeros y
la de disminuir la velocidad de reasociación en tetrámeros. A

partir.de estas observaciones se concluyó que los tetrámeros
constituyen una población heterogénea de particulas, cada una de
las cuales es disociada por una presión de acuerdo a propiedades
moleculares que pueden ser retenidas por un período de tiempo
muchomayor que el necesario para alcanzar el equilibración de
disociación.

El carácter determinístico de los procesos moleculares ob
servados en una escala macroscópica, es el resultado de la
estadística de un númerosuficientemente grande de eventos esto
cásticos independientes, por lo cual es razonable suponer que en
algún nivel de la organización biológica, el comportamiento esto
cástico sea remplazado por el determinismo a nivel molecular. Ob
servaciones previas indican que esto claramente el caso en los
equilibrios de asociación en agregados de múltiples subunidades,
comolas cápsides virales (Silva y Weber. 1988), eritrocuorina
(Silva et 31., 1989) o hemocianina (Gomes et 31.. 1990).

Las observaciones descriptas en la presente tesis demuestran
que la transición estocástica-deterministica es ya evidente en la
asociación de subunidades monomericas para formar un tetrámero.
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La relaciones complejas entre las partes de una macromolécula
conducen aparentemente a una severa restricción de los movimien
tos moleculares locales. pero sólo hasta un grado que permite lo
que en el caso límite daría caracteristicas individuales a cada
partícula, suficientemente persistente comopara conferir carác
ter determinístico a algunos de los procesos en los cuales par
ticipa.
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