UN/M - - UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
— 0O el DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
QUIMICAS

CINETICA ENZIMATICA DE LA TRIPSINA DE Bos taurus
UTILIZANDO CALORIMETRIA DE TITULACION ISOTERMICA

PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA:

Q. CESAR AGUIRRE MARTINEZ

% TUTOR: DR. MIGUEL ANTONIO COSTAS BASIN
)

ANO: 2011

'Ciencias
Quimicas



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

Al Dr. Miguel Costas por su asesoria, comentarios y consejos durante el desarrollo de

este proyecto.
Al Dr. Luis Fernando Olguin por sus aportaciones y sugerencias.
A los miembros del jurado por sus valiosos comentarios.
A mi familia y amigos.

Al CONACyT por la beca otorgada para mis estudios de maestria (No. de becario 235245)
y a los proyectos PAPIIT IN104210-3 y CONACyT 99844.

Al Posgrado en Ciencias Quimicas de la UNAM.

A la Facultad de Quimica y a la Universidad Nacional Autéonoma de México.



A ma familia y amigos



Jurado asignado

Presidente: Dra. Rosario Mutioz Clares. Facultad de Quimica, UNAM
1°" Vocal: Dra. Silvia Elena Castillo Blum. Facultad de Quimica, UNAM
2° Vocal: Dra. Adela Rodriguez Romero.  Instituto de Quimica, UNAM
3¢" Vocal: Dr. Edgar Véazquez Contreras. UAM-Cuajimalpa

Secretario: Dr. Enrique Garcia Hernandez.  Instituto de Quimica, UNAM

Lugar donde se realiz6 la tesis:

Laboratorio de Biofisicoquimica, Departamento de Fisicoquimica, Facultad de Quimica,

Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

Q. César Aguirre Martinez Dr. Miguel Antonio Costas Basin

Sustentante Asesor



Los resultados de este trabajo se presentaron en:

2nd Self-Assembly in Biology and Material Science Workshop, Bahias de Huatualco, Oa-
xaca, 2010.

XXVTII Congreso Nacional de Bioquimica, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, 2010.

2nd USA-Mexico Workshop in Biological Chemistry: Protein Folding, Misfolding and
Design, Torre de Ingenieria, Ciudad Universitaria, México, D.F., 2011.

IIT Congreso de la Rama de Fisicoquimica, Estructura y Diseno de Proteinas de la So-
ciedad Mexicana de Bioquimica, Torre de Ingenieria, Ciudad Universitaria, México, D.F.,

2011.



INDICE GENERAL

Indice general

1. Antecedentes

1.1.

1.2

Cinética Enzimatica . . . . . . . . . . .

1.1.1.
1.1.2.

Métodos tradicionales . . . . . . . . .
Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC) . . . .. ... .. .. ..
1.1.2.1. Caracterizacion termodinamica de interacciones . . . . . . .

1.1.2.2. Caracterizacion de la cinética de reaccion . . . . . . . . . .

Mecanismo de la hidroélisis de sustratos catalizada por serina-proteasas

2. Hipétesis y Objetivos

3. Materiales y Métodos

3.1
3.2.

3.3.
3.4.

Materiales . . . . . . .

Empleo de ITC como técnica de estudio de la cinética enziméatica de la tripsina

de Bos taurus. . . . . . .

3.2.1.
3.2.2.

Comparacion entre ITC y Espectroscopia UV-Visible. BAEE . . . . .
Comparacion entre ITC y Stopped-Flow/UV-Visible. ZLysONp

Caracterizacion cinética de sustratos ciegos . . . . . . . . . .. ... L.

Calorimetria de Barrido Diferencial . . . . . . . . . . . . . ... ... ...

4. Tratamiento de datos

29

31
31

33
33
35
36
37

38



INDICE GENERAL

4.1. Método de Di Cera. Obtenciéon de energias de activacion y constantes de

velocidad . . . . . . . .. 38

4.2. Ajuste global simultaneo . . . . . .. . ... oL 44
4.3. Ajuste global de 6 pardmetros . . . . . . .. ... 47

5. Resultados y Discusiéon 51
5.1. Contribuciones a la traza calorimétrica . . . . . . . . ... ... ... .... 51
5.2. Calidad de la tripsina . . . . . . . . . ... 53
5.3. Ausencia de inhibicion por producto . . . ... ..o 56
5.4. Empleo de I'TC como técnica para estudiar cinética enzimatica . . . . . . . . 58
5.5. Sustratos promiscuos . . . . . .. ... e 61
5.5.1. Resultados con el método de Di Cera . . . . . .. ... ... ..... 61

5.5.2. Resultados con el ajuste propuesto en este trabajo. . . . . . ... .. 65

5.5.2.1. Disociaciéon del complejo Enzima-Sustrato . . . . . . . . .. 65

5.5.2.2. Acilacion y desacilacion . . . ... o000 69

5.6. Otros sustratos promiscuos . . . . . . . . ... 72

6. Conclusiones 75
7. Perspectivas 77
8. Apéndice 78
Bibliografia 91



1. Antecedentes

Antecedentes

1.1. Cinética Enzimatica

La Cinética Quimica es un area de la ciencia encargada del estudio de la velocidad con
la que ocurren las reacciones quimicas. Una de las aplicaciones principales de la Cinética
Quimica es el planteamiento, estudio y descripcion de los mecanismos de reaccion. Un meca-
nismo de reaccion es la descripcion de todas las etapas que contribuyen en la transformacion
quimica de reactivos a productos. La cinética hace uso de las matemaéticas para expresar
relaciones que describan la velocidad de las reacciones quimicas [Logan, 2000]. Por ejemplo,
para una reaccion unidireccional que pueda ser descrita a través de un mecanismo de reaccion
de un paso elemental,

A + B —> C
la ley de la velocidad estd dada por la siguiente ecuacion:

~d[A] - dB]  d[C]
T At At dt

— k-[A]-[B] (1.1)

que nos indica que la velocidad de la reacciéon esta definida por la velocidad con la que los

reactivos desaparecen, o por la velocidad con la que el producto C es formado. La constante



1. Antecedentes

de proporcionalidad, k, es conocida como la constante de velocidad de la reaccion, cuyas
unidades dependen del orden de la reaccién, como se muestra en la Tabla 1.1. El orden de
la reaccién se obtiene sumando los exponentes que acompafnan a las concentraciones A y B,

y sus valores pueden adoptar ntimeros enteros o fraccionarios.

Orden de reaccion | Ley de velocidad | Unidades de &
0 v=Fk-[AI=%k | M-s!
1 v="F-[A] st
2 v="Fk-[A]? M—1.g7!

Tabla 1.1: Relaciones entre expresiones de velocidad, orden y unidades de la constante de velocidad

k para una reaccion A — B.

La Cinética Enziméatica es un area de la ciencia que se encarga del estudio de la rapidez
de las reacciones catalizadas por enzimas y la dilucidacion de mecanismos de reaccion de las
mismas, haciendo uso de los principios y tratamientos utilizados por la Cinética Quimica.
Comunmente, para estudiar este tipo de reacciones, se emplean técnicas espectroscopicas

como UV-Visible y Fluorescencia.

El mecanismo cinético de reaccién més importante en la cinética enzimatica es el pro-
puesto por Michaelis-Menten (Figura 1.1a) en 1913 [Nelson & Cox, 2006] . Este mecanismo
consta de dos pasos. En el primero de ellos se forma, reversiblemente, el complejo E-S (com-
plejo enzima-sustrato) y en el segundo se lleva a cabo la acciéon catalitica de la enzima
(hidrolisis, condensacion, reacciones de oxido-reduccion, etc) irreversiblemente, y caracteri-
zado por la constante catalitica (keat). A continuacion se describe brevemente el tratamiento
matematico del mismo. Las ecuaciones de velocidad para las especies E (enzima libre), S

(sustrato), P (producto) y E-S son:
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(a) El modelo de Michaelis-Menten consta de (b) Comportamiento tipico de una enzima

dos pasos: 1) la formacién del complejo enzima- michaeliana. La curva generada es una hipér-

sustrato (E-S) y 2) la transformacion catalitica. bola rectangular.

Figura 1.1: Mecanismo de Michaelis-Menten.

dE
O Bl + kB 8]+ k-8 (1.2
d[S
W s k- (13)
d[P]
— = E — 1.4
dt kcat[ S] ( )
dE-S
UE S BS) — kB~ 8]~ kB ] (1.5
La velocidad de la reacciéon es v = —% = —% = %. Para estos tratamientos, tomare-

dP] @ .o o : : .
mos a v = %. Si aplicamos la aproximacion del estado estacionario (ee) sobre la especie

E-S, tenemos que

0= kl[E] [S] - k—l[E - S]ee - kcat[E - S]ee (16)

10



1. Antecedentes

despejando a E-S

[E - S]ee = % (17)

un balance de materia nos muestra que [Elioa = [E]+[E —S], sustituyendo esta expresion
en (1.7) y rearreglando términos
[E][S]
E—§], = 1.8
B Sl = s (13)
en donde Ky = k*+lk“‘" Sustituyendo (1.8) en (1.4), y denotando la concentracion inicial

de sustrato por [S]y, obtenemos la expresion general de Michaelis-Menten:

Keat - [E] [S]O
Ku + [S]o

en donde vy es la velocidad inicial de la reaccion, k., es la constante catalitica, que es una

Vo =

(1.9)

constante de velocidad de primer orden, conocida también como tasa de recambio, y Ky, la
constante de Michaelis, que tiene unidades de concentraciéon y es nimericamente igual a la
concentracion inicial de sustrato en la que la velocidad inicial de la reacciéon es la mitad de la
velocidad maxima de la reaccion (Vipax = keat - [E]), [Nelson & Cox, 2006], como se muestra

en la Figura 1.1b.

Este mecanismo, que ha definido el area conocida como Cinética del Estado Estacionario
|Bisswanger, 2008, ha resultado muy 1til en el estudio de sistemas enziméticos. Sin embargo,
no describe de forma completa lo que ocurre en el proceso catalitico [Ascenzi et al., 1981]. En
primer lugar, la descripcion del equilibrio en el que se forma el complejo E-S queda incomple-
ta ante la imposibilidad de determinar el valor de Ky (constante de disociacion Ky = kk;ll)
La tnica forma de poder estimar las caracteristicas del primer paso de catalisis es a través

del valor de Ky, siempre y cuando la k., sea de magnitud mucho menor que k_q, lo cual,

a priori, no puede afirmarse que se cumple para todos los sistemas enziméticos. Por otro

11



1. Antecedentes

lado, los multiples eventos que ocurren en la enzima a través de los cuales la transformacion
quimica es llevada a cabo queda resumida en una tnica constante de velocidad aparente:
la kca. Esto tiene la gran desventaja de dejar de lado las contribuciones secuenciales de los
residuos de la enzima en el sitio catalitico. Algunos autores han demostrado que el valor de
la keay corresponde al paso limitante de la reaccion |[Zerner & Bender, 1964|, sin embargo,
esto es valido solo si las magnitudes de las demés constantes de velocidad del proceso de
catalisis son muy diferentes a la del paso limitante. No obstante, la caracterizaciéon de los
parametros de Michaelis-Menten de sistemas enziméticos es una herramienta util en la ex-
plicaciéon de diversos y, a veces, muy complicados fenémenos que ocurren en el interior de la

célula |[Bar-Even et al., 2011, Carrillo et al., 2010, Atkins & Nimmo, 1980].

Existen algunas enzimas que, habiendo evolucionado para realizar cierta transforma-
cion quimica, pueden también catalizar reacciones alternativas. Estas reacciones alternativas
pueden ser de dos tipos: i) la enzima transforma sustratos alternativos que son estructural-
mente muy similares a los sustratos nativos de esa enzima y i) enzimas con la capacidad
de realizar miltiples transformaciones quimicas, es decir, son capaces de catalizar la ruptura
de diferentes tipos de enlaces quimicos. Este fenémeno, en cualquiera de sus dos vertientes,
es conocido como promiscuidad catalitica. Descubrir y entender las actividades promiscuas
potenciales de las enzimas podria proporcionar informacion acerca del pasado y el presente
evolutivo asi como ser de utilidad en el campo de la ingenieria de proteinas en la bisqueda

de enzimas con nuevas actividades cataliticas [O’Brien & Herschlag, 1999).

1.1.1. Meétodos tradicionales

Para poder determinar la actividad catalitica de una enzima es necesario identificar
los cambios quimicos involucrados en la conversion de un sustrato a producto. Para lo-
grar esto, los ensayos enzimaticos son disenados para distinguir las propiedades fisicoquimi-

cas de un sustrato dado de las del producto de la reaccién en una manera cuantificable

12



1. Antecedentes

[Harris & Keshwani, 2009]. Existen diversas técnicas utilizadas en el campo de la cinética
enzimatica para estudiar la velocidad de las reacciones, que pueden ser métodos continuos o

discontinuos.

Los métodos continuos incluyen a las espectroscopias de UV /Visible y de fluorescencia.
Estos métodos se caracterizan por la capacidad que tienen de monitorear continuamente
la desaparicion o aparicion de un sustrato o producto, respectivamente. En el caso de la
espectroscopia UV /Visible, la concentracion de algiin compuesto (cromoforo) es determina-
da por la expresion de Lambert-Beer, A = ¢ - ¢ -1, en donde A es la absorbancia, que es
directamente proporcional a €, que es el coeficiente de extincion molar y puede consultarse
en la literatura, ¢ es la concentracién del sustrato o producto que absorbe en el espectro
UV /Visible y [ es la longitud de paso optico de la celda que se utiliza, preferentemente de
cuarzo. De esta forma, determinando la pendiente de la senial espectroscopica en funciéon del
tiempo a una longitud de onda, definida por las caracteristicas de la especie quimica que
se sigue, se puede obtener la velocidad de la reaccion: v = —% = % = 5 . %—f, [Segel, 1976].

