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I. INTRODUCCIÓN 

1.1 MOTIVACiÓN 

Las lectinas son una clase de proteínas ampliamente distribuidas en la 

naturaleza. Se encuentran en formas de vida tan diversas como plantas, 

animales y organismos unicelulares, por mencionar algunos 1-5 . Aunque aún 

falta mucho por aprender sobre sus funciones y el papel que juegan en los 

organismos, se sabe que las lectinas animales están involucradas en procesos 

biológicos como el transporte y la eliminación de glicoproteínas, mecanismos de 

adhesión, respuesta inmunológica, procesos malignos y apoptosis 6. Se tiene la 

hipótesis de que las lectinas vegetales son mediadores de la simbiosis entre 

organismos fijadores de nitrógeno y las leguminosas 7, 8. También se cree que 

podrían jugar una parte importante en la defensa de las semillas contra ataques 

micóticos 9. Las lectinas, especialmente aquéllas que se pueden obtener de 

plantas en cantidades grandes, han sido utilizadas de forma sistemática para 

aislar ciertos receptores de carbohidratos por medio de cromatografía de 

afinidad. Los complejos lectina - carbohidrato también han sido estudiados en 

sí mismos, y se cuenta con información estructural y termodinámica para este 

tipo de interacciones 10. 

Las lectinas son proteínas que unen una gran diversidad de azúcares de forma 

altamente específica y reversible 6 . Muchos procesos relacionados con el 

reconocimiento y comunicación celular dependen de la asociación lectina -

carbohidrato 3. Es por eso que elucidar los mecanismos y los parámetros 

termodinámicos de unión de estos sistemas resulta de interés para comprender 

sus funciones biológicas. Aunque se han utilizado técnicas de hemoaglutinación 

y precipitación para determinar la afinidad relativa y especificidad de las lectinas 

hacia varios azúcares 11 , estos métodos no proporcionan información de carácter 

termodinámico sobre la naturaleza de las interacciones. Algunas otras técnicas 

como la espectrofotometría, fluorescencia, diálisis de equilibrio, resonancia 

magnética nuclear (RMN) y resonancia de superficie de plasma proporcionan 

valores de parámetros termodinámicos de forma indirecta. En comparación, la 

técnica de calorimetría de titulación isotérmica (ITe, por sus siglas en inglés) 
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I. INTRODUCCIÓN 

permite determinar con alto grado de precisión y de forma directa el valor de 

parámetros como la entalpía de unión, ~, la constante de equilibrio, K, Y el 

cambio en la capacidad calorífica a presión constante, flCp, asociados a la 

unión lectina - carbohidrato. Se ha encontrado que la energética de los 

procesos de unión lectina - carbohidrato es significativamente diferente a la de 

formación de complejos proteína - proteína y proteína - oligopéptido 12-15. 

En el estudio de la formación de complejos proteína - X, donde X es algún 

ligando, de entre todas las propiedades termodinámicas, el cambio en la 

capacidad calorífica a presión constante (flCp) es particularmente importante. 

Ello se debe a que, como indica la relación termodinámica flCP=T( 8flS) , el 
8T p 

flCp es una sonda de los cambios estructurales (M) que ocurren en la 

formación del complejo proteína - X. Además se ha encontrado que el flCp es 

proporcional al área de contacto entre las moléculas que forman el complejo. 

Estas áreas pueden estimarse empleando las llamadas áreas superficiales 

accesibles (ASA). Al formarse un complejo proteína - X, el cambio en el ASA 

está dado por: 

MSA complejo = ASA complejo - (ASA proteína + ASA x) (1.1 ) 

En todos los casos, el MSA de la ecuación (1.1) es de signo negativo, ya que 

siempre se oculta área al agua cuando ocurre la formación del complejo. Los 

grupos químicos presentes en las zonas de contacto, que podemos llamar de 

intercara, sufren cambios importantes en su entorno. Estos cambios son el 

resultado de procesos como la deshidratación, la formación y ruptura de puentes 

de hidrógeno, y las interacciones no específicas con otros grupos químicos, por 

mencionar algunos. Estos procesos quedan caracterizados por cambios en las 

propiedades termodinámicas ~ , flG , flCp, etc. Makhatadze y Privalov 16-18 

han propuesto que el flCp para la formación de un complejo pr.oteína - X se 

3 



I. INTROWCCIÓN 

puede estimar a partir de las contribuciones de cada grupo químico i de la 

siguiente forma: 

(1.2) 

donde ~Cp i es el cambio en la capacidad calorífica a presión constante para la 

transferencia de un "grupo químico i " de la fase gas a la fase acuosa (proceso 

de hidratación), normalizado por unidad de área. Los ~Cp i se calculan 

utilizando datos experimentales de compuestos modelo; por ejemplo, el ~Cp de 

transferencia de un grupo -CHz- corresponde al ~Cp del ciclohexano, dividido 

entre 6. En la ecuación (1.2) el MSA i es el cambio de área que ocurre cuando 

el grupo químico i cambia de entorno como consecuencia de la formación del 

complejo. 

El modelo de Makhatadze y Privalov, aunque adecuado para estudiar la 

formación de complejos proteína - proteína, proteína - oligopéptido y el 

plegamiento de proteínas, no es capaz de reproducir los valores experimentales 

para procesos de unión proteína - carbohidrato (P - C) 12. García-Hernández et 

al. 15 han propuesto que para la asociación P - C el ~Cp se puede describir 

haciendo uso de un modelo simple energético-estructural, en términos de los 

cambios en las áreas superficiales polares (M SA p ) y no polares (MSA np ) 

accesibles de las especies involucradas 12, 15: 

~Cp = ~Cp np • M SAnp + ~Cp p • M SA p (1 .3) 

En esta ecuación ~cp np Y ~cp p son parámetros ajustables a los valores 

experimentales de ~Cp , mientras que los MSA son conocidos. Es decir, el 

empleo de esta ecuación requiere conocer la estructura cristalográfica de P, de 

C y del complejo P - C para calcular dichas M SA . Este tipo de parametrización 

4 



I. INTROl>UcaÓN 

se ha empleado también para calcular valores de Mi de procesos tanto de 

plegamiento de proteínas como de interacción proteína - proteína con 

anterioridad. 19,20. La conclusión más importante del empleo de la ecuación 

(1 .3) sobre un conjunto de datos de interacción proteína - carbohidrato consiste 

en que la deshidratación de grupos polares es la causa principal de los valores 

negativos del I1Cp , lo cual implica que estos grupos se comportan de manera 

hidrofóbica para un proceso de asociación P - C 14. 

Dado que la base de datos de parámetros termodinámicos para la asociación P 

- C es aún pequeña, la correlación entre el I1Cp y el M SA p todavía se puede 

explorar y, ciertamente, mejorar con la inclusión de nuevas caracterizaciones. 

Es en este contexto que el trabajo descrito en esta tesis resulta ser de 

importancia. Al determinar el I1Cp para la formación de dos complejos proteína 

- carbohidrato, uno de ellos previamente reportado en la literatura y otro que no 

se había caracterizado aún, se afinarán los valores de los coeficientes en la 

ecuación paramétrica (1 .3). Para ello se medirá el Mi de formación de dos 

complejos, el metil-a-D-manopiranósido - concanavalina A y el metil-a-D

glucopiranósido - concanavalina A a varias temperaturas y se obtendrá el 

correspondiente I1Cp para cada uno de ellos. Los dos ligandos, el metil-a-D-

manopiranósido (MeMan) y el metil-a-D-9lucopiranósido (MeGlu), difieren 

exclusivamente en la orientación del grupo hidroxilo que se encuentra en C-2. 

Se aprovechará esta característica estructural para comparar el I1Cp de 

formación de estos dos complejos entre sí y obtener un valor numérico de la 

contribución por interacción de la proteína con un grupo -OH a este parámetro 

termodinámico. 

5 
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1.2 OBJETIVOS 

Los objetivos de este trabajo de investigación son: 

a. contribuir a enriquecer la base de datos para uniones P - C a través de la 

medición del Mi de unión a diferentes temperaturas, y con ello obtener 

el llCp(=dM!jdT) para la asociación de la lectina concanavalina A de 

Canavalia ensiformis (ConA) con los monosacáridos metil-a-D-

glucopiranósido (MeGlu) y metil-a-D-manopiranósido (MeMan) 

respectivamente. Como se dijo anteriormente, ambos monosacáridos 

difieren exclusivamente en la orientación de un grupo hidroxilo, el de C-2, 

por lo cual la diferencia entre llCp de formación para ambos complejos se 

debe únicamente a esta característica estructural; 

b. recalcular la parametrización estructural generada por García-Hernández 

et al. 15 para uniones P - C, con los nuevos datos generados; es decir, 

obtener nuevos valores para llcp np y llcp p ; 

c. para la interacción proteína - carbohidrato en los complejos ConA -

MeMan y ConA - MeGlu, evaluar la contribución al llCp total por efecto 

de la orientación de un grupo hidroxilo. En el complejo ConA - MeMan el 

grupo -OH en C-2 se encuentra interactuando fuertemente con la 

proteína, mientras que no lo hace en el complejo ConA - MeGlu; 

d. sugerir una parametrización estructural más detallada del !1Cp, en la cual 

se haga explícita la contribución de los grupos polares y no polares 

provenientes de la proteína y del carbohidrato, respectivamente, en la 

formación de complejos P - C. Para ello se utilizará la base de datos 

termodinámicos, que incluya los valores encontrados para los sistemas 

ConA - MeMan y ConA - MeGlu 

6 
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II. ANTECEI>ENTES 

2. 1 Equilibrio Químico 

El problema que aborda esta sección es la determinación de la constante de 

equilibrio asociada a la unión de un carbohidrato a una proteína para un modelo 

de sitios independientes. Este equilibrio se escribe de la siguiente manera: 

M + nL MLn (2.1 ) 

donde M es la macromolécula en disolución, L el ligando, MLn es el complejo 

macromolécula - ligando formado y n es el número de sitios de unión 

disponibles en la macromolécula. La constante de equilibrio GLOBAL asociada a 

este proceso es por definición: 

(2.2) 

En general la unión simultánea de los Un" ligandos a una macromolécula no 

ocurre, sino que en la mayoría de los casos la unión de cada una de estas 

moléculas es secuencial. En este último caso, la ecuación (2.1) se transforma 

en la serie de reacciones: 

M + L ML (2.3) 

ML + L (2.4) 

L (2.5) 

8 



II. ANTECEDENTES 

MLn-2 + L MLn-1 K - [MLn- l ] 

n-I - [MLn_2 ][L] (2.6) 

MLn-1 + L MLn 
K _ [MLn] 

n - [MLn_I][L] (2.7) 

Para estos equilibrios múltiples, determinar las concentraciones de cada una de 

las especies involucradas en el equilibrio global resulta, en la mayoría de los 

casos, muy complicado. Por lo general solamente es posible determinar el 

número promedio de moléculas de ligando L asociadas con cada 

macro molécula. Este parámetro se define como 21 : 

_ moles de L unidos [L ]8 v - - ---
- moles totales de M - [M ]r 

(2.8) 

Cuando la concentración de ligando en solución, [L] , es muy pequeña en 

relación con la cantidad de macromolécula, v también será un número pequeño. 

Asimismo, cuando [L] es mucho mayor que [M], v se aproximará a n, el 

número de sitios de unión con el que cuenta la macromolécula. En otras 

palabras, v ~O cuando [L]~ O y v ~ n cuando [L ]~oo. 

