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Resumen 

Las membranas celulares son muy abundantes en glicoconjugados expuestos al solvente 

extracelular, los cuales,  de manera colectiva, son denominados glicocáliz. Una de las 

funciones primordiales del glicocáliz es brindarle identidad a la célula, por lo que resulta 

trascendente para la discriminación entre lo propio y lo ajeno. Además, su composición 

varía de manera significativa entre los tipos celulares, así como en las distintas etapas de 

diferenciación, por consiguiente, el estudio de proteínas que sean capaces de reconocer 

dichos glicoconjugados membranales de forma altamente específica, es de gran 

importancia para el desarrollo de fármacos dirigidos a  un gran número de enfermedades, 

tales como  cáncer, diabetes, enfermedades autoinmunes e incluso infecciones causadas 

por patógenos  (Sharon, 2008). 

En los últimos años, un grupo de proteínas ha despertado gran interés debido a su 

actividad biológica: las lectinas, las cuales reconocen monosacáridos y oligosacáridos, 

uniéndose a éstos de forma reversible con una alta especificidad, sin ejercer ningún tipo 

de actividad catalítica (Sharon & Lis, 1998). 

 La aglutinina del germen de trigo (AGT) es una lectina de arquitectura molecular 

compleja. Su cadena polipeptídica consta de cuatro dominios isoestructurales homólogos 

a la heveína, la lectina más pequeña conocida hasta el momento (Jiménez-Barbero et al., 

2006). La AGT es una lectina emblemática, ya que fue la primera proteína descrita con 

capacidad de discriminar entre células malignas y normales (Aub et al., 1965). Es capaz de 

reconocer y unirse específicamente a residuos N-acetilneuramínico y N-acetilglucosamina. 

Desde entonces, la AGT ha sido empleada como modelo de múltiples investigaciones en el 

campo biomédico y biotecnológico. Recientemente, ha sido considerada  como un eficaz 

transportador de fármacos que son administrados por vía oral, ya que exhibe la capacidad 

de adherirse, invadir y realizar transitocis de enterocitos (Gabor et al., 2004). Aunque es 

una proteína muy estudiada, las bases moleculares de su estabilidad estructural y su 

capacidad para la unión a carbohidratos aún no están bien determinadas. 

 Nuestro grupo de trabajo ha realizado en años recientes estudios dirigidos al 

estudio del desplegamiento y la disociación de la AGT en función de la temperatura y pH, 

empleando técnicas calorimétricas y espectroscópicas (Chavelas et al., 2004; Portillo-

Téllez et al., 2011). Esta lectina presenta un mecanismo de plegamiento y autoasociación 

fuertemente influido por las condiciones de la disolución. Bajo condiciones neutras o 

cercanas a la neutralidad, forma homodímeros débiles no obligados, mientras que a pH 

bajo se disocia, formando monómeros. Los resultados de los estudios calorimétricos y 

espectroscópicos sugirieron que en valores de pH < 3, uno de los cuatro dominios que 

componen a la AGT se encuentra desplegado.  

Con el fin de profundizar nuestro conocimiento sobre el mecanismo de ensamblaje 

y función de la AGT, el presente proyecto tiene como objetivo caracterizar 

termodinámicamente la unión de cada uno de los dominios de la AGT con N-N’-N’’-
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triacetilquitotriosa a pH 4.7 y a 25°C, mediante calorimetría de titulación isotérmica (ITC). 

Para ello, se procedió a la expresión y purificación de los dominios de manera 

recombinante en E. coli. Además, para corroborar la integridad estructural de los 

productos, se evaluó el contenido de estructura secundaria mediante técnicas 

espectroscópicas.  
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1. Introducción 

1.1 Lectinas 
 

En la naturaleza, existen una gran cantidad de proteínas que interactúan de manera no 

covalente con carbohidratos, como enzimas carbohidrato-específicas o anticuerpos 

anticarbohidratos. En los últimos años, un grupo de proteínas ha despertado gran interés 

debido a su actividad biológica: las lectinas (Sharon & Lis, 2004; Sharon, 2008). 

 A finales del siglo XIX se comenzaron a acumular evidencias de proteínas que 

poseían la capacidad de aglutinar eritrocitos. Estas proteínas fueron llamadas 

hemaglutininas o fitoaglutinas, ya que primero fueron descubiertas en extractos vegetales 

(Sharon, 2004). En 1888 se descubrió la primera lectina, la ricina, cuando Peter Hermann 

Stillmark observó actividad hemaglutinante de células en extractos de Ricinus communis. 

Desde entonces, centenas de lectinas han sido aisladas y caracterizadas con respecto a su 

especificidad para unirse a carbohidratos, estructura molecular y propiedades 

bioquímicas.  En general, las lectinas de diferentes especies de plantas difieren con 

respecto a su estructura molecular y especificidad (Peumans & Van Damme, 1995). 

 Las lectinas reconocen monosacáridos y oligosacáridos, uniéndose a éstos de  

forma reversible y con una alta especificidad, sin ejercer sobre ellos actividad catalítica. 

Están presentes en todo tipo de entidades biológicas: bacterias, plantas, hongos, 

animales, algas, protozoos e inclusive en virus (Lis & Sharon, 1998; Sharon, 2008; Sinha et 

al, 2007; Peumans & Van Damme, 1995). 

