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Resumen. El globulo fundido se considera como un tercer estado ter-
modinamico de la ruta del plegamiento de las proteinas (junto con los
dos previamente establecidos: nativo y desnaturalizado). Este estado
ha sido observado bajo ciertas condiciones desnaturalizantes, y es un
conféormero con propiedades intermedias entre los estados nativo y
desplegado. En los estudios de plegamiento proteinas, es particular-
mente importante conocer la estructura y los cambios de energia aso-
ciados a la formacion de estados intermediarios transitorios que se
puedan identificar durante el proceso de plegamiento de proteinas
globulares, para entender los factores que dirigen el proceso de plega-
miento. Un gran numero de estudios indican que muchas proteinas
globulares (aunque no todas) presentan este estado intermediario bajo
condiciones de equilibrio.

Palabras clave: Plegamiento de proteinas, intermediarias del plega-
miento, globulo fundido.

Abstract. The molten globule state has been considered like a third
thermodynamic state of the protein molecules (in addition to the two
previously established states —the native and the unfolded—). This
intermediate state is observed under certain denaturant conditions,
and represents a conformational state with properties between those
observed in the native and unfolded states. In protein folding studies
it is important to understand the structure and energy changes asso-
ciated with the formation of transient intermediate states involved
during the acquisition of the three-dimensional structure. Many, but
not all globular proteins in folding studies show this compact inter-
mediate state under equilibrium conditions.
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El plegamiento (“folding”) es el proceso mediante el cual una
cadena polipeptidica en estado desplegado (U de “unfolding”)
se pliega hacia la estructura tridimensional que posee una fun-
cion biologica especifica. A esta tltima se le conoce como
estado nativo (N), pues es en esta condicion en la cual la prote-
ina pasara la inmensa mayoria su existencia (revisado en [1]).
Debido a que la informacion genética esta codificada en el
ADN vy se expresa unicamente después de que la estructura N
se ha formado, al plegamiento se le conoce como la segunda
parte del codigo genético y es por tanto, una cuestion funda-
mental en la biologia molecular actual.

Intermediarios estables

El modelo mas sencillo para explicar el plegamiento de una
proteina, es el de dos estados. En este modelo, los procesos de
desnaturalizacion y plegamiento son completamente coopera-
tivos y no hay poblaciones de intermediarios estables en el
equilibrio; en cualquier momento, s6lo existe una variacion
entre las poblaciones entre el estado Ny el U. En el caso de
proteinas en las cuales existen regiones de la cadena polipepti-
dica con estabilidad estructural independiente, este modelo no
es apropiado. Como resultado de esta idea, se ha propuesto
que durante la transicion tridimensional de la secuencia prima-
ria hacia la estructura tridimensional con actividad biologica,

existen estados transitorios —intermediarios cinéticamente
accesibles— que actian como guias en el plegamiento. De ahi
que en la actualidad, una buena parte de los estudios de plega-
miento estan enfocados en la busqueda de estos conférmeros,
pues si se llega a conocer su estructura asi como los cambios
de energia asociados a su formacion, sera posible entender los
factores que gobiernan el plegamiento por medio de rutas pro-
ductivas.

A pesar de que el plegamiento de proteinas monoméricas
es generalmente un proceso de dos estados, existen proteinas
para las cuales un aumento en la condicién desnaturalizante
alrededor de la transicion N/U, produce conformaciones par-
cialmente desplegadas (Tabla I). La presencia de intermedia-
rios en la ruta de plegamiento ocasiona que el cambio en las
propiedades estructurales de las proteinas al aumentar la con-
dicion desnaturalizante no sea descrito monofasicamente, o
bien que los patrones obtenidos siguiendo diferentes propieda-
des —estructurales o funcionales— de la proteina en cuestion,
no sean coincidentes (Fig. 1).