La expresión (2.8) se relaciona directamente con las ecuaciones de equilibrio 

para cada una de las especies en disolución. Por ejemplo, de la ecuación (2.3) 

podemos obtener la concentración de ligando que se encuentra en forma de 

[ML] : 

(2.9) 

9 
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Dado que si [ML2 ] se disociara, la concentración de ligando sería el doble de la 

concentración de macromolécula, la concentración de ligando que se encuentra 

en forma de [MLz] debe obtenerse despejando [ML2 ] de la ecuación (2.4), Y 

multiplicando por dos: 

[L] en Jomra de[N~ 1 = 2[ML2 ]= 2 K 2 [ML ][L] (2.10) 

Sustituyendo (2.9) en la ecuación (2.10) para el valor de [ML] : 

(2.11 ) 

y así, para cada [L] en forma de [ML i ] tendremos: 

(2.12) 

de manera que la concentración de [L] unido, [L] B , se podrá escribir como: 

Haciendo un razonamiento similar se llega a la concentración total de M, 

Sustituyendo en la expresión (2.8), obtenemos: 

(2.15) 

10 



II. ANTECEDENTES 

La ecuación (2.15) es la expresión más general que podemos obtener para la 

unión de ligandos a una macromolécula. Para los casos en que la ocupación de 

uno de los sitios cambia el valor de la afinidad del ligando por otros sitios, el 

problema de determinar el valor de las constantes puede ser muy complicado. 

Sin embargo, el caso que nos atañe es mucho más sencillo, ya que 

consideraremos que cada sitio de unión en la macromolécula es independiente 

de los sitios restantes, e igual de afín por el ligando; es decir, que si pudiésemos 

separar la macromolécula en unidades independientes que preservaran los sitios 

de unión con el ligando, todos estos tendrían un mismo valor de la constante de 

unión. 

Para poder resolver la ecuación (2.15) es necesario conocer la relación entre las 

constantes de equilibrio K 1 a K n' Parece razonable escribir K 1 = K 2 = ... = K n y 

sustituir en la ecuación (2.15); sin embargo, esto no es correcto. A continuación 

ejemplificaremos el caso de una macromolécula que puede pegar dos ligandos 

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

K A 

especie yO especie Lyo 

especie yoL especie L yO L 

K D 

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

11 



II. ANTECEDENTES 

Podemos plantear cuatro constantes al considerar todos los equilibrios posibles: 

K - [Lyo] 
A - [L][yO] 

K _ [yoL] 
B - [L][yO] 

(2.16) 

(2.17) 

(2.18) 

(2.19) 

Estas constantes, sin embargo, no son independientes. Las constantes 

termodinámicas no nos dan información para interpretar los detalles moleculares 

de la reacción, como por ejemplo qué sitios están involucrados en cada unión 21 . 

Las especies yO L Y Lyo han sido bautizadas como "isómeros de sitio" por 

Weber 22, ya que si los sitios de unión en estas especies fueran idénticos, las 

especies serían estrictamente indistinguibles. Las constantes asociadas a la 

unión de ligando en estos sitios equivalentes no pueden determinarse por 

procedimientos convencionales; sin embargo están relacionadas con las 

constantes termodinámicas del sistema, como se muestra a continuación: 

(2.20) 

K ,= [L yOL] = K e K D 
- [L]UL yO]+[yOLD K e +KD 

(2.21 ) 

12 



II. ANTECEDENTES 

La constante termodinámica K 1 corresponde a la primera asociación, sin 

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

K 2 se refiere al pegado del ligando, una vez que alguno de los dos sitios está 

ocupado. Volviendo a la figura y recordando que el pegado de ligandos es 

independiente y proponiendo que la afinidad sea la misma para cada sitio, 

tendremos que K A = K B = K e = K D · Por lo tanto, las ecuaciones (2.20) y (2.21) 

se podrán reescribir en términos de K A como: 

K 1 =2K A' (2.22) 

Las dos constantes termodinámicas de la reacción están ahora en términos de 

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

ligando por un sitio de unión, una especie de "afinidad intrínseca". 

En general , para una macromolécula con "n" sitios de unión idénticos e 

n! 
independientes, la especie [PL i] se puede formar de maneras 

iI (n - i) 

diferentes. Es decir, la constante de formación global (una constante 

termodinámica) de la especie [PL , ] está dada por: 

fJ = ,,1 K I 

I 'I( .) A / . 11 - / . 
(2.23) 

Para obtener la expresión de la constante i-ésima, por ejemplo, K :' podemos 

sustituir en la expresión de la constante de formación, tomando en cuenta que 

hay un" maneras diferentes de formar el primer complejo, [PL ], y que K 1 = 11 K .-1 • 

Para i = 2 de la ecuación (2.23), tendremos que: 
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fJ = 11! K 2 = 11 (11 - 1) K 2 

2 2!(11-2). A 2 A 

Como f3 2 a su vez es igual al producto K 1 K 2 ya que es la constante de 

formación que resulta de sumar los siguientes equilibrios, 

M + L ML K = [ML] 
1 [M][L] 

ML + L K = [ML 2 ] 

2 [ML][L] 

M + 2L 

entonces: 

f3 =K K = K K =11(n - l)K 2 
, 1 ' n . , . - - ., - 2 n 

(2.24) 

Despejado K 2 de la expresión (2.24) obtendremos la siguiente ecuación: 

(2 .25) 

De la misma manera, para obtener K 3 utilizaremos la definición de f3 , : 

(2.26) 
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Generalizando, la i-ésima constante de unión estará dada por: 

K .= I1 - i+1 K 
1 • A 

1 

Utilizando este último resultado en la ecuación (2.15), se encuentra que: 

ti n! (K [LD i 

_ i=1 i!(I1 - i) A 
v=----~~~------

1+ ~ -~~ (K . [LDi 
~ .,( _.v A 
i=1 / . 11 1/ 

(2.27) 

(2.27) 

El denominador de la última expresión corresponde a la expansión binomial de 

(1 + K .. 1 [L D n . Al derivar el denominador con respecto al producto K A [L] , y 

multiplicar de nuevo por K . 1 [L] esta derivada obtendremos el numerador . Por 

lo cual v se puede reescribir como: 

_ nK J L] 
v = ' 

I + K J L] 
(2 .28) 

Así , la expresión de v , el número promedio de moléculas de ligando L 

asociadas con cada macromolécula, se ha simplificado considerablemente, para 

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

Definiendo ahora un nuevo parámetro, e, como la fracción de sitios ocupados en 

el sistema, equivalente también al grado de saturación: 
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(2.29) 

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

v 8 -=-=K [L] n- v 1- 8 A 

(2 .30) 

De acuerdo con van Holde 23, esta nueva expresión se puede interpretar como: 

8 _ [sitios ocupados] 
1 - 8 - [sitios vacíos] 

[sitios ocupados] 
[sitios vacíos][L] K A 

(2.31 ) 

Es decir, podemos modelar el pegado de ligandos a una macromolécula que 

presente varios sitios de unión iguales e independientes, simplemente 

considerando una concentración de sitios disponibles, y de ligandos capaces de 

unirse a ellos. Cualquier cantidad termodinámica calculada a partir de la 

ecuación (2.30) arrojará un valor por sitio de unión 22, característica que la hará 

útil para el tratamiento matemático posterior. 

2.2 Parámetros Termodinámicos (¿jH y K) en 

Términos de Observables Experimentales 

Las ecuaciones obtenidas en el apartado anterior sirven de base para evaluar el 

!1H y la K de equilibrio (de ahora en adelante referida solamente como " K "), a 

partir de los datos obtenidos por medio de la técnica de ITC. En este trabajo 

estamos interesados en determinar el !1H y el !J.Cp = d!1H j dT para la unión de 

los ligandos metil-a-D-manopiranósido (MeMan) y metil-a-D-glucopiranósido 

(MeGlu), respectivamente, a la proteína Concanavalina A (ConA), que se 

encuentra como tetrámero al pH de trabajo seleccionado de 7.2 24. Como se 

justificó en la sección precedente, considerar la concentración de sitios de unión 

16 
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de la ConA es equivalente a considerar la concentración de tetrámero, ya que 

los sitios de unión están directamente relacionados con la concentración del 

monómero, de la forma [S1T =n[M1T' donde [S1T es la concentración de sitios 

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

formulación matemática resulta más sencilla de esta manera. 

La evaluación de datos de ITC en forma de calor liberado o absorbido por el 

sistema dada una adición de ligando requiere considerar dicho calor como 

función de la concentración total de ligando agregado. En un experimento 

tradicional de calorimetría el ligando se añade en pequeños volúmenes y se 

conoce tanto la concentración total de ligando añadido en cada inyección, [L 1 T ' 

como la concentración de sitios totales, [S] T durante todo el transcurso del 

experimento. Tradicionalmente se considera a [L] T como la variable 

independiente. La variable [S] T se puede considerar constante a lo lar.go de 

todo el experimento'. El objetivo es entonces obtener una expresión donde el 

calor medido quede expresado en términos de la concentración de ligando 25. 

Dado el equilibrio químico: 

s + L SL 

Tendremos los siguientes balances de materia: 

[sL = [S]+ [SL] (2.32) 

(2.33) 

Estrictamente la concentración de sitios de unión cambia en cada inyección de ligando. Si el \ 'olumen de 
las inyecciones es muy pequeño. este cambio se puede despreciar. El equipo utili:t.éldo en este trabajo 
realiza autolruíliC<lI11ente lU1.1 corrección por volumen inyectado en la concentración de sitios y el volumen 
de trabajo se mantiene constante en todo momento. ya que al inyectar ligando en la celda totalmente llena. 
e! volumen inyectado es igual al volumen desplazado. 
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donde [S) Y [L) se refieren a las concentraciones de sitios libres y ligando libre 

respectivamente, y [LS] a la concentración del complejo formado. Al mezclarse 

las dos especies después de inyectar el ligando a la macromolécula, el calor 

generado o absorbido es directamente proporcional a la concentración de 

ligando que se une a los sitios con respecto a la que había en la celda antes de 

inyectar, d[L) B' es decir: 

dq = V dH d[r] H (2.34) 

La constante de proporcionalidad está dada por el producto V dH donde V es el 

volumen de la celda de muestra y dH es la entalpía de reacción por mol de 

producto formado. Usando la ecuación (2.29) , la concentración [L] B también se 

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

forma que: 

(2.35) 

Ahora tendremos la ecuación de calor en términos de [SL l: 

dq = l ' dH d[sr 1 (2.36) 

Dado que con el microcalorímetro de titulación isotérmica se determina el calor 

generado o absorbido en función de la cantidad de ligando adicionada, es 

pertinente escribir el calor como función de la concentración total del ligando en 

la celda: 

dq V dH d[SL] 
d[Ll ] J[r] T 

(2.37) 
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Como [SL ]= [L] T - [L], nuestro objetivo es encontrar una ecuación que 

proporcione a [SL] en función de la cantidad total de ligando exclusivamente. Es 

decir, debemos encontrar [L]= fQL]T) ' El desarrollo de esta expresión se 

presenta a continuación. De la definición de constante para este equilibrio 

químico: 

[SL]=K[S][L] (2.38) 

Sustituyendo (2.38) en (2.32) y (2.33) tendremos: 

[S]T =[S]+K[S][L] (2.39) 

[LL· =[L]+K[S][L] (2.40) 

Despejando [S] de ambas ecuaciones podemos llegar a: 

(2.41 ) 

La ecuación (2.41) es importante porque permite encontrar los valores de todas 

las especies en el equilibrio a partir de la resolución del polinomio de segundo 

grado que resulta de ella: 

K [L] 2 +[L]+ K [L ][s] T - K [L][L] T - [L] T =0 (2.42) 

Reordenando, dividiendo entre K y resolviendo para [L]: 
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(2.43) 

Dividiendo ambos lados de la ecuación entre [S] T Y haciendo los cambios de 

variable X R =[LL ¡[sL y C=K[S]T (variables convenientes, como explicaremos 

más adelante), obtendremos la expresión: 

[L]= X R - 1/c - l + ~(X R +l/c+ lr -4X R .[S]T 
2 

(2.44) 

Ahora sólo queda tomar la derivada de esta última expresión con respecto a 

[L] T. El valor de e no varía considerablemente a lo largo del experimento, 

porque la concentración de sitios totales, [S] T' sólo se ve modificada por efectos 

de dilución al inyectar el ligando. Esto no ocurre con el valor de X R ' que 

aumenta significativamente con cada adición de ligando a la solución de 

macromolécula. Como X R = ¡ QL] T) Y [L]= ¡ (X R)' tendremos que: 

d[L] _ d[L] dX R 

d[L]T - dX R d[LL ' 
con dX R 1 

d[L]T = [S]r ' y 

(2.45) 

La expresión (2.45) recibe el nombre de "isoterma de Wiseman" 26. Se 

profundizará en sus características en secciones posteriores. De acuerdo con el 

balance de materia (2.33) , ahora estamos en posibi lidad de escribir la ecuación 

(2.36) en términos de cantidades que son conocidas a lo largo de todo el 

experimento: 
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(2.46) 

La ecuación (2.46) expresa el calor observado experimentalmente en función de 

la concentración total de ligando, [L] r' de la concentración de los sitios de unión 

en la celda, [S]T' y de una variable e que depende de K . Durante el 

experimento, se añade ligando a la celda que contiene la macromolécula en una 

serie de titulaciones, de tal forma que se cede o se libera calor, dq , a medida 

que se adiciona L. Al finalizar el experimento contaremos con una serie de 

puntos, dq vs. X R ' que se ajustarán a la ecuación (2.46) mediante iteraciones 

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

en términos de los parámetros ajustables, 

(2.47) 

se puede ver que el ajuste arrojará los valores de t:J/ , K Y 11. Esta última 

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

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

manera: 

O=V !ili [S] K[L] V Mf[S] r e 
- T1+K[L] (2.48) 

En este caso, la concentración libre de ligando [L] es la variable independiente. 

