Los chaperones moleculares
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Fara las miles de proteinas que fabrican
cada una de nuestras células. la vida em-
pieza con un desalio. A partir de una larga v
flexible cadena de aminoacidos una proteina
debe transformarse en una molécula cuidado-
samente conformada y dotada de todos los gi-
ros, vueltas y acodaduras que necesita para
llevar a cabo su funcién. Cada proteina posce
su propia secuencia de aminoacidos. v, de al-
guna manera, acaba por adquirir su propia v
Unica estructura tndimensional. Es lo que se de-
nomina la «estructura nativa» de una proteina.
Sin embargo. dicha cadena puede. en princi-
pio. plegarse de miles de formas diferentes.
;Como consigue. entonces, encontrar su con-
formacion correcta y funcionante?

Por el método de ensayo y error parcce impro-
bable. La edad del Universo seria corta com-
parada con el tiempo que necesitaria. incliso
una pequena proteina, pura probar los miles
de millones de posibles plegamientos hasta lle-
gar a conseguir su estructura correcta. Mien-
tras la cadena abierta se transforma en su forma
final, plegada. se enfrenta con numerosos pa-
sos indeseados. Los aminoacidos atracn todo
tipo de moléculas, lo que puede dar lugar a la
produccion de enlaces quimicos inapropiados.
Cualquicra que haya tenido que habérselas con
proteinas desplegadas («desnaturalizadas» en el
argot de los bioguimicos) en un.tubo de ensa-
yo conoce muy bien estos azarosos inconvenien-
tes: en vez de obtener moléculas proteicas
completamente funcionantes podemos encon-
trarnos con un amasijo enmaranado v agluti-
nado imposible de utilizar para estudio alguno;
es decir. ¢l equivalente quimico de un plato de
espaguettis. Sin embargo, en las células las pro-
teinas se pliegan correctamente, o no estaria-

mos Elqlli para COl“ﬂl’lO.
La respuesta a esta cuestién resulta ser una de
lus dreas mas candentes de la bioquimica ac-
tual. Hacer que las proteinas se plieguen co-

;Cual es, pues, el truco?

rrectamente. v que permanezcan plegadas.
fuera de su ambiente celular normal es uno de
los problemas mas frustrantes de la industria
biotecnolégica. Se puede conseguir encajar un
gen de una extrana v valiosa proteina humana
en una bacteria v producir con éxito grandes
cantidades de dicha proteina, s6lo para final-
mente descubrir que sus moléculas no se plie-
gan dentro de las células bacterianas o que se
agruman en un amasijo initil. Algunas veces
se obtiene lo que parece ser una proteina co-
rrectamente plegada y después s comprueba
que se desnaturaliza cuando las muestras. por
ejemplo. se descongelan. Tales dificultades no
parece que vayan a desvanecerse, pero por lo
menos empezamos a comprender por qué tie-
ne éxito la naturaleza donde a menudo falla la
biotecnologia.

A finales de los 80 parecia claro que las cé-
lulas contenian un tipo de moléculas a las que
se les dio el nombre de CHAPERONES («ca-
rabinas»), de naturaleza proteica, que ayuda-
ban a preservar a las proteinas mmaduras de
las «malas influencias». de modo que pudiesen
conformarse de la manera adecuada. Este tipo
de cooperacion molecular siempre ha entusias-
mado a los investigadores, v durante los dle-
mos anos los chaperones han sido sometidos a
un intenso escrutinio por parte de bioquimicos
y biclogos.