Las lectinas son proteínas que tienden a formar homooligómeros. Típicamente 

poseen 2 o más sitios de unión a carbohidratos por molécula, es decir, son divalentes o 

polivalentes. Por consiguiente, cuando interactúan con células no sólo reconocen los 

carbohidratos de la superficie membranal, sino que pueden causar una unión cruzada de 

células y su subsecuente precipitación. Este fenómeno se conoce como aglutinación y es 

una de las principales características de dichas proteínas. También pueden formar uniones 

cruzadas con glicoproteínas o polisacáridos en solución, induciendo su precipitación. 

Tanto la aglutinación como la precipitación pueden ser inhibidas bajo la presencia  de los 

azúcares que sean los ligandos específicos de dichas lectinas (Sharon & Lis, 1998, Lis & 

Sharon, 2004; Sinha et al, 2007). 

Estas proteínas desempeñan una gran variedad de roles dentro de las plantas: 
participan en las simbiosis entre las bacterias fijadoras de nitrógeno con la raíz de la 
planta, poseen actividades mitogénicas, almacenan proteínas, transportan carbohidratos, 
actúan como una barrera protectora contra la acción patogénica de ciertos organismos, 
como bacterias, virus, hongos, insectos e incluso nemátodos. En diversas especies 
animales se ha reportado que las lectinas participan en el reconocimiento y la eliminación 
celular del sistema circulatorio, así como de células envejecidas, células tumorales y 
microorganismos, mediante un proceso de opsonización y la participación de células con 
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actividad fagocítica (Peumans & Van Damme, 1995; Lis & Sharon, 2004; Sharon & Lis, 
1998). 

1.2 Aplicaciones de la lectinas 
 

Las lectinas han resultado de gran utilidad en el campo biotecnológico y en la 
investigación biomédica. Varias lectinas que son extraídas de su fuente natural son 
empleadas en reacciones de precipitación, hemaglutinación y para estimulaciones 
mitogénicas de linfocitos. Unidas a pigmentos fluorescentes o enzimas son utilizadas 
como agentes citoquímicos o histoquímicos para la detección de glicoconjugados en 
tejidos, células, organelos celulares, rutas metabólicas y glicosilación de proteínas. Han 
sido indispensables para la purificación y aislamiento de glicoproteínas, glicopéptidos y 
oligosacáridos, por cromatografía de afinidad. La unión a lectinas ha sido usada para 
demostrar que los receptores de membrana para hormonas, factores de crecimiento, 
neurotransmisores y toxinas, son en su mayoría, glicoconjugados. En cuanto al campo 
clínico, fueron clave para la tipificación de los diferentes grupos sanguíneos, se han 
utilizado como auxiliares en el transplante de médula ósea en pacientes con 
inmunodeficiencias severas; además de ser empleadas para la elaboración de 
tratamientos contra condiciones patogénicas mediadas por leucocitos y tratamientos anti-
adhesión de bacterias patógenas (Sharon & Lis, 2004; Sharon, 2008). 

1.3 Tipos de lectinas 

 
Existe una gran variedad de lectinas, y han sido agrupadas con base en diferentes 

características. 

Una de las primeras clasificaciones se realizó basándose en la especificidad hacia 

un determinado carbohidrato (Lis & Sharon, 1998). De acuerdo a esta clasificación se 

organizaron como lectinas unidoras de: 

• Manosa 

• Galactosa/ N-acetilgalactosamina 

• N-acetilglucosamina 

• Fructosa  

• N-acetilneuramínico 

La clasificación moderna de lectinas utiliza como primer criterio de división el tipo de 

organismo del cual proviene y posteriormente los subdivide considerando el motivo 

estructural. Sin embargo, como se puede observar en la Fig. 1, el segundo criterio no 

siempre es un motivo estructural y se remite a algún grupo específico, como en el caso de 

las lectinas de plantas, las cuales se describen a continuación.  (3D LectinDatabase 

http://lectin3d.cermav.cnrs.fr) 
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Figura 1.Clasificación moderna de las lectinas. Emplea como primer criterio el tipo de organismo del cual procede la 
lectina y, posteriormente, subdivide considerando el motivo estructural (Algas, código PDB 2GUE. Hongos y levaduras, 
código PDB 2IHO. Bacterias,  código PDB 1QXM.  Animales, código PDB 1E9L. Virus, código PDB 1HAO. Plantas, código 
PDB 1IQB). 
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1.3.1 Lectinas de plantas 

El componente principal de la mayoría de las lectinas vegetales son láminas β. La 

orientación que éstas presenten dentro las subunidades de la lectina es clave para que el 

reconocimiento hacia carbohidratos sea específico  (Sinha et al., 2007). En la figura 2 se 

muestran ejemplos de cada uno de los tipos de lectinas de plantas con sus respectivos 

sitios de unión. 

β - Prisma o de tipo Jacalina 

En este grupo se encuentran las lectinas vegetales que presentan una  estructura 

tridimensional muy similar a la de Artocarpus integrifolia (Jacalina). Son lectinas 

tetraméricas glicosiladas, donde cada subunidad contiene una cadena pesada (α) y una 

cadena ligera (β), y están constituidas por tres láminas β antiparalelas arregladas de 

manera de un prisma triangular (Sinha et al., 2007).  

