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RESUMEN

En este manuscrito, se analizan las posibilidades de aplicacién de la calorimetria diferencial de barrido al estudio
de la estabilidad de las proteinas. Se describe la metodologia de la técnica cuando los procesos de desnaturalizacién
térmica son de equilibrio, como aquellos casos en los que existe un control cinético. Se ofrecen también las
ecuaciones necesarias para el tratamiento de los datos, aplicadas a algunas proteinas producidas en la Planta de
Produccién del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de La Habana, Cuba.

Palabras claves: apoFLD, desnaturalizacién térmica, estabilidad de proteinas, rHu-gFN, rSk

Biotecnologia Aplicada 2001;18:10-16

ABSTRACT

Application of Differential Scanning Calorimetry to Protein Stability Studies. In this manuscript, the possibilities
of application of the differential scanning calorimetry to the study of protein stability are analyzed. The methodology
of the technique is described when the processes of thermal denaturation are in equilibrium, like the cases in
which a kinetic control exists, and the necessary equations for data treatment are given, applied to some proteins
produced in the Production Plant of the Center for Genetic Engineering and Biotechnology in Havana, Cuba.
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Introduccién

Una de las principales prioridades de la industria bio-
tecnol gica moderna es la obtencion de moléculas es-
tables o estabilizadas; es decir, moléculas resistentes a
los efectos de latemperatura, alos agentes caotrdpicos,
alos solventes organicos, alos detergentes, etc. A esto
se adicionan las estrategias de estabilizacion de estruc-
turas moleculares para prevenir su inactivacion biol6-
gica por cualquier agente externo, asunto a que sele
dedican esfuerzos considerables en la actualidad. Es-
tos aspectos estan relacionados directamente con la
falta de comprension del mecanismo de plegamiento
de las biomoléculas in vivo; o sea, la falta de conoci-
mientos sobre la segunda parte del codigo genético.

La organizacion compleja y la estabilidad de la es-
tructura tridimensional de una biomolécula, se pueden
investigar experimentalmente in vitro a través del es-
tudio del proceso de su destruccion; es decir, del estu-
dio de su desnaturalizacién y de los factores externos
que influyen. El método calorimétrico es el tnico que
no necesita suponer a priori los mecanismos de estos
procesos. La técnica de calorimetria de barrido es la
mas eficiente para su estudio, debido a que proporcio-
na informacion muy certera acerca de los pardmetros
termodindmicos de estabilizacion de la estructura
macromolecular [1].

Enlos Ultimos afos, la calorimetriadiferencia de ba-
rrido (CDB) de dta sensibilidad se ha convertido en una
herramienta poderosa para caracterizar los cambios
conformacionales inducidos por la temperatura en las
macromol éculasbiol égicas, y sehaempleado fundamen-
talmente en estudios de prediccion del mecanismo de
plegamiento de las proteinas. Esta técnica ha servido
para determinar con exactitud los factores que influyen
en la estabilidad de las biomoléculas [1-11]. En los dlti-
mos afios, se han publicado trabagjos sobre la aplicacion

de la CDB en andlisis cuantitativos y semicuantitativos
de la estabilidad de compuestos farmacéuticos [6, 12,
13], y en la evaluacién de aditivos de formulaciones li-
quidas de compuestosde gran valor terapéutico[ 14, 15].

El objetivo de este trabajo fue hacer unaexplicacién
de esta técnica con la inclusion de ejemplos que de-
muestren su potencialidad a partir del estudio de pro-
teinas recombinantes, entre ellas algunas producidas
por € Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
de La Habana, Cuba.

2Qué es la calorimetria
diferencial de barrido?