En la espectroscopia de fluorescencia, un fluoréforo (generalmente grupos aromaticos)
es excitado a una longitud de onda determinada y se mide la intensidad de la emisiéon de
fluorescencia. En esta técnica, si bien no es posible calcular la concentraciéon del fluoréforo
mediante una constante de fluorescencia equivalente a €, pueden observarse los cambios re-

lativos de emision de fluorescencia con el tiempo y asi obtener la velocidad de la reaccién

[Lakowicz, 2004].

Las otras técnicas, denominadas métodos discontinuos, no son capaces de seguir los cam-
bios en la concentraciéon de alguna especie quimica de manera continua. En este tipo de
métodos, la reaccién se detiene, quimica o mecanicamente, después de cierto intervalo de

tiempo y se determina la concentracion de algin sustrato o producto. Ejemplos de estas téc-

13



1. Antecedentes

nicas son HPLC (por sus siglas en inglés, High Performance Liquid Chromatography), que
se utiliza para mezclas de reacciéon que contienen moléculas o macromoléculas que pueden
ser resueltas con base en una retencion diferencial al hacerlas pasar por una columna (inter-
cambio i6nico, exclusion molecular, fase reversa, etc), espectrometria de masas y resonancia
magnética nuclear (NMR), o bien midiendo el indice de refraccion. En HPLC es necesario
que los componentes de la mezcla puedan ser detectados por alguna técnica espectroscopi-

ca [Harris & Keshwani, 2009]. Estas técnicas son menos utilizadas que los métodos continuos.

Sin embargo, para que las técnicas continuas y discontinuas sean efectivas, es necesario
que el sustrato contenga algiin grupo quimico detectable por UV o fluorescencia que nos
permita detectar cambios significativos en el transcurso de la reaccién. En su defecto, puede
modificarse quimicamente el sustrato para que contenga este grupo seguible espectroscépica-
mente |Kaufman et al., 1948|, pero estas alteraciones quimicas podrian interferir en el com-
portamiento de la reaccion enziméatica, modificando la afinidad de la enzima por el sustrato
de interés por posibles cambios en la forma de interaccion entre el sustrato modificado y el
sitio catalitico. Otra posibilidad es emplear una reacciéon acoplada. Este conjunto de proble-
mas limita nuestro alcance en el estudio de reacciones enzimaticas de interés a unos cuantos

sustratos, de los cuales tan s6lo un porcentaje muy bajo no estd modificado quimicamente.

Recientemente, la Resonancia de Plasmones de Superficie (SPR, por sus siglas en inglés
Surface Plasmon Resonance) se ha utilizado como técnica para seguir reacciones enzimaticas,
en la cual una macromolécula es unida covalentemente a una lamina de oro y, en tanto
la reaccion enzimatica procede, a partir de la senal obtenida (el angulo de resonancia de
plasmon), es posible conocer la velocidad de la reaccion. En esta técnica no es necesario
contar con cromoforos, sin embargo se encuentra limitada por los altos costos del equipo, la
poca especificidad en la unién de la macromolécula a la lAmina de oro y al hecho de que,

hasta hace algunos anos, solo era posible seguir reacciones cuyos sustratos sean de elevados

14
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Figura 1.2: Esquema general de un Calorimetro de Titulacion Isotérmica

pesos moleculares, esto es, superiores a 1 kDa [Pitarke et al., 2007].

1.1.2. Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC)

1.1.2.1. Caracterizacion termodinamica de interacciones

La Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés Isothermal Titra-
tion Calorimetry) es una técnica que es comtnmente utilizada para caracterizar termodi-
namicamente la interaccién entre macromoléculas (proteina-proteina, DNA-DNA, etc.) vy,
con mucha frecuencia, entre macromoléculas y sustancias de bajo peso molecular (proteina-
ligante). Esta técnica permite obtener, de forma precisa, la constante de afinidad K, (o bien
la constante de disociacion, Kq = Kia), los cambios en la energia libre de Gibbs AG, en la
entropia AS, en la entalpia AH y en la capacidad calorifica AC), asociados con la interaccion

de macromoléculas [Velazquez-Campoy et al., 2004, [Veldzquez-Campoy & Freire, 2005].

Un calorimetro de titulacion isotérmica (ver Figura 1.2) es un instrumento que opera de

acuerdo al principio de compensacion dindmica de potencia, esto es, determina y suministra

15
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dQ

&, unidades: pcal/s) requerida para mantener una diferencia de

la cantidad de potencia (
temperatura muy cercana a cero entre la celda de muestra, donde el proceso a estudiar se
desarrolla, y la celda de referencia. Ambas celdas se encuentran dentro de un contenedor
adiabatico. Inicialmente, el sistema de retroalimentacién continuamente aplica una pequena
cantidad de potencia a la celda de muestra, la cual determina la linea base. En la celda
de muestra se coloca la disolucion de la macromolécula y en la jeringa la disolucion del
ligante. La jeringa es utilizada para agregar cierto volumen de la disoluciéon de ligante, en
cierta cantidad de tiempo, y, a la vez, agitar la mezcla de reaccion en la celda de muestra.
Con cada inyeccion del ligante de la jeringa, y dependiendo de la afinidad entre la macro-
molécula [M] y ligante [L] y la concentracion de los mismos, una cierta cantidad del complejo
[ML] se forma. La formacion de este complejo se acompafia de la liberacion o absorcion de
calor (proceso exotérmico o endotérmico, respectivamente) lo cual produce una pequena
diferencia de temperatura entre las dos celdas. El sistema de retroalimentacion disminuye
o incrementa la potencia suministrada para compensar el desbalance de temperatura. Es
asi como el sistema alcanza el equilibrio y el balance de temperatura se reestablece. La
potencia suministrada se registra cada cierto intervalo de tiempo y la senal obtenida mues-
tra un patréon como el ilustrado en la Figura 1.3. Integrando el &rea bajo cada pico, se
obtiene la cantidad de calor asociada a cada inyeccién, tomando como referencia la linea
base. Cuando la macromolécula es saturada, la senal obtenida disminuye hasta que solo
se aprecia el calor de dilucion del sustrato (ver Figura 1.3a, después de los 120 minutos)

[Velazquez-Campoy et al., 2004, Velazquez-Campoy & Freire, 2006].

En la Figura 1.3 se muestra un experimento clisico de caracterizaciéon termodindmica
de la union entre macromolécula y ligante. La macromolécula es la tripsina de cerdo y el
ligante es el inhibidor de la tripsina de soya |El-Harrous & Parody-Morreale, 1997|. En la
Figura 1.3a se observa el termograma en donde cada pico corresponde a una inyecciéon de

la disolucién de ligante. Las seniales obtenidas en las inyecciones finales se deben al calor de

16
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Figura 1.8: FEzxperimento tipico de interaccion entre moléculas seguido por ITC. Titulacion
del Inhibidor de Tripsina de Soya (STI) con la Tripsina Pancredtica Porcina (PPT),

[El-Harrous & Parody-Morreale, 1997]. Este proceso es endotérmico.

diluciéon del ligante. Estas contribuciones del calor de dilucién del ligante deben sustraerse.

En la Figura 1.3b se muestran las areas bajo cada pico, normalizadas por mol de ligante

[L]T
M]

los parametros termodinamicos de la interaccién pueden obtenerse |[Freire et al., 2009]; sin

inyectado, contra la relaciéon molar

. Aplicando algin modelo de interaccion adecuado,

embargo, el formalismo matemético de los modelos de interacciéon no seran tratados en este

trabajo.

1.1.2.2. Caracterizacion de la cinética de reaccién

ITC puede utilizarse también para seguir la evolucién del calor liberado o absorbido
durante el transcurso de una reaccion enzimatica. Este calor liberado o absorbido asociado
al avance de la reaccion es directamente proporcional a la velocidad de la reacciéon, y se

calcula directamente integrando el area bajo la traza calorimétrica, como una funcién del

17



1. Antecedentes

tiempo. Debido a que virtualmente todas las reacciones quimicas liberan o absorben energia,
es posible seguir mediante esta técnica reacciones enzimaticas que involucran sustratos sin
cromoéforos y sin modificaciones quimicas, que resultan totalmente inaccesibles para las es-

pectroscopias UV y de fluorescencia [Haq, 2005].

En un experimento de cinética enzimatica seguido por ITC (ver Figura 1.4a), se inicia
la reaccion inyectando el sustrato en la celda muestra, que contiene una disolucion de la
enzima, y se permite que la reaccion concluya midiendo la potencia como una funcion del

tiempo, P(t). El area bajo esta curva corresponde a la entalpia de la reaccion AH ey

[P P(t)-dt
AHppe = 20— 27 7 1.10
Vcelda : [S]o ( )

en donde Vg, es el volumen de la celda de muestra, P(T) es la potencia y [S]o es
la concentracion inicial de sustrato. El calor total liberado o absorbido en una reaccién
enziméatica es la entalpia molar de la reaccion AH,... multiplicada por el nimero de moles

n del sustrato hidrolizado en la celda:

Q =n: A}Ireac = [PrOduCto}total : vcelda : AHreac (111)

en donde n = Vg, - [Producto]
Si se deriva esta ecuacion respecto al tiempo t, se obtiene una expresion que relaciona
la potencia, que es proporcionada directamente por el calorimetro, con la velocidad de la

reaccion v(t):

Q) d [Prod]
P(t)= — =Viada - AHenc - ————— 1.12
(t) = 5, = Veeud F (1.12)
. d[Prod
despejando a %:
o(t) = d[Prod] _ P(t) (1.13)

dt vcelda ' AHI"GELC
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de L-AEE como funcién del tiempo.

Figura 1.4: Ezperimento de cinética enzimdtica sequido por I1TC (una sola inyeccion). Hidrolisis
catalizada de L-AEE (L-arginina-etil-éster) por la S-tripsina de Bos taurus, obtenida en este trabajo.

Condiciones: [LAEEJo= 1 mM, [Trip]= 50 nM.

si integramos esta ecuacion

1 t
[PI’Od(t)] = m . A P(t) . dt (114)

y como [Prod(?)] = [S]o — [S(t)], entonces la ecuacion (1.14) se convierte en
B [y P(t)-dt
[S(t>] B [S]O - vcelda ’ AHreac

Las ecuaciones (1.13), (1.14) y (1.15) nos permiten conocer la velocidad de la reaccion y

(1.15)

la concentracion del producto y del sustrato, respectivamente, como una funciéon del tiem-
po, a partir de la lectura de la potencia P(t). Conociendo estos datos, podemos graficar

la velocidad de la reaccion como funcién de la concentraciéon de sustrato a cada tiempo t,

[Bianconi, 2007, Todd & Gomez, 2001|.

En la Figura 1.4 se muestra un ejemplo del estudio de una cinética enzimatica seguida

por I'TC, obtenida en este trabajo. En la Figura 1.4a observamos el termograma de la hidroli-
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sis del L-arginina-etil-éster catalizada por la S-tripsina de Bos taurus a 30 °C. Después de
obtener las concentraciones de sustrato y la velocidad de la reaccién para cada tiempo t, se
han graficado en la Figura 1.4b estos datos para ajustarlos al modelo de Michaelis-Menten
por el método de minimos cuadrados no lineal. Notese que el nimero de datos obtenidos es
bastante grande, del orden de 1500 puntos por experimento, lo cual facilita la determinacion
de los parametros del modelo de Michaelis-Menten. Esta metodologia resulta rapida, eficaz,
requiere pequenas cantidades de los reactivos y los sistemas estudiados pueden prescindir de
cromoforos, que es mas cercano a los eventos que ocurren en los seres vivos, en los cuales la
presencia de cromoforos es algo poco comin [Nelson & Cox, 2006]. Dentro de los requisitos
para estudiar catalisis enzimatica por ITC, es preferible que la reacciéon no sea inhibida por el
sustrato o el producto de la reaccién, en cuyo caso se requiere de un tratamiento matemético
més complejo [Cai et al., 2001]. De igual forma que en un experimento clasico de interaccion
entre macromoléculas, es necesario sustraer la contribucion del calor de diluciéon del sustrato
que se inyecta, aunque generalmente este valor es muy pequenio comparado con la energia

asociada a la reaccién misma.

Existe otra estrategia experimental para estudiar la cinética enzimatica utilizando ITC
(ver Figura 1.5, [Andtjar-Sanchez et al., 2006|). En este tipo de experimentos se realizan
multiples inyecciones de sustrato. Es necesario que la reaccion no proceda mas alla del 5%
antes de realizar la siguiente inyeccion, de esta forma, con cada inyeccion se tiene una concen-
tracion de sustrato que progresivamente aumenta. La senal indica, después de un pico debido
al calor de diluciéon, una potencia que corresponde a una velocidad inicial de la reacciéon bajo
esta concentracion de sustrato. Antes de que el 5% de este sustrato sea catalizado, se realiza
una segunda inyeccién, aumentando con esto la concentracion del sustrato en la celda, lo cual
modifica la velocidad de la reaccién bajo estas nuevas condiciones experimentales. Nueva-
mente, antes de consumir el 5% del sustrato, se realiza otra inyeccion. Esto puede realizarse

con un buen ntimero de inyecciones hasta saturar la enzima, ver Figura 1.5a. En vista de que a
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la D-5-hidantoina.

