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I. INTRODUCCION

1.1 MOTIVACION

Las lectinas son una clase de proteinas ampliamente distribuidas en la
naturaleza. Se encuentran en formas de vida tan diversas como plantas,
animales y organismos unicelulares, por mencionar algunos '°. Aunque aun
falta mucho por aprender sobre sus funciones y el papel que juegan en los
organismos, se sabe que las lectinas animales estan involucradas en procesos
biolégicos como el transporte y la eliminacion de glicoproteinas, mecanismos de
adhesion, respuesta inmunolégica, procesos malignos y apoptosis °. Se tiene la
hipétesis de que las lectinas vegetales son mediadores de la simbiosis entre
organismos fijadores de nitrégeno y las leguminosas " 8. También se cree que
podrian jugar una parte importante en la defensa de las semillas contra ataques
micéticos °. Las lectinas, especialmente aquéllas que se pueden obtener de
plantas en cantidades grandes, han sido utilizadas de forma sistematica para
aislar ciertos receptores de carbohidratos por medio de cromatografia de
afinidad. Los complejos lectina — carbohidrato también han sido estudiados en
si mismos, y se cuenta con informacion estructural y termodinamica para este

tipo de interacciones '°.

Las lectinas son proteinas que unen una gran diversidad de azucares de forma
altamente especifica y reversible °®. Muchos procesos relacionados con el
reconocimiento y comunicacion celular dependen de la asociacion lectina —
carbohidrato . Es por eso que elucidar los mecanismos y los parametros
termodinamicos de unién de estos sistemas resulta de interés para comprender
sus funciones biolégicas. Aunque se han utilizado técnicas de hemoaglutinacion
y precipitacion para determinar la afinidad relativa y especificidad de las lectinas
hacia varios azicares '', estos métodos no proporcionan informacién de caracter
termodinamico sobre la naturaleza de las interacciones. Algunas otras técnicas
como la espectrofotometria, fluorescencia, dialisis de equilibrio, resonancia
magnética nuclear (RMN) y resonancia de superficie de plasma proporcionan
valores de parametros termodinamicos de forma indirecta. En comparacion, la

técnica de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés)

§ )
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permite determinar con alto grado de precision y de forma directa el valor de
parametros como la entalpia de union, AH , la constante de equilibrio, K, y el
cambio en la capacidad calorifica a presion constante, ACp, asociados a la

union lectina — carbohidrato.  Se ha encontrado que la energética de los
procesos de unidn lectina — carbohidrato es significativamente diferente a la de

formacion de complejos proteina — proteinay proteina — oligopéptido '*'°.

En el estudio de la formacién de complejos proteina — X, donde X es algun
ligando, de entre todas las propiedades termodinamicas, el cambio en la
capacidad calorifica a presion constante (ACp) es particularmente importante.

Ello se debe a que, como indica la relacion termodinamica ACP:T[%‘EJ , el
P

ACp es una sonda de los cambios estructurales (AS) que ocurren en la
formacioén del complejo proteina — X. Ademas se ha encontrado que el ACp es

proporcional al area de contacto entre las moléculas que forman el complejo.
Estas areas pueden estimarse empleando las llamadas areas superficiales
accesibles (ASA). Al formarse un complejo proteina — X, el cambio en el ASA
esta dado por:

= ASA —(4s4

AASA +ASA ) (1.1)

complejo complejo proteina
En todos los casos, el AASA de la ecuacion (1.1) es de signo negativo, ya que
siempre se oculta area al agua cuando ocurre la formacion del complejo. Los
grupos quimicos presentes en las zonas de contacto, que podemos llamar de
intercara, sufren cambios importantes en su entorno. Estos cambios son el
resultado de procesos como la deshidratacion, la formacion y ruptura de puentes
de hidrégeno, y las interacciones no especificas con otros grupos quimicos, por
mencionar algunos. Estos procesos quedan caracterizados por cambios en las

propiedades termodinamicas AH , AG, ACp, etc. Makhatadze y Privalov '®'®

han propuesto que el A(p para la formacion de un complejo proteina — X se

s
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puede estimar a partir de las contribuciones de cada grupo quimico i de la

siguiente forma:
" ACp=) ACp ,-AASA, (1.2)

donde ACp, es el cambio en la capacidad calorifica a presion constante para la
transferencia de un “grupo quimico i” de la fase gas a la fase acuosa (proceso
de hidratacion), normalizado por unidad de area. Los ACp, se calculan
utilizando datos experimentales de compuestos modelo; por ejemplo, el ACp de
transferencia de un grupo —CH2>— corresponde al ACp del ciclohexano, dividido
entre 6. En la ecuacion (1.2) el AAS4, es el cambio de area que ocurre cuando

el grupo quimico i cambia de entorno como consecuencia de la formaciéon del

complejo.

El modelo de Makhatadze y Privalov, aunque adecuado para estudiar la
formacion de complejos proteina — proteina, proteina — oligopéptido y el
plegamiento de proteinas, no es capaz de reproducir los valores experimentales
para procesos de unién proteina — carbohidrato (P — C) 2. Garcia-Hernandez et
al. '® han propuesto que para la asociacién P — C el ACp se puede describir
haciendo uso de un modelo simple energético-estructural, en términos de los

cambios en las areas superficiales polares (A4S4 ) y no polares (AASA,))

accesibles de las especies involucradas > '*:

ACp=Acp,,-AASA,, +Acp ,-AASA, (1.3)

En esta ecuacion Acp,, y Acp, son parametros ajustables a los valores

experimentales de ACp, mientras que los A4SA son conocidos. Es decir, el

empleo de esta ecuacion requiere conocer la estructura cristalogréfica de P, de
C y del complejo P — C para calcular dichas A4SA4. Este tipo de parametrizacion
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se ha empleado también para calcular valores de AH de procesos tanto de
plegamiento de proteinas como de interaccién proteina — proteina con
anterioridad. '* . La conclusién mas importante del empleo de la ecuacién
(1.3) sobre un conjunto de datos de interaccion proteina — carbohidrato consiste
en que la deshidratacion de grupos polares es la causa principal de los valores
negativos del ACp, lo cual implica que estos grupos se comportan de manera

hidrofébica para un proceso de asociaciéon P — C ',

Dado que la base de datos de parametros termodinamicos para la asociaciéon P

— C es aun pequenia, la correlacion entre el ACp y el A4S4, todavia se puede

explorar y, ciertamente, mejorar con la inclusion de nuevas caracterizaciones.
Es en este contexto que el trabajo descrito en esta tesis resulta ser de
importancia. Al determinar el ACp para la formacién de dos complejos proteina
— carbohidrato, uno de ellos previamente reportado en la literatura y otro que no
se habia caracterizado aun, se afinaran los valores de los coeficientes en la
ecuacion paramétrica (1.3). Para ello se medira el AH de formacion de dos
complejos, el metil-a-D-manopirandsido — concanavalina A y el metil-a-D-
glucopiranésido — concanavalina A a varias temperaturas y se obtendra el

correspondiente ACp para cada uno de ellos. Los dos ligandos, el metil-a-D-

manopiranésido (MeMan) y el metil-a-D-glucopiranésido (MeGlu), difieren
exclusivamente en la orientacion del grupo hidroxilo que se encuentra en C-2.
Se aprovechara esta caracteristica estructural para comparar el ACp de
formacion de estos dos complejos entre si y obtener un valor numérico de la
contribucién por interaccion de la proteina con un grupo —OH a este parametro

termodinamico.
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1.2 OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo de investigacion son:

a. contribuir a enriquecer la base de datos para uniones P — C a través de la
medicion del AH de union a diferentes temperaturas, y con ello obtener

el ACp(=dAH/dT) para la asociacion de la lectina concanavalina A de

Canavalia ensiformis (ConA) con los monosacaridos metil-o-D-
glucopiranésido (MeGlu) vy metil-a-D-manopiranésido  (MeMan)
respectivamente. Como se dijo anteriormente, ambos monosacaridos
difieren exclusivamente en la orientaciéon de un grupo hidroxilo, el de C-2,
por lo cual la diferencia entre ACp de formacién para ambos complejos se

debe Unicamente a esta caracteristica estructural;

b. recalcular la parametrizacion estructural generada por Garcia-Hernandez

15
l.

et a para uniones P — C, con los nuevos datos generados; es decir,

obtener nuevos valores para Acp ,, y Acp ,;

c. para la interacciéon proteina — carbohidrato en los complejos ConA —

MeMan y ConA — MeGlu, evaluar la contribucion al ACp total por efecto

de la orientacion de un grupo hidroxilo. En el complejo ConA — MeMan el
grupo —OH en C-2 se encuentra interactuando fuertemente con la

proteina, mientras que no lo hace en el complejo ConA — MeGilu;

d. sugerir una parametrizacion estructural mas detallada del ACp, en la cual

se haga explicita la contribucion de los grupos polares y no polares
provenientes de la proteina y del carbohidrato, respectivamente, en la
formacion de complejos P — C. Para ello se utilizara la base de datos
termodinamicos, que incluya los valores encontrados para los sistemas
ConA — MeMan y ConA — MeGlu



II. ANTECEDENTES

IT. ANTECEDENTES
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2.1 Equilibrio Quimico
El problema que aborda esta seccion es la determinacién de la constante de

equilibrio asociada a la unién de un carbohidrato a una proteina para un modelo
de sitios independientes. Este equilibrio se escribe de la siguiente manera:

M+ nL = M, (2.1)

donde M es la macromolécula en disolucion, L el ligando, ML, es el complejo
macromolécula - ligando formado y n es el numero de sitios de union
disponibles en la macromolécula. La constante de equilibrio GLOBAL asociada a
este proceso es por definicion:

b
7oy 2

En general la union simultanea de los “n” ligandos a una macromolécula no
ocurre, sino que en la mayoria de los casos la unién de cada una de estas
moléculas es secuencial. En este ultimo caso, la ecuacion (2.1) se transforma

en la serie de reacciones:

M o+ L = ML K,z[%”]% (2.3)

L. ]

K harlz]

ML+ L = ML, ; (2.4)

[ML,]

ML2 * L = ML3 R m

(2.5)
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ML,> + 3 = ML,.1 ; K ot = [h[:;!L"‘j 1‘] (2.6)
MLp.s + L = ML, , = M_ (2.7)
M, ][]

Para estos equilibrios multiples, determinar las concentraciones de cada una de
las especies involucradas en el equilibrio global resulta, en la mayoria de los
casos, muy complicado. Por lo general solamente es posible determinar el
numero promedio de moléculas de ligando L asociadas con cada
macromolécula. Este parametro se define como

moles de L unidos [LL

= (2.8)
moles totales de M [M ]T

V=

Cuando la concentracién de ligando en solucién, [L], es muy pequefa en
relacion con la cantidad de macromolécula, v también sera un niumero pequerno.
Asimismo, cuando [L] es mucho mayor que [M], ¥ se aproximard a n, el
numero de sitios de union con el que cuenta la macromolécula. En otras

palabras, ¥ —0 cuando [L]->0y v —n cuando [L]->w.

