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ABSTRACT.

Wheat germ agglutinin (WGA) is emblematic among proteins specialized in
the recognition of carbohydrates. It was the first lectin reported with a capacity for
discriminating between normal and malignant cells. Since then, it has become a
preferred model for basic research, as well as being considered recurrently in the
development of biomedical and biotechnological applications. In spite of that, the
molecular basis for the structural stability of this homodimeric lectin remains largely
unknown, a situation that limits the rational manipulation and modification of its
function. Herein, we present a thermodynamic characterization of WGA folding and
self-association processes as a function of pH and temperature, by using
differential scanning and isothermal dilution calorimetry. WGA is monomeric at pH
2, with one of its four hevein-like domains unfolded at room temperature. Under
such conditions, the agglutinin exhibits a fully reversible thermal unfolding,
composed of three two-state transitions. At higher pH values, the protein forms
weak non-obligate dimers. This behavior contrasts with that observed for the other
plant lectins studied so far, which form strong obligate oligomers, indicating a
distinctly different molecular basis for WGA function. For dimer formation, the four
domains must be properly folded. Nevertheless, depending on the solution
conditions, self-association may be coupled with folding of the labile domain.
Therefore, dimerization may proceed as a rigid-body-like association or as a
folding-by-binding event. This hybrid behavior is unseen in other plant lectins. The
emerging molecular picture for the WGA assembly calls for the need for a re-

examination of existing ligand-binding data in the literature.



RESUMEN.

La aglutinina de germen de trigo (AGT) es emblemaética entre las proteinas
especializadas en reconocer carbohidratos. Fue la primera lectina reportada con la
capacidad de discriminar entre células normales y “malignas”. Desde entonces, ha
sido usada como modelo para investigaciones basicas, asi como se le
considerada para aplicaciones biomédicas y biotecnolégicas. Aunque es una
proteina muy estudiada, las bases moleculares de la estabilidad estructural de
esta lectina homodimérica siguen sin conocerse. Esto es una situacion que limita
la manipulacién racional y modificacion de su funcion. En este trabajo nosotros
mostramos una caracterizacion termodinamica del plegamiento de la AGT y su
proceso de asociacion en funcion del pH y temperatura, usando calorimetria de
barrido diferencial (DSC) y calorimetria de dilucién isotérmica (IDC). La AGT es
monomeérica a pH 2, con uno de sus cuatro dominios tipo heveina desplegado a
temperatura ambiente. En tales condiciones, la proteina exhibe un proceso de
desplegamiento térmico totalmente reversible, compuesto de tres transiciones de
dos estados cada una. Con valores muy &cidos de pH, la proteina forma un
dimero débil no obligado. Este desarrollo contrasta con lo observado para otras
lectinas de plantas estudiadas, que forman fuertes oligomeros obligados. Lo cual
indica muy diferentes bases moleculares para la AGT funcional. Para la formacion
del dimero, los cuatro dominios deben estar debidamente plegados. No obstante,
dependiendo de las condiciones de la solucion, la asociacidbn puede estar
acoplada con el plegamiento del dominio menos estable. Por lo tanto, la
dimerizacion puede proceder como una asociacion tipo cuerpo rigido o como un
evento de plegamiento inducido por union. Este desarrollo hibrido no ha sido visto
en otras lectinas de plantas. La naciente visibn molecular para el ensamblaje de la
AGT nos revela que se debe hacer una reexaminaciéon de los datos de unién al

ligando ya existentes en la literatura.



INTRODUCCION

En las membranas celulares de metazoarios hay una gran cantidad de
glicoconjugados expuestos al solvente, denominada conjuntamente como
glicocdliz, el cual, entre sus mudltiples funciones, sirve como un aparato muy
sofisticado de identidad celular, que permite al organismo diferenciar entre lo
propio y lo no propio (Sharon, 2008). Ejemplos notables de ello son los grupos
sanguineos o los determinantes de histocompatibilidad, los cuales poseen
estructuras oligosacéaricas que permiten al organismo reconocer a sus propias
células y diferenciarlas de agentes extrafios (Gabius, 2002 y 2000). Asimismo,
algunos agentes patdgenos aprovechan esta interaccion creando etiquetas
moleculares tales que les permiten entrar en las células; como es el caso del virus
de la influenza, que reconoce glicoconjugados de células epiteliales de los
bronquios (Schwefel, 2010; Less, 1994).

La informacion asignada por los carbohidratos ha sido denominada como el
“codigo azucarado”. Esta informacion es “descodificada” en la naturaleza a través
de la interaccién no covalente de las lectinas, un grupo amplio y estructuralmente
diverso (Sharon y Lis, 2004).



ANTECEDENTES

LECTINAS

Las lectinas son un grupo de proteinas no enziméticas especializadas en
reconocer carbohidratos con alta especificidad y afinidad. Lectina es una palabra
derivada del latin, que significa “escoger” o “seleccionar”’. Estas proteinas
interactian con los carbohidratos de una manera no covalente. Las lectinas se
encuentran presentes en todo tipo de organismos, desde virus o bacterias hasta
plantas o animales (Lis y Sharon, 1998; Sharon y Lis, 2004; Sinha, 2007; Sharon,
2008). Las primeras lectinas estudiadas se encontraron en extractos de plantas
(Lis y Sharon, 1998; Sharon y Lis, 2004). La ricina fue la primera lectina
descubierta, cuando Stillmark en 1888 observé actividad aglutinante de células en
extractos de la planta Ricinus communis (Franz, 1988). La primera lectina en ser
purificada a homogeneidad y cristalizada fue la concanavalina A (aislada de
Canavalia ensiformis), por Summer, en 1936. Fue en la primera hemaglutinina que
se demostré la inhibiciébn por sacarosa, observandose asi la especificidad de las
lectinas por estructuras sacaridicas (Sharon y Lis, 2004).

Las lectinas tienden a formar homooligdmeros. Cada subunidad posee al
menos un sitio de reconocimiento de carbohidratos. De esta manera, las lectinas
tienen una capacidad multivalente, que les permite servir como puentes de
entrecruzamiento entre glicoconjugados. Esta caracteristica es la base molecular
para que las lectinas sean capaces de aglutinar poblaciones celulares, razon por
la cual también se les conoce como aglutininas. (Lis y Sharon, 1998; Sharon y Lis,
2004; Chavelas et al., 2004; Hai-Yan et al., 2007, Sinha, 2007, Sharon, 2008.).

En el caso de lectinas de plantas, se han detectado funciones biologicas de
diversa indole, como son: regulacion fisiolégica, defensa contra el ataque de

microorganismos, almacenamiento de proteinas, transporte de carbohidratos,
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estimulacién mitogénica, simbiosis entre plantas leguminosas y sus bacterias
fijadoras de nitrogeno (Rhizobium) (Lis y Sharon, 1998; Sharon y Lis, 2004).

Las lectinas pueden ser de tipos y formas muy variadas. Han sido
agrupadas con base en diferentes propiedades. Una clasificaciéon ahora en desuso
consideraba la especificidad a carbohidratos por parte de las lectinas (Sharon y
Lis, 2004). Recientemente, las clasificaciones se han basado preferentemente en
propiedades estructurales y filogenéticos. La base de datos LECTINES

(www.cermav.cnrs.fr/lectines) hace una primera division de las lectinas en funcién

del organismo, y luego subdivide considerando el “motif’ estructural (Sharon y Lis,
2004).

Hasta el momento, la lectina mas pequefia caracterizada es la heveina del
arbol del hule (Hevea brasiliensis), que tiene 43 aminoacidos y forma 4 puentes
disulfuro. Esta lectina es producida en abundancia por las células laticiferas, y es
uno de los principales agentes alergénicos en productos derivas del latex
(Rodriguez et al., 1988). Entre las lectinas de plantas, la estructura secundaria
mas frecuente es la hebra beta. Dentro de los diferentes tipos de arquitecturas se
encuentra el B-prisma, jelly roll y con dominio tipo heveina (Sinha et al., 2007).

Las lectinas han resultado ser herramientas moleculares de inmenso valor
en la investigacién médica y otras aplicaciones biotecnolégicas. En pacientes con
enfermedades por deficiencia de lectinas, hay una perspectiva para una terapia
por reemplazamiento de lectinas. Entre otros usos terapéuticos estan los
medicamentos antivirales por lectinas, los tratamientos antiadhesion de microbios
causantes de enfermedades, la elaboracion de tratamientos contra condiciones
patogénicas mediadas por leucocitos como asma, choques sépticos, golpes e
infartos; asimismo hay otras lectinas que se han observado involucradas en la
metastasis. También se realiza el diagndstico de enfermedades con algunas
lectinas (Sharon, 2008).
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LA AGLUTININA DE GERMEN DE TRIGO.