Al encontrar una expresión para [L] en función de variables conocidas, como 

[I.L·, [S] T' e y 11 , obtendremos la expresión (2.47). La expresión (2.48) no se 
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puede utilizar de forma directa porque la concentración de [L] se tiene que 

calcular en cada inyección de ligando a la celda. Sin embargo, esta última 

expresión está escrita en función de e, parámetro que se definió en la ecuación 

(2.29) y permite apreciar que el calor liberado es directamente proporcional a la 

fracción de sitios ocupados en el sistema y a la concentración total de sitios de 

unión, por lo cual también es una expresión útil. 

2.3 Funcionamiento de un Aparato de Calorimetría 

de Titulación Isotérmica 

La calorimetría ha sido una herramienta muy importante para caracterizar y 

comprender las fuerzas que gobiernan la interacción de macromoléculas de 

carácter biológico, ya sea proteínas, ONA o polisacáridos, consigo mismas o con 

algún tipo de ligando. A continuación se presenta una descripción general de la 

técnica de calorimetría de titulación isotérmica (ITC). 

Un instrumento de ITC consiste de dos celdas idénticas de un material altamente 

conductor, como el oro o el Hasteloy®, rodeadas de una chaqueta adiabática, 

como se muestra en la siguiente figura: 
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Chaqueta 
adiabática 

Soludon de 

Motol tle 
illyeccion ----i~ 
yagitacion 

11 

refelenda -1---+---'" 

Calentamiento de la 
celda de refelenda --I--'¡'--. 

1~---I--t--liIuesba 

Calentamiento 
para calibrar 

1 ____ Calernamiento de la 

Jeringa con 
tiIuIiNlte y 
agitador 

celda de mllesbeo 

Figura 2.2: Diagrama esquemático de un aparato 
de calorimetría de titulación isotérmica (ITC) 

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

cuya función es detectar pequeñas diferencias de temperatura entre ellas, y 

entre las celdas y las paredes adiabáticas. la celda de referencia contiene agua 

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

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

celdas y las paredes adiabáticas se calientan utilizando elementos resistivos que 

se activan para mantener temperaturas idénticas entre todos los componentes 

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

a través de las paredes de la chaqueta . . 

23 



II. ANTECEDENTES 

Por lo general, en un experimento de ITe la celda de muestreo se llena con la 

solución de macro molécula a estudiar. Una jeringa exterior que se conecta a 

dicha celda inyecta cantidades de ligando previamente determinadas por el 

usuario. Antes de que ocurra la primera inyección se aplica una pequeña 

potencia constante a la celda de referencia. Esto se hace con el fin de que la 

potencia aplicada a la celda de referencia active la alimentación a la celda de 

muestreo, y esta última se mantenga bajo un régimen de microcalentamiento, 

mientras no haya liberación o requerimiento de calor por efecto de una reacción. 

Dicha señal constituirá la línea base, y es importante que ésta se mantenga 

constante a lo largo de todo el experimento. Una vez estabilizada la línea base, 

la inyección del ligando a la solución de macromolécula provocará que la 

reacción libere o absorba calor, dependiendo de si la asociación es un proceso 

exotérmico o endotérmico. Para una reacción exotérmica, la temperatura en la 

celda de muestreo aumentará de forma diferencial , provocando que se desactive 

su alimentación de potencia, de forma tal que el arreglo mantenga la misma 

temperatura con respecto a la celda de referencia. En el caso de una reacción 

endotérmica, la alimentación a la celda de muestreo se incrementará para 

mantener la temperatura constante. El valor observable en calorimetría de ITe 

es la potencia que se debe alimentar al arreglo para mantener la misma 

temperatura entre las celdas de referencia y de muestreo. Es importante 

mencionar que el equipo permite al usuario elegir la duración y el volumen de 

cada inyección, así como el espaciamiento entre inyecciones. La relación de 

potencia como función del tiempo, resultado de un experimento de ITe, se debe 

integrar con respecto al tiempo para obtener datos de calor generado o 

absorbido como función de la relación [L L /[sL. Esto es posible ya que se 

conoce la concentración tanto de ligando total como de sitios de unión totales en 

la celda de reacción para cada una de las inyecciones de ligando, es decir, en 

cualquier instante. La integral de la señal observada con respecto al tiempo 

representa el calor liberado o absorbido a causa de la reacción que se lleva a 

cabo en la celda. Este calor es a su vez directamente proporcional a la fracción 

de ligando que se ha unido a la macromolécula, como se describió en la sección 
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anterior de este trabajo. Es por esto que conocer con precisión estas 

concentraciones se refleja en la calidad de los ajustes y en la reproducibilidad de 

un experimento. 

Prácticamente todo el ligando adicionado en las primeras inyecciones se une a 

la macromolécula en solución, por lo que las primeras señales, ya sean 

endotérmicas o exotérmicas, son las de mayor tamaño del experimento A lo 

largo de éste, en cada inyección disminuye la cantidad de macromolécula "libre" 

en solución, por lo que la señal va decreciendo su tamaño conforme se titula la 

muestra. 

El experimento de titulación de macromolécula con ligando no es el único que se 

debe llevar a cabo para conocer la entalpía y la constante asociada a cierta 

reacción. Dado que la solución inyectada debe tener una concentración por lo 

menos diez veces mayor que la solución en la celda, el titulante se verá diluido 

al inyectarlo a la celda. Es por eso que se debe realizar un segundo 

experimento, en donde el titulante se inyecte a la solución amortiguadora 

preparada igual que en el experimento de unión, pero sin la macromolécula (es 

decir, un blanco). El resultado de este experimento de dilución se debe restar al 

primer experimento. En otros casos puede ser necesario inclusive realizar el 

experimento de dilución de la macromolécula, es decir, inyectar el blanco a la 

celda que contiene la macromolécula. 

Además del cuidado que se debe tener para conocer la concentración de 

macromolécula y de ligando, es esencial que ambas muestras se encuentren en 

condiciones idénticas (i.e. mismo amortiguador, pH, fuerza iónica, etc.), ya que si 

la composición de una muestra es ligeramente diferente, los efectos de calor 

asociados a procesos de pérdida o adición de protones o dilución de la solución 

amortiguadora, por mencionar algunos de ellos, influirán en el resultado de la 

curva de titulación. Para evitar estas contribuciones no deseadas a la señal se 

debe dializar tanto la muestra como el ligando en la misma solución 
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amortiguadora, o por lo menos preparar ambas muestras con el mismo lote de 

solución. Una vez restados todos los blancos necesarios a la señal original de la 

macromolécula titulada con el ligando, la señal de calorimetría integrada con 

respecto al tiempo recibe el nombre de "Iso~erma de Wiseman", como se 

mencionó en la sección anterior. Dicha isoterma consiste en el calor generado o 

absorbido por unidad de ligando inyectado, dq/dLT , como función del cociente 

entre la concentración total de sitios disponibles y la concentración total de 

ligando en la celda, [L] T /[S] T , Y se caracteriza mediante el parámetro 

e = K [S] T' Para un mismo valor del producto dH· V, la forma de la isoterma 

cambia en función de este parámetro, como se puede apreciar en la siguiente 

figura: 

1.0 

0.9 

0.8 

0.7 

0.6 

i 0.5 

'it 
" 004 

0.3 

0.2 

0.1 

0.0 
0.0 

Fonna de la Isofenna de Weiseman 
para una reacción endotéimlca 

Figura 2.3: Isotennas de Weisman 
para diferentes valores de c. 
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Tradicionalmente se ha recomendado que para obtener buenos resultados en un 

experimento de ITC, los valores de e deben encontrarse entre 1 y 1000 25-28, 

aunque recientemente Tumbull y Daranas 29 han cuestionado la validez de esta 

aseveración y han propuesto que es factible estudiar sistemas con valores de e 

mucho menores que 1. 

Finalmente, una vez obtenida la señal asociada a la unión entre macromolécula 

y titulante, la isoterma observada se debe ajustar a un modelo de unión. En la 

sección anterior se ha explicado cómo se obtiene este modelo para un sistema 

de un solo tipo de sitios independientes. Los métodos de ajuste son variados y 

en general los calorímetros cuentan con modelos diversos, que el usuario puede 

seleccionar. En particular, el aparato VP-ITC de Microcal ™ realiza el ajuste 

utilizando el método de Levenberg-Marquardt 30. Las variables a ajustar son el 

MI , la K y el número de sitios de unión por molécula, n . Si la estequiometría 

de reacción es conocida, como en el caso de que haya sido determinada por 

otros medios, (cristalografía, resonancia magnética nuclear, o algún otro método 

espectofotométrico, por mencionar algunos), el valor de 11 se puede fijar en el 

ajuste. Ahora bien, si no se cuenta con esta información, el parámetro n se 

puede determinar de los datos experimentales. De cualquier forma, se 

recomienda utilizar las dos formas de ajuste - con n libre e imponiendo un valor 

a J1 - a manera de verificación. Se tendrá una forma sencilla de detectar errores 

experimentales cuando los valores de los parámetros obtenidos con ambos 

métodos difieran significativamente entre sí. Cabe aclarar que esta comparación 

sólo es válida cuando los valores de e son suficientemente grandes, para fines 

prácticos cuando 1 < c < 1 29. 
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3. 1 Especificaciones de la Concanavalina A 
La ConA es una proteína ampliamente estudiada y caracterizada, qué se 

encuentra cOmo tetrámero a un pH superior a 7 y como dímero a un pH inferior a 

6 10; consiste en una mezcla de subunidades intactas formadas por una sola 

cadena de 237 aminoácidos y subunidades fragmentadas en donde esta misma 

cadena polipeptídica se ha truncado en dos segmentos entre los residuos 118 y 

119 4. Ca<;ta monómero posee un sitio de unión de carbohidrato, así como un 

sitio de unión para un ión de metal de transición (S1) y un sitio de unión para un 

ión Ca 2+ (S2) 11 . Se puede obtener de forma comercial con alto grado de 

pureza (SIGMA, C2010, C!! 95%), aunque aun en esta presentación se observan 

los fragmentos de masas moleculares correspondientes a 12 y 14 kOa al 

emplear la técnica de electroforesis en gel S08-PAGE (TRIS, pH 7.2) Y revelar 

con AgN03, como se muestra en la siguiente figura: 

Marcador de ---.... 
peso molecular 

" 