Condicion desnaturalizante

En este sentido, uno de los primeros ejemplos descritos para el
plegamiento fue el de la anhidrasa carbodnica [2], cuyo modelo
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Condicion desnaturalizante

Fig. 1. Algunas pruebas para determinar el patrén de plegamiento en estudios al equilibrio. Y: es una sefial de la proteina sensible
a cambios en los diferentes niveles de estructura de la misma (ver mas adelante en el texto). A. patrones monoféasicos coincidentes
(mecanismo de dos estados). B. patron no monofasico (tres estados). C.- patrones no coincidentes (no dos estados).

molecular cristalografico no presenta dominios. Para esta
enzima se ha estudiado el corrimiento en la constante de velo-
cidad para el plegamiento (K,), como funcion de la concen-
tracion de clorhidrato de guanidinio (Gdn-HCI), un potente
desnaturalizante. Las alteraciones producidas por este pertur-
bante, se cuantificaron por cambios en dicroismo circular
(CD), absorcion ultravioleta y rotacion oOptica (Y en la Figura
1). La observacion fue clara, los patrones de desnaturalizacion
obtenidos por estas técnicas no son coincidentes; ademas,
estudios de la cinética de renaturalizacién de esta enzima
sugieren que la reaccidon no es un proceso homogéneo de pri-
mer orden. A partir de estos resultados se ha concluido que en
la transicidn existe al menos un intermediario.

Para algunas proteinas se ha propuesto que el mecanismo
de plegamiento es a través de dominios estructurales, en el
cual ciertas unidades de estructura secundaria se pliegan inde-
pendientemente para formar regiones globulares que final-
mente colapsan en la estructura N. Este postulado es razonable
cuando existen evidencias experimentales (por cristalografia o
calorimetria) que hagan sospechar la evidencia de los domi-
nios, como en el caso de la piruvato cinasa [3] o la 3-fosfogli-
cerato cinasa [4]. El hecho es que las estructuras intermedias
estables se han observado incluso cuando no hay razon para
sospechar la existencia de dominios en el plegamiento.

Por més pequefia que sea la secuencia de aminoacidos es
imposible pensar que una proteina pueda visitar todas las con-
formaciones posibles para plegarse correctamente. Por ejem-
plo, si una cadena polipeptidica tiene 100 residuos y en pro-
medio cada residuo puede adoptar 10 conformaciones, la
cadena podra adoptar 10'%° conformaciones. Si la velocidad
de transformacion de una conformacion en otra es muy rapida
por ejemplo de 1013 s, el tiempo promedio requerido para
visitar todas las posibles conformaciones seria del orden 108!
aflos. El resultado de esta estimacion, es muchas veces mayor
que la edad del universo (15° afios). A pesar de lo anterior, las
proteinas generalmente adoptan su estructura tridimensional
funcional en intervalos de milisegundos-segundos. Para resol-
ver esta paradoja, Levinthal a finales de la década de los 60s,

postuld la existencia de rutas preferenciales en el plegamiento
de los polipéptidos. En estas rutas, la cadena polipeptidica
viaja a través de una secuencia especifica de intermediarios
hasta plegarse en la estructura N. Debido a lo anterior, la
deteccion y caracterizacion de los intermediarios estables que
aparecen en las rutas desde el estado N (desnaturalizacién) o
hacia ¢l (renaturalizacion) son preguntas centrales en los estu-
dios de plegamiento. A pesar de la inmensa diferencia que
existe entre las secuencias y los motivos estructurales de las
proteinas, los intermediarios que se observan en los estudios
al equilibrio de muchas proteinas presentan caracteristicas
comunes: son estructuras de tamafio molecular y cantidad de
estructura secundaria parecidas a las que existen en la estruc-
tura N, pero que carecen de estructura terciaria especifica. A
principios de la década de los 80s dos grupos [5,6] de manera
independiente propusieron que los intermediarios observados
al equilibrio, probablemente pertenecen a un estado fisico
comun de las proteinas globulares, al cual denominaron estado
de “globulo fundido” (GF). A mediados de esa década, otro
grupo [7,8] mostr6 por medio de cinéticas de renaturalizacion,
que para la a-lactalbimina desnaturalizada con Gdn-HCI,
existe un intermediario idéntico al que se observa en estudios
al equilibrio. Por lo tanto, se ha propuesto regularmente en la
literatura que el GF es un intermediario general del plega-
miento de proteinas.