Pocos cuestionan hoy dia la importancia de los
chaperones para la vida y su evolucién. El afio
pasado, por ¢jemplo, BURNETT y cols. (1), de
la Universidad de Yale, manipularon genética-
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mente la bacteria Escherichia coli para impe-
dir que los genes implicados expresaran sus
chaperones. Las bacterias murieron, ahogadas
por grumos de proteinas incorrectamente ple-
gadas. Sin la ayuda de los chaperones, cerca
del 30% de las protemas bacterianas fueron in-
capaces de plegarse de la manera correcta.
Las implicaciones biotecnologicas son conside-
rables. Por ejemplo, algunos de los problemas
que tiene la produccion industrial de protemas
podrian solucionarse con una combinacién ade-
cuada de chaperones. Pero antes de que esto
suceda, existen cuestiones basicas que respon-
der. ;C6mo. por ejemplo, impiden estas molé-
culas que las jovenes proteinas se extravien?
¢Cuinto cuesta la funcion de los chaperones en
términos fisico-quimicos? No solo los biclogos,
sino también los investigadores médicos estan
deseosos de conocer estas respuestas, porque
algunas enfermedades pudicran ser el resulta-
do de un inadecuado funcionamiento de estos
chaperones.

La investigacién sobre los chaperones se remon-
ta al anio 1987 en el laboratorio de JOHN ELLIS
(2), un botanico de la Universidad de Warwick.
ELLIS estaba estudiando la RUBISCO (ribulo-
sa bifosfato carboxilasa-oxigenasa), un enzima
de las plantas fundamental en la fotosintesis. La
forma final, plegada, de este enzima esta cons-
tituida por 16 subunidades, formando una es-
tructura molecular gigante. ELLIS descubrio
que esta estructura gigante solo podia consti-
tuirse en presencia de otra gran proteina. Es-
ta. a su vez, no dictaba la estructura final de
rubisco. sino que simplemente impedia que el
enzima formase un revoltijo en el proceso de
ensamblamiento, de la misma manera que los
chaperones humanos («las carabinas»), en otro
tiempo, impedian a las jovencitas que estable-
clesen «Conexiones» Moportunas.

ELLIS pronto se dio cuenta de que los genes que
codifican al chaperon de rubisco eran simila-
res a los genes de una proteina en forma de do-
nut llamada GroEL, que se produce en muchas
bacterias. También existian similitudes en el
comportamiento de ambas proteinas. Previa-
mente se habia demostrado que GroEL, junto
con su pequenio acompanante, GroES, ayuda-

ba a ciertos virus a ensamblarse dentro de las
bacterias. Los genetistas descubricron después
que el chaperon de rubisco y GroEL eran
miembros de una mas amplia familia de pro-
teinas similares encontradas en animales, plan-
tas y bacterias, que también funcionan como
chaperones (2).

Se han identificado hasta ahora mas de 17 cla-
ses de proteias que actiian como chaperones
moleculares. GroEL pertenece al grupo de pro-
teinas con forma de anillo conocidas como
CHAPERONINAS, que ayudan a los polipép-
tidos recién sintetizados a plegarse de la mane-
ra adecuada. Otros chaperones mas pequerios
ayudan a las proteinas a reconformarse tras
atravesar las membranas celulares, proceso que
requiere una desnaturalizacion temporal de las
mismas

4Como sucede todo esto? Algunos investigado-
res han mezclado chaperoninas con componen-
tes purificados de las células, de modo que
pudiesen analizar los estadios que sigue una
proteina desplegada hasta conseguir su forma
funcional sin tener que habérselas con las com-
plejidades de las células reales.

Gractas a estas investigaciones tenemos algu-
nas cosas claras. i se afiade una proteina des-
plegada a un coetel de chaperones y ATP (el
principal suministrador energético de la célu-
la), estas moléculas se retinen para formar al-
gin tipo de complejo. El pegamento lo
constituye la atraccion producida por los gru-
pos hidrofobicos de algunos aminoacidos de las
proteinas. Tales grupos yacen enterrados den-
tro de la molécula proteica plegada, pero en
su forma parcialmente desplegada estos grupos
estan expuestos al exterior. EI complejo debe
en su momento liberar a la proteina para que
pueda ejecutar sus deberes en la célula, v la
energia para que ello se produzea proviene de
la hidrélisis o ruptura del ATP. Pero cémo su-
cede esto exactamente es aun una cuestion con-
trovertida. HARTL y cols. (3) describen un
escenario en el que las moléeulas se retnen para
ejecutar una intrincada danza nupcial que im-
plica a los chaperones y a las proteinas inma-
duras desplegadas. En un primer paso, GroES
abraza por un extremo a GroEL. de modo que




