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INTRODUCCION

Los carbohidratos poseen una capacidad enorme para codificar eficientemente
informacién estereoquimica en moléculas relativamente pequefias [1]. Hasta donde es
conocido, sélo un tipo de molécula es capaz de generar superficies moleculares
complementarias que decodifiquen la informacion portada por un carbohidrato particular:
una proteina. Asi, no resulta sorprendente que la principal estrategia de reconocimiento
célula-célula radique en las interacciones altamente especificas y complementarias entre
carbohidratos y lectinas [1]. Ejemplos de este reconocimiento pueden ser encontrados en
las toxinas de bacteria o las aglutininas de virus que se unen selectivamente a carbohidratos
de la superficie de células eucarioticas como primer paso para la invasion [2]; en las
lectinas animales que al reconocer carbohidratos median la adhesion celular o constituyen
sistemas preinmunes [3]; o en las lectinas de plantas, las cuales estan involucradas en la
asociacion simbioticas de la planta con bacterias fijadoras de nitrégeno o en defensa contra
agentes patogenicos [4].

El hecho de que cualquier tipo de célula utilice la afinidad entre lectinas y
carbohidratos como via principal para reconocer o desconocer otra célula sugiere que esta
estrategia molecular debio aparecer en una fase muy temprana de la evolucién bioldgica.
No obstante, ha sido mostrado que las lectinas, a pesar de tan prolongada historia evolutiva,
se han especializado a través de un numero relativamente pequefio de motivos

estructurales. En el reino vegetal, dos grupos mayores han sido identificados: el grupo de



las lectinas de leguminosas [5] y el de las unidoras de quitina [6]. La gran mayoria de
lectinas de origen animal conocidas hasta el momento pertenecen a uno de cinco grupos
[7]: lectinas dependientes de calcio (o de tipo C), lectinas unidoras de galactosa (conocidas
como galectinas o selectinas), receptoras de manosa-6-fosfato tipo P, lectinas tipo I, que
incluyen sialoadhesinas y otras proteinas unidoras de tipo inmunoglobulina, y las lectinas
de tipo L, relacionadas en secuencia con las lectinas de leguminosa. Adicionalmente, ha
sido encontrado que lectinas provenientes de virus y de bacterias conforman dos grupos
estructurales independientes [8].

En los dltimos afios, han sido logrados avances relevantes en cuanto a la
comprension de las bases estructurales del reconocimiento entre lectinas y carbohidratos
[9]. La identificacion de interacciones recurrentes entre diferentes lectinas que muestran
afinidad por el mismo ligando [10,11], y el uso de mutaciones dirigidas en residuos que
conforman el sitio de union en la lectina [12] o de sustituciones en el carbohidrato han
revelado las interacciones y disposiciones geométricas clave para el reconocimiento de
diversos sistemas [13]. Dada la naturaleza polihidroxilica de los carbohidratos, no es
sorprendente encontrar la formacion de puentes de hidrégeno como un requisito
indispensable para facultar la union de estas moléculas con las lectinas [13,14]; de manera
similar, ha sido mostrada la importancia de los contactos hidrofébicos en la asociacion. Un
ejemplo notable de la solidez del conocimiento alcanzado al respecto de las bases
estructurales del reconocimiento lectina-carbohidrato puede ser encontrado en el trabajo de
mutacion dirigida realizado por Drickamer y colaboradores, quienes lograron “transmutar”
una proteina unidora de manosa en una proteina unidora de glucosa [15]. Otro logro
relevante ha sido la creacion de ligandos sintéticos que son reconocidos por la
hemaglutinina del virus de la influenza con una afinidad hasta mil veces mayor que con la
que es reconocido el ligando natural [16]. Sin embargo, estos ejemplos espectaculares
muestran el grado de conocimiento de la mitad del problema, en el sentido de que la
afinidad no esta definida por la especificidad del reconocimiento, sino por la naturaleza y
magnitud de las fuerzas que gobiernan la interaccidn entre lectinas y carbohidratos.

Hasta la fecha, existe un numero muy limitado de estudios sobre la formacion de
complejos lectina-carbohidrato en donde haya sido efectuada una caracterizacion

termodindmica completa y de alta precision [17]. Esta carencia de informacion ha impedido



alcanzar un entendimiento cuantitativo de la relacion entre los cambios de energia y de
estructura que se generan en la formacion en la formacion de un complejo lectina-
carbohidrato. En el presente estudio, hemos pretendido ampliar la base de datos energéticos
al emprender una caracterizacion de la union de la heveina con el monomero (GIcNAC), el
dimero (quitobiosa) y el trimero (quitotriosa) de la N-acetil-glucosamina mediante
calorimetria de titulacion isotérmica (CTI). La heveina, una proteina de 43 amino&cidos
aislada de las células laticiferas del arbol del hule (Hevea brasiliensis), es una lectina
perteneciente al grupo de las proteinas unidoras de quitina, un polimero de la GIcNAc.
Aunque el papel fisioldgico de la heveina ain no ha sido elucidado, se cree que interviene
en la proteccion de heridas contra el ataque de patdgenos a través de la asociacién con
residuos de GIcNAc de una glicoproteina membranal de las particulas del hule, union que
produce la coagulacion del latex [18]. La estructura tridimensional de esta proteina ha sido
determinada por difraccion de rayos X [19] y resonancia magnética nuclear (RMN) [20]. La
estructura de la heveina uniendo quitobiosa también ha sido determinada mediante RMN
(Fig. 1.1) [21].

Los resultados del estudio calorimétrico de la unién de heveina con quitobiosa y con
quitotriosa son presentados en el capitulo 2. Tratando de tender un puente entre energética
y estructura, los resultados de este estudio son analizados en el capitulo 3 en conjuncion
con datos termodinamicos y estructurales disponibles en la literatura para otros 6 complejos
lectina-carbohidrato y un complejo enzima-carbohidrato. Para tal efecto, la estructura
tridimensional del complejo heveina-quitotriosa (Hev-Qz) fue construida mediante
modelado molecular tomando como estructura de partida la del complejo heveina-
quitobiosa (Hev-Q3). Una conclusién de mayor importancia que se deriva de este analisis es
que en la formacion de un complejo lectina-carbohidrato, se crean interacciones
entalpicamente mas favorables que las formadas en el plegamiento de una proteina.
Recientemente han aparecido en la literatura estudios que indican diferencias energético-
estructurales entre los procesos de union proteina-proteina y los que involucran el
plegamiento de una proteina [22]. Estos estudios han estado limitados, no obstante, al

analisis del cambio de energia libre. En el



Fig. 1.1. La heveina uniendo quitobiosa. El sitio de unién de la heveina presenta
propiedades comunes al resto de lectinas. Es un sitio de poca profundidad, compuesto por
aminoacidos polares capaces de formar puentes de hidrogeno con el carbohidrato, y
residuos aromaticos que hacen un contacto estereoespecifico con las partes no polares del
ligando. Diversos estudios han mostrado que el sitio de union de lectinas no sufre cambios
conformacionales drésticos al unir al ligando. En cuanto al carbohidrato, ha sido mostrado
que la conformacion que adopta en el complejo corresponde a un minimo de energia.



presente estudio mostramos que la capacidad entalpica desarrollada en el plegamiento de
proteinas podria ser cercana a la de union proteina-proteina. En el capitulo 4 es presentado
un analisis geométrico-estadistico de la interfase de 14 complejos lectina-carbohidrato
cuyas estructuras han sido obtenidas con alta resolucion (< 2.3 A). El estudio muestra con
claridad una mejor geometria de formacion de puentes de hidrogeno en las interfases de los
complejos en relacion con la de aquellos encontrados en el interior de una proteina, factor

gue bien podria explicar las diferencias energéticas observadas.



TERMODINAMICA DE LA

ASOCIACION DE HEVEINA CON
OLIGOMEROS DE
N-ACETILGLUCOSAMINA

Todo proceso quimico que logra un estado de equilibrio dinamico posee como
propiedad inherente y caracteristica una constante macroscépica de equilibrio, Ka. En el
caso de la asociacion de una proteina (P) que posee n sitios de unién idénticos y su ligando
(L)

P+nL €< PL,

el valor de Ka esta dado por la concentracion en el equilibrio de las especies involucradas
_IPL]
[PILT"

Para reacciones que ocurren a presion y temperatura constante, Ka posee una

Ka

(2.1)

correspondencia directa con el cambio de energia libre a través de

AG = -RTInKa, (2.2)
considerando que el estado de referencia de reactivos y productos posee una concentracion
molar. La caracterizacion de un sistema en equilibrio estaria incompleta si se desconociera

la dependencia térmica de Ka. A partir de ecuaciones fundamentales de la termodinamica



de sistemas macroscépicos, es posible demostrar que la variacion de Ka con la temperatura
esta dictada por el cambio de entalpia que acompafa la reaccion en una relacion

8(InKa)/8(1/T) = -AH/R, (2.3)
en donde R es la constante de los gases ideales. EI conocimiento de AH, ademas de permitir
definir la dependencia térmica de Ka, resulta crucial en el sentido de que permite calcular el
cambio de entropia involucrado en la reaccién:

AS = (AH - AG)/T. (2.4)
Para un proceso que implica un cambio en la capacidad calorifica, la ecuacion 2.3,
conocida como ecuacion de van’t Hoff, describe un comportamiento no lineal, de acuerdo
con la relacion de Kirchoff:

ACp = 8(AH)/8T. (2.5)
Asi, es claro que para poder entender las fuerzas que conducen la asociacion de lectinas y
carbohidratos, es necesario determinar con precision las magnitudes de un conjunto de
funciones de estado que se conjugan para definir las caracteristicas puntuales de la ecuacion
2.1 para cada sistema de reaccion.

Histéricamente, la caracterizacion energética de la unién de lectinas y carbohidratos
ha estribado en el uso de técnicas de tipo no calorimétrico. Este tipo de técnicas,
fundamentalmente de origen espectroscopico, ha permitido efectuar disecciones parciales
de la energética de union [23], rindiendo valiosa informacion al respecto de las
contribuciones entropicas y entalpicas a la energia libre. Sin embargo, la lectura de estos
datos debe ser cautelosa, en el sentido de que ha sido mostrado recientemente para
diferentes sistemas de union que el cambio de entalpia calculado a través de la ecuacion 2.3
(AHvH) puede diferir significativamente del valor medido directamente por calorimetria
(AHcal) [24]. De hecho, como serd mostrado méas adelante en este trabajo, diferencias
sensibles entre AHvH y AHcal fueron observadas en el unién de la heveina con sus ligandos.
Por otro lado, no ha sido posible realizar determinaciones confiables del valor de ACp que
se genera en una reaccion de union lectina-carbohidrato a partir de datos espectroscépicos.
Como puede ser inferido del conjunto de ecuaciones arriba esbozado, ACp es un parametro
termodinamico fundamental del cual depende el comportamiento térmico de AH y AS.
Adicionalmente, ACp resulta un poderoso indicador de la conducta del disolvente durante la

union.



Si se pretende desentrafiar las sutiles conexiones entre la termodindmica de
asociacion y las propiedades estructurales en la union de lectinas y carbohidratos, se precisa
de caracterizaciones energéticas de alta resolucion. La reciente disponibilidad de
calorimetros de titulacion isotérmica de alta sensibilidad ha brindado tal posibilidad [25].
En lo que resta del presente capitulo se describe el procedimiento y los resultados del
estudio de la asociacién de la heveina con oligbmeros de la GIcNAc a través de
microcalorimetria de titulacion isotérmica.

Debido a que ha sido observada con frecuencia la presencia de grupos protonables
en el sitio de unién [9], decidimos evaluar la posibilidad de que eventos de protonacién o
desprotonacion del sistema amortiguador pudieran contribuir al valor de AHcal. En caso de
que la entalpia observada dependa del tipo de solucion usada, el cambio de entalpia debido
a la asociacion de la proteina con el sacarido (AHa) puede ser calculado a traves de

AHcal = y-AHprot + AHa, (2.6)
en donde y es el nimero de protones intercambiados por molécula de proteina y AHprot es la
entalpia de protonaciéon del sistema regulador. Los ensayos calorimétricos fueron realizados
utilizando soluciones de acetatos 0.01M (AHprot = -0.1 kcal-mol™), pH 5.5, y en soluciones
de fosfatos (AHprot = -1.22 kcal-mol™) y de Tris (AHprot = -11.28 kcal-mol™), ambas de pH
7.0. Con el propdsito de realizar una estimacion del ACp que acompafa la reaccion,
efectuamos determinaciones calorimétricas a diferentes temperaturas en espera de delinear

la dependencia térmica de AHcal.

o CARACTERISTICAS TERMODINAMICAS DEL RECONOCIMIENTO DE HEVEINA Y SUS
LIGANDOS

En la Fig. 2.1 es mostrado el perfil calorimétrico obtenido de la titulacion isotérmica
de la heveina con la quitotriosa. Las exotermas desarrolladas por la adicion de alicuotas del
trisacérido a la solucién con proteina (Fig. 2.1a) fueron integradas para obtener la isoterma
de titulacion (Fig. 2.1b), la cual exhibe una disminucion monotonica ante la adicion
sucesiva del ligando. La Fig. 2.1b muestra la curva de unién obtenida del mejor ajuste de la
Eqg. M2.5 a los datos experimentales. En todas las titulaciones realizadas con quitotriosa, el
numero de sitios de unién por molécula de proteina resulté cercano a la unidad (n = 1.06 +
0.16). Al



Figura 2.1. Perfil calorimétrico de la titulacion isotérmica de la heveina con quitotriosa.



Figura 2.2. Dependencia térmica de los pardmetros termodindmicos de asociacion.
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usarse un valor fijo de n = 1 en los ajustes, el error estdindar se mantuvo sin cambios
apreciables. En cambio, cuando n fue fijado a valores de 2 6 3, fueron obtenidas grandes
divergencias entre la curva de ajuste y los datos experimentales. Estos resultados indican
con claridad que la estequiometria de union entre heveina y quitotriosa es 1:1. Un
comportamiento semejante fue observado en la asociacion de heveina y quitobiosa. Por
tanto, con el proposito de reducir el nimero de grados de libertad, el valor de n fue
igualado a la unidad y mantenido como constante durante el proceso de ajuste.