Figura 1.5: Experimento de cinética enzimdtica sequido por I'TC por el método de varias inyecciones.

Hidrélisis de la D-5-hidantoina catalizada por la hidantoinasa. [Andijar-Sdanchez et al., 2006]

cada concentracion de enzima se determina una velocidad de reaccion, el ajuste de estos datos
al modelo de Michaelis-Menten puede realizarse, ver Figura 1.5b. El tratamiento matematico
es muy similar al sefialado usando el método de una sola inyeccion (Figura 1.4), por lo cual
las ecuaciones (1.13), (1.14) y (1.15) son igualmente validas [Todd & Gomez, 2001]. En este
caso (Figura 1.5), la curva de Michaelis-Menten se construye aumentando la concentracion

de sustrato en el transcurso del experimento [Pey & Martinez, 2005, Lonhienne et al., 2001].

1.2. Mecanismo de la hidrélisis de sustratos catalizada
por serina-proteasas

En este trabajo, la reaccion enzimatica que se ha elegido para ser estudiada por ['TC es la
hidrolisis de ésteres derivados de arginina y lisina catalizada por la S-tripsina de Bos taurus.
La tripsina es una enzima proteolitica que se encuentra clasificada como una serina proteasa.

Estas enzimas se caracterizan por contener en su sitio catalitico un residuo de Ser que actta
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como nucledfilo y que ataca al carbono carbonilico del sustrato a hidrolizar [Di Cera, 2009].
Las serina proteasas han sido agrupadas de acuerdo a la disposicion de los residuos de
aminoacidos que conforman la triada catalitica. La tripsina pertenece al grupo 1, por lo cual
su triada catalitica se encuentra en la disposicion espacial His57-Asp102-Ser195 (ver Figura
1.7a). El mecanismo de catalisis ha sido extensamente estudiado y en la actualidad se acepta

que consta de tres pasos principales ([Hedstrom, 2002]; [Polgéar, 2005]; [Case & Stein, 2003)]):

1. La formacion del complejo enzima-sustrato (E-S, ver Figura 1.6, paso 1) estableciendo
interacciones de union entre el sustrato (con residuos de lisina y arginina) y los residuos

en la enzima encargados del reconocimiento y discriminacion del mismo.

2. La acilacion por el residuo Ser195 (ver Figura 1.6, paso 2) con la concomitante expulsion
del grupo saliente (un alcohol en este trabajo), reaccion que se favorece mediante
diferentes puentes de hidrogeno que se establecen entre la Ser195 y el resto de los
miembros de la triada catalitica (Figura 1.7a). El oxianién que se genera en el estado
de transicién tetraédrico es estabilizado por el llamado hueco del oxianion, que esta

formado por los grupos -NH- de los residuos Gly193 y Ser195 [Matthews et al., 1977].

3. Desacilaciéon, en donde una molécula de agua realiza un ataque nucleofilico que libera
el producto y regenera el sitio catalitico de la proteasa (ver Figura 1.6, paso 3). Esta
molécula de agua es activada a través de un puente de hidrégeno que se establece entre

el agua y la His57, convirtiéndola en un nucleéfilo mas eficaz.

La formacion del complejo E-S involucra interacciones que se establecen entre los residuos
del sitio catalitico y el sustrato. El reconocimiento y discriminaciéon del sustrato no es un pro-
ceso que se encuentre desacoplado al proceso de catélisis, por lo que todas las interacciones
participan activamente a lo largo de todo el proceso enzimatico [Hedstrom, 2002|. Puede de-
cirse que el reconocimiento se da a través del sitio S1 (ver Figura 1.7b). Este sitio esta formado

principalmente, en la S-tripsina, por los residuos Asp189, Gly216 y Gly226, los cuales forman
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_NH K, H,NH
3 3
[E] [S] [E-S]
Paso 2: 0 o
H\I)J\o’ﬁf? e, E-JL(F“ + HO-R,
E-OH" | NH
3 H3
[E-S] [E-P] (P]
Paso 3:
(@]
R K R
E%ﬁ —E— E—OH + )J\( !
I'*|~IH f‘ilH
EP  R; [E] R, [Pl
—CH, —H
MNHE \/@
0]
T
_ H = GHS H = /\l.(
R,= 2 3 0
NH

Figura 1.6: Mecanismo de hidrélisis de ésteres catalizada por las serina proteasas. Paso 1: Forma-
cion del complejo E-S. Paso 2: Acilacidn. Paso 3: Desacilacion. En este trabajo: E: enzima, tripsina
o quimotripsing; S: sustrato; E-S: complejo enzima-sustrato; E-P: complejo enzima- producto, P’:
subproducto (alcohol); P: producto hidrolizado. Respecto al sustrato S, Ry: residuo de lisina (cuadro
R1, superior) o de arginina (cuadro R1, inferior). Ra: grupo saliente, que puede ser metanol (cuadro
R2, superior), etanol (cuadro R2, medio) o paranitrofenol (cuadro R2, inferior). Rs: grupo anadi-
do en el extremo amino terminal del sustrato, en este trabajo pueden ser un protén (cuadro RS,

superior), un grupo carbobenzozilo (cuadro R3, medio) o un grupo benzoilo (cuadro 3, inferior).
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(PDB 3PTN, 1.7 A)

(a) Triada catalitica de las serina proteasas (b) Sitios de reconocimiento del sustrato S1
H57-D102-S195 (D189, G219 y G226, en amarillo) y S1’ (F41,
C42, H57 y C58, en pirpura).

Figura 1.7: Sitio catalitico de las serina-proteasas. B-tripsina de Bos taurus. PDB: 3PTN.

una cavidad cargada negativamente, que explica por qué la tripsina hidroliza enlaces peptidi-
cos en el extremo carboxilo terminal de residuos de lisina y arginina [Krieger et al., 1974.

Sin embargo, éstas no son las tinicas interacciones que se presentan durante la catalisis.

En la la Figura 1.8, en donde se muestra la estructura cristalografica de una acilenzima,
la v-quimotripsina y el péptido PGAY, puede observarse que los residuos Ser189, Gly216
y Gly226 conforman el sitio S1 (hidrofobico por ser quimotripsina), en analogia con la -
tripsina; no obstante, existen otras interacciones de interés que pueden extrapolarse al resto
de las serina proteasas. En esta misma figura se aprecia al grupo carbonilo de la tirosina
posicionado en el hueco del oxianion y al oxigeno de la Ser195 formando, covalentemente,
el intermediario tetraédrico. El grupo saliente del sustrato ya ha sido expulsado de la en-
zima en este punto. Sin embargo, debe hacerse notar la presencia de otras interacciones: el
grupo -NH- del sitio P1 del sustrato (Tyr) forma un puente de hidrégeno con el atomo de
O de la Ser214, el cual probablemente tenga la funcién de acercar al residuo con la triada

catalitica porque tambien forma un puente de hidrégeno con la His57. El grupo -NH- y el
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Figura 1.8: Interacciones de reconocimiento del sustrato (polipéptido PGAY, esqueleto carbonado
en magenta) por la y-quimotripsina (esqueleto carbonado en cian). Las lineas amarillas muestran

puentes de hidrégeno representativos. PDB: 8GCT [Dizon et al., 1991].

O carbonilico de la Gly216 también forman puentes de hidrégeno con el O carbonilico de
la glicina y el grupo NH de la prolina en el sustrato, respectivamente, [Dixon et al., 1991].
Este tipo de interacciones adicionales son la razon por la cual, al incrementarse la longi-
tud de la cadena polipeptidica hacia el extremo amino terminal, las constantes de diso-
ciacion disminuyen, lo que se refleja indirectamente en una disminuciéon en los valores de
la K, [Case & Stein, 2003]. Este fenomeno no se encuentra limitado exclusivamente a la
quimotripsina, sino que es un comportamiento observado de manera general en las serina

proteasas [Gul et al., 2006, Krem & Di Cera, 1998, Ascenzi et al., 1982].

Las interacciones del grupo saliente con la proteina también favorecen la formacion del
complejo E-S; [Bode et al., 1992|. Para el caso de la tripsina, el sitio S1’ esta conformado
por los residuos Phedl, Cys42, Hisb7 y Cysb8 (ver Figura 1.7b), los cuales establecen inte-
racciones de tipo puente de hidrégeno con el primer aminoacido hacia el carboxilo terminal

del sustrato, conocido como el sitio P1’.
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Podemos expresar las ecuaciones de velocidad para la enzima E, el sustrato S y el producto

P, de acuerdo a este mecanismo de catalisis, como sigue |Bisswanger, 2008|:

%?z—hMBH%4E—$+%B—P} (1.16)
% — —ky[E][S] + k1 [E — ] (1.17)
ﬁ%%g:kﬂmﬂ—hﬂE—ﬁ—@m—S] (1.18)
%:@[E—S}-@[E-P} (1.19)
% = ks[E — P] (1.20)

Si se aplica la aproximacion del estado estacionario, esto es que la concentracion de los
intermediarios E-S y E-P se mantiene constante en el transcurso de la reaccion, se cumple

que:

dE—S] d[E—P]

= =0 1.21
dt dt ( )

entonces, la ecuacion (1.18) se transforma en
k1[E][S] — k1 [E — Slee — k2[E — Slee =0 (1.22)

Si realizamos un balance de materia para la concentracion de la enzima E

[E] = [Elo — [E—-S] - [E—-P] (1.23)

y sustituimos esta tltima expresion en la ecuacion (1.22) se alcanza
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k1 [E]o[S] — K1[E — Slee[S] — K1 [E — Plee — k1 [E — Slee — ko[E — See = 0 (1.24)

por otra parte, si aplicamos la aproximacién del estado estacionario para la especie E-P,

se tiene que

ka[E — Slee — k3[E — Plee = 0

despejando a [E — Plee

[E - P]ee = _[E - S]ee (125)

si sustituimos la ecuacion (1.25) en (1.24), se obtiene

k1 [E]O[S} —k [E - S]ee[S] - kllf_kZ[S] [E - S]ee - kfl[E o S]ee - kQ[E - S]ee =0
y despejamos a [E — S]ee
(k’l [S] + %[8] + ko1 + kg) [E — Slee = k1[E]o[S]

{k_l ket (k + ’fk—’“) [S]: [E Sl = ha[E]o[S]

[k_lkjr b, (1 n Z_z) [s]: [E — See = [Eo[S]

para llegar a la expresion (1.26)

[E]o[S]
k,z-li-kg + (kgl:;k3> [S]

si sustituimos esta expresion en la ecuacion (1.25)

[E o S]ee =

(1.26)
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ks |Elo|S
[E N P]ee - k’3(k1+k2)2[ ]0[ ] (1.27)
-+ (ks + k) [S]
y la multiplicamos y dividimos por szlrkg

k2[Eo[S] e

B =Pl = 5 S o

k1 (ka+k3) 2 3) [ ] Fatk3
[E— P]ee _ k2+k3[ ]0[ ] (1,28)

ks (k—1+ ko)
21(’621—5-1632) + [S]

Finalmente, sustituimos la ecuacion (1.28) en (1.20) y obtendremos la expresion de la

velocidad en funcion de las constantes microscopicas cinéticas, en el estado estacionario

ke [F)[5]

o ko+ks3
v= k3 (k—1+k2) + [S] (1'29)

Ky (k2+ks3)
Si recordamos la expresion general del modelo de Michaelis-Menten

_ keulEJ[S]
Ky + [S]
es posible escribir las constantes macroscopicas del modelo de Michaelis-Menten de la

(1.30)

siguiente manera:

Constante catalitica

ko - ks
cat — 1.31
T ket ks (1.31)
Constante de Michaelis-Menten
ks - (k—1+ k2)
Ky= > 72 7%/ 1.32
Mk (ks + k) (1.32)
Eficiencia catalitica
kcat kl . k2
o = 22— = = 1.33
AT Ra kit k (1.33)
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Hipoétesis y Objetivos

Hipo6tesis

Las constantes microscopicas de velocidad para la hidroélisis de sustratos sin cromoforos
de la actividad promiscua de la [-tripsina de Bos taurus pueden determinarse a partir de

experimentos de Calorimetria de Titulacion Isotérmica.

Objetivo General

Caracterizar la cinética enzimatica de reacciones irreversibles correspondientes a la ac-

tividad promiscua de la S-tripsina empleando la Calorimetria de Titulacion Isotérmica.

Objetivos Particulares

= Para la hidrolisis catalizada por la S-tripsina de Bos taurus, comparar los pardmetros
cinéticos obtenidos por espectroscopia UV y cinética rapida usando un equipo Stopped-

Flow/UV, con aquellos determinados por ITC.
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= Determinar las constantes de velocidad microscopicas para la hidrolisis de ésteres ca-

talizada por la S-trisina a partir de datos generados por I'TC.

» Profundizar en el conocimiento de la promiscuidad catalitica de la tripsina utilizando

como sustratos ésteres de lisina y arginina.
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Materiales y Métodos

3.1. Materiales

Los sustratos utilizados fueron obtenidos de Sigma-Aldrich como clorhidratos (sustrato -
2HC1) con pureza de al menos 98 %. La [-tripsina de Bos taurus liofilizada y los compuestos
inorganicos utilizados para la preparacion de las disoluciones amortiguadoras también fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich. El agua utilizada fue destilada y desionizada hasta obtener un

valor de 18 m(2. Los sustratos utilizados se muestran en la Figura 3.1.