El globulo fundido (GF)

El globulo fundido (GF) es un estado de la cadena polipeptidi-
ca obtenido experimentalmente en la renaturalizacion de U o
en la desnaturalizacion de N. Las caracteristicas estructurales
comunes [9-11] al estado de GF son: i) La presencia de una
elevada cantidad de estructura secundaria; if) ausencia de la
mayoria de la estructura terciaria especifica producida por el
alto empaquetamiento de las cadenas laterales; iii) es un con-
férmero compacto, con un radio de giro entre 10 y 30% mayor
que el observado para el estado N y iv) la molécula ha pedido
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parte del nucleo hidrofobico, lo que incrementa la accesiblili-
dad de superficie hidrofobica de la molécula al solvente. A la
fecha, no ha sido posible cristalizar a ningin polipéptido en
este estado y sus propiedades de RMN (resonancia magnética
nuclear) se parecen mas a la estructura U que a la N. A pesar
de los aspectos aparentemente estaticos de la estructura des-
critos anteriormente para el GF, la molécula es muy dinamica
y flexible. El estado de GF no puede ser representado por una
unica conformacion sino por un nimero de conformaciones
diferentes que se interconvierten rapidamente unas en otras.
De hecho, estas caracteristicas permiten que algunas molécu-
las de agua penetren en la estructura. En este estado condensa-
do la entropia configuracional de U ha sido reducida significa-
tivamente debido a las restricciones impuestas por el volumen
excluido [12].

Las técnicas convencionales (Fig. 1) utilizadas para
caracterizar la estructura del GF son i) espectro de dicroismo
circular en la region 222 nm, a esta longitud de onda se verifi-
ca la presencia del enlace peptidico que modifica las propieda-
des de elipticidad en esa region; este hecho demuestra un
cambio en la cantidad de estructura secundaria tipo o hélice.
Por otra parte, siguiendo el cambio en la elipticidad a una lon-
gitud de onda de 270 nm, se pueden observar modificaciones
en la estructura terciaria, al hacer evidente el ocultamiento o
exposicion de los aminoacidos aromaticos al solvente; i7) téc-
nicas hidrodinamicas como cuantificacion de la viscosidad y
cromatografia de filtracién molecular para determinar el tama-
filo molecular de la proteina y iii) el uso de moléculas fluores-
centes como el ANS, o sus andlogos, para detectar la forma-
cion de regiones particulares expuestas al solvente [13,14].
Todas estas técnicas proveen de informacion sobre caracteris-
ticas estructurales promedio de la proteina en cuestion. En los
ultimos afios, se han utilizado nuevas aproximaciones para
caracterizar la estructura del GF, entre ellas se encuentran:
RMN, dispersion de rayos X en solucion y técnicas de inge-
nieria de proteinas. Estos métodos han sido exitosos en la
caracterizacion del GF que aparece al someter a las proteinas a
condiciones ligeramente desnaturalizantes. Estos estudios
recientes muestran que la estructura del GF es mas heterogé-
nea de lo que inicialmente se pensaba. Una porcion de la
estructura estd mas organizada, parecida a la estructura N,
mientras que otras se tornan menos organizadas; las caracte-
risticas estructurales detalladas, dependen fuertemente de la
proteina en estudio.

Cuando algunas proteinas se someten a condiciones que
difieren significativamente de aquellas que se observan in
vivo, el nimero de conformaciones estructuradas que pueden
ser estables aumenta. De ahi que para hacer evidente el estado
intermediario es necesario someter a la proteina a condiciones
extremas. Es precisamente a partir de estas observaciones que
se ha propuesto que el GF puede ser un intermediario en la via
de plegamiento in vivo.

Por otra parte, se ha argumentado en la literatura que los
estados intermediarios detectados en la reaccion de plega-
miento-desplegamiento de muchas proteinas bajo diversas cir-
cunstancias, son ejemplos del estado GF [15]. Sin embargo, hay
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que tomar en cuenta que la cuantificacion de las mismas propie-
dades fisicas no siempre es posible para todas las proteinas en
condiciones idénticas, por lo cual, el asignar la presencia del
mismo estado a todas ellas no es totalmente concluyente.

En la Tabla I se muestran 66 proteinas diferentes que
poseen dentro de la via de plegamiento al intermediario tipo
GF; este numero sugiere que el GF no es una rara excepcion;
por el contrario es probable que este intermediario sea tipico
para muchos tipos de proteinas en condiciones de desnaturali-
zacion discretas.

Las proteinas pueden ser transformadas in vitro al esta-
do de GF al modificar algunas condiciones del medio que las
contiene. Por ejemplo (revisado en [10]), al incrementar o
disminuir el pH de la solucion; también es posible obtener
este estado al incrementar la temperatura. Al agregar con-
centraciones moderadas de perturbantes quimicos como la
urea o sales de guanidinio; o bien por la influencia de sales
como el LiClO4 y otras. El GF puede obtenerse también al
someter a la proteina a un aumento en la presion atmosféri-
ca. También se ha reportado que el acido tricloroacético pro-
duce la aparicion del GF [16], asi como el hexafluoroisopro-
pano [17].