Banda ConA 25kDa 

•• 1: ... ~;;;;;;;-- Banda ConA 14KDa 

~~~, ,.---- Banda ConA 12KDa 

I 
1:, 
, i 

111 .... 

Figura 3.1: Gel de electroforesis (SOS-PAGE) 
para ConA, revelado con AgN03. 

Estos fragmentos forman subunidades competentes para la unión con 

carbohidratos y se ha encontrado que la proteína exenta de dichos fragmentos 

29 



III. MA TERIALES Y MÉTODOS 

(al purificar por precipitación con NH4HC03) da valores idénticos a los obtenidos 

con la proteína sin purificar 34, citado por 32. 

En este trabajo se ha utilizado a la ConA tal como se obtiene de forma 

comercial , sin mayor purificación. Fue necesario seleccionar un tipo de solución 

amortiguadora de entre las que han sido previamente empleadas para estudiar a 

la ConA: TRIS, fosfatos, ácido dimetil glutárico y HEPES. Se optó por esta 

última, a un pH de 7.2, ya que la proteína es más estable a los cambios de 

temperatura y permanece más tiempo en disolución en este sistema. Además, 

los cationes Ca 2+ y Mn 2+ son más solubles en este medio, cosa que no ocurre 

con la solución de fosfatos al mismo pH, por ejemplo. Dado que se trabajó con 

altas concentraciones de ConA en solución fue necesario imponer una fuerza 

iónica de 0.5M de NaCl, ya que se ha reportado que a fuerza iónica elevada la 

solubilidad de la proteína aumenta 31 . 

3.2 Materiales 

Todos los reactivos se compraron a Sigma. Se preparó una disolución 

amortiguadora filtrada y desgasificada de 0.1 M HE PES, pH 7.2, 0.5 M NaCI, 1 

mM CaCb y 1 mM MnCb para disolver tanto a la proteína como a los dos 

monosacáridos, metil-a.-D-manopiranósido (MeMan) y metil-a.-D-glucopiranósido 

(MeGlu). El agua utilizada fue destilada y desionizada previo a la preparación de 

los reactivos. La concanavalina A (ConA) liofilizada (tipo IV, pureza ~ 95% No. 

C2010) así como los monosacáridos MeMan y MeGlu se utilizaron sin 

purificación posterior. 

3.3 Espectrofotometría 

Se evaluó la concentración de ConA en las muestras que serían sometidas a 

ITC por medio de la técnica de espectroscopia de absorción en UV, a A = 280 

nm, utilizando un espectrofotómetro Beckman-Coulter DU 7500. Para ello se 

realizaron diluciones de dichas muestras: se tomaron tres alícuotas de 20 f..lL 
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cada una y se llevaron a un volumen de 1 mL. Se midió absorbancia por 

triplicado y de forma independiente, utilizando la solución amortiguadora como 

blanco. El coeficiente de extinción considerado fue AI:~I:: =13.7 a pH 7.2 Y la 

concentración se expresó en términos del monómero (M r = 26500) 24. 

3.4 Calorimetría de Titulación Isotérmica (ITC) 

El trabajo experimental se realizó en un aparato de VP - ITC (Microcal) recién 

adquirido, por lo cual se llevó a cabo la instalación del equipo y las pruebas 

indicadas de verificación (titulación metanol-agua) antes de correr los sistemas 

carbohidrato-ConA. Cabe señalar que se tuvo especial cuidado con la limpieza 

de las celdas, ya que cualquier impureza acumulada es suficiente para causar 

alteraciones en la línea base. Las disoluciones de proteína fueron preparadas 

disolviendo directamente a la proteína liofilizada en el amortiguador, poco antes 

de medir para asegurar estabilidad, y fueron centrifugadas a 5000 rpm en una 

centrífuga clínica marca Hetlich Universal 30 RF durante 25 minutos antes de 

realizar los experimentos, con el fin de excluir cualquier partícula suspendida 

que pudiera alterar la línea base. La concentración se evaluó 

espectrofotométricamente inmediatamente después de centrifugar. La 

concentración de proteína en disolución siempre estuvo en un intervalo de 0.39 

a 0.32 mM para el sistema titulado con MeGlu y de 0.31 a 0.27 mM para el 

sistema titulado con MeMan. La disolución de MeGlu utilizada para todas las 

titulaciones ( = 5.38 mM) se preparó pesando directamente el monosacárido y 

llevando al aforo con solución amortiguadora en matraz volumétrico. Se utilizó la 

técnica de Karl Fischer para determinar contenido de agua de ambos 

monosacáridos; los resultados fueron inferiores al 0.3% en ambos casos. En el 

caso de la disolución de MeMan no se contó con una disolución única, sino que 

para cada experimento se obtuvo el titulante por diluciones sucesivas de una 

disolución más concentrada, preparada al momento del experimento. Las 

concentraciones de MeMan oscilaron entre 4.50 y 4.10 mM para todas las 

titulaciones, dado que se recomienda que el titulante y la proteína se encuentren 

en una relación de concentraciones de por lo menos 10: 1 30. La razón de esta 
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diferencia en los métodos de preparación del titulante fue histórica; después de 

haber terminado de medir el sistema ConA-MeMan, el Dr. Bruce Turnbull (Leeds 

University, UK) sugirió utilizar una técnica para determinar la concentración de 

monosacárido (espectrofotometría a complejos coloridos de los monosacáridos, 

determinación por técnica de estándar interno en HPLC,) y así obtener un mejor 

ajuste de las curvas experimentales. Dado que esto no fue posible, se optó por 

una preparación de las disoluciones de MeGlu utilizando material volumétrico 

calibrado, pesando directamente el monosacárido. Los valores del parámetro 

adimensional e en todos los casos fueron de 0.63 a 1.17 para el caso de la 

MeGlu y de 1.35 a 4.29 para MeMan. El intervalo de temperaturas evaluadas 

fue de 15 a 37 oC. Los volúmenes de inyección fueron de 5 y 10 J..lL en todos los 

casos y se asignó un tiempo de 4 minutos entre inyección e inyección. Para el 

caso de ConA titulada con MeMan, las primeras inyecciones consideradas para 

obtener el MI fueron de menor volumen (5J..lL), con el objeto de que se 

obtuvieran más puntos experimentales en condiciones para las cuales todo el 

ligando se uniera, aunque esto en principio no debe tener consecuencias sobre 

el ajuste final. Para todos los experimentos (tanto con MeMa n como con MeGlu) 

se realizó una primera inyección de 1 J..lL, dato que no se tomó en cuenta en el 

ajuste. En todos los casos, el calor liberado correspondiente a la última inyección 

fue igual o menor que el 20% del calor liberado en la primera inyección, hecho 

recomendable en un experimento de ITC 30. Para cada experimento se realizó 

también el correspondiente experimento de dilución, es decir, la titulación de 

disolución amortiguadora (sin proteína) con el monosacárido en una 

concentración idéntica a la empleada para titular la muestra con proteína. Estos 

blancos se restaron en todos los casos a los experimentos con proteína, antes 

de obtener los parámetros termodinámicos MI y K . 



III. MATERIALES Y MÉTOI>OS 

3.5 Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC) 

Se utilizó el mismo amortiguador que para los experimentos de ITC, es decir 

HEPES 0.1 M, pH 7.2, 0.5 M NaCI, 1 mM CaCh y 1 mM MnCb, aunque en este 

caso la concentración de proteína fue de 0.040 mM (1 .0 mg/mL), ya que este 

tipo de calorimetría requiere de mucho menos muestra que ITC. El barrido de 

temperatura fue de 15 a 95 oC y se realizó con una velocidad de barrido de 1 

oC/mino 

3.6 Cálculo de Áreas Superficiales Accesibles 

(ASA) 

Se determinó el área superficial accesible al agua (ASA) para los dos complejos 

de ConA-monosacárido, haciendo uso del programa NACCESS 35 (archivos POS 

1 GIC Y 5CNA, ConA-MeGlu y ConA-MeMa n respectivamente, ambas difractadas 

a 2.0 A de resolución). Para ello se utilizó un radio prueba de 1.4 A y cortes en 

las moléculas de 0.1 A. Los cambios totales del ASA para el proceso de unión 

se estimaron como la diferencia entre el complejo formado y la suma de las 

moléculas libres (ver ecuación 1.1). Los M SA p (cambios polares en ASA) se 

calcularon como el cambio en la accesibilidad de los átomos de nitrógeno y 

oxígeno en las estructuras analizadas. Los M SA np (cambios no polares en 

ASA ) se calcularon como el cambio en la accesibilidad de carbono y azufre. 

Dado que los átomos de hidrógeno típicamente no se resuelven al difractar una 

muestra con rayos X, áreas de estos átomos no se consideraron en este cálculo . 

..,.., 
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4. 1 Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC) 

A continuación se muestra el termograma de OSC que se obtuvo con el fin de 

encontrar el intervalo de temperatura donde la proteína fuera termoestable, para 

realizar los experimentos posteriores de ITC. 
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Figura 4.1: Termograma de calorimetría diferencial de barrido 
(OSC) para la proteína ConA, de 15 a 95 oC (HEPES, 1 °C/min) 

Como se puede ver de la figura 4.1 , el intervalo de temperatura elegido para 

trabajar en ITC (de 15 a 37 OC) es adecuado, ya que la proteína se empieza a 

desnaturalizar a partir de los 76 oC aproximadamente. También es evidente que 

la ConA sufre una desnaturalización irreversible por efecto de la temperatura, ya 

que al sacar la muestra de la celda, ésta ve turbia a causa de la agregación. 

Esto también se hizo evidente al retirar la solución de la celda, una vez concluido 
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el experimento, ya que ésta tenía un aspecto lechoso, como si gran parte de la 

proteína se hubiera precipitado. 

4.2 ITC y Obtención de los MI y el I!!..Cp de Unión 

para el Sistema ConA - MeMan 

Se caracterizó la unión de MeMan a la proteína ConA mE:diante la técnica de 

ITC. Se obtuvieron los MI y K para la formación de un complejo entre la ConA 

y la MeMan a las temperaturas de 15, 20, 25, 30 Y 37 oC, con sus respectivas 

repeticiones. A continuación mostraremos un experimento típico de ITC para 

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

o 
Q) 
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~ -5 
:::L 

Q) 
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o -4 
E --co 
~ -6 
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..... ...... .... 
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Figura 4.2: Señal de experimento de ITC, potencia como función 
del tiempo (arriba) ; señal integrada de ITC, calor como función 

de la razón molar (abajo), sistema ConA-MeMan, T = 30°C. Las 
primeras 4 inyecciones fueron de menor volumen (ver MÉTODOS). 

36 

- - - - - - - - --- - - _ .- - - - - - - - -



e 
." 

:::E 
GI 

:::E 
GI 
'U 

'O 
.É 
"ii 
(,) 
~ 

o 

-1 

-2 

-3 

-4 

-5 

-6 

_ .. 

Iv. RESIILTAOOS y l>ISCIJSIÓN 

, 
I I 1 , I ........ ~ ... ~ ... ~ ...... . 

calor 1rpor dilución de iitulan~ i 

1 • 

• 
• 

• 
• 

l • 

• 
. ; 

¡ 

• 

I ! I 

i , •••• 
I ~ ••• I 
i •• . 

• . , 

i 
I 

• 

• í 1 i. I i 1\ i I I i i I 
• calor por tinllación ~ la CoriA con MeMan 
¡ !,! i i I .' • • ~ 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 