La expresién (2.8) se relaciona directamente con las ecuaciones de equilibrio
para cada una de las especies en disolucion. Por ejemplo, de la ecuacion (2.3)

podemos obtener la concentracion de ligando que se encuentra en forma de
[ML]:

[L]en forma de (A1) = [M[‘]: K, [I][M] (2.9)
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Dado que si [ML,] se disociara, la concentracién de ligando seria el doble de la

concentracion de macromolécula, la concentraciéon de ligando que se encuentra

en forma de [ML,| debe obtenerse despejando [ML,| de la ecuacion (2.4), y

multiplicando por dos:

(2], jorma aepp,) = 2IML, |=2 K, [ML][L] (2.10)
Sustituyendo (2.9) en la ecuacion (2.10) para el valor de [MI,]:

(L] or foma aepp,) = 2K, K, [L]7 [M] (2.11)
y asi, para cada [L] en forma de [ML ,] tendremos:

2] s maiai = AL 1K K, . K JL) M) (2.12)

de manera que la concentracién de [L] unido, [L],, se podra escribir como:
L], =M](&, [L]+2K, K, [LF +...+iK, K, K, [L] +..nK, K, K,[L]")  (2.13)
Haciendo un razonamiento similar se llega a la concentracion total de M,
M), =M])0+k,[L)+ &, K, [LF +...+ K, KoK, [L] +... K, K,_K, []) (214)

Sustituyendo en la expresion (2.8), obtenemos:

_ K [L]2K K[ +.+iK K, K L] +.nK K, K (L]

V. _ 215
I+K, [L]+ K, K, [L] +...+ K, K, K, [L] +...K, K, K,[L]" el
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La ecuacion (2.15) es la expresion mas general que podemos obtener para la
unién de ligandos a una macromolécula. Para los casos en que la ocupaciéon de
uno de los sitios cambia el valor de la afinidad del ligando por otros sitios, el
problema de determinar el valor de las constantes puede ser muy complicado.
Sin embargo, el caso que nos atane es mucho mas sencillo, ya que
consideraremos que cada sitio de unién en la macromolécula es independiente
de los sitios restantes, e igual de afin por el ligando; es decir, que si pudiésemos
separar la macromolécula en unidades independientes que preservaran los sitios
de unién con el ligando, todos estos tendrian un mismo valor de la constante de

union.

Para poder resolver la ecuacion (2.15) es necesario conocer la relacion entre las
constantes de equilibrio X, a K,. Parece razonable escribir K, =K,=...=K, y
sustituir en la ecuacién (2.15); sin embargo, esto no es correcto. A continuaciéon

ejemplificaremos el caso de una macromolécula que puede pegar dos ligandos

iguales, en sitios de unién independientes, como se muestra en la figura 2.1:

Y

especie y0 especie Lyd

. Ky K. .
' '

especie yo L especie Lyo L

K,
&

Figura 2.1: Posibles uniones para el ligando en una especie
que cuenta con dos sitios independientes de pegado.

v
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Podemos plantear cuatro constantes al considerar todos los equilibrios posibles:

K = IL7] (2.16)

[Z][s]

= [75L] (2.17)

0

_ L]
KC —-E]m (218)
o [L7§L] (2.19)

N TN

Estas constantes, sin embargo, no son independientes. Las constantes
termodinamicas no nos dan informacion para interpretar los detalles moleculares
de la reaccion, como por ejemplo qué sitios estan involucrados en cada union 2'.
Las especies 3L y Ly5 han sido bautizadas como “isémeros de sitio” por

Weber %, ya que si los sitios de unién en estas especies fueran idénticos, las
especies serian estrictamente indistinguibles. Las constantes asociadas a la
union de ligando en estos sitios equivalentes no pueden determinarse por
procedimientos convencionales; sin embargo estan relacionadas con las
constantes termodinamicas del sistema, como se muestra a continuacion:

K, = [14][75] =K ,+K, (220)
[Lyl] K. K, (2.21)

@l b)) K K,
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La constante termodinamica K, corresponde a la primera asociacion, sin

importar el sitio de la molécula en la que ésta ocurra; la constante termodinamica

K , se refiere al pegado del ligando, una vez que alguno de los dos sitios esta

ocupado. Volviendo a la figura y recordando que el pegado de ligandos es
independiente y proponiendo que la afinidad sea la misma para cada sitio,

tendremos que K ,=K ,=K .=K , . Por lo tanto, las ecuaciones (2.20) y (2.21)

se podran reescribir en términos de K , como:

K ,=2K, K,=—4 (2.22)

Las dos constantes termodinamicas de la reaccion estan ahora en términos de

una sola constante, K ,, que se puede interpretar como la afinidad que tiene un

ligando por un sitio de unién, una especie de “afinidad intrinseca”.

En general, para una macromolécula con “n” sitios de unién idénticos e

independientes, la especie [PL,] se puede formar de — " __ maneras

|
MNn—i)
diferentes. Es decir, la constante de formaciéon global (una constante

termodinémica) de la especie [PL | esta dada por:

!

i!(r:—i)!K = (2.23)

Para obtener la expresion de la constante i-€sima, por ejemplo, K ., podemos

sustituir en la expresion de la constante de formacién, tomando en cuenta que

hay “n” maneras diferentes de formar el primer complejo, [PL], y que K, =nK .

Para /=2 de la ecuacion (2.23), tendremos que:
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. n K 2 _n(n-1)

R - K'z
A2y 2 !

Como g, a su vez es igual al producto K K, ya que es la constante de

formacion que resulta de sumar los siguientes equilibrios,

ML
M + L = ML K,= W[L][}]
ML + L = ML, ; K,.= [TE—:/—;L]-[I]—]
| N
M * 2L = MLQ : ﬂ 3 =W
entonces:
B.=K K =nk K, =20V (2.24)

2

Despejado K ., de la expresion (2.24) obtendremos la siguiente ecuacion:

K, (2.25)

De la misma manera, para obtener K . utilizaremos la definicion de 2 .:

[ ' - = 5
g K‘i-':"(nl—)(nz)KiszwK..K‘:”K F-”—LK.(K:
3?(;:—3) ' 3-2 - ) = |
n-2
. = K (2.26)

- A
J
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Generalizando, la i-ésima constante de union estara dada por:

n—i+1
K —

F . A

I

(2.27)

Utilizando este ultimo resultado en la ecuacion (2.15), se encuentra que:

i (k. [LD'

=t "'(”“) (2.27)

H,sf'( (K [1])

El denominador de la ultima expresion corresponde a la expansion binomial de
(1+K ,[L])". Al derivar el denominador con respecto al producto K. [Z], y
multiplicar de nuevo por K |, [L] esta derivada obtendremos el numerador . Por

lo cual v se puede reescribir como:

_ nK [L)0a+K LD
YT kL))"

_ nk L]

Asi, la expresion de v, el nimero promedio de moléculas de ligando L
asociadas con cada macromolécula, se ha simplificado considerablemente, para

el caso de sitios de unién iguales e independientes en una macromolécula.

Definiendo ahora un nuevo parametro, &, como la fraccion de sitios ocupados en

el sistema, equivalente también al grado de saturacion:



II. ANTECEDENTES

o), 1 k) 229

“aMI, n 1K I

las ecuaciones (2.28) y (2.29) se pueden rearreglar de la siguiente manera:

V- k] (2.30)

De acuerdo con van Holde ?, esta nueva expresion se puede interpretar como:

0 [sirios ocupado.v] ) [smos oc‘ffp“d"s]_d K (2.31)

1-6 [sitios vacf()s] ' [s‘irio.v vacf().s'] [L]‘ !

Es decir, podemos modelar el pegado de ligandos a una macromolécula que
presente varios sitios de union iguales e independientes, simplemente
considerando una concentracion de sitios disponibles, y de ligandos capaces de
unirse a ellos. Cualquier cantidad termodinamica calculada a partir de la
ecuacion (2.30) arrojara un valor por sitio de unién %%, caracteristica que la hara

util para el tratamiento matematico posterior.

2.2 Parametros Termodinamicos (AH y K) en

Términos de Observables Experimentales
Las ecuaciones obtenidas en el apartado anterior sirven de base para evaluar el
AH yla K de equilibrio (de ahora en adelante referida solamente como “K "), a
partir de los datos obtenidos por medio de la técnica de ITC. En este trabajo
estamos interesados en determinar el AH y el ACp=dAH /dT para la union de
los ligandos metil-a-D-manopiranésido (MeMan) y metil-a-D-glucopiranésido
(MeGlu), respectivamente, a la proteina Concanavalina A (ConA), que se

encuentra como tetramero al pH de trabajo seleccionado de 7.2 ?*. Como se

justificé en la seccién precedente, considerar la concentracion de sitios de union

16
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de la ConA es equivalente a considerar la concentracion de tetramero, ya que
los sitios de uniéon estan directamente relacionados con la concentracion del

monémero, de la forma [S], =n[M],, donde [S], es la concentracién de sitios

disponibles en el sistema. Utilizaremos este primer enfoque, debido a que la

formulacion matematica resulta mas sencilla de esta manera.

La evaluacion de datos de ITC en forma de calor liberado o absorbido por el
sistema dada una adicion de ligando requiere considerar dicho calor como
funcién de la concentracion total de ligando agregado. En un experimento
tradicional de calorimetria el ligando se anade en pequefios volumenes y se

conoce tanto la concentracién total de ligando afiadido en cada inyeccion, [L],,
como la concentracion de sitios totales, [$], durante todo el transcurso del
experimento.  Tradicionalmente se considera a [L], como la variable
independiente. La variable [S], se puede considerar constante a lo largo de

todo el experimento. El objetivo es entonces obtener una expresion donde el
calor medido quede expresado en términos de la concentracion de ligando .

Dado el equilibrio quimico:

Tendremos los siguientes balances de materia:
[S], =[s]+[s2] (2.32)

(2], =[r]+[s2] (2.33)

" Estrictamente la concentracion de sitios de union cambia en cada inveccion de ligando. Si el volumen de
las inyecciones es muy pequeiio. cste cambio s¢ puede despreciar.  El equipo utilizado en este trabajo
realiza automaticamente una correccion por volumen invectado cn la concentracion de sitios v ¢l volumen
de trabajo se mantienc constantc en todo momento. va que al invectar ligando en la celda totalmente llena.
cl volumen inyectado es igual al volumen desplazado.
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donde [$] y [L] se refieren a las concentraciones de sitios libres y ligando libre
respectivamente, y [LS] a la concentracion del complejo formado. Al mezclarse

las dos especies después de inyectar el ligando a la macromolécula, el calor
generado o absorbido es directamente proporcional a la concentracion de
ligando que se une a los sitios con respecto a la que habia en la celda antes de

inyectar, d[L],, es decir:
dg=V dH d[L], (2.34)

La constante de proporcionalidad esta dada por el producto V' dH donde V' es el
volumen de la celda de muestra y dH es la entalpia de reaccién por mol de
producto formado. Usando la ecuacion (2.29), la concentracién [L], también se

puede escribir en términos de la fraccion de sitios ocupados en el sistema, de tal

forma que:

IZ] ; =[S], 6=[sL] (2.35)
Ahora tendremos la ecuacion de calor en términos de [SL]:

dg=V dH d|[SL] (2.36)

Dado que con el microcalorimetro de titulacion isotérmica se determina el calor
generado o absorbido en funcién de la cantidad de ligando adicionada, es
pertinente escribir el calor como funcién de la concentracion total del ligando en

la celda:

da__y gy 4ISE] (2.37)

d|L], d[1],
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Como [SL]=|L], -[L], nuestro objetivo es encontrar una ecuacion que
proporcione a [SL] en funcion de la cantidad total de ligando exclusivamente. Es
decir, debemos encontrar [L]=f([Z],). El desarrollo de esta expresién se

presenta a continuacion. De la definicion de constante para este equilibrio
quimico:

[SL]=k [S][Z] (2.38)
Sustituyendo (2.38) en (2.32) y (2.33) tendremos:

[s], =[s]+& [s][£] (2.39)

[£), =[z)+ & [S][] (2.40)

Despejando [S] de ambas ecuaciones podemos llegar a:

2 sl _[z],-z]
[‘S]_HK[L]_ K] (241)

La ecuacion (2.41) es importante porque permite encontrar los valores de todas
las especies en el equilibrio a partir de la resolucion del polinomio de segundo
grado que resulta de ella:

K[L] +[2]+ & [2)is], -k [2)i2], -[2], =0 (2.42)

Reordenando, dividiendo entre K y resolviendo para [L]:

) g +ls), -1, )l o

K
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(2.43)

IZ]- L], =[S, VK + UK +[S], —[Z],) —4[Z], /K
2

Dividiendo ambos lados de la ecuacién entre [S], y haciendo los cambios de
variable X , =[L], /[S], v ¢=K][S$], (variables convenientes, como explicaremos

mas adelante), obtendremos la expresion:

= —I..f'c—l+\/(X R Hle+1)?—4X

X
] :

8], (2.44)

Ahora sélo queda tomar la derivada de esta ultima expresion con respecto a

[L],. EI valor de ¢ no varia considerablemente a lo largo del experimento,
porque la concentracion de sitios totales, [S],, s6lo se ve modificada por efectos
de dilucion al inyectar el ligando. Esto no ocurre con el valor de X ,, que

aumenta significativamente con cada adicion de ligando a la solucion de

macromolécula. Como X ,=f(L],) y [L]=f(X ,), tendremos que:

d[l'] = d[L] ax , . con dX p _ 1
dir], "ax , dir], 7 2 R ) e
dh]:l+ 1-l/c-X , (2.45)

dX o 2 | 2J(X , +V/e+1)*-4X ,

La expresion (2.45) recibe el nombre de ‘isoterma de Wiseman” ®. Se
profundizara en sus caracteristicas en secciones posteriores. De acuerdo con el
balance de materia (2.33), ahora estamos en posibilidad de escribir la ecuacion
(2.36) en términos de cantidades que son conocidas a lo largo de todo el

experimento:
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dg=vaH| L 1Ve-Xe dL], (2.46)
2 J(X ,+Ye+1)*-ax ,

La ecuacion (2.46) expresa el calor observado experimentalmente en funcion de

la concentracion total de ligando, [L],, de la concentracién de los sitios de union
en la celda, [§],, y de una variable ¢ que depende de K. Durante el

experimento, se anade ligando a la celda que contiene la macromolécula en una
serie de titulaciones, de tal forma que se cede o se libera calor, dg, a medida

que se adiciona /L. Al finalizar el experimento contaremos con una serie de
puntos, dq vs. X ,, que se ajustaran a la ecuacion (2.46) mediante iteraciones

sucesivas, utilizando el software del aparato. Reescribiendo la ecuacion (2.46)

en términos de los parametros ajustables,

o

2 J(([I]T 'H[M].f.)+(uK[M]T) ] +'|): ‘4[!-];- M[M]1r

dg=V AH 1 I‘(”K[M]r) l ‘(Il-]r.""”[M]r) (2.47)

se puede ver que el ajuste arrojara los valores de AH, K y n. Esta ultima

expresion consiste en la expresion diferencial de calor liberado o absorbido.

La expresion 2.47 también se puede escribir en forma integral de la siguiente

manera:

k(L]

O=VAH|S
e [ ]r I+K[[,]

=VAH[S], 0 (2.48)

En este caso, la concentracion libre de ligando [] es la variable independiente.
Al encontrar una expresion para [L.] en funcién de variables conocidas, como

[L]T., [S],, ¢ y n, obtendremos la expresion (2.47). La expresion (2.48) no se
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puede utilizar de forma directa porque la concentracién de [L] se tiene que

calcular en cada inyeccion de ligando a la celda. Sin embargo, esta ultima
expresion esta escrita en funcion de 6, parametro que se definié en la ecuacion
(2.29) y permite apreciar que el calor liberado es directamente proporcional a la
fraccion de sitios ocupados en el sistema y a la concentracion total de sitios de

unioén, por lo cual también es una expresion util.

2.3 Funcionamiento de un Aparato de Calorimetria

de Titulacion Isotérmica

La calorimetria ha sido una herramienta muy importante para caracterizar y
comprender las fuerzas que gobiernan la interaccion de macromoléculas de
caracter biologico, ya sea proteinas, DNA o polisacaridos, consigo mismas o con
algun tipo de ligando. A continuacion se presenta una descripcion general de la

técnica de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC).

Un instrumento de ITC consiste de dos celdas idénticas de un material altamente
conductor, como el oro o el Hasteloy®, rodeadas de una chaqueta adiabatica,

como se muestra en la siguiente figura:

040
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Chaqueta

adiabatica

Solucién de
1eferencia

Calentamiento de la

HMotor e
inyeccion

y agitacién

Calentamiento

pata calibran

celda de 1eferencia

e Calentamiento de la
celda de muestieo

Jeiinga con
timlante y
agitador

Figura 2.2: Diagrama esquemdtico de un aparato
de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

Las dos celdas se encuentran conectadas por medio de un circuito termopar

cuya funcién es detectar pequerias diferencias de temperatura entre ellas, y

entre las celdas y las paredes adiabaticas. La celda de referencia contiene agua

desionizada y filtrada, aunque en algunos casos se puede llenar con

amortiguador. La celda de muestra contiene la solucién problema. Ambas

celdas y las paredes adiabaticas se calientan utilizando elementos resistivos que

se activan para mantener temperaturas idénticas entre todos los componentes

del arreglo. En caso de requerir enfriamiento, se hace circular algun refrigerante

a través de las paredes de la chaqueta.

23
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Por lo general, en un experimento de ITC la celda de muestreo se liena con la
solucién de macromolécula a estudiar. Una jeringa exterior que se conecta a
dicha celda inyecta cantidades de ligando previamente determinadas por el
usuario. Antes de que ocurra la primera inyeccion se aplica una pequefna
potencia constante a la celda de referencia. Esto se hace con el fin de que la
potencia aplicada a la celda de referencia active la alimentacion a la celda de
muestreo, y esta ultima se mantenga bajo un régimen de microcalentamiento,
mientras no haya liberacion o requerimiento de calor por efecto de una reaccion.
Dicha serial constituira la linea base, y es importante que ésta se mantenga
constante a lo largo de todo el experimento. Una vez estabilizada la linea base,
la inyeccion del ligando a la solucidbn de macromolécula provocara que la
reaccion libere o absorba calor, dependiendo de si la asociaciéon es un proceso
exotérmico o endotérmico. Para una reaccion exotérmica, la temperatura en la
celda de muestreo aumentara de forma diferencial, provocando que se desactive
su alimentacién de potencia, de forma tal que el arreglo mantenga la misma
temperatura con respecto a la celda de referencia. En el caso de una reaccion
endotérmica, la alimentacion a la celda de muestreo se incrementara para
mantener |la temperatura constante. El valor observable en calorimetria de ITC
es la potencia que se debe alimentar al arreglo para mantener la misma
temperatura entre las celdas de referencia y de muestreo. Es importante
mencionar que el equipo permite al usuario elegir la duracion y el volumen de
cada inyeccion, asi como el espaciamiento entre inyecciones. La relacion de
potencia como funcién del tiempo, resultado de un experimento de ITC, se debe
integrar con respecto al tiempo para obtener datos de calor generado o

absorbido como funcion de la relacién [L], /[S], . Esto es posible ya que se

conoce la concentracion tanto de ligando total como de sitios de union totales en
la celda de reaccion para cada una de las inyecciones de ligando, es decir, en
cualquier instante. La integral de la sefnal observada con respecto al tiempo
representa el calor liberado o absorbido a causa de la reaccion que se lleva a
cabo en la celda. Este calor es a su vez directamente proporcional a la fraccion

de ligando que se ha unido a la macromolécula, como se describid en la seccion
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anterior de este trabajo. Es por esto que conocer con precision estas
concentraciones se refleja en la calidad de los ajustes y en la reproducibilidad de

un experimento.

Practicamente todo el ligando adicionado en las primeras inyecciones se une a
la macromolécula en solucion, por lo que las primeras sefales, ya sean
endotérmicas o exotérmicas, son las de mayor tamano del experimento A lo
largo de éste, en cada inyeccién disminuye la cantidad de macromolécula “libre”
en solucion, por lo que la senal va decreciendo su tamafio conforme se titula la

muestra.

El experimento de titulacion de macromolécula con ligando no es el unico que se
debe llevar a cabo para conocer la entalpia y la constante asociada a cierta
reaccién. Dado que la solucién inyectada debe tener una concentracion por lo
menos diez veces mayor que la solucion en la celda, el titulante se vera diluido
al inyectarlo a la celda. Es por eso que se debe realizar un segundo
experimento, en donde el titulante se inyecte a la solucion amortiguadora
preparada igual que en el experimento de union, pero sin la macromolécula (es
decir, un blanco). El resultado de este experimento de dilucion se debe restar al
primer experimento. En otros casos puede ser necesario inclusive realizar el
experimento de dilucion de la macromolécula, es decir, inyectar el blanco a la

celda que contiene la macromolécula.

Ademas del cuidado que se debe tener para conocer la concentracion de
macromolécula y de ligando, es esencial que ambas muestras se encuentren en
condiciones idénticas (i.e. mismo amortiguador, pH, fuerza ionica, etc.), ya que si
la composicion de una muestra es ligeramente diferente, los efectos de calor
asociados a procesos de pérdida o adicion de protones o dilucion de la solucion
amortiguadora, por mencionar algunos de ellos, influiran en el resultado de la
curva de titulaciéon. Para evitar estas contribuciones no deseadas a la sefnal se

debe dializar tanto la muestra como el ligando en la misma solucion
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amortiguadora, o por lo menos preparar ambas muestras con el mismo lote de
solucién. Una vez restados todos los blancos necesarios a la sefial original de |a
macromolécula titulada con el ligando, la sefial de calorimetria integrada con
respecto al tiempo recibe el nombre de “Isoterma de Wiseman’, como se
menciond en la seccién anterior. Dicha isoterma consiste en el calor generado o
absorbido por unidad de ligando inyectado, dg/dL, , como funcién del cociente
entre la concentracion total de sitios disponibles y la concentracion total de
ligando en la celda, [L],/[S],, y se caracteriza mediante el pardmetro

c=K|[S],. Para un mismo valor del producto dH -V, la forma de la isoterma

cambia en funcidn de este parametro, como se puede apreciar en la siguiente
figura:

Forma de la Isoterma de Weiseman
para una reaccién endotérmica

do/dL,

Figura 2.3: Isotermas de Weisman
para diferentes valores de c.
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Tradicionalmente se ha recomendado que para obtener buenos resultados en un
experimento de ITC, los valores de ¢ deben encontrarse entre 1 y 1000 2,
aunque recientemente Tumbull y Daranas * han cuestionado la validez de esta
aseveracion y han propuesto que es factible estudiar sistemas con valores de ¢

mucho menores que 1.