Estatécnicaesrelativamente sencilla. Mediante|laCDB
se mide la capacidad calorifica relativa de un sistema
determinado cuando sufre una transicién inducida por
un cambio térmico [1, 3, 4]. En el experimento, las cel-
das con lamuestra y la referencia se calientan simulté
neamente a una misma velocidad predeterminada. La
muestra es una solucion o una suspensiéon del material
que se desea estudiar, y lareferencia contiene solamen-
te el disolvente utilizado. Cuando se calientan ambas
celdas y se produce unatransicién inducida por latem-
peratura (por gemplo, la desnaturalizacion de una pro-
teina 0 una transicién orden-desorden en una bicapa
fosfolipidica), la muestra absorbe parte del calor que se
le estd suministrando ala celda. Como resultado, la cé-
lula de la muestra tendria una temperatura algo inferior
aladelaceldade referencia, pero € sistema de control
del equipo suministra una potencia calorifica adicional
para que ambas celdas mantengan la misma temperatu-
ra. Esta potencia en exceso es proporciond aladiferen-
cia de capacidades caorificas entre las dos celdas y sus
contenidos. De esta forma simple se obtiene la capaci-
dad calorificadel soluto en funcién de latemperatura.
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En la Figura 1 se muestra un experimento tipico de
CDB aplicado a una proteina. Se puede observar que €
vdor de capacidad caorifica de la proteina Cp, no es
mismo antes'y después del proceso de desnaturalizacion,
con un valor de DCp > 0. Esta capacidad caorificaintrin-
seca, LBM™, se resta de la curva de capacidad calorifica
anterior para obtener la capacidad caorifica de exceso,
Cp®© (Figura2). Lareversibilidad delatransicion se com-
prueba normalmente con € recalentamiento de la mues-
tra de proteina en la celda calorimétrica, inmediatamente
después de enfriar la celda que se caentd en € primer
barrido. Esta prueba de reversibilidad sdlo muestraque
sistema vuelve d estado inicial (nativo) después del en-
friamiento, pero esposible que & sistemano esté en equi-
librio todavia si esta controlado cinéticamente por la
velocidad debarrido utilizada. Unapruebadereversibilidad
mejor consiste en comprobar que la curva obtenida no
depende de la velocidad con que se varia la temperatura
[16]. Tanto para esta comprobacion como paralarediza-
cion de cualquier experimento de CDB, convienesiempre
asegurar que larespuestadel instrumento sealo suficien-
temente rapida para que no se distorsione la sefid (o a
menos que se pueda corregir por los métodos de correc-
cién dindmica existentes) [7]. En la referencia 17 se
puede encontrar una descripcion detallada de un mi-
crocalorimetro diferencid de barrido y delametodologia
experimental que se debe seguir para su utilizacion.

Procesos de equilibrio

La informacién que se puede obtener de un experi-
mento de CDB es diferente cuando el proceso esté en
equilibrio durante €l barrido de temperatura (transicién
reversible), en comparacién con un proceso controlado
cinéticamente (transicion irreversible).

En los casos de reversibilidad en las desnaturdiza-
ciones seguidas por CDB, se acepta, por lo general, la
aplicacion de la termodinamica de equilibrio para €
andlisis de los datos.

Modelo de equilibrio de dos estados

La desnaturalizacion més simple es aquella en la que
solamente los estados nativo (N) y desnaturalizado (D)
estén poblados significativamente, y sus cantidades re-
lativas a una temperatura determinada estan determi-
nadas por el valor de la constante de equilibrio de
desnaturalizacion K:

Ns D

donde;

K =D/N

A este modelo se gjustan proteinas pequefias co-
minmente[1].

La Figura 2 es una representacion de una curva de
capacidad calorificade exceso obtenidaparalaapoFLD,
apH neutro y a baja fuerzaionica. Esta curva fue cal-
culada para un proceso de equilibrio simple entre dos
estados cuando e sistema sufre un barrido de tempe-
raturas en el rango en que ocurre esta transicion, a
través de la ecuacion:

exc _ K DH2
(1+K)* RT?
suponiendo que DCp = 0, T, = 330,45 K ¥y
DH = 263 kJmol.

La entalpia del proceso en estudio (DH) es simple-
mente el area bajo la curva, que a veces se conoce

Cp
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Figura 1. Curvas de capacidad calorifica contra tempera-
tura para la apoFLD en fosfato sédico 50 mM pH 7,0
(c=1,5 mg/mL, v, = 2 K/min). Cp®"(T): capacidad
calorifica del estado desnaturalizado; LB*™: capacidad
calorifica intrinseca; Cp™(T): capacidad calorifica del estado
nativo; DCs: variacién de capacidad calorifica; DH: entalpia
especifica total; T.: temperatura en el maximo de la curva.
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Figura 2. Curva de capacidad calorifica de exceso para la
apoFLD fosfato s édico en 50 mM pH 7,0. A la curva expe-
rimental (linea continua) se le resté la linea base, la linea
quimica y estd ajustada por minimos cuadrados no lineales
a una curva tedrica de dos estados (linea discontinua).