Razón molar MeManlConA 

Figura 4.3: Calores de titulación para el sistema 
ConA - MeMan. Experimento No. 7 en el ANEXO. 

Como se puede ver en la figura 4.3, el calor de dilución del ligando en el 

amortiguador es pequeño en comparación con el calor liberado para la unión de 

la MeMan a la ConA. Además, este calor de dilución es constante. Se debe 

reiterar que el calor de dilución se restó siempre al calor de titulación, antes de 

llevar a cabo los ajustes. La señal integrada de calor de la figura 4.2 

corresponde a la resta del calor de titulación menos el calor de dilución. 

Los resultados obtenidos para la titulación de ConA con MeMan a las diferentes 

temperaturas se reportan en la tabla 4.1 (el termograma y la señal sin procesar 

de cada experimento, así como los parámetros del ajuste se han incluido en los 

ANEXOS de este trabajo). 
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.1S 
No. T [ConAI IMeMan] tl K ±K .1H ± .JH (cal 

(oC) (mM) (mM) (M·1
) (cal mor1

) mor1 K·1
) 

1 15.0 0.31 4.60 1.14 1.39E+04 1.50E+02 -7026 22 -5 
2 15.0 0.29 4.37 1.09 1.43E+04 1.20E+02 -7297 18 -6 
3 20.0 0.28 4.13 1.12 1.12E+04 2.80E+02 -7393 65 -7 
4 20.0 0.30 4.45 1.11 1.17E+04 1.30E+02 -7563 29 -7 
5 25.0 0.28 4.45 1.13 9.26E+03 1.00E+02 -7659 33 -8 
6 30.0 0.32 4.77 1.08 7.66E+03 1.00E+02 -8151 47 -9 
7 30.0 0.32 4.77 1.14 7.49E+03 1.20E+02 -7761 50 -8 
8 37.0 0.27 4.10 1.08 5.84E+03 8.40E+01 -8389 69 -10 
9 37.0 0.27 4.10 1.09 5.81E+03 7.80E+01 -8386 65 -10 
10 37.0 0.30 4.46 1.09 5.72E+03 6.50E+01 -8341 52 -10 

Tabla 4.1: Parámetros termodinámicos obtenidos de los experimentos de ITC, para ConA con 
MeMan, a diferentes temperaturas. Se dejó el parámetro n como parámetro libre del ajuste . 

No. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

. 1S 
T tl K ±K lH ± . lH (cal [ConA] [MeMan] 

(oC) (mM) (mM) (M·1) (cal mor1
) mor1 K·1

) 

15.0 0.31 4.60 1 9.86E+03 6.50E+02 -8207 148 
15.0 0.29 4.37 1 1.15E+04 5.40E+02 -8055 99 
20.0 0.28 4.13 1 8.52E+03 4.10E+02 -8525 125 
20.0 0.30 4.45 1 8.96E+03 4.80E+02 -8623 130 
25.0 0.28 4.45 1 6.93E+03 3.10E+02 -8999 129 
30.0 0.32 4.77 1 6.51E+03 1.80E+02 -8961 78 
30.0 0.32 4.77 1 5.58E+03 2.40E+02 -9203 131 
37.0 0.27 4.10 1 5.07E+03 9.40E+01 -9305 65 
37.0 0.27 4.10 1 4.95E+03 1.00E+02 -9430 71 
37.0 0.30 4.46 1 4.90E+03 9.90E+01 -9308 69 

Tabla 4.2: Parámetros termodinámicos obtenidos de los experimentos de (TC, 
para ConA con MeMan, a diferentes temperaturas. Se impuso 11 = 1 en el ajuste. 

-10 
-9 

-11 
-11 
-13 
-12 
-13 
-13 
-14 
-13 

De las tablas 4.1 y 4.2 es claro que las variables termodinámicas toman 

diferentes valores en los ajustes dependiendo de si se deja libre o se impone el 

valor del parámetro 11 , que representa el número de moléculas de ligando 

unidas por monómero de proteína. Al fijarnos en el valor de tili para T = 25 oC 

encontramos valores de -8999 y -7659 cal/mol para 11 = 1 Y 11 ajustada, 

respectivamente. De acuerdo con Turnbull y Daranas 29 el ajuste en el que se 

impone el valor de 11 debe ser el más adecuado, dado que los valores de e (ver 

sección de ANTECEDENTES, sección 2.2), inicial para todos los experimentos 

son del orden de 1. Predeterminar el valor de 11 en cada ajuste de los datos 
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calorimétricos para calcular MI y K es válido porque se conoce la 

estequiometría para el sistema (un ligando por monómero de proteína), además 

de conocer la concentración del titulante y de la muestra con relativa precisión 

(incertidumbre s 1 %). A continuación presentamos la gráfica de MI como 

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

se han ajust~do a su vez a una recta; es decir, se considera que el óCp es 

independiente de la temperatura: 
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-7400 n ajustada 

-7800 
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........ .4IOOC) 

f o ! E -8200 -- 1 ~-8400 
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Figura 4.4: Regresión lineal de MI VS. T para los dos tipos de ajustes 
(triángulos ajuste con n = 1; cuadrados ajuste con n libre), sistema MeMan-ConA. 

Los parámetros de la regresión lineal para los dos tipos de ajustes a los datos de 

ITe se muestran a continuación: 
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Tabla 4.3: Parámetros del ajuste lineal de 
Mf Vs. T para el sistema ConA - MeMan. 

Como se puede ver, las pendientes son muy similares, no importando si se usan 

los datos obtenidos por medio de ajustes donde se impuso n = 1, o datos en los 

cuales 11 se ajustó. Sin embargo, como se puede apreciar en la figura 4.4, las 

entalpías sí son significativamente diferentes al tomar en cuenta el error que 

arroja cada ajuste, que está representado por las barras de incertidumbre en 

cada punto. Aunque el !!"Cp calculado es independiente del tipo de ajuste, se 

considera que los valores más adecuados del Mf a cada temperatura son los 

del ajuste donde se asignó el valor de uno a n . En este caso, los valores para 

Mi en el ajuste donde se impuso el valor de n = 1 presentan más incertidumbre 

que para el caso en donde n se ajustó. Creemos que esto puede asociarse con 

la incertidumbre en la concentración de ligando, que por razones históricas fue 

preparado para cada experimento utilizando pipetas automáticas, en lugar de 

material volumétrico. Como se puede ver en la tabla 4.1 , el valor de 11 cuando 

este parámetro se deja libre no es tan cercano a uno, sino entre 9 y 14 % mayor. 

Sin embargo, dado que los valores de !!"Cp para ambos tipos de datos ajustados 

es muy similar, elegimos el criterio de Turnbull y Daranas, es decir, imponer el 

valor de J1 = 1 para todos los ajustes. Por lo tanto, reportamos el valor del !!"Cp 

para el sistema ConA titulada con MeMa n como: 

!!"Cp(MeMan -ConA) = -52.5 ± 6.1calmorl K -1 (4.1 ) 

Consideramos que el valor de !!"Cp obtenido en este trabajo es consistente con 

el reportado en la literatura, !!"Cp = 48 ± 8 cal mor I K - 1 
32. Chervenak y 

Toone midieron Mf de formación para este complejo a diferentes 

temperaturas 32, en un intervalo de 4 a 40 oC, aunque no reportan el número de 
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determinaciones realizado, ni proporcionan los datos de MI que utilizaron para 

obtener el valor de l1Cp . El único valor reportado en esta referencia para MI se 

obtuvo a 25 oC y fue de - 7.1 ± 0.02 kca 11m o I , en comparación con el nuestro, 

que fue de - 7.6 ± 0.03 kcallmol. Ambos valores han sido obtenidos usando el 

mismo tipo de ajuste, en el que el valor del parámetro 11 no se impone. 

Asimismo, se ha reportado un valor de l1G (25°C) = - 5.0 ± 0.02 kcal mor l 
, que 

también es consistente con nuestro valor, l1G (25°C) = - 5.4 ± 0.02 kcal mor l 
• 

Comparamos los valores de l1G ya que Chervenak y Toone tampoco 

proporcionan el valor de K, lo cual sería adecuado, ya que el ajuste a los datos 

calorimétricos arroja el valor de K, Y l1G se debe calcular a partir de la relación 

termodinámica l1GO = -RTlnK . 

4.3 ITC y Obtención de las MI y el !J.Cp de Unión 

para el Sistema ConA-MeGlu 

Al igual que en el sistema anterior, se midió el MI y K para el sistema ConA -

MeGlu a las temperaturas de 15, 20, 25, 30 Y 35 oC. A continuación se presenta 

un experimento de ITC típico realizado para este sistema (datos de experimento 

No. 13, en el ANEXO de este trabajo): 
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Figura 4.5: Señal de experimento de ITC, potencia como 
función del tiempo (arriba); señal integrada de ITC, calor como 

función de la razón molar (abajo), sistema ConA-MeGlu, T = 20°C. 
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Figura 4.6: Calores de titulación para el sistema 
ConA - MeGlu. Experimento No. 13 en el ANEXO. 

También en este caso se realizaron los ajustes con n = 1 Y con n como 

parámetro libre del ajuste. Para este sistema, dado que para preparar la 

solución de MeGlu se utilizó material volumétrico y no se realizaron diluciones 

sucesivas para llegar a la concentración deseada, se tenía más certidumbre 

sobre la cantidad de titulante que con respecto a los experimentos de titulación 

MeMan-ConA. A continuación presentamos los resultados de los dos tipos de 

ajustes: 
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. 1$ 

No. T [ConAI [MeGlu] n K ±K _1H ± ~lH (cal 
(oC) (mM) (mM) (M") (cal mor') mor' K" ) 

11 15.00 0.34 5.38 1.02 3140 39 -5839 62 -4 
12 15.13 0.38 5.38 1.00 3020 42 -5945 66 -5 
13 20.00 0.34 5.38 1.03 2780 51 -5823 98 -4 
14 20.00 0.37 5.38 1.03 2750 36 -5837 67 -4 
15 25.00 0.33 5.38 1.03 2240 11 -6204 99 -5 
16 25.01 0.33 5.38 1.04 2390 43 -5909 112 -4 
17 30.00 0.38 5.38 1.02 1940 33 -6270 112 6 
18 30.01 0.34 5.38 1.06 2010 42 -6118 144 -5 
19 35.00 0.39 5.38 1.01 1680 84 -6447 374 -6 

Tabla 4.4: Parámetros termodinámicos obtenidos de los experimentos de ITC, para ConA con 
MeGlu, a diferentes temperaturas. Se dejó el parámetro 11 como parámetro libre del ajuste . 

. 1$ 
No. T [ConAI [MeGlu] n K ±K .jH ± ~ lH (cal 

(oC) (mM) (mM) (M") (cal mor') mor' K") 
11 15.00 0.34 5.38 1 3070 18 -5981 14 -5 
12 15.13 0.38 5.38 1 3040 19 -5905 14 -5 
13 20.00 0.34 5.38 1 2680 21 -6053 20 -5 
14 20.00 0.37 5.38 1 2640 17 -6079 16 -5 
15 25.00 0.33 5.38 1 2180 11 -6420 15 -6 
16 25.01 0.33 5.38 1 2280 16 -6238 20 -6 
17 30.00 0.38 5.38 1 1900 11 -6428 17 -6 
18 30.01 0.34 5.38 1 1900 15 -6607 24 -7 
19 35.00 0.39 5.38 1 1660 25 -6551 47 -7 

Tabla 4.5: Parámetros termodinámicos obtenidos de los experimentos de ITC, para 
ConA con MeGlu, a diferentes temperaturas. Se impuso 11 = 1 en el ajuste. 
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Figura 4.5: Regresión lineal de MI vs_ T para los dos tipos de ajustes 
(triángulos ajuste con Un" fija; cuadrados ajuste con Un" libre), sistema MeGIu-ConA. 

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

Como podemos observar de las tablas 4.4 y 4.5, las constantes de unión de la 

MeGIu-ConA son de dos a tres veces más pequeñas que para el sistema 

MeMan-ConA. Por ejemplo, comparando datos a la misma temperatura y 

ajustados imponiendo n = 1, para la el complejo MeGlu-ConA, 

K(25°C) = 2410M -1 (promedio de los dos valores obtenidos), mientras que para 

MeMan-ConA, K(25°C) = 6930 M -l. Es decir, el MeGlu es menos afín a la ConA 

que el MeMan. En el sistema MeGIu-ConA las diferencias entre ajustar con 

n = 1 Y dejar n libre como parámetro del ajuste, son sustanciales. Esto se debe 
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precisamente a que la constante de equilibrio es menor que con respecto al 

sistema MeMan-ConA 29, lo cual implica que el valor de e inicial sea menor que 

uno. Aunque los valores de 11 obtenidos en el ajuste donde este parámetro se 