Finalmente, una vez obtenida la senal asociada a la union entre macromolécula
y titulante, la isoterma observada se debe ajustar a un modelo de unién. En la
seccion anterior se ha explicado cdmo se obtiene este modelo para un sistema
de un solo tipo de sitios independientes. Los métodos de ajuste son variados y
en general los calorimetros cuentan con modelos diversos, que el usuario puede
seleccionar. En particular, el aparato VP-ITC de Microcal ™ realiza el ajuste
utilizando el método de Levenberg-Marquardt ®. Las variables a ajustar son el
AH | la K y el nimero de sitios de unién por molécula, ». Si la estequiometria
de reaccion es conocida, como en el caso de que haya sido determinada por
otros medios, (cristalografia, resonancia magnética nuclear, o algun otro método
espectofotométrico, por mencionar algunos), el valor de » se puede fijar en el
ajuste. Ahora bien, si no se cuenta con esta informacion, el parametro » se
puede determinar de los datos experimentales. De cualquier forma, se
recomienda utilizar las dos formas de ajuste — con » libre e imponiendo un valor
a n —a manera de verificacion. Se tendra una forma sencilla de detectar errores
experimentales cuando los valores de los parametros obtenidos con ambos
métodos difieran significativamente entre si. Cabe aclarar que esta comparacion
sblo es valida cuando los valores de ¢ son suficientemente grandes, para fines

practicos cuando 1 <c <1 %,
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3.1 Especificaciones de la Concanavalina A

La ConA es una proteina ampliamente estudiada y caracterizada, que se
encuentra como tetramero a un pH superior a 7 y como dimero a un pH inferior a
6 ' consiste en una mezcla de subunidades intactas formadas por una sola
cadena de 237 aminoacidos y subunidades fragmentadas en donde esta misma
cadena polipeptidica se ha truncado en dos segmentos entre los residuos 118 y
119 4. Cada monémero posee un sitio de unién de carbohidrato, asi como un
sitio de unién para un i6n de metal de transicion (S1) y un sitio de unién para un
i6bn  Ca " (S2) ''. Se puede obtener de forma comercial con alto grado de
pureza (SIGMA, C2010, 2 95%), aunque aun en esta presentacion se observan
los fragmentos de masas moleculares correspondientes a 12 y 14 kDa al
emplear la técnica de electroforesis en gel SDS-PAGE (TRIS, pH 7.2) y revelar
con AgNQO3, como se muestra en la siguiente figura:

—

ﬁWq— Banda ConA 25kDa
Marcador de¢ ——————————pp .
peso molecular

(sl 4———— Banda ConA 14KDa
{0} «+————— Banda ConA 12kDa

Figura 3.1: Gel de electroforesis (SDS-PAGE)
para ConA, revelado con AgNOa.

Estos fragmentos forman subunidades competentes para la unién con
carbohidratos y se ha encontrado que la proteina exenta de dichos fragmentos

29
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(al purificar por precipitacion con NH4sHCO3) da valores idénticos a los obtenidos

con la proteina sin purificar 3% ctadopor32

En este trabajo se ha utilizado a la ConA tal como se obtiene de forma
comercial, sin mayor purificacion. Fue necesario seleccionar un tipo de solucion
amortiguadora de entre las que han sido previamente empleadas para estudiar a
la ConA: TRIS, fosfatos, acido dimetil glutarico y HEPES. Se opté por esta
ultima, a un pH de 7.2, ya que la proteina es mas estable a los cambios de
temperatura y permanece mas tiempo en disoluciéon en este sistema. Ademas,
los cationes Ca ** y Mn ?* son mas solubles en este medio, cosa que no ocurre
con la solucién de fosfatos al mismo pH, por ejemplo. Dado que se trabajo con
altas concentraciones de ConA en soluciéon fue necesario imponer una fuerza
idnica de 0.5M de NaCl, ya que se ha reportado que a fuerza ionica elevada la

solubilidad de la proteina aumenta *'.

3.2 Materiales

Todos los reactivos se compraron a Sigma. Se prepar6 una disolucion
amortiguadora filtrada y desgasificada de 0.1 M HEPES, pH 7.2, 0.5 M NaCl, 1
mM CaCl, y 1 mM MnCl, para disolver tanto a la proteina como a los dos
monosacaridos, metil-a-D-manopiranésido (MeMan) y metil-a-D-glucopirandsido
(MeGlu). El agua utilizada fue destilada y desionizada previo a la preparacion de
los reactivos. La concanavalina A (ConA) liofilizada (tipo IV, pureza = 95% No.
C2010) asi como los monosacaridos MeMan y MeGlu se utilizaron sin
purificacion posterior.

3.3 Espectrofotometria

Se evalud la concentracion de ConA en las muestras que serian sometidas a
ITC por medio de la técnica de espectroscopia de absorcion en UV, a A = 280
nm, utilizando un espectrofotémetro Beckman—Coulter DU 7500. Para ello se

realizaron diluciones de dichas muestras: se tomaron tres alicuotas de 20 uL
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cada una y se llevaron a un volumen de 1 mL. Se midié6 absorbancia por
triplicado y de forma independiente, utilizando la solucion amortiguadora como

blanco. El coeficiente de extincion considerado fue A5 =137 apH 72y la

concentracion se expreso en términos del monémero (M , = 26 500) 24,

3.4 Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC)

El trabajo experimental se realizd en un aparato de VP — ITC (Microcal) recién
adquirido, por lo cual se llevé a cabo la instalacion del equipo y las pruebas
indicadas de verificacion (titulacion metanol-agua) antes de correr los sistemas
carbohidrato—ConA. Cabe seralar que se tuvo especial cuidado con la limpieza
de las celdas, ya que cualquier impureza acumulada es suficiente para causar
alteraciones en la linea base. Las disoluciones de proteina fueron preparadas
disolviendo directamente a la proteina liofilizada en el amortiguador, poco antes
de medir para asegurar estabilidad, y fueron centrifugadas a 5000 rpm en una
centrifuga clinica marca Hettich Universal 30 RF durante 25 minutos antes de
realizar los experimentos, con el fin de excluir cualquier particula suspendida
que pudiera alterar la linea base. La concentracion se evalud
espectrofotométricamente inmediatamente después de centrifugar. La
concentracion de proteina en disolucion siempre estuvo en un intervalo de 0.39
a 0.32 mM para el sistema titulado con MeGlu y de 0.31 a 0.27 mM para el
sistema titulado con MeMan. La disolucién de MeGlu utilizada para todas las
titulaciones ( = 5.38 mM) se prepard pesando directamente el monosacarido y
llevando al aforo con solucién amortiguadora en matraz volumétrico. Se utilizé la
técnica de Karl Fischer para determinar contenido de agua de ambos
monosacaridos; los resultados fueron inferiores al 0.3% en ambos casos. En el
caso de la disolucion de MeMan no se conté con una disolucion unica, sino que
para cada experimento se obtuvo el titulante por diluciones sucesivas de una
disolucion mas concentrada, preparada al momento del experimento. Las
concentraciones de MeMan oscilaron entre 4.50 y 410 mM para todas las
titulaciones, dado que se recomienda que el titulante y la proteina se encuentren
en una relacion de concentraciones de por lo menos 10:1 *. La razén de esta

31
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diferencia en los métodos de preparacion del titulante fue histérica; después de
haber terminado de medir el sistema ConA-MeMan, el Dr. Bruce Turnbull (Leeds
University, UK) sugirié utilizar una técnica para determinar la concentraciéon de
monosacarido (espectrofotometria a complejos coloridos de los monosacaridos,
determinacion por técnica de estandar intemo en HPLC,) y asi obtener un mejor
ajuste de las curvas experimentales. Dado que esto no fue posible, se optd por
una preparacion de las disoluciones de MeGlu utilizando material volumétrico
calibrado, pesando directamente el monosacarido. Los valores del parametro
adimensional ¢ en todos los casos fueron de 0.63 a 1.17 para el caso de la
MeGlu y de 1.35 a 4.29 para MeMan. El intervalo de temperaturas evaluadas
fue de 15 a 37 °C. Los volumenes de inyeccion fueron de 5y 10 uL en todos los
casos y se asignd un tiempo de 4 minutos entre inyeccion e inyeccion. Para el
caso de ConA titulada con MeMan, las primeras inyecciones consideradas para
obtener el AH fueron de menor volumen (5ul), con el objeto de que se
obtuvieran mas puntos experimentales en condiciones para las cuales todo el
ligando se uniera, aunque esto en principio no debe tener consecuencias sobre
el ajuste final. Para todos los experimentos (tanto con MeMan como con MeGlu)
se realizé una primera inyeccion de 1uL, dato que no se tomé en cuenta en el
ajuste. En todos los casos, el calor liberado correspondiente a la ultima inyeccion
fue igual o menor que el 20% del calor liberado en la primera inyeccion, hecho
recomendable en un experimento de ITC *°. Para cada experimento se realizo
también el correspondiente experimento de dilucion, es decir, la titulacion de
disoluciébn amortiguadora (sin proteina) con el monosacarido en una
concentracion idéntica a la empleada para titular la muestra con proteina. Estos
blancos se restaron en todos los casos a los experimentos con proteina, antes

de obtener los parametros termodinamicos AH y K .
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3.5 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Se utilizé el mismo amortiguador que para los experimentos de ITC, es decir
HEPES 0.1 M, pH 7.2, 0.5 M NaCl, 1 mM CaCl; y 1 mM MnCl, aunque en este
caso la concentracion de proteina fue de 0.040 mM (1.0 mg/mL), ya que este
tipo de calorimetria requiere de mucho menos muestra que ITC. El barrido de
temperatura fue de 15 a 95 °C y se realizé con una velocidad de barrido de 1

°C/min.

3.6 Calculo de Areas Superficiales Accesibles
(ASA)

Se determind el area superficial accesible al agua ( 4S4) para los dos complejos
de ConA-monosacarido, haciendo uso del programa NACCESS ** (archivos PDB
1GIC y 5CNA, ConA-MeGlu y ConA-MeMan respectivamente, ambas difractadas
a 2.0 A de resolucion). Para ello se utilizé un radio prueba de 1.4 A y cortes en
las moléculas de 0.1 A. Los cambios totales del 4S54 para el proceso de unién
se estimaron como la diferencia entre el complejo formado y la suma de las

moléculas libres (ver ecuacion 1.1). Los A4S4 , (cambios polares en 4S4) se

calcularon como el cambio en la accesibilidad de los atomos de nitrégeno y

oxigeno en las estructuras analizadas. Los AAS4, (cambios no polares en

ASA) se calcularon como el cambio en la accesibilidad de carbono y azufre.
Dado que los atomos de hidrégeno tipicamente no se resuelven al difractar una

muestra con rayos X, areas de estos atomos no se consideraron en este calculo.

s
(78]
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4.1 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

A continuacion se muestra el termograma de DSC que se obtuvo con el fin de
encontrar el intervalo de temperatura donde la proteina fuera termoestable, para

realizar los experimentos posteriores de ITC.

DSC para ConA (amortiguador de HEPES)

-10.0
-12.5
-15.0 4
-17.5 S
200-

-22.5

Cp (kcal mol” °C™)

-25.0 4

-27.5 4

-30.0 o TS I P KR (SN (NHN. Sy [N SR RN S R TR
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 4.1: Termograma de calorimetria diferencial de barrido
(DSC) para la proteina ConA, de 15 a 95 °C (HEPES, 1 °C/min)

Como se puede ver de la figura 4.1, el intervalo de temperatura elegido para
trabajar en ITC (de 15 a 37 °C) es adecuado, ya que la proteina se empieza a
desnaturalizar a partir de los 76 °C aproximadamente. También es evidente que
la ConA sufre una desnaturalizacion irreversible por efecto de la temperatura, ya
que al sacar la muestra de la celda, ésta ve turbia a causa de la agregacion.

Esto también se hizo evidente al retirar la solucion de la celda, una vez concluido

wd
th
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el experimento, ya que ésta tenia un aspecto lechoso, como si gran parte de la

proteina se hubiera precipitado.

4.2 ITC y Obtencion de los AHy el ACpde Unién

para el Sistema ConA — MeMan

Se caracterizé la union de MeMan a la proteina ConA mediante la técnica de
ITC. Se obtuvieron los AH y K para la formacion de un complejo entre la ConA
y la MeMan a las temperaturas de 15, 20, 25, 30 y 37 °C, con sus respectivas
repeticiones. A continuacion mostraremos un experimento tipico de ITC para

este sistema (datos del experimento No. 6, en el ANEXO de este trabajo):

Tiempo (min)
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Figura 4.2: Senal de experimento de ITC, potencia como funcion
del tiempo (arriba); sefial integrada de ITC, calor como funcién
de la razén molar (abajo), sistema ConA-MeMan, T = 30°C. Las
primeras 4 inyecciones fueron de menor volumen (ver METODOS).
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Figura 4.3: Calores de titulacion para el sistema
ConA - MeMan. Experimento No. 7 en el ANEXO.