como entalpia total de la transicion o entalpia
calorimétrica (DH®), pues:
T2
DH= OCp™ dT
T1

donde;

T,y T, temperaturas antes y después de la trangcion

DH: entalpia especifica total para el proceso Ne D

Latemperaturaen el maximo delacurva (Ty,) coin-
cide précticamente con la temperatura a la que se pro-
duce la transicion justo a la mitad, con poblaciones
similares de los estados nativo y desnaturalizado.

Para este proceso, el calor absorbido a una tempe-
ratura determinada es proporcional a avance de la
reaccion. Por lo tanto, la constante de equilibrio del
proceso (K) a cada temperatura se puede obtener f&-
cilmente a partir de esta curva, y a partir de la ecua-
cion de van't Hoff se puede calcular el cambio de
entalpia (DH") correspondiente del proceso Ng D,
seguin:

alink ¢ _ DH™

gar g RT?
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Se puede demostrar deformasmplequeaT =T [5]:
2 Cp"

cal

DH" = 4RT,,

donde:

Cp™ valor de Cp™® en el méximo delacurva

Si este proceso es, como se ha supuesto, un equili-
brio entre dos estados A y B, los valores de DH" y
DH deben ser idénticos. De hecho, DH' carece de
sentido s éste no es el caso. Sin embargo, la razén
r = DH®/DH", que debe ser igual a 1 en este modelo,
se utiliza muy a menudo para comprobar si el modelo
se cumple 0 no, e incluso para obtener informacién del
proceso que se esta estudiando (vea més adelante).

Unavez que se conocen los valoresde DCpy DH a
T =T, a partir de un experimento Unico, es posible
obtener los cambios de entalpia (DH), entropia (DS) y
energia de Gibbs (DG) a otras temperaturas para €l
proceso entre los dos estados, a partir de ecuaciones
termodindmicas conocidas [1]:

DH(T) = DH(T.) + DCp(T-Tw)

DS(T) = DH(Tw)/Tm+ DCpIN(T/Ty)

DG(T) = DH(T)+ TDS(T)

En la Figura 3 se muestra una representacion de
DG(T) para la apo-FLD en funcién de la temperatura
como medidade la estabilidad conformaciona y enfun-
cion del pH. Se observaque los vaores de laenergiade
Gibbs son bajos (entre 20 y 80 kJmol) los cuales repre-
sentan una compensacion entre valores de entalpia y
entropia de un orden de magnitud superior. A cadatem-
peratura, los valores de DG se pueden interpretar como
unamedidade laestabilidad de la proteinaen estudio, s
se admite que todas las proteinas tienen, aproximada-
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Figura 3. Dependencia de DG de la temperatura para la
apoFLD en acetato sédico 50 mM en funcién del pH en
orden ascendente.

mente, un estado desnaturalizado deigua energiacomo
se comprobd hace ya bastantes afios [18]. También se
puede observar en esta figura que la estabilidad (o0 DG)
esnulaaTny que, ademas de unadesnaturalizacion por
calor, se puede producir también una desnaturalizacién
por frio, hecho que se ha comprobado de forma inde-
pendiente para otras proteinas [4].

Existe cooperatividad intermolecular cuando se ob-
serva que DH' > DH®, aunque € proceso sigasiendo
de equilibrio. Un caso extremo es el de unatransicion
de primer orden, en €l que r tiende al infinito. Cuando
una proteina es un dimero en ambos estados, €l nativo
y €l desnaturalizado, r tiendea 2. Si laproteinaesun n-
amero en e estado nativo, pero esta totalmente diso-
ciada en el estado desnaturalizado, se puede demostrar
queaT =T

r = 4[(n-n*?)/(n-1)]?

En el caso de |as transiciones térmicas conocidas de
lasbicapasfosfalipidicas, larazénrindicad nimero medio
de moléculas de lipido que sufren latransicion, alas que
se lellama tamafio de la unidad cooperativa [19].