La concentracion de la enzima se cuantifico mediante un ensayo de actividad enzimatica
utilizando el siguiente protocolo (establecido por Sigma-Aldrich): en un amortiguador de
NaH,PO,/NagHPO, 100 mM a pH 7.6 se prepar6 una disolucion de BAEE 62.8 mM (BAEE,
benzoil-arginina-etil-éster)y se agreg6 una alicuota de 200 uL de la disolucion de tripsina cuya
concentracion desea determinarse, y se coloc6 1 mL de la mezcla de reaccién en una celda de
cuarzo de 1 cm de longitud de paso 6ptico. Se monitore6 la reaccion midiendo los cambios en
la absorciéon a una longitud de onda A= 253 nm por 5 minutos. Se determin6 la magnitud de
la pendiente por regresion lineal y este valor se convirtié en la velocidad inicial de la reaccién

mediante la ley de Lambert-Beer:
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Figura 3.1: Sustratos utilizados para estudiar la promiscuidad catalitica de la tripsina. Para es-
tos sustratos fue posible obtener las constantes microscépicas de velocidad para la hidrdlisis cata-
lizada por las serina-proteasas. BAEE: benzoil-arginina-etil-éster. ZLysONp: N-a-carbobenzoxi-
L-lisina-nitrofenil-éster. L-AME: L-arginina-metil-éster. L-KME: L-lisina-metil-éster. L-AEE:
L-arginina-etil-éster. L-KEE: L-lisina-etil-éster.

A=C-€-1

Si derivamos la ecuacion de Lambert-Beer con respecto al tiempo, se obtiene:

dA ) dC

e ]2 3.1
a (3:1)
y despejamos %
dC 1 dA
e sl 3.2
DT T el dt (3.2)
Una vez sustituido el valor % en la ecuacion anterior, la velocidad inicial vy = ‘3—? es

obtenida. Se conoce la concentracion inicial del sustrato y, bajo estas condiciones experimen-

tales, las constantes k., y Ky de Michaelis-Menten estan informadas en la literatura ( 16 s=*
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y 4 uM, respectivamente, [Todd & Gomez, 2001]). Con todos estos valores, la concentracion

de la tripsina se determin6 despejando de la expresion michaeliana:

Ku + [Slo
kcat : [S]O

Encontramos que la pureza de la tripsina fue del 93 %.

[E] = vy (3.3)

3.2. Empleo de ITC como técnica de estudio de la cinéti-

ca enzimética de la tripsina de Bos taurus.

3.2.1. Comparacién entre I'TC y Espectroscopia UV-Visible. BAEE

Con el objetivo de comparar los resultados que se obtienen al seguir reacciones enzimati-
cas por espectroscopia UV-Visible e ITC, se estudi6 la hidrolisis de BAEE (ver Figura 3.1a)
catalizada por la [S-tripsina. Este sustrato contiene un grupo benzoilo unido directamente
en el extremo amino terminal. A una longitud de onda de 253 nm, se observa una absorcién
diferente entre el sustrato y la L-benzoil-arginina, el producto de hidroélisis. Gracias a estas

caracteristicas espectroscopicas, es posible seguir la reaccion por UV.

Para seguir la reaccion por UV, se determino la velocidad inicial de la misma a diferentes
concentraciones iniciales de sustrato, cubriendo el intervalo que va desde 10 M hasta 150
uM. A cada disolucion de sustrato se anadié una disolucion de tripsina tal que la enzima
alcanzara una concentracién de 10 nM, en un volumen final de 1 mL. Rapidamente, la mezcla
de reaccién fue vertida en una celda de cuarzo de longitud de paso 6ptico de 1 cm y se siguid
la evolucion de la absorbancia por 15 minutos a 253 nm en un espectrofotéometro UV-Visible
Cary 50 Modelo UV0909MO003 . La temperatura de la celda fue controlada mediante un
bano de agua a la temperatura deseada. Cada serie de experimentos se realiz6 a diferentes

temperaturas (15-45 °C) en un amortiguador de Tris-HCl/CaCly/PEG a pH 8.0 (200 mM
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Figura 3.2: Ezperimento cldsico de cinética enzimdtica sequido por espectrofotometria UV-Vis.

Hidrolisis de BAEE a 30 °C.

Tris-HCI pH 8.0, 50 mM CaCly y 0.2% £ polietilenglicol 5000 [Inagami, 1964]).

La velocidad inicial de las reacciones enziméticas se obtuvo a través de una regresion li-
neal de los datos obtenidos de absorbancia. La pendiente corresponde al valor de la velocidad
inicial, como se muestra en la Figura 3.2a. En la Figura 3.2b se muestra un ejemplo de una
serie completa de experimentos para una temperatura elegida, 30 °C. Estos datos pueden ser

ajustados al modelo de Michaelis-Menten para obtener los parametros kea, v K.

Para seguir la reaccion por I'TC, se prepard una disolucion de tripsina en una concen-
tracion de 50 nM en el amortiguador Tris/CaCly/PEG, que se coloco cuidadosamente en la
celda de muestra de un calorimetro de titulacion isotérmica VP-ITC Microcalorimeter de
Microcal ®). En la jeringa se introdujo una disolucién de BAEE, concentracién 35 mM en el
mismo amortiguador, y se realizd6 una tnica inyeccion en la celda de 40 ul. en 68.4 s, hasta

alcanzar una concentracion del sustrato en la celda de 1 mM, con agitacion de 550 rpm.
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Figura 8.3: Hidrolisis de BAEE a 25 °C, sequida por ITC.

Se adquirio la traza calorimétrica hasta que la reaccion se concretd (poco mas de 2 horas,
ver Figura 3.3). En la seccién de Antecedentes se ha detallado el formalismo matematico
necesario para el anélisis de la traza calorimetrica y como obtener los valores de la velocidad

de la reaccion como funcion del tiempo y de la concentracion inicial de sustrato.

3.2.2. Comparacién entre ITC y Stopped-Flow/UV-Visible. ZLysONp

Para comparar la metodologia de ajuste de resultados, descrita en la seccion Tratamiento
de Datos y que se propone para obtener constantes individuales de velocidad y las energias
de activacion de Arrhenius de cada paso de catéalisis, se estudid la hidroélisis de ZLysONp
(ver Figura 3.1d) catalizada por tripsina seguida por ITC con el objeto de comparar los
resultados informados por Ascenzi et al. (1982), trabajo en el cual se estudié esta misma

reaccion utilizando la técnica Stopped-Flow /UV-Visible.

Para esto, en un amortiguador de CH3COOH/CH3COONa 100 mM a pH 5.8, se prepar6

una disoluciéon de ZLysONp en concentraciéon 4 mM y se realiz6 una sola inyeccion de tripsina
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Figura 8.4: Hidrolisis de ZLysONp a 25 °C, sequida por I1TC.

de 40 ul. hasta tener en la celda una concentracion final de 90 nM, con agitacién de 550
rpm. Se registro la senal hasta que la reaccion concluyd, en cerca de 2 horas (ver Figura
3.4). El intervalo de temperaturas en que se trabajo fue de 5 °C a 40 °C. Los valores de
velocidad de la reaccion en funcion de la concentracion de sustrato se obtuvieron como se
indico en los Antecedentes. Estos resultados fueron procesados posteriormente de acuerdo

con la metodologia de ajuste que se describe en la seccion de Tratamiento de datos.

3.3. Caracterizacion cinética de sustratos ciegos

Se estudi6 la cinética enzimatica de la tripsina con los sustratos L-AME, L-AEE, L-
KME y L-KEE, mostrados en la Figura 3.1 . La tripsina se coloco en la celda muestra
en una concentracion de 50 nM y se realiz6 una inyeccion del sustrato hasta alcanzar una
concentracion final de 2 mM, en amortiguador de Tris-HCI/CaCl,/PEG a pH 8.0, cubriendo
el intervalo de temperaturas de 5 °C hasta 40 °C. Se permitié que la reacciéon terminara y se

determinaron los parametros cinéticos como se indica en la seccion de Tratamiento de datos.
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3.4. Calorimetria de Barrido Diferencial

Para observar el desplegamiento de la tripsina en un intervalo amplio de temperatura,
se realizaron experimentos en el calorimetro diferencial de barrido (Differential Scanning
Calorimeter, DSC, por sus siglas en inglés) VP-DSC Capillary Cell Microcalorimeter with
Autosampler de Microcal. En un amortiguador de fosfatos (NaHyPO,/NaHoPO, 100 mM,
pH 8.0) se prepar6 una disolucion 40 uM de tripsina (1 mg/mL). Las lineas base fueron
obtenidas colocando el amortiguador de fosfatos en las celdas de muestra y de referencia. La
velocidad de calentamiento fue de 300 °C/min, cubriendo el intervalo de temperaturas de 5

°C hasta 80 °C.
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4. Tratamiento de datos

Tratamiento de datos

4.1. Meétodo de Di Cera. Obtenciéon de energias de acti-
vacion y constantes de velocidad

La ecuacion de Arrhenius, a partir de las constantes de velocidad de alguna reaccion
determinadas a diferentes temperaturas, nos permite conocer la energia de activacion (E,)

y el factor preexponencial (A):

Ea,

k()= A-e &r (4.1)
Ea
Ink =1nA — BT (4.2)

Si diferenciamos esta expresion, obtendremos

E,

dink(T) = =

AT (4.3)

Si integramos esta tltima ecuacion tomando como limites a k° y Tj (constante de veloci-

dad k° a una temperatura Tp), llegamos a la expresion (4.5)
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Ink(T) E T 1
dlnk = —= —dT 4.4
/l;lko R TO T2 ( )
T) = K0 - o~ 7 (7775) (4.5)

En la seccion 1.2 se mostro el tratamiento matematico que nos permite relacionar los
parametros caracteristicos de Michaelis-Menten con las constantes de velocidad planteadas
en el mecanismo de catalisis de las serina-proteasas, ecuaciones (1.31), (1.32) y (1.33). Si
introducimos la expresion de Arrhenius, ecuacion (4.5), en cada una de las expresiones de

las constantes de velocidad microscopicas:

A partir de este punto, las constantes k) se denotaran como k;, pero debe entenderse que
se refieren al valor de k; evaluado en Tj. Sustituyendo estas expresiones en las ecuaciones

(1.31), (1.32) y (1.33), las expresiones de Michaelis-Menten se convierten en:

keat(T) = e — (4.6)

ko 7)) Ly e P ) koo (5 4)
Em(T) = B (1_1 By (1 By (1 (4.7)
e_T (T_TO> k e_T (T_TO) +k e_T (T_TO)
ky 2 3



4. Tratamiento de datos

ka(T) = ———————— (4.8)

De esta forma, en principio, si contamos con datos experimentales de catalisis a diferen-
tes temperaturas en un intervalo relativamente grande, seriamos capaces de determinar las
energias de activacion y las constantes individuales de velocidad a Ty para cada paso cataliti-
co. Sin embargo, para poder obtener estos ocho parametros a partir de datos procedentes
de experimentos de cinética enzimaéatica del estado estacionario, s6lo se ha reportado una
estrategia para las serina proteasas, [Ayala & Di Cera, 2000]; [Asgeirsson & Cekan, 2006|;
[Verheyden et al., 2004]. Esta consiste en realizar una serie de suposiciones respecto al com-
portamiento del sistema enziméatico con la temperatura y con el tipo de sustrato que se

estudia.

La primera suposiciéon es considerar que la energia de activacion de la acilacion del sus-
trato (Fs) es de menor magnitud que la correspondiente a la disociacion del complejo E-S
(E_4), de tal suerte que a bajas temperaturas el proceso que predomina es la acilacion so-
bre la ruptura del complejo E-S, razén por la cual se acepta que ky >>> k_;, entonces la

eficiencia catalitica k tiene aproximadamente el mismo valor que ky:

k- ko
k =
A7TbaA]a k2
_B .(L_L)
ka 1o (T) m ki (T) = ky -6 F AT 70 (4.9)
cuya forma logaritmica es:
E 1 1
ln/fA,Tbaja(T> ~ ln]ﬁ(T) = Ink; — El : (? — ?0) (4.10)
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9.0

logs {Mish)
log k_, (s

871732 33 34 35 36 183233 3.4 35 36
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(a) Grafico de Arrhenius de ka (b) Gréafico de Arrhenius de kcag

Figura 4.1: Determinacion de las constantes individuales de velocidad y las energias de activacion

por el método de Di Cera para la hidrolisis de FPR por la trombina. [Ayala & Di Cera, 2000].

A bajas temperaturas se esperaria tener un comportamiento lineal del grafico de Arrhe-
nius de kx con pendiente negativa, como puede verse en el lado derecho de la grafica mostra-
da en la Figura 4.1a, para el caso de la hidrolisis del péptidp FPR (H-D-Phe-Pro-Arg-p-
nitroanilida) por la trombina, [Ayala & Di Cera, 2000]. A partir de este segmento del grafico
de Arrhenius es posible obtener, por regresion lineal, la energia de activacion del primer paso
y el valor de la constante correspondiente de velocidad a la temperatura deseada (normal-

mente 25 °C, 298.15 K).