Las proteinas pueden ser transformadas al GF sin modifi-
car las condiciones de la solucion que las contiene, es decir en
condiciones que semejan el medio original en donde se
encuentra la proteina, modificando la estructura quimica de la
macromolécula. A continuacion se describen los ejemplos dis-
ponibles en la literatura.

El GF se presenta en la nucleasa estafilococal al remover
21 residuos del C-terminal de la proteina [18]. Sorprenden-
temente, remover Unicamente 13 de estos residuos lleva a la
proteina a desplegarse calorimétricamente en un mecanismo
de dos estados [19]. Siguiendo con esta caracterizacion, se ha
encontrado que una doble mutacién en esta proteina, también
produce un GF [20]. Por otra parte, una triple mutacion pun-
tual, transforma la estructura nativa de la lisozima del fago T4
en un GF [21]. El reemplazo de residuos de acido aspartico en
la superficie del dominio P de la colicina A por alanina, son
necesarios para la formacion del GF (Tabla I). El caso mas
critico en cuanto a alteraciones de la via del plegamiento por
mutacion de algunos residuos, se ha reportado en la apomio-
globina [22] y en la interleucina 6 [23], en donde una muta-
cion puntual modifica el patron de plegamiento.

Para la proteina BPTI (Tabla I), el simple hecho de redu-
cir sus puentes disulfuro, produce un GF [24]; se ha mostrado
también que un analogo de la proteina que contiene unicamen-
te uno de los puentes disulfuro, posee bajo ciertas condiciones
experimentales caracteristicas de GF [25].

Los intermediarios tipo GF se han detectado en proteinas
que no tienen relaciones estructurales aparentes (Tabla I) y
bajo diversas condiciones, todas ellas extremas. Diversas pro-
piedades fisicas se han cuantificado para este tipo de interme-
diarios. La mayor parte de la sefial de dicroismo circular
(entre 200-240 nm) observada en la enzima nativa es retenida
en el estado intermediario, lo cual sugiere que la estructura
secundaria se conserva; esto es, las o-hélices y estructuras 3
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Tabla I. Proteinas cuyo patron de plegamiento incluye a un globulo fundido.

a-lactalbimina $[26-28]
citocromo ¢ [5]

anhidrasa carbonica [31]
fragmento Fc de IgG [33]
hormona de crecimiento bovina [35]
aspartato aminotransferasa [37]
B-lactamasa [39]
B-lactoglobulina [42]
fosfoglicerato cinasa [10]
interleucina™ [10,45,46]
colicina® [48,49]

triptofano sintasa® [51,52]

Arc [54]
des-pentapéptido-insulina® [56]
estefina B [58]

proteina de unién del retinol [60]
Lisozima [62]
Acetilcolinesterasa [64]
factor-4 de las plaquetas [66]
creatinasa (en estado A) [68]
Apomioglobina [70]

nucleasa estafilococal [72]
superoxido dismutasa [74]
Barstar [76]

ribonucleasa A [78]

Factor de necrosis tumoral [80]
DnaK [82]

prion del scrapie [84]

Barnasa [86]

ADN metiltransferasa T [88]
creatina cinasa [*0]

analogo de cardiotoxina III [29]
BPTIg [30]

glutaminil-tARN sintetasa [32]
a-fetoproteina [34]
dihidrofolato reductasa [36]
apo-ceruloplasmina [38]
albumina’ [40,41]

equinatoxina II [43]

interferon gama [44]

Fosfatasa [47]

xilosa reductasa [50]

Catepsina [53]

Fetuina [55]

apoflavodoxina (fragmento) [57]
proteina triplexf [59]

Papaina [61]

Lectina de cacahuate [63]
fosfolipasa A2 [65]

StAR€ [67]

proteina que une maltosa [69]
proteina de union de calcio’ [71]
proteina de 33 kDa® [73]
Caleritrina [75]

PAS domain receptor photoactive yellow protein [77]
Cistatina [79]

Clusterina [81]

glutamato deshidrogenasa [83]
Xilanasa [85]

neurotoxina del botulismo [87]
apolipoproteina E4 [89]