β - trébol 

El motivo β- trébol es bastante común. Estas lectinas están formadas por dos monómeros, 

cada uno de los cuales presentan dos dominios, un dominio N y un dominio C unidos por 

una pequeña hélice 310. Cada dominio está formado por una repetición de tres 

subdominios, donde cada uno consta de láminas β formadas por 4 hebras antiparalelas. 

Estos subdominios son estructuralmente similares en secuencia uno del otro y juntos 

forman una estructura globular con la simetría interna repetida 3 veces  (Loris, 2002). 

Monocotiledóneas 

 

Presentan una secuencia de aminoácidos altamente conservada. Son lectinas 

tetraméricas, donde cada monómero tiene un peso molecular de ~12 kDa. El sitio de 

reconocimiento a carbohidratos está formado por cuatro hojas β antiparalelas unidas 

entre sí por giros. El conjunto se asocia de manera que forma una corona aplanada, 

dejando aparecer un gran túnel central  (Loris, 2002). 

 

Leguminosas 

 

Es la familia de lectinas vegetales más estudiada. Generalmente constan de dos o cuatro 

subunidades idénticas, donde cada subunidad contiene un sitio de unión a iones metálicos 

(Ca+2, Mn+2 y Mg+2). Están constituidas por 12 hebras β antiparalelas conectadas entre sí 

por bucles, lo que genera una estructura aplanada en forma de domo. Cuatro bucles 

localizados en la parte superior del monómero forman el sitio de reconocimiento a 

carbohidratos (Fig. 5) (Loris, 2002). 
 

Dominios tipo heveína.  
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También llamados dominios de unión a quitina, los dominios tipo heveína son de tamaño 
pequeño, constan de 30 a 45 residuos ricos en glicina y cisteína, los cuales presentan 
posiciones altamente conservadas y se encuentran organizados en torno a un núcleo de 
cuatro enlaces disulfuro, lo cual propicia que no existan estructuras secundarias regulares 
a excepción de un pequeña α hélice de cinco residuos. Los miembros de esta familia 
presentan, generalmente, dos subunidades idénticas. Cada subunidad está constituida por 
cuatro dominios tipo heveína. Cada dominio presenta un sitio de reconocimiento a 
carbohidratos (Fig. 6) (Loris, 2002. Jiménez-Barbero, et al., 2006). 
 

 Este tipo de dominio fue descrito por primera vez en la estructura de la Aglutinina 
de Germen de Trigo (AGT) (Loris, 2002, Jiménez-Barbero, et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

Figura 2. Lectinas vegetales. En el panel A se 
ejemplifica una  lectina del tipo β-prisma o 
tipo jacalina, correspondiente a Artorcarpus 

intergrifolia (Código PDB 1UGW). En el panel 
B se muestra una lectina del tipo β-trébol, 
representada por Amaranthus caudatus

(Código PDB 1JLX). En el panel C se muestra 
la lectina de Narcissus pseudonarcissus, 
lectina del tipo monocotiledóneas (Código 
PDB 1NPL). En el panel D se observa una 
lectina de tipo leguminosa, correspondiente a 
Bowringia milbraedii (Código PDB 2FMD). 
Finalmente, en el panel E, se ejemplifica una 
lectina con dominios tipo heveína. La cual 
corresponde a Hevea brasilensis (Código PDB 
1T0W). 
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1.4 Aglutinina de germen de trigo 
 
En los años 60 se observó que células neoplásicas diferían de células normales con 
respecto a la composición del glicocáliz, lo cual indicaba que la superficie celular era un 
factor determinante en el estado neoplásico (Aub et al., 1963).  Al compararse la 
respuesta entre células normales y células de tumor murino con lipasa de germen de 
trigo, se observó una aglutinación preferente por las células tumorales. Estos 
experimentos condujeron al descubrimiento de la AGT (Aub et al., 1965). El aislamiento y 
purificación de la AGT se realizó años después. Además, se demostró que el sitio tumor-
específico que interactúa con la aglutinina contiene N-acetilglucosamina (NAG) (Burger & 
Goldberg, 1967). Por tanto, la AGT es una lectina emblemática por haber sido la primera 
proteína descrita con capacidad de discriminar entre células malignas y normales. Es una 
lectina que se encuentra en abundancia en las semillas de Triticum vulgare. Existen 3 
isoformas (AGT 1, ATG 2 y ATG 3) y sus secuencias presentan identidad de 95%-97%. 
Como se detalla en la Tabla 1, presentan variaciones de residuos en 10 posiciones (Wright 
& Raikhel, 1989). 

 

Isoforma 1 Isoforma 2 Isoforma 3 

Residuo Residuo Residuo 

Asn9 Asn9 Gly9 

Ala53 Ala53 Lys53 

Thr56 Pro56 Pro56 

Gln59 His59 His59 

Tyr66 His66 His66 

Ala93 Ser93 Ala93 

Phe109 Phe109 Tyr109 

Gly119 Gly119 Glu119 

Ser123 Ser123 Asn123 

Gly171 Ala171 Gly171 

Tabla 1. Posiciones que presentan cambios de residuos entre las tres isoformas de AGT.  