En 1963, cuando se estudiaban las propiedades de membrana de algunas
poblaciones celulares, se sospechaba que una célula “maligna” (tumoral) debia
presentar alteraciones en su membrana celular con respecto a células normales.
Al compararse la respuesta de células sanas con células de tumor murino hacia
extractos de lipasas de germen de trigo, se observé una aglutinacion preferencial
de las células tumorales (Aub et al.,, 1963). Estos experimentos condujeron al
descubrimiento de la Aglutinina de Germen de Trigo (AGT). Posteriormente, se
observé aglutinacién de AGT con células de pacientes con leucemia (Aub, 1965).
Indagando sobre la composicion molecular del extracto de germen de trigo, se
identifico por cromatografia liquida una impureza en el extracto de lipasas de
germen de trigo. Descubrieron una proteina elongada de aproximadamente 26
kDa, responsable de la aglutinacion, con especificidad hacia la N-Acetil-
glucosamina (GIcNAc) (Burger y Goldberg, 1967).

A partir de los afios setentas, se estudi6 arduamente la AGT. Se
investigaron sus caracteristicas fisicoquimicas, se cristalizé y se realizaron
pruebas para buscar su funcién bioldgica, asi como su potencial uso clinico y
biomédico (Wrigth, 1974; Nagata y Burger, 1974; Privat et al., 1974)

CARACTERISTICAS Y ESTRUCTURA DE LA AGLUTININA DE GERMEN DE
TRIGO.

La AGT se purifica mayoritariamente del embrion de la semilla, aunque
también esta presente con menor abundancia en el tallo y la raiz de la planta
(Miller y Bowles, 1982). También se ha expresado de manera recombinante en
Saccharomyces cerevisiae (Nagahora et al., 1992).

Hasta ahora se han caracterizado tres variedades de AGT, nombradas
como isoformas 1, 2 y 3. La identidad entre estas tres isolectinas es del 95-97%.
Las diferencias en secuencia se encuentran en las posiciones 9, 53, 56, 59, 66,
93, 109, 119, 123y 171 (Wright et al., 1984, 1986; Wright, 1981).
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En estudios tempranos, se determiné el peso molecular de esta lectina por
sedimentacion. En una solucion de pH neutro, se observé que la proteina tiene un
masa molecular de 35,000 £ 1,000 Da (Nagata y Burger, 1974), mientras que en
0.05 N de HCI (pH 1.3) la masa es de 17,000 £ 1000. A la AGT se le ha
caracterizado conformacionalmente con diversas técnicas espectroscopicas. Se
ha reportado que en valores de pH de 3.5 a 9, se obtienen espectros de
fluorescencia muy semejantes entre ellos, indicando que la proteina es estable en
todo ese intervalo de pH. La longitud de onda maxima para todos los pH se
reporta alrededor de 348 nm (Privat et al., 1974). Por otro lado, el espectro de
dicroismo circular se caracteriza por la presencia de un pico maximo alrededor de
225 nm. Este pico “andémalo! en un principio fue atribuido a la presencia de los
numerosos puentes disulfuro encontrados en la AGT. Sin embargo, ahora se sabe
que resulta de las cuatro hélices o izquierdas que cada monomero posee en su
conformacion nativa (Rodriguez-Romero et al., 1989).

Se han resuelto las estructuras tridimensionales de las tres isoformas de
AGT mediante cristalografia de rayos X. Actualmente hay 13 estructuras
depositadas en el Protein Data Bank de las cuales 8 pertenecen a la isoforma 1
(Tabla 1). En todas estas estructuras, la AGT ha sido encontrada como un
homodimero, tanto en presencia como en ausencia de su ligando (Wright, 1974,
1977; 1980; 1984; 1987; 1989; 1990; 1992; 1993; Wright et al., 1974; 1984; 1986;
1989; Muraki et al., 2002; Sinha et al., 2007; Schwefel, 2010).
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TABLA 1. ESTRUCTURAS 3D DE LA AGT DISPONIBLES EN EL PDB

PDB RESOLUCION AUTOR ANO | ISOFORMA
(A)
2X3T 2.75 Schwefel et al. 2010 1
2X52 1.7 Schwefel et al. 2010 3
2UVO 14 Schwefel et al. 2008 1
2UWG 1.6 Schwefel et al. 2007 1
1K7T 2.4 Muraki et al. 2001 3
1K7U 2.2 Muraki et al. 2001 3
1K7V 2.2 Muraki et al. 2001 3
IWGT 1.9 Harata et al. 1995 3
2CWG 2.0 Wrigth y Jaeger 1993 1
9WGA 1.8 Wrigth. 2009 ly?2
TWGA 2.2 Wrigth. 1990 1
2WGC 2.2 Wrigth. 1990 ly?2
1IWGC 2.2 Wrigth. 1990 1

El monomero de AGT tiene 171 residuos aminoacidos y masa molecular de
17.1 kDa. Cada subunidad consta de cuatro dominios (A, B, C y D), de 42-43

residuos de aminoacidos, los cuales son muy parecidos a la heveina, es por eso

que se le agrupa dentro de la familia de lectinas con dominio tipo heveina (Sinha
et al., 2007; Espinosa et al., 2000; Wright, 1992). Cada dominio esta formado por

dos hebras B y una pequefia hélice a izquierda y esta estabilizado por cuatro

puentes disulfuro (figura. 1), dando un total de 16 puentes disulfuro por monémero

y 32 por dimero. Como se muestra en la figura 2, los monémeros se asocian de

forma antiparalela, originandose los contactos entre dominios A1-D2, B1-C2, C1-
B2 y D1-A2 (Wright y Kellog, 1996; Wright, 1987).
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CARBOHIDRATO

AMINO

CARBOXILO

HELICE

FIGURA 1. Dominio B de la AGT. Se muestra la hélice izquierda en azul y las dos hebras  en
amarillo.El sitio de unién al carbohidrato esta formado por un cimulo de tres residuos aromaticos
(Tyr). Generado a partir de PDB 2UVO.

FIGURA 2. Dimero de la Aglutinina de Germen de Trigo (PDB 2UVO). Se aprecian los cuatro
dominios en cada mondémero (A, purpura; B, azul; C; verde; D ,amarillo). Se observa la forma de
asociacion homodimérica antiparalela, asi como su union al carbohidrato (naranja) entre dos
dominios intercatenarios.
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La AGT muestra un patrén estructural semejante al de algunas
neurotoxinas de venenos de vibora, por lo que también se le ha agrupado en la
familia con un motivo tipo toxina-aglutinina. En este tipo de proteinas esta
altamente conservado el nUmero, conectividad y posicion de sus puentes disulfuro,
aunque los tamafios de las asas varian (Drenth et al., 1980).

Cada uno de los cuatro dominios que constituyen el monémero tiene un
sitio de unién a carbohidrato. Se ha visto que los aminoacidos que interactian
directamente con el carbohidrato son Ser, His, Asp, Glu, Tyr, Arg, Asn y Trp,
aunque el dominio B carece de este ultimo residuo aromatico. El anillo aromatico
de una Tyr forma contactos hidrofébicos con la cara hidrofébica del carbohidrato,
mientras que los otros residuos proveen donadores y aceptores de puentes de
hidrogeno que se enlazan con los grupos hidroxilo y N-acetilo del carbohidrato.
Cada sitio de reconocimiento de carbohidratos esta localizado en la interfase
dimérica, conformado por tanto por dos dominios intercatenarios (Wright y Kellogg,
1996). Los sitios estan compuestos por dos regiones, una primaria, compuesta por
los tres residuos aromaticos y una Ser altamente conservados, provenientes de
un dominio y otra region secundaria, no conservada, que consiste de uno o dos

residuos polares que pertenecen al dominio de la otra subunidad.

ESPECIFICIDAD DE LA AGLUTININA DE GERMEN DE TRIGO A
CARBOHIDRATOS.

En los primeros estudios de union a carbohidratos de la AGT, se observo su
especificidad por la GIcNAc. También se sugirié que esta lectina podria tener dos
sitios de union a este carbohidrato, ubicados uno a cada extremo de la proteina,
los cuales sirven como puentes de unidén entre células durante el proceso de
aglutinacion (Nagata y Burger, 1974; 1972). Posteriormente, se vio que la AGT es
especifica a la quitina, es decir, por el polimero lineal f1->4 de GIcNAc. La
afinidad de la AGT por el di y trisacarido de la GIcNAc es progresivamente mayor
que por la del monosacarido. Las constantes de union han sido determinadas
mediante diversos métodos, reportandose valores que varian significativamente de

un estudio a otro. La tabla 2 muestra algunos ejemplos de estos valores,
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determinados usando diferentes técnicas. En cambio, la afinidad por el
tetrasacarido u oligdmeros mas largos es similar a la del trisacarido, sugiriendo
que el sitio de union de la AGT esta compuesto por tres subsitios. Posteriormente,
se reportd que la AGT, ademas de reconocer oligosacaridos (3(1-4) de la N-
acetilglucosamina, también reconoce otros carbohidratos como a la N-acetil-D—
glucosamina—@B1,6-D-galactopiranosa (GIcNAcB1,6Gal) y al acido sialico (Muraki,
2002).