Como se puede ver en la figura 4.3, el calor de dilucién del ligando en el
amortiguador es pequefio en comparacion con el calor liberado para la unién de
la MeMan a la ConA. Ademas, este calor de dilucion es constante. Se debe
reiterar que el calor de diluciéon se restd siempre al calor de titulacion, antes de
llevar a cabo los ajustes. La senal integrada de calor de la figura 4.2
corresponde a la resta del calor de titulacion menos el calor de dilucion.

Los resultados obtenidos para la titulacion de ConA con MeMan a las diferentes
temperaturas se reportan en la tabla 4.1 (el termograma y la senal sin procesar
de cada experimento, asi como los parametros del ajuste se han incluido en los
ANEXOS de este trabajo).
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AS

[ConA] [MeMan] n AH + AH (cal
(mM) (mM) (cal mol™) mol” K™)

1 15.0 0.31 460 1.14 | 1.39E+04 | 1.50E+02 -7026 22 -5
2 1150 0.29 437 1.09 | 1.43E+04 | 1.20E+02 -7297 18 -6
3 | 200 0.28 413 1.12 | 1.12E+04 | 2.80E+02 -7393 65 -7
4 |200 0.30 4.45 1.11 | 1.17E+04 | 1.30E+02 -7563 29 -7
5 | 250 0.28 4.45 1.13 | 9.26E+03 | 1.00E+02 -7659 33 -8
6 | 30.0 0.32 4.77 1.08 | 7.66E+03 | 1.00E+02 -8151 47 -9
7 | 30.0 0.32 477 1.14 | 7.49E+03 | 1.20E+02 -7761 50 -8
8 |37.0 0.27 410 1.08 | 5.84E+03 | 8.40E+01 -8389 69 -10
9 |37.0 0.27 410 1.09 | 5.81E+03 | 7.80E+01 -8386 65 -10
10 | 37.0 0.30 4.46 1.09 | 5.72E+03 | 6.50E+01 -8341 52 -10

Tabla 4.1: Parametros termodinamicos obtenidos de los experimentos de ITC, para ConA con
MeMan, a diferentes temperaturas. Se dejo el parametro » como parametro libre del ajuste.

AS
No. T [ConA] |MeMan] AH (cal
(mM) (mM) (cal mol™) mol” K™)
1 |150| 0.31 460 1 | 9.86E+03 | 6.50E+02 -8207 148 -10
2 |150 | 0.29 4.37 1 | 1.15E+04 | 5.40E+02 -8055 99 -9
3 200! 0.28 413 1 | 8.52E+03 | 4.10E+02 -8525 125 -1
4 | 200 0.30 4.45 1 | 8.96E+03 | 4.80E+02 -8623 130 1
5 | 250 | 028 4.45 1 | 6.93E+03 | 3.10E+02 -8999 129 -13
6 |300| 032 4.77 1 | 6.51E+03 | 1.80E+02 -8961 78 -12
7 |300| 032 4.77 1 | 5.58E+03 | 2.40E+02 -9203 131 -13
8 |370| 027 4.10 1 | 5.07E+03 | 9.40E+01 -9305 65 -13
9 1370 027 4.10 1 | 4.95E+03 | 1.00E+02 -9430 71 14
10 | 37.0 | 0.30 4.46 1 | 4.90E+03 | 9.90E+01 -9308 69 -13

Tabla 4.2: Parametros temmodinamicos obtenidos de los experimentos de ITC,
para ConA con MeMan, a diferentes temperaturas. Se impuso 7 =1 en el ajuste.

De las tablas 4.1 y 4.2 es claro que las variables termodinamicas toman
diferentes valores en los ajustes dependiendo de si se deja libre o se impone el
valor del parametro n, que representa el nimero de moléculas de ligando
unidas por mondémero de proteina. Al fijarnos en el valor de AH para T =25 °C
encontramos valores de -8999 y -7659 cal/mol para n=1 y »n ajustada,
respectivamente. De acuerdo con Turnbull y Daranas * el ajuste en el que se
impone el valor de n debe ser el mas adecuado, dado que los valores de ¢ (ver
seccion de ANTECEDENTES, seccion 2.2), inicial para todos los experimentos
son del orden de 1. Predeterminar el valor de » en cada ajuste de los datos
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calorimétricos para calcular AH y K es valido porque se conoce la

estequiometria para el sistema (un ligando por monémero de proteina), ademas

de conocer la concentracion del titulante y de la muestra con relativa precision

(incertidumbre < 1%). A continuacion presentamos la grafica de AH como

funcion de T para los datos obtenidos con los dos tipos de ajustes. Dichos datos

se han ajustado a su vez a una recta; es decir, se considera que el ACpes

independiénte de la temperatura:

n ajustada

L]

AH (cal/mol)

—p—i =

s aidal

T (Kelvin)

pr =
(-]

Figura 4.4: Regresion lineal de AH vs. T para los dos tipos de ajustes
(triangulos ajuste con n = 1; cuadrados ajuste con n libre), sistema MeMan—ConA.

Los parametros de la regresion lineal para los dos tipos de ajustes a los datos de

ITC se muestran a continuacion:
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n ajustada -51.7 4.6 6686 1391 | 0.94103
n=1 -52.5 6.1 7922 1794 | 0.90194

Tabla 4.3: Parametros del ajuste lineal de
AH Vs. T para el sistema ConA — MeMan.

Como se puede ver, las pendientes son muy similares, no importando si se usan
los datos obtenidos por medio de ajustes donde se impuso » =1, o datos en los
cuales n se ajustd. Sin embargo, como se puede apreciar en la figura 4.4, las
entalpias si son significativamente diferentes al tomar en cuenta el error que
arroja cada ajuste, que esta representado por las barras de incertidumbre en
cada punto. Aunque el ACp calculado es independiente del tipo de ajuste, se
considera que los valores mas adecuados del AH a cada temperatura son los
del ajuste donde se asigno el valor de uno a n. En este caso, los valores para
AH en el ajuste donde se impuso el valor de n =1 presentan mas incertidumbre
que para el caso en donde » se ajusté. Creemos que esto puede asociarse con
la incertidumbre en la concentracién de ligando, que por razones histéricas fue
preparado para cada experimento utilizando pipetas automaticas, en lugar de
material volumétrico. Como se puede ver en la tabla 4.1, el valor de » cuando
este parametro se deja libre no es tan cercano a uno, sino entre 9 y 14 % mayor.
Sin embargo, dado que los valores de ACp para ambos tipos de datos ajustados
es muy similar, elegimos el criterio de Turnbull y Daranas, es decir, imponer el

valor de »=1 para todos los ajustes. Por lo tanto, reportamos el valor del ACp

para el sistema ConA titulada con MeMan como:
ACp (MeMan — Cond)=-525 + 6.1calmol ' K (4.1)

Consideramos que el valor de A(p obtenido en este trabajo es consistente con
el reportado en la literatura, ACp = 48+ 8 calmol ' K ' *. Chervenak y

Toone midieron AH de formacion para este complejo a diferentes
temperaturas 2 en un intervalo de 4 a 40 °C, aunque no reportan el numero de
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determinaciones realizado, ni proporcionan los datos de AH que utilizaron para
obtener el valor de ACp. El unico valor reportado en esta referencia para AH se
obtuvo a25°Cyfuede - 7.1+0.02 kcal/mol, en comparaciéon con el nuestro,
que fue de — 7.6 + 0.03 kcal/mol. Ambos valores han sido obtenidos usando el
mismo tipo de ajuste, en el que el valor del parametro » no se impone.
Asimismo, se ha reportado un valor de AG (25°C)=-5.0+0.02 kcal mol”' , que
también es consistente con nuestro valor, AG(25°C)=-54+0.02 kcal mol™" .

Comparamos los valores de AG ya que Chervenak y Toone tampoco
proporcionan el valor de X, lo cual seria adecuado, ya que el ajuste a los datos
calorimétricos arroja el valor de K, y AG se debe calcular a partir de la relacion

termodinamica AG°=-R7TInK .

4.3 ITC y Obtencion de las AHy el ACp de Union

para el Sistema ConA-MeGlu

Al igual que en el sistema anterior, se midié el AH y K para el sistema ConA —
MeGlu a las temperaturas de 15, 20, 25, 30 y 35 °C. A continuacién se presenta
un experimento de ITC tipico realizado para este sistema (datos de experimento
No. 13, en el ANEXO de este trabajo):
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Figura 4.5: Sefial de experimento de ITC, potencia como
funcién del tiempo (arriba); sefial integrada de ITC, calor como
funcién de la razén molar (abajo), sistema ConA-MeGlu, T = 20°C.
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Figura 4.6: Calores de titulacién para el sistema
ConA — MeGlu. Experimento No. 13 en el ANEXO.

También en este caso se realizaron los ajustes con n=1 y con n como
parametro libre del ajuste. Para este sistema, dado que para preparar la
solucion de MeGlu se utilizé material volumétrico y no se realizaron diluciones
sucesivas para llegar a la concentracién deseada, se tenia mas certidumbre
sobre la cantidad de titulante que con respecto a los experimentos de titulacion
MeMan-ConA. A continuacion presentamos los resultados de los dos tipos de

ajustes:

43



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

AS
T [ConA] [MeGlu] n tK AH * AH (cal
(°C)  (mM) (mM) i (cal mol™) mol™ K™

11 | 15.00 | 0.34 538 | 1.02| 3140 | 39 -5839 62 -4
12 | 1513 | 0.38 538 | 1.00 | 3020 | 42 -5945 66 -5
13 | 2000 | 0.34 538 | 1.03| 2780 | 51 -5823 98 -4
14 | 20.00 0.37 5.38 1.03 | 2750 | 36 -5837 67 -4
15 | 25.00 | 0.33 5.38 1.03 | 2240 | 11 -6204 99 -5
16 | 25.01 | 0.33 5.38 1.04 | 2390 | 43 -5909 112 -4
17 | 30.00 0.38 5.38 1.02 | 1940 | 33 -6270 112 6
18 | 30.01 | 0.34 538 | 1.06 | 2010 | 42 6118 144 -5
19 | 35.00 0.39 5.38 1.01 | 1680 | 84 -6447 374 -6

Tabla 4.4;: Parametros termodinamicos obtenidos de los experimentos de ITC, para ConA con
MeGlu, a diferentes temperaturas. Se dej6 el parametro 77 como parametro libre del ajuste.

AS
T [ConA] [MeGlu] K AH * AH (cal

(°c)  (mM) (mM) (cal mol™) mol™” K”)
11 | 15.00 | 0.34 5.38 13070 | 18 -5981 14 -5
12 | 1513 | 0.38 5.38 1| 3040 | 19 -5905 14 -5
13 | 2000 | 034 5.38 12680 | 21 -6053 20 -5
14 | 20.00 | 0.37 5.38 1| 2640 | 17 -6079 16 -5
15 | 25.00 | 0.33 5.38 1| 2180 | 11 -6420 15 -6
16 | 25.01 | 0.33 5.38 112280 | 16 -6238 20 -6
17 | 30.00 | 0.38 5.38 11900 | 11 -6428 17 -6
18 | 30.01 | 0.34 5.38 1| 1900 | 15 -6607 24 7
| 19 | 3500 | 0.39 5.38 1] 1660 | 25 -6551 47 7

Tabla 4.5: Parametros termodinamicos obtenidos de los experimentos de ITC, para
ConA con MeGlu, a diferentes temperaturas. Se impuso 7 =1 en el ajuste.
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Figura 4.5: Regresion lineal de AH vs. T para los dos tipos de ajustes
(tridngulos ajuste con “n” fija; cuadrados ajuste con “n” libre), sistema MeGlu—ConA.

y=mx+b Pendiente * Ordenada
(.1Cp, cal mol” K™ (cal mol ™)
n ajustada -22.4 7.6 633 2216 | 0.5567
n=1 -37.0 46 4726 1355 | 0.9026

Tabla 4.6: Parametros del ajuste lineal de
AH vs. T para el sistema ConA-MeGlu.