  

 La AGT, además de pertenecer al grupo de las lectinas con dominios tipo heveína, 
forma parte de la familia de lectinas unidoras de quitina. Es capaz de reconocer y unirse 
específicamente a residuos N-acetilneuramínico (NANA) y N-acetilglucosamina (NAG), este 
último monómero de la quitina. Debido a esto, desempeña un rol importante en el 
mecanismo de defensa de la planta contra agentes patógenos, pues es capaz de aglutinar 
e inactivar bacterias y hongos (Nagata & Burger, 1974; Wright et al. 1984, 1986).   

 

  La AGT es un homodímero de 34 kDa. Cada subunidad consta de 4 dominios 
homólogos tipo heveína (denominados dominios A, B, C y D) de 42 a 43 residuos de 
aminoácidos cada uno (Fig. 3). Cada dominio está conformado por dos pequeñas hebras β 
y una pequeña hélice α izquierda, y presenta 4 puentes disulfuro en posiciones 
estructuralmente equivalentes. Por lo que cada monómero posee un total de 16 puentes 
disulfuro, lo que le brinda una alta estabilidad y una elevada resistencia a la 
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desnaturalización tanto térmica como química (Rodríguez-Romero et al., 1989; Portillo-
Téllez et al., 2011).   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 En el dímero, las subunidades se asocian de forma cabeza-cola, dando como 
resultado parejas de dominios (A-D y B-C,) donde cada miembro pertenece a una 
subunidad diferente (Fig. 4). Cada subunidad presenta 4 sitios de unión únicos, uno por 
cada dominio. En el dímero, estos sitios de reconocimiento a carbohidratos están 
localizados en la interfase de contacto entre las dos subunidades, conformado por dos 
dominios intercatenarios (Wright & Kellogg, 1996).  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Los sitios de unión en el dímero están compuestos por dos regiones, una región primaria, 

que proviene de uno de los dos dominios, compuesta por tres residuos aromáticos 

encargados de realizar las interacciones de apilamiento con la parte cíclica del azúcar, y 

una serina altamente conservada, y otra región secundaria, que es aportada por el  

dominio complementario, la cual no se encuentra conservada y que consiste de uno o dos 

residuos polares (Sharon & Lis, 1998; Wright & Kellogg, 1996). Por tanto, el dímero 

Figura 3. Homodímero de AGT. Las dos subunidades se resaltan en diferentes colores. Código PDB 2UVO 

Figura 4. Asociación de los dominios en forma cabeza-cola, cada dominio pertenece a una subunidad diferente. Código 
PDB 2UVO 
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presenta 8 sitios de unión extendidos a lo largo de toda la molécula. Estudios recientes 

han reportado la funcionalidad de los 8 sitios (Fig. 5) (Schwefel et al., 2010). Los 

aminoácidos que interactúan de forma directa con los carbohidratos son Ser19, His, ácido 

aspártico, ácido glutámico, Tyr 21,23, arginina, asparagina y Trp30. El dominio B no presenta 

este último residuo aromático. 

 

 

 

 

 

 

La AGT forma homodímeros transitorios débiles bajo condiciones neutras, y se disocia a 

pH ácido, formando monómeros compactos (Nagata & Burger, 1974; Chavelas, et al, 

2004).  El grupo de Balasubramaniam encontró que cuando la AGT es tratada con bromuro 

de cianógeno, el cual corta entre la Met26 y Gly27 de la región N-terminal (Dominio A), la 

proteína se disocia completamente. Esto significa que la integridad del domino N-terminal 

es esencial para la formación del dímero (Balasubramaniam et al., 1991). Recientemente,  

se reportó que el plegamiento de las subunidades libres de la AGT ocurre en múltiples 

etapas, comportamiento que es correlacionado con la composición multidominio de dicha 

lectina (Portillo-Téllez et al., 2011). Según las condiciones de la solución, la dimerización 

puede proceder de manera acoplada, o no, a cambios conformacionales significativos de 

las subunidades libres. Este comportamiento no se ha observado en otras lectinas 

vegetales, lo cual implica una base molecular diferente para la función de la aglutinina del 

germen de trigo (Portillo-Téllez et al., 2011). 

 

1.5 Aplicaciones de la AGT 
 

La AGT, al presentar una alta afinidad por NAG, resulta de gran utilidad para estudiar 

células que poseen dicho carbohidrato en su superficie celular. Por otro lado, ha resultado 

ser  una eficaz acarreadora de fármacos, lo cual ha tenido un gran impacto en el campo 

médico. Se ha demostrado que la AGT puede traspasar la barrera hemato-encefálica, la 

mucosa nasal, ojos (córnea), pulmones y el epitelio intestinal (Schaeffer et al., 1982; Bies 

et al., 2003; Gabor et al., 2004; Gao et al., 2007; Surti et al., 2008). Por lo tanto, es una 

excelente candidata como transportadora de fármacos que son administrados vía oral, ya 

B A 

Figura 5. Sitios de reconocimiento de carbohidratos del dímero de la AGT. El ligando se presenta en esferas verdes. 
En el panel A, se pueden observar los sitios B1/C2, C1/B2, B2/C1 y C2/B1. El Panel B corresponde a una rotación de 
180 ° con respecto al panel A en el eje de las x, donde se observan los sitios de unión A1/D2, D1/A2; además, es 
posible observar los sitios de unión A1 y A2, que están conformados únicamente por un solo dominio. 
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que además de soportar un amplio intervalo de valores de pH, exhibe propiedades de 

mucoadhesión, citoadhesión, citoinvasión y trancitosis con enterocitos (Wood et al., 2008; 

Gabor et al., 2004). 