Solamente se habia mostrado evidencia de que la AGT tiene la capacidad
de unir cuatro moléculas de carbohidrato por dimero (Wrgiht y Kellog, 1996;
Wright, 1992; Van Landschoot et al., 1977; Kronis, 1985; Bains et al, 1992).
Actualmente existen evidencias de que los 8 sitios de union pueden estar

ocupados con el carbohidrato simultdneamente (Schwefel, 2010)

TABLA 2. Comparacion de las constantes de asociacion de AGT-GIcNac obtenidas por

distintos métodos ?

Método Fluorimetri | Didlisis | Fluorimetria | NMR | Espectroscopia ITC
a al uv
equilibrio

Ligando Ka*10 ° (M ™)

GlcNac 1.3 0.7 0.2 0.4
(GlcNac), 13 20 45 10 5.0
(GlcNac)s 22 83 20 12
(GlcNac), 66 23 12.1
(GlcNac)s 19

2 Tomada de Bains et al., 1992.

ALGUNAS APLICACIONES DE LA AGLUTININA DE GERMEN DE TRIGO

Desde el hallazgo de las lectinas y su alta especificidad a carbohidratos,

estas proteinas han sido usadas en diversas investigaciones bioquimicas y
biomédicas (Garcia et al., 1995; Leick et al., 1997; Kilpatrick, 1999; Sharon y Lis,

2004).
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En aplicaciones biomédicas ha sido muy estudiado el concepto de
bioadhesion por lectinas, donde el objetivo es utilizar a estas proteinas para
trasportar medicamentos (Pellegrina et al., 2005; Bies et al., 2004). La AGT, por
ser unidora de GIcNAc, es de gran utilidad para estudiar células que poseen este
carbohidrato en su superficie. En especial, se sabe que las células “enfermas”
aumentan su contenido de este carbohidrato en su superficie. La AGT ha
resultado ser una eficiente transportadora de farmacos. Se ha estudiado su
capacidad acarreadora por varias rutas en mamiferos, pues tiene la capacidad de
atravesar mucosa nasal, pulmones, los ojos y la barrera hematoencefalica (Mistry
et al., 2009; Gao et al., 2007; Bies et al., 2004; Schaeffer et al., 1982). También es
considerada buena portadora via oral por sus propiedades de mucoadhesion,
citoadhesion, citoinvasion y transitosis con entericitos. (Wood et al., 2008; Gabor
et al., 2004).

La AGT es capaz de inducir la apoptosis de células cancerigenas,
provocandole a la célula pérdida de potencial transmembranal, disrupcion de la
membrana interna mitocondrial y pérdida de citocromo C, asi como activacion de
la caspasa 9. Este es un patrén Unico descubierto para una lectinas, donde la AGT
provoca apoptosis via mitocondrial. Aunque el mecanismo molecular de este
efecto sigue siendo desconocido (Gastman et al., 2005).

Asimismo los estudios de la AGT han avanzado al estudiarse su efectividad
contra enfermedades especificas como el asma, la diabetes, la celiasis, el herpes,
el Parkinson, Alzheimer entre otras (Liu et al., 2011; Wood el al., 2006; Surti et al.,
2008; Isegawa et al., 2008; Sollid et al., 1986).

Como se ha mencionado anteriormente, la AGT es un sistema comunmente
utilizado en multiples pruebas de laboratorio, y se le ha visualizado como un
prometedor acarreador de farmacos, dada su afinidad por células cancerigenas. A
pesar de su significativa importancia como herramienta biotecnoldgica vy
biomédica, hasta el momento practicamente no se sabe nada sobre la forma en
gue se ensambla esta lectina dimérica y como llega a la formacion de sus sitios de
unidon intracatenarios, por lo que en el presente estudio se planteé la
caracterizacion detallada de su plegamiento y auto-asociacion mediante técnicas
espectroscopicas y calorimétricas que se explican brevemente a continuacion.

18



METODOS CALORIMETRICOS.

Para obtener una descripcién termodinamica completa del equilibrio de
desnaturalizacion de una proteina se utiliza la calorimetria diferencial de barrido de
alta sensibilidad (DSC) (Sanchez-Ruiz, 1995). El método calorimétrico es el Unico
gue no necesita suponer a priori los mecanismos de estos procesos (Privalov,
1979). Estéa técnica proporciona el método mas eficiente para la determinacion de

valores de AG correspondientes al desplegamiento de proteinas

Los estudios de DSC sobre la desnaturalizacion térmica de proteinas han
jugado un papel fundamental en el desarrollo de los actuales puntos de vista
acerca de los factores que determinan la estabilidad de las proteinas (Freire et al.,
1990; Sanchez-Ruiz, 1995).

Mediante un experimento de DSC, es posible obtener la capacidad
calorifica (Cp) de una disolucion de proteina en funcion de su temperatura. El perfil
de C, frente a la temperatura (termograma) suele mostrar un pico o transicion
correspondiente al desplegamiento de la proteina, a partir del cual los parametros
energéticos basicos del proceso de desnaturalizacion (temperatura de

desnaturalizacion, AH y AC,) pueden obtenerse en forma directa.

El andlisis de esta dependencia nos dard una caracterizacion
termodinamica completa de la transiciébn que ha tenido lugar por efecto de la
temperatura (AG, AH, AS y AC,). En un termograma tipico de DSC, la transicion se
manifiesta por un pico que corresponde a un proceso endotérmico. En general, los
experimentos de DSC analizados nos dan informacion a cerca de la capacidad
calorifica absoluta de una molécula, asi como el conjunto de parametros
termodinamicos (cambio de entalpia AH, cambio de entropia AS y cambio en la
capacidad calorifica ACp) asociados a la transicion inducida por la temperatura
(Freire et al., 1990; Sanchez-Ruiz, 1995).
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Un microcalorimetro de DSC consiste basicamente en dos celdas idénticas,
una de referencia y otra de muestra. Al comenzar un barrido se suministra a las
resistencias eléctricas, que se encuentran asociadas intimamente a la superficie
de cada celda, la misma intensidad de corriente cuyo valor esta fijado por la
velocidad de barrido seleccionada. Para medir la diferencia en capacidad calorifica
de las celdas se utiliza el modo de compensacion, de manera que cuando se
produce algun efecto térmico (desnaturalizacion de una proteina...), la termopila,
gque se encuentra en contacto con las celdas, detecta una diferencia de
temperatura entre éstas y suministra una sefial eléctrica proporcional que va a
servir para incrementar mediante un sistema regulador, la potencia recibida por la
celda de menor temperatura. La diferencia de temperatura entre la celda de
muestra y de referencia se mantiene de esta manera igual a cero por un
mecanismo de retroalimentacion, a medida que la temperatura aumenta o
disminuye a velocidad de barrido constante. La diferencia de potencia que
necesita ser aplicada a la celda de muestra para mantener AT igual a cero es
seguida continuamente en funcion de la temperatura (figura 3). Esta potencia
eléctrica diferencial (generalmente dada en pW/s, pJ/s o en pcalls) es
directamente proporcional a la diferencia de capacidad calorifica entre ambas
celdas (uJ/grado o pcal/deg) y constituye la magnitud fundamental medida en este
instrumento. La adiabaticidad del sistema se consigue rodeando ambas celdas de
corazas concéntricas que las separan del medio. La temperatura de estas corazas
se controla a través de termosensores y efectores apropiados para que en todo
momento la temperatura de las celdas este igual (figura 3). El VP-DSC opera en
un intervalo de temperaturas que van desde -10 hasta 120 °C, usando un
mecanismo Peltier, de manera que no se requieren mecanismos externos de
calentamiento o enfriamiento. Las velocidades de barrido pueden ser
seleccionadas por el usuario del rango de 0 a 1.5 K/min. Tiene un sistema

mecanico de presurizacion que alcanza 2 atmésferas (Plotnikov, 1997).
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Figura 3 Esquema del microcalorimetro diferencial de barrido. Donde 1y 2. Celdas de referencia.
3y 4. resistencias eléctricas. 5. Suministro de poder. 6. Computadora. 7 y 8 Sensor para medir AT;.
9. Coraza térmica. 10. Sensor para medir AT,.

La calorimetria de dilucion isotérmica (IDC, por sus siglas en inglés) es una
técnica que permite estudiar el calor de interaccion entre dos moléculas idénticas.
En este caso, cuando las dos moléculas se disocian, se puede absorber o generar
calor. La medicion de este calor permite una determinacion precisa de la constante
de disociacion-asociacion (Kq4 0 K3) entre las moléculas.

Para realizar los experimentos de IDC, se utilizd6 un microcalorimetro de
titulacion isotérmica VP-ITC equipo (MicroCal®) (Isothermal Titration Calorimetry)
(figura 4).

Un instrumento de ITC consiste en dos celdas idénticas rodeadas por una

cubierta adiabatica (figura 4). Los termopares que rodean a las celdas detectan
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diferencias de temperatura entre las dos celdas y entre las celdas y la chaqueta.

Los calentadores localizados en ambas celdas y en la chaqueta son activados

cuando es necesario mantener temperaturas

componentes (Pierce, et al, 1999).
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Figura 4. Esquema del calorimetro de titulacién isotérmica.

