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TABLA DE ABREVIATURAS

Se ha intentado presentar una nomenclatura consistente con la de
Ta Titeratura. Sin embargo &ste puede conducir al lector a cierta confu-
sién. Por ello, se hace aqui una pequefia tabla que muestra aiqunas de

las abreviaturas mis usadas a lo largo del trabajo, con su significado.

[a] =dngulo de 1a rotacion de la luz polarizada.
a =isomeria de la estructura proteica

a =jsomerfa de los saciridos

={someria de la estructura proteica

=jsomerfa de los sacaridos

o hes] o™

=constantes de estabilidad globales
¢ =¢peficiente de extincidn molar

A =longitud de onda.
* =tiempo de relajacién

Ki= canstantes de estabilidad

EDTA =acido etilendiamintetraacético,

Con-A =Concanavalina-A nativa

apo-Con-A =Concanavalina-A desmetalizada
p-nitro-¢-a-D-man = paranitrofenilalfadextromanopiranosa.
me~a-0D-man =4metil -cedextromanopiranosa

MUM =Metil-umbeliferil-a-D-manopirancsa



Prefacio

E1 presente trabajo consta bdsicamente de 2 partes, Cada una de

éstas describe, al menos en parte, Jos intereses de su autor, a saber:

1°) E1 trabajo con los compuestos de coordi-
nacidn en el marco de la Bicinorgdnica, comprendido en los capftulos
I alll.

2°) ET1 trabajo en particular respecto a 1a
cinética y los mecanismos de reaccién que gobiernan las interacciones
entre los iones metdlicos y en este caso, una proteina en particular:
Ta concavalina A. Lo anterior queda comprendido en los capitulos 1V a
VII.

Por otra parte, a continuacién se hace una descripcidn de los -

contenidos de cada capitulo, con objeto de hacer explicito el motivo de

Ja organizacidon de este trabajo.

E1 primer capitulo expone l1a relevancia de la Bioinorgdanica. en
términos de 1a importancia que tienen los compuestos que forman los -

sistemas bioldgicos con especies conocidas como inorgdnicas.

E1 segundo capftulo intenta mostrar en forma resumida las carac-

teristicas y las propiedades de las proteinas.

E1 tercer capfitulo explica cufles son las interacciones entre los
iones metdlicos y los sistemas bioldégicos en general y 1as proteinas en

particular. A la vez, se indica cuales son los métodes utilizados en el



estudio de la interaccidn metal-proteina.

El capftule cuarte habla de una técnica especffica para el estu-
dio de las velocidades de reaccidn. Esta técnica es utilizada en el -

trabajo experimental.

E1 capftulo quinto resefia brevemente 1a clase de proteinas, a la
cual pertenece la proteina utilizada para Ta medicién de las velocida-
des de reaccién, en su interaccién con varios iones metdlicos. Y al -
final del capftulo se reseiian las propiedades de mayor importancia de

esta proteina.

E1 capftulo sexto aborda el trabajo experimental. Desde el dise-
fio del experimento, hasta 1a explicacién de cada una de las etapas -

experimentales.

Finalmente en el séptimo capitulo representan lps resultados ¥
se discute el mecanismo propuesto, dejando al fipal las conclusiones

obtenidas del desarrollo experimental.



CAPITULD 1

LA BIDINORGANICA



CAPITULO I

1) INTRODUCCION

Durante los dltimos 20 afies se ha producido un notabilisimo incre-
mente en el conocimiento de las dinteracciones de los iones metdlicos
con 1os sisiemas vivos, encontrdndose que 1a impoertancia dei papel que
estos juegan en un gran nimero de procesos bioldgicos es incuestionable.

' Este incremento, tanto en el conocimiento de los fendmenos que ocu
rren entre lps iones metdlicos y los sistemas vivos propiamente, como
la misma noci6n de su importancia, surge a través del desarrollo parale

1o de dos factores:

1° E1 enorme avance del marco tefrico de la quimica inorginica

asi como de la tecnologia que sustenta éste.

2° La consolidacidn del trabajo multidisciplinario en las dreas

de l1a bioguimica y de 1a quimica inorgdnica, dando como consecuencia la

creacidn de una nueva érea de conocimienta, que dependiendo de los autg

res toma el nombre de bioinorgdnica o tamhién de biogquimica inorgdnica,

Ahora bien, los requerimientos de 1os sistemas vivos por iones me-
tdilicos es muy variado pero puede considerarse que existen en general

dos grandes grupos de procesos bioldgices en relacidn a sus necesidades

de iones metdlicos estos son:



Los sistemas o procesos que requieren no solo un elemento en parti .
cular sino un ion de &ste elemento en un estado de oxidacibn especifico
el cual es el dnico que puede cumplir con los requisitos, va estructura
les, ya catalTticos del sistema; y por otra parte los sistemas o procesos
en los que puede efectuarse el intercambio de un i6n metdlico por otro
similar sin que ello involucre cambios muy importantes en el sistema o

proceso en cuestidn.

La presencia de los iones metdlijcos en los sistemas bioldgicos puede
mostrarse en toda su importancia a través de casi todas las 1lamadas
"ciencias de la vida", en donde, 21 aumentoc en la comprensidn de cada
unc de los fendmenos estudiados por &stas, hace que cada vez sea mayor
1a necesidad de tener una idea clara de la interaccién entre los iones
metdlicos ¥y los procesps bioldgicos; con objeto de completar el esquema

de accidn del proceso estudiado{z}.

Asi, en los estudios de estos procesos desde el punto de vista de
la bioquimica es necesario tomar en cuenta los metales como el rezt el
cual, actda en reacciones tan importantes como las de 6xido-reduccidn
0 bien de transferencia de grupos. También tambien se pueden encontrar
otros jones metalicos como el an*, sin el cual! serian imposibles reaccio
nes como la descarboxilacién, algunos procesos hidraliticos o aun algu-
nas reacciones de catdlisis dcida. Ademds de lo anterior, los iones metd
Yicos también se encuentran involucrados en algunos de los compejos pro-

teinicos cuya funcién es almacenar, transportar y controlar la con---



centracifin de iones para su incorporacién en los sistemas enzimdticos
{23,

adecuados
Por otra parte desde el punto de vista de la fisiologfa es necesa-
ric explicar el mecanismo del impulso nervioso, en términos de 1a pre-

. 2+
sencia de iones tales como el Ca .

Finalmente, en el campo de los estudios citoldgicos es muy conoci-
do e) caso de la 1lamada bomba de k* / Na® en donde, son estos dos meta

les los que controlan las funciones de 1a pared celular.

Ahora bién, es evidente que los metales mencionados no son sino
una parte del totail de los metales involucradeos en los procesos y sis-

. . - " +
temas bioldgicos de 1a naturaleza. Asi, aln cuandc, el Na+, el K, el

* son los metales mis importantes en estos sistemas desde

{*)

Mg®* y el Ca“
el punto de vista cuantitativo s ¥a que estdn presentes en mucho ma-
yor concentracidn que todos los demds icnes metalicos, existen una gran
cantidad de éstos que a pesar de encontrarse en mucho menor concentra-
cién que los cuatro mencionados anteriormente, cumplen con una serie de
funciones de importancia fundamental. Una idea aproximada de las propor
ciones existentes entre los iones metdlicos en los sistemas vivos,

1a puede dar el siguiente hecho: el 9%% del contenido metdlico en el
cuerpo humano 1o constituyen los cuatro iones metdlicos mencionados an-
teriormente{l’z}. La tabla siguiente muestra a su vez cudl es la consti

tucidn aproximada de la biosfera con respecto a cada uno de los elemen~

tos:
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2) IMPORTANCIA DE LDS TONES METALICOS

Para poder comprender en toda su magnitud la importancia tanto de
1os iones metdlicos en si, como del estudio de sus funciones e interac-
ciones, conviene menciopar algunos de los ejemplos mds comunes, de jos
fendmenos que ocurren cuando se presenta la deficiencia o el exceso de
algunc de los iones metdlicos mencionados. £1 primero de estos ejemplos
y quizd de los mds conocidos es el de l1a anemia, consiste esencialmente
en una deficiencia de Fe en el organismo. Esta deficiencia conlleva un
cantenido menor de hemoglobina en las células sanguineas y por tanto a
la decadencia del organismo afectade hasta su eventual destruccion.

Por otra parte cuando el mismo elemento se presenta en exceso en
un organismo, lleva a la condicién conocida con el nombre de siderosis.
También, se tiene que, ante 1a deficiencia de Co, se presenta para el
organismo la condicidn 1lamada anemia perniciosa. Como 1os ejemplos an-
teriores existen otros muchos que muestran la importancia de los iones

. , .. 2,1
metdlicos en los sistemas bioldgicos S

Asi, dada la importancia de los iones en Tos organismos vivos, es
conveniente discutir acerca de la manera en que se pueden estudiar las
interacciones entre los propios iones y los sistemas bioldgicos.

Considerando que este estudio involucra varias ramas de la cien-
cia, serd necesario que se le ataque de forma multidiscipliinaria, de
tal manera que pueda comprenderse cada fendmeno dentro de su contexto

completo.
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Es evidente que dependiendo del bagage académico que cada cientifi

co tuviese al enfrentarse a alguno de estos problemas, enfocard el pro-

blema de diferente manera.

De 1¢ anterior puede concluirse, cual serd el tipo de estudios en

los que el quimico inorgdnico puede involucrarse.

De los diferentes campos abiertos en la bioinorgénica que mds ase-
quibilidad presentan para el quimico inorgdnicc deben mencionarse los si
guientes:

1° E1 estudio de 7a interaccidn metal-biomolécula propiamente,
esto es, el estudio de las biomoléculas que por su funcidn tienen con-

3,8
tacto con iognes metdlicos de alguna c]ase{ L

2° E1 estudio de Yas interacciones surgidas ante la presencia

6

de jones metdlicos en sistemas gue no necesariamente actuen con ellos{ }
3°E)1 estudio de compuestos simples que tengan alguna o algunas

similitudes con las biomoléculas en presencia de iones metdlicos, con

objeto de comprender el sistema mids simple para posteriormente, poder

2,5
extrapolar a los sistemas bioldgicos comp]ejos{ ’ }.

Asi se tiene, que la mera presencia de jones metdlicos tiene cier-
tas ventajas para el estudio de los sistemas bioldgicos, ya que por
sus propiedades se puede determinar y obtener informacidn de estos sis

temas, es decir que, propiedades tales como la reactividad quimica
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0 la estructura electrdnica,permiten utilizar una gran variedad de
técnicas instrumentales muy poderosas que pueden resolver una gran can
tidad de incGgnitas que se presentan durante el estudio de las biomolé
culas. A la vez, el hecho de existir un i6n metdiico en un sistema bio
16gice provee de un guia adiciconal para 1a comprensidén y elucidacidn

de los mecanismos de la accién bioidgica. Ademds, se puede obtener in-
formacidn acerca de la configuracidn del sistema, a través de la corre-
lacion entre la especificidad del mismo y los datos que se tienen
acerca de la reactividad de los jones metdlicos frente a diversos sus-

tratos reactivos.

3) EL PAPEL DE LOS IONES METALICOS EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS.

Como ya se ha indicado en los pdrrafos antericres, los iones metd-
licos pueden cumplir con una gran cantidad y variedad de funciones en
los sistemas bioldgicos. Ahora hién, al parecer existe una cierts rela-
cién entre la funcidn que cumple el metal y 1z fuerza de enlace con la
cual se encuentra unido al sistema en el que actda. Es obvio gue lo
anterior no es una regla, pero s5in embargo es razonable y ademds puede
explicarse cualitativamente,

Asi, se tiene, que para los fones cuya unién con el sistema en el
que actian es débil, se puede esperar que sean capaces de transportarse
desde y hacia 105 sitios en que sean requeridos, por las necesidades
del sistema. Lo anterior se explica faciimente con base en la fuerza de

unidén del metal al entorno ya que la pequefia barrera de potencial repre
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sentada por una unidn débil sera fﬁcilmente vencida simplemente por un
gradiente en la concentracidn del metal. Entonces, los iones metdlicos
pequefios, poco cargados 'y poco afines a coordinarse serdn los que pre-
senten menor interaccidén ante el entorno que los rodea y por tanto, po-
drdn estar involucrados en los sistemas que requieren del transporte

de carga o masa.

Ahora bién, aquellos iones cuya afinidad por algin sistema o parte
de éste sea mayor, presentandose &sta por factores tales como: tener un
valor de carga grande o gran capacidad de coordinacifn, serdn no solo
dificiles de transportar sino que producirdn cambios en el entorno y
alin mas, formardn sistemas tan estables que resulite imposible separarlos

sin antes destruirlo.

Lo anterior implica que algunas de las propiedades del metal se
vean modificadas, ya que la interdaccion entre éste y el sistema en el
que actia debe considerarse retroalimentada, esto es, el metal afecta
con su presencia al sistema y el sistema afecta al primero, conforme ma

yor sea la interaccidn que éste tiene con aquel_{z}

4) CARACTERIZACION DE LA FUNCION DEL METAL

Ahora bién, con base en 1o anterior se puede intentar hacer una
clasificacién de las deiferentes funciones de los metales en los siste-

mas bioldgices deonde se contemplen estos hechos. Con objeto de hacer
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esta clasificacidn 1o mds clara pesible,es conveniente especificar la
funcidn con un ejemplo ilustrative en cada caso. Para ello se mostrard
un tabla con los diferentes tipos de funcidn y a continuacidn se hard
un breve esbozo de las caracteristicas del enlace con un ejemplc que

jlustre la funcidn.

TaBLA 1113}

Correlacién entre 1@ funcién del metal y la fuerza de unidn

a) Mecanismos de control y disparo
b) Influencia estructural
¢} Sistemas dcido-base

d) Sistemas redox

Como puede verse en la tabla anterior existen cuatro tip.s de in-
teraccibn propuesta, en orden creciente de la fuerza de unidn del enla-
ce metal-sistema, Y como ya se ha indicado se resefardn las propiedades
de cada uno de los sistemas con un ejemplo,que muestre cada uno de los

tipos de interaccién,

a) Los sistemas de control y de disparo:
Se dehe esperar encontrar iones metdlicos pequefios y de carga tam-
bién pequefia tales como el Na+, el K+, el Mg2+ o el La2+; su presencia
implica que el entorno no se verd muy afectade por la presencia del idn

¥ por ello tendrd la capacidad Para moversc.de tal manera que podrd ser
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transportado con facilidad ante un mero gradiente de concentracidn.
Aunado a 1o anterior, el pequefic tamafio del idn, permite tener una gran
permeabilidad frente a la mayoria de las membranas bioidgicas. Un ejem-
plo tipico de los iones gque tienen esta funcién son el Na* y el K+ en
Ta 1lamada "bomba de sodio y potasio", la cual se presenta como un pro-
ceso en el cual existe transferencia de materia a través de una membra-
na semipermeable {1a pared celular) como respuesta a gradientes de la
concentracidén., Otro ejemplo de gran importantia de esta misma clase de
funcidn es el que corresponde a la transmisién del impulso nervioso,
proceso en el cual el Ca2+, puede unirse tanto a los fosfatos de las
carbohidratos, como a ciertas protefnas de 1a pared celular. Aidn cuando
el proceso de neurotransmisién no se ha logrado determinar de manera exac

1,2,
ta,se pueden encontrar las caracteristicas antes indicadas (1-57}

b) Las influencias estructurales:

La formacidn de complejos entre ciertos iones metdlicos y algunas
preteinas tiene comoconsecuencia que ciertas configuraciones de las pro
teinas mencionadas queden estabilizadas de manera tal que tanto sus pro
piedades fisicoquimicas como bioldgicas se vean modificadas. AsY, iones
COomo Ca2+, Mgz+, o an*, pueden influir sobre una cantidad de proteinas,
produciendo cambios conformacionales reversibles entre 1a proteina desme
talizada que generaimente es inactiva y la proteina nativa y por tanto
activa. La funcién mis simple para los iones metdlicos de esta clase se-
ra 1a de "hormado", es decir la de producir un cambic en la estructura
de la proteina que, en dltima instancia, le permite ejercer su funcidn.

Tambi&n puede ocurvir gque el idn metdlico forme parte del sitio activo



del sistema y ahora su accidnseala de acercar el sustrato a la protei-
na para que se produzca la reaccidn. Ejemplos de estos tipos de compor-
tamiento, se pueden observar en los siguientes casos: Al parecer Jgs
jones Mn2’ y Ca 2+ afectan la estructura y la funcidn de los dcidos nu-
cléicos y aun 1a de los nucleStidos en la estabilizacidn de la doble hé
lice.También son estos dos metales los que actian en la cocanavalina prg
duciendo el cambio en la conformacién de 1a proteina que conlieva a la
formacidn del sitio active. Otro caso es el de 1a carboxipeptidasa-A
que actda a traves de un idn divalente el cual tiene la funcidn de
atraer al substrato y orientarle para producir la descarboxilacién,

2, {1,232 8
este i6n es el Zn + {55 }.

¢) Comportamiento icido-base:

Tomando en cuenta que ios iones metdlicos pueden aceptar pares
electrdnicos y asi actuar como dcidos de Lewis, puede esperarse que pre
senten un comportamiento diferente en principic, al que puede presentar
el i6n hidrdgeno frente a cualquier sustrato. Es evidente que cada idn
metdlico presentard un comportamiento de fuerza dcida diferente relati-
vo a los demids iones metdlicos frente a los sustratos en cuestién. Aho-
ra bién, el orden en que la fuerza dcida de los iones metdlicos varfa
se puede sistematizar en términos de varios factores, a saber: tamaiio
del i6n, carga del mismo ¥ findlmente un factor que debe ser considera-
do cuando se habla de elementos de transicidn y que es el de su capaci-
dad de coordinacidn. Asi por ejemplo se tiene que para los jones de la
12 serie de transicién la capacidad de coordinacidn estd determinada

por la estabilizacién del campo cristalino, el cual, es producido por
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el arreglo y el tipo de ligantes unidos al metal. E1 orden de varigciﬁn
de la fuerza &cida de estos fones para un arreglo occtafdrico y para una

9
multitud de 1igantes usados es el Siguiente{ },

Mn2*<Fp2teto2teni2tecy2tszn2t

Este orden se observa para la mayoria de las reacciones que involucran
catdlisis &cida en donde el idn participante es un &cido de Lewis. Sin
embargo, este orden no se mantiene constante en todas las reacciones peg
ro el hecho de que cambie es muy significativo y puede dar una gran can
tidad de indicios acerca del sistema en donde ocurre el cambio mencio-

nado.

d) Compartamiento redox:
Un campo por si mismo es el estudio de las reacciones redox en

los sistemas bioldgicos. Este proceso casi siempre tiene involucrado al
menos N ién metdlico, el cual, cataliza e] cambic en la valencia del
substrato a través de un cambio en su estado de exidacin. En este tipo
de sistemas la afinidad que presenta el entorno por el ién metdliico es
mucho mayor que en los casos anteriores y se observa que cuando se tra-
ta de desplazar al i6n del sistema, es necesario utilizar condiciones
tan severas que el €s5te  queda desnaturalizade irreversiblemente an-
tes de perder al metal. Una caracteristica muy importante de estos sis-
temas aes la estereoguimica asociada al i6n metdlico la cual es extrema-
damepte irregular ¥y generalmente muy apartada de los tipos de simetria

que tienen los compuestos de coordinacidn del metal en cuestidn. Esta
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aparente anomalfa es muy Gtil al explicar 1a funcién del sistema, pues
los potenciales de dxido-reduccidn se ven seriamente afectados con este
tipo de irregularidades en el entorno del metal. Los metales mis impor-
tantes en este tipo de sistemas son Fe, Co, Cu y Mo. En general , los
metales involucrados tienen funciones que van desde la transferencia
simple de electrones hasta la incorporacidén de moléculas como el oxfige
no o la de grupos cargados como el radical Og{t,2,3.5.0}'

Con 1o anterior, se muestra cual es la importancia tanto de 1los
iones metdlicos en s7, como de 1a necesidad de su estudio y por tanto
la importancia que tiene la bioinorgdnica queda tdcitamente incluida en

la discusidn.
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CAPITULO II

1) LAS FUNCIONES DE LAS PROTEINAS

5i se toma en consideracidn la extraordinaria complejidad de las
proteinas, debido a su tamafio, es decir, la gran cantidad de posibies
combinaciones que pueden surgir de las especies que Tas constituyen, es
de esperarse que exista 1a necesidad de efectuar su estudio desde una
serie de puntos de vista que permita a 1a largas la comprension cabal de

estos compuestos.

E1 primer enfoque que puede utilizarse para este estudio es e] que
usa como pardmetro principal, l1a funcién de 1a proteina en el organismo
en que el que actda. Con ello, desafortunadamente, una gran cantidad de
caracteristicas se pasan por alto ya que, se ha observado que a pesar
de que dos proteinas tengan la misma funcidn en dos organismas cuales-
quiera, las diferencias estructurales presentadas por ambas protefnas
son muy grandes. Sin embargo, afn cuando este tipo de clasificacidn es
muy general resulta dtil. En la tabla III se muestran las funciones de
Tas proteinas y 19s nombres con los que seé les conoce. Como ya se ha di
cho este tipo de clasificaciin no representa un gran avance en el cono-
cimiento de las caracterfsticas de las proteinas, aunque sf permite

tener una primera aproximacifin a la reactividad de las mismas.

19
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TAeLA 1118}

Clasificacifin de las proteinas por medio de su funcién.

I

1)

Iv)

v)

V1)

VIl)

VIII)

NOMBRE

Hormonas

Anticuerpos

Antigenos

Componentes virales

Toxinas

Componentes muscu

lares.