          Una de las aplicaciones con mayor impacto desde su descubrimiento, es el 

reconocimiento de células cancerígenas (Gastman et al., 2005). Estudios recientes han 

comprobado que la AGT es capaz de inducir apoptosis de células tumorales mediante una 

ruta mitocondrial, produciendo cambios en la membrana celular que se traducen a una 

pérdida de potencial transmembranal. Además, provoca una ruptura de la membrana 

interna mitocondrial, la pérdida del citocromo C y la activación de la caspasa 9. Se 

desconoce el mecanismo preciso por el cual la AGT induce la apoptosis; sin embargo, es 

sabido que la unión a los carbohidratos de la superficie celular es crucial para que ocurra 

la muerte celular. 

 

1.6 Interacción proteína-ligando: parámetros termodinámicos. 
 

Macromoléculas biológicamente relevantes, como las proteínas, no actúan como 

entidades estáticas y aisladas; por el contrario, se encuentran involucradas en numerosas 

interacciones con otras moléculas, como ácidos nucleicos, lípidos, carbohidratos, 

solventes e incluso, con otras proteínas. Estas interacciones, a menudo, muestran una alta 

afinidad y una gran especificidad (Bronowska, 2011). Para una mejor comprensión de los 

procesos de reconocimiento molecular de macromoléculas y sus ligandos, es necesaria 

una caracterización de la energética de unión, así como una correlación de datos 

termodinámicos de las estructuras interactuantes que se encuentran involucradas. Una 

descripción cuantitativa de las fuerzas que rigen las asociaciones moleculares, requiere la 

determinación de los cambios de todos los parámetros termodinámicos, incluidos el 

cambio en la energía libre de Gibbs (∆G), la entalpía (∆H) y la entropía (∆S) (Perozzo et al., 

2004). 

El único método directo para medir el cambio de calor durante la formación del 

complejo proteína-ligando, a temperatura constante, es la calorimetría de titulación 

isotérmica (ITC). En esta técnica, el ligando se titula en una solución que contiene la 

proteína, generando o absorbiendo calor, el cuál puede ser cuantificado por el calorímetro 

(Bronowska, 2011; Perozzo et al., 2004). 

1.6.1 Calorimetría de titulación isotérmica (ITC) 
 

En un experimento típico de ITC, una solución de ligando es titulada en una solución que 

contiene proteína, en pequeños volúmenes, durante un determinado lapso de tiempo. En 

este tiempo, los cambios de calor resultantes de la interacción proteína-ligando son 

monitoreados. Cada pico representa un cambio de calor, el cual está asociado con la 
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inyección de una muestra del ligando en la solución que contiene a la proteína, dentro de 

la celda de reacción. Las concentraciones totales de ligando y proteína, en sus respectivas 

soluciones, son conocidas. Cuando el sistema proteína-ligando alcanza la saturación, los 

cambios de calor relacionados con la unión del ligando, disminuyen y sólo son observables 

los calores de dilución (Fig. 6a) (Leavitt & Freire, 2001; Bronowska, 2011). Una curva de 

unión se obtiene tras realizar varias inyecciones del ligando a la celda de reacción y medir 

los calores que se obtienen de la interacción del ligando con la proteína dentro de la celda 

(Fig. 6b) (Bronowska, 2011).  

Antes de que ocurra la primera inyección, se aplica una pequeña potencia 
constante a la celda de referencia. Esto se hace con el fin de que la potencia aplicada a la 
celda de referencia active la alimentación a la celda de muestreo, y esta última se 
mantenga bajo un régimen de microcalentamiento, mientras no haya liberación o 
requerimientos de calor por efecto de una reacción. Dicha señal constituirá la línea base, y 
es importante que esta se mantenga constante a lo largo de todo el experimento. Una vez 
estabilizada la línea base, la inyección del ligando a la solución de macromoléculas 
provocará que la reacción libere o absorba calor, dependiendo de si la asociación es un 
proceso exotérmico o endotérmico. Para una reacción exotérmica, la temperatura en la 
celda de muestreo aumentará de forma diferencial, provocando que se desactive su 
alimentación de potencia, de forma tal que el arreglo mantenga la misma temperatura 
con respecto a la celda de referencia. En el caso de una reacción endotérmica, la 
alimentación a la celda de muestreo se incrementará para mantener la temperatura 
constante (Leavitt & Freire, 2001). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. . En el panel de la izquierda se muestra un experimento típico de ITC. Los picos observados son resultado de 
un cambio de calor, el área debajo de cada uno, es el calor (µcal) asociado a la inyección del ligando. En el recuadro se 
muestra la configuración de una celda de reacción. La celda se llena con la proteína en disolución (rojo). La jeringa de 
inyección se llena con el ligando (verde), además, agita la solución para asegurar una mezcla homogénea (imagen
tomada de Leavitt & Freire, 2001). En el panel de la derecha, se observa una curva de unión (modificada de 
Bronowska, 2011). 
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1.7 Técnicas Espectroscópicas 
 

Diferentes técnicas espectroscópicas han sido relevantes en esclarecer propiedades físicas 
y conformacionales de biomoléculas.  Al variar la escala de tiempo y longitudes de onda, 
se puede obtener información para determinar concentraciones y  pesos moleculares, así 
como información acerca de la estructura secundaria y terciaria de proteínas.  Estas 
técnicas se emplean para detectar cambios estructurales en biomacromoléculas  (Dyson, 
2010). 
 