La segunda suposicion consiste en que a elevadas temperaturas la ruptura del complejo

E-S se ve favorecida puesto que la energia de activacion E_; ahora puede superarse. De esta
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4. Tratamiento de datos

forma, la constante de velocidad de la acilacion tendria una magnitud mucho menor que la

constante de ruptura del complejo, dicho de otro modo, que k_; >>> ky, por lo que:

k1<T> : kg(T) . kl . k’g ) e_%(%_ 1 )

k T) =~ = T 4.11

AzTalta< ) k_l(T) k_l 0 ( )
kl(T)kQ(T) k)l'kg E1+E2—E_1 1 1

Ink T)~In————= =1 — N=— = 4.12

n AvTalta( ) n k_l(T) n k—l R T TO ( )

Conforme la temperatura aumenta, el grafico de Arrhenius correspondiente (Figura 4.1a)
muestra que se alcanza un maximo de eficiencia catalitica a partir del cual hay un cambio en el
signo de la pendiente. En esta segunda parte de la grafica, a partir de la pendiente, que ahora

es positiva, es posible obtener una relacion de las energias de activacion —m = Fy+Ey—FE_

ki-ko

y de la ordenada al origen la relacion b = -

La tercera y ultima suposicion para obtener los parametros de Arrhenius depende del
tipo de sustatro que la tripsina hidroliza. Si se trata de una amida, la enzima actta sobre
un enlace peptidico (sustrato natural), para lo cual el paso limitante es la acilacion, de tal
forma que ky <<< ks, [Case & Stein, 2003]. Si el sustrato es un éster (sustrato promiscuo),
el paso limitante es la liberacion del producto, o desacilacion, entonces ky >>> k3, (ver
Figura 1.6) [Zerner & Bender, 1964|. Esto es debido a que el ataque nucleofilico del residuo
Ser195 sobre el carbono carbonilico del enlace peptidico es menos favorecido que para un
carbono carbonilico de éster debido al efecto de resonancia que se presenta entre los &tomos
C-O-N, mientras que para los ésteres este efecto no es tan marcado [Hedstrom, 2002]. Por
estas razones, los pasos limitantes difieren de sustrato a sustrato. De esta forma, para el caso
de las amidas, el grafico de Arrhenius para la k. quedaria determinado por las siguientes

ecuaciones:
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Eo 1 1
KPP (T) e by (T) = by - o (7 75) (4.13)
. B (1 1
IKEP(T) & Ink(T) = Ink, — 2. (? - ?) (4.14)

A partir del correspondiente grafico de Arrhenius (Figura 4.1b, para la trombina y FPR)
se obtienen la energia de activacion Es y ko. Con estos pardmetros y los obtenidos anterior-
mente, es posible entonces caracterizar los pasos 1 y 2 de la hidrdlisis catalizada por serina
proteasas, realizando un par de pasos algebraicos simples, aunque el tercer paso no puede

determinarse y solo podria concluirse que es una reaccion elemental rapida.

En caso de que los sustratos fuesen ésteres, el tratamiento es ligeramente diferente:

ks - k3
kester ~ — k’
cat /{32 3

E- i
RS (T) 2 ky(T) = by - e 7 (7 75) (4.15)
Ey (1 1
kS (T) &~ Inks(T) = Inks — E‘”’ : (T - 70) (4.16)

Como puede verse, el paso de desacilacion ahora si serfa caracterizado. Sin embargo,
dada la ausencia de datos acerca del paso de acilacién, no seria posible la determinacion
completa de los pardmetros de Arrhenius. La tinica forma posible de conocer los tres pasos
de catalisis, a través del método de Di Cera, seria que la curva Ink.,; vs (% - Ti()) mostrara
un comportamiento similar al visto para la eficiencia catalitica kA, teniendo regiones en
donde alguno de los dos pasos de acilacion o desacilacion predominara sobre el otro en
algtin intervalo de temperatura, |Kappelhoff et al., 2009|. Sin embargo, esto no es comin y

la asignacion de regiones donde algin paso predomine no es una decision trivial.
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4.2. Ajuste global simultaneo

En la seccion anterior se mostrdé que la estrategia publicada para obtener energias de
activacion y constantes de velocidad de las serina proteasas consiste en hacer suposiciones
que no tienen soélido sustento experimental, ya que se basan en una vision preconcebida
del comportamiento catalitico del sistema que se estudia y puede ocultar comportamientos
distintivos entre sustrato y sustrato. Para evitar problemas de este tipo, en este trabajo
proponemos una metodologia de ajuste global de los pardmetros de Michaelis-Menten, con-
siderando que al utilizar ITC se genera una cantidad muy grande de datos experimentales,
del orden de millares de puntos por experimento, y que se ha estudiado cada sistema en un

intervalo relativamente grande de temperaturas (entre 5 °C y 45 °C).

Primero tomamos las expresiones que relacionan a los parametros de Michaelis-Menten,
esto es, ket v K, en funcidon de las constantes microscopicas de velocidad del mecanismo de
catalisis de las serina-proteasas y sustituimos las expresiones de Arrehnius, como se mostrd
en la seccion anterior (ver ecuaciones (4.6) y (4.7)). Si introducimos estas expresiones en
la ecuaciéon (1.30), obtendremos una ecuaciéon en la que se muestra que la velocidad de la

reaccion es una funcion de los parametros de Arrhenius para cada paso de catalisis.

[E] . ( Ek’2~k3‘eng2—;E3<(%;TL0) ) . ([S] . fot P(t)dt)
0 2(1 1 3,(1 1) 0 V—cen-AH .

U(t) o ko-e ’ )-I—kg-e

/Ll.e*E;Tl‘(%7%0)_5_@.87%2‘(%77’%) kB,e_E;TS‘(%‘T%) Jy P(t)-dt
,ﬂ.(l 1) ’ ' By (1 E3(1 1) +([S]0_m>t
(4.17)
En un experimento de cinética enzimatica, se conoce la concentracién inicial de la enzima
[E]y, la temperatura 7" en que la reacciéon ocurre y en la secciéon 1.2 ya se ha demostrado
como obtener los valores de v como una funciéon de la concentracion de sustrato. De esta

manera, se pueden ajustar, por el método de minimos cuadrados no lineal, los pardmetros

de Arrhenius tomando como punto de partida el conjunto de lecturas para cada [S(t)] con
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R= 0.00831;
To= 298.15;
= (((1/T)-(1-To) /R);
B1l= K1*EXP(-1%*E1%A);
BM1= KM1*EXP(-1*EM1x*A) ;
B2= K2*EXP(-1*E2%A) ;
B3= K3*EXP(-1*E3x%A) ;
KCAT= (B2*B3)/(B2+B3);
KM= (B3/B1)*((BM1+B2)/(B2+B3));
Vi= (KCAT*S)/(KM+S);
y= (A1*¥V1)+(A2%V2)+(A3*%V3)+...+(AixVi);
/* END

Figura 4.2: Script utilizado en Origin 7.0 para realizar un ajuste global simultdneo uiilizando la
ecuacion (4.18) R: constante de los gases en kJ/mol. To: temperatura de referencia en K. T:
temperatura, en K, a la que se estudia la reaccion. Bj: expresion de Arrehnius de la constante de
velocidad para el paso catalitico j. kj: constante de velocidad para el paso catalitico j a la temperatura
de referencia To. Ej: energia de activacion para el paso catalitico j en kJ/mol. V;: expresion de la
velocidad de la reaccion a la temperatura T;: . y: funcidn de velocidad de la reaccion que contempla

todas las temperaturas T; en las que se estudia la reaccion. A;: pardmetro definido por 0 y 1 que

asegura la alternancia en la funcion de velocidad y para incluir la contribucion de cada curva V;.

sus correspondientes valores de v (), a cada temperatura ensayada. Asi, la ecuacion (4.17)

se verfa transformada en la ecuacion de ajuste (4.18):

_M(;_;)
( ko-ks-e R T To
ko-e

O e P ) 50
(

El ajuste de parametros que se propone implica un ajuste simultaneo de todas las curvas
v (t) vs [S(t)], que comparten los valores de las constantes de velocidad microscopicas k; y
las energias de activacion F;. Para lograr esto, hemos utilizado el programa Origin 7.0 de

Microcal. En la Figura 4.2, se muestra el script disenado para que en la ecuacién de ajuste
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Figura 4.8: Determinacion de las constantes individuales de velocidad y las energias de activacion

por el método del ajuste global simultineo para el sistema Tripsina-LAEE.

sean considerados los datos de las diferentes graficas a cada temperatura 7; en la misma
ecuacion. Para un conjunto de experimentos que conste de 8 temperaturas diferentes, en
Origin 7.0 se deben marcar como shared (compartidos, ver Figura 4.3a), los parametros que
son iguales para las ocho curvas, esto es, las constantes de velocidad microscopicas k; y las
energias de activacion E;. Como se trata de 8 temperaturas diferentes, las expresiones V;
también serdn ocho. La formaciéon de la funcion global y se realiza fijando los valores 0 y 1
al parametro A; en la seccion de pardmetros iniciales (ver Figura 4.3b) como se muestra a
continuacion:

Una vez hecho esto, se puede comenzar el ajuste global en el programa y, después de
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T (°C) | Al A2 A3 A4 A5 A6 AT AS
501 0 0 0 0 0 0 0
00 1 0 0 0 0 0 0
5/0 0 1 0 0 0 0 0
2000 0 0 1 0 0 0 0
200 0 0 0 1 0 0 0
300 0 0 0 0 1 0 0
300 0 0 0 0 0 1 0
0/0 0 0 0 0 0 0 1

alrededor de 600 iteraciones, los parametros buscados seran proporcionados. La asignaciéon
de 0 y 1 asegura que los datos experimentales seran ajustados con su correspondiente tem-

peratura aunque todas las curvas compartan algunos parametros.

4.3. Ajuste global de 6 parametros

En algunas ocasiones, el modelo cinético de ocho parametros no resulta efectivo y no es
posible obtener valores confiables de los parametros, principalmente con sustratos en donde
las gréaficas de Arrhenius de k., v de ka (eficiencia catalitica) no muestran cambios en la
pendiente. El resultado es que no hay convergencia en los valores ajustados y los pardme-
tros obtenidos tienen incertidumbres grandes y dependen de los valores iniciales semilla de
los parametros en el ajuste. Adn siendo poco confiables, los parametros s7 indican que, de
ajuste a ajuste, i) los valores de k_; y ko difieren pero siempre k_; >>> ko (ndtese que
este resultado es el opuesto a la primera suposicion de Di Cera); ii) los valores de F_; y F;
varian, sin embargo, AFE; es constante y i) aunque los valores de k_; y k; también varian, el

cociente k—ll también es constante. En otras palabras, el ajuste global indica relaciones claras
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Figura 4.4: Diagrama energético del mecanismo de catdlisis de las serina proteasas (ver Figura 1.6).

El parametro energético AE; se obtiene de la diferencia entre las energias de activacion del primer

paso de catdlisis: AEy = FE_1 — Fq.

entre algunos de los ocho parametros (ver seccion 5.5). Tomando en cuenta este resultado, la
expresion de la constante de Michaelis-Menten como funcién de las constantes microscopicas

de velocidad puede transformarse de la siguiente manera:
Primero se toma la expresion de Michaelis-Menten y se multiplica y divide por k_1:

s (5) () (507) 419

. ke
Si se define que Ky = k—ll, entonces

48



4. Tratamiento de datos

Kd . k3 ]ffl + kg
Ky = . 4.20
M <k2+k3) ( ks ) (4.20)
Sik_1>>> ko
ks
Ky=Kq- 4.21
M ¢ ko + k3 ( )

K4 también puede expresarse en funciéon de los parametros de Arrhenius, entonces

Kq= _ﬂ.(L_L) (4.22)
kl e B \T Tp
AE 1 1
Ko(T) = Ky - o 7 (37%) (4.23)

en donde K4 = kk;ll y AE, = E_; — E; (ver esquema en la figura 4.4)

Finalmente, la expresion de Michaelis, con esta aproximacién y en funcién de los para-

metros de Arrhenius, tomaria la forma:

v(t) (b.e—E?f(k?e—mikg.(;%j?) )) 5

otk - (4.24)
[E]o ( Kqk ’%(%*T%) )
E;. 31e 1 E3 (1_ 1 + [S(¢t
e P O e TR ) TP
cuya forma simplicada es:
o(t) _ ket [S(1) wos)
[Elo  Ka- 2 +[S(1)]

Con esta nueva ecuacion de ajuste reducimos de 8 parametros ajustables a solamente 6.
El precio a pagar por este ajuste es que ya no es posible conocer las constantes individuales
y las energias de activacion de la formacion y disociacion del complejo E-S, sino solamente
la constante de disociacién Ky y la diferencia de energia AFE. Sin embargo, este método

nos ha permitido caracterizar los parametros de Arrhenius para los sistemas formados por
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la tripsina y los sustratos de la Figura 3.1. El script utilizado es muy similar al mostrado
en la Figura 4.2, con la salvedad de que en lugar de considerar a ki, k_; y sus energias de

activacion, solo se consider6 Kqy AFE;.
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Resultados y Discusion

5.1. Contribuciones a la traza calorimétrica

En la Figura 1.4 de la seccion de Antecedentes se mostr6 un experimento de cinética
enzimatica seguido por ITC. La traza calorimétrica que se obtiene es en realidad la suma de
diferentes procesos que contribuyen a la senial detectada al titular el sustrato (en la jeringa)
sobre la enzima (en la celda). Estos procesos son: i) dilucion de la enzima, i) dilucion del
sustrato y #) catalisis enzimatica. El calor debido a la union del sustrato con los aminoéci-
dos de la tripsina que lo reconocen debe ser aproximadamente igual al debido a la separaciéon

del producto una vez ocurrida la reaccion.

