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INTRODUCCION

El proceso de insercién de proteinas en una bicapa lipidica es todavia objeto de
estudio riguroso. Se sabe, que es un proceso en el que se requiere romper grandes
barreras energéticas, que produce importantes cambios tanto para la proteina como
la membrana y que es realizado con facilidad por las células para el correcto
funcionamiento de la membrana. su estudio es importante para optimizar aplicacio-
nes en biotecnologfa, y productos farmacéuticos. Se exponen los datos conocidos en
estos procesos hasta el momento, se mencionan las distintas metodologfas usadas en
la investigacién de estos procesos y que temas contindan siendo motivo de debates.

Las bicapas lipidicas estdin compuestas de dos monocapas opuestas de lipidos, en los
cuales la cadena acil hidrofébica se coloca hacia el centro de la bicapa y la cabeza
anfifilica del lipido se coloca hacia fuera en contacto con la fase acuosa. (Maddox y
Longo, 2002). Si bien, la estructura bdsica de las membranas biolégicas es proveida
por la bicapa lipidica, son las proteinas de membrana, 'as encargadas de desarrollar
la mayorfa de las funciones especificas de la misma, incluyendo transduccién de
sefales, infeccion viral, agregacion celular, fusién y ruptura de membrana. La canti-
dad de proteina en la membrana, varia segtn el tipo de célula y segin el tipo de orga-
nelo. Por ejemplo, la masa de proteinas de membrana involucradas en la produccién
de ATP (mitocondrias y cloroplastos) es de aproximadamente un 75%, con un prome-
dio de 50 lipidos por proteina. Existen numerosas modalidades de asociacion de la
proteina a la membrana (Alberts et al, 2002), entre las que el modo transmembrana
(atravesar toda la bicapa), es una de los mas comunes.

Las proteinas transmembranales, se extienden a lo largo de la bicapa lipidica, con parte
de su masa en cada lado, cominmente poseen motivo estructural alfa hélice, si bien al-
gunas como se pliegan en ldmina beta. Se trata de proteinas anfipaticas con regiones
hidrofébicas e hidrofilicas que interactuando con las colas hidrofébicas de los lipidos
en el interior de la bicapa. Sus regiones hidrofilicas estan expuestas al agua en ambos
lados de la membrana. La hidrofobicidad de algunas de estas proteinas transmembrana-
les, se ve incrementada, por enlaces covalentes de una cadena de dcidos grasos que se
inserta en el lado citosélico de la membrana. Dada la importancia de las proteinas
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transmembranales (y de otras proteinas de membrana), se intenta desde hace afios di-
lucidar el problema de la insercién de las mismas en el interior de la membrana celular.

METODOS USADOS

Para el estudio de insercién de proteinas en membranas, se usan numerosos métodos
ya que recientemente ha habido un considerable progreso en este campo (Tieleman
et al, 2001). Las técnicas mas comunes son: difraccién por rayos X, resonancia
magnética nuclear de estado sélido, espectroscopia infrarroja, medidas de
intercambio de deuterio, calorimetria y modelos de simulacién de dindmica
molecular. Estas dltimas pueden dividirse en dos clases (Maddox y Longo, 2001): los
modelos que observan el comportamiento de todos los dtomos del sistema, mos-
trando gran detalle y usando millones de pasos temporales, o modelos mas generales
(coarse graining), que solo toman en cuenta los aspectos de mds relevancia del
sistema y permiten simulaciones de mayor tamafno y tiempo. Entre los programas
computarizados usados se encuentra la técnica de simulacién Monte Carlo, el pro-
grama CHARMM de mecanica molecular en los que intervienen numerosas técnicas
de matematica compleja. La simulacién de estos procesos requiere de una gran
capacidad computacional, por lo que para simplificar el modelo usado, se toman
varios supuestos y constantes basados en datos experimentales para simplificar el
modelo usado, tales como: temperatura, presién y volumen constante, Ph general-
mente neutro, limitar al maximo interacciones electrostéticas y de los enlaces. Estos
supuestos dependen también de las necesidades experimentales y quedan a juicio del
investigador. Otro factor importante es la escala de tiempo usado, que generalmente
es de algunos pocos nanosegundos o picosegundos (ver Bachar y Becher, 2001) . Esta
escala de tiempo no permite simular |a totalidad de los procesos, pero sin embargo
da una buena aproximacién. A su vez la técnica Monte Carlo que usa varios millones
de pasos, no usa tiempo real (la simulacién puede durar varias horas) a diferencia del
programa CHARMM, que realiza los procesos de simulacién de forma inmediata.