Enzimas

Reguladores

FUNCION

Normadoras de algunos procesos

Proteccidn

Ataque e invasidn

Aislamiento

Venenos, mecanismos de defensa-ali-

mentacidn

Accidn-proteccién

Catdlisis

Control de pH, presidn osmética, etc,

20
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2} LA COMPOSICIQON DE LAS PROTEINAS

Otra clasificacidn de las proteinas, que es adn mds general pero
que permite iniciar el estudio de 1a estructura, estaria dada en térmi-
nos de la o las clases de compuestos, que pueden ser encontrados como
resultado de una hidr6lisis completa de la proteina. Se ha observado
que ante este tipo de tratamiento todas las protefnas presentan hisica-
mente dos clases de compuestos. Primeramente se tienen a los a-aminocdci
dos, los cuales se encuentran sistemdticamente en todas las protefnas,
sin excepcidn. Por otro lado se ha observado también que en alqunos ca-
s0s se presentan a la vez algunos compuestos ya orgdnicos, ya inorgini-
cos. Lo anterior permite hacer una clasificaci6n de 1as protefnas en tér
minos de su composicidn esto es:

i) Proteipas no conjugadas: son aquellas que estdn constituidas

solamente por a-aminodcidos.

ii) Protefnas conjugadas: son aquellas que ademds de estar consti-
tuidas por a-aminodcidos tienen un grupo orgidnico o inorgénico el cual

recibe el nombre de grupo prostético o cofactor.

3) LA ESTRUCTURA DBE LAS PROTEINAS

Ahora bién, en vista de que toda la clasificacién presenta algunocs
defectos, se hace necesario estudiar a las proteinas desde &1 punto de

vista estructural, con el objeto de poder comprender mejor tanto 105 pro
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cesos, como los mecanismos de participacidn de las mismas. Como todas
las protefnas constan esenciaimente de c-aminodcidos, 10s cuales son
Tas especies quimicas que se identifican como 1as unidades minimas; re
sulta evidente que el primer problema a resoiver serd el de conocer la

manera en que 105 a-aminodcidos se unen para formar & Ta protefna.

La Estructura Primaria de las Proteinas.
Para poder iniciar la discusidn acerca de la manera en que se
unen los u-aminodcidos, debe considerarse lo siguiente:
i) La sintesis de las proteipas involucra a sdlamente 20 de los

120 c-aminodcidos naturales que existen.

i) Esta sTntesis ocurre a través de un proceso bioldgico de po-
limerizacién, el cual es dictado por el c6digo genédtico de cada orga-

nismo en particular.

iii) E1 proceso mencionado, consta bdsicamente, de una reaccidn
entre el radical carboxilo de un a-aminodcido y el radical amino de
otro para dar como resultado, por medio de 1a pérdida de una molécula
de agua,a la unibdn que comunmente se conoce con el nombre de enlace pep-

tidico.

iv) Dependiendo de las particularidades de cada uno de Jos a-ami-
nodcidos que van formando este enlace y en virtud de T1as caracteristi-
cas del mismo enlace, los a-amincdcidos adquieren la configuracidn

"trans" los unos con respecto a 10s otros, pues €sta es la configura-
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11
cidn de menor energfa para la cadena polipeptidica. Vedse figura 1{ }

| o 7

H— H—N

| gy Y=m———ngy ]

H
l
H— N

H CH 0—H c

Rl R? R]
-aminoacidos
(Polimerizacién) -Hz0 l I + Hy0 (Hidrolisis)

T
H /’I’\CH/\E/““\ /!'\C I\,
| |

) R3

Cadena polipeptidica

Figura 1: Formacifn de l1a cadena pol fpeptidica y disposicidn trans de
la misma

Tomindose en consideracién 1o anterior se puede concluir lo si-
guiente: la diferencia primordial entre una proteina y otra reside fun-
damentalmente en la secuencia de ac-aminodcidos que las constituyen. De
hecho, debido a que el enlace peptidico entre todos los a-aminodcidos
es bésicamente el mismo, la diferencia residird en los diferentes gru-

pos unidos a los a-aminodcidos, conociéndose a estos grupos como resi-

NN TN N N N\,
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dues aminocacidicos, y en forma aislada, como cadena lateral de la pro-

tefna en su conjunto. VYedse figura 1.

Ahora bién, en vista de que cada proteina tiene una secuencia dife
rente_de a~aminodcidos y dadas las caracteristicas del enlace peptidi-
¢0, se observaque cada proteina tiene dos rasgos estructurales gque ias
diferencian unas de otras, a saber: la secuencia de a-aminodcidos pro-
piamente, la cual varfa de upna proteina a otra y la conformacion que
adquiere debido a las repuisiones entre los residuos. A estos dos ras-

gos estructurales, se les conoce como estructura primaria de las proted

nas.

Estructura Secundaria de las Proteinas.

Una vez que una proteina se ha sintetizado, resulta evidente que
1a configuracidn fluctuard de tal manera que, dependiendo del nimero y
la secuencia de a-aminodcidoes gue se han unido, se obtengan los estados
de menor energia potencial para el sistema en cuestidén. De esta manera
se observa que las interacciones gue pueden surgir para uma cadena poli
peptidica pueden considerarse esenciazlmente de dos tipos: interacciones
intermoleculares e interacciones intramoleculares. Dependiendo de cuil
de pstas dos clases de interaccién ocurre en mayor extensidn se podrd
tener dos clases de configuraciones. Asi, si la interaccién es intramo-
lecular, es decir, que los a-aminodcidos gue interactudn de manera atrac
tiva pertenecen a la misma cadena polipeptidica ¥ se localizan priximos

uno del otro,se tiene Como resultado un doblez en la cadena nbteniéndoselc
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que se conoce como estructura de a-hélice. Ver figura 2{‘2]. Por otro
lado, s7 1a interaccién es intermolecular, es decir, gue una cadena po-
lipeptidica actia sobre otra produciendo un alineamiento de las cadenas
dando Jugar a la 1lamada estructura de capas. A este tipo de arreglo mg
lecular de las proteinas se le conoce con el nombre de estructura se-

cundaria.

Estructura Terciaria de las Protefnas.

Dado el gran tamafio de ias proteinas es razonable esperar otro ti-
po de interacciones ademds de las ya mencionadas. Y si se consideran
los residuos correspondientes a los 20 c-aminodcidos esenciales se puede

~
observar que fundamentalmente presentan cuatro clases de interacciones
posibles, las cuales se muestran a continuacidn, en orden decreciente
de la energfa asociada a cada una de ellas:
Interaccién covalente.
Interaccidn idnica o puente salino.
Interaccidn de puente de hidrdgeno.

Interaccién de Van der Walls.

Las interaccianes mencionadas se producirdn en cada moléculia de prog
tefna dependiendo si existen o no las siguientes clases de residuocs: Fa-
ra el caso de la interacci6n covalente debe existir azufre de residuos
cistefnicos. Para la interaccidn idnica deben de existir grupos joniza=-
bles de cargas opuestas. Para la interaccidén de puente de hidrdgeno de-

ben existir grupos muy polares e hidrdgenos disponibles. Finalmente, para
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Hidr6geno

FIGURA 2
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. 1a interaccidn de Van der Walls se requiere la presencia de residuos que
no puedan ionizarse y sean poco polares, que por su similitud puedan in-
teraccionar activamente. Todas las interacciones mencionadas dan como
resultado que la proteinz se doble de tal manera, que se produzca una
conformacidn particular para cada proteina dependiendc de las caracte-
risticas de la cadena lateral de la protefna. A esta conformacién es-
tructural se le conoce con el nombre de estructura terciaria de las pro

tefnas.

Estructura Cuaternaria de las Proteinas.

| Finalmente, se tiene que algunas de las proteinas que se han estu-
diado presentan varias unidades peptidicas con un arreglo particular
que generalmente estd acoplado por un sistema externo, a las cadenas
proteinicas. A este tipo de arreglo se le conoce con el nombre de es-

tructura cuaternaria de las protefinas.

4) LAS PROPIEDADES DE LAS PROTEINAS

Las protefnas, por sus caracteristicas, tienen una serie de propie-
dades que deben estudiarse a profundidad.
Considerando la estructura y el gran tamano de las protefnas deben
considerarse biasicamente las siguientes propiedades para su estudio:
a) Solubilidad
b) Oensidad de carga
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- c) Distribﬁciﬁn de carga
d) Capacidad de hidratacién
“e) Forma
'f)'Témaﬁo

g) Sitios reactivos

_ "a) Solubilidad: En general se tiene que una proteina puede di-
solverse en agua para dar soluciones coloidales. Esta disolucitn se
presenta como resultado de la gran cantidad de grupos fonizabies o muy
polares que, al interactuar con las moléculas de agua, producen que #s-
tas se coordinen de manera tal que, al dinteraccionar las moléculas de
agua restantes con las moléculas ya coordinadas, la proteina puede pa-
sar a formar parte del seno del disolvente.Naturalmente una proteina se-
rd mds o menos en soluble en agua dependiendo del ndmero de grupos joni

zables 0 poliares que tuviese.

b) Densidad de carga y c) Distribucidon de carga: Cuando una
proteina se disuelve en agua desionizada, los grupos fonizables podrédn
ionizarse y se tendrd en solucidn igual nimero de cargas positivas
(iones hidrdgeno) que de cargas negativas (los grupos correspondientes
en 1a cadena lateral de la proteina disuelta). E1 fendmano anterior de-
penderd de las constantes de disociacidn dcida de 10s grupos que compo-
nen la cadena lateral de la protefna en cuestidn. El pH asi obtenido en
s0jucidn acuosa se le conoce como punto isaidnico de la proteina. Ahora
bién cuandoc se hace un cambio 21 pH de la solucidn el nimero de drupos

jonizados de una carga es mayor gque el de la otra. Es evidente enton-
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ces que del pH obtenido en una solucidn de estos compuestos dependerd de
la densidad de carga de estos. Por otra parte,la distribucidn de 1a car
ga tendrd varios efectos en una proteina, entre los cuales, se deben
mencionar tante su comportamiento frente a un campe eléctrico externo,
como su capacidad de actuar como surfactantes. Por otra parte,se tiene
que cuando a una solucidn acuosa de alguna proteina se le hace que dis-
minuya 1a constante dieléctrica manteniendo 1a fuerza iénica constante,
las moléculas de la proteina se acercardn formandc aglomerados que cau-
sardn a 1a larga 1a precipitacidon de la misma. Otro efecto causado por
este tipo de propiedades de carga es el de precipitacidén de una protei-

na cuando se afiade a 1a solucidn alguna sal idnica de metales pesados.

d} Capacidad de hidratacién: Come ya se ha indicado, las protei
nas tienen una gran capacidad de hidratacién, En general se observa que
una proteina puede tener entre 2g y 59 de agua por cada 10 g de protei
na. Esta capacidad dependerd del ndmero de grupos polares y ionizables
que contuviese la proteina en cuestidn. Es razonable esperar Que, cuan-
do a una proteina se le elimina el agua, la variacidn del entorno produ
ce un cambio interno en la conformacion de la proteina. 170 ocurre
porque cuande ésta pierde agua, los grupos polares pierden la protec-
cifén que se ejercia sobre ellos, de tal manera gque ahora interactudn
unos con otros. Como la interaccitn de los grupos polares es mucho ma-
yor en magnitud que la de los grupos no polares (interaccidn de Van der
Walls vs. interaccidén de dipolo-dipolo) ello produce una rotacidn inter
na de manera que los grupos no polares pasan & 1a esfera externa de la
proteina, la cual es la configuracidén contraria a la proteina en solu-

cidn.
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e) Forma: Generalmente Se ohservan una gran cantidad de posibles
formas para las proteinas, las cuales pueden determinarse generalmente
a través de los rayos-X. S5in embargo, debido al tremendo trabajo que és-
ta técnica involucra, es preciso efectu?r una determinacidn de Ta forma

primera aproximacién, ésta se hace a través del uso de técnicas de elec

troforésis que 1o permiten.

f) Tamano: Los tamafos observados en las proteinas son muy va-

riables, en general se expresan en miles de unidades atdémicas,

h) Grupos reactivos: Dependiendo de la,0 las, funciones que ten-
ga una proteina, se podrd observar uno o varios grupos reactivos con
una gran selectividad para determinados sustratos. Asi, una vez que se
conoce quf tipo de sitio reactivo tiene una proteina, resulta relativa-
mente ficil separar una mezcla que tenga,ademds de otras, cosas una o
mds proteinas, por medio del uso de algunas resinas, las cuales tienen
unidos grupos que son semejantes al sustrato con el que reacciona la
proteina. Esto permite que la resina tenga upa afinidad muy grande pa-

ra la proteina que se desea separar.

5) COMPORTAMIENTO DE LAS PROTEINAS

En general se ha observado que la mayoria de las proteinas presen
tan similitudes en su comportamiento frente a ciertas variaciones del
medio que las rodea. As{, se tendrd que 1os factores que pueden variar

se en una solucidén de proteinas son esencialmente los siguientes:
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_'a) E1 pH
b) La constante dieléctrica

c) La fuerza idnica

A continuacidn se describe de manera breve cual es el comportamien
to general de las proteinas frente a la variacidn de cada uno de 1os

‘factores antes mencionados.

a) Variacidn del pH: En general cuando se varia el pH de una S0

Tucidn cambia la concentracidn del idn hidronio (H30+) ¢ del idn hidro-

xilo {OH"), los cuales son dos radicales ionizantes. Conforme aumenta
la concentracién de alguno de Estes, dependiendo de la fuerza dcida

del medio con el que interactudn, estos iones atacardn al medio ionizdn
dolo. Asi cuando el medioc citado contiene una proteina, ésta comenzard
a ionizarse dependiendo de las constantes de estabilidad de los grupos
dcidos o bdsicos de ésta. Al ifonizarse, la carga de la proteina aumen-
tara, de tal forma gque su solubilidad aumentard consecuentemente. En-
tonces cuando el pH de la solucién estd por encima del pH del funciona-
miento dptimo, la solubilidad aumenta también. Otra propiedad que varia
con el pH, puede ser 1a reactividad de la proteina, la cual depende de
que la proteina tenga, 0 no, desocupados y ionizados los sitios reac-
tivos. Como en el caso de 1a solubilidadyexiste un pH de maxima activi-
dad o funcionamiento dptimo, de manera que cuando el pH de Ta solucién
aumenta o disminuye, la actividad disminuye.

19
Lo anterior se muestra grdficamente en la figura 3{ ),
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A
Actividad

PH

_%jﬁyra_éé Variacién de la actividad de una proteina con el pH

b) variacidn de la constante dieléctrica: Puede considerarse

que la interaccidn entre dos cargas puede describirse como:

en donde Z= y 7* gon Ja magnitud de las cargas negativa y positiva

respectivamente, €2 es la carga del electrén, r" la distancia que sepa-
ra a las cargas y finaimente D es la constante dieléctrica del medio

en 8] que estd el sistema. Entonces, cuande la constante dieléctrica del
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medio aumenta, el valor de la interaccidn disminuye con 1o cual puede
Tograrse que la solubilidad de la proteina aumente. Contrariamente, cuan
do 1a constante dieléctrica del medio disminuye, el valor de la interac
cibn aumenta con lo cual la proteina puede precipitarse. Logicamente se
espera que cuando se mezcla una solucidn de proteinas con algiin solvente

de baja constante dieléctrica, la proteina precipite.

¢) Variacidn de 1a fuerza i6nica: Se ha observado que cuando
una proteina se disuelve en agua, la cantidad de proteina disuelta va-
riard dependiendo de 1a fuerza idnica de 1a solucién. Esta variacién

puede racionalizarse en l1a siguiente férmula:

togs = gK_ 1
donde $ es la solubilidad de 1a protefna, 8 es 1a solubilidad de ésta a
dilucién infinita, K es una constante de proporcionalidad que indica
el grado de solubilidad de la proteina y se conoce como constante de
solubilidad e 1 es la fuerza i6nica. Ahora bién, cuando en una solucidn
de proteinas la fuerza idnica es pequefia, la sal con la que se ajusté
el valor de la fuerza idnica actia primeramente sobre Tos dipolos y car
gas de la proteina situdndose de forma tal, que la interaccion sea mixi
ma, esto es cubriendo a la proteipa, incrementando asY la solubilidad de
ésta, Por otro lado,los idnes también actian sobre las moléculas de agua,
crientando dipolos, provocande con ello la separacion de las moléculas
de 1a protefna. Este efecto se conoce con el nombre en ingles de “sal-

ting in". Sin embargo al aumentar la fuerza idnica y con esto la concen
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tracién de fones en la solucidn, estos praducirdn,al unirseles molécu-
las de agua, que el nimero de estas, disponibles para Ta hidratacitn de
la proteina, sea tan pequefio, que 1a solubilidad de la proteina disminu-
ya. Cuando la concentracit6n de idnes en la solucidn es muy grande, &s=-
tos comenzardn a formar paras idnicos de tal manéra que las moléculas
de agua podr&n acercarse las unas a 7as otras provocando al fin la pre-

cipitacidn de Ta proteina. A este efecto se le conoce con el nombre tam-

bién en ingles de "salting out".



_ CAPITULO 111

L3S PROTEINAS METALICAS



CAPITULO III

1) INTRODUCCION

Cuando se conoce la composicidén y al menos parte de 1a estructura
de una protefna, se puede saber si 1a proteina analizada,e5 ono una pro
teina conjugada. Como ya se ha indicado en el capitulo anterior, pueden
ser de dos clases, esto es, las proteinas con un grupo prostético o co-
factor que es un compuesto orgdnico y las protefnas gue tienen un grupo

_ . . . 10
prostético 1norgan1co{ ).

Ahora bién, cuando el cofactor de una proteind &s un grupo que tie-
ne al menos un ién metdlico, se tiene lo que se conoce con el nombre de
proteinas metdlicas. Esta clase de proteinas puede a su vez dividirse
en dos subclases, dependiendo de las caracteristicas del enlace gque for
man el metal y la proteina. De esta manera se tiene que la primera de
estas subclases tiene comp caracteristicas, que el enlace entre la pro-
teina y el metal sea tan fuerte que no pueda romperse de forma reversi-
bleiz}. Esto es, si se intenta dezplazar al metal del sitio que ocupa
en ia proteina, ésta se desnaturalizard antes de perder el metal. Asi,
hasta 1a fecha, todos los intentos por sustituir el i6n metdlico de es-
te tipe de protefnas ha resultado infructuoso. Lo anterior permite con-

siderar que este tipo de proteinas tienen una altisima afinidad por el

36
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idn metdlico correspondiente. A las proteinas con estas caracteristicas

se les conoce con el nombrede "metaloproteinas .

Por otra parte cuando la proteina presenta mucho menor afinidad
por el i6n metdlico y consecuentemente es relativamente facil romper
el enlace y formarlo de nuevo, es decir, el proceso de separacidn de la
preteina y el metal es reversible, entonces dicha propiedad conlleva a
una serie de consecuencias muy interesantes, entre las cuales se puede
mencionar la de poder sustituir al metal coriginal por algdn otro con
ciertas caracteristicas que permitan estudiar el comportamiento de la
proteina, Este tipo de proteinas metdlicas se Tes conoce con el nombre

de" complejos metal-proteina”.

Por lo tanto, al purificar una proteina Se puede conocer a cual
de las dos subclases pertenece, por medio de la determinacidn de la re
lacidén "metal/protefna" que tiene la solucidn de la protefna a travas
de las sucesivas purificaciones que se ie vayan haciendo. De esta mane-
ra, se tendrd que cuando se purifique una metaloproteina la relacidn
"metal/proteina" tiende a ser constante conforme aumenta la pureza de
la proteina. Contrariamente en el caso de que la purificacidn se haga
a un complejo metal-proteina la relacién variard, mas o menos.dependieﬁ-
do de la fuerza de enlace metal-proteina y en general no se chservard
constancia en éste, sino una Tigera disminucidn, conforme mas purifica-

ciones se hagan a la proteina.
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2) EL ENLACE METAL PROTEINA

En el campo del estudio de las proteinas metdlicas uno de Jos te-
mas de mayor importancia es el de la formacion del enlace entre metal
y la proteina. En general se han propuésto dos posibles caminos para
el1of2} Estos, diferirdn en cuanto al lugar que ocupa el i6n metdlico
en la sintesis proteica. Esto es, que el metal forme parte "ab initio"
de esta o por Jo contrario, el metal pasa a formar parte de la protei-
na después de que se hubjese sintetizado &sta. Es evidente que estos
dos caminos no son mituamente excluyentes y que ambos pueden ser con-
siderados como vdlidos en el contexto en el que pueden usarse, esto es
en el caso que la proteina metdlica sea de la clase de las metalopro-
teinas, la primera ruta de sintesis puede explicar la gran afinidad
del idon metdlico con la proteina ya que el entorno producido al rede-
dor del metal debera ser muy estable. Lo anterior puede sostenersé-en
Tas observaciones que un numero muy grande de investigadores han hecho
sobre el tema del hormado metdlicotl:2:5) por otro lado, en el caso
de los complejos metal-proteina, se tiene que es el segundo camino el
que permite explicar el comportamiento dei enlace pues en este caso,
se pbserva una relativa facilidad de entrada o salida del metal a la
proteina tal como uvcurre en la mayoria de las reacciones entre l1os ijo-

nes metdlicos y muchos de los ligantes. Esto puede esquematizZarse con

la siguiente reaccidn:

MY+ P e—=—— Mp + M
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. - 21 sa o am
donde M es un idn metdlico en el estado de oxidacidn n” y P es una pro-
teina desmetalizada o apoproteina {en general se considera gue una apo-
proteina es aquella, que por medio de algin tratamiento suave, ha perdi

do de manera reversible el cofactor correspondiente}.

En el estudio de las proteinas metdlicas deben hacerse una serie
de consideraciones, las cuales, permitan comprender cual es la extensidn
del tema tanto respecto al estudio del enlace metal-proteina, como res-
pecto a las caracteristicas propias del mismo, que To hacen diferente

a la mayoria de los enlaces entre metal y ligantes mds Simples.

Lo anterior se puede resumir en los siguientes puntos:

En primer lugar, ain cuando existen una gran cantidad de técni-
cas que permiten estudiar el enlace metal-proteina directamente, no de-
be perderse de vista que el enlace en cuestidn es mucho mis complejo de
bide al gran nimero de posibles interacciones que pueden surgir entre
el metal y el entorno correspondiente a 1a proteina. En sequndo liugar,
alin cuando se puedan hacer algunas simplificaciones tanto en la inter-
pretacidn del enlace como en el estudio del mismo, ya con base al cong
cimiento que se tiene de ligantes similares a los componentes de las
proteinas, ya a través de la sintesis de modelos guimicos gque simulen
1os enlaces mas probables de una proteina, debe tomarse en considera-
cidn que lo anterior no son mis que hipdtesis simples, si bien no ind
tiles por completo, si incompletas y susceptibles de comprobacidn.