deja libre son muy cercanos a uno, lo cual es recomendable ya que proporciona 

una prueba independiente para la validez de la concentración tanto del ligando 

como del receptor, vemos que los intervalos de incertidumbre para MI y K son 

mucho mayores que para el caso en que el valor de 11 se impone. Cuando el 

valor de e es de este orden de magnitud, se debe imponer el valor de 11 en el 

ajuste de los datos calorimétricos 29. Es por eso que para el sistema MeGlu

ConA, las entalpías de reacción que describen mejor el sistema, así como el 

I1Cp , son los valores obtenidos al utilizar 11 = 1 en la regresión no lineal sobre los 

datos calorimétricos experimentales. 

I1Cp (MeGlu - ConA) = - 37.0 ± 4.6 cal mol-1 K -1 (4.2) 

En este punto del análisis haremos una aclaración sobre la concentración de los 

reactivos, información indispensable para poder obtener los parámetros 

termodinámicos MI y K a partir de los datos calorimétricos. Las soluciones de 

titulante (MeMan y MeGlu) fueron preparadas considerando volúmenes de 

solución (la expresión para expresar concentración es la molaridad), a una 

temperatura de 25 oC. Algunos de los experimentos fueron realizados a 

temperaturas superiores e inferiores a ésta, lo cual quiere decir que la 

concentración a 25 oC no es estrictamente la concentración que se tiene a otras 

temperaturas, dado que la densidad de la disolución varía con la temperatura. 

Para contestar a la pregunta de si esta desviación de la concentración de 

titulante calculada originalmente era significativa, y con la limitante de que no 

contábamos con los valores de densidad de nuestra solución amortiguadora a 

diferentes temperaturas, hicimos la siguiente suposición: que la densidad del 

amortiguador se comportaba igual que la densidad del agua con respecto a la 

temperatura . Se realizaron nuevos ajustes a los datos experimentales del 

sistema MeGIu-ConA, considerando una nueva concentración de titulante, 
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aquélla calculada tomando en cuenta el valor de la densidad como función de la 

temperatura. Los resultados de los ajustes, tanto con n libre como con n = 1 

fueron idénticos. Asimismo, al graficar estos nuevos valores de MI contra 

temperatura, el ACp no fue diferente al obtenido anteriormente. Es por esto que 

podemos decir con seguridad que en el intervalo de temperaturas estudiado, fa 

concentración molar de ligando se puede considerar como "constante". 

4.4 Contribución del Grupo Hidroxilo al I1Cp 

Las estructuras cristalinas de los complejos ConA - MeMan y ConA - MeGlu 

están reportadas en la literatura 35, 36 (archivos POB: SCNA y 1GIC, 

respectivamente). Como se muestra en la siguiente figura, MeMa n (metil-a-D

manopíran6sido) y MeGlu (metil-a-D-glucopiran6sido) son efímeros, es decir, 

son dos monosacáridos idénticos, excepto por la configuración del grupo -OH 

que se encuentra sobre C-2; en el MeMan es axial y en el MeGlu es ecuatorial. 

nllirni"g de 
meti/-a-D-manopiraoosido en 3 - D. 

Figura . Estructura qufmica de 
meti/-a-D-glucopiranósido en 3 - D. 
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A continuación se presentan las estructuras cristalinas de los complejos MeMan 

- ConA y MeGlu - ConA. En la figura 4.8 se muestra a la MeMa n interactuando 

con la ConA. El hidroxilo sobre C-2, en configuración axial, se encuentra a 3.66 

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

de enlace peptídico del residuo 99 (Ieucina). Dado que la distancia promedio de 

un puente de hidrógeno O - H - N es de entre 2 y 3.1 A, es probable que en 

este caso exista un puente de hidrógeno débil. 

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

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

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

grande como para afirmar que no hay interacción tipo puente de hidrógeno entre 

ellos. 

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

En el supuesto de que las dos estructuras cristalinas son idénticas, excepto por 

la configuración del grupo -OH sobre C - 2, la diferencia entre el I1Cp de unión 

de ligando para ambos sistemas se puede atribuir únicamente a esta diferencia 

en la estructura molecular. Esto nos permite concluir que la contribución del 

grupo -OH al I1Cp de unión de la MeMa n a la ConA es de 
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- 15.5 ± 6.1 cal mor] K -l . El valor se obtiene a partir de la diferencia entre los 

I1Cp para los dos sistemas estudiados, es decir: 

I1Cp (- OH) = I1Cp MeMan- ConA _ I1Cp MeGlu- canA = - 15.5 ± 6.1 cal mol -]K -1 (4.3) 

Habermann y Murphy 38 han calculado el valor específico de I1Cp de exposición 

al agua para el grupo -OH, por unidad de área, utilizando compuestos modelo, 

reportando un valor de 0.17 ± 0.08 cal mor ] K - 1 Á-2. Para poder comparar 

nuestro resultado, es necesario dividir la expresión (4.3) entre la diferencia de 

áreas superficiales accesibles para los dos complejos, debidas exclusivamente 

al grupo -OH. Esta diferencia es de 21 A2 (ver tabla 4.7). Esto nos da un valor 

de 0.73 cal mor] K -] Á-2, que se encuentra muy por arriba del valor obtenido por 

Habermann y Murphy. Esto quiere decir que el grupo -OH que se "esconde" en 

el complejo MeMan - ConA con respecto al complejo MeGlu - ConA está 

participando en otra interacción. Dada la evidencia cristalográfica, esta 

interacción consiste en un puente de hidrógeno. 

En resumen, el I1Cp(- OH) expresado en la ecuación (4.3) se puede atribuir a 

dos factores: 

1. la interacción del grupo -OH vía puente de hidrógeno con el nitrógeno 

peptídico de Leu 99; 

11. la deshidratación del hidroxilo, ya que este grupo se encuentre muy 

probablemente deshidratado en el caso de MeMan - ConA, e hidratado 

en el caso de MeGlu - ConA. 

Cabe hacer una aclaración en lo que concierne al punto ii . Como en toda 

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

eliminado para el cálculo del MSA . Al analizar las estructuras cristalinas de 
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ambos complejos no encontramos aguas cercanas al -OH de C - 2 en ninguno 

de los dos casos. Sin embargo, y dado que este grupo no se encuentra 

totalmente adentrado en la cavidad, podemos suponer que para el complejo 

MeGlu - ConA esta parte del monosacárido está en contacto directo con el 

disolvente, suposición que no parece tan probable en el caso de MeMan -

ConA. 

4.5 Desglose de las Contribuciones al I1Gpara los 

Sistemas MeMan - ConA y MeGlu - ConA 

Debido a que la técnica de ITC permite cuantificar directamente el Mf y la K 

para la formación de complejos a una cierta temperatura, es posible obtener los 

valores tanto de t1G como de llS del proceso, a partir de las siguientes 

relaciones termodinámicas: 

(4.4) 

t1G=- RTln K (4.5) 

A continuación se muestra una gráfica de las contribuciones al I1G de 

formación, de Mf y de TI1S para los sistemas MeMan - ConA y MeGlu - ConA, 

a todas las temperaturas medidas: 
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Figura 4.9: Contribuciones al I1G de las variables termodinámicas 

Mf y - TI1S para el proceso de formación de los complejos 
MeMan - ConA (cerrados) y MeGlu - ConA (abiertos) 

Se puede observar que para ambos procesos, tanto el Mf como el M son de 

signo negativo a todas las temperaturas medidas, razón por la cual la unión de la 

MeMan y MeGlu a la ConA son procesos favorecidos entálpicamente. También 

es evidente que, aunque los Mf cambian visiblemente con la temperatura 

(razón por la cual fue posible obtener un I1Cp), TM lo hace prácticamente en la 

misma proporción, por lo cual el I1G es constante con temperatura. Finalmente, 

la figura 4.9 muestra que la unión de MeMan a ConA es un proceso más 

favorable que la unión de MeGlu a ConA. 
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4.6 Ecuación Paramétrica para Estimar el ó.Cp de 

Unión para un Sistema Proteína - Carbohidrato 

García-Hernández et. al. han publicado un modelo sencillo y empírico que 

permite correlacionar el I1Cp de unión para un sistema lectina-carbohidrato con 

el cambio en el área superficial accesible (M SA ), tanto polar como no polar 15. 

Para ello, se utilizó una base de datos en donde se consideró el valor para el 

I1Cp del sistema MeMan-ConA de la literatura 32, que nosotros hemos 

corregido, como se describió en secciones precedentes. Asimismo, en este 

trabajo hemos obtenido el valor no reportado anteriormente para el I1Cp de unión 

del sistema MeGIu-ConA, con lo que la base de datos se ha ampliado y afinado. 

A continuación se re-evaluará la ecuación para métrica de I1Cp en función de 

MSA p Y M SAnp • 

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

polares como no polares (MSA p ' MSAnp ) ' de los sistemas de proteínas que se 

utilizaron para generar la parametrización, como se describe en la sección de 

Material y Métodos. Los valores de áreas obtenidos para el conjunto de 

complejos, así como los I1Cp para cada uno, se presentan a continuación: 

Complejo ,\ASAp .'.ASAnp ;\Cp (cal mor' K·') 1: L\Cp L\ASAp/L\Anp i\Cp/¡\ASAnp 
(A2

) (A2
) 

Hev-Q2 -158 -309 -64 6 0.511 0.207 
Hev-Q3 -223 -344 -83 8 0.648 0.241 

ConA-MeGlu -143 -197 -37 5 0.728 0.188 
CBMXy-Glc2 -237 -290 -67 2 0.817 0.231 
ConA-MeMan -167 -174 -53 6 0.960 0.302 

Lyso-Q2 -284 -284 -83 5 1.000 0.292 
Lyso-Q3 -376 -373 -119 3 1.008 0.319 

ConA-Man3 -354 -251 -109 5 1.410 0.434 
DGL-Man3 -348 -229 -96 5 1.520 0.419 

Tabla 4.7: Valores de los cambios en áreas superficiales accesibles polares y no polares) y ¡\Cp para 
sistemas de proteína-carbohidrato. Abreviaturas: Hev..Q2: heveina-quitobiosa 12; Hev-Q3: heveina
quitotriosa 12; ConA-MeGlu: concanavalina A-metil glucosa (este trabajo); CBMXy-Glc2: módulo de unión 
de carbohidrato de la xylanasa 10A- celobiosa 36; ConA-MeMan: concanavalina A-metil manosa (este 
trabajo); Lys0..Q2: lisozima-quitobiosa 15; Lyso-Q3: lisozima-quitotriosa 15; ConA-Man3: concanavalina A
tri-man6sido 14; DGL-Man3: lectina de Dioclea grandillora-tri-man6sido 
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De acuerdo con la referencia 15, se asume que el cambio en la capacidad 

calorífica de un sistema está dado por la exposición u ocultamiento de dos tipos 

de átomos: los polares (N, O) Y los no polares (C, S). Es decir, recordando la 

ecuación 1.4, 

!1Cp = !1cPnp . MSA np + !1cp p' MSA p 

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

dividir todos los términos entre alguna de las MSA. Hemos escogido el MSA np ' 

de tal forma que la ecuación 1.4 se reescribe como: 

MSA 
!1cp np +!1cp p • p 

MSAnp 

(4.6) 

A continuación hemos ajustado los datos de la tabla 4.7, de !1Cp / MSA np en 

función de MSA p / MSA IlP' Como puede observarse de la figura 4.10, es 