METODOS ESPECTROSCOPICOS.
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El dicroismo circular es uno de los métodos mas adecuados para detectar

cambios conformacionales en una proteina en disolucién, debido a que son

moléculas asimétricas que interactian de distinta manera con la luz circularmente

polarizada derecha e izquierda (Mohammed y Woody, 1985).

Los espectros de dicroismo en la regién del ultravioleta lejano, se deben

principalmente a los enlaces amida que unen los residuos de los aminoacidos

entre si. La asimetria de estos cromoforos se debe al arreglo espacial de la

cadena principal de la proteina, por lo cual, las sefales de dicroismo circular se

pueden interpretar en términos del contenido de estructura secundaria presentes,
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es decir, del porcentaje de residuos que se encuentran en alguna conformacién
estructural (hélices-a, hojas-B, giros y otros tipos estructurales) (Manalavan y
Johnson, 1983).

Para detectar la estructura secundaria de una proteina, se toma el espectro
de CD en el ultravioleta (UV) lejano, que es por debajo de la longitud de onda de
luz ultravioleta desde 250 hasta 190 nm. El espectro de una estructura de a-hélice
presenta dos minimos, uno alrededor de 222 y de 208 nm. La intensidad de las
bandas da una idea del contenido de estructura que tiene la proteina. La
estructura B solo presenta un pico negativo alrededor de 210 nm. (Manalavan y
Johnson, 1983).

La dispersion de luz dinamica (DLS), es una técnica que a través de la
dispersiéon de luz mide el tamafio hidrodinamico de proteinas y nanoparticulas,
para asi proporcionar la caracterizacion del tamafio y el peso molecular de las
particulas en solucién.

La fluorescencia intrinseca de proteinas se usa comunmente para detectar
y seguir cambios conformacionales a través de cambios en el ambiente de los

fluoroforos.
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HIPOTESIS.

A través de la caracterizacion calorimétrica y espectroscépica de los
procesos de desplegamiento y disociacion de la aglutina de germen de trigo, sera
posible inferir las bases moleculares que dictan la estabilidad de esta lectina con
sitios de union ubicados en la intercara del homodimero, informacién que permitira

derivar conocimiento nuevo sobre su mecanismo de accion.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el ensamblaje de la AGT determinando la energética del
plegamiento de las subunidades y su asociacion para llegar al estado dimérico

funcional.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Definir las condiciones de pH en donde la desnaturalizacién térmica de la AGT
sea reversible.

2. Caracterizar el patron de desplegamiento térmico al equilibrio de la AGT.

3. Encontrar las condiciones experimentales que permitan caracterizar la
disociacion del dimero de AGT, y caracterizar el proceso mediante calorimetria de
dilucion isotérmica.

4. Obtener los pardmetros termodinamicos globales de estabilidad de la
conformacion dimérica funcional de la AGT.
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MATERIALES Y METODOS

La aglutinina de germen de trigo se obtuvo de Sigma Chemical Co (L9640).
Esta proteina viene en mezcla de tres isoformas. Se utiliz6 la isoforma 1, ya que
es la mas abundante. Se separ6 con una columna de intercambio cationico Mono
S HR 16/10, conectada a un sistema de HPLC o FPLC. Se equilibré la columna
con un amortiguador de acido formico 0.02M, pH 4. La separacion de la matriz se
realiz6 con un gradiente lineal de 0 a 40% de LiCl 0.75M, con un flujo de 1 ml/min.

Las fracciones purificadas de la isoforma 1 fueron equilibradas en
amortiguador y concentradas en un Amicon Ultra 10 K (cutoff 10 kD, PM10).

La concentracion de la AGT se determiné leyendo su absorbancia a 280 nm
en un espectrofotometro ultrospec 3000 de Pharmacia Biotech, usando un
coeficiente de extincidon Azsonm = 1.27 mg™*cm?. La masa molecular del monémero
es de 17.1 kDa. (Muraki et al., 2002).

CALORIMETRIA DE BARRIDO DIFERENCIAL (DSC)

La muestra de proteina para el experimento calorimétrico se preparé de
manera muy cuidadosa. La concentracion de la AGT debe estar determinada de
manera precisa, ya que un error en la concentracion se veria reflejado en la
medida de los parametros termodinamicos que se derivan del termograma.

Se realizaron mediciones del desplegamiento térmico de la AGT mediante
el equipo antes descrito. Se usaron varios amortiguadores (tabla 3) en el intervalo
de temperatura de 10 a 115 °C a velocidades de barrido de 60 y 90 °C/min.
Mediciones adicionales fueron realizadas en presencia de guanidina-HCI| con
diferentes concentraciones. Las disoluciones con las que se llenaron las celdas del
calorimetro son previamente equilibradas con la solucién amortiguadora, filtradas y
desgasificadas al vacio. Para asegurar un facil y adecuado llenado de las celdas,

se prepararon 1.5 mL de muestra de proteina.
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Idealmente, si las dos celdas del calorimetro fuesen idénticas, bastaria un
solo barrido para determinar la diferencia de capacidad calorifica entre las
soluciones de muestra y de referencia. Sin embargo, dado que no son iguales, es
necesario registrar la sefial con solucion amortiguadora en ambas celdas, para
lograr una historia térmica constante de las celdas. Después esta linea base se le
restara al perfil proteina-amortiguador.

Tabla 3. Amortiguadores empleados con la
AGT
AMORTIGUADOR pH
H2S504-Na2504 50 mM 1.3
Glicina-HCI 50 mM 2a35
Acetatos 50 mM 4a5
Fosfatos 50 mM 6a7
TRIS 8.5

Los termogramas obtenidos se importan al programa MicroCal Origin para
DSC 7. Se les resta la linea base y se normalizan los datos por concentracion.

El ajuste de los pardmetros de desplegamiento para las transiciones
calorimétricas se realiz6 con los modelos del mismo programa (MicroCal Origin
para DSC 7), con el modelo de transiciones independientes y de transiciones
secuenciales.

Los parametros obtenidos fueron: T, que se define como la temperatura a
la cual ocurre la mitad de la transicion y el AHy, que es el cambio total de entalpia
debido al proceso de desnaturalizacion, que se calcula directamente del perfil de
DSC como el area bajo la curva.

La entalpia de van't Hoff (AH.), fue calculada desde las trazas
calorimétricas, de acuerdo a:

Cexc y
AH_, =4RT 2 1
VvH % AH ( )

cal
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Donde R es la constante de los gases, Ty, es la transicion media de
temperatura, Cexcy, es el exceso de capacidad calorifica a esta temperatura y

AHcq €s la entalpia calorimétrica.

CALORIMETRIA DE DILUCION ISOTERMICA (IDC).

Se ensayo la disociacién de la AGT con IDC, para obtener su constante de
asociacion Ka Se concentro la proteina para obtener un concentrado de proteina
entre 0.7 y 1.2 mM, mismo que se coloco en la jeringa del equipo. Se calibro el
equipo con el mismo amortiguador del ensayo, hasta tener una linea base
constante. La proteina en la jeringa se fue inyectando en cantidades de 10 pul con
intervalos de 400 segundos. La curva resultante se ajusté con un modelo de
disociacion simple (Bello, et al. 2011), el cual programamos en ORIGIN, para
obtener la constante y la entalpia de disociacion del dimero mediante el calor
medido en la adicién de la inyeccién i de un volumen dV; en la celda del

calorimetro:
dv,
g = AHdisc[PZ]syr dv; — AHdisc([PZ]i - [PZ]i—l Vo + 2] + Qi (2)

Donde AHgsc €s la entalpia de disociacion del dimero, [P] y [P2] son las
concentraciones molares de monémero y dimero respectivamente y qq; €s el calor
de dilucién de la proteina. La concentracion de dimero en la celda de reaccion [P];
y en la jeringa [P2]syr , estan relacionadas a la concentracion de mondémero

equivalente, [P1] , a través de la constante de disociacion:

[P, 1= [P]+ 2lP.]= Kii[P.T= +2[P.] 3)

disc

Donde Kgisc €S la constante de equilibrio de disociacion. AHgisc Y Kgisc fueron

determinadas a través de una regresion no lineal obtenida con las ecuaciones 2 y 3.
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DICROISMO CIRCULAR (CD).

La desnaturalizacion/renaturalizacion de la AGT se siguié por dicroismo
circular en distintos amortiguadores modificando su pH, como se muestra en la
tabla 3. Los espectros de dicroismo circular en el ultravioleta lejano se hicieron por
triplicado, con una concentracion de 0.02 mM de proteina (300 ug/ml). Se hizo un
barrido desde 250 hasta 200 nm, en una celda de cuarzo de 0.2 cm de paso de
luz, en los distintos valores de pH a 25°C.

Para seguir la desnaturalizacion por temperatura, se tomé el punto de
maxima sefial del espectro (225 nm) y se realiz6 un barrido variando la
temperatura entre 25 y 100°C, aumentando 1 °C por minuto. Al llegar a 90°C se
hizo nuevamente la medicion del espectro de 250 a 200 nm. Finalmente, la
muestra fue enfriada también a una velocidad de 1 °C por minuto, y se le tomo el
espectro nuevamente a 25 °C.