Ademés del andlisis termodindmico explicado ante-
riormente, se puede obtener una medida de la estabili-
dad conformacional de cuaquier biomoléculaenfuncion
de las condiciones del medio, s se toman como refe-
rencia la temperatura en e méximo de la transicion
(Tm) y la entalpia calorimétrica que caracteriza a pro-
ceso de desnaturalizacion.

Equilibrio entre mas de dos estados

El hecho de que DH"'<DH™ en el proceso de equilibrio,
indica que este proceso no es de dos estados y que
existen intermedios estables termodinémicamente [2].
Estasituacién corresponde normalmenteal caso en que
ciertas regiones de la proteina, 0 dominios cooperati-
VoS, se desnaturalizan més o menosindependientemente
uno del otro. Se han propuesto varios modelos para
explicar estos casos. El mas antiguo —y més frecuen-
temente usado— es el modelo secuencial, que consiste
en varios estados consecutivos durante el proceso de
desnaturalizacion [20]. Los pardmetros termodinami-
cos de cada estado se pueden calcular a partir de la
curva experimental Cp(T) por ajuste de minimos cua-
drados no lineales, por €l andlisis en etapas recursivas
en funcién de latemperatura hasta que se obtengan las

50
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Figura 4. Curvas de capacidad calorifica contra temperatura
para la rSk en fosfato sédico 10 mM pH 7,5. La linea con-
tinua corresponde a los datos experimentales. Las lineas se
obtuvieron por el ajuste de los datos al modelo de dos es-
tados. La linea discontinua representa la suma de las cua-
tro transiciones individuales.
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constantes de equilibrio, la fraccion de moléculas en
cada estado, los cambios de entalpiay cuaquiera otra
funcion relacionada con ellos. En laFigura 4 se mues-
tra un ejemplo de un sistema analizado por este méto-
do, correspondiente a la transicion térmica de la
estreptoquinasa recombinante (rSk) a pH neutro.

La deconvolucion del termograma (lineas disconti-
nuas en la Figura 4) muestra que la proteina tiene cua-
tro dominios que se desnaturalizan independientemente
en funcion del pH con diferente estabilidad
(Figura 5). Aunque los dominios sean termodinamica-
mente estables e independientes, la estabilidad global
delaproteinay, por consiguiente, su actividad biol 6gi-
ca, puede estar determinada por la estabilidad del do-
minio més sensible. Por o tanto, se hace indispensable
conocer cud es la parte de la estructura que corres-
ponde a este dominio. Una manera bastante efectiva
que se ha utilizado, incluso para la estreptoquinasa, es
la fragmentacion por digestion proteoliticay la evalua-
cién posterior del fragmento obtenido, con lacompara-
cién de su comportamiento calorimétrico con el
observado parala proteina integra [21, 22].

Otro aspecto interesante que vale la pena destacar
es la cantidad de dominios de esta proteina, que varia
de 1 a4 seguin algunos reportes[21-26]. Laposibilidad
de que pequefios cambios en las condiciones experi-
mentales o en la estructura de la misma proteina pue-
daninfluir enlacantidad de dominios, hasido analizada
por Beldarrain y colaboradores [27].

Otro modelo al cual se ajustan muchos datos experi-
mental es bastante bien es el Ilamado modelo de transi-
ciones independientes [28]. Este model o supone que la
desnaturalizacion de una proteina es un proceso de
desnaturalizacion de cada uno de sus dominios y que
estos procesos son independientes unos de otros; es
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Figura 5. Dependencia de DH* (arriba) y la temperatura
en el maximo de la transicién (T.) (abajo) en funcién del
pH para la rSk.

decir, queladesnaturalizacién de un dominio no influye
en la desnaturalizacion de los demés.

En los Ultimos afios, se han introducido otros mode-
los [8, 29] que tienen en cuenta el hecho de que los
diversos dominios interaccionan mas o0 menos entre e-
llos. Esto se suele hacer con la introduccion de una
energia de Gibbs de interaccion (DG;) entre los domi-
niosiy j. Este modelo coincide con €l modelo detransi-
ciones independientes cuando DG;; es muy grande.