Como podemos observar de las tablas 4.4 y 4.5, las constantes de union de la
MeGIlu—-ConA son de dos a tres veces mas pequenas que para el sistema
MeMan—ConA. Por ejemplo, comparando datos a la misma temperatura y
ajustados imponiendo n=1, para la el complejo MeGlu-ConA,

K(25°C)=2410 M (promedio de los dos valores obtenidos), mientras que para
MeMan—ConA, K(25°C)=6930 M . Es decir, el MeGlu es menos afin a la ConA

que el MeMan. En el sistema MeGIlu-ConA las diferencias entre ajustar con
n=1y dejar n libre como parametro del ajuste, son sustanciales. Esto se debe
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precisamente a que la constante de equilibrio es menor que con respecto al
sistema MeMan—ConA %, lo cual implica que el valor de ¢ inicial sea menor que
uno. Aunque los valores de n obtenidos en el ajuste donde este parametro se
deja libre son muy cercanos a uno, lo cual es recomendable ya que proporciona
una prueba independiente para la validez de la concentracion tanto del ligando
como del receptor, vemos que los intervalos de incertidumbre para AHy K son
mucho mayores que para el caso en que el valor de » se impone. Cuando el
valor de ¢ es de este orden de magnitud, se debe imponer el valor de n en el
ajuste de los datos calorimétricos . Es por eso que para el sistema MeGlu—
ConA, las entalpias de reaccion que describen mejor el sistema, asi como el
ACp, son los valores obtenidos al utilizar »n=1 en la regresion no lineal sobre los

datos calorimétricos experimentales.
ACp (MeGlu—ConAd)=-37.0 + 4.6calmol” K (4.2)

En este punto del analisis haremos una aclaracion sobre la concentracion de los
reactivos, informacion indispensable para poder obtener los parametros
termodinamicos AH y K a partir de los datos calorimétricos. Las soluciones de
titulante (MeMan y MeGlu) fueron preparadas considerando voliumenes de
solucion (la expresion para expresar concentracion es la molaridad), a una
temperatura de 25 °C. Algunos de los experimentos fueron realizados a
temperaturas superiores e inferiores a ésta, lo cual quiere decir que la
concentracion a 25 °C no es estrictamente la concentracion que se tiene a otras
temperaturas, dado que la densidad de la disolucién varia con la temperatura.
Para contestar a la pregunta de si esta desviacion de la concentracion de
titulante calculada originalmente era significativa, y con la limitante de que no
contabamos con los valores de densidad de nuestra solucion amortiguadora a
diferentes temperaturas, hicimos la siguiente suposicion: que la densidad del
amortiguador se comportaba igual que la densidad del agua con respecto a la
temperatura. Se realizaron nuevos ajustes a los datos experimentales del

sistema MeGIlu—ConA, considerando una nueva concentracion de titulante,
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aquélla calculada tomando en cuenta el valor de la densidad como funcion de la
temperatura. Los resultados de los ajustes, tanto con » libre como con n=1
fueron idénticos. Asimismo, al graficar estos nuevos valores de AH contra
temperatura, el ACp no fue diferente al obtenido anteriormente. Es por esto que

podemos decir con seguridad que en el intervalo de temperaturas estudiado, ia
concentracion molar de ligando se puede considerar como “constante”.

4.4 Contribucién del Grupo Hidroxilo al ACp

Las estructuras cristalinas de los complejos ConA — MeMan y ConA — MeGlu
estan reportadas en la literatura * * (archivos PDB: 5CNA y 1GIC,
respectivamente). Como se muestra en la siguiente figura, MeMan (metil-a-D-
manopirandsido) y MeGlu (metil-a-D-glucopiranésido) son efimeros, es decir,
son dos monosacaridos idénticos, excepto por la configuracion del grupo —-OH
que se encuentra sobre C-2; en el MeMan es axial y en el MeGlu es ecuatorial.

Figura 4.6: Estructura quimica de
metil-a-D-manopiranésido en 3 - D.

Figura 4.7: Estructura quimica de
metil-a-D-glucopiranésido en 3 — D.
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A continuacion se presentan las estructuras cristalinas de los complejos MeMan
— ConA y MeGlu - ConA. En la figura 4.8 se muestra a la MeMan interactuando
con la ConA. El hidroxilo sobre C-2, en configuracién axial, se encuentra a 3.66

A de distancia de la superficie marcada en color azul, que pertenece al nitrogeno

de enlace peptidico del residuo 99 (leucina). Dado que la distancia promedio de
un puente de hidrogeno O — H - N es de entre 2 y 3.1 A es probable que en
este caso exista un puente de hidrégeno débil.

Figura 4.8: Detalle del sitio de interaccion de ConA con MeMan. Distancia N-O: 3.66 .

Para el complejo de MeGlu — ConA, mostrado en la figura 4.9, el mismo

hidroxilo, en configuracién ecuatorial, ahora se encuentra a 5.52 A de distancia
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del nitrégeno (Leu 99). La distancia entre estos dos grupos es suficientemente

grande como para afirmar que no hay interaccioén tipo puente de hidrégeno entre
ellos.

Figura 4.9: Detalle del sitio de interaccién de ConA con MeGlu. Distancia N-O: 5.52 :

En el supuesto de que las dos estructuras cristalinas son idénticas, excepto por
la configuracién del grupo —OH sobre C - 2, la diferencia entre el ACp de unién
de ligando para ambos sistemas se puede atribuir Unicamente a esta diferencia
en la estructura molecular. Esto nos permite concluir que la contribucion del
grupo -OH al ACp de union de la MeMan a la ConA es de
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—-155 + 6.1calmol™ K™'. El valor se obtiene a partir de la diferencia entre los

ACp para los dos sistemas estudiados, es decir:

ACp(-OH )= ACpYe et — ACpMe ot = —155 + 6.1cal mol'K ' (4.3)

Habermann y Murphy * han calculado el valor especifico de ACp de exposicion
al agua para el grupo —OH, por unidad de area, utilizando compuestos modelo,
reportando un valor de 0.17+0.08calmol* K™ A”°. Para poder comparar
nuestro resultado, es necesario dividir la expresion (4.3) entre la diferencia de

areas superficiales accesibles para los dos complejos, debidas exclusivamente
al grupo ~OH. Esta diferencia es de 21 A? (ver tabla 4.7). Esto nos da un valor
de 0.73 cal mol™ K~' A, que se encuentra muy por arriba del valor obtenido por
Habermann y Murphy. Esto quiere decir que el grupo —OH que se “esconde” en
el complejo MeMan — ConA con respecto al complejo MeGiu — ConA esta
participando en otra interaccion. Dada la evidencia cristalografica, esta

interaccion consiste en un puente de hidrégeno.

En resumen, el ACp(-OH) expresado en la ecuacion (4.3) se puede atribuir a

dos factores:

i. la interaccion del grupo —OH via puente de hidrégeno con el nitrégeno

peptidico de Leu 99;

ii. la deshidratacion del hidroxilo, ya que este grupo se encuentre muy
probablemente deshidratado en el caso de MeMan — ConA, e hidratado

en el caso de MeGlu — ConA.
Cabe hacer una aclaracion en lo que concieme al punto ii. Como en toda

estructura cristalina, las aguas superficiales de la estructura resuelta se han

eliminado para el calculo del AASA. Al analizar las estructuras cristalinas de
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ambos complejos no encontramos aguas cercanas al -OH de C — 2 en ninguno
de los dos casos. Sin embargo, y dado que este grupo no se encuentra
totalmente adentrado en la cavidad, podemos suponer que para el complejo
MeGlu — ConA esta parte del monosacarido esta en contacto directo con el
disolvente, suposicion que no parece tan probable en el caso de MeMan —
ConA.

4.5 Desglose de las Contribuciones al AG para los
Sistemas MeMan — ConA y MeGlu — ConA

Debido a que la técnica de ITC permite cuantificar directamente el AH y la K
para la formacién de complejos a una cierta temperatura, es posible obtener los
valores tanto de AG como de AS del proceso, a partir de las siguientes

relaciones termodinamicas:
AG=AH -TAS (4.4)
AG=-RTInK (4.5)
A continuacidon se muestra una grafica de las contribuciones al AG de

formacion, de AH y de TAS para los sistemas MeMan — ConA y MeGlu — ConA,

a todas las temperaturas medidas:
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Figura 4.9: Contribuciones al AG de las variables termodindmicas

AH y —TAS para el proceso de formacion de los complejos
MeMan - ConA (cerrados) y MeGlu — ConA (abiertos)

Se puede observar que para ambos procesos, tanto el AH como el AS son de
signo negativo a todas las temperaturas medidas, razon por la cual la union de la
MeMan y MeGlu a la ConA son procesos favorecidos entalpicamente. También
es evidente que, aunque los AH cambian visiblemente con la temperatura

(razén por la cual fue posible obtener un ACp), TAS lo hace practicamente en la

misma proporcion, por lo cual el AG es constante con temperatura. Finalmente,
la figura 4.9 muestra que la unién de MeMan a ConA es un proceso mas
favorable que la uniéon de MeGlu a ConA.

52



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.6 Ecuacion Paramétrica para Estimar el ACp de

Unioén para un Sistema Proteina — Carbohidrato
Garcia-Hernandez et. al. han publicado un modelo sencillo y empirico que
permite correlacionar el ACp de unidn para un sistema lectina—carbohidrato con
el cambio en el area superficial accesible (A454), tanto polar como no polar .
Para ello, se utilizd una base de datos en donde se consider6 el valor para el
ACp del sistema MeMan—ConA de la literatura 32, que nosotros hemos
corregido, como se describid en secciones precedentes. Asimismo, en este
trabajo hemos obtenido el valor no reportado anteriormente para el ACp de union
del sistema MeGlu—-ConA, con lo que la base de datos se ha ampliado y afinado.

A continuacion se re-evaluara la ecuacion paramétrica de ACp en funcion de

AASA, y AASA,,.