Una vez que se han hecho Tas consideraciones anteriores es conveniente

resefiar 1os métodos que pueden usarse en el estudio de los sistemas
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bioinorgénicos en general, enfatizdndose particularmente en el estudio

de Tas-protefnas metdlicas.

3) EL ESTUDIO DE LAS PROTEINAS METALICAS

Ademds de Ta evidente importancia de los estudics cristalogrdficos
de rayos-X,en cualquier tipo de definicién estructural de las protefnas
metdlicas, es conveniente hacer una revision de los métodos que,aunque
de manera menos precisa, también dan informacién estructural de los com
puestas en estudio y a 1a vez conviene estudiar los métodos que dan in-
formacidn diferente a 1a estructural. En la tabla IV se hace un resumen
de Tos métodos que se utilizan mis frecuentemente en los estudios de

los sistemas con ifnes metdlicos.,



A)

B)

)

D}

E)

TaBLA 1v (%}

EL ESTUDID DEL ENLACE METALICO "IN SITU"
a) Reemplazo del i6n metdlica
b) Pruebas quimicas

c) Métodos potenciométricos

LAS TECNICAS ESPECTROSCOPICAS
a}) UV, - ¥is - I.R. (absorcién)
b} D.0.R.- D.C.

c) RM.N., R.P.E. (Resonancia magnética)

LAS DETERMINACIONES TERMODINAMICAS
a) Constantes de estabilidad

b) Constantes de éxido-reduccidn

EL USO DE COMPUESTOS MODELD
a) Hormado para 1a sintesis de compuestos

b) Sintesis de complejos simples

DETERMINACIONES CINETICAS
a) Del comportamiento con otros metales

b) De la interaccién metal proteina en s7.
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A continuacidn se hard una descripcidn de las aplicaciones de los
métodos indicados en ia tabla IY con objeto de tener idea de la informa
cién que es posible recabar con cada uno de estos en el estudio del en-

lace metal proteina.

A) EL ESTUDIO DEL ENLACE METALICO "IN SITU"

En general, el entorno de un idn metdlico en los sitemas biolégi-
cos, puede incluir varios ligantes de diferentes lugares del sistema.
Este comportamiento puede entenderse en términos de la estereoquimica
del sitio donde se encuentra el metal y la manera como éste reacciona
con su entorno.

Para estudiar entonces, cémo reacciona un i6n metdlico con las prg

tefnas se pueden utilizar las teénicas que se describen a continuvacion:

a) Reemplazo del metal: En general esta técnica resulta de
gran utilidad para el estudio de sistemas que tienen comoc componente me
tdlico un i6n cuyas caracteristicas hacen que su estudio sea, si ne impo
sible, s7 muy problemitico. Este es el caso de todos aquellos metales
que, por ejemplo, son transparentes a las técnicas espectroscipicas que
permiten detectar una gran cantidad de propiedades del enlace éntre el
metal y su entorna y zdn del mismo entorno a través de los cambios en

las propiedades antes mencionadas. Esto es, para un i6n metdlico que re

sulta transparente para una tecnica como la absorcién en la zona del vi
sible, resujta muy conveniente reemplazarlio por otro que sea activo,
fAs7 un metal representativo puede intercambiarse por uno de transicion,

el cual sf{ es active en la zona del visible, de tal manera gque ahora se
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puede conocer cuales son los cambios que
metal-entorno a través de los cambios de
£l requerimiento fundamental para el uso
de que el metal original y el usade para

litudes tales como: carga, radic idnico,

ocurren dada la interaccidn

la propiedad antes mencionada.
exitoso de esta técnica es el
reemplazarlo deben tener simi-

etc., 1o anterior se conpce con

el nombre de reemplazo isomfrfico. Una gufa que indica cuan isomérfico

ha“sido el intercambio de iones metdlicos es la de cufinta actividad ori

ginal del sistema se ha perdido con el nuevo metal, siendo el caso §pti

mo aquel que mantiens la actividad original. A continuacidn se muestran

alaunos ejemplos {ver tabla V}.



TABLA v {7}

10N RADIO 10N REEMPLAZANTE

NATIVO IONICO {nm} (RADIO IONICO}, PROPIEDAD USADA
+ + .
K -0.133 T (0.140), fluorescencia y NMR

NH, (D.145), NMR

cst (0.169), NMR

124 24 ,
- Mg 0. 065 Mn = (0.080), EPR, paramagnetismo
2
Ni° ' (0,065}, transiciones d-d
24 23
Ca 0.0499 Mn = {0.080), EPR, paramagnetismo
2
Eu ¥ (0.112), Mossbauer
3+ EX :
Fe 0.053 Gd = (0.093), paramagnetismo
Lantanidos, fluorescencia
24 24 -
n 0.069 co " (0.072), transiciones d-d

Otros jones de transicién,

a4
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b} Pruebas quimicas: E1 desarrollo en ias técnicas analiticas
para la determinacidn de cierto tipo de grupos en forma selectiva, per-
mite conocer, tanto el niimero, como la clase de enlaces que tiene un 5is
tema bioldgico con un idn metdtico. EY principio en el que se sustenta
el método de deteccién quimica, para el estudio de las proteinas metali
cas se basa en el heche deque en las proteinas metdlicas nativas el enlace
metal-proteina es tan fuerte que puede impedir que reaccionen los grupos
unidos al metal, mientras que en la apoproteina no existe ninguna res-
triccidn para gue ocurriese la reaccidn. Asf,cuando una proteina metdli
ca en su forma nativa se hace reaccionar con alguno de los reactivos es
pecificos para la deteccién de grupos -SH™, se podrd determinar la pro-
porcidn de estos relativa al peso de 1a proteima. Si de 1a misma manera
se determina la proporcidn de estos grupos pero ahora respecto a la apo
proteina, la diferencia entre ambas determinaciones indicard el nimero
de grupos -SH™ unidos directamente al i6n metdlico. Este método, en ge-
neral puede considerarse como poco exacto pues la proporcion relativa
de grupos unidos al metal respecto al peso total de la proteina nativa
y de la apoproteina son muy similares, To cual trae comp consecuencia
errores en la interpretacion ocasionados por ligeras desviaciones de

los valores obtenidos experimentalmente.

c) Los métodos potenciométricos: Una forma alternativa de abor-
dar el problema anterior es a través de la consideracidn de que l1os gru
pos que potencialmente son capaces de formar el enlace con el i6n meté-
lico, son bases de Lewis que en solucidn acuosa se comportan como bases

de Brgnsted Con ello la comparacidén de ambas forwmas de la proteina me-
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tdlica frente a una titulacidn con dcido, permitird determipar qué cla-
se de grupos estdn enlazados al metal, esto es, las curvas de titulacidn
de cada una de las formas difieren una de la otra. Lo anterijor ocurre

porgue el pKa de un grupo snlazado al metal es diferente a el pKa del

mismo cuando estd aislado. Ahora biép, a pesar de que éste es un método
muy utilizade presenta probiemas, pues el nimero de grupos en la protef
na que estdn involucrados en la titulacidn es mucho mayor que el de

grupes enlazados al metal y alin cuando se puede determinar el pK, por

medio de las curvas de titulacidn,siempre subsiste una cierta incerti-

13
dumbre{ }.

B) LAS TECNICAS ESPECTROSCOPICAS:

Una de 1as grandes ventajas propias del trabajo con moléculas que
tienen jones metdlicos, es la posibilidad de utilizar algunas de las
propiedades intrinsecas de estos iones para discernir el comportamiento
de los sistemas en los que actidan., En general, los iones matdlicos pre-
sentan una gran variedad de propiedades observables a través de las téc

nicas espectroscipicas, las cuales se revisan a continuacidn.

a} Absorcifn U.V. - Vis., - I.R.: Se sabe que el patrdn de apari
cién de las bandas de absorcidn y 1a intensidad de las mismas, puede
dar una gran cantidad de informacidn acerca de la unidn metal-proteina.
Asi, se tiene que las diferencias en 105 espectros de absorcién, tanto
en 1a regidn de I.R. como en 1a de U.V., en las dos formas de una pro-

teina metdlica pueden utilizarse para hacer determinacignes del comporta
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miento tanto cinético como termodindmico del enlace metal-proteina.

_ Por otro lado, tambien 1a informacibn que se puede abtener a través
del espectro en la regién del visible, esto es, del patrdén de aparicidn
de las bandas correspondientes a las transiciones d-d, independientemen
te de su uso en otro tipo de técnicas, puede elaborarse para determinar
tanto 1la clase de ligantes unidos al i6n metdlico, como la estereoqui-
mica del sitio en el que se encuentra el ién metdlico. También pueden
tenerse indicaciones de 1a longitud de enlace. Algunos ejemplos de la
aplicacitn de estas técnicas se muestran a continuacidn: En la anhidra-
sa carbdnica una proteina que en su forma nativa tiene un idn an+ por
mondmero, se ha reemplazado por Co2+ con objeto de determinar la este-
regquimica del sitio a través del espectro en 1a regidn del visible de
la proteina con este idn. Los resultados indican que el sitio es tetraé
drico distorsionado. Como contraparte, se ha efectuade el mismo experi-
mento para la piruvato-kinasa y la g-metil aspartasa las cuales mues-
tran un entorno tetraédrico sin distorsi6n., Por otra parte, la eritrocu
prina, que es una proteina de Cu2+, muestra un espectro en el visible
que indica la presencia de cuatro grupos donadores por nitrégeno rodean
do al idén, Ademds, 1a intensidad de la banda observada puede atribuirse
al grado de asimetria del sitio, tal como ocurre en los compuestos de

este mismo metal con salicilalidehido.

b} Dispersidn 6ptica rotatoria y dicroisme circular: E1 fendme-
no de dispersifn éptica rotatoria, conocido por las siglas de su nombre
en ingles (0.R.D.), consiste bdsicamente de las variaciones en la activi

dad éptica esto es, el dngulo de rotacidén "u", respecto a la variacidn
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de 1a longitud de onda de 1a Tuz incidente A.- Asi, cuando el medica través
del cual pasa la luz muestra dicroismo circular, entonces la luz polari
2ada a la derecha serf absorbida de manera diferente que la juz polariza
da a 1a izgquierda. Los espectros de 0.R.D., se presentan como grdficas
de a como funcién de x, vedse figura 4a). La medida del dicroismo circu-
Tar por otra parte, estd relacionado con 1a luz absorbida exclusivamen-
te. E1lo tiene una gran relevancia en el estudic de los compuestos con
actividad dptica. Los espectros de dicroismo c¢ircular el cual, se cono-
ce también con las siglias de las iniciales de su nombre en ingles (C.D.),
se presentan como grdficas de: la diferencia del coeficiente de extin-
cidén de la luz absorbida a l1a derecha "id est": (::.i -cd) vs la longitud
de onda correspondiente ». (Vedse ahora 1a figura 4bl A estos dos fendme
nos se les conoce colectivamente como el efectoc Cotton{vease figura 4t)
E1 trabajo efectuado con este tipo de técnicas en proteinas metdlicas
generalmente indica si el i6n metdlico involucrado, estd colocado en un
sitio asimétrico o no. Un ejemple del uso de esta técnica es el de la
proteina conocida como Ferritocromo-c, que en el espectro visible mues-
tra la clase de simetria correspondiente a la del grupo "hemo", al efec
tuar e interpfetar este por medio del efecto Cotton {141.
c) Las técnicas de resonancia magnética: R.M.N. y R,P.E.: Es-
tas dos técnicas, resonancia magnética nuclear y resonancia paramagnéti
ca electropica, han mostrado ser de un inmensc valor en los estudios de
las proteinas metdlicas. Asi, la resonancia magnética proténica se ha
utilizado tanto para estudios de los detalles estructurales de las pro
tefnas en sojucidn, como para determinar qué clase de interacciones pre

senta upa proteina ante 1a presencia de un idn metdlico, a través de la
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observacign de 1os cambios mostrados en el espectro de la proteina en
cuestion ante la presencia y en Ta ausencia del i6n metdlico corres-
pondiente, Por otra parte, la resonancia paramadnetica electronicaque se
congce por las siglas R,P.E., puede dar informacidn acerca del estado de
oxidacion de los iones metdlicos, de 1a naturaleza de los ligantes uni-
dos a un ién, de la covalencia del enlace, asi como de la estereoquimi-
ca del entorno préxime al metal. Con lo anterior resulta evidente la
utilidad de ambas técnicas en e] estudio de las proteinas metdlicas.

5in embargo, ambas presentan algunos problemas prdacticos para ja adqui-

sicién de datos.

C) LAS DETERMINACTONES TERMODIMNAMICAS:
Es por medio de este tipo de determinaciones que se consigue tener
una medida cuantitativa de las interacciones entre los iones metdlicos

y el sistema en el gue actdan. Evidentemente todas las determinaciones,

ya de constantes de formacifin, ya de potenciales de Gxido reduccifn, son
asequibles solo en el caso de tener revertcibilidad en la reaccidn estu-
diada. Como es 1égice, todas las determinaciones deben efectuarse cuando
se ha 1legado al equilibrio y, evidentemente, 105 métodos analiticos uti-
Jizados para obtener las cantidades necesarias en cada determinacidn

no deben alterar este equilibrio. Es un criterio general establecido,

el reportar ese tipo de determinaciones para Tos experimentos efectua-
dos a temperatura ambiente (25°C) y con ciertas condiciones de fuerza
ionica queypara el caso de jos estudios en bioguimica y bioinorgdnica

resulta ser 0.1M.
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a) Las constantes de formacién: En general, se puede considerar
que para el caso de la formacidn de compuestos de coordinacién se pue-
den encontrar varios casos, los cuales se resefian a continuacidn, pre-
sentando las relaciones que permiten obtener los valores numéricos que

se pueden correlacionar con la estabilidad de los compuestos forma-
{13,15
dos :

M o+ L e ML Ky = ot
LAMIS
{Miz|
ML + L m MLZ Kz M*H
fM (o
ML = ML K ﬁq—lfgﬂl-—-—v
1 + | e =
n-1} n n :
( ML o_py ML

En donde M es un i6n metdlico, L es el ligante con el que estd reaccio-
nando, n es el ndmero midximo de ligantes con los que puede reaccionar
M, Ki son los valores obtenidos para las constantes de equilibrio de la
formacion del compuesto ML, y fimalmente jLy, M), iML{, {ML,!,etc.,
son las ccncentraciones de las especies correspondientes medidas en el
equilibrio, Ahora bién, aungue en forma estricta deben de usarse las

actividades de las especies en vez de las concentraciones, 1os valores
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entonces se puede encontrar el valor de las constantes de formacidn,
para un valor hipotético de fuerza idnica de cero, a través de una ex-
trapolacién. Cuando lo anterior es impracticable, siempre se puede recu-
rrirv a la comparacién de varios sistemas con fuerza ib6nica idéntica,’io
cual, tiene una gran utilidad. Una forma alternativa de expresar las
constantes de formacidn es utilizando 1as 1lamadas constantes globales,8;

de 1a reaccidén. Estas se axpresan como sigue:

M + L e e, ML 81 = {ML‘
LININ
ML
M o+ L =S By = _.._.l._....‘?‘_l...__..i_
LI
ML3
M o+ 3L sao———=———= Wij By = HL_LT
LIRS
) 'L ML
M +nl ——————— M B, * ——
D LU

Donde los simbplos ya han sido definidos. Ahara bién, es evidente que
para el caso de que n s5ea igual 2 uno, esto es, que el compuesto tenga
una relacidn estequiométrica metal: ligante de (1:1), no se presenta la

necesidad de definir dos tipos de constantes pues By = 1. A la vez,
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cuando el nimero de metales al que puede unirse un ligante dado es mayor
que tno, entonces deben considerarse las relaciones siqguientes, que para

el casp mas general se escriben como:

ML
H + L# ML By = i l
LIS
. ML
M+ L ML 82 =
2
LI N

3M+L‘_..'—=—_._"'ML 83=—|M'—|——

R L R TTLITY

Desde ahora las 8; representan las constantes de formacidn globales pa-
ra el complejo polinuclear formado y todos los demds simbolos tienen el
mismo significado que antes. Finaimente, en el caso de que l1os ijones
metilicos seandediferentetipo y hubiesendos o méds clases de ligantes,

se tiene la definicidn mds general dé las constantes globlales:

anqr T
g™ wpm g9 T




64
Donde las anqr se refieren a la constante global correspondiente al com
plejo que tiene los iones metdlicos M y N, los ligantes L ¥ T, con sus
estequiometrias, m, n, g y r: respectivamente.
Como ya se ha indicado, las constantes de estabilidad en un sistema pue-
den determinarse siempre y cuando el método analftico utilizado no per-
turbe el equilibrio del sistema. Un m&todo ampliamente utilizado por sus
caracteristicas es el potenciométrico, el cual sdlo requiere de la capa

cidad de protonacién del ligante, y por tanto el conocimiento del PK 5

del dcido conjugado del mismo. La exactitud de este método se ve seria-

mente cuestionada cuando el sz del dcido conjugado al 1igante estudia-

do es menor de 2. Como puede verse este método consiste basicamente en
hacer competir al i6n hidronio y al i6n metdlico por el ligante. E! de-
sarrollco del experimento es simpiemente, titular el ligante en presen-
cia del metal en una solucién con un d&cido fuerte de concentracién cono-
cida, leyende el pH a intervalos de concentracifn adecuada. De manera
alternativa, se puede titular una mezcia de un acido en presencia de 1i-
gante con una solucidn de sal metdlica. Finalmente, otra manera de efec-
tuar 3a determinacidn es titular una mezcla del idn metdlico y el 1igan-
te con una base fuerte. Los resultados se obtienen a través de la dife-
rencia de la concentracién de iones de hidronio libre en solucidn y el
dcido total agregado, esta, sera una medida de la cantidad de ligante

protonade, por medio del pKa puede obtenerse la concentracién del ligan-

te 1ibre, lo cual permite a su vez determinar la cantidad de Tigante
coordinade pues:

Le= ILH + L+ ™y
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Donde, Ly es la concentraci6n analitica del ligante, [LHY| es 1a cancen
tracién de ligante protonado, |L} es la concentracifn de ligante libre

y |LM"+| es la concentracidn de ligante coordinado. Evidentemente, para
el caso de que el compuesto formado tenga la relacidn metal: ligante

de 1: 1 la determinacién de la constante de estabilidad es muy fédcii

ya que se puede hacer directamente de los datos mencionados. Sin embar-
go si este no fuese el caso, el cdlculo de las constantes se puede com-

plicar mucho.

La utilidad de este tipo de determinaciones es de gran valia en
una gran cantidad de campos de la quimica. En particular, en el caso de
la bioinorgdnica, facilita el estudio de la interaccidn metal-ligante
a través de una serie de generalizaciones, Estas pueden ser sintetiza-
das en los siguientes puntos:

1° Las constantes de formacidn sucesivas decrecerdn, si no exis
te algin efecto colateral asociadec a l1a propia interaccidn. Este as un
fendmeno estadistico que refleja el decremento del nimero de sitios de
coordinacién asequibles del idn metdlico o bien el decremento del nime-
ro de sitios en Tos cuales puede alojarse el idn metdlico en un ligante

con varios sitios.
2° Las repulsiones intramolecularas e intermoleculares durante
la interaccidn y posteriores a la formacidn del complejo producirdn una

disminucidn en el valor de la constante,

3° La existencia de varios Stomos donadores unidos en una misma
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molacula, esto es si el ligante es multidentado, producirid un incremen-
to en el valor de la constante del complejo formado respecto a aguellos
complejos cuyos Tigantes no son multidentados. Este efecto se conoce con
el nombre de 'efecto quelato'. Ademis de 1o anterfor se conocen una se-
rie de generalizaciones empiricas, acerca de los factores que afectan

1a estabilidad de 1os compuestos de coordinacidn, entre las que deben

mencionarse las siguientes:

La serie de Irving-wi111ams{9’1ﬁ}: Esta, indica el orden con el
cual se incrementa el valor de l1a constante de formacidn (o estabilidad)

de los complejos de los diferentes metales de transicidn

Las clases a y b de los iones metdlicos de Ahrland, Chatt y Davies
{17}: Aqui se proponen dos clases de iones metdlicos dependiendo de 1a

reactividad que estos presentan frente a diversos tipos de ligantes.

£1 principioc de dcidos y bases duros y blandos de Pearson{la’lg’ZO}:
Que basdndose en Tas dos generalizaciones anteriores y una multitud de
datos acerca de la reactividad de las especies quimicas, propone este
principio en el cual, indica To siguiente:"un &cido duro (o blande},
reacciona preferentemente con una base dura (o blanda)", habiendose ob-

tenido Tos conceptos de duro y blando empiricamente.

Asi, considerando 1o anterior y en términos de 1os valores nume-
ricos precisos de las constantes de estabilidad, se puede racionalizar
una gran cantidad de informacién quimica aque a su vez, permite predecir

e inferir en lo concerniente a los sistemas sujetos a estudio.
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Asi, estas caracteristicas de los jones metalicos, de gram impor-
tancia desde el punto de vista biclégico, permiten establecer correla-
ciones entre la interaccidn a nivel molecular, con el fendmeno biolggi
co en si, A la vez, en el caso de profundizar en el estudio de la inter
accion a nivel molecular, se presenta en aocasiones la necesidad de
efectuar cambios de Tos iones que resultan activos en una molécula. La
informacidn obtenida a través de las generalizagiones ya mencionadas
es de importancia vital para el experimentador (vedse el parrafo corres

pondiente a “intercambio metalico”).

Ahora bien, en el caso de los compuestos metdlicos con actividad
bioldgica se ha observado que existen ciarta clase de preferencias de
los iones metdlicos por algunos grupos ligantes en particular. Esto es,
existen dtomos donadores que confieren mayor estabilidad a los compues
tos gue forman con algunos iones metdlicos, que 1a que estos compues-
tos presentan con otros atomos donadoras. A este respecto se miestra
en la tabla V! cuales son estas 'preferencias' para una serie de iones
metdlicos, mastrando tanto el tipo de dtomo donador, como el grupo li-

gante del que procede.