Los resultados de las determinaciones calorimétricas de la union de la heveina con
sus ligandos son presentados en la Tabla 2.1. Como puede ser observado de esta Tabla, el
uso de diferentes soluciones amortiguadoras o valores de pH no derivd en cambios
significativos de la energética de unién (obsérvese, por ejemplo, las titulaciones realizadas
con quitotriosa a 35 °C). De acuerdo con la Eq. 2.6, este resultado es consistente con un
valor de y de cero. Esto puede ser tomado como evidencia de que en las condiciones de
estudio, ninguno de los grupos quimicos involucrados en el reconocimiento cambia su
estado de protonacion debido a la asociacion. De la Tabla también resulta claro que la
presencia de iones calcio no es un requerimiento para la asociacion.

En promedio, la constante de asociacion para el complejo Hev-Q4 resulto 20 veces
mayor que la del complejo Hev-Q,. De acuerdo con los datos presentados en la Tabla 2.1,
la asociacion de ambos carbohidratos a la proteina es conducida entélpicamente. Resulta
también aparente que el incremento de afinidad de un carbohidrato a otro es de origen
entalpico, en tanto que los cambios de entropia aparecen con magnitudes semejantes. Como
es mostrado en la Fig. 2.2a, Ka para ambos carbohidratos decrece con la temperatura,
comportamiento que es consistente con un valor negativo para el cambio de entalpia. El
valor de la pendiente de la linea recta que mejor se ajusta para minimizar la dispersion de
los datos fija un cambio de entalpia de tipo van’t Hoff de -7.1 + 0.2 kcal-mol™ para la
formacion del complejo Hev-Q,. El valor correspondiente para el complejo Hev-Qj resulta
de -8.8 + 0.8 kcal-mol™. Estas magnitudes resultan iguales a las obtenidas recientemente en
un estudio realizado mediante espectroscopia de RMN (AHvH = -7.5 + 0.9 kcal-mol™ para

Hev-Q, y AHvH = -8.7 + 0.4 kcal-mol™ para Hev-Qs) [21].
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Tabla 2.1. Determinaciones calorimétricas de la union de heveina con oligosacaridos de la

GlcNAG?

T -AHcal Ka -AG -TAS condiciones de
(°C)  (kcal-mol-t) (kcal-mol't)  (kcal-moll) soluciénP

Quitobiosa

20 4.94 +0.06 634 +13 3.76 1.18 Ac
25.7 5.25 +0.09 546 +15 3.74 1.50 Ac
30.3 5.56 +0.11 419 +13 3.64 1.92 Ac
34.9 5.95 +0.07 369 +7 3.62 2.33 Ac
40.2 6.15 £0.10 294 +7 3.54 2.61 Ac

Quitotriosa

17.3 6.0240.11 22550 +1519 5.79 0.24 Ac, Ca2*
21.6 6.45+0.12 129714530 5.52 0.90 Ac

25 7.04+0.13 14246 +765 5.67 1.37 PO,
29.8 6.89+0.13 9812 +501 5.53 1.36 Ac
30.2 754+0.10 9096 +288 5.49 2.03 Tris
35 7.46+0.14 9171 +438 5.59 1.87 PO,
35.1 7.58+40.04 8587 +110 5.55 2.03 Ac
35.2 7.3640.15 7203 +367 5.44 1.91 Tris
35.2 759+0.14 7926 +385 5.50 2.08 Ac, Ca2*
40.1 8.15+0.07 6608 +139 5.48 2.66 PO,
40.4 8.07+0.10 6499 +141 5.47 2.60 Ac, Ca2*

& | as incertidumbres representan la desviacion estandar del parametro en el ajuste de regresion.

b Ac: acetatos 0.1M, pH 5.5; PO,: fosfatos 0.1M, pH 7.0; Tris: 0.1M Tris, pH 7.0; ca’*: 0.1M
CaCl,.

La comparacion entre AHvH y los diferentes valores de AHcal (Tabla 2.1) muestra
cocientes AHvH/AHcal que van de ~1.1 a ~1.5 para ambos complejos de heveina. Es
interesante notar que estos cocientes son cercanos a aquellos reportados por Sturtervant y
colaboradores para otros sistemas de unién [24]. Aunque el origen de tales discrepancias
permanece oscuro, el hecho advierte del cuidado que se debe tener en el analisis de los
cambios de entalpia calculados a partir de la dependencia térmica de Ka; levanta dudas de
los valores de Ka; y en un nivel méas profundo, indica que en la formacion del complejo
pudieran existir eventos que no han sido considerados explicitamente en la definicion de Ka
(Eq. 2.1). En mediciones calorimétricas, sin embargo, como el intercambio de calor es el
parametro observable (ver Eq. M2.5), la incertidumbre en el valor de Ka se refleja en
mucho menor medida en la magnitud de AHcal.

El grafico de AHcal en funcion de la temperatura (Fig. 2.2b) revela un valor de ACp
pequefio y negativo en el intervalo de temperatura considerado para la unién de ambos

sacaridos con la heveina. En el caso de la formacion del complejo Hev-Q,, el cambio de
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capacidad calorifica resultante es de -64 + 6 cal(mol-K)™. El valor correspondiente para

Hev-Q; es de -83 £ 8 cal(mol-K)™. De manera alternativa, el cambio en capacidad

calorifica puede ser estimado de la dependencia térmica de AS:

ACp=0(AS)/o(InT). (2.7)
Una de las caracteristicas mas valiosas que posee un calorimetro de titulacion isotérmica es
el permitir evaluar AHcal y Ka a partir de los datos provenientes de un solo experimento;
esta poderosa propiedad ofrece la posibilidad de estimar AS con alta precision. El analisis
numérico de la dependencia de AS con el logaritmo natural de la temperatura (Fig. 2.2¢) a
través del ajuste de una linea recta arroja valores de ACp de -68 + 7 cal(mol-K)™ para Hev-

Q, yde-88+9 cal(mol-K)™* para Hev-Qs, magnitudes que resultan satisfactoriamente

cercanas a aquellas obtenidas mediante la relacion de Kirchoff (Eq. 2.5).

e LAHEVEINA VISTA COMO UNA LECTINA

En los ultimos afos, ha ido revelandose la naturaleza molecular de la asociacion
entre lectinas y carbohidratos. En este estudio microcalorimétrico hemos encontrado que la
heveina comparte propiedades de una lectina tipica. Su afinidad por el sacarido se
incrementa del mondmero al trimero de la GIcNAc, observando siempre una estequiometria
de 1:1. Esta figura resulta consistente con un solo sitio de union por molécula de proteina
configurado por tres subsitios. Un resultado similar ha sido encontrado para la aglutinina de
germen de trigo (AGT), una lectina relacionada filogenéticamente con la heveina [26], la
cual también une oligdbmeros de la GIcNAc [27]. Como en el caso de la AGT, fue
encontrado que los iones calcio no son requeridos para la union de sacaridos por parte de la
heveina; que la reaccion en condiciones de neutralidad o ligeramente aciduladas no esta
acoplada a cambios del estado de protonacion de algin grupo quimico; y que la unién es
conducida entalpicamente.

En la Fig. 2.3 es mostrada la relacion entre AH y TAS, a 25 °C, para 41 diferentes
complejos lectina-carbohidrato, incluidos los datos de formacion de los complejos de la
heveina. Es interesante notar la existencia de una tendencia bien definida entre los cambios

de entropia y entalpia. El origen de esta compensacion sigue siendo desconocido. No
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obstante, es claro que el comportamiento termodindmico de union por parte de la heveina

comparte elementos en comun con los de un variado grupo de sistemas lectina-sacarido.

Figura 2.3. Gréafico de compensacién entalpia-entropia de complejos lectina-carbohidrato.
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Hasta donde es de nuestro conocimiento, no ha sido detectado un caso de union
lectina-carbohidrato conducido entrépicamente. Este hecho ha llevado a algunos autores a
proponer que la conduccion entélpica es un fendmeno general de los procesos de union de
tipo no covalente que se realizan en un medio acuoso [17]. De acuerdo con esta version, las
propiedades termodindmicas netas observadas en la interaccion de lectinas y carbohidratos,
al igual que aquéllas de otros sistemas en solucion acuosa, son controladas por la conducta
del agua que rodea a las superficies de contacto, y no por las interacciones especificas entre
los solutos. En el siguiente capitulo presentamos evidencias, sin embargo, de que la

energética de union depende en alto grado de la naturaleza de las moléculas interactuantes.

e EL PAPEL FISIOLOGICO DE LA HEVEINA

Las particulas del hule son el sitio de biosintesis del hule natural, lo cual ocurre
exclusivamente en el citosol de las células laticiferas. La coagulacion del latex en el arbol
del hule involucra la agregacion de estas particulas y es vital para la defensa de la planta en
contra de posibles invasiones por patégenos a través del blogueo de heridas. Cuando se
induce una herida en la corteza, las particulas del hule son excretadas. A su vez, las
particulas lutoides (vacuolas) estallan liberando su contenido enriquecido con heveina. En
un estudio reciente, Gidrol et al. [18] propusieron que el papel fisiologico que desempefia la
heveina es el de provocar la coagulacion del latex a través de la creacion de puentes
multivalentes entre las particulas del hule. De acuerdo a estos autores, la heveina forma
dichos puentes mediante la interaccion con la parte glicosidica (compuesta por oligdmeros
de la GIcNACc) de una proteina receptora localizada en la superficie de las particulas del
hule. Tratando de elucidar las bases moleculares de la coagulacion del latex, Gidrol et al.
investigaron la union de la heveina con GICNAc a través de ultrafiltracién. De acuerdo a
estos autores, la constante de unién de la heveina con GIcNAc es grande (1.2+0.7 x 10%),
siendo cada mondémero de heveina capaz de unir dos moléculas del monosacarido de
manera simultanea; ademas, fue reportado que para que se efectle esta union, resulta
esencial la presencia de iones calcio.

En nuestras determinaciones calorimétricas, sin embargo, observamos un

comportamiento diferente al reportado por Gidrol et al. Aun usando altas concentraciones
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de GIcNACc (hasta 0.25 M de concentracion final), no fueron detectados efectos caloricos en
las titulaciones isotérmicas. La presencia de calcio no hizo diferencia. Este resultado fue
confirmado mediante experimentos de fluorescencia, en donde no se observo variacion en
la intensidad fluorescente o desplazamiento de la longitud de onda en el maximo de
emision. En contraste, titulaciones efectuadas con quitobiosa o con quitotriosa generaron
cambios en ambas propiedades fluorescentes (datos no mostrados). Resultados semejantes
fueron obtenidos por Asensio et al. [21], al no observar sefiales de RMN que revelaran
alguna evidencia significativa de la interaccion de la heveina con la GIcNAc. Es de
mencionarse que el hecho de que la heveina posea poca o nula afinidad por GICNAc no es
sorprendente, en el sentido de que ha sido encontrado que, en general, las interacciones
entre lectinas y monosacaridos son débiles [8].

Aunque resulta dificil de sustraerse de la propuesta de que la heveina juega un papel
importante en la coagulacion del latex, parece claro de nuestros resultados que el
mecanismo sugerido por Gidrol et al. [18] requiere de refinamientos adicionales. Por un
lado, pareceria mas probable que la interaccién ejercida entre la heveina y la glicoproteina
de las particulas del hule es mediada a través del reconocimiento de oligémeros de la
GIcNAc, y no del mondmero. En particular, es de notarse que la magnitud de Ka observada
por Gidrol et al. para la union con el monosacarido es proxima a la obtenida en este trabajo
para la unién con quitotriosa. Tanto el estudio espectroscopico de Asensio et al. [21] como
nuestro estudio calorimétrico revelan que la heveina posee sélo un sitio de union. Este
hecho queda plenamente confirmado de la inspeccion de la estructura tridimensional del

complejo Hev-Q,. Asi, una sola molécula de heveina seria incapaz de formar un puente

entre dos terminaciones glicosidicas. Probablemente, este fendmeno podria ocurrir en el
caso de que la heveina dimerizara. Aunque no se cuenta con evidencia alguna de que la
heveina oligomerice in vitro, la posibilidad de que la heveina se encuentre como dimero in

Vvivo no puede ser descartada.

ese MATERIALES Y METODOS eee

o MATERIALES Y PREPARACION DE MUESTRAS

La heveina fue purificada a partir del latex de la corteza del arbol del hule tal como ha sido descrito previamente
[28]. La GIcNAc, la quitobiosa, la quitotriosa y el resto de los reactivos fueron comprados a Sigma Co. como reactivos
quimicos de alta pureza.

Las muestras de heveina fueron dializadas previamente contra la solucién amortiguadora, de manera que las
condiciones de solucion de la proteina fueran idénticas a las del blanco. Previo al ensayo de union, las soluciones fueron
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desgasificadas al vacio y en agitacion durante 15 minutos. La concentracion de heveina fue entonces determinada

espectrofotométricamente a 280 nm, usando un coeficiente de extincién de 2.56 ml(mg~cm)'1. De acuerdo a su
composicion en aminoacidos, la masa molar para la heveina fue calculada como 4.73 kDa. Las soluciones de ligando
fueron preparadas disolviendo al sacérido en la solucién amortiguadora previamente equilibrada por dialisis con la
solucidn de proteina. La concentracion de ligando fue determinada gravimétricamente.

® ENSAYOS DE CALORIMETRIA DE TITULACION ISOTERMICA

Las determinaciones calorimétricas de la unién de la heveina con sus ligandos se efectuaron usando un
instrumento OMEGA (MicroCal, Co.). El disefio y la operacion del aparato han sido descritos en detalle por Wiseman et
al. [25].

La equilibracion térmica del equipo fue lograda con la ayuda de un bafio con agua recirculante. Durante los
experimentos, la solucién en la celda de reaccion fue sometida a una agitacion constante de 400 rpm. Se juzg6 que la linea

base alcanzo la estabilidad apropiada cuando el rms fue menor que 5 ncal-sL. El calor de dilucion del sacarido (obtenido
de la adicién del ligando a la solucién amortiguadora bajo las mismas condiciones y programa de inyeccion que los
ocupados con la solucién con proteina) fue sustraido de los calores desprendidos en la unién de la heveina y su ligando.
Tipicamente, el calor de dilucion del sacarido fue menor al 3% del calor generado en la primera adicion de ligando a la
solucién con proteina.