Se han calculado los cambios en las areas superficiales accesibles, tanto

polares como no polares (A4S4,, AAS4,,), de los sistemas de proteinas que se

utilizaron para generar la parametrizacion, como se describe en la seccion de
Material y Métodos. Los valores de areas obtenidos para el conjunto de

complejos, asi como los ACp para cada uno, se presentan a continuacion:

Hev-Q2 -158 -309 -64 6 0.511 0.207
Hev-Q3 -223 -344 -83 8 0.648 0.241
ConA-MeGlu -143 -197 -37 5 0.728 0.188
CBMXy-Glc2 -237 -290 -67 2 0.817 0.231
ConA-MeMan | -167 -174 -53 6 0.960 0.302
Lyso-Q2 -284 -284 -83 5 1.000 0.292
Lyso-Q3 -376 -373 -119 3 1.008 0.318
ConA-Man3 -354 -251 -109 5 1.410 0.434
DGL-Man3 -348 -229 -96 5 1.520 0.419

Tabla 4.7: Valores de los cambios en areas superficiales accesibles polares y no polares) y ACp para
sistemas de proteina—carbohidrato. Abreviaturas: Hev-Q2: heveina-quitobiosa '> Hev-Q3: heveina-
quitotriosa 2. ConA-MeGlu: concanavalina A-metil glucosa (este trabajo), CBMXy-Glc2: médulo de unién
de carbohidrato de la xylanasa 10A- celobiosa *. ConA-MeMan: concanavalina A-metil manosa (este
trabajo); Lyso-Q2: lisozima-quitobiosa '*: Lyso-Q3: lisozima-quitotriosa '*; ConA-Man3: concanavalina A-
tri-manodsido '* DGL-Man3: lectina de Dioclea grandifiora-tri-manésido
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De acuerdo con la referencia 15, se asume que el cambio en la capacidad
calorifica de un sistema esta dado por la exposicion u ocultamiento de dos tipos
de atomos: los polares (N, O) y los no polares (C, S). Es decir, recordando la
ecuacion 1.4,

ACp=Acp,, AASA,, +Acp - AASA,

Para que sea posible representar esta ecuaciéon en un solo plano, es necesario

dividir todos los términos entre alguna de las A4S4. Hemos escogido el A454,,,
de tal forma que la ecuacion 1.4 se reescribe como:
ACp AASA

= Acp,, +Acp, - ——t. 46
aasa, P P aasa, .

A continuacién hemos ajustado los datos de la tabla 4.7, de ACp/AAS4,, en
funcion de AA4S4 ,/AASA,,. Como puede observarse de la figura 4.10, es

notorio que un cambio pequefo en el area superficial accesible polar para el
proceso de formacién de complejo proteina — carbohidrato si modifica el valor

observado del ACp, ya que los complejos estudiados, como por ejemplo los de

este trabajo, ConA-MeGlu y ConA-MeMan, se parecen mucho estructuralmente;
sin embargo sus ACp son bastante diferentes.
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Figura 4.10: Cambios en la capacidad calorifica para

sistemas proteina — carbohidrato, como funcién de los cambios

en areas polares y no polares, debidos a la unién de ligando.

Parametros del ajuste:
Pendiente Ordenada
(cal mol™ (cal mol™

A*K™) A*K™)
0.27 | 0.04 0.03 0.04 | 0.8604

Tabla 4.8: Parametros del ajuste lineal de
ACp/AASA,, en funcion de AASA, /AASA, , .

Comparando nuestra nueva ecuacion parameétrica,

ACp=(0.27+0.04)-A4S4 ,+(0.03+0.04)-A4SA ,

con la ecuacion parameétrica de la referencia 15,

(4.7)

wn

n
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ACp=(0.23+0.04)- AASA , +(0.03+0.07)-A4SA ,, (4.8)

encontramos que al afnadir un nuevo dato (ConA — MeGlu) y corregir uno de los
valores de ACp (ConA — MeMan) en la base de datos utilizada para generar

(4.8), los coeficientes Acp, y Acp,, son esencialmente los mismos. Es decir,

nuestra parametrizacion es consistente con la obtenida por Garcia-Hernandez et

al.

Llama la atencion que el coeficiente del término AA4S4,, presente una

incertidumbre tan grande en los dos ajustes. Debemos recordar que el modelo
empleado, una linea recta, es muy sencillo, y sin embargo predice una tendencia
general de comportamiento del ACp. Aun con la incertidumbre en el coeficiente

de AASA4 , , que es del mismo orden de magnitud que el propio coeficiente, y las

np !
reservas que esto conlleva, podemos hacer algunas aseveraciones sobre

nuestro sistema.

Los coeficientes de ambos ajustes (ecuaciones 4.7 y 4.8) indican que la mayor
contribucién al ACp para un proceso de union proteina — carbohidrato esta dada

por los grupos polares de la proteina y del carbohidrato y que los grupos no
polares contribuyen poco al ACp. Esto se puede entender con ayuda de la

siguiente figura:
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Giupoas no polares

Figura 4.11: Representacién de un carbohidrato hidratado.

En general, los carbohidratos presentan una alta densidad de grupos —OH en su
superficie. Como estos compuestos suelen ser relativamente pequefios, existen
espacios “vacios”, es decir, libres de disolvente y de cualquier grupo que pueda
interactuar con ellos, sobre los grupos no polares. Por ejemplo, para la figura
4.11, estos espacios “vacios” estarian entre los metinos del anillo de piranésido,
ya que a los grupos —CH- les esta mas restringido el contacto con las moléculas
de agua, que esta formando una especie de “malla” alrededor de los —OH. Los
grupos no polares del carbohidrato practicamente no cambian su entorno
cuando se forma el complejo. Lo anterior es consistente con la hipotesis de

Lemieux ¥

, que propone que la alta densidad de grupos hidroxilo en los
carbohidratos induce a la formacion de espacios “vacios” sobre las superficies
apolares, previniendo la hidratacion completa, y, por lo tanto, reduciendo la

contribucién de esos grupos no polares a la capacidad calorifica.

El proceso para la formacidon de un complejo proteina — carbohidrato se

representa de manera esquematica en la siguiente figura.
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Figura 4.12: Esquema del proceso de unidn proteina — carbohidrato.
Los espacios en azul claro representan areas hidratadas.

En esta figura es claro que el A4S4 es de signo negativo, ya que al unirse el
carbohidrato a la proteina se oculta parte del area superficial accesible de las
especies involucradas. Formalmente, se define la hidratacion como la
transferencia de 1 mol de soluto del estado gaseoso (gas ideal) al agua, a
dilucion infinita. El ACp de hidratacion para todos los solutos hidrofébicos y para

muchos solutos anfifilicos como los alcoholes, por ejemplo, es de signo positivo.
Por lo tanto, el proceso en sentido contrario, es decir el proceso de
deshidratacion, tendra un ACp<0. Para el sistema proteina —carbohidrato, la
deshidratacion de los grupos polares (los grupos hidroxilo del carbohidrato y los
grupos polares de la proteina), y en menor medida la deshidratacion de los
grupos no polares, son los responsables de que el ACp de unién sea menor que

cero.

4.7 Nueva Ecuacion Paramétrica

Con objeto de avanzar un poco mas en nuestra comprension de las
interacciones que producen los complejos proteina — carbohidrato, en esta
seccidn se propone una nueva ecuacion paramétrica que distingue entre las
contribuciones polares y no polares, tanto de la proteina como del carbohidrato.

Para ello, se hace la distincion entre el area polar del carbohidrato ( ASA” a0 ), €l
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area polar de la proteina ( ASA” . ), €l area no polar del carbohidrato ( ASA™ carso )

y el area no polar de la proteina (ASA™ ,..) para el calculo de los cambios en

area superficial accesible (A4S54). Los datos se presentan en la siguiente tabla:

Complejo ACp AASAbo AASAP ot AASA™ carpo AASA™ oot
(cal mol™ K™) (A?) (A% (A?) (A?)
Hev-Q2 -64 -92 -66 -171 -138
Hev-Q3 -83 -127 -96 -182 -162
CBMXy-Glc2 -67 -157 -80 -165 -125
ConA-MeMan -52 -128 -39 -105 -69
Lyso-Q2 -83 -141 -144 -189 -96
Lyso-Q3 -119 -193 -184 =227 -144
ConA-MeGlu -37 -107 -37 -124 -73
DGL-Man3 -96 -238 -110 -141 -88
ConA-Man3 -109 -234 -120 -138 -113

Tabla 4.9: ACpy cambios en areas superficiales

accesibles (AASA) para superficies polares y no
polares de proteina y carbohidrato respectivamente

Se realizé un ajuste de estos datos empleando la ecuacion:

‘ﬁCp :6Cppmm - AASA? carvo + Acpppror : MSAPpmr + Acpnpcarba -AASA™ carvo + Acpnppmr ‘MMﬂppm

(4.9)

La regresion no lineal produjo los siguientes parametros:

Coeficiente (cal mol” Error

K'A?) -
40D P arsis 0.21 0.03
A0 %oy 0.38 0.07
26D " carvo -0.18 0.09
A0p ™ oot 0.31 0.09

Tabla 4.10: Coeficientes del ajuste
multilineal a ACp con incertidumbres.

Tres de los cuatro parametros del ajuste multilineal son positivos y uno de ellos

es negativo. Dado que todos los cambios en A4S4 son negativos, esto quiere
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decir que las contribuciones al ACp de los atomos polares del carbohidrato, de

los atomos polares de la proteina y de los atomos no polares de la proteina son
negativas, mientras que la contribucion de los atomos no polares del
carbohidrato es positiva. A partir de los valores en la tabla 4.10 puede

concluirse que:

a. la mayor contribuciéon al ACp <0 se debe a los cambios que sufre la
proteina cuando se forma el complejo;

b. la mayor contribucion al ACp <0 esta dada por el cambio en el entorno de
los atomos polares (Acp’camo =0.21, Acp? ,e = 0.38), €N comparacion con
los atomos no polares (Acp™ camo = —0.18, Acp™ pe = 0.31), para el mismo
AASA,

c. los atomos no polares de la proteina y del carbohidrato contribuyen poco
al ACp y tienden a compensarse mutuamente en su aportacion al ACp,

para valores iguales de AA4ASA;
d. el ACp experimental se debe a la deshidratacion de los grupos que entran
en contacto al formarse el complejo: los —OH en el caso de los

carbohidratos’ y los aminoacidos en el caso de la proteina.

" En el caso de los complejos de lisozima con quitobiosa y quitotriosa, los nitrégenos v oxigenos del grupo
N-Acetilo también se hidratan cuando se ven expuestos al disolvente. y contribuyen al ACp.
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V. CONCLUSIONES

El proceso de unién tanto del metil-a-D-glucopirandsido (MeGlu) como del
metil-a-D-manopiranosido (MeMan) a la ConA es un proceso

entalpicamente guiado.

El ocultamiento el area superficial accesible para la formacion de los

complejos examinados esta acompanado por un valor negativo en el ACp

asociado al proceso, lo cual indica que existe deshidratacion neta.

Al hacer el desglose de las contribuciones al ACp debidas a los cambios

en ASA de atomos polares y no polares, encontramos que los primeros

son mayormente responsables del valor negativo del ACp.

En un desglose mas fino, donde se diferencia entre los atomos polares y
no polares de la proteina y del carbohidrato respectivamente, las
aportaciones al ACp por efecto de los atomos no polares son de
magnitudes opuestas y tienden a “autocompensarse” para iguales valores
de AASA. Asimismo, las mayores contribuciones al valor absoluto del

ACp estan dadas por los grupos polares, tanto de la proteina como del

carbohidrato.

El modelo generado por Garcia-Hernandez et. al. y revisado en este
trabajo es un buen modelo empirico que permite hacer estimados del
ACp de un proceso de formacion de complejo proteina — carbohidrato,
siempre y cuando se conozca la estructura cristalina tanto del complejo

como de la proteina y el ligando.
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4 El modelo generado en este trabajo en donde se toman en cuenta
contribuciones de atomos polares y no polares tanto de la proteina como
del carbohidrato da una idea general de la magnitud de las contribuciones
individuales. Dado que tiene mas parametros que el modelo anterior, es
necesario afinarlo con nuevos datos termodinamicos de sistemas proteina

— carbohidrato.
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Es necesario ampliar la base de datos de ACp de formacion de complejos

proteina — carbohidrato, cuyas estructuras cristalinas sean conocidas, para
poder afinar la ecuacion paramétrica del ACp en funciéon del A4S4 de grupos
polares y no polares pertenecientes a la proteina y al carbohidrato
respectivamente. Un primer candidato para determinar AH de unién seria el
complejo formado por el carbohidrato a,1—2-manobiosa y la concanavalina A,
ya que se cuenta con la estructura cristalografica de éste, y se podria realizar
una comparacion con los sistemas de MeMan — ConA y MeGlu — ConA

estudiados en este trabajo.