Procesos de no equilibrio

Los equilibrios descritos anteriormente no se cumplen
para muchas proteinas solubles y para ninguna de las
proteinas de membrana estudiadas hasta la fecha. Por
lo tanto, los pardmetros termodinamicos que se obten-
gan mediante la aplicacion de la metodologia descrita
anteriormente pueden ser falsos, excepto € érea deba-
jo de la curva que representard todavia la entalpia de
desnaturalizacion del proceso, pues las curvas
calorimétricas estén altamente distorsionadas por €l
efecto de la alteracion irreversible. La desnaturalize-
cién térmica irreversible es atribuida generalmente a
alteraciones del estado final, como la autdlisis, las
agregaciones, las ateraciones quimicas de |os residuos
de aminoécidos, etc., queimpiden quelaproteinaadop-
te su estructura nativa.

Estasdteracionesirreversibles son fundamental men-
te procesos cinéticos que se pueden describir a través
de ecuaciones de velocidad. Las curvas que se obtie-
nen normalmente en casos de no equilibrio son simila-
res a las que se muestran en la Figura 6 (lineas
continuas). Sin embargo, también en este caso es posi-
ble obtener informacion atil acercadel proceso de des-
naturalizacién, aunque serd, claro estd, de caréacter
cinético y no termodinédmico. Para ello se pueden apli-
car diversos modelos cinéticos que permiten el andlisis
delas curvas experimentales de CDB [7, 16, 30]. Aqui
se describe simplemente e més sencillo de todos: el
modelo de Lumry y Eyring [16].

N3 D F

donde:

F: estado final, al que sellegairreversiblemente des-
de el estado desnaturalizado D.

El equilibrio entre los estados N y D se describe
mediante la constante de equilibrio K y la etapa irre-
versible es de primer orden con una constante de velo-
cidad ke.

Este modelo de Sanchez-Ruiz (N@ F) permite de-
terminar la constante de velocidad (kg, y su energia de
activacion (E,), relacionadas por la ecuacion de
Arrhenius:

k = Ae(-E+/RT)

donde:

R: constante de los gases

e base de los logaritmos naturales

A: factor de frecuencia

El modelo conduce a una serie de ecuaciones me-
diante las cuales se puede calcular Ex:
A) La congtante de velocidad de la reaccion, a una tem-

peratura dada, se puede calcular mediante la ecuacion:

exc

vCp
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donde:
DH: calor total delatransicion
aDHft calor desarrollado hasta la temperatura T
Cp®°: capacidad calorifica de exceso a la tempe-
ratura T
v: velocidad de barrido
Medianteel uso delaecuacion de Arrhenius, se puede
representar In k contra a /T para los valores de k
obtenidos a cada temperatura. Todos los valores
deben quedar en una recta independientemente de
lavelocidad de barrido ala que se han obtenido. En
la Figura 6A se muestra la representacion para el
interferén g recombinante (rIFN-g).

B)El modelo predice que la temperatura del maximo
(Tm) debe cambiar con la velocidad de barrido; se-
gun laecuacion:

Y _AR (-E,/RT,)

Tn Ea

demaneraque, s serepresentaln(v/T,?) contral/T,
se debe obtener una recta de pendiente -E»/R. Esta
representacion para €l rIFN-g se muestra en la Fi-
gura 6B.

C)El calor desarrollado a cada temperatura &DHf es:

* A
oF *
A
A
2+ !!
E Ty,
_-4_ l
!!'.
.
L6
1 1 1 1
B
11+
€
2 L
=
£
13+
1 1 1 1
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e,
= [*e%29m,
T oL ‘.22=.
e teieln
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Figura 6. Representaciones grdficas para la determinacion
de la Ex del interferén g humano recombinante (rHu-gFN)
en fosfato sédico 10 mM pH 6,8. A) Representacién de
Arrhenius segun el método A B) Aplicaciéon del método B,
donde 1/T significa 1/T.. C) Aplicacién del método C.

14

por lo que se puede obtener E, de una representa-
cién del primer término de esta ecuacion contra 1/T,
que debe ser unalinearecta de pendiente -E»/R. En
la Figura 6C se muestra esta representacion para el
rIFN-g.

D) También se puede calcular E, directamente a partir
de la ecuacion:

_eRCp"T}

En D4

donde:
Cp™ capacidad calorifica de exceso a la temperatu-
raTn
Cuando estos cuatro métodos conducen a valores
coincidentes para la energia de activacion, se puede
concluir que se cumple e modelo. Sin embargo, es
preferible comprobar |os resultados experimentales
con los valores calculados (ver el modelo E).