Para todas las mediciones se usd un espectropolarimetro de dicroismo
circular JASCO J-720, acoplado a un peltiere termoeléctrico con control de

temperatura.

DISPERSION DE LUZ DINAMICA (DLS).

Se llevaron a cabo experimentos de dispersion de luz dinamica (DLS, por
sus siglas en inglés) para determinar los radios hidrodinamicos de la AGT con un
equipo Zetasizer Nano-S de Malvern Instruments en una celda de 45 ul. Se
midieron concentraciones distintas de proteina: 2, 4 y 7.7 mg/mL, en el respectivo
amortiguador (ver Tabla 3). Con pH de 3, 4 y 5, se midi6 la AGT a una
concentracion de 1 mg/ml. Se desnaturalizaron 2 mg/mL de la proteina en
hidrocloruro de guanidina 6 My DTT 10 mM a pH 2, para determinar su diametro.
También se obtuvo el diametro de la AGT en presencia de N-acetilglucosamina 5
mM a pH de 2.
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FLUORESCENCIA (F).

Se hicieron ensayos de fluorescencia de la AGT, con una Aex 290 nm,
correspondiente a la excitacion de residuos de triptéfano, y se midio la emision en
el intervalo de 300 a 480 nm. Se us6 una concentracién de proteina de 50 pg/mli
en pHde 2, 3,4y 5 (tabla 3).

CAMBIOS EN EL AREA SUPERFICIAL ACCESIBLE AL SOLVENTE Y
ESTIMACION DE EL CAMBIO EN LA CAPACIDAD CALORIFICA.

Los célculos de area superficial fueron llevados a cabo con el programa
NACCESS (S.J. Hubbard, J.M. Thornton, NACCESS. Computer program,
Department of Biochemistry and Molecular Biology, University College, London,
1993), usando un radio de prueba de 1.4 A y un ancho de rodaja de 0.1 A. Las
coordenadas atémicas del dimero de AGT fueron tomadas del pdb 2UVO. Las
coordenadas atdmicas de las subunidades libres de la AGT fueron generadas
borrando una de las subunidades del mismo pdb, asumiendo una asociacién tipo
cuerpo rigido. Los cambios en el area superficial accesible al solvente (AA) fueron
estimados entre la diferencia del dimero y las dos subunidades libres. Los cambios
de area polar (AA;) y apolar (AA,p), fueron obtenidos a partir del cambio en areas
accesibles de los &tomos de nitrogeno/oxygeno y carbono/azufre respectivamente.
Los calculos estructurales de la capacidad calorifica de dimerizacién fueron

generados usando el modelo empirico:

ACp = 0.45(+0.03) AA, — 0.26(+0.02) AAqp (4)

Donde el coeficiente proporcional en cal mol™ K* A fue obtenido desde los datos

de dilucion de dipeptidos ciclicos (Murphy y Freire, 1992)
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RESULTADOS

Para trabajar con la lectina, primero se hizo La separacion de las tres
isoformas de la aglutinina de germen de trigo (AGT) se realiz6 mediante
cromatografia liquida de intercambio catidnico (ver materiales y métodos). Todos
los estudios fueron realizados con la isoforma 1, que es la mas abundante de las

tres (figura 5).
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Figura 5. Perfil de elucion de la AGT. Fue aplicada a una columna de intercambio catiénico Mono
S HR 16/10 y eluida con Los tres picos del perfil cromatogréfico corresponden a las tres isoformas,
1, 2 y 3 respectivamente.

Como primer paso en este trabajo, se probd la estabilidad estructural de la
proteina (AGT) a diferentes valores de pH. El objetivo fue establecer el intervalo
de pH en que la forma nativa de la proteina es estable, asi como las condiciones
en las que fuera posible estudiar el proceso de desplegamiento de manera
reversible. Se probaron valores de pH de 1.3, 2, 3, 4, 5, 6 y 8.5 (tabla 3), usando
amortiguadores de pKa pertinente para disolver la proteina. Se compararon los

espectros de dicroismo circular en el ultravioleta lejano (CD). El espectro de CD de
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AGT consiste basicamente de dos bandas, una positiva centrada alrededor de los
225 nm, y otra negativa, que aparece por debajo de 210 nm. Este patron espectral
es caracteristico de proteinas constituidas exclusivamente por dominios tipo
heveina (Rodriguez-Romero et al., 1989). Como se pueda observar en la figura 6,
la banda positiva permanece practicamente sin variacion en todo el intervalo de
pH estudiado, en tanto que la banda negativa muestra un claro incremento

conforme se disminuye el pH.
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Figura 6. Espectros de CD de AGT en el ultravioleta lejano, en diferentes pH usando una
concentracion de proteina de 6 puM.

Posteriormente, se estudi6 la desnaturalizacién térmica de la AGT, para lo
cual se vari6 la temperatura desde 20 °C hasta 100°C, siguiendo la transicion por
CD a 225 nm, a una velocidad de calentamiento de 1 °C/min. Al aumentar la
temperatura, se observd una leve baja de sefial hasta llegar a 70°C, donde la
sefal cae abruptamente, pero sin llegarse a verse el fin de la transicién (figura 7A).
Se tomo el espectro con la proteina nativa a 25 °C, después del barrido de térmico
hasta 90 °C, se tomo6 un espectro a alta temperatura, posteriormente se regreso la

proteina paulatinamente a 25°C. El espectro a 90°C muestra la pérdida total del
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pico a 225 nm (Figura 7B). Entre pH 1.3 y 4, el proceso térmico de desplegamiento

resultd reversible, a juzgar por una completa recuperacion de la sefial de CD en

una muestra previamente sometida a un ciclo de calentamiento-enfriamiento

(figura 7C). En contraste, a pH 5 la reversibilidad decrecio a 60% y arriba de pH 6

la recuperacion de la sefial fue casi nula, debido a una marcada tendencia de

agregacion de la proteina (figura 7D).
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Figura 7. Espectros y barridos de AGT obtenidos con CD. (A) Barrido de temperatura de 30 a 90
°C, de la AGT a pH 2 en 225 nm. (B) Espectro de CD de la AGT a pH 2 en el ultravioleta lejano a
90 °C. (C) Espectros de DC a pH 2, en circulos la proteina nativa y en triangulos la renaturalizada.
(D) DC de AGT en el UV lejano a pH 6, en circulos la nativa y triangulos la renaturalizada.
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La figura 8 muestra endotermas de desplegamiento térmico obtenidas

mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC), en el intervalo de pH de 2 a 7.

Al igual que lo observado con DC, entre pH 2 y 4, el desplegamiento térmico

resultdé altamente reversible, a juzgar por la recuperacion de al menos 90% de

sefial endotérmica (ver materiales y métodos), en tanto que la reversibilidad

disminuy¢ drasticamente en tanto se aumentaba aun mas el pH de la solucion.
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Figura 8. Perfiles calorimétricos de la perturbacion térmica de AGT en funcién del pH. Todas los
endotermas fueron obtenidos usando una concentracion de 0.09 mM, excepto a pH 2.5 (B), donde
hay una concentracion de 0.22 mM. Se uso una velocidad de calentamiento de 1 °C/minuto en
todos los endotermas. Por debajo de pH 4 hay reversibilidad de la proteina (A, B, C). La
reversibilidad va decreciendoenpH 4y 5 (Dy E)y a pH 7 (F) se hace nula.




A pH 2, se observa un solo pico en el traza calorimétrica (figura 8A), el cual
resulté ser independiente de la concentracion de proteina (figura 9A), lo cual
concuerda con estudios previos de sedimentacion que indican que a ese pH la
AGT es predominantemente monomérica (Chavelas et al., 2004; Nagata y Burger,
1974; Rice y Etzler, 1974). Por otro lado, al monitorease el desplegamiento
térmico de la AGT a pH 2 mediante DC a 225 nm, tampoco se observo
dependencia con la concentracion de proteina (figura 10), lo cual concuerda con
los resultados de DSC.Conforme el pH se aumentd, fue apareciendo otro pico
endotérmico a bajas temperaturas (figura 8B-F). Este pico (entre 40 y 65°C)
resulté dependiente de la concentracion de proteina (figura 9B), por lo tanto,
corresponde a la disociacion del dimero. A pH 2.5, el uso de baja concentracion de
proteina (por ejemplo, 0.09 mM) produjo un solo pico, similar al obtenido a pH 2,
mientras que a mayor concentracion (por ejemplo, 0.22 mM), se observa el

segundo pico a baja temperatura (figura 8B).
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Figura 9. Perfiles calorimétricos de la perturbacion térmica de la AGT en funcion de la
concentracion de proteina (A) pH 2 y (B) pH 3, en glicina-HCI 50 mM.
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Figura 10. Barridos térmicos CD vs concentracién proteina. AGT a pH 2 en 225 nm con diferentes

concentraciones de proteina (6 uM y 54 uM).