sus anillos forman una cavidad lo suficiente-
mente grande como para albergar a una pro-
tena. En el segundo paso, las proteinas
desplegadas se introducen en el interior. Ello
da lugar a la separacion de GroES del comple-
joy al tercer paso, en el cual GroES se une al
otro extremo de GroEL y la proteina se libera
en la cavidad con la ayuda de la energia del
ATP. Dentro de la cavidad la proteina ha po-
dido plegarse correctamente, sin interferencias.
En un estadio clave del proceso de plegamien-
to la proteina empaqueta sus aminoacidos hi-
drofobicos en su interior y posiciona sus grupos
hidrofilicos en el exterior, donde pueden entrar
en contacto con moléculas de agua. Los gru-
pos hidrofobicos son los que atraen a los cha-
perones, de modo que la proteina no podra
liberarse hasta que estos grupos estén ocultos
en su propia estructura. Cuando la proteina se
libera, su tendencia a agregar se encuentra, evi-
dentemente, muy reducida.

No todo el mundo esta convencido de este mo-
delo de plegamiento en el cual el chaperon jue-
ga un papel activo dirigiendo a la proteina hacia
su estado plegado y funcional final mientras se
encuentra atrapada dentro de la jaula del cha-
peron. TOOD y cols. (4), que trabajan en el de-
partamento de investigacién de la compaiia
quimica Du Pont en Delaware, cree que las pro-
teinas desplegadas se abrazan a los chaperones
solo intermitentemente y que la mayor parte del
plegamiento se realiza mientras ambos compo-
nentes estan separados. Como prueba cita un
reciente experimento que afecta a una forma
mutante de GroEL. Este chaperon mutante
puede abrazar a proteinas desplegadas pero no
puede liberarlas. Cuando el chaperon mutante
esta presente el plegamiento se detiene abrup-
tamente. Ello implica que el plegamiento tiene
lugar cuando ambos componentes no estan en
contacto.

Algunos investigadores creen que los chapero-
nes usan la energia del ATP para rescatar las
proteinas atrapadas en estados de plegamien-
to incorrecto, dandoles a las mismas otra opor-
tunidad. Los chaperones como GroEL
actuarian mas bien desplegando proteinas ca-
prichosas que plegando a aquélias que van por

el buen camino. Tras cada hidrolisis del ATP
los chaperones liberan a las proteinas rescata-
das dejandolas que se plieguen espontaneamen-
te. Si ello se realiza adecuadamente, todo ira
bien. 8i no es asi, los chaperones estaran alli
para rescatarlas de nuevo. Con sulicientes in-
tentos, la mayoria de las proteinas llegaran al
final a su forma correcta.

Hay otros experimentos que parecen respaldar
esta cuestion. BURSTON y cols. (5), de la Uni-
versidad de Bristol siguieron el proceso de ple-
gamiento por espectroscopia de fluorescencia
lo que permite medir la rapidez con la que
GroEL cambia desde que esta fuertemente uni-
do a la proteina hasta su liberacién. Sus resul-
tados sugieren que las proteinas desplegadas son
alternativamente atraidas y rechazadas por
GroEL, mientras que el ATP proporciona la
energia de union. Cuanto menos plegada esta
la proteina, mayor el nimero de grupos hidro-
fobicos expuestos en su superficie y mas fuer-
temente se une a GroEL: durante dicho abrazo
una protema mal plegada puede ser desenre-
dada y tener una segunda oportunidad. Tras
sucesivos ciclos quemando ATP van quedan-
do menos grupos hidrofobicos en la superficie
de la molécula hasta que la proteina ya no in-
teracciona mas con el chaperon. GroES coor-
dina de algin modo los estadios finales de este
proceso para asegurar que la proteina se libera
completamente de GroEL. Otro apoyo experi-
mental a este modo de actuacion lo proporcio-
n6 en abril pasado PERALTA y cols. (6), de la
Universidad La Trabe, en Australia. Los auto-
res observaron lo que sucedia cuando alimen-
taban con chaperoninas una proteina
deliberadamente mal plegada. La proteina en
cuestion, la malato deshidrogenasa (MDH), fue
reestructurada y acabé plegandose de la ma-
nera correcta v funcional.