Debido a que la energia involucrada en la ruptura de un enlace C-O oscila entre los
~357 kJ/mol (para un enlace sencillo C-O) y ~800 kJ/mol (para un enlace doble C=0)
[Huheey et al., 2003], se espera que las contribuciones debidas a las diluciones no represen-
ten un porcentaje significativo en la senal registrada durante la hidrolisis de los sustratos de
la Figura 3.1. Para comprobar esto en los sistemas bajo estudio, hemos realizado una serie

de experimentos de control.
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Figura 5.1: Determinacion de las contribuciones del calor de dilucion del amortiguador y de la

tripsina a la traza calorimétrica en un experimento de cinética enzimdtica.

En la Figura 5.1 se muestran las contribuciones de a) realizar una inyeccion de 40 pL de
la disolucion amortiguadora de Tris/HCl/CaCly sobre la misma disolucion amortiguadora
(1.4196 mL en la celda) y b) realizar la misma inyeccién sobre una disolucion 50 nM de
tripsina. El primer experimento revelé que la inyeccion del amortiguador conlleva una en-
talpia de -9.71 J, muy similar a lo que se obtiene de titular el mismo volumen de agua sobre
agua, un calor de -8.79 J. Esto no es sorprendente porque se trata de titular un medio sobre
si mismo y los efectos observados son debidos a la accién mecanica de la inyeccion. El segun-

do experimento, en donde se diluye la enzima, el proceso tiene un calor de dilucién de -10.04 J.

Para obtener los valores del calor de dilucién de los sustratos utilizados en este trabajo,
en la Figura 5.2 se muestran las diluciones de cada compuesto de la Figura 3.1. Para el caso
especial de ZLysONp, el cual presentd baja solubilidad en el amortiguador de fosfatos en el
que se realizaron estos estudios, el experimento se desarroll inyectando una disolucién de
tripsina 3.5 uM sobre una disoluciéon de ZLysONp, la contribucion por dilucién de la tripsina

fue de -54.40 pJ/mol. Los deméas compuestos se estudiaron titulando 40 uL de sustrato en
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Figura 5.2: Determinacion del calor de dilucion de los sustratos caracterizados cinéticamente por
completo. En el experimento correspondiente a la hidrélisis de ZLysONp se obtuvo el calor de dilucion
la tripsina sobre el amortiguador Tris/HCl/CaCly. En los restantes la concentracion del sustrato

final en la celda fue 2 mM.

una concentracion 70 mM sobre el amortiguador en la celda, bajo las mismas condiciones en
las que se sigui6 la reaccion catalitica. Como puede observarse, en la mayoria de los casos la
contribucion por dilucién se encuentra en el intervalo de -104.6 J/mol a -271.96 J/mol. Para
BAEE, el calor de dilucion es endotérmico: 313.8 J/mol. En ningiin caso se exceden los 400
J/mol, valores que, como se vera mas adelante, no van mas alla del 1.5 % del calor liberado

en el transcurso de la reaccidon catalitica.

5.2. Calidad de la tripsina

Antes de comenzar los experimentos que la cinética enzimética utilizando la Calorimetria
de Titulacion Isotérmica, primero comprobamos la calidad de la enzima que utilizamos. El

ensayo de actividad enziméatica descrito en la seccion de Materiales y Métodos mostrd que
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Figura §.3: Evaluacion de la calidad de la tripsina utilizada en este trabajo por electroforesis SDS-

PAGE y DSC.

la pureza de la tripsina de Sigma es del 93 %. A través de una electroforesis SDS-PAGE (ver
Figura 5.3, gel al 15% de acrilamida, tefiido con azul de Coomasie) observamos una sola
banda cercana a los 23 kDa, indicios de que no se encuentra presente alguna otra proteina
de peso molecular diferente (la tripsina es una proteina monomérica de peso molecular 23.3

kDa).

Ante la posibilidad de que la a-quimotripsina se encuentre presente como contaminante
enmascarado en el gel de electroforesis (el peso molecular de la unidad monomeérica es de
~23 kDa), se realizo un ensayo de actividad catalitica colocando como sustrato un deriva-
do de fenilalanina, L-BTEE (L-benzoil-tirosina-etil-éster), que es sustrato informado de la
a-quimotripsina cuya cinética se ha caracterizado ampliamente [Wirnt, 1974|, y no se encon-

traron senales de actividad catalitica por ITC. Este experimento se muestra en la Figura 5.4.

54



5. Resultados y Discusion

0- R

2 T

6

8-
10
2]
14

Ho A 16

ucal/sec
pcal/sec

| s
-20 — U -18 ]
-20
24- L-BTEE 1
2]
28 2
0 (‘)O 200‘ 00 400.00 500‘ 00 800‘ 00 1000.00 120‘0 00 140‘0.00 0.00 333‘.33 666.67 1000.00 1333.33
Time (min) Time (min)
(a) En presencia de tripsina 50 nM. (b) En ausencia de tripsina.

Figura 5.4: Hidrolisis de L-BTEE seguida por ITC.

En ambos casos, se hizo una inyeccion de 40 pul. de una disolucion de L-BTEE 350 mM sobre
tripsina 1 uM en amortiguador de Tris-HCl/CaCly/PEG en la Figura 5.4a o sobre el amor-
tiguador en la Figura 5.4b. Las concentraciones utilizadas en este experimento en particular
son mas altas comparadas con los otros sustratos ante la posibilidad de que la actividad
catalitica que se presente se caracterice por constantes cataliticas muy pequenas (kea;). La
senal fue detectada por 22 horas. Aunque en el experimento de la Figura 5.4a pareciera que
se detecta catalisis, en el experimento de la Figura 5.4b se ve que la contribucién principal
a esta senal es debida mayoritariamente por la autohidroélisis del sustrato. Esto nos lleva a

concluir que no tenemos una cantidad representativa de a-quimotripsina como contaminante.

Uno de los factores que limita el intervalo de temperaturas en el cual pueden realizarse
los experimentos mostrados en este trabajo, es el comportamiento de la tripsina con el au-
mento de la temperatura. En la tripsina podemos hablar de dos procesos muy importantes:
la desnaturalizacion de la tripsina por aumento de la temperatura y la autoproteolisis. Por
un lado, se ha informado que la autoprotedlisis representa contribuciones importantes, que
afectan las propiedades cataliticas del sistema, por arriba de los 40 °C, [Di Cera, 2009]. Por

otro lado, hemos realizado un experimento de calorimetria diferencial de barrido desde 10

%)



5. Resultados y Discusion

°C hasta 80 °C (Figura 5.3). Por debajo de los 50 °C no se aprecia fenomeno alguno, sin
embargo, después de esta temperatura, en el termograma se observan un pico asimétrico que
tiene una Tm de 68.23 °C, que es parecido al reportado para la tripsina de porcino de 63.8 °C,
[Thong Pham et al., 2007]. Cerca de los 60 °C se observa una sefial que parece sobrelaparse
con el pico principal. Una posible explicaciéon a este comportamiento es que una porciéon
menor de la poblacion de tripsina ha sido parcialmente proteolizada y la senal cercana a
60 °C representa el desplegamiento de esta fraccion, en tanto que el pico con Tm en 68.23
corresponde a la porciéon principal de la poblacién de tripsina, que no ha sido proteolizada
atin, y cuya entalpia de desnaturalizacion es de 172.15 kJ /mol. Se ha reportado que el des-
plegamiento de esta proteina no sigue un mecanismo de dos estados, [Otlewsky et al., 1996],
sino un mecanismo mas complicado no detallado atin, por lo cual no se ha intentado ajustar
a algin modelo de desplegamiento en este momento. La conclusion inmediata y practica para
este proyecto es que el limite superior de temperatura para estudiar la cinética enzimatica
de estos sistemas es 45 °C, fijado por el proceso de autoprotedlisis, mientras que la desna-
turalizacion por calor no afecta de manera importante atn a esta temperatura. Seria muy
interesante caracterizar méas profundamente el desplegamiento de la tripsina; sin embargo,

esto queda fuera de los alcances establecidos en este proyecto.

5.3. Ausencia de inhibicién por producto

En las secciones anteriores se ha mencionado que para caracterizar cinéticamente el sis-
tema formado por la tripsina y los sustratos empleados es necesario que no se presente el
fenémeno de inhibicién por producto. Para comprobar que no tenemos este fenémeno, se
realiz6 un experimento en el que se determinan los parametros de Michaelis-Menten de la
hidrélisis de alguno de los sustratos y, una vez concluida la reaccion, se realiza una segunda

inyeccion del sustrato sobre la celda, que contiene tripsina y los productos de la reaccion de
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Figura 5.5: Hidrdlisis de LAME catalizada por la tripsina en presencia de L-Arg y MeOH. Pardme-
tros cinéticos obtenidos en la inyeccién A: kg = 4.62 s71, K,,— 66.3 uM, AH= -35.57 kJ/mol.
Parametros cinéticos obtenidos en la inyeccion B: keyi= 4.54 574, K= 67.9 uM, AH= -36.35
kJ/mol.

la primera inyeccién, y se determinan nuevamente los pardmetros de Michaelis. En la Figura
5.5 se muestra la hidrélisis de L-AME en condiciones normales (inyeccion A) y después de
que la reaccion de la primera inyeccion terminara (inyecciéon B). Como puede observarse,
las constantes de Michaelis-Menten son practicamente iguales en ambos casos. Este tipo de
experimentos se llevo a cabo con el resto de los sustratos y en ninguno de ellos se encontré
que las constantes en presencia de los productos de reaccion resultaran afectadas. Esto es
una evidencia experimental clara de que, para los sistemas estudiados, no hay inhibiciéon por

producto.
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5.4. Empleo de ITC como técnica para estudiar cinética
enzimatica

En la Figura 5.6 se muestran los resultados del estudio comparativo entre ITC y la es-
pectroscopia UV para la hidroélisis de BAEE catalizada por tripsina, que es un sustrato que
puede seguirse por ambas técnicas. En la Tabla 5.1 se resumen los valores obtenidos para
cada técnica. Como puede observarse, los valores de las constantes de Michaelis-Menten son
muy parecidos entre si, con una ligera discrepancia a elevadas temperaturas (cercanas a los
40 °C). Para el caso de la eficiencia catalitica ky, las diferencias son mayores a temperaturas
bajas (cercanas a 15 °C) y altas (por arriba de los 40 °C). Esto nos indica que ITC es capaz
de reproducir los resultados obtenidos por UV empleando cantidades menores de enzima,

sustrato y tiempo (un experimento de cinética enzimatica por ITC toma alrededor de 2 ho-

ras).

Temperatura UV-Visible ITC
°C keat (578 Ko (M) ka M7Is™) | ker 578 Ky (M) ka (M1 s71)
15 6.51 1.67 3.89 x 10° 7.80 4.40 1.77 x 10°
20 9.23 3.63 2.54 x 10° 10.40 6.44 1.61 x 10°
25 15.16 6.00 2.53 x 10° 17.70 6.63 2.67 x 106
30 18.32 6.46 2.83 x 108 25.60 9.10 2.81 x 106
35 27.66 10.27 2.69 x 10° 33.50 9.50 3.53 x 10°
37 29.49 10.82 2.73 x 10° 36.60 13.20 2.77 x 10°
40 37.66 21.47 1.75 x 10° 48.40 15.20 3.18 x 106
45 35.40 24.08 1.47 x 10° 48.30 16.00 3.02 x 10°

Tabla 5.1: Constantes de Michaelis-Menten obtenidas para la hidrdlisis de L-BAEE. Experimentos
sequidos por UV-Visible e ITC.
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Figura 5.6: Comparacion de la hidrélisis de BAEFE catalizada por tripsina sequida por espectroscopia
UV y por ITC. Los pardmetros de Michaelis-Menten se obtuvieron a diferentes temperaturas. Los

resultados generados por ambas técnicas son estadisticamente iguales.

Las ligeras discrepancias entre los resultados obtenidos pueden tener las siguientes expli-
caciones: existen multiples problemas cuando se sigue un experimento por espectroscopia.
Utilizando el espectrofotometro UV disponible en nuestro laboratorio resulté dificil mantener
temperaturas bajas y altas, alrededor de los 10 °C y los 40 °C respectivamente, en el interior
de la celda debido a la inherente manipulacién de sustrato y tripsina fuera de los banos de
agua durante el mezclado, de tal manera que, en muchos casos, la reaccion se desarrolla
aun cuando el equilibrio térmico no se ha alcanzado. Por otro lado, puede observarse en la
Figura 5.6a que si la temperatura desciende por debajo de los 15 °C, los valores de K,,, ¥ keat
son muy pequenos, es decir, la senal observada por espectroscopia UV es comparable con la
incertidumbre del equipo y los valores de Ky se vuelven inaccesibles y poco confiables. Estos
problemas no son limitantes para seguir la reacciéon por I'TC. Un calorimetro de titulaciéon
isotérmica controla finamente la temperatura de la celda donde la reaccion se lleva a cabo,

por lo cual trabajar desde los 5 °C hasta los 45 °C no representa problema alguno. Respecto
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a los valores de Ky, el calorimetro es capaz de detectar valores del orden de 1 uM hasta

cerca de 1 mM, como se vera mas adelante.