INSERCION DE PROTEINAS EN MEMBRANA

Cuando las proteinas se insertan en membranas, encuentran grandes barreras
energéticas (Li y Colombini, 2002), al transportarse de la fase acuosa (citosol,
ambiente extracelular) a la fase lipidica. Para permanecer solubles, las partes hidro-
fébicas de las proteinas, se mantienen en el ntcleo de la proteina o interactian con
chaperonas. Las regiones hidrofébicas deben mantenerse expuestas al medio am-
biente dentro de la membrana y algunas extensas regiones polares deben cruzar hasta
el lado opuesto de la membrana. Las proteinas deben atravesar estados de interac-
ciones energéticas desfavorables. Se piensa que la estructura de la proteina insertada,
debe haber evolucionado una serie de reacciones que minimizara la formacién de
intermediarios de insercién de alta energia. Algunas proteinas formadoras de canales
como toxinas, pueden insertarse en las membranas de forma espontdnea
presumiblemente porque encuentran pequenas barreras de energia aproximadamente
iguales a la energia térmica. El canal VDAC (voltage-dependent anion channel)
encargado de la permeabilidad de la membrana externa mitocondrial tiene su propio
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mecanismo de insercién, denominado insercién autodirigida. Por este proceso, las
moléculas de VDAC que ya estan en la membrana, dirigen la orientacién de canales
VDAC no insertados y aceleran la tasa de insercién en 9 érdenes de magnitud (Li y
Colombini, 2002). La insercién de los canales VDAC, probablemente requiere una
orientacién correcta en los fosfolipidos Se ha encontrado que los canales VDAC
catalizan adicionalmente la inserciéon de varias proteinas formadoras de canales
como, alfa-hemolysin y gramicidina. Se ha calculado que la tasa de insercién en una
membrana es de 0.2 canales min’, para un area de 1x10? mm? la tasa de insercién
calculado es de 20 canales. Sin embargo, no todas las proteinas insertadas acttan
como catalizadores pues si fuera asf se veria un incremento exponencial en la tasa de
insercién total de las proteinas, algo que no se ve experimentalmente. Asi pues el
mecanismo de insercién autodirigido no es muy comun, pero muestra un alto grado
de especificidad que puede deberse a un mecanismo comtuin de insercién debido a las
similitudes estructurales mantenidas por la evolucién. En otros casos la diferencia de
voltaje es fundamental en la insercién de proteinas y algunas proteinas requieren para
su insercién de un determinado potencial de membrana (Tielemann et al., 2001).
Debido a la simplicidad de los canales iénicos dependientes de voltaje, resulta facil su
estudio por lo que son usados cominmente como modelos de interacciones entre
peptidos y membranas (Tieleman et al., 2001). La Alameticina (Alm), es un péptido
formador de canales que ha sido muy estudiado y su insercion es inducida por voltaje
(Tielemann et al, 2001). Por ejemplo, en campos eléctricos de membrana de 0.33
V/nm, y mayores la Alameticina se inserta rdpidamente en una plancha de octano,
para formar canales. Si se aumenta el voltaje a 1 V/nm, la plancha se vuelve inestable
y aumenta su permeabilidad al agua. En condiciones fisiolégicas este campo es de
100-250 mv manteniendo estable la estructura.