< humano, cobayo y bovino, respectivamente’ = : 1B, 2 y 6 respectivamente; %: A y E, respectivamente; * subunidad 32 y subuni-
dad a respectivamente; ¥: andlogo monomérico de la insulina; 3: de huevo y de suero humano, respectivamente; : inhibidor de
la tripsina pancreatica bovina; T: subunidad de reconocimiento; : del virus herpes simplex; €: steroidogenic acute regulatory pro-

tein; ’: en el reticulo sarcoplasmico; : del fotosistema II.

se forman espontaneamente en la renaturalizaciéon o permane-
cen en la desnaturalizacion [91]. Por otra parte, en el estado
intermediario, la sefial de CD entre 260-290 nm disminuye
casi completamente, lo cual resulta de la pérdida de la asime-
tria en el ambiente que rodea a los fluordforos intrinsecos de
la proteina i.e. los aminoacidos aromaticos.

Después de la formacion del intermediario, el espectro de
RMN se torna mads sencillo, semejante al observado para el
enrollamiento al azar. Esto es de esperarse ya que se pierde el
ambiente particular que se encuentra alrededor de cada amino-
acido [5]. La intensidad de fluorescencia de los aminoacidos
aromaticos sufre apagamiento y corrimiento a longitudes de
onda mayores, lo cual es resultado de la exposicion parcial o
total de estos residuos al solvente. En los casos en los que ha
sido posible cuantificar la viscosidad intrinseca, tiempos de
relajacion rotacional y coeficientes de difusion de estos inter-
mediarios, se ha observado que son indistinguibles de los que
se observan en N, pero muy diferentes a los que se presentan
en el enrollamiento al azar [5,92]. Estas observaciones en con-

junto han permitido demostrar que el GF es una estructura
globular compacta semejante a la que presenta N.

Si el GF define a los intermediarios que aparecen en la
ruta cinética entre N y U entonces, el “modelo de condensa-
cion” para el plegamiento de un polipéptido puede ser una
buena aproximacién para describir al proceso (revisado en
[93]). En este modelo, el enrollamiento al azar espontinea-
mente colapsa bajo la influencia del efecto hidrofébico para
formar una estructura condensada que puede ser un GF. Este
intermediario demuestra el niimero limitado de conformacio-
nes accesibles en la condensacion del polimero hacia la con-
formacion N.

La alternativa al modelo de condensacion es el “modelo
de nucleacién” (revisado en [93]); en el cual, la configuracion
metaestable asumida espontdneamente por un pequeilo seg-
mento del polipéptido es similar a aquella que el mismo seg-
mento tiene en la estructura N. Este pequeiio nucleo se aseme-
ja a la configuracion en la enzima N tanto en sus interacciones
secundarias como terciarias. A partir de este nucleo, otros seg-
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mentos de la cadena difunden para producir la estructura N. La
evidencia para esta propuesta deriva de observaciones en las
cuales pequefios segmentos de polipéptido pueden asumir
estados estructurados diferentes al enrollamiento al azar.

Descripcion de un glébulo fundido

Debido a lo anterior es de utilidad describir la estructura del
GF de una proteina globular tipica:

La o-lactalbumina y la lisozima que une Ca?*

La a-lactalbumina (0-LA) y la lisozima, son proteinas globu-
lares homologas, que consisten de 123 a 130 residuos. Desde
el punto de vista evolutivo, la familia a-LA-lisozima se divide
en tres grupos [94]: o-LA, lisozima que une Ca®" y lisozima
convencional (que no une Ca®"). La estructura tridimensional
de los tres grupos es esencialmente la misma, estd compuesta
por el dominio carboxilo terminal que estd formado por 4 o-
hélices y una hélice 3. Se ha podido caracterizar otro domi-
nio, el cual contiene una hoja B, una hélice 3,,, ademas de lar-
gas asas irregulares [95]. Estas enzimas poseen 4 puentes
disulfuro; la 0-LA y la lisozima que une Ca®" unen al cation
cerca de la region interdominios.