A continuacion se detalla la deduccion del modelo matematico, el cual considera un solo tipo de sitios de union,
a través del cual los valores de Ka, AHcal y m fueron estimados a partir de las curvas calorimétricas de titulacion. El
modelo considera un sélo tipo de sitio de unidn. No obstante, es facilmente generalizable a diferentes tipos de sitio.
Siendo O la fraccidn de sitios ocupados por el ligando X, la constante de asociacion puede ser expresada como
Ka = _° , (M2.1)

1-0)[X]

en donde [X] es la concentracion del ligando libre. La concentracion total de ligando (X;) puede ser expresada en términos
de la concentracion total de proteina M; y del nimero de sitios de union (n) a través de
X = [X] + nOM, (M2.2)
Combinando las ecuaciones M2.1y M2.2 se obtiene

0 —®{1+ Xe ,_ 1 } Xt . (M2.3)
nM¢  nKaMy nM

El calor total desprendido hasta el punto de saturacion © es

Q = n®M; AHcalVo (M2.4)

en donde Vo es el volumen de la celda de reaccién. Resolviendo la ecuacion cuadratica M2.3 para @, y sustituyendo en
M2.4, obtenemos

Q

2
_nMAHealVo|, - X 1 [1+ Xe 1 j 4Xt (M2.5)

2 nM¢  nKaM; ) nM¢  nKaM; B nM;
Asi, una ecuacion que describe la asociacion en términos de Ka, AHcal y n (lado derecho) puede ser ajustada a

través de un método de regresion no lineal a los cambios de calor observados experimentalmente (lado izquierdo). El
ajuste fue realizado usando el método de Marquardt programado en ORIGIN (MicroCal, Co.).
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BASES TERMODINAMICO-

ESTRUCTURALES DEL
RECONOCIMIENTO
LECTINA-CARBOHIDRATO

Debido al papel fundamental que la asociacion entre lectinas y carbohidratos juega
en un sinnumero de eventos bioldgicos, la elucidacion de las bases estructurales y
energéticas que gobiernan este proceso ha llegado a un plano de primera importancia. En
los Gltimos afios, un cuerpo abundante de informacion estructural ha sido acumulado. A
pesar de que la primera estructura de un complejo lectina-carbohidrato con resolucién
media fue obtenida en la década pasada [29], el nimero de estructuras que se cuenta en la
actualidad asciende a varias decenas [9]. Estos estudios han permitido formar una imagen
clara al respecto de los origenes de la especificidad entre carbohidratos y lectinas. Ha sido
mostrado, por ejemplo, que la especificidad corre por cuenta de la complementaridad de
superficies de tipo polar y no polar. En particular, ha quedado firmemente establecido el
papel preeminente de los puentes de hidrégeno en la habilitacién de una asociacion [13].

En contraste con los estudios de tipo estructural, la caracterizacién termodinamica
de la interaccion entre lectinas y carbohidratos ha estado limitada a unos cuantos sistemas

[17], por lo que las bases moleculares de la estabilidad y afinidad en la unién entre estas
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biomoléculas sigue siendo obscuras. Para todos los sistemas lectina-carbohidrato
estudiados hasta la fecha ha sido encontrado que la asociacion es conducida
entdlpicamente. Ante la prominente presencia de puentes de hidrdgeno en las interfases
lectina-carbohidrato, es facil sugerir que este tipo de interaccion podria ser la principal
fuente de estabilidad. Sin embargo, la contribucion energética efectiva de un puente de
hidrogeno en la formacidon de este tipo de sistemas no sélo depende de la energia intrinseca
de formacién de un puente de hidrdgeno, sino ademas del costo energético por la
desolvatacion y la transferencia del par hidrofilico a un medio de menor polaridad. Siendo
el aporte energético de un puente de hidrogeno sensible a las condiciones ambientales antes
y después de la reaccion, no resulta sorprendente encontrar en la literatura estudios que
sostienen que la formacion de un puente de hidrégeno en procesos como el plegamiento de
una proteina puede ser de una magnitud energetica favorable [30], nula [31] o incluso
desfavorable [32]. En el caso particular de la interaccion lectina-carbohidrato, algunos
autores han llegado a descartar cualquier peso energético de los puentes de hidrdgeno, y
han propuesto que, en virtud de un efecto estereoelectronico ejercido por las superficies de
contacto, las moléculas de agua solvatantes se encuentran en un estado energetico mayor al
alcanzado en el grueso del disolvente, por lo que la liberacion y retorno al disolvente de
estas moléculas perturbadas es la fuente principal de entalpia favorable para la formacion
del complejo [33].

En los Gltimos afios ha sido mostrado que los cambios de entalpia y de capacidad
calorifica que acomparian el plegamiento de proteinas [34], la asociacion proteina-proteina
[35] y la unidn proteina-oligopéptido [36] pueden ser parametrizados en forma sencilla en
términos del cambio de areas superficiales accesibles al disolvente (AA) de las moléculas
participantes. En tanto el comin denominador de los “eventos polipeptidicos” englobados
en este modelo termodinamico-estructural es la formacion y ruptura de interacciones no
covalentes entre los solutos y el agua, podria esperarse que la energética de interaccion de
otros solutos en un ambiente acuoso, e. gr. lectinas y carbohidratos, puede ser explicada
adecuadamente mediante el mismo acercamiento. En este capitulo hemos intentado usar
como guia este marco termodinamico-estructural en busqueda de nuevos indicios sobre las

bases moleculares de la asociacion entre lectinas y carbohidratos. En particular, nuestro

19



analisis revela importantes diferencias en el comportamiento entalpico de estos sistemas
con respecto al desarrollado en el plegamiento de proteinas.

Como primer paso hacia el logro de este objetivo, nos dimos a la empresa de buscar
en la literatura aquellos complejos lectina-carbohidrato para los cuales se cuente con la
estructura tridimensional y con datos calorimétricos de la unién. Esta busqueda nos condujo
a la coleccion de 6 sistemas lectina-carbohidrato adicionales a los de heveina. Cuatro
pertenecientes al grupo de leguminosas: concanavalina A unida a metil-a-manopiranosa
(ConA-MeMan), lectina numero 4 de Griffonia simplicifolia unida al determinante de
grupo sanguineo b de Lewis, lectina de Erythrina corallodendrom unida a lactosa, lectina
de chicharo unida a lactosa; una del grupo de las galectinas: lectina S-14 de mamifero unida
a N-acetil-lactosamina; y una lectina perteneciente al grupo de proteinas unidoras de
quitina: AGT unida a quitobiosa (AGT-Qy). Adicionalmente, el caso del complejo de una
enzima (lisozima) uniendo quitotriosa fue incluido en el analisis. Desafortunadamente, de
entre estos sistemas, tan solo a los complejos de heveina y a ConA-MeMan les ha sido
determinado experimentalmente el valor de ACp, por lo que el intento de evaluar si a través
de las parametrizaciones empleadas en eventos puramente polipeptidicos es posible estimar
esta funcidn de estado en la unién lectina-carbohidrato tuvo que ser restringida a estos tres

Casos.

e CALCULO DEL CAMBIO DE CAPACIDAD CALORIFICA

En los Gltimos afios han sido propuestos diferentes métodos para estimar el cambio
de capacidad calorifica a partir de informacion estructural. En estos métodos, la
contribucion por unidad de area que se oculta o expone al disolvente por la reaccion ha sido
estimada a partir de compuestos modelo. En el caso del plegamiento de proteinas, existen al
menos tres parametrizaciones independientes. Spolar y Record (SR) han estimado las
contribuciones de areas polares y no polares usando datos de transferencia de hidrocarburos
liquidos [37]. Murphy y Gill han generado una parametrizacion semejante a partir de la
transferencia de dipéptidos ciclicos [38]. Privalov y Makhatadze (PM) han reportado la
energética de hidratacion para las partes alifaticas, aromaticas y polares de amino acidos

[39]. Los detalles de estas parametrizaciones pueden ser encontrados en la seccién de
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Métodos anexa al presente capitulo (Egs. M3.1 y M3.2). Los métodos de SR y MG
consideran las contribuciones por tipo de area polar (oxigenos y nitrégenos) y no polar
(carbono y azufre), por lo que las paramentrizaciones pueden ser aplicadas, en principio, a
cualquier tipo de molécula. Sin embargo, el método de PM distingue entre los diferentes
grupos quimicos interactuantes. Privalov y Makhatadze han obtenido, a partir del anélisis
de compuestos modelo, las constantes de proporcionalidad para los grupos quimicos de los
20 aminoacidos naturales que con mayor frecuencia aparecen en proteinas [39]. Con el
propdsito de obtener los pardmetros apropiados para calcular ACp a partir de areas
moleculares de grupos de carbohidrato, seguimos el algoritmo de PM para determinar,
usando compuestos ad hoc, las contribuciones correspondientes a un grupo éter de
piranosa, un carbono de alcano ciclico y un grupo hidroxilo unido a piranosa (Tabla 3.1;
ver Métodos para mayor detalle).

Tabla 3.1. Entalpias y Capacidades Calorificas de Hidratacién para
Diferentes Constituyentes de Carbohidratos a 25 °C.

A -AHhid ACp,hid
Grupo? (A%)  (cal(mol A2 (cal(mol K A%l
CALP 29.2 0.53
CAC 418 29.4 0.40
-O-cie 15.8 315.2 -0.27
-OH 39.7 244.4 -0.302
-CONH-P 35 406.8 -0.39

& CAL.: carbono de alcano lineal, CAC: carbono de alcano ciclico,
-O-.. éter ciclico.
b Valores tomados de Makhatadze y Privalov [39].

Los calculos de AA sobre los complejos de heveina, el sistema ConA-MeMan vy las
moléculas libres respectivas son mostrados en la Tabla 3.2. Las estimaciones del cambio de
capacidad calorifica usando parametrizaciones de diferente origen (Egs. M3.1y M3.2) y los
valores de AA de la Tabla 3.2 son mostrados en la Tabla 3.3, en donde se observa una
buena correspondencia entre los valores estimados y los experimentales. En particular, la
parametrizacion propuesta por SR parece rendir mejores estimados para los complejos de
heveina, en tanto que los tres métodos subestiman la magnitud de ACp para el sistema
ConA-MeMan.

Como regla general ha sido observado que la union lectina-carbohidrato esta

acompariada de un decremento pequefio en la capacidad calorifica [17]. Este hecho fija en
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ocasiones cierto grado de complejidad en la determinacion experimental de ACp, por lo que

la posibilidad de realizar predicciones de precision razonable utilizando so6lo datos

estructurales resulta alentador.

Tabla 3.2. Cambios de Areas Superficiales Accesibles al

Disolvente? en la Formacion de Diferentes Complejos
Lectina-Carbohidrato

Hev-Q, Hev-Q; ConA-

Grupo MeMan
Proteina + Carbohidrato
No polar -308.7 -342.9 -172.6
Polar -158.5 -221.7 -167.9
Proteina
Alifatico -27.3 -16.7 -58.1
Aromaético -113.2 -148.9 -13.5
Parte polar de:
Arg -2.9
Asn -9.3
Asp -6
GIn -19.1
Glu -19.6 -20.1
His -12.4
Ser -0.6
Thr -2.5
Trp -19.7 -23.0
Tir -215 -22.8 -6
-CONH- -3.3 -13.6
Carbohidrato
Alifatico -108.5 -113.9 -71.9
-CHo-¢ic -52.7 -51.5 -29.0
-O-¢ic -2.6 -10.4 -6.4
-OH -46.9 -70.4 -121.3
-CONH- -51.6 -54.8

8 as areas estan dadas en A2

Tabla 3.3. Estimaciones de ACp a partir de Datos Estructurales®

) ACp,expP ACp,calct
Complejo (cal(mol-K)™) (cal(mol-K)™)
SR MF PMC
Hev-Q, -64+6 -76 -98 -106
Hev-Q, -83+8 -79 -97 -102
ConA-MeMan -48+8d -32 -34 -36

& Las incertidumbres representan el error tipico en la regresion.

b La determinacion experimental de ACp fue realizada a través de la
dependencia térmica del cambio de entalpia (CAH/OT).

C Estimaciones de ACp a través de datos termodinamico-estructurales. SR:
estimacion basada en datos de transferencia de hidrocarburos liquidos;

ACp = -0.14-AApol + 0.32-AAnp [37]. MF: estimacién basada en datos de
transferencia de dipéptidos ciclicos; ACp = -0.26-AApol + 0.45-AAnp [36].
PM: Estimacion basada en el algoritmo de Privalov y Makhatadze; ver

métodos.

d Valor tomado de Chervenak y Toone [40].
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e PROPIEDADES ENTALPICAS DE LA ASOCIACION DE LECTINAS Y CARBOHIDRATOS

La Tabla 3.4 detalla la composicion del conjunto de sistemas lectina-carbohidrato
considerado en el presente analisis termodinamico-estructural. El listado incluye la
energética de unién y los cambios de accesibilidad de areas debidos al proceso. Con el fin
de enriquecer el anélisis, se presenta en la Tabla 3.5 la misma informacion para el
plegamiento de 12 proteinas globulares, las cuales constituyen el conjunto considerado en
el andlisis termodinamico-estructural de Murphy y Freire [34]; adicionalmente, dos casos
de asociacién son presentados: la formacion del homodimero de interleucina 8 [35] y la
interaccidn entre un anticuerpo y angiotensina Il, un antigeno oligopeptidico [36].