Para la base de datos de proteinas que unen carbohidrato, cuyo ACp vy
estructura cristalografica se conocen, se puede contabilizar el nimero de
grupos hidroxilo que estan interactuando en las intercaras de cada complejo.
Una vez determinado el numero de éstos, resultaria interesante predecir el valor
del ACp de unidn utilizando la contribucién por interaccion de grupo —OH
obtenida en este trabajo y discutir qué tan adecuada es esta aproximacion al

valor experimental del ACp.
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pcal/sec

kcal/mol de MeMan

Tiempo (min)
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llH | ”Hlllnnm%

Parametros del ajuste

6

[ConA] (mM): 0.308
[MeMan] (mM): 4.597
[MeMany[ConA]: 14.91
T (°C): 15.0
C calorimetro
(C Wiseman,
considerando ajuste
con n fija=1): 3.03

Ajuste con “n” libre
valor de "n": 1.14
K (M) 13900 £ 150
AH (cal/mol): -7026 + 22
AS (cal mol’ K): -5.4

0.0

05 ‘
Razon Molar (MeMan/ConA)

Experimento No. 1: Titulacién de ConA con MeMan. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)

U T R T TN .S S
1.0 15 20 25 30 3

T

5

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K (M) 9860 + 650
AH (cal/mol): -8207 + 148
AS (cal mol' K'): -10.2
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AH (cal/mol): -8055 + 99
AS (cal mol’ K"): -9.4
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Experimento No. 2: Titulacién de ConA con MeMan. Facultad de Quimica, Edificio “B”", Laboratorio de Termofisica (102)
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T(°C): 20.0
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Ajuste con “n” libre
valorde "n": 1.12
K(M"'):. 11200 + 280
AH (cal/mol); -7393 £ 65
AS (cal mol' K): -8.7
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K (M) 8520 %410
AH (cal/mol); -8525 + 41
AS (cal mol” K): -11.1
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Experimento No. 3: Titulacién de ConA con MeMan. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)
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AH (cal/mol):
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Ajuste con “n” libre

1.1

11700 £ 130
-7563 + 29
-7.18
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8960 + 480
-8623 £ 130
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Experimento No. 4: Titulacién de ConA con MeMan. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Temmofisica (102)
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Parametros del ajuste

[ConA] (mM): 0.284
[MeMan] (mM): 4.447
[MeMan}[ConA]: 15.68

T (°C): 25.0
C calorimetro:_1.97

Ajuste con “n” libre
valorde "n"; 1.13
K(M'): 9260 £ 100
AH (cal/mol): -7659 & 33
AS (cal mol' K): -7.5

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K(M')y 6930310
AH (cal/mol): -8999 + 129
AS (cal mol” KT): -12.6

Experimento No. 5: Titulacién de ConA con MeMan. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)
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Tiempo (min)
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I S s R R B SR R I En B L R PR I ELE ML B |
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pcal/sec
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-6 - il

kcal/mol de MeMan
1
1

Parametros del ajuste

[ConA] (mM): 0.318
[MeMan] (mM): 4.772
[MeMan}[ConA]: 14.98

T (°C): 30.0
C calorimetro- 2.07

Ajuste con “n” libre
valorde "n": 1.08
K (M) 7660 £ 100
AH (cal/mol): -8151 £ 47
AS (cal mol” K): -9.11

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K(M'). 6510 + 180
AH (cal/mol): -8961 + 78

AS (cal mol’ K): -12.1

¥ I ===k R L . I L | & I
05 00 05 10 15 20 25 30 35
Razon Molar (MeMan/ConA)

Experimento No. 6: Titulacién de ConA con MeMan. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)
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Tiempo (min)
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pcal/sec

T

Parametros del ajuste

[ConA] (mM): 0.318
[MeMan] (mM): 4.772
[MeMan)[ConA]: 14.98

T (°C): 30.0
Ccalorlrnetro: 1-78

kcal/mol de MeMan
s
1

-6

Ajuste con “n” libre
valorde "n"; 1.14
K(M"). 7490 + 120
AH (cal/mol): -7761 = 50
AS (cal mol' K'): -7.9

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K(M') 5580 + 240
AH (cal/mol): -9203 £ 131
AS (cal mol" K): -13.2

T T T

= R R R TR T
05 00 05 10 15 20 25 30 35

Razén Molar (MeMan/ConA)

Experimento No. 7: Titulacién de ConA con MeMan. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)
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Tiempo (min)
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Parametros del ajuste

[ConA] (mM): 0.274
[MeMan] (mM): 4.100
[MeMan}[ConA]: 14.99

T(°C): 37.0

C caiorimetro: 1.39

g ) ””[m'”“f”mm -
: |
3

g ]

Ajuste con “n” libre
valorde "n"; 1.08
K(M'). 5840 t 84
AH (cal/mol): -8389 69
AS (cal mol” K'): -9.8

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K (M7 5070 + 94
AH (cal/mol): -9305 + 65
AS (cal mol' K): -13.0

! I ! 1 I o 4 1 LI 1 I
05 00 05 10 15 20 25 30 35
Razon Molar (MeMan/ConA)

Experimento No. 8: Titulacién de ConA con MeMan. Facultad de Quimica, Edificio “B”, Laboratorio de Termofisica (102)
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Parametros del ajuste

[ConA] (mM): 0.274
[MeMan] (mM): 4.100
[MeMan)/[ConA]: 14.99

T (C): 37.0
Ccﬁmmgtro: 1.35

Ajuste con “n” libre
valorde "n": 1.09
K(M': 5810+ 78
AH (cal/mol); -8386 % 65
AS (cal mol K): -9.8

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K (M) 4950 £ 100
AH (cal/mol); -9430 = 71
AS (cal mol' K™): -13.5

Experimento No. 9: Titulaciéon de ConA con MeMan. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)
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Tiempo (min)
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05 00 05 10 15 20 25 30 35
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Parametros del ajuste

[ConA] (mM): 0.297
[MeMan] (mM): 4.459
[MeMan)/[ConA]: 15.04

T (°C): 37.0
Cmicrimeﬁm: 1-45

Ajuste con “n” libre
valor de "n"; 1.09
K (M) 5720 + 65
AH (cal/mol): -8341 + 52
AS (calmol' K): -9.7

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K (M) 4900 + 99
AH (cal/mol): -9308 + 69
AS (cal mol’ K™): -13.1

Experimento No. 10: Titulacién de ConA con MeMan. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)

76

VII. ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES



Tiempo (min)
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Parametros del ajuste

[ConA] (mM): 0.342
[MeMan] (mM): 5.378
[MeMan}[ConA]: 15.74

T (°C): 15.0
Ccarcﬁmetra: 1.05

Ajuste con “n” libre
valor de "n"; 1.02
K(M"): 3140 £ 39
AH (cal/mol): -5839 % 62
AS (calmol' K'): -4.3

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K(M"):. 3070+18
AH (cal/mol): -5981 + 14

AS (calmol'K): -4.8

Experimento No. 11: Titulacion de ConA con MeGlu. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)
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Experimento No. 12: Titulacién de ConA con MeGlu. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)

Parametros del ajuste

[ConA] (mM): 0.385
[MeMan] (mM): 5.378
[MeMan)[ConA]: 13.97

T (°C): 15.1
C caiorimetro:_1.17

Ajuste con “n” libre
valor de "n": 1.00
K (M) 3020 + 42
AH (cal/mol): -5945 + 66
AS (cal mol K'): -4.7

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K(M'). 3040 19
AH (cal/mol): -5905 + 14

AS (cal mol' K'): -4.5
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pcal/sec

kcal/mol de MeGlu

Tiempo (min)
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Parametros del ajuste

[ConA] (mM): 0.342
[MeMan] (mM): 5.378
[MeMany[ConA]: 15.74

T(°C): 20.0
C calorimetro: 0.92

Ajuste con “n” libre
valor de "n": 1.03
K (M) 2780 % 51
AH (cal/mol): -5823 + 98
AS (cal mol’ K): -4.1

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K(M"): 2680 + 21
AH (cal/mol): -6053 £ 20
AS (cal mol’ K™): -5.0

-4

T

T T

Razon Molar (MeGlu/ConA)
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-05 00 05 10 15 20 25 30 35
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Experimento No. 13: Titulacién de ConA con MeGlu. Facultad de Quimica, Edificio “B”, Laboratorio de Termofisica (102)
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[ConA] (mM): 0.369
[MeMan] (mM): 5.378
[MeMan}[ConA]: 14.60

T (°C): 20.0
C caiorimetro:0.58

(T —

Ajuste con “n” libre
valorde "n"; 1.03
K (M) 2750 £ 36
AH (cal/mol): -5837 + 67
AS (cal mol' K): -4.2

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K(M')y 2640 £17
AH (cal/mol): -8079 + 16
AS (cal mol” K): -5.1
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I ) I ! I X I . I ,
00 05 10 15 20 25 30 35
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Experimento No. 14; Titulacién de ConA con MeGlu. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)
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Q
©
© 5 Ajuste con “n” fija (=1.00)
E 7 7 K (M) 2180 % 11
8 AH (cal/mol): -6420 + 15
e AS (cal mol' K™): -6.3
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Experimento No. 15: Titulacién de ConA con MeGlu. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)
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Parametros del ajuste

[ConA] (mM): 0.326
[MeMan] (mM): 5.378
[MeMan)/[ConA]: 16.51

T (°C): 25.0

C calorimetro: 0.74

Ajuste con “n” libre
valorde "n"; 1.04
K (M) 2390 + 43
AH (cal/mol): -5909 £ 112
AS (cal mol" K"): -4.4

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K(M')y 2280t 16
AH (cal/mol): -6238 % 20
AS (calmol' K'): -5.6

Experimento No. 16: Titulacién de ConA con MeGlu. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)
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pcal/sec

kcal/mol de MeGlu

Tiempo (min)
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Parémetros del ajuste

[ConA] (mM): 0.385
[MeMan] (mM): 5.378
[MeMan}[ConA]: 13.97

T (°C): 30.0
Ccalorlrnetrc: 0.73

Ajuste con “n” libre
valor de "n": 1.02
K(M'): 1940 £33
AH (cal/mol): -8270 + 112
AS (cal mol' K'): -5.6

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K(M'):. 1900 £ 11
AH (cal/mol): -6428 17
AS (cal mol' K'): -6.2

Experimento No. 17: Titulacion de ConA con MeGlu. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)
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Parametros del ajuste

[ConA] (mM): 0.336
[MeMan] (mM): 5.378
[MeMan}[ConA]: 16.01

T (°C): 30.0
Ccalonmetro: 0.64

Ajuste con “n” libre
valor de "n": 1.06
K (M) 2010 £ 42
AH (cal/mol): -6118 £ 144
AS (cal mol” K™): -5.1

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K(M'): 1900 £ 15
AH (cal/mol): -6607 + 24
AS (cal mol' K): -6.8

Experimento No. 18: Titulacién de ConA con MeGlu. Facultad de Quimica, Edificio “B”, Laboratorio de Termofisica (102)
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Parametros del ajuste
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valor de "n";

K (M)

AH (cal/mol):

AS (cal mol K):

1.01

1680 + 84
-6447 £ 374
-6.16

kcal/mol de MeGlu

Ajuste con “n” fija (=1.00)
K (M) 1660 + 25
AH (cal/mol): -6551 & 47
AS (cal mol' K"): -6.5
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Experimento No. 19: Titulacién de ConA con MeGlu. Facultad de Quimica, Edificio “B", Laboratorio de Termofisica (102)
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