ION METALICO

K+

24
Mn

24
Fe

{1
TABLA VI

ATOMO DONADOR

Oxigeno

Oxigeno o Ni-

trogeno

0xTgeno o Ni-

trogeno

Nitrdgeno u

0Oxigeno

Nitrdgeno o

Azufre

Nitrdgeno u

Oxigeno

Similar al an-

terior.
Azufre
Nitrdgeno u

Oxigeno

Nitrdgeno

»2,20}

PROCEDENCIA

Donadores por oxigeno monocargado o

neutro.

Carboxijlato, fosfato o donadores por

nitrdgeno no aromético.

Afinidad 1igeramente menor por fos-

fato, mayor por nitrdégeno.

Hayor afinidad por nitrégeno aromiti

co, menor por fosfato.

—— SK,~—NH de aminpdcidos y en ge

neral menor afinidad por—u-? =
OH

— NH,, Porfirfnicos y ———? =0

OH

-—SH ¢ ~—8§ —5—— de cisteina.

— NH, > Rl > Rl »»> — 0

oK

De imidazol o de cisteina.

58




59

b) Los potenciales de Sxido-reduccién: Come en el caso de las
constantes de estabilidad, este tipo de determinaciones debe efectuarse
manteniendo constantes tanto la temperatura {usualmente 25°C), como la
fuerza idnica, dependiendo del tipo de sistema medido (el caso de los
sistemas de interés biol6gico es de 0.1M). En general,se puede observar
que Jos potenciales de reduccidén o de oxidacidn, varian de acuerdo al
entorno que rodea al sistema dxido-reductor. Asi, se tienen potenciales
de lo mds diverso para un mismo metal, dependiendo tanto de los ligan-
tes que 1o rodean, como del arreglo de €stos alrededor del metal. En el
caso de las proteinas metdlicas y de los sistemas bioldgicos donde la
presencia de 1os iones metdlicos es importante en ia funcidn, estos dos
factores se conjuntan, pues a la vez los posibles ligantes son todos
1os diversos grupos con atomos donadores de electrones (ver tabla VI)
y.se tiene una gran cantidad de restricciones para la posicidn que es-
tos ocupan alrededor del metal. E1lo tiene como consecuencia la produc-
cién de entornos poco usuales para el i6n en cuestién y consecuentemen-
te, diferencias muy grandes en sus potenciales de oxidacién. Lo ante-
rior tiene una gran importancia pues permite explicay una gran canti-

20
dad de propiedades cataliticas de algunas biomoléculas =%y,

D) LOS COMPUESTOS MODELO:

La gran complejidad de los sistemas bioldgicos tiene como conse-
cuencia que su estudio resulte extremadamente complicado. Asi, en el ca
so de 1os compuestos metdlicos de las proteinas, se presentan una gran

cantidad de inconvenientes respecto a la deteccidn de Jos cambios en
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las propiedades del i6n metdlico en la protefna, pues usualmente la re-
lacidn entre las concentraciones relativas entre el metal y la proteina
es muy pequeiia. Por ello, se tienme que 1a posible interpretacidn de los
cambios mencionados., en el caso de lograr obtenerlos, Se ve muy reduci-
da debido a la gran cantidad de interacciones en el sistema. Lo anterior
obliga a buscar compuestos mucho mas simples. que permitan 'simular’',
al menos en parte, las posihbles interacciones entre 10s iones metdlicos
y el sistema en cuestifn. Asi, las conclusiones que puedan obtenerse
del estudio de estos compuestos podrdn extrapolarse en algunas ocasio-
nes al sistema original que se ha simulado. Amanera de ejemplo se tiene:
la simuiacidn del enlace metal-protefna por medic de los compuestos

formados entre un idn metdlico y aminoacidos simpies.

Como corolario, estos compuestos modele ilustran el papel de los
iones metiticos en el hormado biomoleculas y su posible accidn dentro

de la biosintesis, (st

E) LOS ESTUDIOS CINETICOS:

En este tipo de estudios generalmente, el interes principal es el
usg de los sistemas modelo para poder inferir a traves de su comporta--
miento frente a-los iones metdlices, cuales son las relaciones entre
estos Ultimos v los sistemas biolégicos, por un lado y el estudio de
las interacciones metal-preoteipa por otro, Evidentemente el pader com-

parar los diferentes iones metdlicos frente a un sistema dado tiene
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‘gran importancia. Para compararlos cuantitativamente es necesario obte-

ner datos cinéticos y a 1a vez datos de las constantes de formacidn.

Con las datos observados se pueden obtener patrones de comportamien-
to y de ahi una gufa para la deduccién del mecanismo, de aqui a raiz de
la proposicién de este, se puede inferir cual es el tipo de interaccién

surgida entre el idn metdlico y el sistemaen el que actda.

AsT por ejemplo, en muchos sistemas modelp el efecto catalTtico que
presentan diversps iones metdlicos sigue el orden de 1a serie de Irving-
Williams, es decir, 1a velocidad de la reaccidn tiene Ta misma secuencia
que 1a de Jas constantes de formacion de complejos. 5in embargo, si se
analizan las velocidades de reemplazo del agua en los complejos octaddri
cos, la velocidad de reemplazo del agua es:

CaZ*s> Mn2+> FeZ*: Co2+> MnZ+> NiZtc Cu2*s  Zn2t
que claro, es diferente a la serie de Irving-Williams. Esto sugiere para
esta reaccidn, un mecanismop en el cual una molécula del ligante forme
un complejo de esfera externa por un proceso de difusién muy rapido y
el paso determinante de 1a reaccidn involucra el reemplazo de la molé-

cula de agua por el ligante a través del mecanismo apropiado. esto es:

N(H20)6n+ 4 L M(HzO)aLn+ rapido

M(H,0} L™ ——— [IL(H,0) + H,0 lento
de la comparacidn de las secuencias en los dos casos se sigue que en los
compuestos modelo mencionades el paso dete-minante de la reaccifdn, no es,

el de la formacidn de un complejo, aln mas dado gque la velocidad cata-
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1itica sigue el orden de la serie de lrving-Williams, podrfa pensarse
que en el paso determinante de esta reaccifén existe un rearregio del
complejo metal sustrato en el cual el i6n metdlico asiste a la protei-

na para orientar al sustrato para la reaccién,

Ast, 1a velocidad de 1a reaccién, cambiar8 de un metal a otro, depen-
diendo del grado de formaci6n del complejo, de tal manera que existird
una relacidn directa entre 1a constante de l1a velocidad catalitica y la

constante de formacidn. La reaccidn anterior puede entonces esquemati-

zarse como sigue:

M+ 5 s 45 K rapido

MS* i3 productos k lento

En forma alternativa cuando se estudian algunas proteinas, se utili-
zan varios jones metdlicos con el objeto de tener manera de comparar
los pardmetros obtenidos para cada uno de los metales usados y asi po-
der encontrar cual es 1a tendencia gque presentan. Asi, se pueden obser
var no solamente los cambios surgidos en la misma proteina ante los cam

bios del idn metdlico, sino a la vez se pueden analizar las interaccio-

nes metal-proteina en si.



CAPITULO IV

" EL METODO DE STOPPED FLOW



CAPITULD TV
1) INTRODUCCION

Tomando en consideracién 1a gran variedad de métodos utilizados pa
ra la medicidén de pardmetros cindticos.accesibles en mayor o menor me-
dida en la actualidad, resulta conveniente situar al métode utilizado
en este trabajo, respecto a las caracteristicas principales de los de-
mds métodos en general y a través de una somera revisién, compararlo

con los métodos correspondientes a 1a clase a 1a cual pertenece.

Este método corresponde a la categoria de los métodos de flujo,
{vedse la tabla VI)los cuaies se han discutido ampliamente en la litera-

tura{hl,kz,ha,hu)-

Este tipo de métodos tiene la capacidad de detectar
tiempos de vida media tan cortes como 0.001 s.. Ahora bien, es cvidente
que esta capacidad de deteccidn puede verse afectada por diversos fac-
tores, siendo el principal el de la mezcla de los reactivos, la cual
ademis de que debe ser muy eficiente, debe efectuarse en el menor tiem-

po posible., Este problema se ha resuelto por medio del disefio de cdma-

ras de mezclado especiales con tiempos muertos {vide infra) muy cortos.
Entre 1os métodos de flujo deben considerarse como importantes

tres formas en las cuales se pueden tratar a los reactivos, las cuales,

se describirdn a continuacién, presentandose de manera esquemdtica en

&4
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1a figura 5
A
I /
H*
13) ‘K\\\
Detecctor fn
A\\\\\ Punto de captura
M* ——Flujo
== filtru
&
Fuente Petector
B J‘”//
Piston
l +
t— M
3
Pared de Fuente
frenado B
M*= Mezclador

FIGURA 5: Los tres metodos de flujo ma% comunes.

i) E1 método de 'quenching f]ow'{hs}: después de mezclar los
reactivos, 1a reaccifn se amortigua o detiene por algunc de Tos métodos
siguientes: enfriamiento brusco, precipitaci6n de un reactivo o bién
destruccidn por medio de un oxidante fuerte o un dcido concentrado. Ya
detenida 71a reaccidn se inicia el andlisis de los productes o reactivos
escogidos. Lo anterior puede repetirse tantas veces como fuese necesario,

controlando cada vez, las concentraciones relativas de ambos reactivos

et o o b
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o €] tiempo de la reaccidn, Esto se pusde gabernar por medio de los cam
bios en 1a velocidad relativa del fiujo de los reactivos,o bien,por me-
dio de los cambios en 1a distancia recorrida por la mezcla de la cdmara
mezcladora al sitio donde se 1e captura a ésta. De esta manera, se pue-
den obtener una serie de puntos que correlacionan las concentraciones
de uno o varios de 1os reactivos contra el tiempo de reaccidn, es de-
cir, del grado de avance de la reaccifn, 1o que permite determinar la
constante de velocidad del sistema en cuestidn. Este método cuyo nombre
significa aproximadamente 'flujo capturado', a pesar de ser tan simpie,
tiene varias desventajas, siendo la principal 1o tediose del método ana
17tico.

- . " . < ,{48} . .

ii) E1 método de "flujo continuo : puede dejarse fluir la
mezcla de los reactivos de manera continua, utilizando métodos de moni-
toreo convencionales para la deteccidén de los cambios en la concentra-
cidn, de uno o varios de los reactivcs, ya sea en upn solo punto del Tu-
gar por donde fluye la mezcla de reaccidn, cambiande la velocidad de
flujo de 1a misma, o bien en varios sitios a 1o largo de} camino de la
mezcla. En ambos cascs se obtienen una serie de valores que correlacio-
nan el avance de la reaccidn respecto al tiempo. Por medio de esta se-
rie de valores, se puede obtener el valor correspondiente de la constan
te de velocidad para la reaccién medida. En este caso, la gran ventaja
que reprasenta el poder determinar las constantes de velocidad para di-
versas concentraciones relativas de reactivos se ve dismipufda en mucho,
por las enormes cantidades de reactivos consumidos, que hace prohibiti

vo el uso de este método en muchas ocasiones.
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. (473
i1} E1 método de "stopped flow"

: finalmente se tiene que
la mezcla no tiene que fluir constantemente, ni tampoco extraerse del
Sistema de reaccidn, sino que ahora, se le permite recorrer up determi-
nado camino, frenindose abruptamente inigcidndose a Ja vez la observa-
cign de alguna propiedad relacionada con la concentracidn, en algin pun
to lo mds cercano posible a 1a cémara de mezclado. En este método debe
de contarse con una respuesta muy rdpida del aparato de monitoreo, pues
aqui las observaciones se efectuan de manera continua para la totalidad
de la reaccidn. Debido a la gran cantidad de ventajas que este método
presenta con respecto a los dos anteriores, es este el mds popular, Pue
de considerarse que las ventajas principales de este método, respecto a
los otros revisados son fundamentalmente, el no tener que hacer un gas-
to muy grande de reactivo, no tener que perturbar el sistema para ana-
lizarle y el poder examinar la reaccidn de manera continua y no por pun-
tos aislados. Aunado a lo anterior, este método puede acoplarse a una

gran cantidad de métodos de monitorec.

2) EL APARATO DE STOPPED FLOW
{481
Este aparato construido por vez primera por Gibson y Milnes en
1963, para el estudio de reacciones enzimdticas muy rdpidas, en las cua
les no se podian desperdiciar reactivos, no ha sufrido modificaciones
importantes, desde su origen a la fecha. El1o puede constatarse tanto
en 1os modelos experimentales descritos en la Titeratura {Gibson 1968,

#u7 48 49y

Taylor (1970 , como en los modelos comerciales fabricados por
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compafiias de instrumentacidn cientffica de lps Estadgs Unidos (American
Instruments o bién Gibson Durrum Inc), los cuales son esencialmente
idénticos al modelo original, salvo por pequefias modificaciones de la

disposicidn de algunos de los componentes del aparato.

Considerando 1o anterior es pues factible describir de manera ge-
neral las partes principales del aparato. Este, puede considerarse como

dividido en tres partes principales{llamadas subsistemas de aqui en ade

lante) a saber:

I} El subsistema de flujo
I1 ) El subsistema de control de temperatura

IT1) El1 subsistema de detecciédn

A continuacidn se presenta un esquemz que muestra cull es la dis-

posicién de los tres subsistemas (figura 6).

I=fuente =
II=monocromador Me=mezclador
[1I=filtro O=Camara de I
IV=fot9mu]t1pTicador observacions \II entrada del
V=registro —=1II bafia
A= 12345 =Valwulag __3 ___ _ __JFE)fe e _l‘L_
B=}Reactivus 1

s =Paso de guz

1
, S
l : 0 :
) 1
1 1
! 1
| i
l I L
Pared de 1 1 8 I 1
frenado L ! e m e — — = - ———
¥ salida del hafio

FIGURA 6: Esquema de la disposicifn de los subsistemas del aparato
de stopped fiow.
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1) E1 subsistema de flujo.
E1 principio de operacién de este subsistema, puede comprenderse

a través de la descripcifn funcional del mismo. Previamente debe consi-
derarse que el subsistema se encuentra dividido a su vez en cuatro blo-
ques Tos cuales son los siguientes:

a} E1 blogue de valvulas

b} £1 bloque de almacenamiento

¢} E1 bloque de mezclado y Ja cdmara de observacién

d) E1 bloque de drenaje.

A continuacién se presenta un esquema que muestra a cada una de
las partes del subsistema de fluio donde se indica cual es la disposi-

cién de cada uno de los bloques y las partes que lo componen (figura 7).

jeringas‘de reserva

direccion del flujo.

123w = valvulas

Jeringa de

parado jeringas de

mezclado

.drenaje

Pared de
frenado

FIGURA 7: E1 subsistema de fiujo.
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Ahora bien,la descripcitn del subsistema se hard por medio del es-
quema indicando cudl es el camino de los reactivos durante la operacidn

del aparato.

12 Los componentes de la reaccidn se almacenan en las dos jerin
gas que componen el bloque de almacenamiento y que no estdn dentro del
subsistema de control de temperatura. Estas jeringas se encuentran en

'la parte superior del blogque de vdlvulas (vednse las figuras 7a y 8).

29 Los componentes de la reaccidn se hacen pasar a través del
bloque de vdlvulas, a las dos jeringas de mezclado que forman parte deil
bloque de mezclado, estas jeringas se localizan a la derecha del bloque

de vdlvulas (vednse las figuras 7b y 8).

3° Los componentes de la reaccidn pasan de las jeringas de mez-
clado al venturi de mezclado, el cual completa el bloque de mezzlado
Junto con el blogue de v&lvulas. E1 venturi de mezclado, estd dispuesto
de tal manera que los componentes de la reaccién pasan directamente de
las jeringas de mezcliado al venturi por dos puertas conectadas a éste
y salen de &1 por una puerta que se conecta a su vez con la cimara de

observacidn (vednse figuras 7c y 8),

4° |os componentes una vez que se han mezclado, pasan a la cama
ra de observacién cambiando su direccidén 90°, haciendo con esteo que la
mezcla quede expuesta al trayecto de un haz de luz que pasa a través de

una ventana y sale por otra que estd colocada donde el flujo cambia de
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direccidn 90° nuevamente {(vedse la figura 7c).

5% La salida de la cémara de observacidn estd conectada al blo-
que de drenaje. Este se halla constituido por 1a jeringa de parade y por
1a vdlvula de drenaje. La vdlvula de drenaje estd interpuesta entre la
cdmara de observacién y 1a jeringa de parado con objete de poder dre-

nar el sistema completamente. (vednse las fiquras 7d y 9}.

6° Cuando los componentes de la reaccidn ya mezcliados, fluyen
a través de todo el sistema, son detenidos bruscamente por la jeringa
de parada,a la que se le puede graduar un volimen cualquiera, Este volu

men, queda determinado por un sistema mecédnico externo. {vedse Tigura
Te).

A continuacién, se muestran los esquemas de los bloques de vdlvu-

ias y de drenaje en las figuras 8 y 9 respectivamente,
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Blogue de vdlvulas

i

4

?Sist.ema de 1laves
1

o

I

. . (Disparo)
sistema cerrado sistema abierto

FIGURA B: el bloque de vilvulas y el sistema de 1laves.

-

Abierto Disparo

FIGURA 9: el blogue de drenaje
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Independientemente del camino seguido por los componentes de la reac-
cidn dentro del subsistema de flujo, deben describirse algunos de los
componentes del mismo para tener una idea de su funcionamiento y la dis-

posicidn que ocupan.

E7 bloque de vdlvulas: consiste esenciaimente de un sitio para ca-
da jeringa con su respectiva entrada y una salida para cada componente,
controldndose el exceso de éstos por medio de cuatro vdlvulas que inter-
conectan los canales de entrada y salida. En 1a figura 8 puede verse el

sistema de vdlvulas en las dos posiciones gque usualmente se utilizan.

Las jeringas de almacenamiento: generalmente se utilizan jeringas
comerciales, pero también puede utilizarse equipo especial para manejo

de compuestos que son sensibles al aire o a 1a humedad.

Las jeringas de mezclado: son dos cilindros de vidrio de 2ml1 de
capacidad con un pistdén de cerdmica o de acero, gque se conectan al blo-
que de vdlvulas por medio de un empaque de teflén. Cuando 21 bloque de
vidlvulas se coloca en posicién de disparo y es accionado el sistema
neumdtico, un pistfn empuja violentamente los dos pistones de cerdmica,
desplazando un volumen jdéntico de cada uno de las dos jeringas de mane
ra tal que ambos componentes son enviados al venturi de mezclado a una

gran velocidad.

La cimara de mezclado: consiste de un sistema de compuertas de dos

entradas y una salida, que se interconectan de tal modo que efectidan el
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mezclado muy eficientemente. E1 esquemz de uno de estos sistemas se

muestran en la figura 10,

La cdmara de observaciones: es un sistema que consiste de una se-
rie de iubos conectados con dos vidrios de cuarzo, los cuales permiten
1a entrada y la salida del haz de 1uz que sirve para detectar Tos cam-

kios que ocurren en el seno de la reaccidn.

La jeringa de mezclado: consiste bdsicamente de una jeringa reves-
tida con acero para que pueda soportar 10s cambios bruscos en la pre-
si6n a consecuencia del empuje de la mezcla de reaccidn. Al cambiar el
volumen esta jeringa dispara tanto el mecanismo de registro, como el

de lectura conectados al aparato.

LT R P Y e

VENTURI DE MEZCLADO

FIGURA 16: Vistas frontal, lateral y posterior
del del venturi de mezclado
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IT) El subsistema de control de temperatura: consiste de un tu-
bo de cobre en espiral sumergidoc en un bafio de temperatura constante que
se comunica con el subsistema de flujo por medio de una entrada y una -
salida de tal modo gque los reactivos y la mezcla se pueden mantener a
temperatura constante, Este tipo de controi de temperatura mantiene la
mezcla de reaccidn entre los intervalos de temperatura utilizados gene-
ralmente para las determinaciones cinéticas. El esquema de este subsis-

tema se muestra en la figura 11.

"'“‘L*_J—-_—-___leamara de mezclado
- A
........ l::r— B

+
Camara de
observacidn

O )
Bomba
impulsora
----------- | S| T
_ ' of"-.'-‘“‘l
Bafo de temperatura :I Ks;zj;- .
constante oo ﬂEspIFE]
1 sede copre
1 [
Sriig

Figura 11: Diagrama del sistema de temp. constante
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iII)Ei subsistema de deteccidn: este sistema consiste bdsica-

mente en algln sistema de monitoreo conectado a la cdmara de observa-
cjén. de tal manera que permita detectar la propiedad medida.

En el caso de los sistemas de monitoreo espectraoscdpico {UV,Vis,
IR o fluorescencia), que son los madtodos mds usados con el aparato de
stopped flow, se tiene generaimente el siguiente arreglo (vedse figura
12a); el haz de luz emitido por la fuente apropiada es monocromatizado,
permitiendo con ello escoger la longitud de onda que se desee. ET1 haz
asi tratado atraviesa la celda de reaccidn que consiste simplemente de
dos ventanas de cuarzo, que estan conectadas & una distancia de aproxi-
madamente 2c¢cm, a los lados del tubo por donde fluye la mezcla de reac-
cion. Al atravesar la celda, el haz incide scbre un fotomultiplicador.
Este,conectado a un amplificador.al generar cambios de corriente ocasio
nados por 1os camhios en la concentracidn de los reactivos, permite re-
gistrar estos como la variacidén en la coordenada "_y'rI de un osciloscopio,
respecto al tiempo {coordenada “x" del osciloscopic). En genzsral, los
modelos comerciales de stopped flow estdn equipados con un amplificader
logaritmico que permite transformar la transmitancia en absorbancia,
automdticamente. Puede ser conveniente en algunos casos usar un segundo
amplificador logaritmico gque grafique directamente las 1ineas rectas co

1%" orden y pseudo primer orden. A pesar

rrespondientes a reacciones de
de que la pérdida de reactivos o avance de la reaccidn sin detectar, no
representa ningin problema para las reacciones de primer o pseudo pri-

mer orden, el aparato tiene un tiempo muerto asociado, que debe conside

rarse en las mediciones de reacciones de segundo orden cuando sean ex-

tremadamente rdpidas. En el casoc de que la deteccidn sea por medio de
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la fluorescencia se debe modificar ligeramente la disposicidn del de- -

tector. (vedse figura 12b),

a)

detector Haz de
+ 1

Iyz
=1 4 0® @ (e

al registro

.}
camara de mezclado

+ al registro

b)

« detector

Haz de
~ luz

g OO |t

FIGURA 12: Opciones del aparate de stopped flow, para l1a detec-

cion de a) absorcién y b} fluorescencia.