Como se revela de la comparacion de las Tablas 3.4 y 3.5 (octava columna), el
cambio de energia libre por unidad de area que se oculta al disolvente (AG/AAt) en la union
lectina-carbohidrato es un orden de magnitud superior al alcanzado en el plegamiento de
proteinas. Este hecho pone en evidencia profundas diferencias termodindmico-estructurales
entre los dos tipos de sistemas. En su forma més general, la energia libre se descompone en:

AG = AH - TAS. (3.1)
Asi, la diferencia de AG/AAt entre los dos sistemas de reaccion puede originarse de
interacciones no covalentes energéticamente mas favorables (AH) y/o de costos menores
por ordenamiento (TAS). En términos cualitativos, el tipo de ordenamiento que sufre una
proteina en su plegamiento es facilmente diferenciable del involucrado en la asociacion de
una lectina y un carbohidrato. En tanto que en el plegamiento ocurren cambios draméticos
en la conformacion de la cadena polipeptidica, ha sido demostrado que estos cambios son
despreciables en la formacion de un complejo lectina-carbohidrato. En efecto, existe un
importante cuerpo de evidencias que indica que estas biomoléculas en su asociacion se
comportan basicamente como “cuerpos rigidos” [51]. En contraste, la asociaciéon implica un
aumento de orden debido a la disminucion del numero total de particulas [52]. Asi, el caso
de una entropia de mezclado de magnitud pequefia en relacién a la conformacional podria
dar cuenta de las diferencias de AG/AAt. Sin embargo, la comparacion de la razon TAS/AAt
indica que, en promedio, el costo entrépico por unidad de area que se oculta al disolvente es
significativamente menor en eventos de plegamiento que en la union lectina-carbohidrato o

proteina-proteina (Tablas 3.4 y 3.5).
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Tabla 3.4 Cambios Energéticos (a 25°C) y de Areas Accesibles en la Uni6n entre Lectinas y Carbohidratos.

Sistema -AH -AG -TAS -AAnp -AApol -ACp AG AH TAS
kcal/mo kcal/mo kcal/mo (A% (A% cal/mol-K = AAt AAL AAL Ref.
| | |
Hev-Q, 5.3 3.8 1.5 308.7 158.5 64 8.1 11.3 3.2 21
Hev-Qg 7.0 5.6 14 3429 221.7 83 10.0 124 2.4
AGT-Q, 135 4.9 8.6 237.0 277.0 35° 9.5 26.3 16.7 41
5cva® 7.1 5.0 2.1 172.6 167.9 48 14.7 20.9 6.2 40,42
1lled? 11.9 6.5 5.4 312.8 344.9 51° 9.9 18.1 8.2 33,43
1rin® 6.5 4.6 1.9 144.5 167.0 22" 14.7 20.9 6.2 44,45
1lte? 9.8 45 5.3 234.0 199.5 53° 10.6 23.2 12.7 46,47
1slt? 10.0 6.2 3.8 223.8 257.8 34° 12.9 20.8 7.9 48,49
lhew? 12.0 ND ND 425.3 396.3 8gP ND 14.6 ND 41,50
Promedio 11.3 18.7 7.9
c 2.5 5.0 4.8

? La abreviatura corresponde al cddigo PDB. 5cva: concanavalina A unida a metil-o-manopiranosa; 1led: lectina nimero
4 de Griffonia simplicifolia unida al determinante de grupo sanguineo b de Lewis; 1rin: lectina de chicharo unida a
manosa; 1llte: lectina de Erythrina corallodendrom unida a lactosa; 1slt: lectina S-14 de mamifero unida a N-
acetillactosamina; 1hew: lisozima unida a quitotriosa.

® Valor estimado usando la parametrizacion propuesta por Murphy y Freire [34].

Tabla 3.5 Cambios Energéticos (a 25°C) y de Areas Accesibles en el Plegamiento y Asociacion de Proteinas. 2

Sistema® -AH -AG -TAS -AAnp -AApol -ACp _AG _AH TAS
kcal/mo kcal/mo kcal/mo (A% (A% kcal/mol-K AAL AAL AAL
| | |
5CYT 22 12.9 9.1 5039 3726 1.6 15 2.5 1.0
2CAB 49 16.7 32.3 15950 105900 3.8 0.6 1.8 1.2
4CHA 100 15.9 84.1 13970 8762 3.0 0.7 4.4 3.7
1ALC 33 20.7 12.3 6773 4814 1.8 1.8 2.8 11
1LYM 56 16.5 39.5 6844 5473 1.6 1.3 4.5 3.2
4MBN 10 12.0 -2.0 8873 5927 2.6 0.8 0.7 -0.1
1SNC 8 4.0 4.0 8151 5344 24 0.3 0.6 0.3
9PAP 36.5 27.9 8.6 13070 8692 3.3 1.3 1.7 0.4
5CPV 475 18.7 28.8 5770 4027 1.3 1.9 4.8 2.9
1PSG 195 26.4 -6.9 22810 13430 6.1 0.7 0.5 -0.2
TRSA 62 114 50.6 6004 4963 14 1.0 5.7 4.6
1TLD 84.5 18.3 66.2 12370 8903 2.9 0.9 4.0 3.1
1IL8 6.2 6.7 -0.5 910 640 0.2 43¢ 4.0°¢ -0.3°
Angll 7.7 10.9 -3.2 993 745 0.2 6.3° 4.4° -1.8°
Promedio 11 2.8 1.8
c 0.5 1.8 1.6

2 Los datos energéticos y de cambios de areas del plegamiento de proteinas fueron tomados de Murphy y Freire [34]; los
de 11L8 de Burrows et al. [35]; los de Angll de Murphy et al. [36].

b | a abreviatura corresponde al c6digo PDB, excepto para Angll, que corresponde a la estructura de un anticuerpo unido
a angiotensina Il que no ha sido depositada. 5CYT: citocromo c; 2CAB: anhidrasa carbonica B; 4CHA: quimotripsina;
1ALC: lactalbimina o; 1LYM: lisozima; 4MBN: mioglobina; 1SNC: nucleasa de Staphylococcus; 9PAP: papaina;
5CPV: parvalbimina; 1PSG: pepsindgeno; 7RSA: rnasa A; 1TLD: tripsina; 1I1L8: dimero de interleucina 8.

¢ Valor no incluido en el promediado de la columna.

Como es de esperarse ante tales comportamientos de entropia, el valor AH/AAt
correspondiente a la formacion de un complejo lectina-carbohidrato es varias veces
superior al del plegamiento de una proteina. Asi, una capacidad exotérmica notablemente

aumentada en relacion a la desenvuelta en el plegamiento de una proteina es lo que conduce
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a los complejos lectina-carbohidrato a estados de menor energia libre, complejos que de por
si requieren en su formacion de costos entrdpicos altos.

Los cambios de entalpia tanto de plegamiento como de asociacion portan
contribuciones de origen electrostatico, en donde se conjuntan las fuerzas de dispersion de
tipo van der Waals, puentes de hidrogeno, interacciones electrostaticas, y de origen no
polar, en donde caben las asociadas al efecto hidrofébico. Como una aproximacién que
permite realizar una conexién con lo estructural, los cambios de areas de tipo polar y no
polar pueden ser tomados como las bases moleculares de los efectos electrostaticos e
hidrofobicos, respectivamente. Asi, el cambio neto de entalpia estaria determinado por:

AH = Ahpol-AApol + Ahnp-AAnp, (3.2)
en donde los prefactores Ahi representan la contribucion entalpica promedio por unidad de
area de tipo i. En el estudio del desplegamiento de proteinas, esta vision simplificada ha
resultado una excelente fuente de informacion al respecto de las bases moleculares de los
cambios entalpicos [34], y seria de esperarse que, a través de la determinacién de los
valores de Ahpol y de Ahnp, sea posible arrojar alguna luz al respecto del origen de las
diferentes capacidades entalpicas entre la union lectina-carbohidrato y el plegamiento de
proteinas.

En los albores de los estudios calorimétricos del desplegamiento de proteinas
globulares, Privalov y Khechinashvili observaron que las entalpias reducidas por el nimero
de aminoacidos tienden a alcanzar un valor comun a una temperatura elevada, Ty [53]. El
origen de este fenomeno y el valor especifico de la asi llamada temperatura de
convergencia siguen en controversia. Algunos autores, ante la observacion de que existe
una cantidad promedio constante de ###Apol por residuo en proteinas globulares, han

intentado explicar el fenémeno de convergencia proponiendo que a Ty la transferencia de

grupos no polares ocurre isoentalpicamente [54]. De acuerdo con esto, se seguiria que

Ahnp = ACp,np(T-Ty); (3.3)
Ahpol = Ah* + ACp,pol(T-Tp); (3.4)
AH = Ah*-AApol + ACp(T-Ty); (3.5)

en donde ACp = A Cpnp + ACp,pol. De ser correcta esta explicacion, la ecuacion 3.2 adoptaria

una forma simplificada a la temperatura Ty, en donde seria posible evaluar directamente
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Ahpol como la razon AH(T)/AApol. Murphy y Freire, basando su analisis en el conjunto de

proteinas enlistadas en la Tabla 3.5, han propuesto que las entalpias especificas de
desplegamiento convergen a un valor de 35 + 1 cal(mol-A?)™ alrededor de los 100 °C [34].
Al extrapolar a 100 °C las entalpias de formacion de los complejos lectina-carbohidrato
considerados en la Tabla 3.4, se obtiene una entalpia especifica de 56 + 9 cal(mol-A%)?,
valor significativamente superior al observado con proteinas globulares [55].

De acuerdo con la ecuacion 3.5, seria de esperarse que en un grafico de AH/AApol
con respecto a la temperatura para el conjunto de proteinas analizadas por Murphy y Freire
se hiciera evidente un punto de convergencia alrededor de los 100 °C. Sorpresivamente, la
Fig. 3.1 no confirma tal expectacion. En todo caso, la Figura revela una zona de
temperatura, la cual es inferior a los 100 °C, en donde los valores de AH/AApol se estrechan
moderadamente. Ante tal revelacion, parece mas apropiado estimar el valor Ahnp
directamente de los datos experimentales, en lugar de suponerle un valor nulo en alguna
temperatura arbitraria. Por tanto, los conjuntos de magnitudes experimentales del cambio
de entalpia para la unién y para el plegamiento fueron ajustados a la forma bidimensional
de la ecuacion 3.2 (Fig. 3.2):

AH/AAnp = Ahpol-AApol/AAnp + Ahnp. (3.6)
Ante la insuficiencia de datos experimentales del cambio de capacidad calorifica en la
formacion de complejos lectina-carbohidrato, la ecuacion 3.2 fue resuelta para los dos tipos
de sistema aqui analizados a partir de datos correspondientes a una temperatura de 25 °C.

El ajuste adecuado que se observa entre los datos experimentales de unién lectina-
carbohidrato y el modelo simple de la ecuacion 3.2 pone en relieve la existencia de
tendencias y patrones comunes entre sistemas que pertenecen a un mismo tipo de proceso
molecular pero que no necesariamente desarrollan comportamientos idénticos. En otras
palabras, la Fig. 3.2 indica que los distintos complejos lectina-carbohidrato se conjuntan en
un grupo termodindmico-estructural con propiedades que le distinguen de otros grupos,
como el de la formacién del estado nativo de proteinas globulares. El analisis de la Tabla

3.6 revela importantes caracteristicas termodindmico-estructurales “promedio” de la union
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Fig. 3.1. Dependencia térmica del cambio de entalpia especifica de plegamiento.
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Fig. 3.2. Tendencias entélpico-estructurales en la asociacion lectina-carbohidrato y en el

plegamiento de proteinas.
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lectina-carbohidrato y del plegamiento de proteinas. Es posible afirmar, con una
significancia estadistica mayor al 95%, que el coeficiente de proporcionalidad entalpica
para areas no polares que se ocultan del solvente por el plegamiento de una proteina no
posee una magnitud nula a temperaturas cercanas a los 25 °C. Asi, el uso de compuesto
modelo como los hidrocarburos liquidos aparece como un acercamiento inadecuado para
mimetizar el plegamiento de una proteina [56]. Del signo negativo de Ahnp se deduce que el
ocultamiento de areas no polares es entalpicamente desfavorable en ambos procesos. El
caso opuesto se sostiene para Ahpol. De acuerdo con los datos de las Tablas 3.4 y 3.5, tanto
el plegamiento de proteinas como la asociacion de lectinas y carbohidratos a 25 °C estan
dirigidos entélpicamente. Por tanto, se evidencia que las areas polares son la fuente
principal de estabilidad en ambos tipos de reaccion. Esta conclusion surge en clara
oposicion con la vision clésica de que el efecto hidrofébico es el principal motor para el

plegamiento de una proteina [57].

Tabla 3.6. Parametros termodinamico-estructurales que determinan
AH a 25°C en la union lectina-carbohidrato y en el plegamiento de
proteinas globulares.

Interacciones Interacciones
lectina- inter- e intra-
carbohidrato proteina
AApol AANp AApol AANp
Ahi 47.5 -7.8 34.1 -18.9
(error estandar) (9.8) (9.5) (10.3) (7.2)
r? 0.89 0.67 0.81 0.83
t 6.0 2.6 5.3 5.7
1-a (t>t)° 0.995 0.975 0.995 0.995

& Coeficiente de regresion parcial.
b parametro de significancia determinado segtin ecuacién 3.7.
¢ probabilidad de que t sea diferente de cero.

La relevancia estadistica de los factores AAnp y AApol en la determinacion del

cambio de entalpia puede ser visualizada a través del estadistico t:

/n-m-2
ti=ri T (37)

en donde n es el namero de muestras, m es el nimero de variables y ri es el coeficiente de
correlacion parcial de la i-ésima variable. A mayores valores de t, mayor la significancia

del parametro. La Tabla 3.6 muestra que en la union lectina-carbohidrato, tanto la
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significancia como la magnitud de la contribucion entélpica de las areas no polares es
relativamente pequefia, en tanto que se puede sostener lo opuesto para las areas de tipo
polar, con las cuales es posible explicar alrededor del 80% de las variaciones de las
entalpias experimentales. En cambio, los niveles de significancia de estos factores en el
plegamiento de proteinas aparecen muy cercanos (Tabla 3.6), sugiriendo que en estos
eventos no existe una clara preponderancia de alguno de los dos tipos de AA en la
determinacion de AH.