El GF de la o-lactalbumina

Este intermediario que es el paradigma del GF, se ha observa-
do bajo diferentes condiciones experimentales e incluye un
intermediario al equilibrio en la desnaturalizacion inducida
por desnaturalizantes, acidificacion del medio (conocido como
“estado A”) y removiendo el ion Ca?" a pH neutro. También
se ha observado en los eventos tempranos de estudios cinéti-
cos para la renaturalizacion [96] y se ha demostrado que todos
estos intermediarios, son idénticos entre ellos. Dentro de las
caracteristicas que poseen estos intermediarios se encuentran
las siguientes:

a. Estructura secundaria

Todos los elementos de estructura secundaria presentes en el
estado A, de la a-LA, son estables en N, todos ellos se encuen-
tran en el dominio o, por lo cual este GF tiene una estructura
heterogénea [11]. La formacion de estos elementos helicoidales,
indica interacciones nativas entre las hélices, ya que los elemen-
tos helicoidales no son estables por ellos mismos.

b. Grado de compactacion y plegamiento terciario
semejante al estado nativo

El tamafio compacto de una proteina en estado de GF se cono-
ce desde hace tiempo, este hecho es consistente con la presen-
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cia de plegamiento terciario semejante al estado nativo, i.e.
organizacion espacial de los elementos de la estructura secun-
daria como en el estado N[11]. El radio de giro (Rs) cuantifi-
cado por dispersion de rayos X es solamente 10 % mayor que
el del estado N y es mucho mas pequeiio que aquel de la enzi-
ma con los puentes disulfuro intactos en el estado U, la cual es
el doble de la enzima N. El GF de esta enzima es el mas
pequetio reportado.

El GF de la o-LA posee tanto empaquetamiento nativo
como no nativo de las cadenas laterales, que se forma gracias
a interacciones no polares entre los aminoacidos hidrofobicos,
lo cual permite estabilizar elementos de estructura secundaria
en la molécula. Ademas de los aspectos estaticos mencionados
anteriormente, el GF de esta proteina es muy dinamico y flexi-
ble, por lo que no puede ser representado por una unica con-
formacion, sino por un nimero de ellas que se interconvierten
unas en otras. Este caracter dinamico y flexible permite a las
moléculas de agua penetrar al interior de la proteina, de tal
forma que el GF esta muy hidratado [11].

El GF de la lisozima que une Ca**

La lisozima de la leche equina o canina pertenece a las lisozi-
mas que unen Ca®" y forma un intermediario tipo GF en Gdn-
HCl y también en condiciones acidas (revisado en [11]). Estas
propiedades lo hacen analogo al descrito para la a-LA. Atn
asi, el GF de esta lisozima es muy diferente. Este conféormero
es mas parecido al estado N, muchas de las interacciones de
empaquetamiento de residuos aromaticos se preservan. Pero a
diferencia del GF que presenta la o-LA, el de la lisozima que
une Ca?" no presenta transicion térmica cooperativa, es un
intermediario del desplegamiento térmico, se supone que las
interacciones nativas que contiene son las responsables de este
efecto. Por medio de diversas pruebas se ha concluido que en
el interior del GF de la Lisozima que une Ca®", existen resi-
duos de triptofano inmoviles, esta observacion es contraria a
la que se presenta en el intermediario de la o-LA, cuyos trip-
tofanos estan expuestos al solvente.

Posibles papeles del globulo fundido in vive

En las secciones anteriores se mencionaron las caracteristicas
del GF encontrado en la via de plegamiento de algunas protei-
nas in vitro, en condiciones que se alejan en gran medida de
aquellas que se observan en los seres vivos. Pero jel GF tiene
algtin papel en el plegamiento in vivo? Para contestar esta pre-
gunta hay que recordar que existen muchas diferencias entre
las condiciones que se utilizan en los experimentos para evi-
denciar la presencia del GF, mencionados en las secciones
anteriores y las condiciones que ocurren en el ambiente celu-
lar. Por ejemplo, la temperatura, salinidad, capacidad amorti-
guadora de las soluciones, asi como la concentracion de prote-
ina y cosolutos son muy diferentes en ambas situaciones. En
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los sistemas vivientes, las proteinas pueden ser sometidas a
diferentes condiciones desnaturalizantes leves como cambios
en temperatura, pH o solubilidad en membranas. Debido a lo
anterior, tiene sentido considerar los posibles papeles in vivo
de proteinas ligeramente desnaturalizadas, incluyendo al GF:

1. Observaciones generales: (i) la proteina de choque térmico
(heat-shock) GroEL une y estabiliza al estado no nativo de
cadenas nacientes; (i) algunas proteinas de choque térmico
unen subunidades inactivas de proteinas oligoméricas para
prevenir su agregacion inespecifica y/o transportarlas a su
lugar de ensamblaje; y (iii) algunas proteinas de choque tér-
mico que unen proteinas secretadas e importadas, estan
involucradas en los eventos de translocacion transmembra-
nal. De acuerdo a lo anterior, es razonable asumir que algu-
nas proteinas de choque térmico, en particular GroEL, reco-
nocen y unen a una proteina naciente en estado de GF [1].
GroEL retarda el plegamiento cuando se agrega a la protei-
na en estado U (tiempo cero) o cuando se encuentra en esta-
do de GF (después de 1 02's) [,

2. Existen numerosos reportes de proteinas que no pueden ser
translocadas a través de las membranas en su estado nativo,
pero son competentes para la translocacion cuando se
encuentran en un estado no nativo susceptible a protedlisis.
Las conclusiones a partir de estas observaciones involucran
al GF como el conférmero idoneo para la translocacion
[1,97].

3. Es posible que el proceso de degradacion en los lisosomas
(en donde se ha descrito la participacion de proteinas de
choque térmico), a pH acido o bien por medio de proteoso-
mas (ej. sistema ubiquitina ATP dependiente), sea facilitado
por la anterior desnaturalizacion proteica, la cual probable-
mente sea la transicion al estado de GF [1].

4. Existen posibles papeles de intermediarios en el plegamien-
to en la formacion de fibrillas amieloides en algunas enfer-
medades conformacionales o plegopatias [98].

Aunque todas las observaciones anteriores indican que los
estados no nativos de las proteinas pueden jugar algin papel
in vivo, si los intermediarios dirigen la reaccion de plegamien-
to, es todavia una pregunta abierta y sujeta a debate.

El pre-globulo fundido

En 1994 Uversky y Ptitsyn [99], reportaron el desplegamiento
de la B-lactamasa a través de dos intermediarios, al primero lo
clasificaron como un GF y al segundo le llamaron “interme-
diario parcialmente plegado”, porque es menos compacto que
el GF, pero mas que el estado desplegado y posee una parte de
la estructura secundaria de la enzima nativa o del GF.
Sugirieron que este intermediario parcialmente plegado podria
ser la contraparte al equilibrio del primer intermediario cinéti-

co que se forma en esta enzima en pocos milisegundos. Mas
adelante [100], estudiaron el desplegamiento de la anhidrasa
carbonica B y encontraron un comportamiento parecido al de
la B-lactamasa. Una mejor observacion sobre las caracteristi-
cas del intermediario parcialmente plegado, los llevé a sugerir
un nuevo nombre para este intermediario y lo rebautizaron
como pre-GF para resaltar la jerarquia de este conférmero en
la ruta de plegamiento. Chaffotte y colaboradores [101] des-
cribieron la presencia de este estado en el desplegamiento de
un fragmento de la subunidad P 2 de la triptofano sintasa. La
presencia de este intermediario también se ha encontrado en la
desnaturalizacion de la apomioglobina [102].

Consideraciones finales

El tiempo tipico requerido para la biosintesis de una cadena
polipeptidica es entre 10 y 100 s. Este tiempo es en promedio
mucho mayor que aquel que se necesita para la formacion del
GF (aproximadamente 1 s), pero menor a aquel que algunas
proteinas necesitan para llegar a N, el cual puede ser hasta de
103 s. Por lo tanto, una cadena naciente durante e inmediata-
mente después de su biosintesis puede estar en el estado de
GF. Tal vez, la naturaleza prefiera mantener a la cadena
naciente en este estado, que es lo suficientemente flexible para
ajustarse a eventos posteriores como la oligomerizacion o el
transporte transmembranal o bien su cotransporte por medio
de una chaperona o chaperonina.

La comparacion de las propiedades de los GFs observa-
dos en diferentes proteinas es muy importante para la elucida-
cion de los mecanismos moleculares comunes por los cuales
el globulo fundido es estabilizado. Asi mismo conocer las
caracteristicas de este conformero eventualmente permitira
determinar en primer lugar, el papel de los intermediarios en
la via de plegamiento y por otra parte, la pertinencia del glo-
bulo fundido como un intermediario general para el plega-
miento de las proteinas in vivo.
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