notorio que un cambio pequeño en el área superficial accesible polar para el 

proceso de formación de complejo proteína - carbohidrato sí modifica el valor 

observado del !1Cp, ya que los complejos estudiados, como por ejemplo los de 

este trabajo, ConA-MeGlu y ConA-MeMan, se parecen mucho estructuralmente; 

sin embargo sus !1Cp son bastante diferentes. 
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Figura 4.10: Cambios en la capacidad calorífica para 
sistemas proteína - carbohidrato, como función de los cambios 
en áreas polares y no polares, debidos a la unión de ligando. 

Parámetros del ajuste: 
Pendiente Ordenada 

y=m·x+b 
(cal mor' ± (cal mor' ± R2 

A2 K-') A2 K-') 

Tabla 4_8: Parámetros del ajuste lineal de 

I1Cp/MSAnp en función de MSAp/MSAnp ' 

Comparando nuestra nueva ecuación paramétrica, 

I1Cp=(O.27 ±O.04).MSA p +(O.03±O.04)-MSA np 

con la ecuación paramétrica de la referencia 15, 

(4.7) 
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~Cp=(0 .23±0 .04).MSA p +(0.03 ±0.07). MSA np (4.8) 

encontramos que al añadir un nuevo dato (ConA - MeGlu) y corregir uno de los 

valores de ~Cp (ConA - MeMan) en la base de datos utilizada para generar 

(4.8), los coeficientes ~cPp y ~cPnp son esencialmente los mismos. Es decir, 

nuestra parametrización es consistente con la obtenida por García-Hernández et 

al. 

Llama la atención que el coeficiente del término MSA np presente una 

incertidumbre tan grande en los dos ajustes. Debemos recordar que el modelo 

empleado, una línea recta, es muy sencillo, y sin embargo predice una tendencia 

general de comportamiento del ~Cp . Aún con la incertidumbre en el coeficiente 

de MSA IIp ' que es del mismo orden de magnitud que el propio coeficiente, y las 

reservas que esto conlleva, podemos hacer algunas aseveraciones sobre 

nuestro sistema. 

Los coeficientes de ambos ajustes (ecuaciones 4.7 y 4.8) indican que la mayor 

contribución al ~Cp para un proceso de unión proteína - carbohidrato está dada 

por los grupos polares de la proteína y del carbohidrato y que los grupos no 

polares contribuyen poco al ~Cp . Esto se puede entender con ayuda de la 

siguiente figura: 
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Figura 4.11 : Representación de un carbohidrato hidratado. 

En general, los carbohidratos presentan una alta densidad de grupos -OH en su 

superficie. Como estos compuestos suelen ser relativamente pequeños, existen 

espacios "vacíos", es decir, libres de disolvente y de cualquier grupo que pueda 

interactuar con ellos, sobre los grupos no polares. Por ejemplo, para la figura 

4.11 , estos espacios "vacíos" estarían entre los metinos del anillo de piranósido, 

ya que a los grupos -CH- les está más restringido el contacto con las moléculas 

de agua, que está formando una especie de "malla" alrededor de los -OH. Los 

grupos no polares del carbohidrato prácticamente no cambian su entorno 

cuando se forma el complejo. Lo anterior es consistente con la hipótesis de 

Lemieux 37, que propone que la alta densidad de grupos hidroxilo en los 

carbohidratos induce a la formación de espacios "vacíos" sobre las superficies 

apolares, previniendo la hidratación completa, y, por lo tanto, reduciendo la 

contribución de esos grupos no polares a la capacidad calorífica. 

El proceso para la formación de un complejo proteína - carbohidrato se 

representa de manera esquemática en la siguiente figura . 
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• < 

Figura 4.12: Esquema del proceso de unión proteína - carbohidrato. 
Los espacios en azul claro representan áreas hidratadas. 

En esta figura es claro que el MSA es de signo negativo, ya que al unirse el 

carbohidrato a la proteína se oculta parte del área superficial accesible de las 

especies involucradas. Formalmente, se define la hidratación como la 

transferencia de 1 mol de soluto del estado gaseoso (gas ideal) al agua, a 

dilución infinita. El IlCp de hidratación para todos los solutos hidrofóbicos y para 

muchos solutos anfifílicos como los alcoholes, por ejemplo, es de signo positivo. 

Por lo tanto, el proceso en sentido contrario, es decir el proceso de 

deshidratación, tendrá un IlCp< O. Para el sistema proteína -carbohidrato, la 

deshidratación de los grupos polares (los grupos hidroxilo del carbohidrato y los 

grupos polares de la proteína), y en menor medida la deshidratación de los 

grupos no polares, son los responsables de que el IlCp de unión sea menor que 

cero. 

4.7 Nueva Ecuación Paramétrica 

Con objeto de avanzar un poco más en nuestra comprensión de las 

interacciones que producen los complejos proteína - carbohidrato, en esta 

sección se propone una nueva ecuación paramétrica que distingue entre las 

contribuciones polares y no polares, tanto de la proteína como del carbohidrato. 

Para ello, se hace la distinción entre el área polar del carbohidrato (ASA P corno), el 
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área polar de la proteína (ASA p pral ), el área no polar del carbohidrato (ASAnp caroo ) 

y el área no polar de la proteína (ASAnp prol) para el cálculo de los cambios en 

área superficial accesible ( MSA). Los datos se presentan en la siguiente tabla: 

Complejo 

Hev-Q2 
Hev-Q3 

CBMXy-Glc2 
ConA-MeMan 

Lyso-Q2 
Lyso-Q3 

ConA-MeGlu 
DGL-Man3 
ConA-Man3 

\Cp .\ASAPc.lrbO c\ASAPprot .\ASA"P carbo 
(cal mor1 K"1) (A2

) (A2
) (A' ) 

-64 -92 -66 -171 
-83 -127 -96 -182 
-67 -157 -80 -165 
-52 -128 -39 -105 
-83 -141 -144 -189 

-119 -193 -184 -227 
-37 -107 -37 -124 
-96 -238 -110 -141 

-109 -234 -120 -138 

Tabla 4.9: llCp y cambios en áreas superficiales 

accesibles (MSA) para superficies polares y no 
polares de proteína y carbohidrato respectivamente 

Se realizó un ajuste de estos datos empleando la ecuación: 

.\ASA"P prot 
(A2

) 

-138 
-162 
-125 
-69 
-96 

-144 
-73 
-88 

-113 

tlCp = tlcp p caroo . MSA p caroo + llcp p prol . MSA p pral + llcp np carl>o . MSA np caroo + llcp np pral' MSA np pral 

(4.9) 

La regresión no lineal produjo los siguientes parámetros: 

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

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

es negativo. Dado que todos los cambios en MSA son negativos, esto quiere 
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decir que las contribuciones al I1Cp de los átomos polares del carbohidrato, de 

los átomos polares de la proteína y de los átomos no polares de la proteína son 

negativas, mientras que la contribución de los átomos no polares del 

carbohidrato es positiva. A partir de los valores en la tabla 4.10 puede 

concluirse que: 

a. la mayor contribución al I1Cp < O se debe a los cambios que sufre la 

proteína cuando se forma el complejo; 

b. la mayor contribución al I1Cp < O está dada por el cambio en el entorno de 

los átomos polares (l1cp P
carbo = 0.21, I1cp P prol = 0.38), en comparación con 

los átomos no polares (l1cp n
P

carbo = -0.18, I1cp n
p 

pror = 0.31), para el mismo 

MSA; 

c. los átomos no polares de la proteína y del carbohidrato contribuyen poco 

al I1Cp y tienden a compensarse mutuamente en su aportación al I1Cp, 

para valores iguales de MSA; 

d. el I1Cp experimental se debe a la deshidratación de los grupos que entran 

en contacto al formarse el complejo: los .,...OH en el caso de los 

carbohidratos' y los aminoácidos en el caso de la proteína. 

En el caso de los complejos de Iisozima con quitobiosa y quitotriosa. los nitrógenos y oxígenos del gmpo 
N-Acetilo también se hidratan cuando se ven expuestos al disolvente. y contribuyen al tlCp. 
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V. CONa.USIONES 

::4. El proceso de unión tanto del metil-a-D-glucopiranósido (MeGlu) como del 

metil-a-D-manopiranósido (MeMan) a la ConA es un proceso 

entálpicamente guiado. 

4. El ocultamiento el área superficial accesible para la formación de los 

complejos examinados está acompañado por un valor negativo en el I1Cp 

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

*" Al hacer el desglose de las contribuciones al I1Cp debidas a los cambios 

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

son mayormente responsables del valor negativo del I1Cp . 

::., En un desglose más fino, donde se diferencia entre los átomos polares y 

no polares de la proteína y del carbohidrato respectivamente, las 

aportaciones al I1Cp por efecto de los átomos no polares son de 

magnitudes opuestas y tienden a Uautocompensarse" para iguales valores 

de !lASA. Asimismo, las mayores contribuciones al valor absoluto del 

I1Cp están dadas por los grupos polares, tanto de la proteína como del 

carbohidrato. 

:4. El modelo generado por García-Hernández el. al. y revisado en este 

trabajo es un buen modelo empírico que permite hacer estimados del 

I1Cp de un proceso de formación de complejo proteína - carbohidrato, 

siempre y cuando se conozca la estructura cristalina tanto del complejo 

como de la proteína yelligando. 
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v. CONaUSIONES 

.. ~. El modelo generado en este trabajo en donde se toman en cuenta 

contribuciones de átomos polares y no polares tanto de la proteína como 

del carbohidrato da una idea general de la magnitud de las contribuciones 

individuales. Dado que tiene más parámetros que el modelo anterior, es 

necesario afinarlo con nuevos datos termodinámicos de sistemas proteína 

- carbohidrato. 
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VI TRABAJO A FUTURO 

VI. TRABAJO A 
FUTURO 
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VI. TRABAJO A FUTURO 

Es necesario ampliar la base de datos de IlCp de formación de complejos 

proteína - carbohidrato, cuyas estructuras cristalinas sean conocidas, para 

poder afinar la ecuación para métrica del IlCp en función del MSA de grupos 

polares y no polares pertenecientes a la proteína y al carbohidrato 

respectivamente. Un primer candidato para determinar !JJl de unión sería el 

complejo formado por el carbohidrato a,1-+2-manobiosa y la concanavalina A, 

ya que se cuenta con la estructura cristalográfica de éste, y se podría realizar 

una comparación con los sistemas de MeMan - ConA y MeGlu - ConA 

estudiados en este trabajo. 

Para la base de datos de proteínas que unen carbohidrato, cuyo IlCp y 

estructura cristalográfica se conocen, se puede contabilizar el número de 

grupos hidroxilo que están interactuando en las intercaras de cada complejo. 

Una vez determinado el número de éstos, resultaría interesante predecir el valor 

del IlCp de unión utilizando la contribución por interacción de grupo -OH 

obtenida en este trabajo y discutir qué tan adecuada es esta aproximación al 

valor experimental del IlCp. 
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Tiempo (min) 