La comparacion de los prefactores de la ecuacion 3.2 presentados en la Tabla 3.6
indica que el ocultamiento de una superficie polar es entalpicamente mas favorable en la
formacion de un aducto lectina-carbohidrato que en el plegamiento de una proteina. De la
misma forma, se desprende que el ocultamiento de areas no polares es de menor costo
energético en el caso del acomplejamiento. Bajo el criterio estadistico t de Student, la
probabilidad de que los valores Ahnp y Ahpol entre el plegamiento de proteinas y la unién
lectina-carbohidrato sean diferentes es cercana al 80%. Esta alta probabilidad se ve
apuntalada por la ineludible conclusién de que s6lo a través de la existencia de importantes
diferencias entre las bases moleculares que gobiernan el plegamiento de una proteina
globular y la asociacion entre un sacarido y una lectina, es posible explicar las diferentes
tendencias dibujadas en la Fig. 3.2. En otras palabras, las tendencias de la Fig. 3.2 indican
que necesariamente al menos uno de los dos siguientes casos debe operar: o que la
ganancia entélpica por ocultar areas es superior en la union lectina-carbohidrato, o que el
costo por ocultar areas no polares es mayor en el plegamiento de una proteina. En lo que
sigue presentaremos un conjunto de evidencias independientes que permiten sustentar que

el valor de Ahpol (de Ahnp) es mayor (menor) en la asociacion lectina-carbohidrato.

e ;POR QUE ES DE ESPERARSE UN VALOR MAS PEQUENO DE Ahnp Y/O UN VALOR MAS
GRANDE DE Ahpol EN LA UNION DE UN CARBOHIDRATO CON UNA LECTINA?

La entalpia de ocultamiento de areas debido al plegamiento o unién de moléculas en
un medio acuoso es una cantidad efectiva que surge de la suma de dos eventos diferentes, a
saber: el rearreglo del disolvente debido a la deshidratacion de los solutos, y la interaccion
directa entre las superficies de contacto. En lo siguiente, presentamos evidencias de tipo

geométrico que sugieren que en las interfases lectina-carbohidrato se podrian formar
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interacciones energéticamente mas favorables que en el interior de proteinas globulares.
Adicionalmente, hemos realizado una estimacion de la entalpia de deshidrataciéon de las
zonas de contacto de algunos complejos lectina-carbohidrato (ver Métodos). Este estudio,
ademas de que brinda una imagen aproximada del peso que la deshidratacion tiene en la
determinacion del cambio de entalpia observado experimentalmente, nos ha permitido
probar la propuesta de Lemieux de que la entalpia de deshidratacion es la principal fuente
de estabilidad en los complejos lectina-carbohidrato.

A) Los puentes de hidrogeno en las interfases lectina-carbohidrato presentan una
mejor geometria y mayor abundancia que en el interior de proteinas globulares. En el
siguiente capitulo presentamos los resultados de una encuesta estadistica levantada sobre la
geometria de los puentes de hidrogeno presentes en las interfases de 14 diferentes
complejos lectina-carbohidrato cuya estructura tridimensional ha sido determinada con alta
resolucion (< 2.3 A). Los patrones geométricos resultantes, al ser comparados con los
obtenidos por Stickle et. al. para un conjunto de 42 proteinas globulares [58], revelan que
los puentes de hidrégeno formados entre lectinas y carbohidratos poseen en general mejor
calidad estereoquimica. En virtud de que una mejor geometria podria traducirse en la
formacion de puentes de hidrogeno mas fuertes, este factor bien podria expresarse en un
coeficiente de
Ahpol mas grande en la union de lectinas y carbohidratos. Por otro lado, en el mismo
capitulo es mostrado que la densidad de puentes de hidrdgeno es significativamente mayor
en los aductos lectina-carbohidrato que en el interior de proteinas o que en la interfase de
complejos proteina-proteina, fendmeno que podria estar contribuyendo adicionalmente a la
mayor eficiencia entalpica desarrollada en el reconocimiento entre sacaridos y lectinas.

Recientemente, Xu et. al. realizaron un estudio de la relacion entre la energia libre
de Gibbs y los cambios de area accesible al disolvente para 21 diferentes sistemas de unién
proteina-proteina [59]. Los autores mostraron, de manera similar a lo encontrado aqui en la
asociacion lectina-carbohidrato, que las interacciones hidrofilicas juegan un papel
preponderante en la determinacion de la energética de union. En la Tabla 3.5 son mostrados
los datos termodinamicos y estructurales para la asociacion de dos sistemas proteina-
proteina. Interesantemente, la parametrizacion obtenida para la ecuacion 3.2 a partir de

datos de plegamiento de proteinas resulta adecuada para explicar los cambios de entalpia en
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la asociacion proteina-proteina. De acuerdo con esta parametrizacion, se esperarian
cambios de entalpia de -4.6 y -6.6 kcal/mol para los sistemas 1IL8 y Angll,
respectivamente. Los valores experimentales correspondientes son de 6.6 y 7.7 kcal/mol.
En cambio, la parametrizacion resuelta para la union lectina-carbohidrato rinde estimados
significativamente mayores (-23.3 y -16.6 kcal/mol para 11L8 y Angll, respectivamente)
que los valores experimentales. En vista de esto, parece sugerirse que la mayor eficiencia
entélpica que presentan lectinas y carbohidratos en su reconocimiento podria radicar en la
naturaleza molecular de este Gltimo tipo de biomoléculas polihidroxilicas. En cambio, al
menos en términos entalpicos, las bases moleculares de la interaccion entre atomos
pertenecientes a diferentes cadenas polipeptidicas (por ejemplo, la asociacion de dos
mondmeros) son muy semejantes a las de la interaccion entre atomos pertenecientes a la
misma cadena polipeptidica.

B) Los grupos polares involucrados en el reconocimiento de lectinas vy
carbohidratos son transferidos a un medio de mayor constante dieléctrica. Existe un
sinnimero de evidencias tanto tedricas como experimentales del alto costo energético
asociado con la transferencia de grupos hidrofilicos de un medio polar a otro de constante
dieléctrica pequefia [60]. Si el grupo polar es transferido en su totalidad al ambiente no
polar, el costo puede ser elevado aun en el caso de que se encuentre formando un par
hidrofilico [61]. Al parecer, el origen de este fendmeno radica en una interaccion
desfavorable entre los grupos polares y su entorno hidrofobico. De acuerdo con los datos
presentados en las Tablas 3.4 y 3.5, en una asociacion lectina-carbohidrato se ocultan al
disolvente cantidades similares de areas de tipo polar y no polar, en tanto que en el
plegamiento de proteinas dominan las areas hidrofébicas. Como se muestra en el siguiente
capitulo, estos comportamientos son confirmados del analisis de un conjunto mayor de
sistemas (Tablas 4.2 y 4.3). En virtud de estas diferencias en la composicion de areas de
contacto, es de esperarse que el ambiente en una interfase lectina-carbohidrato sea mas
propicio para el ocultamiento de un grupo polar que en el del nicleo de una proteina nativa.

C) Las moléculas de agua que hidratan los sitios de unién son mas faciles de

desplazar. Existen diversos métodos tedricos para predecir el sitio de unién en una

proteina. El principio de estos métodos consiste en el muestreo de la superficie de la
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proteina mediante un compuesto o grupo prueba, localizando zonas en donde ocurran
maximos de energia de interaccion [62,63]. De manera un tanto inesperada, ha sido
encontrado con frecuencia que estos métodos, en los que el disolvente no es tratado de
manera explicita, predicen la existencia de un nimero mucho mayor de sitios de unién que
el observado experimentalmente. En virtud de que la deshidratacion del sitio de union
implica el desplazamiento de un competidor (el agua) por otro (el ligando), ha sido
postulado que esta competencia debe determinar que experimentalmente s6lo un reducido
numero de sitios de union sea observado [64]. A traves de ingeniosos experimentos de
cambios de disolvente en cristales de proteina, Ringe y colaboradores [65] han desarrollado
una version experimental de los métodos tedricos de prediccion de sitios de union. En este
acercamiento, las particulas de prueba (el disolvente de recambio) son puestas a competir
con las moléculas de agua que cristalizaron adheridas a las moléculas de proteina. Asi, se
ha logrado mostrar que, en efecto, la fuerza con la que las moléculas de agua se unen a la
proteina no es constante a lo largo de la superficie de la macromolécula. Los estudios de
estos autores han revelado que las moléculas de agua que solvatan el sitio de union de la
elastasa son mas faciles de desplazar que las unidas a la mayor parte de la superficie de la
proteina.

Lemiuex ha presentado argumentos para suponer que la deshidratacion de las
superficies de carbohidratos y lectinas es también de un costo energético relativamente bajo
[13]. Los carbohidratos son moléculas polianfifilicas cuya tendencia natural en un medio
altamente polar es a maximizar la exposicion de grupos polares y a minimizar la de no
polares. Estudios de simulacién por técnicas de Monte Carlo han mostrado que, dada la
naturaleza estereoquimica de los carbohidratos, se crean “espacios vacios” sobre las de
regiones superficie no polar, i.e., superficies que no estan (o estan en menor) contacto con
el agua [66]. EI mismo fendmeno ha sido propuesto para el comportamiento de solvatacion
del sitio de unidn en la lectina [67]. Estos espacios vacios implican, evidentemente, un
ahorro energético que favorece la union de lectinas y carbohidratos. En cambio, este efecto
topoldgico no seria de esperarse que ocurriera en la mayoria de las areas superficiales
accesibles al disolvente de una cadena polipeptidica completamente desplegada [33]. La
pregunta natural que se sigue es si estas diferencias en el comportamiento de solvatacion

pueden al menos en parte ser responsables de las diferencias de magnitudes de Ahpol y de
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Ahnp entre la unién lectina-carbohidrato y el plegamiento de una proteina. El punto de
partida para lograr una respuesta a esta pregunta, es averiguar el peso energético que la
deshidratacién tiene en la determinacion del cambio neto de entalpia observado.

AH depende del balance entre una energia originada del proceso de deshidratacion y
otra debida a las interacciones entre solutos (ver Eq. M3.8). Ante la complejidad de medir
AHnid y AHint experimentalmente, queda la alternativa de estimar de manera indirecta o
tedrica los valores de estos pardmetros termodindmicos. Recientemente, Makhatadze y
Privalov han utilizado los datos de transferencia de compuestos modelo del estado gaseoso
a un medio acuoso para describir el proceso de reorganizacion del disolvente debido al
plegamiento de una proteina [68,69]. Siguiendo a estos autores, en este trabajo hemos
determinado la magnitud de AHnid para la unién lectina-carbohidrato a partir del cambio de
areas superficiales, de acuerdo con la ecuacion M3.6, y la de AHint usando la ecuacién
M3.8. Las magnitudes para los complejos de la heveina y para el sistema ConA-MeMan
son presentados en la Tabla 3.7. Notese que debido al signo negativo que AA adquiere en
un proceso de asociacion o de plegamiento (i.e., un ocultamiento de areas), la magnitud A
Hhid corresponde en realidad a la energia de deshidratacion, por lo que, por motivos de
claridad, en lo siguiente nos referiremos a ella como AHdhid. Como puede ser observado en
la Tabla 3.7, el valor observado de AHcal aparece como una cantidad pequeia resultante de
la suma de dos cantidades muy grandes y de signo opuesto. Dicho de otra forma, la ruptura
de interacciones entre los solutos libres y el disolvente consume una parte mayor de la
energia producida por la asociacion de una lectina y su ligando.

Karplus y colaboradores [70] han mostrado que la diferencia de energia entre las
estructuras nativa y desplegada de una proteina, calculada mediante funciones de potencial,
se aproxima a la entalpia de desplegamiento en el vacio (AHvac). Estos autores mostraron la
validez de su método mediante la reproduccion de los valores de transicién de fase de
alcanos simples usando el conjunto de constantes de potencial programados en
CHARMM19 [71]. Para estimar AHvac para la unién lectina-carbohidrato (el cual, en
principio, corresponde a AHint), nosotros hemos empleado otro campo de fuerza de tipo
general, DREIDING Il [72]. Como puede ser observado en la Tabla 3.8, los valores de

AHvac derivados con DREIDING Il para el desplegamiento de citocromo c, ribonucleasa A,
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lisozima y mioglobina resultan muy cercanos a los calculados por Lazaridis et. al. [70]
mediante el uso de CHARMM19. Para su comparacién, la Tabla 3.8 también muestra los
valores de AHint estimados por Makhatadze y Privalov para el mismo conjunto de
proteinas. Los valores calculados de AHvac correspondientes a los complejos lectina-

carbohidrato son presentados en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7. Entalpias de deshidratacioén y unién en el vacio para complejos
lectina-carbohidrato

Parametro Hev-Q, Hev-Q3 ConA-MeMan  Promedio
AHdhid (25°C) 56.6 75.4 50.0
(kcal-mol1)
AHcal (25°C) 53 -7.0 71
(kcal-molL)
AHint (250C)a -61.9 -82.4 -57.1
(kcal-mol1)
AHvacP 456  -61.3 -50.0
(kcal-molL)
AHC 163 -21.1 71
(kcal-mol1)
AHint/vacd 0.26 0.26 0.12 0.21

g AHint = AHcal — AHdhid.

Calculado usando el campo de fuerzas DREIDING IlI.
8 AH = AHvac — AHint.

AAHint/vac = AH/AHint.

Tabla 3.8. Comparacion de las entalpias intrinsecas de desplegamiento para diferentes proteinas estimadas
usando los campos de fuerza DREIDING Il y CHARMM19, y mediante la aproximacion de entalpias de
deshidratacion.

orotei AHvac®  AHvacLAKP  AHint®  AAHvacivac,LAKY  AAHvac, LAK/int®
roteina

kcal-mol-1 kcal-mol-1 kcal-mol-1
Citocromo ¢ 940 943 1246 0.00 0.24
RNAsa A 1136 1068 1357 0.06 0.21
Lisozima 1207 1116 1475 0.07 0.24
Mioglobina 1625 1492 1819 0.08 0.18
Promedio 0.05 0.22

a Valores calculados usando DREIDING 1.

b vzalores calculados por Lazaridis et al. usando CHARMM19 [70].

C Valores calculador por Makhatadze y Privalov a 25 °C a través de AHint = AHcal — AHdhid [69].
d AAHvac/vac,LAK = |(AHvac,LAK - AHvac)/AHvac|.

€ AAHvac,LAK /int= |(AHvac,LAK - AHint)/AHint|.

El célculo directo de la entalpia de interaccion en el vacio mediante DREIDING 1l
rinde valores de AHvac consistentemente menores que los estimados para AHint (Tabla 3.7).