Otras informaciones se estan obteniendo de es-
tudios de la estructura de las chaperoninas, es-
pecialmente con una técnica conocida como
microscopia crioelectronica, la cual permite
captar complejos proteicos en el acto de cha-
peronear proteinas en plegamiento. En septiem-
bre pasado se publicaron las primeras
fotografias de un complejo de chaperonina y



una proteina en plegamiento, la MDH (7). Las
imagenes sugieren que las proteinas desplega-
das pueden situarse a la entrada de la cavidad
de la chaperonina. no muv profundamente.
También revelan grandes cambios de la cstrue-
wra.de GroEL cuando se une a GroES.
Mientras tanto. BRAIG y cols. (8) han logrado
cristalizar GroEL, lo que ha permitido usar la
cristalografia de rayos X para determinar su for-
ma. Si nuestro objetivo es comprender la qui-
mica basica del funcionamiento de estas
moléculas, debemos conocer su estructura tri-
dimensional. dice SIGLER. Sin ello, es lo mis-
mo que describir como funciona un motor de
automovil sin haberlo visto nunca. La estruc-
tura senalara el camino para un mejor conoci-
miento de la accion de los chaperones a nivel
molecular. Una vez conocida la estructura de
GroEL, los bioquimicos podran juguetear con
clla para definir como determinados cambios
afectan al comportamiento conjunto de la mo-
lécula. FENTON y cols. (9) han probado ya mu-
chas regiones de GroEL. Los resultados indican,
como los de microscopia crioclectronica, que
el borde de la cavidad de la chaperonina es el
sitio de unién de las proteinas desplegadas y
de GroES. Los estudios cristalograficos también
muestran un sitio de union para el ATP dentro
de la cavidad cilindrica de GroEL.

Todo esto es de gran interés para los investiga-
dores medicos, quienes esperan que los chape-
rones ayudaran a entender las bases
moleculares de ciertas enfermedades. Por el
momento la conexion entre chaperones v en-
fermedad es nebulosa, pero existen algunas ob-
servaciones seductoras. En la lepra, por
ejemplo, se producen anticuerpos que deberian
reconocer chaperones del organismo invasor,
probablemente inactivandolos. Se cree que ta-
les anticuerpos podrian volverse contra los cha-
perones propios, fundamentalmente chaperones
similares, causando tina respuesta autoinmune

en la cual el cuerpo destruye sus propios tejidos.
La (ibrosis quistica podria aparecer como con-
secuencia de un problema en el plegamiento
de las proteinas. Las mutaciones genéticas sub-
yacentes a la enfermedad conducen a defectos
de una proteina que juega un papel esencial en
la quimica de la membrana de las células, es-
pecialmente las de la superficie de los pulmo-
nes. En algunos casos estas proteinas no
consiguen plegarse adecuadamente, lo que ha
hecho pensar a algunos investigadores que un
chaperon llamado CALNEXINA pueda estar
implicado en esta historia.

Los chaperones, o su deficiencia, podrian ju-
gar algan papel en otras enfermedades donde
existen Intrincados plegamientos de las protei-
nas. Aqui se incluye la BSE (Encefalopatia es-
pongiforme bovina) y la enfermedad de
Alzheimer, en las cuales las proteinas se agru-
man para formar las placas amiloides del cere-
bro. Hasta ahora la conexion entre las placas
de Alzheimer v los chaperones no son mas que
especulaciones. Pero tiene sentido logico que
proteinas involucradas en «labores caseras» den-
tro de la célula puedan ser las encargadas de
impedir la formacién de las placas. Si se en-
cuentra que una deficiencia de chaperones es
la causa de tales enfermedades podria abrirse
una via para su posible tratamiento. Por inge-
nieria genética se podrian introducir chapero-
nes en los pacientes. La tecnologia ya existe.
Parece, pues, que quedan atin algunos capitu-
los que escribir en la historia de estas «carabi-
nas». <
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