E) Un quinto método se deduce a partir de la deriva-
cién delaecuaciéon del modelo Cy teniendo en cuen-
tala ecuacion del modelo D:

éE u e eE ou
Cp*°(T)=eCpexpa—2-(T- T,)gexXpé expc——(T- T, )0
p=e(T) p p?_ Tmz( my pg pgRTi T m)za

La energia de activacion se puede obtener mediante
un gjuste no lineal de minimos cuadrados de los datos
experimentales de Cp (T) (Figura 7).

Se ha visto que las transiciones dependen en gran
medidadelavel ocidad de barrido en este modelo, como
se habia mencionado antes para procesos de no equili-
brio. Esta es unaregla general independientemente del
modelo que se emplee para explicar los datos de CDB
de desnaturalizaciones controladas cinéticamente. Por
lo tanto, se puede emplear como criterio de aplicacién
0 no de la termodinédmica de equilibrio cuando se en-
cuentren transiciones irreversibles desde el punto de
vista calorimétrico.

Este modelo tan sencillo ha descrito muy bien los da-
tos de CDB de proteinas que se desnaturalizan de forma
irreversible [31-35]. En la Tablay la Figura 7 se puede
apreciar la buena concordancia entre los va ores experi-
mentales y |as curvas tedricas calculadas para @ rIFN-g

80
701
.60

1 1 1 1 1 1
305 310 315 320 325 330 335 340 345
Temperatura (K)

A2 K/min 1K/min ®0,5K/min B 0,25 K/min
Figura 7. Aplicacién del método E del modelo cinético de dos
estados para el rHu-gFN en fosfato sédico 10 mM pH 6,8.
Los simbolos representan los datos calculados de Cp™ contra
la temperatura a las velocidades estudiadas utilizando la
ecuacién descrita en el método y Ex = 350 kJ/mol. Las lineas
continuas corresponden a los datos experimentales.
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Tabla. Valores de energia de activacién obtenidos por
diferentes métodos para la desnaturalizacién térmica
del rIFN-g en tampén fosfato 10 mM pH 7,0.

Método Energia de activacién kJ/mol
A 340
B 400
C 342
D 318
Promedio 350 = 30

Es obvio que se puede extraer informacion cinética
solo delaaplicacion de este modelo, yaquelainforma-
cién termodindmi ca quedatotal mente enmascarada por
lapresencia del proceso irreversible. No obstante, para
una velocidad de barrido especifica, €l valor de T, se
puede utilizar como parametro comparativo para eva-
luar la estabilidad de unabiomoléculaen funcion delas
condiciones del medio (Figura 8).

Conclusion

La CDB puede proporcionar informacion valiosa acer-
ca de la naturaleza del desplegamiento de una macro-
moléculay delasfuerzas que influyen en la estabilidad
del estado nativo. Por esa razon esta técnica se puede
emplear ampliamente para la evaluacion répiday efec-
tiva de moléculas nuevas o modificadas con relevancia
biotecnol6gica, producidas por técnicas de ingenieria
genética —ya sea para uso clinico o industrial— y
condtituye una herramienta indispensable en el mo-
mento de elegir una estrategia para la obtencion de
una molécula muy estable térmicamente en condicio-
nes bioldgicas 6ptimas.

Aunque la utilidad de esta técnica es indudable,
es muy conveniente utilizarla junto a otras técnicas
calorimétricas, en particular la calorimetria de titula-
cion isotérmica o con la calorimetria de flujo, pues
estos métodos pueden proporcionar informacion adi-
cional en el examen de, por ejemplo, latermodinémi-
ca de las interacciones entre macromoléculas y
ligandos especificos en funcion de la temperatura,
en estudios de oligomerizacién de proteinas o, sim-
plemente, en la evaluacion de lainfluencia de la es-
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Figura 8. Influencia del pH y la fuerza iénica en la
estabilidad conformacional del rHu-IFNg a una velocidad
de barrido (2 K/min). Los tampones utilizados fueron:
acetato pH 4-5, fosfato pH 6-9 y glicina pH 10.

tabilidad de una macromolécula en una formulacion
especifica
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