3) METODOS DE MONITOREQ ACOPLABLES

La velocidad de una reaccién se mide generaimente detectando los

cambios en 1as concentraciones de los reactivos o productos (desapari
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cidn o aparicidn respectivamente), por medioc de la medicién de los cam-
bios de 1a concentracién respecto al tiempo durante el curso de la reac

cidn, lo anterior se representa con las siguientes expresiones:

v = -d {reactivos) _ d{productos} _ velocidad

dt dt

donde jas unidades de la velocidad son usualmente Moles x Litro x se-

=1
qundo .

Ahora hien, afin cuando en principio cualquier propiedad relacionada
con la concentracidn puede utilizarse para medir ios cambios en 1a reag
cidn y as? detectar este cambio, no todas ellas estdn relacienadas de
manera lineal, por tanto es necesario conocer previamente cudl es esta
relacidn. Por otra parte, la medicidn de la velocidad de una reaccidn
es mucho mas simple si se efectda “in situ” y sin perturbar el sistema.
También es evidente que si se sospecha e]_que Ta reaccién es muy compie

Ja, se debe de hacer uso de mds de unmétodo de monitoreo.

En la tabla que se muestra a continuacidn se pueden ver los méto-

dos mds utilizados para el monitorec de las reacciones en solucién,
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TABLA VII
METODOS DE MONITOREO

HMETODOS

a) Espectroscipicos
U.V. - Vis.

Fluorescencia

I.R.

Polarimetria

R.M.N. (H)

R.P.E.

b} Otros:
Electrodos de H+

Electrodos de X

(X = catidn o anibn)

Polarografia
Termografia

us0ns

Es el mds extendido de los métodos de
monitoreo dentro del campo de la cing
tica. Se utiliza en casi todos los mé
todos.

Generalmente utilizado para el caso

de reacciones de proteinas con fluores
cencia propia o bien en las reacciones
en que uno de los reactivos pueda eti-
quetarse fdcilmente.

5u uso ha quedado restringido a la de-
teccidn en reacciones de intercambio
proténico.

Resulta imprescindible en el campo de
la estereoquimica dptica. Por 1os mis-
mo es poco usado.

Cada vez mids desarrollada para la de-
teccidn de cambios en el entorno proté
nico,

Usada principalmente en las reacciones
con radicales libres.

Muy utilizados en reaccicnes que invo-
lucran un cambio en 1a concentracion

de H ¥ en las cuales se puede estable
cer la condicidnde estado estacionario,

Poco desarrollados.

Muy poco desarrollada.
Muy poco desarrollada.
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CAPITULO V

LAS LECTINAS



CAPITULO V
1) RESERA HISTORICA

Las lectinas fueron detectadas por primera vez hace aproximadamen-
te cien afios. Estas proteinas por su capacidad de aglutinar eritrocitos,
reciben el nombre de hematoaglutininas ¥ en particular las que proceden
de vegetales se conocen con el de litohematoaglutinantes. Aparentemente,
tas lectinas se encuentran distribuidas muy ampliamente en el reino vege

tal y particularmente en las legumbres.

La primera descripcidn de 1o que ahora se conoce como una lectina

22
fue dada en 1B&8 porH. Sti]mart{ }, el cual durante el estudio de la
toxicidad de un extracto de la semilla de "ricinus comunis" en sangre,

observo Ta aglutinacion de ios eritrocitos.

Mas tarde se encontraron mds de estos aglutinantes en otras plan-

}, el cual, estudiaba en el

tas. E¥lo atrajo la atencidn de P. Er]ich{22
campo de la inmunoiogia. Con su trabajo con las lectinas Erlich desarrg
1la algunos de los principios fundamentales de la inmunologia. Una ca-

racteristica de la mayoria de los estudios efectuados con estas protei-

nas es el que se hacian con extractos crudos de los vegatales de los

cuales procedian,

81
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23 23
No es sino hasta el afp de 1919, que J.B. Summer{ Ay 23by

Togra
aislar la primera de estas proteinas, siendo esta la concanavalina-A., Y
fue este mismo investigador el descubridor de dos de las mds importan-
tes propiedades de las lectinas en general y de la concanavalina-A en
particular. Estas propfedades son: La agliutinacidn de glicfgeno por una
parte y 1a inhibicién de l1a hematoaglutinacién al agregar azdcar de ca-

fia a una solucidn de l1a proteina.

Es con el trabajo de Summer con el que se fundamentan las bases pa
ra 1a comprensifn del mecanismo de accidn de las lectinas para Ta aglu-
tinacidn de Vas células sanguineas, ya que gracias a 81 se puede infe-
rir que existen ciertos azicares que aparentemente pueden ocupar los
sitios de combinacidn de las lectinas interfiriendo con el acoplamiento

de ésta con las células sanguineas.

Hacia 1945 C. Bayd{zq} descubre otra propiedad de estas proteinas,
esta se refiere a 1a selectividad de algunas de estas proteinas para
aglutinar solo cierto tipo sanguinec. Esta propiedadfué abservada por
Boyd en una lectina procedente de un citrico. La proteTna en cuestidn
aglutinaba solamente a los eritrocitos procedentes de sangre tipo A,
sin poder aglutinar a los de tipo B. Como consecuencia de ello Boyd su-
giere el nombre de Lectinas para estas proteinas, pues este nombre pro-

cede de la palabra latina "Legere" que significa seleccionar.

Adn cuando este tipo de selectividad no 10 presentan todas las

lectinas, todas ellas muestran selectividad frente a los monosacdridos.
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‘La_coﬁéxjéh‘entre_1a sélectividad ante grupos sanguineos y sacdridos
’ (251

' fue establecida en 1953 por Watkins y Morgan

2) PROPIEDADES, IMPORTANCIA Y USOS

Aparentemente 1a actividad bioldgica de las Jectinas estd supedita
da a una soia propiedad quimica, eSta es, 1a capacidad de estas para en

lazarse con los azicares.

Cada molecula de lectina tiene dos o mis regiones en las que se pue
de 'ajustar' una molécula del aziicar complementaric. En el caso de un
oligosacdrido, el ataque ocurrird en varias unidades de proteina. En ge-
neral, a las regiones donde ocurre el ataque del sacdrido se les conoce
con el nombre de sitios reactivos. Ahora bien, en el caso de la hemato-
glutinacién se tendrd, que l1a proteina se une a la pared celular por me-

dic de estos sitios reactivos.

£1 enlace entre las lectinas y los azicares es reversible, como en
el caso de las reacciones enzima-sustrato y antigeno-anticuerpé“Z}. Esta
Gltima analogfa es casi exacta en cuanto al probable mecanismo de reac-
cidn, donde la proteina tiene el papel del anticuerpo y el azicar el de
antigeno. Sin embargo, en el caso de las lectinas, nose ha logrado en-
contrar alguna que sea especifica para compuestos que no sean carbohi-

dratos, casa gue ngo ocurre en el caso de 10s anticuerpos. Por otra par-

te, se encuentra que ante las similitudes estructuralesentre los anti-
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cuerpos, las lectinas muestran una gran variedad de diferencias estruc-
turales entre ellas. De hecho, puede considerarse gque las lectinas solo

comparten en comin el ser protefinas.

La propiedad que mds ha contribuido a darles a estas proteinas im-
portancia en el campo de la bioquimica, es su capacidad de ag]utinér pre
ferentemente células malignas. Esta propiedad fue descubierta, como ocu
rre a menudo, por casualidad por J.C. Aub en el afio de 1953{26}. E1 cual
al examinar la respuesta de células incubadas {normales y malignas) fren
te a varias enzimas, observd que sulamente una de las enzimas presentd
resultados prometedores, pero al estudiarla de manera mds profunda, en-
contrd gque estaba contaminada por una lectina. Posteriormente al estu-
diar diversas lectinas se encontré que la concanavalina-A también agluy
tinaba preferentemente a las cé&luias malignas. Con estos experimentos,
el mercado de las lectinas se extendié de tal forma que, en la actuali
dady es relativamente simple conseguir muchas de estas proteinas con ca-

lidades de pureza excelente,

Respecto a la aglutinacidn de las células malignas, debe decirse
que por regla general, éstas son aglutinadas por concentraciones muy pe-

quefias de las lectinas activas {10 a 15 ug/ml).

Finalmente, se debe indicar que ain cuando se han hecho grandes
progresos en el estudio de 1os mecanismos de interaccidn entre las cé-
Tulas malignas y las lectinas, todavia no se ha llegado, ni con mucho,

a4 la comprensién completa del fendmeno. A continuacién se muestra en la
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tabla siguiente un resumen de las propiedades de las lectinasz(yeése

tabla VIII.)

22
TABLA vITI{ 7}
PROPTEDAD APLICACION

Especificidad ante grupos sanguineas Tipificacion sanguinea
Estudios estructurales
Identificacibn de nuevos tipos
Diagnésticos en secreciones

Toxicidad en animales Estudios de valor nutricional

nduccidn de mitosis en linfocitos Constitucidn crosmosomdtica

Deteccidn de anomalias genéticas

Precipitacidn de polisacédridos y Aislamiento, caracterizacifn y
giicoproteinas. purificacion de polimeros con
carbohidritos.

Modelos interaccidn antigeno-an-

ticuerpo.

Enlace con sacdridos Estudio de los sitios especifi-

cos de combinacién de protefnas.
Aglutinacidn de células cancerige- Investigacién de la arquitectura
nas. de 1a pared celular y los cam-

bios que en ella ocurren.

De la tabla anterior, se puede concluir que este tipo de proteinas tie-

nen una gran utilidad para 12 bioguimica. Sin embargo, una de las pre-
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guntas que durante mucho tiempo ha quedado sin respuesta, es el valor
que este tipe de proteinas puede tener en el organismo del cual proce-

den, esto es, las plantas.

3) CONCANAVALINA -A

Las lectinas, como Ta mayoria de los productos naturales,pueden
purificarse por medic de métodos convencionales, tales como 12 cromate
grafia de intercambhio i6nico u otros absorbentes. Sin embargo, hace re-
lativamente poco tiempo se ha estado desarrolliande una nueva técnica de
cromatografia,. que aprovecha la capacidad de combinacién de algunas pro
teinas con sus sustratos respectivos. Este método se le conoce con el

nombre de cromatografia de afinidad.

De esta manera se ha logrado obtener una serie de lectinas con una
gran pureza. Entre ellas se encuentra la concanavalina-A, la cual se
purifica con geles de dextrano {Sephadex) eluyendo con glucosa o bien

con una solucién de pH bajo.

La abundancia relativa de la concanavalina-A en ia planta de la
cual es originaria (Concanavallia ensiforme), es de 2.5 a 3% del peso
total de la semilla, lo cual, aunado a la facilidad de extraccifn, la
facilidad de su preparacién y la gran variedad de mono y oligosacéridos
con los que reacciona, hace de esta lectina un sujeto ideal para ser es

tudiado.
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A) PROPIEDADES FISICAS DE LA CONCANAVALINA-A.

AlGn cuando esta proteina es biolégicamente homogénea (95 a 98% de
su peso precipita con dextrano) no 1o es molecularmente en el intervalo
de pH en el cual se une a los sacdridos. Este ¢ipo de heterggeneidad
se refiere al nimero de especies moleculares diferentes que son acti-
vas en cada uno de los pHs en que reacciona. Asi, se ha demostrado que
esta proteina puede separarse en varias especies moleculares cuando se
utilizandisoiventes disociantes fuertes. Las especies encontradas
se han identificado como subunidades protoméricas, que al parecer perma
necen intactas después de la separacidn. E1 peso molecular reportado pa
ra estas subunidades es de 2.7 x 10u uma. Ahora bien, las pruebas de
P.M. vs pH muestran que esta proteina tiene varias especies molecula~
res, dependiendo del pH que tenga 1a solucidn en que se encuentre. Asi
se tieneque, cuando 1z solucién tiene un pH menor de 6, la proteina
forma especies de peso molecular de 5. 5 x IO“uma, 1o cual corresponde
al de dos subunidades protoméricas. Cuando el pH de 1la so1uci6n-es ma-
yor que 6, pero menor gue 6.7, el peso molecular por molécula varfa len
tamente hasta que.al 1legar a pH de 6.7 omayor, €ste llega a 10“ uma,

. .. 27,28
1o cual corresponde a cuatro subunidades protomer1cas{ ’ }.

B) LA ESTRUCTURA DE LA CONCANAVALINA-A.

Seqgiin 1os resultados obtenidos por medio de cristalografia con ra-



a8

yos -X de baja resolucidn, se puede proponer que 10s protdmeros de la
concanavalina-A, tienen forma similar a la de un domo, cuyas medidas
serfan de: 39 E de ancho, 40 E de largo y 42 K de altura. Estos domos
se aparean por la base con un eje de simetria C,. Los dimeros, asu vez,
se aparean para formar un tetrdmero cuya simetria es similar a la de
{23}

un tetraedro . Ver figura 13.

= Manganeso

= Calcing
®= Jodo

FIGURA 13: Esquema del tetrameroc de la concanavalina-A, donde se mues--

tran las posiciones de los cofactores que la componen.

E1 contenido metdlico de cada uno de los protdmeros es equivalen~
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: 2 2
te a un Mn' T ¥ un Ca * por unidad protomérica, y el nimero de sacdridos
unidos a 1a protefna en el compiejo proteina-sustrato es también de una

molécula de sacdrido por unidad protomérica.

En los estudios con microscopia electrénica de baja resolucidn, se
ha observado que la superficie molecular aparenta ser relativamente sua
ve, excepto por una pequefia depresién en cada protdmero. Se ha observado
también que es en esta depresidn, donde se unen las moléculas de las es-

29
pecies inhibitorias de 1a actividad de la prutefna{ }.

La estructura detallada de esta proteina ha sido determinada por meg
dio de los datos obtenidos con difraccitén de rayos-X de alta resolu-
cién{so‘yal} y el estudio detallade de la secuencia de aminofcidos que
la componen{sz}. Cada protémerc intacte consta de 237 aminodcidas pero,
debido a que el tratamiento para la extraccidn y aislamiento de la molg
cula es relativamente severo, algunas de las moléculas de concanavalina-

A sufren rompimientos internos. Vedse la figura 14.
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FIGURA 14: Secuencia aminoacidica de la Concanavalina-A

Aparentemente,1as fragmentaciones internas en las moléculas de Ta
proteina no hacen diferencia en cuanto a la estructura tridimensional
de la proteina. Alin mds, se ha observado que 1a actividad biolégica de
la proteina resulta ser constante, a pesar de que un gran nimero de las

34
maoléculas resultasen dahadas internamente durante el tratamientn{ }

.

5

También haciendo uso de las técnicas de R-X, se ha podido determi-

nar claramente cuales son los sitios de coordinacién de los iones metd-
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1icos. Estos, se encuentran en la parte superior del protdmero. La dis-
posicién de los amino&cidos alrededor de cada metal es octagdrica y pug‘
de describirse como sigue: Cada metal esti rodeado por seis ligantes y
en ambos casos, cuatro de los ligantes pertenecen a la proteina y dos
son moléculas de agua. Be 10$ ligantes procedentes de la proteina, dos
de ellos son comunes a los dos iones (ambos de dcido aspirtico). Enton-
ces el arreglo completo puede describirse como un complejo binuclear
con estructura de dos octaédros compartiendo una arista. Es importante
indicarque esta regidn de la proteina tiene caricter &dcido, o cual,

la diferencia de otras regiones de 1a wisma, Anora bien, una de las
moléculas de agua est& enlazada a la cadena protefca, por medio de un
puente de hidrégeno con una molécula de serina. La otra molécula de
agua estid expuesta a la superficie, en el caso del entorno del Mn., En
el caso del entorno delCa el sitio tiene menor simetria y como en el
caso del otro metal, se encuentra en una regidn con cardcter dcido en
la molécuia de proteipa. Otra diferencia entre los dos sitios es que
Jas moléculas de agua que estdn coordinadas al Ca?* se unen, a 1% ca-
dena peptidica por dos grupos carboxilo a través de puentes de hidrége-
no. Un esquema de la disposicidn de ambos metales en la molécula de con

canavalina-A, se muestra en la figura 15.

Otra de las caracteristicas de esta proteina es la presencia de es
tructura del tipo 8, es decir, de estructura de capas por lo cual, la
proteina puede formar dimercs y tetrdmeros. Lo anterior confiere a la
proteina una propiedad que se ha dado en 1lamar "valencia mdltipie", y

que se refleja en Ta capacidad de la proteina para aglutinar tanto gli-
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cigeno como eritrocitos o células ma?ignas{ }.

FIGURA 15- Disnosicion de les iones uietdlicos en el protomerc de 13 protefi-

na,

C) LA ACCION BIOLOGICA DE LA CONCANAVALINA-A.

‘La gran reactividad de esta lectina y el conocimiento, tante de su

especificidad como de su estructura, ha permitido que su uso en siste-
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mas bhiol16gicos se haya extendido a una infinidad de campos. A manera de_
ejemﬁ]b To anterior se puede ilustrar con los siguientes hechos:

Con la concanavalina-A se han hecho estudios que permiten, ya
modificar, ya reasignar; las configuraciones de algunos polisacdridos.
También, se ha usado en el aislamiento de un factor antihemofilico y su
purificacién subsecuente. '

La sfintesis, relativamente reciente, de algunes derivados insolu
bles de esta protefna ha permitido usarla en el aislamiento de de algunas
inmunoglobulinasf22},

Por otra parte la concanavalina-A ha mostrado una serie de carac
teristicas que la hacen un excelente objeto de estudio. Estas pueden re
sumirse en los siguientes puntos:

i) Toxicidad: Comprobada desde hace varios afios en animales.

ii) Aglutinacidn de algunas células: Embricnarias, espermatozooi
deas, sanguineas y algunos virus.
iii) Estimulacién de migracidn celular: En particular de algunas
clases de células tumorales.

iv) Actividad mitogenica:

Finalmente, como una de las caracteristicas mas importantes y que
le hace resaltar muy por encima de la mayoria de las lectiras comunes,
esta su capacidad de aglutinar c&lulas malignas de manera preferente res
pecto a las células sanas. En 1o particular se tiene a este respecto,

el hecho de que esta proteina a diferencia de otras, aglutina células leu



94

cémicas en concentraciones tan pequeiias como 250pg/m). También se ha
observado que esta protefna tiene la capacidad de aglutinar cultives de
células transformadas por medio de su exposicidn a los rayos-X o con agen
tes quimicos con propiedades carcinogénicas. A la par, se ha observado que

esta lectina, no aglutina cé&lulas sanas en las mismas concentraciones

. Iz
con las que actia en células enfermas{ )

Por.d1timp., se tiene que conforme avanza el conocimiento de las pro-

piedades quimicas de esta proteina, se han mudificado Jos mecanismos pro-

puestos para la accifn hioidgica de ésta.

D) PROPIEDADES QUIMICAS DE LA CONCANAVALINA-A.

Coma caracterfstica esencial de esta proteina se tiene su especifi-

cidad para aglutinar soic cierto tipo de sacidridos,

La concanavalina-A precipita con una serie de polisacdrides que tie
nen monomeros del tipo c-D-manopiranesil, B-D-fructofuranosil o D-arabi-
nofuranosil. Este incluye glucanos tales como el glicégenn, las amilopec
tinas y e) dextrano. De la misma manera, 5e tiene que 12 lectina reaccio-
na con polisacdridos procedentes de sfntesis artiticial tales como los

D-mandsidos o los fructbsidos.

Ademds se ha observado que esta proteina pierde su capacidad agluti

nante cuando se hace reaccionar con algunes monosacadridos. Dos de les
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principales inhibidores de esta propiedad son la metil-aD-mangpiranosa
y 1a metil-a-D-glucopiranosa. Aunado a lo anterior, ningunc de los mong

saclridos B equivalentes puede inhibir la capacidad de aglutinar polisa

au
cdridos de 1a protefna{ } Ver figuras 16 y 17.

4-metil-a-D-glucopiranosa

4-metil-g-D-glucopiranosa

FIGURA 16: Las dos conformaciones de la D-glucopiranosa



9b

4-metil-a~D-manopiranosa

4-\metil-8-manopiranosa

FIGURA 17: Las configuraciones de la D-manopiranosa.

Ahora bien, un estudio a fondo de la esterecespecificidad de esta

protefna a través de una técnica muy utilizada para ello (técnica de
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de Landsteiner) que consiste en determinar cufles spon las diferencias
en el peoder inhibitorio de un azdcar modificada, es decir, un azicar
sustituida, ha mostrado unma gran cantidad de hechos acerca de este fe-
nﬁmeno{aa}.

Por otra parte se tiene que las modificaciones en el pH o en Ta
fuerza idénica, afectan la formacidn del complejo sacarido-lectina de la
siguiente manera: A mayor pH, menor constante de equilibrio de forma-
.cidn del complejo. A menor pH, mayor valor de la misma constante; a su
vez,cuando se aumenta ja fuerza iénica el valor de Ta constante dismi-
nuye y cuando Ta fuerza iGnica disminuye ]a formacidn del complejo se
favorecefss}. Al parecer, cuando la proteina se trata con grupos o radj
cales de gran polaridad el complejo se estabiliza. Lo anterior permite
concluir que la formacidn del compligjo proteina-sacdride se estabiliza
por medio de las interacciones dipolo-dipolo ¥y se desestabiliza ante

las interacciones carga-carga.