DESPLEGAMIENTO DE LA AGT MONOMERICA

El pico del termograma obtenido a pH 2 por DSC, es mas ancho que el de
los otros pH ensayados y se extiende sobre un intervalo amplio de temperatura, lo
gue sugiere la presencia de intermediarios estables durante el proceso de
desplegamiento de la AGT monomérica (AH,w/AHcy = 0.3). Un analisis de
deconvolucién del pico nos revel6 que puede ser ajustado satisfactoriamente por
un modelo de tres transiciones independientes de dos estados. En contraste,
modelos del mismo programa (ver materiales y métodos) con cualquier otro

namero de transiciones que tienen un pobre ajuste o no convergen (figura 11).
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Figura 11. Andlisis de deconvolucién de los endotermas de AGT (0.09 mM) a pH 2. En el inserto
del panel A, se muestra un ajuste con dos transiciones independientes.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los parametros
de desplegamiento entre los modelos de transiciones secuenciales e
independientes (tabla 4). Este resultado es convincente por el hecho de que los
tres valores de Tp, tienen una separacion significativa entre ellos, lo cual implica el
caracter independiente de cada dominio para su desplegamiento como evento
independiente. En la tabla 5 se muestran los resultados de los parametros

obtenidos basados en un mecanismo de transiciones independientes.
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Tabla 4. Comparacion de los parametros de desplegamiento para las transiciones
secuenciales e independientes del monémero de AGT a pH 2.

1 2 3
Transiciones
independientes
Tmi (°C) 68.0£0.7 79.0+ 0.6 911+04
AHy; (kcal/mol) 31+£2 43+3 42 +1

Transiciones secuenciales
Tmi (°C) 66.3+0.1 79.6 £ 0.1 925+0.1
AHy; (kcal/mol) 34+2 44 + 2 43+1

Tabla 5. Parametros de desplegamiento para las transiciones calorimétricas del
mondémero de AGT a pH 2 y distintas concentraciones de GndHCI.
Transiciones

1 2 3

0 M GndHCI
Tmi (°C) 68.0+ 0.7 79.0+ 0.6 91.1+04
AHy; (kcal/mol) 31+£2 43+3 42 +1

1.5 M GndHCI
Tmi (°C) 55.2+0.2 69.4+0.1 86..0+0.3
AHy; (kcal/mol) 29+1 402 39+1

2 M GndHCI

Tmi (°C) 52.6+0.5 67.9+0.3 81.9+0.3
AHy; (kcal/mol) 28+1 38+1 36+1

El haberse obtenido solo tres transiciones calorimétricas, en lugar de
cuatro, teniendo en cuenta que la AGT es de cuatro dominios, puede ser explicado
basandonos en escenarios moleculares diferentes. Una posibilidad es que a pH 2,

un dominio de los cuatro sea muy estable, y que por lo tanto no se alcanza su
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desplegamiento a las temperaturas mas altas alcanzadas por el calorimetro. Para
verificar est4 posibilidad, se hicieron escaneos térmicos en presencia de
guanidina. Los andlisis de los endotermas son muy similares a los realizados con
la proteina en ausencia del agente caotropico (figura 8), aunque con los valores
correspondientes de T, and AHy significativamente mas bajos para las tres
transiciones (tabla 5). No hay ninguna evidencia de cuatro transiciones.
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Figura 12. Andlisis de deconvolucion de las endotermas de AGT con guanidina 2 M, con una
concentracién de proteina de 0.09 mM a pH 2.

Otro escenario es que en condiciones muy acidas, un dominio se vuelve
inestable, pero el contacto con otro dominio es suficiente para conservarlo
plegado. En este escenario de acoplamiento dominio-dominio, una transicion
deberia exhibir un valor de entalpia que fuera la suma de los dos dominios
acoplados, resultando mucho mas alto que las otras dos transiciones. Al usar los
valores de ACp experimentales reportados para heveina (= 0.56 kcal mol™ K™)
(Hernandez-Arana et al., 1995), las entalpias de desplegamiento a 79 °C (Tm para

la transicion 2) nos dan 37.2 y 35.2 kcal mol’ para las transiciones 1 y 3
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respectivamente. Estos dos valores son comparables a los de la transicion 2 (AHy1
~ AHys = 0.85AH). Ademas, los parametros de desplegamiento de cada una de
las tres transiciones calorimétricas son comparables a las reportadas para la
heveina monomeérica en condiciones acidas muy similares (T, = 74 °C, AHy = 29
kcal mol™, pH = 2.1 (Hernandez-Arana et al., 1995). Por lo que, serfa de esperarse
que el acoplamiento entre dominios fuera afectado diferencialmente por el agente
caotropico, por lo que el efecto de este ultimo deberia conducir a la pérdida del
acoplamiento. En contraste, como puede ser observado en la Figura 13, tanto AHy
y T para cada transicion muestran una dependencia linear en diferentes
concentraciones de guanidina. En suma, en los datos no encontramos evidencia
alguna de que dos dominios tipo heveina de la AGT tengan un desplegamiento

cooperativo.
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Figura 13. Entalpias de desplegamiento (A) y temperaturas maximas del pico (B) en funcién de la
concentracién de guanidina para cada una de las transiciones mostradas por el monémero de la
AGT a pH 2 (Tabla 5).

Un tercer escenario para explicar la existencia de solo tres transiciones de
desplegamiento, es que uno de los dominios es inestable y esta desplegado a pH
2. La figura 14 nos muestra los espectros de fluorescencia de AGT en distintos
valores de pH. A pesar de que la proteina dimeriza arriba de pH 2, el espectro se
obtuvo con baja concentracién de proteina (3 uM), asi es que sélo una pequefia

fraccibn de mondémeros forman dimeros a pH 4 y 5 (alrededor de 6%, ver mas
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adelante). La intensidad de fluorescencia del monémero a pH 2 es notoriamente
mas baja comparada con la mostrada a pH 4 y 5. Si bien la diferencia entre los
espectros de fluorescencia pudiera indicar estados conformacionales distintos de
la proteina en funcion del pH, esta diferencia también podria deberse a cambios
simples inducidos por el solvente, por ejemplo, al cambio en el estado de
protonacion de algun grupo ionizable cercano a un residuo de triptéfano. No
obstante, en este punto es conveniente mencionar un estudio de la AGT donde fue
guimicamente tratada CNBr (Balasubramaniam et al.,, 1991). Este tratamiento
provocé un corte en la cadena polipeptidica en la Met?®, es decir, justo en la parte
media del dominio A. Esta especie de AGT resulté ser monomérica a pH neutral y
mostré un decremento del 30% de la intensidad en el espectro de fluorescencia. El
monomero a pH 2 mostré un efecto similar al descrito anteriormente incubado en
CNBr con un dominio roto. La AGT tiene tres residuos Trp por subunidad, en las
posiciones 41, 107 y 150, pertenecientes a los dominios A, C y D,
respectivamente. De esta manera, el apagamiento observado en la proteina nativa
a pH 2 esta asociado también con un cambio conformacional en uno de los tres

dominios que tienen Trp.
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Figura 14. Espectros de fluorescencia de la AGT (Aexe = 290 nm), con diferentes valores de pH y
25 °C, obtenidos usando una concentracion de proteina de 3 puM.

La conclusibn anterior fue respaldada con resultados del radio
hidrodindmico de la AGT, obtenidos con DLS (figura 15), donde observamos que
el monémero en pH &cido esta un poco expandido, mostrando un peso molecular
aparente de 22 = 2 kDa (lo esperado es 17.1 kDa), mientras que el valor para el

dimero en pH menos acido nos da en promedio 33.7 kDa.
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Figura 15. Radio hidrodinamico y aparente peso molecular de la AGT determinados por DLS,
usando una concentracién de proteina de 410 uM

Por otro lado, en el espectro de dicroismo circular notamos una pequefa
variacion en la banda negativa alrededor de los 205 nm (figura 16), muy similar a
la observada en la AGT con el dominio A roto (Balasubramaniam et al., 1991).
Asimismo, en la figura 16 se puede observar que esta variacion se hace mas
pronunciada en pH 1.3, confirmando que es un factor caracteristico de la forma

monomérica en pH acido de la AGT.
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Figura 16. Espectros de DC en el UV lejano de la AGT en funcién del pH y 25 °C, obtenidos
usando una concentracion de proteina de 18 puM.

En resumen, la consideracion simultanea de los datos espectroscopicos y
calorimétricos nos sugiere que la AGT en pH acido presenta un dominio
parcialmente desplegado que preserva contenido nativo de estructura secundaria
pero estructura terciaria perturbada. Ademds, este rearreglo estructural es
totalmente reversible, ya que al cambiar de pH una muestra de proteina
previamente incubada a pH 2, alcanza de nuevo la misma intensidad de
fluorescencia vista en la figura 14 parapH 4y 5.
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DESPLEGAMIENTO Y DISOCIACION DEL DIMERO DE AGT.