El sustrato ZLysONp (ver Figura 3.1d) fue seleccionado para realizar la comparacion entre
los resultados que se encuentran reportados por stopped-flow /UV-Visible [Ascenzi et al., 1982]
y los obtenidos por ITC utilizando la ecuacion de ajuste global (4.24). En la Tabla 5.5 se
muestran los parametros obtenidos en el ajuste. En primer lugar, debe recordarse que con
este sustrato la estrategia experimental fue ligeramente diferente, esto es, la tripsina fue
colocada en la jeringa y no en la celda de muestra, como se hizo con el resto de la serie
de sustratos. Esta modificaciéon no parece que haya afectado la calidad de los resultados
obtenidos y muestra que también es posible estudiar sustratos muy poco solubles. Las cons-
tantes macroscopicas de Michaelis-Menten, k... v Ky, las cuales pueden obtenerse directa-
mente sin la metodologia de ajuste global, son estadisticamente iguales: kL¢= 14.50 s7! y

cat
KITC= 106.24 uM, comparadas con ko.P= 12.12 s~! y Ky°= 92.00 uM. Las constantes

cat

microscopicas de velocidad, obtenidas por ajuste global por ITC y directamente por Stopped-
Flow/UV [Ascenzi et al., 1982], también son muy similares, lo cual lleva a la conclusion de
que ITC permite obtener datos de la misma calidad que Stopped flow. Asi, en este traba-
jo ha sido posible demostrar que pueden obtenerse las energias de activacion de cada paso
de catélisis utilizando la ecuacion de Michaelis-Menten. En conjunto, los experimentos de

BAEE y ZLysONp demuestran los grandes alcances que tiene la calorimetria de titulacion

isotérmica en el estudio de reacciones enzimaticas.

Llevando mas lejos los resultados obtenidos, podemos utilizar el método de ajuste global
de 6 parametros para determinar las constantes individuales de velocidad y las energias
de activacion para cada paso de catdlisis. En la Tabla 5.4 se muestran estos valores, que se
discutiran detalladamente en las subsecciones posteriores. Si intentaramos hacer esto a partir

de los datos generados por UV-Visible, nos encontrariamos con el problema insuperable de
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que la cantidad de datos experimentales (aproximadamente 10 de ellos) es insuficiente para
aplicar el método de ajuste global. En constraste, usando I'TC, las “curvas continuas” que se
observan son, en realidad, un conjunto de cientos de puntos experimentales. Por otro lado,
si aplicamos el método de Di Cera para intentar determinar las constantes de velocidad,
ver Figura 5.7a, no hay un cambio apreciable en las pendientes de las graficas de Arrhenius
para k. v ka que nos permita plantear los sistemas de ecuaciones necesarios , ademas de
que seria necesario recurrir a la suposicion de que, para los sustratos de tipo éster, el paso

limitante de la catalisis es la liberacion del producto (ks).

5.5. Sustratos promiscuos

Se estudio la cinética enzimética de la tripsina con todos los reactivos ciegos a las espec-
troscopias UV y de fluorescencia que se muestran en la Figura 3.1 por ITC. Los resultados
fueron tratados de dos formas: 1) la propuesta de Di Cera de utilizar graficas de Arrhenius
de la k. v ka para buscar regiones en donde se observen cambios en las pendientes para
determinar las constantes de velocidad individuales y 2) la metodologia de ajuste de 6 y 8

pardmetros descrita en la seccion de Tratamiento de datos.

5.5.1. Resultados con el método de Di Cera

Cuando a los datos se les da el tratamiento de Di Cera, Figura 5.7, se observa que para
ninguno de los sustratos hay cambios significativos en las pendientes en las graficas de ke,
y de kj, al contrario, las tendencias muestran que en todos los casos se trata de compor-
tamientos lineales. Si recordamos que, segiin Di Cera, un comportamiento lineal en estas
graficas refleja que alguno de los pasos de la reaccion limita la velocidad de la misma vy,
para el caso de los ésteres, se acepta que el paso limitante es la desacilaciéon o liberacion
del producto [Hedstrom 2002|, debiera cumplirse en todos los casos que los valores de keat

sean iguales o muy parecidos a los de k3 (ver ecuacion (4.1)). Por otro lado, los graficos de la

61



5. Resultados y Discusion
100 16
75
151 gfmn? o
50 T |
L R . 14] B L
25 L R 5
L 2 -
00 13
50
1125 oo 3
25 .., - 0. G o
. . 1050
00 ® b
115,
50 g 110]
- X gs5] N e 5 g
xg i Yv . 100] v v
M v v ) o 3 95
5 00 Yoy x =
5
75 14
50 * s 3 el
LS S AL .
L At 124 R -
25 e " < R A—
- 1 <5
00 10]
75
1101
50 105 ]
. « 100] R
<-4 4 S 95 K a
« < <
00 « a0]
100 1004
75 4
0 857 e,
R 9.0 T
25 EH ok ok . *' _— ] i S
*

0.0031

0.0032

0.0033 0.0034

1T (K

0.0035

0.0036

(a) Grafico de Arrhenius para kcas

0.0037

0.0031

0.0032

0.0033 0.0034 0.0035 0.0036 0.0037

1T (K"

(b) Grafico de Arrhenius para keat/ Ky

Figura 5.7: Método de Di Cera para la determinacion de las constantes individuales de velocidad. Los

resultados experimentales no son apropiados para aplicar este método para obtener los pardmetros de

Arrhenius de cada paso de catilisis. B/0: BAEE. e/o: L-AME. V/V: L-AEE. ¢/0: ZLysONp. < /
A L-KME. % /x: L-KEE. Las rectas adicionales fueron colocadas utilizando los resultados obtenidos

en el ajuste global de 6 pardmetros.

eficiencia catalitica tampoco muestran cambios de pendiente. Se puede tomar como hipotesis

inicial que no observamos cambios en la pendiente, en el intervalo de temperatura en el que

se estudia, porque el proceso de ruptura del complejo E-S atin no es de una magnitud lo

suficientemente grande como para competir contra el paso de acilaciéon del sustrato. Dicho

en otras palabras, la situacion, matematicamente hablando, seria muy parecida a la aproxi-

62



5. Resultados y Discusion

Sustrato | k3 (s7') Ez (kJ/mol) | ki (s71)  E; (kJ/mol)

L-BAEE | 15.57 54.48 1.77 x 108 24.92
L-AME 4.28 54.08 6.06 x 10* 4.93
L-AEE 4.08 49.25 3.90 x 10* 10.74

ZLysONp | 20.37 91.30 1.29 x 10° 49.59
L-KME 6.97 50.47 2.29 x 10* 11.35
L-KEE 8.7 45.11 1.14 x 10% 19.93

Tabla 5.2: Pardmetros de Arrhenius de la formacion del complejo E-S y la desacilacion del producto

obtenidos por el método de Di Cera.

macion de temperaturas bajas, con pendiente negativa, en el que ka ~ k;. Si esta idea es
también cierta, este método tinicamente seria capaz de proporcionarnos valores para el paso
de formacion del complejo E-S y para la liberacion del producto, dejando el resto del proceso

en la incertidumbre.

En la Tabla 5.2 se muestran los valores de las constantes que el método de Di Cera es
capaz de proporcionar. Aunque es un logro importante generar estos valores, este método
se limita a describir s6lo parcialmente el sistema de estudio. De las pocas conclusiones que
pueden obtenerse en este punto, es de interés hacer notar que, para los sustratos que no han
sido modificados quimicamente anadiendo algin cromdéforo o fluordforo (como ocurrié con
BAEE y ZLysONp), los valores de k3 y las energias de activacion E3 son muy similares entre
ellos, por ejemplo, [-AME y L-AEE (4.28 s7! y 4.08 s™!, respectivamente para k3). Este
comportamiento no es extrano si se piensa que en el paso de desacilaciéon la especie E-P es
la misma y, por tanto, no se espera que las caracteristicas cataliticas varien demasiado, al
menos en este paso, entre derivados del mismo aminoacido. Algo similar ocurre con L-KME y
L-KEE. Sin embargo, para BAEE y ZLysONp las constantes son ligeramente diferentes entre

ellas. En este punto atin es prematuro intentar dar alguna explicacion a este fenémeno, pero
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Parametro | A partir de valores iniciales 1 | A partir de valores iniciales 2
ki (mM) | 4.66 x 105 £ 5.44 x 10° | 2.26 x 10° + 8.21 x 10°
k_y (mM) | 6.55 x 10° £ 216 x 10° | 3.21 x 10* £ 9.61 x 10°
ky (s71) 27.99 +  1259.16 30.41 +  996.54
ks (s71) 31.18 +  1666.10 35.68 +  1390.74
By (£) 284.87 +  62.00 414.81 +  73.76
By (£2) 330.21 +  64.10 460.64 + 8447
B, (£L) 55.48 + 63.93 58.24 +  48.15
Ej (£L) 37.79 +  875.35 51.12 + 31528
Bt (M) | 1405 x 107° 1.425 x 1075
AFE, (kJ/mol) 45.34 45.83

Tabla 5.53: Constantes obtenidas tras aplicar el ajuste global simultdneo de 8 pardmetros sobre los

resultados de ZLysONp, usando valores iniciales diferentes.

por el momento es una divergencia que no debe perderse de vista. Las constantes de forma-
cién del complejo E-S van desde 1 x 10* hasta 1 x 105 M~1s~!. Nuevamente, los valores son
parecidos entre los derivados de aminoacidos no modificados quimicamente, pero ZLysONp
y BAEE tienen constantes de formacion mayores por uno o dos é6rdenes de magnitud con
respecto a los sustratos de lisina o arginina, respectivamente. Debido a que se desconocen las
constantes de la ruptura de este complejo, la termodinamica del proceso no puede describirse
completamente. Este método ha logrado caracterizar parcialmente nuestros sistemas. No es
posible calcular las deméas constantes y parametros de activacion debido a que los valores de

ko no son accesibles a partir de las pendientes obtenidas.
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5.5.2. Resultados con el ajuste propuesto en este trabajo

Se aplico el método del ajuste global de 8 parametros sobre los datos obtenidos. Los para-
metros que obtuvimos tienen errores asociados de varios 6rdenes de magnitud por arriba de
los parametros que intentaban ser ajustados (ver Tabla 5.3) y los valores finales dependian
de cuales eran los valores semilla antes de comenzar las iteraciones del ajuste. No obstante,
estos intentos de ajuste revelaron dos puntos interesantes: (i) en todos los casos se observo
que los valores de k_; fueron mucho mas grandes que ks, (este resultado es contrario a la
primera suposicion de Di Cera) y (ii) a pesar de que los valores finales resultaron muy dis-
tintos dependiendo de los valores iniciales, en todos los casos se observo que la relacion kk;ll
y la diferencia E_; — E; era muy similar no importando cuél fuera el punto de partida para
comenzar las iteraciones. Estos resultados nos llevaron a proponer que seria posible ajustar
los valores si reducimos los parametros ajustables de 8 a sélo 6, reemplazando a k_; y k;
por KyyaFE_1y E, por AE; = E_; — E;, como se discuti6 en la seccién 4.3. Dados estos

resultados, los datos de I'TC para la hidrolisis catalizada de los ésteres se trataron con esta

metodologia de ajuste.

Se estudi6 la cinética enzimética mediante ITC de los sustratos promiscuos ciegos para
las espectroscopias mostrados en la Figura 3.1 y los resultados se presentan en las Tablas 5.4

y 5.5 y en las Figura 5.8. Un anélisis global breve de los resultados se presenta a continuacion:

5.5.2.1. Disociacién del complejo Enzima-Sustrato

Analizando con detalle los valores de las constantes de disociacion del complejo E-S en
las Tablas 5.4 y 5.5 vy de AFE; en la Figura 5.9, se notan dos tendencias muy claras. En
primer lugar, los valores de AFE; son mayores para los derivados de lisina que para los de

arginina, lo cual indica que el el complejo E-S es més favorable para los derivados de lisina
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BAEE L-AME L-AEE
Parametro uv ITC ITC ITC
Visible

Ky (uM) - 852 4+ 046 | 1370 4+ 510 | 870 £+ 160

ky (s71) - 1469 + 028 | 7541 4+ 2792 33.66 + 6.12

ks (s71) - 84.51 + 10.74| 433 + 0.08 | 464 £+ 0.11

AE; (£) - 2598 £+ 245 | 4267 + 17.54| 80.79 + 3.16

Es (£L) - 4526 4+ 0.63 | 51.99 +£ 17.62 | 84.75 £+ 3.02

E; (£L) - 141.78 4+ 6.46 | 5251 + 098 | 43.39 £+ 0.66

kew (s7Y) | 15.20 | 1251 £ 0.27 | 409 + 008 | 408 + 0.11

K, (uM) | 6.00 726 4+ 045 | 7432 4+ 153 | 10540 + 2.83

ka/106 (M~'s71) | 2.53 1.73 £ 06 | 0.055 £ 0.052| 0.039 =+ 0.039
AHgy (£2) - 0.31 -0.15 -0.11
AHy (£L) - -42.68 -36.29 -42.22
AHgy/AH - 0.72% 0.41 % 0.27 %

Tabla 5.4: Constantes de velocidad a 25 °C, energias de activacion y calores de dilucion obtenidos

por ITC para sustratos promiscuos derivados de Arginina.

que los de arginina; sin embargo, las constantes de disociacién también son mayores para
los derivados de lisina. Esto tal vez indique que la barrera energética para la ruptura del
complejo no sea muy elevada, razén por la cual las Ky4’s sean ligeramente mayores. Para
el caso de las argininas, puede observarse que el anadir un grupo benzoilo en el grupo
amino disminuye radicalmente el valor de la Ky, lo cual posiblemente se debe a que se
establecen interacciones adicionales entre este grupo y los residuos del sitio catalitico de
la tripsina, que no se encuentran presentes en los otros dos derivados de arginina. Estas
interacciones favorecen la formacion del complejo E-S con BAEE en dos 6rdenes de magnitud

en comparacion con los otros dos sustratos. Un comportamiento andlogo se ve en ZLysONp.
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anadirlos s6lo por querer estudiar la reaccién por las espectroscopias tradicionales.