En promedio, AHint excede a AHvac en un 20%, aproximadamente. Interesantemente, la
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misma discrepancia relativa entre estos dos estimados ha sido encontrado en el analisis del
desplegamiento de proteinas [70]. No obstante, la consistencia entre los valores de AHint y
AHvac sugiere acusadamente que al menos el signo y orden de magnitud de AHdhid
estimados en este trabajo para los complejos lectina-carbohidrato son correctos, i.e., se
requiere de inversiones energéticas muy altas para lograr la deshidratacién de las
superficies de contacto. Similarmente, queda claro que la magnitud de AHdhid debe ser
varias veces mayor que la de AHcal. Asi, queda en evidencia el enorme peso que la energia
de desolvatacion posee en la determinacion de AHcal, por lo que pequefias alteraciones en el
comportamiento de solvatacién de las superficies de contacto lectina-carbohidrato (con
respecto a las de una proteina desplegada) bien podrian resultar suficientes para dar cuenta
de los valores mas grandes de Ahnp y de Ahpol obtenidos para estos aductos (Tabla 3.6).

Recientemente, Chervenak y Toone realizaron mediciones de CTI para la union de
ConA y MeMan [40]. Estos autores tomaron la diferencia de valores de AHcal obtenidos en
agua ligera y pesada como un reflejo directo de la energética de reorganizacion del agua
debido a la asociacion. De acuerdo a su analisis, AHdhid para ConA-MeMan es pequefio y
de signo negativo (-5 kcal-mol™), lo cual resulta en franca oposicién con los valores
presentados en la Tabla 3.7.

En resumen, diversas evidencias confluyen independientemente para sustentar, si
bien de manera indirecta, la observacion de que la formacion de un complejo lectina-
carbohidrato se caracteriza por una capacidad entélpica notablemente superior a la
desarrollada por una proteina al plegarse. Desafortunadamente, la dificultad para modelar el
estado desplegado de una proteina transmite cierta incertidumbre en cuanto a la
determinacion precisa de los valores de Ahpol y de Ahnp inherentes a un proceso de
plegamiento. No obstante, las diferencias entalpicas observadas a través de la comparacion
de AH/AAt (Tablas 3.4 y 3.5) superan por mucho estas incertidumbres. Asi, por ejemplo, al
modelar el estado desplegado de las proteinas consideradas en la Tabla 3.5 mediante una
cadena extendida, obtuvimos un valor para AH/AAt de 2.6 + 1.6 cal(mol-A%)™, el cual
resulta practicamente idéntico al obtenido usando los cambios de area reportados por
Murphy y Freire, quienes hicieron uso de tripéptidos para estimar las areas accesibles del

estado desplegado [34]. Por contra, los cambios de areas obtenidos usando una cadena
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extendida rinden valores de Ahpol y de Ahnp (21.7 + 18.6 y -8.0 + 10.4 cal(mol-A%)?,
respectivamente) que se alejan de los presentados en la Tabla 3.6. No obstante, el
comportamiento cualitativo se sigue sosteniendo. En particular, estos nuevos valores
sugieren que la diferencia en capacidades entalpicas radica en las interacciones hidrofilicas.
Para finalizar esta seccidn, quisiéramos evocar dos elementos que dan confianza al respecto
de los modelos simples que se emplean para describir el estado desplegado. Por un lado, es
un hecho que a través de estos modelos ha sido posible realizar estimaciones aceptables
tanto del cambio de entalpia como de la capacidad calorifica [69,73]. Por otro lado, es de
resaltar que los datos termodindmico-estructurales del plegamiento de proteinas se
conjuntan de manera practicamente indistinguible con los datos de unién proteina-proteina
(Fig. 3.2). En el caso de los dimeros de proteina presentados en la Tabla 3.5, existen
evidencias de que en la asociacion no se suscitan cambios conformacionales importantes
[35,36], por lo que existe poca incertidumbre en cuanto a la determinacion del cambio de

areas accesibles al disolvente.

eee METODOS eee

o ESTRUCTURAS MOLECULARES

Las coordenadas de los complejos lectina-carbohidrato utilizados en el analisis termodinamico-estructural cuyas
estructuras han sido determinadas por rayos X fueron tomadas del Protein Data Bank (PDB) [74]; los codigos PDB
correspondientes son enlistados en la Tabla 3.4. Los valores del cambio de areas superficiales accesibles al disolvente para
el complejo AGT- Q, fueron tomados de Bains et al. [41]. Las coordenadas obtenidas por RMN para el complejo Hev-Q»

fueron amablemente facilitadas por el Dr. Jesis Jiménez Barbero, del Instituto de Quimica Organica General, CSIC,
Esparia.

Como fue mostrado en el capitulo anterior, la heveina posee un sitio extendido compuesto por tres subsitios.
Usando como estructura molde la de Hev-Qo, construimos mediante modelado molecular la estructura del complejo Hev-

Q3. La estructura de inicio fue obtenida mediante un relajamiento de la unidad de sacarido afiadida conservando al resto

de los atomos en posicion fija. EI modelo final fue obtenido mediante una minimizacién energética del ligando completo,
y un subsecuente relajamiento del ligando junto con todos los 4tomos de la proteina englobados en una capa de 3.5 A
alrededor del trisacarido. EI modelado y los calculos de energia molecular fueron efectuados mediante BIOGRAF version
3.1 (Molecular Simulations, Inc.), usando el campo de fuerza DREIDING II. En los calculos se consider6 una region de
interaccion no covalente de radio de 8.5 A, con una funcién de apagamiento progresivo de 8 a 8.5 A. Todas las

minimizaciones energéticas fueron avanzadas hasta lograr convergencia con una fuerza RMS menor que 0.1 kcal- AL EI
proceso de relajamiento final consistié en una minimizacion energética, una simulacién molecular adiabatica de 200 ps, y
una minimizacion energética final de la estructura promedio de los dltimos 50 ps de simulacion. En los calculos
energéticos, todos los atomos de hidrogeno fueron explicitamente considerados, usando una constante dieléctrica
dependiente de la distancia.

o DETERMINACION DEL CAMBIO EN LA ACCESIBILIDAD AL DISOLVENTE DE AREAS SUPERFICIALES

Las areas superficiales accesibles al disolvente (A) fueron calculadas con NACCESS [75], una version
computarizada del algoritmo de Lee y Richards [76], usando un radio de prueba de 0.14 nm, un ancho de rodaja de 0.01
nmy los radios de van der Waals estimados por Chothia para atomos de proteina [77]. Con base en estos Gltimos valores,
la asignacién de los radios de van der Waals para atomos de carbohidrato se efectué en funcion del tipo de hibridacién.
Los cambios en areas accesibles al disolvente debido a la union fueron determinados como la diferencia entre las areas del
complejo ligando-proteina y la suma de las de la proteina y el ligando libres.
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En este estudio, los cambios en area superficial accesible al disolvente (AA) fueron determinados en dos
modalidades: (a) los cambios de area polar (AApol) fueron obtenidos del cambio en area accesible de nitrégenos y
oxigenos, en tanto que el cambio de area polar (AAnp) fueron calculados de la contribucion de atomos de azufre y
carbono. (b) Siguiendo a Privalov y Makhatadze [39], una diseccion de areas moleculares mas fina fue efectuada al
considerar de manera explicita los siguientes grupos proteicos: alifaticos, aromaticos, enlaces peptidicos (-CONH-) y la
parte polar de la cadena lateral de cada aminoacido. En cuanto a los carbohidratos, los tipos de contribuyentes fueron
diferenciados en carbonos de alcano lineal (CAL), carbonos de alcano ciclico (CAC), oxigeno de éter ciclico (-O-¢) y de
hidroxilo (-OH). Los grupos N-acetil de carbohidratos fueron considerados como compuestos por un enlace peptidico y
por un grupo metilo, el cual, a su vez, fue tomado como CAL.

® ESTIMACION DEL CAMBIO DE CAPACIDAD CALORIFICA A PARTIR DE DATOS ESTRUCTURALES

En la estimacion del ACp a partir de informacion estructural, usamos la relacion empirica:

ACp,calc = ACp,npAAnp + ACp,polAApol (M3.1)
en donde pol y np representan las contribuciones polares y no polares, respectivamente. De estudios de la transferencia
de dipéptidos ciclicos del estado so6lido a agua [36], ACp,np y ACp,pol han sido estimados con un valor de 0.45 y -0.26
cal(molKA?)?, respectivamente. Los valores obtenidos para estos coeficientes de la transferencia de hidrocarburos
liquidos resultan un tanto diferentes (ACp,np = 0.32 y ACp.pol = -0.14 cal(molKA?)™) [37].

Makhatadze y Privalov han propuesto una forma alternativa de estimar el ACp que acompafia una reaccién de
tipo no covalente [39]. En esta aproximacion, las areas moleculares de diferentes grupos quimicos son consideradas (ver
arriba, en inciso (b) de los calculos de AA). EI cambio global de capacidad calorifica esta dado por la forma general

ACp,calc =2 ACp,i - AAI (M3.2)
en donde ACpi,i es la capacidad calorifica normalizada por la superficie de tipo i-ésimo. Las magnitudes de ACp,i para cada
tipo de constituyente quimico considerado de proteina han sido calculadas por Privalov y Makhatadze mediante
compuestos modelos como la diferencia de capacidad calorifica del grupo en solucién acuosa y en el estado gaseoso [39].
A esta diferencia se le corrige descontando la contribucién debida a la expansion térmica, mediante la adicion del término
R, la constante universal de los gases ideales. Siguiendo la misma filosofia, estimamos los valores correspondientes de A
Cp,i para los grupos de carbohidrato CAC, -O-.j. ¥ -OH usando datos de transferencia de compuestos modelo de acuerdo

con:

(ACp,CAC) = (ACp,ciclohexano)/6 (M3.3)
(ACp,-O-¢ic) = (ACp,tetrahidropirano) — 5-(ACp,CAC) (M3.4)
(ACp,-OH) = (ACp,ciclohexanol) — (ACp,ciclohexano) (M3.5)

Las magnitudes correspondientes de ACp para los compuestos utilizados como modelo fueron tomados de Cabani et al
[78]. Las areas para cada grupo i fueron calculadas de las estructuras minimizadas energéticamente, y los parametros
ACp,i fueron derivados de la normalizacion con estos valores.

® ENTALPIA DE DESHIDRATACION LIGADA A LA UNION
La contribucién de la hidratacion a la entalpia de desplegamiento de una proteina ha sido estimada por
Makhatadze y Privalov de acuerdo con [69]

AHhid = ¥ AHhid,i - AAi (M3.6)
en donde AHhid,i es la entalpia de hidratacién del i-ésimo tipo de superficie. Las magnitudes de AHhid,i para diferentes
grupos quimicos proteicos han sido calculados de compuestos modelo. Este método fue aplicado aqui en el caso de la
union de proteinas con carbohidratos. La energia de hidratacion de los grupos CAC, -O-j. ¥ -OH fue estimada de datos

de transferencia del estado gaseoso a agua, usando el mismo conjunto de ecuaciones empleado arriba (M3.3-5), con
AHhid,i reemplazando a ACp,i. Las entalpias de transferencia de la fase gaseosa a agua para ciclohexano, ciclohexanol y
tetrahidropirano fueron tomadas de Cabani et al [78]. Previo a la normalizacion de areas, estos valores fueron corregidos
con la inclusion del término de liberacidn térmica:

AHhid = AHg—w + RT(1-a, T) (M3.7)

en donde AHg—w es la diferencia entalpica del grupo en solucion acuosa y en el estado gaseoso, y oy, es el coeficiente de
expansion térmica del agua a presidn constante.

® ESTIMACIONES DE ENTALPiA DE FORMACION EN EL VACIO
La estimacién del cambio de entalpia en el vacio fue realizado a través de dos aproximaciones independientes.
Siguiendo a Makhatadze y Privalov [69], AHint fue calculado de sustraer AHhid a la entalpia de acomplejamiento obtenida
experimentalmente:
AHint = AHcal - AHhid (M3.8)
Una forma alternativa para calcular la entalpia en el vacio ha sido propuesta por Lazaridis et al. [70] a través del
uso de funciones de potencial que describen la energia de las moléculas en funcion de las posiciones relativas de los
atomos. El campo de fuerza utilizado por estos autores (CHARMM19), fue aplicado al célculo del cambio de energia
debida al desplegamiento para cuatro proteinas. En este estudio, hemos hecho uso de DREIDING 11 [72], otro campo de
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fuerza de uso general. Con el fin de realizar una comparacion entre CHARMMZ19 y DREIDING 11, hemos calculado la
entalpia de desplegamiento al mismo conjunto de proteinas consideradas por Lazaridis et al.: citocromo ¢, RNAsa A,
lisozima y mioglobina. En cuanto a la formacidon de complejos lectina-carbohidrato, hemos limitado el analisis a los
sistemas Hev-Q,, Hev-Qs; y ConA-MeMan. En la estimacion de las entalpias de desplegamiento y de unién, consideramos
a las cadenas laterales de los residuos de proteina como eléctricamente neutras, asignando cargas atémicas en una forma
similar a como lo hicieran Lazaridis et al. La distribucion de la carga eléctrica entre los atomos de las moléculas de
carbohidratos fueron realizadas mediante el algoritmo de Gasteiger [79] instrumentado en BIOGRAF para rendir ligandos
eléctricamente neutros. Los estados nativos fueron obtenidos mediante minimizacion energética de las estructuras
cristalograficas; los estados desplegados fueron modelados mediante una cadena en conformacion de hoja B antiparalela
minimizada energéticamente (® = 139°, ¥ = 135°). Las entalpias en el vacio fueron calculadas mediante DREIDING II
como la diferencia entre los valores correspondientes en la conformacion nativa y desplegada para el proceso de
desnaturalizacién, y como la diferencia entre el complejo y las moléculas de proteina y ligando aisladas para la reaccion
de unién. Para ser consistentes con el trabajo de Lazaridis et al., no fue utilizada una zona de apagamiento en la
determinacion final de energia de interaccién no covalente. Las estructuras tridimensionales de citocromo ¢, RNAsa A,
lisozima y mioglobina fueron extraidas de los archivos del PDB 5CYT, 8RAT, 6LYT y 1MBC, respectivamente.
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PUENTES DE HIDROGENO
EN LA INTERFASE
LECTINA-CARBOHIDRATO

Diversos estudios estructurales han dejado en claro el papel
protagonico que juegan los puentes de hidrégeno en la especificidad del reconocimiento de
lectinas y carbohidratos (Fig. 4.1) [9]. La geometria de estos puentes ha sido analizada
individualmente en diversos complejos [80]. Sin embargo, hasta el momento no ha sido
emprendido un estudio sistematico que muestre las tendencias y patrones geométricos de
los puentes de hidrégeno en las interfases lectina-carbohidrato. En el presente capitulo
presentamos los resultados de una encuesta geométrica practicada a 183 puentes de
hidrogeno identificados en 24 interfases provenientes de 14 diferentes complejos lectina-
carbohidrato. En el analisis han sido incluidas solamente estructuras determinadas con alta
resolucion (Tabla 4.1). Los patrones geométricos resultantes son comparados con los
encontrados en un estudio similar del interior de 42 proteinas globulares [58]. Una
conclusion notable que se desprende de esta comparacion es que los puentes de hidrogeno
de los aductos poseen una mejor geometria que la de los encontrados en el interior de
proteinas. Esta observacion checa cualitativamente con la mayor capacidad entalpica que se

desarrolla en un evento de union lectina-carbohidrato que en el plegamiento de proteinas.
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Tabla 4.1. Complejos lectina-carbohidrato con estructura de alta resolucion.

codigo Resol.
PDB Lectina Origen Carbohidrato (A)  Ref.