Como se indico, las mediciones de DSC a pH > 2 revelan la presencia de
un pico endotérmico que involucra la disociacion del dimero. La Figura 17 muestra
que la temperatura del maximo del pico de disociacion (Tpqs) incrementa
notoriamente conforme se incrementa el pH. Es decir, el dimero se estabiliza
conforme el pH se mueve hacia el punto isoeléctrico de la proteina (pl = 7.3),
aunque pareciera que entre pH 5y 7 la estabilidad se mantiene constante. En
contraste, la temperatura del maximo para el pico de desplegamiento del
monomero (T,yu) varia solo ligeramente a pH < 4, mientras que se mueve
claramente a mayor temperatura al aumentar el pH, con un incremento
significativo en el area bajo la curva de los termogramas de DSC (figura 8 B-F). No
obstante, a pH neutral el pico cae abruptamente a mayor temperatura debido al
efecto exotérmico que acompafa la precipitacion irreversible de la proteina (figura
8 E-F).
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gura 17. Temperatura del maximo del pico de disociacion (simbolos sélidos) y del pico del
desplegamiento del mondémero (simbolos abiertos) de la AGT en funcién del pH, determinados por
DSC.
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Para cuantificar con precision la energética de dimerizacion de la AGT, se
llevaron a cabo mediciones de calorimetria de dilucién isotérmica (IDC) en funcién
de la temperatura y pH. Pequefias alicuotas de una solucién altamente
concentrada de proteina fueron afadidas secuencialmente a la celda del
calorimetro cargada con soluciéon amortiguadora. Las sefiales de calor registradas
son proporcionales a la entalpia de disociacion y al nimero de moles de dimero
gue son disociadas en la dilucién, lo cual a su vez depende de la constante de
disociacion y de la concentracion total de proteina en la jeringa y en la celda de
reaccion (ecuaciones 2 y 3 en materiales y métodos). Como puede ser observado
en la figura 18, los datos calorimétricos se describen satisfactoriamente usando un
modelo simple de disociacién de dimero, el cual incluye el calor de dilucién de la
proteina como parametro ajustable. En la tabla 6A, se muestran los resultados de
las determinaciones de IDC a pH 3 con diferentes temperaturas, en términos de
formacion del dimero. La dimerizacion fue entalpicamente dirigida en el intervalo
de temperatura estudiado. Esta contribucion favorable fue parcialmente cancelada
por un decremento de la entropia, con excepcion de 30 °C, que fue la temperatura
mas baja estudiada, donde la entropia fue favorable.
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Figura 18. Isotermas de dilucién de AGT a pH 3 en funcién de la temperatura (30, 33, 35, 40 y 43
°C) obtenidas por IDC. 30 alicuotas consecutivas de 10 ul de solucién de proteina (0.7 a 0.9 mM)
se diluyeron en 1.44 mL de solucién amortiguadora (glicina-HCI 50 mM). Las lineas sélidas
representan el mejor ajuste por regresién no lineal de un modelo de disociacién del dimero (ver
ecuaciones 2y 3).

Tabla 6. Energética de dimerizacion de AGT obtenida por IDC.

A. A pH 3, en funcion de la temperatura

T KA AGA AHA TASA

(°C) (M'x10%  (kcal mol™) (kcal mol™) (kcal mol™)

30 12.1+0.2 -5.7 -34+0.2 2.3

33 8.3+0.5 -5.5 -5.8+0.2 -0.3
35 7.3+04 -5.5 -74+04 -1.9
37 6.5+0.3 -5.4 -9.6+0.5 -4.2
40 6.2+04 -5.4 -14.8+0.2 -9.2
43 3.5+0.7 -5.1 -23.6 £0.3 -18.5
46 0.8+0.1 -4.3 -34.2+3.1 -29.9
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B. A 37 °C, en funcién del pH

pH KA AGA AHA TASA
(M*x10%)  (kcal mol™) (kcal mol™) (kcal mol™)

3.0 6.5+0.3 -5.4 -9.6+0.5 -4.2
3.5 125+1.6 -5.8 -2.7%+0.1 3.1
4.0 33.3+0.9 -6.4 -1.9+0.1 4.5
4.5 440+ 1.7 -6.6 -0.9+0.1 5.7

La figura 19 muestra la entalpia de dimerizacién (AH,) en funcion de la
temperatura. Dos tendencias diferentes se pueden distinguir en el gréfico. A bajas
temperaturas (T < 35 °C), el AH, varia linealmente. En contraste, a altas
temperaturas fue observado un ACpp cada vez mas negativo. Si consideramos
solo los puntos entre 30 y 35 °C, el cambio de capacidad calorifica (ACpp) que se
obtiene es de -794 + 8 cal mol * K . Los célculos de &area superficial usando la
estructura de rayos X de la AGT arrojan un area interfacial dimérica polar y apolar
de -1670 y -2630 A, respectivamente. Esta composicion de areas nos da un indice
de hidropatia (AAp/AA;) de 0.39, que es comparable al valor promedio observado
para otros homodimeros de proteinas (Garcia-Hernandez et al., 2000). De
acuerdo a la ecuacién 4, estos cambios son consistentes con un valor esperado
de ACpa de -750 + 57 cal mol * K . Es de hacerse notar que los célculos de area
superficial fueron realizados asumiendo una asociacion tipo cuerpo rigido. Por lo
tanto, la excelente concordancia entre los valores de ACpa calculado y
experimental indica que debajo de 35 °C, la asociacion de las subunidades de la

AGT se lleva a cabo sin grandes cambios conformacionales.
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Figura 19. Entalpia de dimerizacién de AGT a pH 3 (50 mM Glicina/HCI, 0.03 M) en funcién de la
temperatura. La linea continua representa el mejor ajuste de un polinomial de tercer orden, el cual
nos muestra un incremento de ACpa desde -0.8 kcal mol™ K™ a 33 °C hasta -5.5 kcal mol* K* a 46
°C. La linea punteada representa el mejor ajuste de una linea recta entre 30 y 35 °C, con un ACpa
=-0.8 kcal mol* K™,

Por otro lado, el incremento del valor negativo de ACpa observado arriba de
35 °C es un comportamiento que ha sido observado en proteinas complejas,
donde al menos una de las moléculas interactuantes se pliega al producirse el
evento de union (Abian et al., 2009; Ladbury y Williams, 2004; Freiburger et al.,
2011). En estos casos, la energética observada es resultado de la union mas la
contribucion del plegamiento. Conforme la temperatura va incrementando, una
fraccibn mayor de las moléculas libres se despliega, por lo que la contribucién del
replegamiento cada vez es mayor. Como el ACp de plegamiento de una proteina
globular siempre es negativo, se explica el por qué se aprecia un notable

incremento en el ACpa en sistemas acoplados de plegamiento/union. Al considerar
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conjuntamente los datos de IDC y DSC, podemos concluir que un comportamiento
similar ocurre con la AGT. Como se ve en la figura 9B, el inicio de la endoterma de
desplegamiento ocurre alrededor de la temperatura donde la dependencia térmica
del ACpa ya no es lineal (figura 19). Por tanto, podemos concluir que en el pico
observado en los termogramas de DSC a bajas temperaturas y pH >2.5, ocurren
de manera acoplada efectos del calor de disociacion y del desplegamiento parcial
de las subunidades de la proteina.

Mediciones adicionales de IDC en funcion del pH fueron llevadas a cabo a
temperatura constante (37°C). Se obtuvieron resultados solo para el intervalo de pH
entre 3.0 y 4.5 (tabla 6B). Por debajo de este intervalo, la interaccién es demasiado
débil para ser medida por IDC, mientras que arriba de pH 4.5, las mediciones no
fueron posibles ya que la solubilidad de la proteina es muy baja y las sefiales de
calor muy pequefas. Mientras el dimero fue entalpicamente favorecido a pH 3, con
valores mas altos de pH la contribucidn entrépica se vuelve favorable y
predominante. Como se observa en la figura 20, la variaciébn de Ka con el pH se
asemeja al de Tpgqs . Por lo tanto, DSC puede ser usado como una herramienta

conveniente para verificar el estado de dimerizacion de la AGT.
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Figura 20. Se muestra el In de las constantes de asociacion en funcion del pH obtenidas por IDC
(A). Temperatura del maximo del pico de disociacién en funcién del pH obtenidas por DSC (B)
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La curva de la figura 20A tiene la forma tipica sigmoidal de valoracion acido-
base, con un punto medio aparente entre 3.5y 4.0. Los grupos carboxilato libres en
proteinas usualmente tienen valores de pKa en este intervalo de pH. Al revisar la
estructura cristalina de la AGT (pdb 2UVO), se aprecian dos pares de residuos
acidos equivalentes (dos residuos por subunidad) cuyos grupos cargados forman
parte de la interfase del dimero: Asp®® y Glu'*®. Cada Glu*'® forma un puente de
hidrégeno con el grupo hidroxilo de la Tyr”® de la otra subunidad, formando parte de
un sitio de unién al carbohidrato. En el caso de Asp®®, cada residuo forma un puente
salino intercatenario con la Arg® (figura 21). Curiosamente, los dos pares de
interacciones intermoleculares estdn expuestas al solvente. De este modo, se
esperaria una pequefia variacion de pKa en los correspondientes grupos

carboxilato, consistente con el valor aparente de pKa observado en la figura 20B.