o 33 66 99 132 165 198 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 

Razón Molar (MeMan/ConA) 

Parámetros del ajuste 

[ConA] (mM): 0.308 
[MeMan] (mM): 4.597 

[MeMany[ConA]: 14.91 

T (oC): 15.0 
C calorlmetro 

(CWiseman, 
considerando ajuste 

con n fija = 1): 3.03 

Ajuste con un" libre 
valor de "n": 1.14 

K (M·l ): 13900 ± 150 
¿\H (cal/mol): -7026 ± 22 

¿\S (cal mor1K"1) : -5.4 

Ajuste con /In" fija (=1.00) 
K (M·l ): 9860 ± 650 

¿\H (cal/mol): -8207 ± 148 

¿\S (calrnor1 K 1): -10.2 

Experimento No. 1: Titulación de ConA con MeMan. Facultad de Química, Edificio "B", Laboratorio de Tennofísica (102) 

VII . ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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Razón Molar (MeMan/ConA) 

Parámetros del ajuste 

[ConA] (mM): 0.294 
[MeMan] (mM): 4.365 

[MeMan]/[ConA]: 14.83 

T (OC): 15.0 

C calorlmetro: 3.38 

Ajuste con un" libre 
valor de "n": 1.09 

K (M-1
): 14300 ± 120 

AH (cal/mol) : -7297 ± 18 
AS (cal mor1 K\ -6.3 

Ajuste con Un" fija (=1.00) 
K (M·1

): 11500±540 

AH (cal/mol): -8055 ± 99 

AS (cal mor1 K 1
) : -9.4 

Experimento No. 2: Titulación de ConA con MeMan. Facultad de Química, Edificio "B", Laboratorio de Termofísica (102) 

VII. ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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Parámetros del ajuste 

[ConA] (mM): 0.276 
[MeMan] (mM): 4.1339 

[MeManV[ConA]: 14.98 

T (OC): 20.0 

C calonmetro: 2.35 
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-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 

Razón Molar (MeMan/ConA) 

Ajuste con "n" libre 
valor de "n": 1.12 

K (M·l
): 11200 ± 280 

AH (caVmol): -7393 ± 65 
AS (caJmor1 K 1

) : -6.7 

Ajuste con "n" fiJa (=1.00) 
K (M·l ): 8520 ± 410 

AH (cal/mol): -8525 ± 41 

AS (cal mor1 K 1
): -11 .1 

Experimento No. 3: Titulación de ConA con MeMan. Facultad de Química, Edificio "B", Laboratorio de Tennoflsica (102) 

VII. ANEXO DE RESUL T AOOS EXPERIMENTALES 



70 

o 

U 
ID ,[J 

e 
ro 

o 

~ 
ID -2 

~ 
ID 
'O 
o -4 
E 

~ 
.::s:. -6 

Tiempo (min) 
o 33 66 99 132 165 198 

, i Y i 11 11 11 11 11 U U U U U V V Vil I I I I I I I I I I , , 

l' I I I I I I II I I I I 1111 ' 

11I 1I

1I1 

J 

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 ~5 

Relación Molar (MeMan/ConA) 

Parámetros del ajuste 

[ConA) (mM): 0.297 
[MeMan) (mM): 4.454 

[MeManV[ConA): 14.98 

T (oC): 20.0 

C calorlmetro: 2.66 

Ajuste con fin" libre 
valor de "n": 1.11 

K (M'\ 11700 ± 130 
¿\H (cal/mol) : -7563 ± 29 

~S (CélJJllOr1 K1): -7.18 

Ajuste con Iln" fija (=1.00) 
K (M,1): 8960 ± 480 

~H (cal/mol): -8623 ± 130 

~s (cal mor1 K 1
) : -11 .3 

Experimento No, 4: Titulación de ConA con MeMan. Facultad de Química, Edificio "B", Laboratorio de Termofísica (102) 

VII. ANEXO DE RESUL TACOS EXPERIMENTALES 
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Parámetros del ajuste 

[ConA) (mM): 0.284 
[MeMan) (mM): 4.447 

[MeMany[ConA): 15.68 

T eC): 25.0 

C calorfmetro: 1.97 

Ajuste con Un" libre 
valor de "n": 1 .13 

K (M·l
) : 9260 ± 100 

~H (cal/mol): -7659 ± 33 
~S (cal mol~K1) : -7.5 

Ajuste con Un" fija (=1.00) 
K (M·1): 6930 ± 310 

~H (cal/mol): -8999 ± 129 
~s (calmor1 K\ -12.6 

Experimento No. 5: Titulación de ConA con MeMan. Facultad de Química, Edificio "B", Laboratorio de Termofísica (102) 

VII . ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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Parámetros del ajuste 

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

[MeManV[ConA]: 14.98 

T (oC): 30.0 

C calorlmetro: 2.07 

Ajuste con un"líbre 
valor de "n": 1.08 

K (M,1): 7660 ± 100 
.1H (cal/mol): -8151 ± 47 

~S (cal mor' K'): -9.11 

Ajuste con Un" fija (=1.00) 
K (M,1): 6510 ± 180 

~H (cal/mol): -8961 ± 78 

~S (calf!lor' K\ -12.1 
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Experimento No. 6: Titulación de ConA con MeMan. Facultad de Química, Edificio "B", Laboratorio de Termofísica (102) 

VII. ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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Razón Molar (MeMan/ConA) 

Parámetros del ajuste 

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

[MeMany[ConA]: 14.98 

T (oC): 30.0 

C calorlmetro: 1.78 

Ajuste con un" libre 
valor de "n": 1 .14 

K (M·1): 7490 ± 120 
~H (cal/mol) : -7761 ± 50 

~S (cal mor1 K"1) : -7.9 

Ajuste con Un" fija (=1.00) 
K (M·1): 5580 ± 240 

~H (cal/mol): -9203 ± 131 
~S (C~rrlOrl K·1) : -13.2 

Experimento No. 7: Titulación de ConA con MeMan. Facultad de Química, Edificio "8", Laboratorio de Termofísica (102) 

VII. ANEXO CE RESUL T AOOS EXPERIMENTALES 



Tiempo (min) 
· 10 o 102030 40 50 60 70 80 90 100110120130 140 150160170180 
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J 
[ConA) (mM): 0.274 

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

T (oC): 37.0 

C calorlmetro: 1.39 
o , 

Ajuste con un" libre 
valor de "n": 1.08 

j .2~ /- ~ 
K (M·1): 5840 ± 84 

~H (caVmol) : -8389 ± 69 
~s (cal mor1 K"1): -9.8 

Q) 
"O 

/ j 
Ajuste con un" fija (=1.00) f4j K (M·1): 5070 ± 94 

~H (cal/mol): -9305 ± 65 
~S (~fTl()r1 K 1): -13.0 

-6 I I I I I I I I I I I I I I I I I I 
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Razón Molar (MeMan/ConA) 

Experimento No. 8: Titulación de ConA con MeMan. Facultad de Química, Edificio "8", Laboratorio de Termofísica (102) 

74 VII. ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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Razón Molar (MeMan/ConA) 

Parámetros del ajuste 

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

[MeMany[ConA]: 14.99 

T rC): 37.0 

C calorlmetro: 1.35 

Ajuste con Un" libre 
valor de "n": 1.09 

K (M·1): 5810 ± 78 
¿\H (cal/mol): -8386 ± 65 

¿\S (céLlTl-ºr1 K"1) : -9 .8 

Ajuste con un" fija (=1.00) 
K (M·1): 4950 ± 100 

¿\H (cal/mol): -9430 ± 71 
¿\S (cal mol~Kl) : -13.5 

Experimento No. 9: Titulación de ConA con MeMan. Facultad de Química, Edificio "B", Laboratorio de Termofísica (102) 

VII. ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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Razón Molar (MeMan/ConA) 

Parámetros del ajuste 

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

[MeMany[ConA]: 15.04 

T (OC): 37.0 

C calorlmetro: 1.45 

Ajuste con un" libre 
valor de "n": 1.09 

K (M·l
): 5720 ± 65 

i\H (cal/mol): -8341 ± 52 
t1S (cªLmOrl K"l) : -9.7 

Ajuste con un" fija (=1.00) 
K (M·l ) : 4900 ± 99 

i\H (cal/mol): -9308 ± 69 
t1S (calmorl K"l) : -13.1 

Experimento No. 10: Titulación de ConA con MeMan. Facultad de Química, Edificio "8", Laboratorio de Termofísica (102) 

VII. ANEXO DE RESUL TACOS EXPERIMENTALES 
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Razón Molar (MeGlu/ConA) 

Parámetros del ajuste 

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

[MeMan]/[ConA]: 15.74 

T (oC): 15.0 

C calorfmetro: 1.05 

Ajuste con "nI/libre 
valor de "n": 1.02 

K (M"): 3140±39 
~H (cal/mol) : -5839 ± 62 

~S (cal mor' K'): -4.3 

Ajuste con "nI/fija (=1.00) 
K (M"): 3070 ± 18 

~H (cal/mol): -5981 ± 14 
~S (cal mor' K 1

) : -4.8 

Experimento No. 11 : Titulación de ConA con MeGlu. Facultad de Química, Edificio "8 ", Laboratorio de Tennofísica (102) 

VII. ANEXO DE RESUL TACOS EXPERIMENTALES 
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Parámetros del ajuste 

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

[MeMan]/[ConA]: 13.97 

T (OC): 15.1 

C calorlmetro: 1 .17 
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Razón Molar (MeGlu/ConA) 

Ajuste con <In" libre 
valor de "n": 1.00 

K (M·1): 3020 ± 42 
~H (cal/mol): -5945:t 66 

óS (cal mor1 K'1) : -4 .7 

Ajuste con <In" fija (=1.00) 
K (M·1

): 3040:t19 
~H (cal/mol): -5905:t 14 

óS (cal mor1 K 1
) : -4.5 

Experimento No. 12: Titulación de ConA con MeGlu. Facultad de Química, Edificio "B", Laboratorio de Tennofísica (102) 

VII . ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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Parámetros del ajuste 

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

[MeMan]/[ConA]: 15.74 

T (oC): 20.0 

C calorlmetro: 0.92 

Ajuste con "n" libre 
valor de "n": 1.03 

K (M01): 2780 ± 51 
AH (cal/mol): -5823 ± 98 

AS (ca~morl K\ -4.1 

Ajuste con un" fija (=1.00) 
K (M01): 2680 ± 21 

AH (cal/mol): -6053 ± 20 
AS (caLrnor1 K 1): -5.0 
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Experimento No. 13: Titulación de ConA con MeGlu. Facultad de Química, Edificio "8" , Laboratorio de Termofísica (102) 

VII. ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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-1 0 o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 1<:0 11 0120 130 140 150 160 170 

Parámetros del ajuste 

[ConA] (mM): 0.369 
[MeMan] (mM): 5.378 

[MeMany[ConA]: 14.60 

T (OC): 20.0 

C calorfmetro: 0.58 
-B~I--r-~.-~.-~-r-r~~-.--r-r-~ 

..2 
<.9 
ID 
~ 
ID -2 
"'O 

O 
E -~ 
~ 

-4 
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 

Razón Molar (MeGlu/ConA) 

Ajuste con "n" libre 
valor de "n": 1.03 

K (M·1): 2750 ± 36 
¿\H (cal/mol) : -5837 ± 67 

¿\S (calmor1 K 1): -4 .2 

Ajuste con "n" fija (=1.00) 
K (M·1): 2640 ± 17 

¿\H (cal/mol): -6079 ± 16 
¿\S (cal mor~K1) : -5 .1 

Experimento No. 14: Titulación de ConA con MeGlu . Facultad de Química, Edificio "8 ", Laboratorio de Termofísica (102) 

VII. ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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Parámetros del ajuste 

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

[MeMan:V[ConA]: 16.51 

T (oC) : 25.0 

C calorlmetro: 0.71 
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Razón Molar (MeGlu/ConA) 

Ajuste con un" libre 
valor de "n": 1.03 

K (M·l ): 2240 ± 32 
~H (cal/mol): -6204 ± 99 

~S (calmor1 K\ -5.5 

Ajuste con un" fija (=1.00) 
K (M'\ 2180 ± 11 

AH (cal/mol): -6420 ± 15 

~S (cal mor1 K 1
): -6.3 

Experimento No. 15: Titulación de ConA con MeGlu. Facultad de Química, Edificio "B", Laboratorio de Termofísica (102) 

VII. ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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Parámetros del ajuste 

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

[MeMany[ConA]: 16.51 

T (oC): 25.0 

C calorlmetro: 0.74 
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Razón Molar (MeGlu/ConA) 

Ajuste con ··n" libre 
valor de "n": 1.04 

K (M"): 2390 ± 43 
¿\H (cal/mol) : -5909 ± 112 

¿\S (cal mor' K-'): -4.4 

Ajuste con ··n" fija (=1.00) 
K (M-'): 2280 ± 16 

¿\H (cal/mol): -6238 ± 20 
¿\S (cal mol-' K') : -5 .6 

Experimento No. 16: Titulación de ConA con MeGlu. Facultad de Química, Edificio "B", Laboratorio de Termofísica (102) 

VII . ANEXO DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 
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