 Todas las formas de espectroscopía toman ventaja de la diferencia en los niveles 

energéticos que se producen de forma normal en una molécula o compuesto, o tras la 

aplicación de una fuerza externa, como un campo magnético. Las líneas individuales en un 

espectro resultan de la energía que es absorbida o emitida como un cambio en el nivel 

energético. Las distintas formas de espectroscopía se utilizan ampliamente en diferentes 

rangos de frecuencia (Fig. 7) (Dyson, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

1.7.1 Dicroísmo circular 

El dicroísmo circular (DC) es una técnica que se basa en la absorción diferencial de la luz 

circularmente polarizada. Este efecto de produce cuando un cromóforo es quiral. Puede 

proporcionar información acerca de la estructura de biomacromoléculas, en particular de 

proteínas (Sharon & Priece, 2005, 2009). 

 El espectro de DC en la región de UV-lejano (típicamente de 180nm – 250nm) se 

puede utilizar para proporcionar estimaciones cuantitativas del contenido de estructura 

secundaria de una proteína. En esta región, el cromóforo de absorción es, principalmente, 

el enlace peptídico. En esta región, existen dos transiciones, una se centra alrededor de 

220 nm y es débil pero amplia,  la siguiente es intensa y ocurre alrededor de 190 nm. 

Tanto los aminoácidos aromáticos, en especial el Trp, como los enlaces disulfuro, pueden 

Figura 7. Niveles energéticos que son perturbados durante un experimento espectroscópico. Modificado de Dyson, 
2010. 
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contribuir  minoritariamente al espectro de DC en el UV-lejano (Sharon & Priece, 2005, 

2009). 

 Las diferentes formas de estructura secundaria regular de péptidos y proteínas 

plegadas exhiben espectros distintivos DC en la región del UV-lejano (Fig. 8) 

 

 

 

 

 

 

  

El espectro de DC en la región del UV-cercano (típicamente de 260 nm-320 nm) 

deriva de los aminoácidos aromáticos en cadenas laterales, de las posibles contribuciones 

de los enlaces disulfuro o de cofactores no proteicos que pueden absorben en esta región 

del espectro. Cada aminoácido aromático tiende a presentar un perfil de longitud de onda 

característico: el Trp tiene un pico cercano a 290 nm con una estructura fina entre 290 nm 

y 305 nm; Tyr exhibe un pico entre 275 nm y 282 nm, con un desnivel, a longitudes de 

onda más largas, generalmente oscurecido por bandas debido al triptófano; Phe muestra 

bandas más débiles pero nítidas con estructura fina entre 255 y 270 nm (Fig. 9). La forma 

real y la magnitud del espectro de CD de una proteína, dependerá del número de cada 

tipo de aminoácidos aromáticos que contenga, de la movilidad que éstos tengan, la 

naturaleza de su ambiente (puentes de hidrógeno, grupos polares y polarizibilidad) y su 

disposición espacial en la proteína (Sharon & Priece, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Espectros de DC en la región del UV-lejano, con varios tipos de estructura secundaria. En rojo, α-hélice; en azul, 
láminas β antiparalelas; en verde, giros β tipo I; en naranja, estructura irregular. (Tomado de Sharon & Priece, 2009) 

Figura 9. Espectro de CD en la región del UV cercano de la deshidrogenasa tipo II de Streptomyces coelicolor. Los 
rangos de longitud de onda corresponden a las señales de Phe, Tyr y Trp en cadenas laterales. (Imagen tomada de 
Sharon & Priece, 2005). 
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1.7.2 Espectrofotometría de fluorescencia 

La espectrofotometría de fluorescencia es una técnica que se fundamenta en la emisión 

de fotones durante la relajación molecular de estados electrónicos excitados. Este proceso 

fotónico implica transiciones entre los estados electrónicos y vibracionales de moléculas 

fluorescentes (fluoróforos)  (So & Dong, 2001).  

 El espectro de excitación se define como la intensidad de fluorescencia medida 

como  función de una longitud de onda de excitación a una longitud de emisión constante; 

por el contrario, el espectro de emisión es la intensidad de fluorescencia medida en 

función de una longitud de onda de emisión a una longitud de onda de excitación 

constante (So & Dong, 2011). 

 La fluorescencia es un excelente método para el estudio de la estructura de 

biomoléculas como las proteínas, pues es muy sensible al ambiente bioquímico en el que 

se encuentra el fluoróforo. Los cambios en el espectro de fluorescencia resultan del 

relajamiento de aminoácidos fluorescentes, tales como triptófano y tirosina, los cuales 

son reporteros cruciales de la estructura proteína así como de su plegamiento (So & Dong, 

2001). 