AdemAs de las reacciones de esta lectina con los e-glico y manopira
nisidos, se ha observado que en el sitio reactivo de esta proteina tam-
bién reacciona con algunos sacdridos de cinco anillos tales como, a-D-
fructofurandsido y aiin cuando esta interaccidén es considerablemente me-
nor, elle es explicable en términos de la similitud del anillo en las

dos clases de sacdridos.

Desafortunadamente, el enlace entre la proteina y el sacdrido no
se ha podido estudiar por medio de los méEtodos cristalogrdficos de ra-

yos-X, ya que el complejo proteina-sacdrido se ha resistido a la crista-
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1tzactdn, Lo ant_erior ocurre afdn cuande seha tratado 1a protefpa con
concentraciones muy altas de sac&ridos para favorecer la formacidn del
compielo. Este efecto, al parecer, estd asoclado a un cambico conforma-

cional para la formacifn del complejo.

E) EXAMEN CUANTITATIVQ DE ALGUNAS DE LAS REACCIONES:

La medicién de pardmetros tanto cineticos como termodin&micos de
Ta concanayalina-A y diversos sustratos, se ha efectuado concienzudamen
te con el objeto de poder comprender algunos de los mecanismos del en-

lace de 1a proteina.

Ahora bien, comp en todas las reacciones quﬂnicas, la posibilidad
de medir estos pardmetros dependerd las propiedades que sufran algiin
cambio como consecuencia de la reaccion por una parte y cuin notorio
sea este cambio por otra, Por esto mismo, generalmente seran mas faci-
Tes de medir los parametros termodinamicos gque los cindticos. Lo ante-
rior ocurre por que cuando se mide algiin pardmetro termodindmico, v.gr.
1a constante de equilibric de alguna reacci6n, no es fmportante que el
cambio cambio medido sea de grdn magnitud, sino mis bien, que este cam-
bio adin cuando sea pequefio, pueda diferenciar entre dos estados particu
Tares de 12 reaccidn id est, los asociados a los estados inicial y finai
de esta, Sin embargo, cuande se hace la medicién de algin pardmetro ci-
nético, es imprescindible que el cambio asociado a esta muestre, no sd-

1o los estados inicial y final de 1a reaccidn sino que ademas muestre
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cdmo ocurre este cambio respecto al tiempo,

Asi se tiene, que en el caso de la concanavalina~A lo anterior de-
be de tomarse en cuenta, ademds de ciertas consideraciones especificas
propias de la lectina. A este respecto se tiene que Tos sustratos Que
presentan mayor interes dentro del estudio de 1a concanavalina-A, seran
aquellas que tengan las caracteristicas siguientes:

i) Que sean buenos inhibidores de la reaccidn con polisacdridos.
Esto es con objeto de asegurar gque la reaccién tenga una constante de
estabil idad grande.

ii) Que tengan conformaciones que permitan equipararles con los

carbohidratos superiores con los que reacciona y adn con los componen-

tes de la membrana celular.

Lo anterior tiene también por objeto el poder explicar, tanto la
especificidad de la proteina, como algunos de 1os mecanismos de accibn
bioldgica de la misma. En esta categoria se encuentra 4—metil~D-manopi-
ranosa, la cual tiene una serie de caracteristicas que T1a hacen ideal

para muchos de los estudies mencionados.

La 4-metil-d-D- manopiranosa es un sacdrido que se puede encontrar
en ciertos polisacdridos de la membrana celular. A la vez se ha observa-
do que inhibe muchas de las reacciones de la concanavalina-A con sacari
dos superiores y con céiulas, mientras que el isémero 8 no es inhibito-

Iy
rio de ninguna de las reacciones ="} (Vease la fiaura 17)
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Evidentemente, les primeros estudios de 1a reaccidn entre la conca-
navalina-A y este monosacirido se efectuaron para determinar la afini-'
dad de 8ste por la protefna, Estos mostraron{37}. por medio de 1a técni
ca de Landsteiner, que la proteina tiene una gran afinidad por este sa-
cirido en particular y por algunos de sus derivados metilados. Poste-
riormente So y Goldstein (1968){36}, determinaron la constante de esta

bilidad o de asociacidn de la reaccién siguiente:

Con-A  + Me-a-D-man¥=——=" COMPLEJO..........K,

Ta cual es del orden de 0.4 x lﬂk M'l a 25°C. La técnica utilizada para-
la determinacidn de la constante mencionada es }a 1lamada "equilibrio
por didlisis". A través del mismo estudio se determina la variacidn de
esta constante con la temperatura y por medio de ello los valores de

4G, AH y aAS. Estos valores se pueden ver en la tabla IX. Desafortunada-
mente esta reaccidn {y muchas con derivades de este sacdrido) presenta
el inconveniente de no tener ninguna propiedad medible que pueda asociay
se con el cambio de reactivos a productos, con la excepcién ya hecha,

de la determinacidn de la entrada o salida de productos a través de una
membrana dializante, Con ello, el estudio de los pardmetros de esta reac-
cifn queda restringido a la determinacidn de 1a constante de estabilidad

ya descrita.

Sin embargo, existen una serie de derivados de este sacidrido que
han sido sintetizados expresamente con el objeto de poder determinar las

caracterfsticas de reactividad entre 10s sacadridos y la concanava1ina-A,
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TABLA 1%
Funciones termodindmicas para la

reaccidn:

Con=A + S == COn-AsS

S= sacérido 107% x K {M71) -aH® -aG®  -as°
4-metil-a-D-manopirancsa 0.90 6.1 5.4 2.3
p-nitrofenil-a-D-mancpiranosa 1.49 6.8 5.7 3.6
4-metil-umbeliferil-u-D-ma- 4.26 8.5 6,3 7.4

nopiranosa.

que con la 4-metil-a-D-manopiranosa, no se habian logrado determinar.
estos derivados tienen al menos una propiedad detectable que puede aso-

cijarse con el cambio de la reaccion en que toman parte.

Uno de estos derivados es la para-nitrofenil-a-D-mancpiranosa(vease
la figura 18)1a cual, tiene al menos, dos propiedades detectables que va
rian durante la formacién del complejo con lz concanavalina-A. Estas son,
la absorcidn de radiacién en la regién del ultravinleta (&= 10%cm IM™1
en A ox" 305nm) y el potencial de reduccidn del compuesto.. La primera
varia al interactuar con la proteina este derivado del mongsacarido ori-
ginal, para formar el complejo. Lo anterior permite determinar cull es
el cambio de la concentracidn, vya del reactive, ya del producto. lLa se-
gunda se presenta por que este compuesto tiene un potencial de reduccidn
dependiente de la concentracién y que es muy diferente al potencial que
presenta la especie que ha formado el complejo. Por tanto se puede dise

fiar un experimento en el cual partiendo de un potencial base, se pueda

medir el cambio en la intensidad de corriente conforme avanza la reaccidn
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4-p-nitro-a-D-manopirancsa.

FIGURA 18
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38
Haciendo uso de la primera té&cnica, Loonticas et al{ }. Determi-
rnaron cual es el valor de la constante de formacifn del complejo con. 1a

concanavalina-A:

Con-A + p-nitro-¢ ~D-man == (Z(}I~1PLI:'.JO.......I‘(.i

y o1
1a cual es del orden de 1.5 x 10 M , .que como se v&, es ligeramente

mayor que la del deriyado metilado.

4-metil-umbeliferil-a-D-manopiranosa

FIGURA 19
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Finalmente, se tiene atro derivado del 4—meti1-unD—Manopiranosido,_
este derivado es el 4-metilumbeliferil-a-D-mancpiranosa, el cual ha si-
do exaustivamente utilizado en la determinacién de las propiedades del
sitio activo de las proteinas que reaccionan con sacéridos{aal. En par-
ticular ha sido utilizado con 1a concanavalina-A debido a su gran afini
dad, no solo para detectar cambios de las propiedades asociadas a 15
formacién del complejo sacdrido-proteina, sino para determinar toda
aquella interaccidn entre la protefna y otros agentes.la 4-metil-umbeli
feril- -D-manopirancsa, es un derivado eticuetado con una molecula flug

rescente cuya estructura se muestra en la figura 19.

La caracteristica esencial de este derivado y que 1o hace tan itil
para una gran cantidad de determinaciones asociadas con la formacidn
del complejo con la proteina, es el que pierde la fluorescencia al reac
cionar con la proteina. Lo anterior permite, detectar de una manera par-

ticularmente sencilla, tanto la concentracion del sacdrido libre en el

en el equilibric, como el cambio de esta respecto al tiempo.

En un trabajo que consta de dos partes, Loontiens, Clegg y colabo-

39 ,n0
radores{ ) determinan, tanto la constante de equilibric para la

formacidn del complejo, como los parametros cinéticos que caracterizan
la misma. Asi, haciendc uso de la fluorescencia y la absorcidn en 1a re
gién de U,V., determinan la constante de equilibrio midiendo la intensi
dad de 1a fluerescencia o de la absorcién, antes y después del equili-
brio; relaciondndola con ia concentracién. Y a través del uso de una

técnica de relajacidn (temperature jump o salto de Ta temperatura) y
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| aprovechandg el cambio de Ta intensidad de la fluorescencia, determinan
1a desaparicidn del sac&rido con respecto al ttempo y con ello calculan
las constantes de velocidad de la reacctdn, E1 mecanismo propuesto, el
valor de la constante de estabilidad asf como los valores de G°, H®,
Yy 5°; se muestran en 1a tabla IX. Por otra parte la variacidn de l1a

flucrescencia respecto a la concentracidn, se& muestran en 1a figura 20,

2% de fluorescencia 8

FIGURA 20: Variacign del % de emisidn fluorescente de 1a q-me-
til-o-D-manopirangsa respecto a la concentracifn (

desde concentraciones de 10~7=k,hasta 10*1=a} para

un barride de A de 300 a 450 nm.
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E1 mecanismo propuesto para 1a obtenciSn de Tas constantes de velocidad

es:
Con-A + MUM F=———== COMPLEJD K

en donde, si se conocen las concentraciones en el equilibrio de ambas

especies |Con-Al_y |MUM se puede determinar, a través del tiempo de
e e

relajacidon 1 cuales son las constantes de velocidad de l1a reaccidn, a

traves de la siguiente relacidn:

1
—— = kl|Con-Al, + [MUM]_ } + k.,

en donde, las concentraciones en el equilibrio, se calculan por medio

de la constante de equilibrio de la reaccidn.

F) LAS INTERACCIONES DE LA CONCANAVALINA-A ¥ ALGUNOS IONES METALICOS

Como-ya se ha indicado antes, la concanavalina-A es una proteina
que tiene dos diferentes cofactores. Ambos son metales, el ca2t ¥
el Mn2+. Estos metales son esenciales para l1a actividad tanto gquimica
camo bioldgica de la protefna. La primera observacifn al respecto fue:
efectuada por Sumner y Howel en el afio de 1936{23c}. Estos observaraon
que si a una solucidn de la proteina se 1e cambiaba el pH a un valor
por debajo de 1 y posteriormente se neutralizaba, la proteina perdia

por completo su capacidad para aglutinar glicGgeno, Sin embargo, si Ta
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solucidn se dejaba yeposar por un par de horas, la proteina recuperaba

la capacidad original para aglutinar el glicSgeno de Ta solucién.

Por otra parte, también se observé que cuande una selucitn de pro-
teina se sometia a una didlisis dcida, entonces se perdfa por completo
la capacidad mencionada, recuper&ndoia sflamente si se reagregaba la so

lTucién exterior de la didlisis y se neutraliza.

Estas observaciones 1osllevaron a la detecci6n de los metales men-
cionados, en las soluciones exteriores de 1a didlisis efectuadas y pos-
teriormente, a la asignacidn de éstos a la propia proteina.

Mdas tarde, el mismo autor Sumner{23a] procede al estudio del com-
portamientoc de la apoproteina frente a otros metales. De las observacio

nes efectuadas puede concluir que para el caso de los iones como: E1 Ni2t

+ +
el Co?™, el Mn?" y el Zn?": se produce un complejo metal-proteina cuya

actividad es equivalente a 1a de la proteina nativa, sin embarno 1os ijones

+ + + .+ + .
como el Sr2”, Cu?’, Ba? , Li'y Na':no producen un compyesto activo al menos
en una proporci6n cualitativamente detectable respecto a los icnes an-

teriores.

E1 hecho de que el trabajo anterior adolezca de varios defectos,
tales como la falta de pureza de 1a proteina y la clase de técnicas pa
ra la deteccidn de los ifnes metdlicos, no disminuye 1a altfsima cali-

dad del mismo, considerando 1a &poca en que se 1levd a cabo.
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A pesar del gran avance efectuado por Sumner, el tema de la fun-
cion del metal en la concanavalina-A queda olvidado hasta 1969 fecha
en que Nicolau y co]aboradores{so}, haciendo uso de técnicas tan elabo-

radas como E.P,R., logran obtener los siguientes datos acerca del enla-
ce metal ligante:

1° Los metales de transicién de la 12 serie, tales como NiZ2¥,
Co2*t 0 bien Zn2*, previenen la entrada del Mn2* alaprotefna si se
agregan a una solucién de la apoproteina, Lo anterigor les 1leva a con-
.cluir gue 1a concanavalina-A tiene un sitio especifico para algiin idn

de la primera serie de transicidn.

2° Los iones tales come Ca?* no pueden impedir 1a entrada de
los fones de los metales de transicidn y en particular la entrada del
Mn2* A lavez observan que la entrada del C&#*cuando la proteina ya tie-
ne Mn2*, cambia el espectro deeste. Lo anterior les 1ieva a concluir
que existe un cambio en el sitio del metal de transicidn al entrarel
ca?*. Al analizar el cambio espectroscépico observado, sugisren un
aumento de la simetria del sitio del metal de transicidn. Finalmente
los autares postulan que la entrada del calcio ala proteina que pre-
viamente se ha hecho reaccionar con un metal de transicion de los ya

indicados (vide supra), induce un cambio conformacional de la proteina.
Estos estudios 1levaron a otros investigadores al estudio de la
interaccién metal-proteina intentando todes ellos caracterizar ambos

sitios metdlicos.

Entre los estudios sefialados se pueden mencionar 10s efectuados
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por McCubbin et a1{51}, los cuales, por medio de observaciones del
espectro de dispersién 6ptica rotatoria de la apoprotefnaya l1a cual se
le agrega un sacdrido posteriormente a la adicidn secuencial de Cazfy
Mn2% encuentran que la entrada del Ca ocasiona solamente una variacién
muy ligera del espectrq, mientras que la del Mn?* sile produce un cam-
bio mucho mayar del mismo. Lo anterior les conduce a proponer gue la en
trada de]l Ca soliamente afecta a las cadenas laterales, mientras que la
entrada del metal de transicidn, en este caso Mn?*,  involucra en defi
nitiva la estructura secundaria de Ja protefna.

Otros estudios, como el efectuado por Gachelin ¥y colaboradoras{sz},
caracterizan un compuesto de la concanavalina-A y el Ni2¥, en el cual

este metal sustituye al Mn2+ y activa a 1a protefna.

Ademds de los anteriores estudios se encuentra el efectuado por
G]ew[sa}, el cual, por medio del estudio espectrosciGpico de la concana-
valina-A en la regidn del U.V.,con una técnica de alta reso1uc16n, mues
tra que al agregar solamente Mn existe unma diferencia Tigera en la se-
fal en esta regidn, y cuando se agrega el Ca la diferencia de la sefial
se hace mayor. Sin embargo, los resultados obtenidos son poco confia-
bles, ya que comete un error en las mediciones de la concentracidn del
metal. A pesar de ello,este trabajo permite tener una idea éua1itativa
acerca de las velocidades de entrada de ambos metales. Estas,segin este
trabajo,son como sique: la de Ca »> Hn.

{343

Sherry y Cottam , por medio de varias técnicas {R.M.N., B.P,E,,
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fluorescencia de lant@nidos), muestran varias caracteristicas del enla- .
ce metal-proteina, entre las que se encuentran el nimero de sitios por
protémero para la unién metal-proteina esto es, uno para el calcio y

unp para el metal de transicifn. Ademés,determinan los valores para las
constantes de disociacién del complejo formado por el metal de trangi-
cidn y la protefna en presencia y en ausencia de calcio. E1 esquema de

reaccidn propuestoc por estos autores es:

2
Mn{Con-A) &=—=——%Mn o ApoCon-A..........Kd

Tos valores de 1a constante para 1a reaccidn anterior son de 5 x 10'5
en ausencia del Ca2+ y de 10'5 en presencia de este metal. Estos resul
tados dindican que el Ca produce un cambio en l1a proteina que la 1leva
a un estado ma3s estable. Aparentemente este cambio es conformacional.
Grimaldi y Sykes{ssl. basdndose en el trabajo anterior y utilizan-
do la técnica de 'stopped flow' acoplado a un aparato de resonancia mag
nética nuclear, 1levan a cabo un andlisis cinético de la interaccidn me
tal proteina, proponiendo varios mecanismos probables para esta interac
cidn. Sin embargo, &stos mecanismos no quedan sustentados adecuadamente,

pues Tos dates cinéticos obtenidos no son suficientemente claros.

56
Mas tarde, Ricardson y Benhke{ ¥ efectuan un estudio de las inte-
2 2 2
racciones entre la proteina y el Co +, Mt y el Ca *. Este estudio
se hace a través de las observaciones en el espectro de dicrofsme circu

lar de la proteina. Esta presenta la posibilidad de activacidn parcial
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con algunos de los metales de transicién ya en ausencia, ya en presen-
. + . < . = .
cia del Ca® . En este estudio se hace una primera aproximacidn al esty

dio cinético de la entrada de los metales a 1a proteina,

Sin embargo, no es sino hasta el trabajo efectuado por Brown y co
laboradores {57} | en el que se determinan estos parametros y se propo
ne un mecanismo consistente con ellos. E1 método utilizado consiste en
el uso de una técnica de relajacidn de resgnancia magnética nuclear
protonica, en el gque se observa el tiempo de relajacidén protdnica en
;arias frecuencias de excitacion. Las condiciones de pH y temperatura
son Tas siguientes: 5.3«<pH<6.4 y 5 C<T<25 C, Los autores conside-
ran dos hipftesis de trabajo para la postulacidn del mecanismo, estas
son: el Mn2* produce un cambio conformacional en la concanavalina-A
al unirse a asta, este cambio es muy lento y sdlo puede acelerarse
en presancia de Ca2®. Con estas dos hipotesis Jos autores proponen

e] mecanismo representado por el esquema siguiente:

M + apoCon-A ==—-+M(Con-A)? + M=——="MM(Con-A)2"

n o

M(Con-A)? e M(Con=A)" + M e MM(Con-A)C

. + . iy .
que en presencia de La ', debe producir un equilibrio adicicnal:

M(Con-A)® + Ca *“——= taM{Con-A)?

I I

M(Con-A)C + Ca ===—=sCa(Con-A)®

donde los superindices a y ¢ representan las especies abierta y cerra-

da respectivamente.
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Los esquemas anteriores son probados con diversas conhcentraciones
de los reactivos. Ademds de 1os esperados cambios en el :omportamiento’
de las interacciones ocasionados por la variacidn de pH y temperatura,
1os autores encuentran que la proposicidn de Tos dos estados conforma-
cionales es consistentes con los datos experimentales y a traves del
analisis de estos, concluyen que existe una barrera de potencial de

potencial d- gran magnitud entre ambas conformaciones.

Apoyando Tas hip6tesis de Brown y colaboradores, dos grupos de

58 , 59
{59 223} nuestran

%nvestigaciﬁn. en forma independiente el uno del otro
que la concanavalina-A nativa difiere de la proteina desmetalizada en

su estructura y esto se puede explicar en términos del cambio canforma-
cional sugerido por Brown. A Ta vez, también se puede explicar la inac-
tivacidén de 1a proteina desmetalizada arguyéndose el cambio de las dis-
tancias relativas entre 1os dtomos que componen €] sitio activo, oca-

sionado por el cambio en la morfologia de los sitios metdlicos al pef—

der cada uno el metal correspondiente. Las conclusicnes en ambos estu-

dios son casi‘idénticas.



CAPITULO VI

'PARTE  EXPERIMENTAL



CAPITULD VI

1) ANTECEDENTES

A rafz de la publicacifn del estudio de Brown y colabaradores[57}
se inictan una serie de trabajos relacionados con el tema de las inter
acciones metal-protefna y del enlace metdlico en la concanavalina-A,
que tienen por cbjeto, aclarar la funcidén de los metales en é&sta. Debi
do a que este estudio se systenta en varias de las suposiciones y de-
terminaciones experimentales efectuadas en estos trabajos, conviene ha

cer un resumen que haga explicito cuales son estas suposiciones.