EFECTOS DE LA INSERCION

El efecto general de incorporar proteinas integrales en 'as membranas, es un cambio
significativo en el equilibrio de fase, causante de cambios estructurales en los lipidos
adyacentes (Bachar y Becker, 2000). Los efectos deben ser simétricos si se trata de
una proteina integral, y asimétricos en el caso de proteinas que solo penetran hasta
cierto punto ambas capas (como el caso de melitina), esto puede medirse por ejem-
plo con el pardmetro de orden (Scd) , que se refiere al orden conformacional en
las cadenas acilo. Es también importante sefialar que la manera en la que la presen-
cia de las proteinas, afecta a las membrana cambia segun se trate de fosfolipidos en
directo contacto con la proteina (boundary) o los lipidos mas distantes (bulk) de esta
proteina (Bachar y Becker, 2000). Los efectos de la insercion afectan también la
integridad estructural de la proteina, produciendo un desenrollamiento de la alfa hé-
lice a nivel de los extremos N o C terminales, (Bachar y Becker, 2000; Tieleman et al.,
2001), por ejemplo la insercién de Alm en un ambiente lipidico (Tieleman etal., 2007)
presenta fluctuaciones en el extremo C-terminal las cuales consisten en perdidas
reversibles de la estructura hélice de los dltimos 7 residuos como producto de sus
interacciones con el medio. En una simulacién de melitina (principal componente de
veneno de abeja) en una membrana de DPPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina), los 3 dlt-
mos residuos del N terminal eran los que perdian la estructura hélice, adquiriendo esta



90 Notas de Actualizacion - Insercién de proteinas en membrana: algunas caracteristicas del proceso. Cabezas.

una configuracién lineal (Bachar y Becker, 2000), esto debido a las cargas de los resi-
duos (si estos son hidrofébicos o hidrofilicos) que conforman la estructura primaria de
la proteina, y las distintas interacciones que presentan al plegarse a estructura terciaria
e interactuar con la membrana. Adicionalmente se observo que el dngulo de inclinacién
(tilt) de la proteina respecto a la membrana, variaba durante los 500 picosegundos que
duraba la simulacién. Este dngulo de inclinacién, también estaba fuertemente relacio-
nado con los dngulos de inclinacién que adquirfan los lipidos de la capa superior de la
membrana durante la simulacién, el cual fue de aproximadamente de 25 grados. Otros
pardmetros como los perfiles de densidad (density profiles), el volumen libre de la
membrana, las fuerzas de campo o el coeficiente de difusién también se ven afectadas
notablemente con la insercién.

DISCUSION

La insercién de proteina en membrana es un proceso dindmico que altera gran
nimero de propiedades del sistema. Es, ademads, un proceso que las células realizan
continuamente y con gran facilidad. Actualmente, los modelos computacionales no
permiten simular la totalidad de los procesos implicados en la insercién de proteinas
ya que este proceso, puede llegar a tardar incluso algunos segundos, comparado con
las escalas temporales en nanosegundos y picosegundos, simulados en los estudios.
Por lo tanto es necesario aumentar la capacidad computacional en afios futuros para
permitir desarrollar sistemas, de mayor tamafo y de duracién mds larga. Esto no es
imposible, ya que la capacidad computacional aumenta dia a dfa. Es ademds pro-
bable que las simulaciones en las que se observa el comportamiento de todos los
atomos, sean mds efectivas que las simulaciones coarse grained, ya que se analizan
un mayor numero de interacciones y se aproximan mas a la realidad del fenémeno.

Tal como dice Tieleman et al. (2001), “serfa interesante combinar las simulaciones de
dindmica, con célculos termodinamicos detallados, asi como establecer una metodo-
logfa para estudiar los cambios conformacionales, dependientes de voltaje”. Pero a la
par de estas simulaciones computacionales, es conveniente generar modelos experi-
mentales que ayuden a complementar las simulaciones. Otro hecho importante men-
cionado es que la insercién del canal VDCA parece haberse conservado evolutiva-
mente, pero se trata de un evento singular. Como ha sido la evolucién de los sistemas
de insercién de proteinas y su relacién con la estructura de las mismas? La resolucién
de esta y otras preguntas permitird en el futuro comprender con mayor claridad la
dindmica del proceso.
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