ZLysONp L-KME L-KEE
Parametro | Stopped ITC ITC ITC
Flow*
Ky (mM) | 0.13 017 + 058 | 254 £ 044 | 3946 £ 4.29
ky (s7) | 16.00 | 23.20 + 7678 | 58.78 £+ 9.83 | 435.15 =+ 45.15
ks (s7) | 50.00 | 38.66 + 217.18| 7.82 + 0.15 | 872 4+ 0.02
AF, (1) - 67.97 £ 56.80 | 8827 4+ 3.82 | 12336 4+ 2.76
By (£L) - 109.91 + 5029 | 9820 =+ 3.63 | 140.12 + 2.73
By (£L) - 106.24 + 59.18 | 39.51 =+ 088 | 3822 + 028
ke (s79) | 1212 | 1450 £ 56.73 | 690 4+ 0.15 | 855 4 0.02
Kn (pM) | 92.00 | 106.24 =+ 42851 [298.32 + 6.60 | 774.90 + 1.97
ka/106 (M~'s1) | 0.13 014 + 013 | 0.023 =+ 0.023| 0.011 =+ 0.010
AHgy (£5) - 0.0013 -0.22 -0.27
AH.q () - -3.99 -37.00 -29.21
AHgi) AHey - 0.14% 0.59% 0.92 %

Tabla 5.5: Constantes de velocidad a 21 °C (ZLysONp) y 25 °C (L-KME y L-KEE) y energias de

activacion obtenidos por ITC para sustratos promiscuos derivados de Lisina. * [Ascenzi et al., 1982].

Los valores de AFE; y K4 son menores para ZLysONp que para los otros dos derivados de
lisina. En ambos casos, para los sustratos sin cromoforos, la presencia de un grupo metileno
adicional en el grupo saliente es el responsable del aumento de la Kq y de AE, lo cual parece
indicar que las interacciones entre los sitios S1’ y P1’ (ver Figura 1.7b) son importantes y
modifican las caracteristicas cataliticas de la reaccién. La presencia de los cromoforos en los
otros dos sustratos ha modificado sustancialmente el comportamiento catalitico de la enzima,

dejando ver que estos grupos influyen en la cinética enzimatica y que no es recomendable
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Figura 5.8: Ajuste global de los pardmetros de Arrhenius para la hidrélisis catalizada por la B-tripsina

de a) BAEE, b) ZLysONp, ¢) L-AME, d) L-KME, ¢) L-AEE y f) L-KEE. Los datos se muestran

en las Tablas 5.4 y 5.5.
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" A4
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Figura 5.9: Representacion esquemdtica de la energia de estabilizacion de la formacion del complejo

E-S para los sustratos de la Figura 3.1

5.5.2.2. Acilacién y desacilacién

Los valores de ko, k3, 5 y E5 en las Tablas 5.4 y 5.5 muestran que, para el caso de los
sustratos promiscuos derivados de arginina, la acilacion del sustrato por Ser195 es més lenta
con BAEE, probablemente por el impedimento estérico, a pesar de que es quien tiene la
menor energia de activacion, posiblemente producto de las interacciones que se establecieron
con el grupo benzoilo. El efecto de un grupo metileno adicional que se presenta en LAEE es
muy interesante. La acilaciéon de LAME tiene un valor de la constante de velocidad del doble
que la observada para LAEE y la energia de activacion es 30 J/mol menor que para LAEE,
consecuencia, al parecer, del grupo metileno. Finalmente, la desacilaciéon es mas rapida con

BAEE, mientras que para LAEE y LAME tienen valores muy parecidos en sus constantes de
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Figura 5.10: Representacion esquemdtica de la energia de activacion para la acilacion, por el residuo

Ser195 de la tripsina, de los sustratos mostrados en la Figura 3.1.

velocidad y energias de activacion, que es de esperarse puesto que en este paso de catilisis

el complejo E-P es el mismo.

Para el caso de los derivados de lisina, nuevamente se observa la tendencia vista con
las argininas: el valor menor de Ky lo tiene ZLysONp y el mayor corresponde a L-KEE.
Con ZLysONp, las interacciones adicionales que se establecen son debidas al grupo a-
carbobenzoxi en el grupo amino y al grupo ortonitrofenilo en el carboxilo, ausentes en LKME
y LKEE. La acilacion del sustrato es mas lenta en ZLysONp probablemente por efectos es-
téricos, pero es sorprendente que este efecto no se presente en LKEE con respecto a LKME,

por el contrario, la constante de acilacion es casi 8 veces mayor en el caso de LKEE, aunque
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Figura 5.11: Representacion esquemdtica de la energia de activacion para la desacilacion y liberacion

del producto de la hidrolisis.

es quien presenta la mayor energia de activacion.

El paso de desacilacion es méas rapido para ZLysONp, mientras que LKME y LKEE tiene
valores muy parecidos para k3 y energias de activacion muy similares. La explicaciéon a este
altimo comportamiento es debido nuevamente a que en este paso de catalisis el complejo E-P
es el mismo para LKME y LKEE, como ocurrié con las argininas. Es interesante observar
también que, aunque Hedstrom (2002) informa que el paso limitante cuando los sustratos

ésteres es la desacilacion, se observa que esto no ocurre con BAEE y ZLysONp.
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5.6. Otros sustratos promiscuos

Adicionalmente a los sustratos en la Figura 3.1, se estudiaron otros cinco sustratos promis-
cuos mostrados en la Figura 5.12.. Se determiné el calor de dilucién que se muestra en la
Tabla 5.6. Los valores de D-AME y D-KME son muy parecidos a sus similares enanatiémeros
L. Los derivados truncados de lisina (L-OME, L-OEE y L-DAPM) tienen un calor de dilucion

mucho mas elevado, lo cual puede deberse a la autohidrolisis de los sustratos.

Sustrato | AHy; (miol)
D-AME -131.08
D-KME | -232.04
L-OME -4826.41
L-OEE | -15069.30

L-DAPM -2123.88

Tabla 5.6: Calor de dilucion de otros sustratos estudiados.

Para los enantiémeros D-AME y D-KME por I'TC fue posible caracterizar las constantes
de Michaelis-Menten de estos sustratos a temperaturas menores de 25 °C. A temperaturas
superiores la contribucion por autohidrolisis es muy importante. Esto limité el intervalo de
temperatura de 5 °C a 25 °C, lo cual impidi6 que el ajuste global simultaneo resultara efec-
tivo. Las contribuciones por autohidrolisis fueron més marcadas aqui debido a que, con la
intencion de detectar actividad catalitica, se utilizaron mayores concentraciones de enzima
y sustrato con respecto a las reacciones de los correspondientes enantiémeros L. Aun asi, es
interesante el hecho de encontrar catalisis en este tipo de sustratos. Si bien los valores de

1

Ky son superiores a 1.5 mM y los de k.,; no sobrepasan los 3 s™, estos resultados nos dicen

que en el sitio catalitico existe una conformacion que adoptan los residuos que permite el
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NH o} 0
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(a) D-AME by D-KME
0] (0] (H)
HoN . HZN/\/])LQ/\CHa H,N o
(¢) L-OME (@) L-OEE e) L-DAPM

Figura 5.12: Otros sustratos utilizados para estudiar la promiscuidad catalitica de la tripsina. L-
Arg: L-arginina. D-Arg: D-arginina. D-AME: D-arginina-metil-éster. L-Lys: L-lisina. D-Lys:
D-lisina. D-KME: D-lisina-metil-éster. L-OME: L-ornitina-metil-éster. L-OFEE: L-ornitina-etil-
éster. L-DAPM:. L-1,2-diaminopropanoato de metilo.

ataque nucleofilico por Ser195 para formar algtn intermediario, posiblemente tetraédrico, lo
cual permite que la catalisis exista. Debe notarse entonces que probablemente la estructura
canonica del estado de transiciéon no es tan rigida como se ha pensado, sino que los residuos
adopten una conformacion nueva. Por otro lado, se estudiaron los derivados truncados de
lisina L-OME, L-OEE y L-DAPM (ver Figura 5.12). En estos sustratos no se observo catali-
sis, sino tinicamente efectos de autohidrolisis. Las figuras correspondientes se encuentran en
el Apéndice. Este resultado indica que la eliminaciéon de un solo grupo metileno en la cadena
que define a la lisina, imposibilita a la tripsina a efectuar su accién catalitica. Seria muy
interesante realizar estudios méas profundos al respecto que revelen, en primer lugar, si existe
union entre la tripsina y alguno de estos sustratos a través de experimentos clasicos de I'TC
y, en segundo lugar, modelar el sitio catalitico mediante algin software apropiado que nos
proporcione indicios acerca de las interacciones que posiblemente estén dejando de formarse
entre el sustrato y los residuos encargados del reconocimiento y discriminacion. En caso de
haber interaccion E-S, posiblemente lo que ocurra es que las interacciones entre los sitios P1

y S1 no son de la calidad suficiente para que la catéalisis continte.
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Existen evidencias de que la hidrolisis es posible con los enantiémeros D, pero no si se
elimina un grupo metileno en los derivados de lisina. Desde este punto de vista, no se han
generado los suficientes resultados como para concluir respecto a las interacciones perdidas
en estos sistemas en particular; sin embargo, se abre una puerta interesante para explicar

este comportamiento promiscuo con nuevos experimentos.
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Conclusiones

1. La Calorimetria de Titulacién Isotérmica es una técnica capaz de estudiar reacciones

enzimaticas irreversibles en ausencia de cromoéforos seguibles espectroscopicamente.

2. Los resultados de BAEE muestran que por I'TC se obtienen resultados estadisticamente

iguales que por espectroscopia UV-Visible.

3. Los resultados de ZLysONp demuestran que la metodologia de ajuste global simulta-
neo de 6 parametros es valida en la determinacion de las constantes microscopicas de

velocidad y las energias de activacion de este proceso enzimatico.

4. Al comparar los resultados de sustratos ciegos (L-AME, L-AEE, L-KME y L-KEE) con
los de BAEE y ZLysONp, se observa que la presencia de cromoforos en los sustratos
BAEE y ZLysONp modifica de forma importante las caracteristicas cataliticas. Los
valores de Ky muestran que la tripsina tiene una afinidad mayor por estos compuestos
con respecto a los sustratos sin cromoéforos. Este resultado demuestra que al realizar
modificaciones quimicas a sustratos para poder estudiar su cinética por espectroscopia

no es necesariamente una buena estrategia.

5. Para los derivados de arginina sin modificaciones, la desacilacion es el paso limitante;

I6)
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para BAEE lo es la acilacion. El mismo efecto ocurre con los derivados de lisina, con
lo que se demuestra que la tercera suposiciéon de Di Cera no es valida en sustratos con

modificaciones quimicas.

ITC tiene las siguientes ventajas sobre las espectroscopias comunes: proporciona direc-
tamente la entalpia de la reaccion, requiere una menor cantidad de enzima y sustrato,
no es necesario modificar quimicamente a los sustratos para poder estudiarlo espec-
trofotométricamente, puede detectar valores de Ky pequenos (= 1 uM) y grandes (1

mM), lo cual permitio estudiar los sustratos sin croméforos mostrados en este trabajo.
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Perspectivas

Comprobada ya la eficacia de la Calorimetria de Titulacion Isotérmica en el estudio de
la cinética enzimatica de la tripsina, pretendemos utilizar esta técnica en la caracterizacion
cinética de la promiscuidad catalitica de la sulfatasa SdsAl y la fosfatasa de Pseudomonas
aeruginosa, cuyas reacciones no pueden estudiarse directamente por las espectroscopias tradi-
cionales. Para lograrlo, primero pretendemos realizar estudios sobre el mecanismo de catalisis
de las sulfatasas y fosfatasas mediante mutaciones puntuales sobre los residuos de His pre-
sentes en el sitio catalitico de estas enzimas, cuya funcion es coordinar los atomos de Zn?*
clave en la catélisis. Los resultados de estas mutaciones y el estudio de las propiedades
cataliticas de estas proteinas mutantes serviran para generar mas evidencias experimentales
acerca del mecanismo de hidrolisis de estas enzimas, lo cual es necesario para una caracteri-
zacion apropiada de cada paso de reaccion en los estudios de promiscuidad. Adicionalmente,
se tienen pensados experimentos empleando mutantes cataliticamente inactivas que, en prin-
cipio, nos permitirdn separar las contribuciones de la unién de sustrato de la de catélisis.
Los experimentos dirigidos a corroborar el mecanismo de reacciéon, en conjunto con aquellos
correspondientes a la caracterizacion de las interacciones enzima-sustrato a través de expe-
rimentos clasicos de uniéon por ITC, seran cruciales en la determinacion del paso (o pasos)

responsable del comportamiento promiscuo de estas enzimas.
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