Uno de los primeros trabajos conectados con e- tema es de Shérry

et al {50}

» en el cual se sugiere, a partir de las proposiciones meca-
nisticas de Brown et al., que 12 entrada de Tos iones metdlicos a la

protefna procede a través de dos pasos bdsicamente; el primero un paso
muy rapido, es el de l1a entrada de ambos metales a 1a proteina que si

bier no 1a activa, si permite Ja posibilidad de un arreglo conformacio
nai, el cual es el segundo de 105 pasos propuestos y que se produce co
mo resultado de Jas interacciones entre los residuos aminvacidicos del

sitio de coordinacién y los iones metdlicos al entrar a &1. Este paso

es muy lento si se compara al anterior. El1 mecanismo anterior puede es

1ia
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guematizarse como sigue:

Mzt +  Ca2* +apoCon-A? “===—+ CaMCon-A% kis ko

CaMCon-A?  +mmmmmm—=——= MCaCon-A®  k;, k-2

en donde M2* pude ser Mn?*, Co2"o Zn2*. Ahora bien para poder detectar
el cambio en 1a concentracidn de Ta dGltima especie , los autores emple
an uno de los derivados de la metil-a-D-manopiranosa que por Su gran
reactividad frente a 1a protefna nativa y por sus propiedades es adecua
do para estas determinacipnes. Este es el p~nitro-fenil-a-D-manopirano-

sa {(Vease 1a tabla IX), esta reaccidn puede presentarse como:

"MCaCon-A® +  p-n-¢-g-man +——==+ MCalon-f*p-n-¢-a-man

k3' k-3

considerando el mecanismo anterior, haciendole algunas simplificaciones
obtienen 1os valores de las constantes de la reaccidén observando la va-
riaci6n de la concentracién de la especie MCaCon-A?:p-n-o-¢-man respec-
to al tiempo. Las consideracicnes gque los autores de este trabajo hacen
se basan en el multicitado articule de Brown et al. Asf los autores su
ponen que que tanto el idn metdlico divalente como el calcio. reaccib-

nan rdpidamente con la protefna desmetalizada para l1legar al equilibrio
de manera tal, que esta reaccidn es muche mas rd&pida que la opuesta es

decir la desmetalacidn de 1a protefna, De hecho este procesc es muy len
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to {en el orden de horas) adn en condiciones de reaccidn severas, esto
es, pH menor a 2 y temperaturas de 25 a 30 C, Por otra parte, en el equi
librio representado por ka, k_,3la primera de estas es mucho mayor que
la segunda, esto es, la reaccién se encuentra muy desplazada a la dere
cha de manera que se puede considerar que la conversidn de MCaCon-Ac en
CaMCon-A? es despreciahle. 57 ademds se considera que Ta velocidad de
reaccidn de MCaCon-A con el sustrato es mucho mayor que la velocidad
del cambio conformacional, osea que k3 »> kp, Se puede entonces medir

k + a través del cambio en 12 concentracidn del complejo sustrato-pro-
te?na respecto al tiempo. Los zutores efectvan esta medicidn por medio
de una técqica polarogrdfica, en 1a cual se mide el cambio en Ta co-
rriente de difusifn a potencial constante contra el tiempo. Dado que
para el reactivo utilizado la concentracion es proporcional alacorrien
te de difusién para el potencial empieado, entonces las mediciones son
directas.{Vease la figura 21). Finaimente, a través de una serie de ex
perimentos como el descrito y basandose en los argumentos aqui enuncia
dos, los autores concluyen que la constante de la reaccion que involu-
cra el cambio conformacional, es decir k, es muy similar para los meta-

les usados.
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Poco después Harrington y wi1kins{61}, utilizando un derivado del
mismo sacdrido pero ahora con una etigueta fluorescente, logran obtener
resultados consistentes con Tos reportados por Sherry et al. Para ello
estos autores hacen previamente un andlisis de las proposiciones que se
habian obtenido del articulo de Brown et al., para poder argumentar el
mecanismo que sera propuesto por elos.Este andlisis se efectda haciendo
reaccionar varios derivados del! a-D-manopiranosido con las formas meta-
lizadas de la proteina, ademds de otras reacciones que se mencionardn
en su debido mqmento. Las reacciones analizadas son entre el derivado
fluorescente, e cual es la 4metil-umbeliferil-a-D-manipiranosa, (vedse
la figura 19)y Ta protetna nativa; la a-metil-D-manopiranosa y la pro-
teina nativa. A partir del examen efectuado por estos autores, se propo

nen los siguientes mecanismos:

Con-A + MUM =====Con-A-MUM  k;, k-1, K,

que ante un exceso de proteina la k se puede escribir como:

obs

k = k; |Con-A] + k-

obs
donde kobs os de primer orden y refleja el avance de la reaccidn hacia
el equilibrio, Las grificas obtenidas para Kops vS |Con-A] resultan 1i-
neales(Véase la figura 22]. Sin embargo, los autores consideran necesa-
rio hacer una medicidn mds precisa de ky y esperando asi el que se
pueda comprobar el esquema. Esto se 1leva a cabo por medio de una rac-
cign entre el complejo sustrato~proteina, es decir, MUM-Con-A y otre
derivado sacdrido compitiendo por la protefina, en este caso el a-metil-

D~ mangpiranosa designado en e! esquema de reaccidn como MM,
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CaMn{Con-A)
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pH= 7.2

JFIGURA 22: Graficas de Kob5 Vs concentracién de 1a proteina

para la reaccién con varios metales.

E1 mecanismo propuesto se escribe a continuacidn:
Con-A - MUM +=—===——+ Con-A + MUM koys Ky

Con-A + MM —e——+ Con-A : MM ko
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en donde, para las condiciones en las que k, |MM| »> ky [MUM| se puede
cansiderar que kobs 2 k-;. Siendo 1o anterior observable a través del

retorno de 1a fluorescencia del sacdrido etiquetado al ser 1iberadc del
complejo sustrato proteina. Con esta serie de experimentos se encuen-

tran los datos que se muestran en la tabia IX {ver capitulo anterior},

Un hecho interesante es el que 1os valores de las constantes de
reaccion para las dos clases de proteina usada esto es la nativa y la
équi1ibrada con Ca y Mn, son virtualmente idénticos. Ademds cuando la
concentracidn de &stos se hace variar respecto a la de 1a proteina se
observa que,51 su concentracién excede en 10 veces o mds a la de la
proteina entonces los valores dekyresultan independientes a la concen-

tracidn de los 1iones metdlicos.

Asi, a partir de los resultados obtenidos para una serie de experi
mentos efectuados con las formas desmetalizadas de la proteina, los
autores proponen un posible mecanismo para la entrada de los jones metd
licos a la apoproteina, justificado en términos de las siguientes abser

vaciones:

1° Cuando a la proteina metdlica se le afiade un secuestrante
de iénes metdlicos tal como el EDTA,se observa que la proteina va per-
diendo su actividad original en el cursec de varias horas. Lo anterior
se puede atribuir a Ta pérdida de los iones metdlicos al acomplejarse

al EDTA.
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2% Cuando a la apoprotefna se le trata con uno splo de Tos iones
metdlicos que actian come cofactoes y al producto resultante de la reac-
cién se 1e trata con el mismo secuestrante, el proceso para ia pérdida

del i6n met&lico es sustancialmente mds rdpido que el anterior,

3° Cuando a la apoproteina se le trata con ambos iones metdali-

60
cos{ } el proceso de restauracidén de su actividad es lento. S5i se deja
liegar al equilibrio en presencia de un exceso de jones metdlicos la mez

cla se comporta de manera idéntica a 1a nativa.

Con las observaciones anteriores se puede retomar &1 esquema pro-
puesto por Brown et al., y simplificarlo de tal manera que ahora Se puge
de efectuar un and1isis concentrado en la manera en que el i6n metdlico
interacciona con la proteina. F1 esquema que debe analizarse es el si-

guiente:

2
MCon-A + Ca & &=== CaMCon-Al Kis k-1 K

CaMCon-A? s==—==o MCaCon-A® Ka» Kegy Ka

siendo esta Gltima especie la que reacciona preferentemente con los sa-
céridos por ser la especie que tiene formado el sitio de unidn del com-

plejo proteina-sacdarido. Esto es:

MCaCon-AS + MUM w=wh MCaCon-A-MUM k3, k-3, Kj
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asi dado que los valores de k3, k_3y K3 son mucho mayores que los de
'kz, k_2 y Ks se pueden considerar que esta 01tima reaccidn estd contrg
lada por 1a aparicidn de MCaCon-A®. Asi, se puede suponer que este pro
ducto se puede detectar por medio de la Ultima reaccidn (o sea por me-
dio de la desaparicidn de la fluorescencia del sacarido etiquetado}. 5i
el sacdrido se encuentra en concentracidn mucho menor que la de 1a pro-
teina en su forma final (es decir MCaCon-A®), entonces puede suponerse
que solo se detectard el resuitado de la combinacidn de la primera y
de la segunda reacciones, pueiendo ahora simplificar el mecanismo pro-
puesto tomandc en cuenta que para concentraciones de Ca superiores a
10°"M 1a formacidn del producto CaCon-A% es comp]eta[SI}, de manera
que se puede reconsiderar el esquema modificdndolo, y como ks >> K.g,
entonces se puede suponer a este paso como irreversible quedando en-

tonces el esquema siguiente:
MCon-A + Ca «====—- CaMCon-A? kyy koys Ky
CaMCon-A? —— McaCon-AS Ky

Este modelo permite expresar la constante de velocidad observada, co-
- - + . s .
mo una funcion de la concentracidn del Ca? . Esta funcidn tiene la for

ma siguiente:

ke K1 |caj
1 + Ky |cal

obs
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Que es una ecuacidn hiperbslica. Esta puede transformarse a su vez en

- . . *
otra ecuacién mis manejable, que es Tineal™;

D S S
kaS kz KJ ]Ca' k2

2) DISERO DEL EXPERIMENTO

Partiendo del modelo propuesto por Harrington y wi1kins{61} se di-
seﬁan una serie de experimentos que permitirdn comprobar la validez del
medelo propuesto. Con base enlas hipStesis sugeridas en el modelo se
procede @ buscar las reacciones adecuadas para este. Asf se tiene enton

ces que:

a) Dado que @] método sugiere la formacidn cuantitativa de la
proteina mono-metalizada con Tos iones de los metales de transicion,
previa a la reaccion con el Ca2+. s& hace pecesario prepararlas. Para
ello es necesario formar previamente la apoproteina, la cual se hace
reaccionar con las sales de cada uno de Tos iones deseados, Esto se

" presenta en el esquema siguiente:

*Nota: la discusion del modelo propuesto y el tratamiento para llegar a

esta ecuacifdn se muestran en el capitulo de discusién y resultados.
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i)  con-A HY  —— ApoConA cCa ¥ Mn
Membrana Membrana
de _‘de .
dig1isis didlisis

. . 2
'43) apoConA + M ' — MCon-A (40 )
(aq) (aq)

b) Ahura,consideréndo las caracteristicas del mismo modelo y

debido a 1a forma de la ecuacidn que surge de este, es decir, debido

2 que Ja constante de velocidad observada depende de la concentracidn

del calcioyes necesario efectuar una serie de reaccionesyentre la pro-

- . . 24
teTna monometalizadacondiferentes concentraciones de Ca ', para poder

conccer la forma de esta variacidn. Lo anterfor se muestra en el esque-

ma siguiente.

r 3
+ 1
| ca2*| kohs
24 Z
Jca 7| k
MCon-A £ . “OPSL s MgaconAC
24 )
L 1ca™] kObs)

Para upa misma concentracién de 1a proteina mono metalizada y donde M

puede ser Mn2+, Co2+, Ni%+p Zp2+.
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¢) Conociendo los valores de 1a kob para cada una de las dife

s
2 .

rentes concentraciones utilizadas de {Ca +}, estas dos cantidades se
ajustan por medio de una regresidn lineal. Cada concentracién se prueba

a 4 temperaturas.

d) La regresidn anterior permite encontrar los valores de las

constantes buscadas, es decir k, ¥ Ky y con estos valores se puede ajus
tar con otra regresién 1ineal, la variacién de k, y K, . respecto a la

temperatura. Asi se pueden conocer los valores de los pardmetros termo-

dipdmicos de la reaccién.

1) DESCRIPCION DE LAS ETAPAS EXPERIMENTALES
aPreparacidn de los reactivos.

a) Didlisis dcida: en un tubo de didlisis se pone una solucidn
de ConA en NaCl (1:5.5.), en agua des-ionizada y destilada (2.5g/10mL).
Este tubo se cierra y se sumerge en 1L de una solucién de &cido acético
1M {57mL a.acético glacial/IL) a la temperatura de 4 C, con agitacién.
tEste proceso dura 8 horas, transcurrido este tiempo, la sojucidén exte-
rior se cambia por una solucidn recién preparada con las mismas condi-

ciones que la anterior. Este proceso dura 4 horas mds,

b) Didlisis neutra: la bolsa de didlisis tratada en solucidn

dcida durante 12 horas, se transfiere a una solucidn de NaCl D.3M y
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EDTA 10 M. Se agita durante 4 horas y se cambia por otra solucidn idén-

tica. El1 proceso anterior se repite una vez mds, en las mismas condicio-

nes.

c) Didlisis neutra: la bolsa de dislisis se transfiere a unz sg
lucién de NaCi 0.3M. Se agita durante 12 horas, bajo las mismas condi-

ciones que los dos tratamientos anteriores.

d) Centrifugacidén: debido a que le proceso de didlisis &cida
produce la desnaturaljzacidn parcial de la proteina, es necesario cen-
trifugar la solucién de l1a bolsa de didlisis para separar la proteina

que hubiese precipitado.

e) Fitrado: para eliminar todas las particulas de protefna que
no se hubiesen aglutinado y por tanto que no se hubiesen separado con
la centrifugacidn, se dehe filtrar la solucidn. E1 filtro utilizado es
un filtro nimero 0.08 de Millipore. E1 filtrado se desecha y 1a.solucidn

se almacena a 4 C para Su uso posterior.

f} Disolucidn y ajuste de pH, fuerza i6nica y concentracidn: la
solucién concentrada se ileva a 10mL con una solucién de pH = 5 y fuer-
za i6nica de 0.3M. (acetato de sodio: dcido acético 1:1 y NaCcl 0.3M}.

De esta solucidn se toman 3 alicuotas que se usan como sigue:

1} 0.3mL de apoConA 1levan a 2mL y se colocan en una celda de

cuarzo en un espectrofotémetro, donde se mide la absorbancia de 1a mue§
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tra a los 280nm. La absorbancia registrada permite conocer 1a concen-
tracién de Ta apoConA si se considera que el coeficiente de extincidn
de la concanavalina al 1% en peso y lcm de recorrido en esa longitud de

1
onda (E % } es de 12.4,
2805

2) 1mL de la solucidn original se trata con dcido perclérico
Yy calor durante tres horas. La solucidn resultante se lleva a un aparato
de absorcidn atémica donde se determina la concentracidn de los icnes
Ca2+ y Mn2+. Si la concentracidn observada resulta ser mayor al 3% del
contenido metdTico de 1a proteina nativa, se desecha la solucidn. En

caso contrario se utiliza para las determinacianes.

3) 0.6mL de la solucidn original se hacen reaccionar con el sa-
cdrido 4-metilumbeliferil-a-D-manopiranosa para determinar su actividad.
5§ 1a actividad de 1a proteina desmetalizada excede el 6% del presenta-
do por la nativa, la solucidén se desecha. Par 1o contrario si la activi

dad presentada es menor al 6% de la nativa la proteina es utilizada.

g} Solucién patrdn caracterizada: si la solucidn original ha pa
sado las pruebas 2 y 3 entonces se puede almacenar {caracterizada). Es

to se hace en pldstico para evitar contaminacidn.

h) Reaccién de la Apo-ConA y los metales de transicion: esta

reaccion se lleva a cabo mezclando 10ml de T1a solucidn patrén de apo-
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ConA conlmk de una solucitn de los cloruros de los metales divalentes
que 5e emplean para hacer las determinaciones . Las soluciones resul-
tantes tienen una concentracidén de 15sM de la apoCon-A ¥y 10mM de los
iones metdlicos. La fuerza idnica es de 0.3M y el pH de 5.0. Estas so-
Juciones se dejan 16h como minimo a una temperatura de 4°C listas para

. 2+
hacerlas reaccionar con al Ca .

i} Soluciones de Ca2+: se prepara una solucidn patrdn utilizan-
do CaC03 (reactivo primario) y titulado con HC1 1.0M para formar cloru-
ros. Esta solucidn permite preparar una serie de soluciones cuyas con-
centraciones van de dmM a 25mM de Ca2+. Cada una de estas scluciones
tiene una concentracion del sacdrido (MUM} de 1.5uM. La fuerza idnica
y el pH son de 0.3My 5.0 respectivamente. A las soluciones de mayor
concentracién se les titula con EDTA y murexida para determinar la con-

s - 24
centracion de Ca .

2
J) Reaccidén de Ca s MCon-A: Esta reaccidn se lleva a cabo en
la aperato descrito en el capitulo anterior., poniendo la mezcla indica-

da en {h) en una de las jeringas y la indicada en (i) en la otra.

k} La variacién con la temperatura: cada una de las reacciones
se hace a 4 temperaturas diferentes{(20C,25C,30C.35C), con objeto de co-

nocer esta variacidn (dependencia).
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Con el objeto de tener una descripcifin global del proceso experi- '
mental, se mostrard a continuacidn un diagrama de blogue en el cual se
* representan cada una de las etapas del proceso que se han descrito antes

(vide supra). En este diagrama de blogues se pretende hacer explicita la

interrelacidn de cada ctapa con las demas.

a) Di&lisis acida {28 a0}

{Con-A,NaC1/H D). 4 membrana Y5 (acido acético,H,0;1.0M)c o

T=4 C pH=2.3
b

b) Didlisis neutra {30}

-3
(Apo-Con=A/H,0) . rombrana VS (NaCl 0.3M,EDTA 107°M/H,0) ¢ o

T=4 C pH=4.1
Apo-Con-A/H,0)

(c)
en membrana ¥S {NaC1 0.3M / Hzo)fuera

T=4 € ) pH=5.3

Centrifugacién {61}

T=4 C; 10000 RPM
I_. e) Filtrado;{filtro millipore} —_1

Jilucion de 1a proteina. X

precipitado
desmetalizada y ajuste

se deshecha
de pH y fuerza ionica .

pH= 5.0 ; I= Q.34

v

(a)
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(o)

b ¥

Absorcidn atdmica

determinacién de

[Ca2t y  |Mn2Y

{32)
)

|Zal, {Mn]>3% 7

Y ¥

no

3
Pasa e deshechd

}
Y

o

Comparacién de la
actividad entre

apoCon-A y Con-A

nativa.rgry}

| ~6% 7|

Espectrofotometria UV

determinacidn de'

;El =12.4

|apu-Cun-A1 280"

Determinacion de la

concentracidon de la

=3 glucion patréng2s:
Inoj ise deshechd

< ¥

Solucion patrdn caracterizada

Y

Apo-Con-A + M =+ M Con-A

pH=5.3 I=0,3M
T=4 C 18 horas

M=Mn2+,Co2¥,Ni2t,zn2t,

.i

flaow

i
Ca®* (de 0.4mM a 25mM)
+
MUM 2.5x10° M

Stopped-  jet—-u-—|

Determipacitn de la
concentracion del Ca2t

con EDTA y Murexida (g3

M Con-A + Ca * = CaM Con-A?

Ca¥ Con-A® ———3 MCa Con-AC

T=20C,25 C,30C,35 C

pH=5.0 M=Mn2*,Co?*,NiZ*+,Zn?*
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4) REACTIVOS Y APARATOS UTILIZADOS

Reactivos: la concanavalina A fue comprada a sigma laboratorics,
Inc., en forma de solucién sélida ConA: NaCl (1:5.5}, en peso. Los clo-
ruros de los metales de transicién fueron J.T. Backer grado reactivo.
El carbonato de Ca para preparar las soluciones de CaC12 fue comprado
también a J.T. Backer (reactive primario). E1 dcido etilendiamintetracg
tico fue comprado a Merck. La murexida y el monitor fluorescente 4-me-

pilumbeliferi]-u-n-manopiranosa se compraron a BOH inc.

Aparatos: el aparato de flujo fue un stopped flow marca Durrum
Gibson acoplado a un oscijoscopio Hewlet-Packard con aimacenamiento de
sefiales. Las regresienes lineales para calcular las constantes de la
reaccidn se efectuan en una calculadora de belsillo. T.I. 59 de Texas

Instruments Inc. E1 espectrofotémetro usado fue un aparato Beckman 508.



CAPITULD VII

RESULTADOS Y DISCUSION



CAPITULD VII

1) INTRODUCCION

Cuando se examina una reaccitén de primer arden entre 2 reactivos

" A y B de 1a manera acostumbrada, es decir, uno de los reactives se man-
tiene en exceso (B por ejemplo); la desaparicidn de A, usualmente serd
un proceso de primer orden, as decir, 1a constante de velocidad abserva
da serd una funcidn logaritmica del tiempo. Ahora bién, cuando 1a con-
centracidn B es pequefia (pero aiin mucho mayor que A), el valor de la
constante resulta proporcional a la concentracidn de B, Sin embargo,
cuando se incrementa la concentracidn de B, esta proporcionalidad desa-
parece y eventualmente el valor de 1a constante aparecerd independien-

te de la concentracidn de B41) .

AsT una primera revisidn del comportamiente cinético de la reaccidn,
permitird sugerir un mecanismo para 1a reaccidén estudiada, siempre y
cuando se tenga conocimiento del comportamiento quimico de los reacti-

VoS,

2} EL MECANISMO PROPUESTOD

AsT en el caso de la reaccidn entre la concanavalina monometaliza-

133
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da con el i6n divalente del Calcipo se sabe 1o siguiente;

i) La protefna y el calcio reaccionan lentamente para formar pro
ductos.

s - . 24 . .

i1} S el Ca ~ estd en exceso (1:10 como minimo} con respecta a
la concentracidn de la proteina ¥y se hace variar la concentracidn del
mismo [manteniendo Ta concentracién de la proteina constante) se observa
en todos los casos, comportamiento logaritmico de la reaccidn. Y a la

vez variacidn de Ta velocidad respecto a 1a concentracién del calcio,

11i) Por otra parte segdn varios estudios cinéticos 6061} efectua

dos previamente, se puede sugerir la existencia de 2 posibles conforma-

ciones de la proteina, dependiendo de si estd o no metalizada. Lo an-

terior a su vez se ha demostrado por medio de estudios de difraccién de

rayos-xisa'sg] muy recientes, hechos a la proteina nativa y ia apoprotef

na.

Lo anterior sugiere entonces un sistema bimolecular del tipo si-

gquiente:
2
M Con-A + Ca ‘w====2Ca M Con-A® k,, k-1, Ky répido

Ca M Con-A2 —=——> }NCa Con-AC k; lento

tn donde se propone que la formacifn del producto final ocurra a

través de 2 pasos. Uno de ellos {el primero) ripido y reversible y el
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otro Tentg y prdcticamente irreversible. Asf se pueden identificar am-
bas etapas como sigue: la primera es una reaccién en donde el calcio
puede entrar y salir al sitio que le corresponde y la segunda etapa es
un cambio conformacional Tento que ocurre cuando ambos metales ocupan los
sitios que lescorresponden. Cuando este cambio ha ocurrido, 1la protef-

na puede reaccionar con el sacdrido presente en 1a soifucién.