ARG

- ARG
ISRRGARGARG ARGARG

ARG

Figura 21. Cristal de AGT (2UVO) donde se muestra la interfase entre las dos subunidades en el
sitio del puente salino entre la Arg 84 y la Asp 86. También se observa la interaccion entre la tirosina
73y el acido glutamico 115.
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DISCUSION

Hemos usado en este trabajo técnicas calorimétricas de alta precision para
caracterizar la estabilidad y mecanismo de ensamblaje de la isoforma 1 de la AGT.
Los datos aqui presentados indican que la formacién del dimero es un proceso
complejo que varia dependiendo de las condiciones de pH de la solucién. Las
subunidades se pliegan en un proceso de varios pasos, en el cual cada uno de los
cuatro dominios tipo heveina de la AGT, experimenta una transicion de dos
estados (N < D). En ciertas condiciones de pH y temperatura, bajo las cuales las
subunidades libres tienen los cuatro dominios propiamente plegados, el proceso
de dimerizacién sigue una asociacion tipo cuerpo rigido. El desplegamiento de
alguno de los dominios de la AGT, inducido por acidez o por temperatura, se
opone eficazmente a la formacion del dimero. Sin embargo, hay ciertas
condiciones moderadas de desnaturalizacion donde la subunidad libre tiene un
dominio de los cuatro, parcialmente desplegado, pero los contactos
intermoleculares son capaces de compensar el costo energético del replegamiento
del dominio. Bajo tales circunstancias tiene lugar un evento de plegamiento
inducido por union.

La autoasociacion es una caracteristica recurrente en numerosas lectinas
de plantas (Shina et al., 2007). En la inmensa mayoria de casos, cada protomero
acarrea un solo sitio de unién a carbohidratos. Por tanto, en esas lectinas la
homooligomerizacién es obligatoria ya que es la Unica forma que tienen para crear
el andamiaje multivalente que hace posible la capacidad de aglutinacion celular,
uno de los mecanismos mayores de defensa en plantas (Sharon y Lis, 2004). El
proceso de disociacion-desplegamiento de varias lectinas homooligoméricas de
plantas ha sido caracterizado, principalmente a través de estudios de
desnaturalizaciéon quimica. La tabla 7 muestra y compara las propiedades de
formacion de la estructura cuaternaria de algunas lectinas. La mayoria de ellas
son oligomeros obligados, es decir, que las subunidades requieren de la formacion

de la estructura cuaternaria para adquirir su conformacién nativa. En cierto
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sentido, la lectina de cacahuate es una excepcion a esta tendencia. Este tetramero
se disocia en monomeros compactos (Dev et al., 2006). Sin embargo, las
subunidades adoptan una conformacion de glébulo fundido, con una capacidad
reducida de unir a su ligando sacaridico (Reddy et al., 1999). Las lectinas en la
tabla 4 pueden ser consideradas como poseedoras de una alta estabilidad
estructural, con energias libres de Gibbs acopladas entre plegamiento y
oligomerizacién en un rango de -12 hasta -59 kcal mol* (0 en términos de
constante de oligomerizacion, de j10® a 10*'1) Este mecanismo de formacién y alta
estabilidad estructural no es sorprendente para proteinas que requieren del estado
oligomérico para llevar a cabo su actividad bioldgica.

Tabla 7. Mecanismos y energética de formacion de homooligémeros de
algunas lectinas de plantas.

Lectina Ensamblaje AGa Ka T pH Ref
cuaternario®  (kcal mol™) 9)

Lectin de Leguminosa

Lectina acida de frijol 1l 2U =N, -13 1x10° 35 5.0 (Mitraetal., 2002)
Lectina E. corallodendron 2U >N, -16 2x10™ 37 7.4 (Mitra etal., 2003)
Chicharo 2U >N, -18 4x10" 37 7.2 (Ahmad etal., 1998)
Lectina Erythrina indica 2U >N, -23 1x10*° 40 7.2 (Ghoshy Mandal, 2006)
Concanavalina A 4U >N, -30 2x10%° 39 7.4 (Sinhaetal., 2005)
Cacahuate 41 DN, -30 2x10%° 37 7.4 (Dev etal., 2006)
Aglutinina de soya 4U SN, -59 2x10* 37 7.4 (Sinhaet al., 2005)
Tipo Jacalina
Frutalina 4U >N, -12 1x108 20 7.4 (Campana et al., 2002)
Platano 2U >N, -18 4x10" 25 7.0 (Guptaetal., 2008)

Tipo Heveina
AGT 2N >N, -7 5x10* 37 4.5 Este trabajo

% Todos los datos estan determinados por ensayos de desnaturalizacién quimica.
® U: estado desplegado; N: estado nativo. I: intermediarios.
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En relacion a todas las lectinas antes descritas (tabla 7), la AGT se
comporta como un homodimero débil no obligado. Aunque no es posible
determinar la estabilidad del dimero de la AGT a pH neutral (como fue el caso
para la mayoria de lectinas en la tabla 7), las tendencias observadas en la figura
20 claramente sugieren que el valor del AGa a ese pH estaria cerca de 7 kcal mol’
!, Este comportamiento distintivo podria implicar que para la funcién de la AGT, la
auto-oligomerizacién no es tan esencial como lo es para las lectinas de otras
plantas. En este contexto, es relevante mencionar el comportamiento observado
con la aglutinina de Urtica dioica (AUD). Esta pequefia proteina estd compuesta
de dos dominios tipo heveina, cada una posee un sitio de unién a carbohidrato
(Harata y Muraki, 2000). A pesar de ser monomérica, la UDA es capaz de
aglutinar eritrocitos, debido a su constitucion bi-dominio. La AGT bien podria tener
un comportamiento parecido. Ha sido mostrado que el dominio B aislado de la
AGT es capaz de reconocer al ligando sacaridico (Espinosa et al., 2000). De este
modo, a pesar de que la autoasociacion es fundamental para que la AGT tenga un
maximo de afinidad por su ligando, los mondémeros libres pueden también tener
una actividad significativa. Esta situacién podria hacer que la dimerizacion fuera
menos obligatoria para la AGT en comparacion con otras lectinas oligomeéricas
gue tienen sitios de unién a carbohidrato unicatenarios. Por otro lado, vale la pena
mencionar algunos estudios que se han realizado de la interaccion de la AGT con
su carbohidrato. En tales investigaciones, tipicamente se han usado
concentraciones relativamente bajas de proteina. Por ejemplo, Bains en 1992,
utilizé 30 uM de AGT durante sus mediciones de ITC a pH de 4.7. De acuerdo a
las constantes de dimerizacion de la tabla 6B, en dichos experimentos las
fracciones de proteina que encontramos en estado dimérico y monomérico pueden
ser alrededor de 50 y 50%. Bajo tales condiciones, toma lugar un equilibrio
complejo entre la union del ligando y la dimerizacion de la lectina. Otros estudios
de unioén realizados con AGT han usado cantidades similares o incluso mas
pequefias de proteina que las empleadas por Bains. (Van Landschoot et al., 1977;
Privat y Monsigny, 1975; Thomas et al., 1977; Clegg et al., 1983; Nagahora et al.,
1995; Kristiansen et al., 1999; Muraki et al., 2002; Bogoeva et al., 2004). Por
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consiguiente, seria conveniente un nuevo analisis de las propiedades de unién de
la AGT a su azucar.

A pH 2, donde la AGT es monomeérica, uno de los dominios esta desplegado
a temperatura ambiente. AUn tenemos que experimentar mas para identificar el
dominio que se encuentra desplegado, asi como para determinar qué dominio
corresponde a cada transicion encontrada en los trazos de DSC. Para resolver
estas cuestiones, nos encontramos en el proceso de expresar los dominios de la
AGT aislados, con el fin de caracterizar la energética de desplegamiento de cada
uno por separado. Este estudio también podria ayudar a determinar si los efectos
cooperativos en el plegamiento son importantes o no. Mientras tanto, se puede
anticipar que el dominio B de la AGT es uno de los que se mantiene plegados a
pH 2. A diferencia los otros tres, el dominio B es el Unico que no tiene Trp. Por lo
tanto, es menos probable que sea el responsable del apagamiento de
fluorescencia registrado a pH 2. Ademas, célculos basados en la secuencia de
aminoécidos (Bjellqvist et al., 1993) revelan que de pH 7 a pH 2, el dominio B tiene
menos cambio en su carga eléctrica neta (+1.2) en comparacion con el dominio C
(+2.2), A (+3.2) y D (+4.2). De este modo, la estabilidad del dominio B esta
presumiblemente menos comprometida que las de los otros tres dominios
conforme el pH disminuye.

A pesar de que un dominio se despliega a pH bajo, el presente estudio
muestra que la AGT no solo consta de un mondmero altamente resistente a la
acidez, si no que también los cambios conformacionales de la lectina se revierten al
incrementar el pH. Esta propiedad hace a la AGT altamente apropiada para
transportar medicamentos via oral, ya que se especula que una vez que la AGT
alcance el intestino, puede llegar a una zona éptima para volver a su conformacién

dimérica totalmente activa (Gabor et al., 2004).
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