Lectinas unidoras de quitina

Hev-Q,2 Heveina arbol del hule GIcNACB(1—-4)GIcNAc RMN 21
Lectinas de leguminosas
2PEL Lectina de cacahuate Cacahuate Galp(1—~4)Glc 225 81
5CVA Concanavalina A Frijol ManalMe 2.0 42
1CVN Concanavalina A Frijol Mana(1—6)Mano(1—3)Man 23 82
1LOG Isolectina | Semilla de Lathyrus ochrus ~ Mana(1—3)Manp(1—->4)GIcNAc 2.1 83
1LOB Isolectina | Semilla de Lathyrus ochrus ManalMe 2.0 84
1LED Lectina IV Griffonia simplicifolia Fuca(1—2)Galp(1—3) 2.0 43

[Fuca(1—4)]GIcNAc

Lectinas de tipo C

1RDI  Proteina C unidora de manosa Higado de rata FucalMe 18 85
1RDL  Protefna C unidora de manosa Higado de rata ManalMe 1.7 85
2MSB  Proteina A unidora de manosa Suero de rata Mana(1—3)Mana(1—6) 17 86

Mana(3«<1)Mana(2<1)Man

Galectinas
1SLT Lectina S Bazo de oveja GalB(1—4)GIcNAc 19 48
Lectinas de bacteria
ILTT Enterotoxina Escherichia coli Galp(1—4)Glc 2.3 87
1LTA Enterotoxina Escherichia coli Gal 2.2 88
1CHB Toxina del colera Vibrio cholerae Galp(1—>3)GalNAcB(1—-4) 2.2 89

[NeuAco(1—4)]Galp(1—-4)Glc

a Estructura determinada por RMN.

e GEOMETRIA DE PUENTES DE HIDROGENO

El analisis de 24 interfases lectina-carbohidrato condujo a la identificacion de un
total de 183 puentes de hidrogeno. La distancia promedio entre pares donador-aceptor para
el conjunto analizado resulté de 2.94 (+0.25) A. El valor reportado por Stickle et al. para
7299 puentes de hidrogeno identificados en el interior de 42 proteinas globulares es de 3.04
(x0.24) A [58]. En virtud del nimero grande de puentes de hidrégeno considerados, se
puede afirmar con un nivel alto de significancia que las medias muestrales corresponden a
dos poblaciones diferentes. En la Fig. 4.2 son mostradas las frecuencias acumuladas de las
distancias aceptor-donador correspondientes a las interfases lectina-carbohidrato y al
interior de proteinas; es clara de esta Figura la disimilitud en las distribuciones de distancias
entre ambos sistemas. Es de notar que la gran mayoria de distancias heteroatomo-

heterodtomo en
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Fig. 4.1. Representacibn esquematica de los puentes de hidrogeno (lineas
discontinuas) formados entre la toxina de coélera y el pentasacarido Gy:. Una de
las caracteristicas dominantes del reconocimiento entre lectinas y carbohidratos es
la formacién de entramadas redes cooperativas de puentes de hidrégeno.

Figura 4.2. Distribucion de distancias de puentes de hidrégeno.



las interfases lectina-carbohidrato corre tan sélo de 2.4 a 3.5 A. Asi, la diferencia de 0.1 A
en los promedios de las distancias entre los pares electrostaticos, que representa alrededor
del 10% del intervalo de variacién en lectinas-sacaridos, podria implicar una diferencia
energética significativa, de acuerdo a lo que seria de esperarse del comportamiento de
interacciones con potencial de tipo Lennard-Jones.

La Fig. 4.3 detalla la distribucion acumulada de los angulos con vértice en el atomo
donador o aceptor para los diferentes tipos de hibridizacion (ver Fig. M4.1 para la
definicion de los angulos). El valor ideal del angulo formado sobre un atomo sp? es de
120°, en tanto que para un sp® es de 109.5°. La Fig. 4.3a muestra que en el caso del angulo
que se forma entre el antecedente del donador, el donador y al aceptor (DD—D—A) para
4tomos con hibridizacién sp?, las medias muestrales son semejantes, aunque el patrén para
el interior de proteinas aparece un tanto mas disperso. La Fig. 4.3b sugiere que aunque los
valores de los dos sistemas se encuentran agrupados con una dispersion similar, los angulos
sobre los donadores de tipo sp® de los complejos se encuentran més cercanos a los valores
ideales, con una media muestral de 119.5 £ 15.4°, De las Figs. 4.3c y 4.3d, se revela que las
varianzas y las medias poblacionales para el angulo formado sobre los aceptores son
notablemente superiores en los puentes de hidrogeno de proteinas globulares. De las
Figuras también es claro que la geometria relativa a los aceptores estd mejor centrada sobre
los valores ideales en el caso de los aductos. Es de interés mencionar que mas del 80% de
los puentes de hidrogeno presentes en el interior de proteinas tienen un a&tomo aceptor con
hibridizacion de tipo sp® Por tanto, la Fig. 4.3d, en donde se observan las diferencias mas
pronunciadas entre los sistemas considerados, resulta a su vez la que mejor representa el
comportamiento geomeétrico de los puentes de hidrogeno en el interior de proteinas.

En resumen, las evidencias coleccionadas muestran que la geometria de los puentes
de hidrégeno presentes en interfases lectina-carbohidrato estd mejor centrada y distribuida
alrededor de valores ideales, hecho que sin duda se refleja en la especificidad exquisita con
la que lectinas y carbohidratos se reconocen mutuamente. En cambio, los puentes de
hidrogeno del interior de proteinas presentan distorsiones geomeétricas apreciables. En
virtud de que el plegamiento implica empaquetar con alta densidad a miles de &tomos,

siendo necesario
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Figura 4.3. Patr6n de la distribucion de angulos con vértice en el atomo donador y aceptor
presentes en interfaces lectina-carbohidrato (linea continua) y el interior de proteinas (linea

punteada).
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satisfacer simultdneamente un gran nimero de interacciones, no es sorprendente encontrar

tales distorciones geometricas.

e COOPERATIVIDAD DE PUENTES DE HIDROGENO

Quizad la caracteristica mas prominente de la interaccion entre
proteinas y carbohidratos es la formacion de entramadas redes de puentes de hidrogeno. Es
bien conocido que un atomo determinado al estar participando en la formacién de mas de
un puente de hidrégeno, sufre una polarizacién adicional que hace que los puentes de
hidrogeno cooperativos sean mas energéticos que los puentes de hidrogeno no cooperativos
[90]. Este fendmeno de cooperatividad ha sido encontrado particularmente importante en
complejos de proteinas unidoras de carbohidratos del grupo | [91]. En las interfases
formadas entre carbohidratos y este tipo de proteinas ha sido observado que todos los
hidroxilos no anomericos del carbohidrato (OH.) siguen un patron de cooperatividad simple
en la formacion de puentes de hidrdgeno,

(NH), > OH;— O,

en donde NH y O representan grupos donadores y aceptores provenientes de proteina,
respectivamente, y n = 1 6 2 [91]. Este tema también fue encontrado como recurrente en las
interfases lectina-carbohidrato aqui analizadas. En la inspeccion de los diferentes complejos
se revel6 que una porcion elevada de los puentes de hidrogeno (alrededor de 3 de cada 4, en
promedio) cumple tal tema de cooperatividad (Fig. 4.1). Por otro lado, este patron se
expresa en la preferencia de que el atomo donador (3 de cada 5 casos) sea proporcionado
por la proteina.

El conjunto de puentes de hidrégeno inmersos en el patrén recurrente
anterior incluye a todos los puentes del tipo denominado como cooperativo (es decir,
aquéllos en los que se involucra la presencia de un &tomo que simultdneamente funge como
donador y aceptor). Sin embargo, ésta es sélo una forma con la que se puede lograr
aumentar la polarizacion de los atomos interactuantes. Un medio adicional para la
generacion de puentes de hidrogeno mas energéticos resulta a través de la formacion de
puentes de red. Esta cooperatividad se presenta en virtud de la capacidad que poseen
determinados grupos por ceder o aceptar mas de un 4tomo de hidrogeno. Incluyendo a los

de red, 9 de cada 10 puentes de hidrégeno entre lectinas y carbohidrato fueron encontrados
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con alguna propiedad cooperativa. Una medida de la presencia de puentes de red puede
surgir de la comparacién entre el nimero total de puentes de hidrdégeno y el nimero que
resulta de restringir a todo aceptor a poseer un solo donador y, viceversa, a todo donador a
ceder un solo hidrégeno. Esta propiedad, denominada como numero reducido de puentes de
hidrogeno [58], fue evaluada en las interfases lectina-carbohidrato, revelandose que existe
alrededor de 1.55 (+0.24) puentes por cada puente de hidrégeno reducido. Esta magnitud
resulta notablemente cercana al valor de 1.6 reportado por Stickle et al. en su analisis del
interior de proteinas globulares [58].

e DENSIDAD DE PUENTES DE HIDROGENO

En la Tabla 4.2 se presenta la densidad de puentes de hidrégeno y su
relacién con el cambio de area accesible al solvente para los 14 diferentes complejos
lectina-carbohidrato. En el caso del analisis de oligdmeros, los valores de AA corresponden
a un promedio aritmético de los dominios analizados. La densidad de puentes de hidrogeno
fue obtenida en funcién del nimero de puentes de hidrogeno normalizados por el cambio de
area de tipo polar (Spripor) O por el cambio total de area (Spwr). Una informacion similar
para el interior de proteinas globulares es presentada en la Tabla 4.4. En este caso, los
valores del numero de puentes de hidrégeno fueron tomados de Stickle et al. [58]. Para
poder realizar una comparacion con los sistemas lectina-carbohidrato, al conjunto de
proteinas consideradas en el estudio de estos autores les fueron determinados los valores de
AApol Y AAt a partir de la diferencia de areas entre el estado nativo y el completamente
desplegado. En la Tabla 4.4 son presentados los valores resultantes de promediar las
densidades de puentes de hidrégeno de ambos sistemas. Como puede ser observado en esta
ultima tabla, el namero de puentes de hidrogeno formados por unidad de area polar que
cambia su accesibilidad debido a la union de lectinas y carbohidratos resulta un tanto
superior a la alcanzada en el plegamiento de proteinas. Tomando en cuenta que la
cooperatividad de red de estos dos sistemas es semejante (~1.6), y que en general todo
grupo polar en el interior de una proteina se encuentra formando pares hidrofilicos [92], la
diferencia observada de Sppypor resulta un tanto sorpresiva.

En la Fig. 4.4 es mostrada la dependencia de Spnjpol Y de Sprie CON

respecto a la fraccién combinada de aminoacidos en conformacion hélice o y giro (fHo+c)
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Resulta claro de la Figura que existe una buena relacion entre la densidad de puentes de
hidrogeno y el grado helicoidal de la proteina, aunque una mejor descripcion puede ser
lograda incluyendo como variable independiente a la fraccidn de proteina en conformacion
de hoja B [58]. A través de la extrapolacion de fu.+c @ la unidad se predice un valor de
Spripol Proximo a 4, magnitud que resulta cercana a los valores mas altos observados en la
interfase de lectinas y carbohidratos (Tabla 4.2). Asi, aun cuando resulta claro que Spypol €S
altamente sensible a la composicién de la base de datos analizada, por lo que cualquier
comparacion directa entre los dos sistemas moleculares debe ser realizada con cautela, se
evidencia que en el reconocimiento entre lectinas y carbohidratos existe una fuerte
tendencia hacia la maximizacién de la densidad de interacciones electrostéticas. Por otro
lado, como se mostro arriba, los puentes de hidrogeno formados en segmentos hélice a se
alejan de una geometria ideal, por lo que, aun cuando las densidades de enlaces hidrofilicos
para proteinas helicoidales y complejos lectina-carbohidrato pudieran ser similares, las

energéticas de formacion podrian resultar diferentes.

Tabla 4.2. Densidad de puentes de hidrogeno y areas ocultas al solvente en interfases lectina-
carbohidrato.?