 

1.8 Espectrometría de masas 
 

La espectrometría de masas de desorción/ionización láser asistida por matriz (MALDI), se 
ha convertido en una herramienta analítica común para péptidos, proteínas y otras 
biomoléculas. En el análisis de MALDI, la muestra de interés se co-cristaliza con una 
matriz, la cual evita la destrucción de la misma. La matriz usualmente es un ácido orgánico 
que absorbe en la región UV. Posteriormente, la mezcla matriz-muestra, es irradiada con 
láser, lo que resulta en la vaporización de la matriz. La matriz juega un papel importante al 
absorber fuertemente la energía de la luz láser, causando, de manera indirecta, que la 
muestra se vaporice. La matriz también funciona como un aceptor y donador de protones, 
ionizando la muestra. La transferencia de energía  dirigida durante un evento de desorción 
inducida por láser asistida por matriz, proporciona que los iones de la muestra 
permanezcan elevados e intactos, permitiendo la medición de compuestos con una alta 
precisión y sensibilidad por debajo de los picomoles. El analizador de tiempo de vuelo 
(TOF) se basa en la medición del período de tiempo desde la aceleración de los iones en la 
fuente hasta su impacto en el detector. La capacidad de generar  información tan precisa, 
resulta sumamente  útil para la identificación y caracterización de proteínas.  (Lewis, Wei 
& Siuzdak, 2000). 
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2. Antecedentes directos 

Recientemente, nuestro grupo de investigación realizó la caracterización energética del 

desplegamiento y la disociación de la isoforma 1 de la AGT (AGT1), en función del pH y la 

temperatura, mediante técnicas calorimétricas de alta precisión (Portillo-Téllez et al., 

2011). 

 Los resultados obtenidos de la calorimetría diferencial de barrido (DSC, por sus 
siglas en inglés) a pH 2 muestran un solo pico independiente de la concentración de 
proteína, lo cual indica que la AGT, a ese pH, se encuentra predominantemente en un 
estado monomérico (Fig. 10 A). En estas condiciones, la AGT muestra un desplegamiento 
térmico totalmente reversible, el cual es consistente con tres transiciones independientes 
de dos estados, lo que indica que el plegamiento de la subunidad libre es un proceso de 
múltiples pasos, un comportamiento que se correlaciona  con su composición 
multidominio (Fig. 10 B). 
 
 

Por otro lado, conforme el pH aumenta, las trazas de DSC mostraron la aparición 
de otro pico a temperaturas bajas. A pH 2.5, se empleó una baja concentración de 
proteína (0.09 mM) y se produjo un solo pico; en cambio, a una mayor concentración 
(0.22 mM), se observó un segundo pico, el cual resultó dependiente de la concentración 
de proteína, por lo que corresponde a la disociación del dímero (Fig. 11).  
 

Experimentos de calorimetría de dilución isotérmica revelaron que la AGT forma 
homodímeros transitorios débiles. Según las condiciones de la solución (diferentes valores 
de pH y temperatura), la dimerización puede proceder de manera acoplada o no a 
cambios conformacionales significativos de las subunidades libres, es decir, puede 
proceder como una asociación tipo cuerpo rígido, donde las subunidades tienen los cuatro 
dominios plegados, o similar a un evento de plegamiento inducido por unión. Este 
comportamiento no se ha observado en otras lectinas vegetales, las cuales forman 
oligómeros fuertes obligados,  lo cual implica una base molecular diferente para la función 
de la aglutinina del germen de trigo. 

Figura 10. Perfiles calorimétricos. A) a pH 2 se observa un solo pico independiente de la concentración de proteína. B) 
Análisis de desconvolución de la traza calorimétrica a pH 2.Imagen modificada de Portillo-Téllez, et al., 2011. 
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 Como se mencionó anteriormente, a pH 2 la AGT es monomérica y su 
desplegamiento inducido por perturbación térmica sólo presenta tres transiciones.  El 
hecho de que sólo se hayan observado esa cantidad de transiciones, cuando se esperaban 
cuatro debido al número de dominios que tiene la AGT, llevó a plantear diferentes 
escenarios moleculares del desplegamiento de la lectina. Uno de ellos era que uno de los 
dominios se encontraba desplegado a ese pH. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Nuestro mismo grupo de investigación realizó un nuevo estudio, en el cual se caracterizó 
el desplegamiento de los dominios de manera independiente en función al pH y 
temperatura mediante técnicas calorimétricas y espectroscópicas. (Medrano-Cerano, 
2014). Estos dominios fueron expresados de manera aislada en células bacterianas. Los 
espectros de dicroísmo circular mostraron que todos los dominios se encuentran plegados 
a pH 6, exhibiendo el patrón característico tipo heveína de la AGT nativa, con un máximo 
positivo a 225 nm y un mínimo negativo a 205 nm. Sin embargo a pH 2, el dominio D, a 
diferencia de los otros dominios, mostró un patrón de proteína desplegada. Además, las 
endotermas para cada dominio a pH 2, determinadas por DSC, mostraron un pico 
correspondiente a una sola transición de desplegamiento; en cambio, el dominio D no 
presentó ningún pico, es decir, a pH 2 este dominio se encuentra desplegado. Estos 
resultados dieron soporte experimental directo a la propuesta de que uno de los dominios 
se encontraba desplegado. 