Ahora bien, en vista de que 1a reaccidn es bimolecular, es decir,

.que procede de acuerdo a la ley de velocidad empirica siguiente:(66,67}

[od
d|{MCaConA - kobs IMCOﬂAI ‘ca! _____ (1}

dt

Y que se considera que el equilibrio previo a la formacidn del producto

final es muy rdpido, es decir k-;, ky >> ko, entonces se puede conside-

rar gque este equilibric no estd siendc afectado por la segunda etapa a
lo large de l1a reacidn. Esto permite hacer una aproximacidn que'facili-
ta considerablemente la derivacifn de la ley de velpocidad. La aproxima-
cidn utilizada es 1a de considerar entonces qua M Con A y Ca2+ estardn

en equilibrio con CaMConA? durante toda la reacci6én, es decir que

a
CaMConA ! = K (2)

|MConA| |ca ]
se mantendrd constante. Y por tanto es posible considerar:

[caMconA?] = K, [MConA| |Ca].......(3)
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Ahora como CaMConA? es un intermediario en la reaccidn entonces:

. [
d IMCaConA I = kz |CaMConAa| [ (4)
dt

Resultando ser un proceso de primer orden, siempre y cuando la condi-
cion de equilibrio sugerida, es decir, el estado estacionario, se cum=
pla. En caso contrario se tendr@n desviaciones en el comportamiento ob

servado.

Lo antericor permite entonces al sustituir (3} en {4) y obtener:

d  |MCaConA®|
dt

= ko K; |MConA|l |Ca| ..... (5)

Ja cual resulta indistinguible de 1a ley de velocidad observada.

Ahora bien, para conocer la dependencia de la velocidad de reaccidn
respecto al Ca, es preciso efectuar ciertas transformaciones algebrai

cas, las cuales se indican a continuacidn:

El balance de masa para 1a proteina utilizada se puede escribir

como:

MComA, = [M ComA| + {CaMConA®] ....... (6)
Esto es, la concentracidn total de la proteina monometalizada es j-
gual a la concentracidn de Va proteina que haya reaccionado con el

Ca2+, mis la que no lo haya hecho. .
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Ahora bién, si se suma en ambos lados de la ecuaci6n {3) el factor:

(k; |Ca] |caMConA?|) se tendra:
|CaMConA®| +(Ky|Ca} |CaMConA®|) . = .K, |Ca| |MConA| + (¥ ICal |caMConA?]) (7) -
si esta ecuacidn se factoriza:

|CaMConA? | + (K,|Ca| |CaMConA®)= K;{Ca| (|MConA| + [CaMConA®|)...... (8)

Si se sustituye (6} en la ecuacidn (8) se tendra:

[Camcona?| + (K, |Ca| |caMConA?|) = ¥& |Ca] (MConA }........ (9)
t

Si la ecuacién {9} se factoriza:

[CaMCanA?| (1 + K; (Caf) = Ky {Cal (MConA,)..........{10)

de tal manera que Se puede despejar ]CaHConAal obteniéndose:

Ki |Ca] (MConA,)
|caMCona?| = t .. (11)
1+ £, |cal

S{ ahora se sustituye la ecuacidén (11) en le ecuacién (4) se tendrid:

d|MCaConA®] Kk, Ky |ca| {MConA,)

creeserees (12)
dt 1+ K, ]Ca[
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Ahora bien,si 1a concentracidn de MConA, se mantiene constante para to-

das las reacciones efectuadas se tendra:

kz Kl |Ca]
obs ~ 1+ £ [Ca]

Siendo esta la ecuacidn que se propone para la determinacidn de k; ¥ Ki.
Finalmente,debe indicarse que la situacién descrita por el modelo sugeri

do se presenta en muchos casos. Cabe mencionar entre otros los sijuien-

tes:

a} Reacciones catalizadas enzima-sustrato, las cuales estdn ca-
racterizadas por la formacidn de un complejo entre la enzimd £ y el sug

trato §. id est{*1.%2}

E +5 == (ES)

ES =—=—F Productos

b) Reacciones de sustitucidn nucleofilica en los compuestos de

coordinaciﬁn{“l’“3‘9 )

M——0OH, == M+ H,0

M + L -——=% Productos.
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¢) Reacciones de éxido-reduccidn a trayés de 1a formacidn de

un compuesto de coordinacidn de esfera externa:(68,67,69)

. ALy

ML(H'WI * «——— Productos.
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3) ANALISIS DE LDS RESULTADOS

Para poder efectuar este andlisis, es preciso considerar la ecuacidn

resultante del esquema propuesto., Esto es:

kz Kl |Cﬁ[
kobs = T+ K1 Eiff

donde K; es la constante de equilibrio para el paso reversible rdpido ¥

k; es la constante de velocidad para el paso Tento de la reaccidn, es de-

cir la constante de velocidad de aparicién del producto final.

La ecuacidn anterior es una ecuacidén de tipo hiperbGlico. Esta

puede transformarse a2 una ecuacion lineal mds manejable.

La transformacidén se efectua tomando el inverso de la expresion antedicha,

esto es:
1 1+ Ky |Ca|
T‘:l;s - kz K, [Ca|
o sea:
kollus ) ki K1 ]Ca[-] ¥ “%;

Que como puede verse es una ecuacién lineal respectc al inverse de 1a con-

centracidon del calcia.
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51 se grafican entonces los inversos de los valores obtenidos de la kobs

' . . 23 R
- contra los inversos de la concentracidn de Ca utjlizada, se debe espe-

rar obtener una linea recta.

-1
51 se hace entonces una regresidn lineal con las parejas kobs‘ | Cal~!se tendra

que los valores de las constantes del esquema de reaccidn pueden calcular
se, ya que la pendiente de la recta obtenida en la regresidn,corresponden-
de al inverso del producto de K; y k, ¥ la ordenada al origen serd el in-
verso de k;, es decir:

_ 1 .o 1
M= Tk, YO X kKo

por tanto

. ‘s ) 2
A continuacidn se muestran los valores de la k bs ¥ la concentracién de Ca &
. o]

para cada una de las temperaturas a las que se hicieron experimentos.{Ver

tabla X.}

Los valores obtenidos de k VS [Ca| de 1a tabla (representados por
Tos circulos negros en las graficas) se grafican, obteniéndose las distri-
buciones mostradas en las figuras 23 a 26. Cada una de estas figuras corres
ponde a cada uno de los metales usados e incluye las graficas de ko ¥ |Ca|

para las cuatro temperaturas usadas.
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TABLA X
2
3 Hn ' 3 3 3 .
JealmM 10 xk_, (20€)  10°xk , (25C) 10 xk o (30C) 10 xk , (35C)

0.4 2.7 4.5 8.3  =maem-

0.8 5.0 7.15 3.3 m=eee-

1.0 5.5 8.80 17.3  =ee=e-
11.0 13.2 18.2 26.9  ewem=-
25.0 14.7 20.2 33.7 =eeee-

2
3 Co ) 3 3 3
iga|mM 107xk ; (200)  10°xk,, (25C)  107xky, (30C) 10 xk  (35C)

0.45 4.15 5.5 9.42 1.2

0.75 5.3 . 7.0 14.05 17.25

1.3 8.1 11.35 17.34 20.7

8.5 13.75 18.40 32.1 38.4
25.0 17.9 22.01 39.9 46.1

2
3 N3 i 3 3 3
[CajuM  107xk, (20C)  107xk,, (25C) 10 xk, (30C) 10 xk, (35C)

0.4 2.5 4.1 6.8 10.5

0.8 4.0 7.0 11.2 16.5

1.0 4.5 8.4 12.5 20.0
10.0 13.0 18.5 30.0 40.5
25.0 15.9 20.8 34.0 46.9

3 ZI"I‘-+ 3 3 3
[CajmM  10°xk, (200} 10 xk,, (25C)  107xk, {30C)  10°xk, (35C)

0.45 2.3 3.7 5.26 7.84

0.75 3.3 5.7 7.19 11.3

1.3 4.5 8.2 11.5 14.6

8.5 10.9 15.8 21.7 34.4
25.0 14.1 18.4 26. 3 38,5
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Ahora bien para poder evaluar ks ¥ K; se deben efectuar las regresiones

-1 -1 )
indicadas antes, con los valores de k , . y |ca]” . En la tabla XI se en
listan los inversos de los valores experimentales de las pareias kjp. v [Cq para

cada reaccidn.

Al graficar los valores calculados de k;;s y |Ca|~1 mostrados "en
la tabla X1 {representados por cYTrculos blancos en las grdficas) se obtig
nen 1as distribuciones que se muestran en Tas figuras 27-30 junto con la
recta tedrica que mejor ajuste tuvo,al hacer una regresién lineal con el

métado de minimos cuadrados.
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TABLA XI
2
Mn +
1.
kobs (s)
-1 =1
fca|™" M 20¢C 25¢C 30c kL1
2500 370.4 222.23 120.5 = -eee--
1250 200.0 140.25 75.2 e
1000 181.82 113.50 57.8 ————-
100 75.76 55.00 33, mmeme-
40 68.02 49,5 29.66 2 =-----
o 2
Co +
21
Kobs (s}
b1
{cal” M 20C 25C 30¢ 35¢C
2222.23 242.1 181.85 106.1 89,36
1333.34 188.7 142.9 71.2 58.0
769.23 123.7 88.02 57.7 48.4
117.65 72.8 R4.40 31.15 26.1
40.0 56.02 45.43 25.1 21.7
2
Ni T
_1
kobs (s)
IV S | .
lcal” M 20t 25¢C 30C 35¢C
2500.0 400.0 244.0 148.0 95.23
1250.0 250.0 142.9 89.3 60.6
1000.0 222.23 119.04 80.0 50.0
100.0 77.0 54.05 33.34 24.7
40.0 63.2 48.1 29.4 21.3
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TABLA XI {Continuacidn)
]
zn2*
=1
kobs (s)
|Ca| IM7T 20C 25C 30C
2222.23 434.78 270.30 190.12
1333.34 303.3 175.44 139.10
769,23 219.78 121 .50 86.85
117.65 91.74 63.21 46.10
40.00 70.92 53.27 38.02

35C

127.55
89.84
68.50
29.10
25.00

Los valores de 1a pendiente y la ordenada al origen de cada una de

réctas obtenidas por medic de las regresiones, se muestran en la tabla

XIT.

En la misma tabla se presentan Tos valores calculados de Ky y ks

para cada una de las temperaturas utilizadas, debajo del metal al cual

corresponde el experimento en cuestidn.

TABLA XI1I
M2t
correlaci6n Pendiente intercepcion k, K,
0.9983 0.1217 60.2 0.0166 495
0.9989 0.0703 44.4] 0.0225 632
0.9953 0.0366 27.54 0.0363 752

Temperatura
293°K
298°K
303°K
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TABLA XIl{continuacién)

COZ'I-
© correlacidn  pendiente intercepcién  k, K Temperatura
- 70,9963 0.1084 57.40 0.0174 529 293*K
- 0.9971 0.0695 43.67 0.0229 628 298°K
0.9963 0.0356 26,09 0.0383 730 303'K.
© 0.9961 0.0298 23.8 0.0420 797 308°K
NiZ*
correlacién pendiente intercepcidn kz Kl Temperatura
0.9958 ¢.1376 68.2 0.0147 497 293°K
0.9395 0.0792 44,1 0.0227 556 298°K
0.9993 0.0481 28.9 0.0345 601 303°K
0.9990 0.0299 19.6 0.0510 655 308°K
202t
correlacién  pendiente intercepcion k2 K] Temperatura
0.9970 0.1660 75.22 0.0133 453" 293°K
0.9993 0.0982 48.68 0.0205 495 298°K
0.9970 0.0706 36.77 0.0272 520 303°K
0.9959 0.0468 26.22 0.0381 560 308°K

Finalmente, si se sustituyen los valores de Kyy koen la expre-
sidn hiperbblica que define el sistema y se resuelve la ecuacidn para
varios valores de concentracitn, se obtienen las curvas teBricas que se

muestran como 17neas sBlidas en las figuras 23 a 26 inclusive.
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4) TRATAMIENTO DE LA CONSTANTE DE EQUILIBRIO

51 los valores obtenidos para 1a constante de equilibrio se anali-
- zan se puede ver que varian respecto a la temperatura. Asi, se puede
determinar entonces los pardmetros termodinamicos que caracterizan la
reaccifn. _

En el casc de una constante de equilibrio se tendrd la siguiente
.relacién;

-]
——%%— = —1in K

poer ello, 51 a2 Ja vez se considera:
&G = MH® - TAS®
entonces se puede obtener una relacion lineal entre la constante de e-

quilibfio del sistema en términos de estos pardﬁetros, esto es:
']n Kl = _,.QH._q. + gs..j_

de esta manera si se grafican los valores calculados de los datos obte
nidos de.K, , es decir, si se grafica In K; vs 1/T , se espaerard obtener

una recta, cuya pendiente sea -(2H°/RT)y su ordenada al origen sea {45°/R)

esto os:
m =2 - -‘}HT
RT ¥y entonces &HY = - m R
y
ASY ta g = - .
intcp.= ”ﬁl Yy por tanto AS§ intcp.R

Por ellg,al hacer una regresibn de los valores de In K; y U/T
se pueden conocer cuales son los valores de AH: Yy asipara la reaccibn.

En 1a tablaXIlIse muestran los valores obtenidos de AS] y aHipara ca-
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da uno de Tos metaies empleados en Tos expertimentos. A su vez en la fi—
gura 31 se muestran las gréficas de In K; vs 1/T (representados por las
figuras geom&tricas en Bstas) junto con Tas rectas tebricas obtenidas

de la regresifin.

TABLA XIII
METAL sH3{Kcal M71)  AS%(ue) correlacién
Mn2* 7.34 a7’ -0.9960
Co2* 4.98 29 -0.9929

Nizt :
3.30 23 -0.5975
Zn2t
2.43 20 -0.9951
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FIGURA 31
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5) ANALISIS DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD

51 se considera la energfa de activacién de Arrhenius:

£ dln k
a e (13)
RT2 dT
que en su forma integrada se puede expresar, como:
=Ea
n k2=-—R—T~—-—-+A ........... {14)

¥ a la vez se toma en cuenta que la mayoria de las reacciones elementa~
les se ajustan a este comportamiento, siempre y cuando, en el intervalo
de temperatura no se produzcan cambios que provocasen complicaciones en
dicho proceso (desactivacign de la protefna o desnaturalizacidn de 1a
misma). Entonces, es posible expresar el valor de esta energia de acti-
vacidn para Ta constante k2, pues se conoce cfmo varia ésta con respec-
to a 1a temperatura. Esto es,si se grafica 1n kp vs 1/T,se tendrd una
linea recta cuya pendiente es -Ea/R, esta grafica se muestra en Ta figu
ra 32. Los valores obtenidos de Ea para cada uno de los metales usados

se enlistan en la tabla XIV.

TABLA XIV
.1 '
Metal Ea (Kcal M™ ) In A Correlacion
Mn2+ 13.7 19 -0.9906
Co2* 11.8 16 ~0.9923
N2t 14.9 21 -0,9998
] zi?t 12.3 16 -0.9971 J
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Por otra parte, si se considera que la constante de velocidad de

una reaccion estd dada segiin 1a teoria del estado de transicidn, por:

donde k es 1a constante de Boltzman, h es 1a constante de Plank, T es

Ja temperatura y Kﬂes 1a constante de formacidn del complejo activado,
# .

- Entonces dado que K se puede considerar como una constante de equili-

brio normal serd posible:

#

sef = oo okt (16)
entonces:
ky = K- exp (-s6¥/RT) ... (17)

y dado que AG® puede expresarse:

entonces:

k, = _:r_ exp (-aH#/RT) exp (AS#/RT)

..{19)
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Ahora, si ‘la ecuacidn {19) se divide por T se tiene que:

_th_: exp (~aHE/RT) exp (as¥/R) T/h vvvveennn... (20)
Si ahora se grafican los valores de 1n (ko/T) vs 1/T se obtendrd una
Tinea recta cuya pendiente es -AH#/RT. A continuacidn se muestran los
valores de 1n (kz/T) y sus parejas correspondientes de inversos de la
temperatura junto con los valores obtenidos de la pendfente ¥ los caleu
lados de AHﬁcorrespondientes a cada uno de los metales.{Vedse tabla XV.}

La figura 33 muestra a su vez la grdfica de los valores indicados junto

con la 1inea recta determinada por medic de la regresién.

TABLA XV
M+ co’t Ni%+ In?+
3
T°K 10/T -In{kz/T) ~In{kz/T) =In{ks/T) ~In({k2/T)
293 3.4129 9,7782 9.7314 g.9000 10.000
298  3.357 9.4913 9,4824 9,4824 g.5844
303  3.300 9.02967 8.9760 9.0805 9.3182
308 3.246 2= emma-- 8.831 8,7060 8.997
Corr= -0.989 Corr= -0.980 Coor= -0.999 Corr= -0,996

-3 23 =3 23

10" % m=-6.63 10" xm=~-5.79 10" x m=-7.19 10" x m=-5.93
F]
AHz =13.1 aHi= 11.5 shi= 14.2 sl 11.7
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~-10.04
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Finalmente para conocer el valor de AS’ se debe considerar la expresidn
de aHfen t&rminos de 1a K de equilibrio para una reaccifén en solucidn

"id est":

d In K
dT

carrenens (21)

2
aH” = RT - RT

¥ si se sustituye el valor de la constante de velcocidad en esta expre-

sibn se tiene

2 d
aH? = Rt ;? LI (22)
de aqui
#_ o
aH? = E_ - BT

o bign £, = a’s RT

5i ahora se consideran las dos expresiones para la constante de veloci-

dad {Arrhenijus y del complejo activado} se tiene:

ko = A exp (-Ea/RT) ..ccevinnnn-- {13)

T

Ky = exp (-a5*/R) exp (-aH®/RT).......(19)

n

Yy debido a que
axp {-Ea/RT) = exp (-AH#/RT)
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se puede considerar entonces gue:

JQ%——- exp (AS#/R) = A

de aqui sacando Togaritmo natural se tiene:
kT as#..
In "‘-ﬁ—"'f' -—-R——- Tn A

‘por 1o tanto:

R (In A - 13.2) = as?

los valores obtenidos de 1n A y calculados de AS# para cada unc de los

ignes metdlicos probados se muestran en la tabla XVI

TABLA XVI
Metal Tn A Asﬁ {ue)
Mn2+ 19 11
Co2+ 16 5
NiZt 21 15
Zn%* 16 5
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6) CONCLUSIONES

De Tos resultados obtenides en este trabajo se puede concluir
bisicamente, 10 siguiente:

I) E1 i6n metdlico de transicibn M2, tiene muy poca influencia
en el valor de k, , 1a constante de primer orden gque muestra el cambio
confarmacional de la proteVna dimetalizada.

I1) E1 enlace del Ca2™ a 1a proteTna, que gueda descrito por
la constante de formacidn K; en este modelo, es d&bil y endot&rmica, tam
poco aparece estar muy influenciado por 1a naturaleza del i8n de transi
cion M2+, aun cuando en este caso sY se puede observar una tendencia a
presentar mayor estabilidad para los fones con menor nimero de electro-
nes 'd’', esto es: Mn?>CoZ" »Ni2" 5> za2t |

III) La constancia de kj,demostrada previamente en otro trabajo

en dondéso]

se detecta por medio de otro tipo de monitor el cambio con-
formacional, coincide razonablemente dentro de los limites del error ex
perimental, con la tendencia observada en este trabajo.

IV) Tambieh, 1os valores obtenidos de la constante de la reaccién
entre 1a CoCon-A y el ca2t por medio del espectro de dicro¥smo circular
en 1a region del ultravioletal7®}, coinciden con los 2qui reportados.

V) Finalmente,los valores reportados para ambas constantes Ky y
koobtenidos en el trabajo de Brown y colaboradores por medic del espec-
tro de RMN para la reaccifn entre la proteina con an+ y el Ca2+, coin-

ciden tambien con jos de este trabajo!S7}
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Por otra parte se tiene que adn cuando los par3metros termodindmi
cos para el paso reversible de la reaccién, es decir, &K} y ASYson con-

sistentes con los observados por otros 1nvestigadores{57 Go 76& los va-

lores de AH; y de Asf {que describen 21 cambio conformacicnal), no con-
cuerdan con 105 que se reportan en este trabajo. Asi cuando Tos vaTores
reportados por otros investigadores para ﬂHfson.ﬂe1 orden de 20 KcaiM™!
los que se reportan agui son mucho menores {12 a 15 KcaiM™! ).Consecuen-
temente los valores de asf reportados en este trabajo son mucho menores
que Tos de otros investigadores. Ahora bien, aungue existe cierta eviden
cia que apoya los valores altes de AHﬁ, es decir, estos valores son con
sistentes con algunos datos que indican una isomerizacion “cis-trans"
para el proceso del cambio conformacional reportados en un estudic hecho
a la proteina nativa y la apo-proteina con tecnicas de difraccicn de ra
yas~x{3l}. este punto esta en disputa hasta la fecha{71]. Por ello 1n=
valores peuuefius ue energia de activacidn reportados, adn cuando produ-
cen cierta confusidn, pueden tener validez, sobre todo si se toﬁa en
cuenta la gran cantidad de similitudes observadas en los otros parfime-
tros medidos. Asﬂ se puede considerar l1a necesidad de efectuar otrec tipo
de mediciones que pudiesen apoyar estos resultados. Ahora bien, debido
que los c3lculos de las constantes se efectuan por medio de los inversos
de las constantes experimentales observadas y los inversos de las concen
traciones de Ca2+, es posible que un error experimental en las medidas
iniciales, se vea reflejado en los parametros calculados. Sin embargo,
tanto las tendencias observadas, como las similitudes con los valores re

portados, permiten si bien no argumentar validez, tampoco desechar los
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‘resultados,

Finalmente y resumiendo, es interesante el notar que la velocidad
del cambio conformacional, el cual aparentemente resulta independiente
de la naturaleza del ion que contenga 1a proteina, es importante tambiZn
en casos de otras protefnas metSlicas a Jjuzgar por una serie de'expe—
rimentos preliminares efectuados con otra protetna procadente de una

planta (banderiea simplicifoiia) {72},
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