-AApol -AAt SpHipol it Sitios
Complejo  PH (A? (A? (A%0.01) (A%0.01) fp Apol  analizados
Hev-Qo 4 158.5 467.2 2.5 0.9 33.9 1
2PEL 8 210.9 414.3 3.8 1.9 50.9 2
5CVA 6 167.9 340.5 3.6 1.8 49.3 2
1CVN 12 347.1 597.9 3.5 2.0 58.1 2
1LOG 6 205.5 4415 2.9 1.4 46.6 2
1L.OB 6 159.1 333.4 3.8 1.8 47.7 2
1LED 14 344.9 657.7 4.1 2.1 52.4 1
1RDI 6 142.6 2234 4.2 2.7 63.8 2
1RDL 5 145 219.2 35 2.3 66.2 2
2MSB 7 262.6 400.8 2.7 1.8 65.5 1
1SLT 8 257.8 481.6 3.1 1.7 53.5 2
1ILTT 8 230.9 431.9 3.5 1.9 53.5 2
1ILTA 8 194.4 340.4 4.1 2.4 57.1 2
1CHB 12 378.3 850.8 3.2 1.4 44.56 1

# Abreviaciones y simbolos: PH, niimero total de puentes de hidrégeno; yg/po = PH/ | AApol | x 100; OpHit
= PH/ | AAt| X 100; fon00 = AApOI/AAL X 100

En el proposito de elucidar las diferencias moleculares entre el reconocimiento de

lectinas y carbohidratos y el plegamiento de proteinas, la comparacion del parametro dpp
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resulta especialmente revelador. Como puede ser observado en la Tabla 4.4, el valor
medido para proteinas globulares es sensiblemente inferior al de complejos lectina-
carbohidrato. En este caso, la diferencia parece trascender a la composicién particular de la
base de datos. Utilizando la tendencia delineada entre dppr Y fra+c para proteinas
globulares (Fig. 4.4), se deriva un valor de ~1.4 puentes de hidrégeno por cada 100 A? de
area total oculta al solvente para una proteina globular de fuq+c = I. Esta densidad méxima
resulta inferior a la detectada en la gran mayoria de complejos lectina-carbohidrato aqui
analizados (Tabla 4.2).

Tabla 4.3 Densidad de puentes de hidrégeno y areas ocultas al disolvente en el interior de proteinas. ?

Cédigo Numero de SpHipol Spunt

PDB residuos  PH (A%0.01) (A?0.01) fHerc f anpol
351c 82 93 3.07 1.08 0.683 35.4
2act 218 238 2.81 1.01 0.482 36.0
2app 323 312 2.63 0.93 0.39 35.4
2aza 129 125 2.55 0.91 0.434 35.5
1bp2 123 155 3.37 1.30 0.78 38.5
2ca2 256 266 2.67 0.93 0.418 35.0
2cdv 107 102 2.38 0.79 0.57 33.3
5cha 237 191 2.34 0.78 0.325 33.1
5cpa 307 368 2.96 1.03 0.596 34.7
lcrn 46 52 3.88 1.43 0.63 36.8
2cts 437 524 3.10 1.07 0.762 34.5
5cyt 103 106 2.68 1.01 0.718 37.7
4dfr 159 151 2.68 0.88 0.365 32.9
lecd 136 199 4.20 1.31 0.978 31.3
4fxn 138 146 2.94 0.95 0.587 32.2
lgcr 174 158 2.16 0.78 0.178 36.1
1gdl 331 376 3.00 1.06 0.548 35.4
3grs 461 487 2.88 0.98 0.529 33.9
1hmq 113 158 3.47 1.28 0.858 36.9
1lhoe 74 62 2.41 0.92 0.203 38.0
lins 51 51 3.40 1.16 0.667 34.2
21hb 149 202 3.87 1.24 0.893 32.1
11z1 130 159 3.07 1.13 0.815 36.8
31zm 164 242 3.73 1.35 0.86 36.1
1mbo 153 244 4.11 1.41 0.941 34.3
20vo 56 60 3.92 1.36 0.411 34.6
9pap 212 221 2.63 0.94 0.491 35.6
2pcy 99 80 2.61 0.82 0.384 31.6
4pep 326 296 2.60 0.87 0.377 33.4
1ppt 36 35 3.50 1.37 0.694 39.2
5pti 58 39 2.13 0.70 0.362 33.0
1rdg 52 41 2.69 0.88 0.731 32.6
2rhe 114 97 2.52 0.95 0.377 37.7
3rnt 104 104 2.88 1.06 0.452 36.7
7rsa 124 130 2.76 1.06 0.379 38.4
1sn3 65 48 2.29 0.86 0.477 37.5
1snc 135 151 2.90 1.06 0.53 36.5
3tin 316 396 3.67 1.24 0.595 33.8
1tpp 220 190 2.33 0.81 0.386 34.6
1lubq 76 76 3.02 1.05 0.279 34.7
2wrp 105 156 4.13 1.70 0.905 40.6

# Para abreviaciones y simbolos ver pie de Tabla 4.2.
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Figura 4.4. Relacion entre la densidad de puentes de hidrégeno y el contenido
de estructura secundaria de 41 proteinas globulares.
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Interesantemente, la diferencia en densidades de puentes de hidrégeno tambiéen
resulta elevada al comparar las interfases de lectina-carbohidrato y las de proteina-proteina.
Recientemente, Jones y Thornton [93] efectuaron un estudio estructural sobre diferentes
sistemas de unién proteina-proteina. Los criterios empleados por estos autores para
identificar puentes de hidrégeno y evaluar cambios de area son similares a los aplicados en
el presente estudio. El conjunto de 34 complejos fue separado en cuatro categorias de
dimero, a saber: homodimeros, enzima-inhibidor, anticuerpo-proteina y otros
heterocomplejos. En ese orden, los valores respectivos de dpp; encontrados son de 0.70
(+0.46), 1.37 (+0.37), 1.06 (+0.51), 1.1 (+0.61) x 10 A% En otro estudio concerciente con
interacciones proteina-proteina, Janin y Chotia [94] detectaron una densidad de puentes de
hidrégeno de entre 0.5 y 0.8 por cada 100 A? de 4rea que se ocultan al solvente debido a la
union.

Tabla 4.4. Densidad de puentes de hidrogeno y carécter

hidrofilico de las interfases lectina-carbohidrato y del
interior de proteinas.

Sistema 8pH/pol  SPH/t f AApol
(Ax0.01) (A?x0.01)

Lectina-carbohidrato ~ 3.45+0.52 1.85+0.46  53.1+8.8
Interior de proteina ~ 3.00£0.57 1.06+0.22  35.3+2.2

En resumen, existe evidencia de peso para suponer una diferencia
significativa entre la densidad de puentes de hidrégeno generada en el reconocimiento de
lectinas y carbohidratos y las de aquellos eventos que involucran el plegamiento o las

interacciones proteina-proteina.

e ELL CARACTER PREDOMINANTEMENTE HIDROFILICO DE LAS INTERACCIONES LECTINA-
CARBOHIDRATO

Como resulta obvio, el hecho de que la razon Spwypoi/OpHi S€Q
diferente entre lectina-carbohidrato e interior de proteinas, a pesar de que los valores de
SpHipol resultan no muy lejanos entre ambos sistemas, debe su razon a una diferencia en las

proporciones de tipos de areas ocultas al solvente (Tabla 4.4). Resulta notable que en
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sistemas tan complejos como lo es una cadena polipeptidica plegada en el espacio de una
manera especifica, la fraccion de area polar que se oculta al solvente (f aapo1) aparezca con

una magnitud con poca variacion de especie a especie (35.3 + 2.2%, segun estadisticas
levantadas sobre los valores de la Tabla 4.3). Una encuesta de los diferentes valores de
f aapo1 reportados en la literatura para el plegamiento de proteinas revela con claridad que
este parametro es practicamente independiente de la secuencia de aminoacidos, del tamafio
de la proteina, o del tipo de estructura secundaria, terciaria o cuaternaria. Esta propiedad
debe sin duda estar anidada dentro de las bases moleculares méas profundas del plegamiento
de una proteina. Tomando a faapor COMo parametro de referencia, se concluye que el
interior de una proteina es predominantemente hidrofobico. Interesantemente, del analisis
de la Tabla 4.2 resulta claro que la interaccion entre lectinas y carbohidratos esta cargada de
un caracter mas hidrofilico. El valor de faapo1 €ncontrado para nuestra base de complejos
es semejante al determinado por Miller et al. en el analisis de la superficie de proteinas
globulares [95]. Esto contrasta claramente con el caracter de los sitios de reconocimiento
proteina-proteina, el cual posee un caracter hidrofilico intermedio entre el interior de
proteinas y el resto de la superficie del globulo [94].

La separacion cualitativa reflejada en los valores de faapor debe
jugar un papel fundamental en la diferenciacion energética entre los procesos de
acomplejamiento lectina-carbohidrato y el plegamiento de proteinas. Diversos estudios
teoricos, apuntalados con evidencias estructurales y con comparaciones energéticas entre
mutantes, sugieren que una interaccion electrostatica puede ser mas favorable en medios
con constantes dieléctricas mas elevadas [96], al reducirse el costo energético de
transferencia de las cargas desde el solvente acuoso a un medio de menor polaridad.

Existe una prolija informacion que documenta el papel fundamental
que juegan los puentes de hidrégeno en la especificidad del reconocimiento entre una
lectina y su carbohidrato. En el capitulo anterior se adujeron evidencias de que las areas de
tipo polar poseen una capacidad notable de formar interacciones estables. En virtud de que
la mayor parte del area que se oculta al solvente en la formacion de un complejo lectina-
carbohidrato proviene de grupos engarzados en complejas redes de puentes de hidrogeno,
se desprende la conclusion de que este tipo de interacciones juega también un papel

prominente en la estabilizacion del complejo.
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eee IDENTIFIACION DE PUENTES DE HIDROGENO EN LA INTERFASE LECTINA-CARBOHIDRATO eee

Construccion de la base de datos. La busqueda de complejos lectina-carbohidrato en una
version actualizada del PDB [74] generd una coleccion de varias decenas de estructuras tridimensionales. De entre este
universo fueron retenidas, slo aquellas estructuras de alta resolucion (< 2.3 A). Con el fin de no incurrir en una
sobrerrepresentacion en el analisis estadistico, impusimos un limite maximo de hasta dos complejos por lectina. Estos
filtros redujeron la base de datos a un total de 13 complejos, en los que se incluye a 9 lectinas diferentes. La base fue
ampliada a su composicién final de 14 casos (Tabla 4.1) por la inclusion del complejo Hev-Q,, una estructura resuelta por
RMN [21]. Ocurre con frecuencia que una lectina sea un oligémero en su forma funcional [8]. Cuando éste fue el caso,
dos dominios estructurales por complejo, independientemente del estado de agregacion del oligémero, fueron incluidos en
la encuesta geométrica. Asi, un total de 24 sitios de union fueron analizados.

Identificacion de puentes de hidrégeno. Con excepcion de la de Hev-Q,, las estructuras de
los complejos que conforman nuestra base de datos han sido resueltas por rayos X, técnica que no permite ubicar la
posicion espacial de los atomos de hidrégeno. Aunque existen diversos algoritmos para deducir la posicién de estos
atomos en una estructura cristalografica, la alternativa de analizar los puentes de hidrégeno a partir de la geometria de los
pares aceptor-donador de atomos de hidrdgeno resulta preferible.

En la identificacién de potenciales puentes de hidrdgeno en la interfase lectina-carbohidrato,
fueron aplicados criterios similares a los utilizados por Stickle et al. [58] en un estudio de la geometria de puentes de
hidrogeno de 42 proteinas globulares (Figura M4.1). La distancia maxima para considerar la existencia de un puente de
hidrogeno se fijé como 1.1 veces la suma de los radios de van der Waals de los respectivos heteroatomos. Satisfecha esta
restriccion, los heterodtomos fueron evaluados en virtud de su geometria. En el caso de &tomos aceptores con orbitales
hibridos de tipo sp?, el valor minimo y maximo permitido para el &ngulo D—A—AA fue de 90° y 180°, respectivamente.
Limites de inclusion similares fueron impuestos para donadores sp? y sp® en la evaluacién del angulo DD—D—A. En el
caso de 4tomos aceptores de tipo sp?, los valores minimo y maximo para fijar la presencia de un puente de hidrégeno
fueron de 60° y 180°, respectivamente. La identificacion de los puentes de hidrogeno fue realizada de manera
automatizada mediante el programa HBPLUS. La version original de este programa fue modificada para permitir el
analisis de 4tomos de carbohidratos.

Figura M4.1
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PERSPECTIVAS

El presente estudio finaliz6 como una investigaciébn que atiende mas a las
propiedades termodinamicas y estructurales generales de los complejos lectina-
carbohidrato, que a las caracteristicas de asociacion de una lectina en particular con sus
ligandos. En este sentido, una de las tareas que quedan como continuacion es la
caracterizacion calorimétrica de otros sistemas lectina-carbohidrato para los cuales sea
conocida su estructura tridimensional. Sin duda, la ampliacion de la base de datos permitira
elaborar conclusiones méas firmes y finas al respecto de las bases moleculares del
reconocimiento entre proteinas y carbohidratos.

Uno de los objetivos Gltimos que se persiguen al intentar encontrar la conexién entre
los cambios energéticos y los cambios estructurales que se suceden en la formacion de un
complejo, es el de contar con una herramienta que asista en el disefio racional de ligandos
artificiales. A través de la solucién de ecuaciones empiricas, en este estudio hemos
encontrado que los cambios de entalpia y de capacidad calorifica pueden ser estimados de
manera satisfactoria a partir de informacion estructural. La disponibilidad de mas datos
permitird ensayar ecuaciones con mayor numero de parametros, de manera que se logre una
descripcion mas fina de los cambios energéticos. En particular, nos proponemos generar
modelos en los cuales el grado de empaquetamiento de los atomos que conforman la
interfase de los complejos sea considerado explicitamente. La prediccion de la constante de

afinidad, que es finalmente el parametro clave para describir termodindmicamente una
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asociacion, precisa también de la posibilidad de predecir los cambios de entropia. Analisis
preliminares nos han mostrado que en el caso de la unién lectina-carbohidrato, la entropia
experimental puede ser explicada mediante un formalismo que considera los cambios de
entropia debidos a la deshidratacion de las zonas de contacto, la pérdida de grados de
libertad de los enlaces rotables que quedan fijos en el complejo, y la disminucion del
namero total de particulas.

El hecho de que los ligandos de las lectinas sean moléculas relativamente pequefias,
provee de una inmejorable oportunidad para estudiar los cambios energéticos asociados con
la hidratacion de estas moléculas sin tener que recurrir al uso de compuestos modelo.
Desafortunada y sorprendentemente, no existe algin estudio en donde se haya explorado
con detalle las propiedades de transferencia de los carbohidratos de la fase vapor a un
medio acuoso. Esta informacion podra revelarnos con mayor detalle cual es el papel

energético que juega el disolvente en la formacién de los complejos lectina-carbohidrato.
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