Figura 11. Trazas calorimétricas en función del pH. Mientras el pH aumenta, se observa la aparición de un segundo pico.
Modificada de Portillo-Téllez, et al., 2011). 
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3. Planteamiento del problema 

Es sabido que la AGT es una proteína altamente resistente a la perturbación térmica y la 
desnaturalización ácida. Los estudios que han sido llevados a cabo en nuestro grupo de 
investigación han mostrado algunas bases moleculares para comprender dicha 
estabilidad.  
 
 Cuando la AGT se encuentra dentro de un intervalo de valores de pH >3 ≤7 y a 
temperaturas iguales o menores a la temperatura corporal humana,  la encontramos en su 
conformación nativa, es decir que existe un equilibrio entre las concentraciones del 
monómero y del dímero. Al disminuir el pH, la estabilidad del dímero se ve comprometida 
posiblemente porque uno de los dominios (el dominio D) se encuentra desplegado. Este 
fenómeno en el cual el desplegamiento parcial del monómero así como la disociación del 
dímero, puede ser revertido al incrementar los valores de pH. Por tanto, le proporciona a 
la AGT la posibilidad de atravesar el tracto digestivo y actuar como un eficaz transportador 
de medicamentos por vía oral, pues es capaz de soportar la acidez del estómago, y llegar 
al duodeno, tomando nuevamente su conformación dimérica (Gabor et al., 2004). 
 
       El presente proyecto tiene como objetivo dilucidar y complementar, con mayor 
detalle, las bases energéticas del proceso de unión de ligandos a la AGT, pues se trata de 
un mecanismo muy complejo que involucra 8 sitios diméricos y por otra parte, 4 
monoméricos que no necesariamente presentan constantes de unión iguales. Los sitios de 
unión dentro del dímero se encuentran en la interfase, lo cual implica que la unión al 
ligando provocará un cambio en la fracción de subunidades monoméricas y diméricas. Un 
modelo de esta complejidad requiere, para ser resuelto, fragmentar al sistema e irlo 
reconstruyendo progresivamente. Para ello, se realizó calorimetría de titulación 
isotérmica (ITC) de los cuatro dominios expresados de manera recombinante de la AGT, 
todo ello con la finalidad de caracterizar termodinámicamente  su interacción con N-N’-

N’’-triacetilquitotriosa.  
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4. Objetivos 

4.1 General. 
 

Comprobar la funcionalidad estructural y caracterizar energéticamente la capacidad de 

unión a carbohidratos de cada uno de los dominios de la  AGT de manera independiente. 

 

4.2 Particulares. 
 

• Sobreexpresar y purificar los 4 dominios recombinantes de la AGT1. 

 

• Comparar la estructura de los dominios aislados con respecto a la de la 

proteína completa (AGT 1), mediante dicroísmo circular y fluorescencia. 

 

• Caracterizar termodinámicamente el mecanismo de unión de los dominios 

recombinantes de la AGT1 con N-N’-N’’-triacetilquitotriosa mediante 

calorimetría de titulación isotérmica y establecer la firma termodinámica para 

cada proceso. 

 

• Correlacionar las diferencias estructurales de los distintos sitios de unión con 

los parámetros de unión a la N-N’-N’’-triacetilquitotriosa. 
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5. Hipótesis 

Si los cuatro dominios de la AGT son capaces de unir y reconocer carbohidratos de forma 

independiente, será posible establecer si existen diferencias entre los sitios de unión, lo 

cual ayudará en la posterior construcción de un modelo completo de unión de la AGT con 

su ligando, así como determinar el mecanismo complejo de unión que presenta esta 

lectina. 
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6. Metodología 

6.1 Purificación y aislamiento de la isoforma 1 de la AGT. 
 

La aglutinina de germen de trigo se obtuvo de Sigma Chemical Co., la cual presenta una 

mezcla de las tres isoformas. Se utilizó la isoforma 1, ya que es la más abundante. La 

separación de las isoformas se llevó a cabo empleando una columna de intercambio 

catiónico HITRAP SP de 5 ml, conectada a un equipo de FPLC (GE, Healthcare). La columna 

se equilibró con buffer de ácido fórmico (20mM ácido fórmico, pH 4). La separación de la 

matriz se realizó con un gradiente lineal de 0 a 100 % de 750 mM LiCl, pH4, con un flujo de 

1ml/min durante 120 minutos a temperatura ambiente. La detección se realizó a 280 nm. 

 La concentración de la AGT se determinó midiendo su absorbancia a 280 nm en un 

espectrofotómetro UV-1800 (Shimadzu) y usando el coeficiente de extinción molar A280nm 

30420 l/mol*cm, el cual se calculó, con base en la secuencia de aminoácidos, mediante el 

servidor http://web.expasy.org/protparam.  

 Las fracciones purificadas se dializaron en 30 mM acetato sodio, pH 4.7,  para su posterior 

uso. 

6.2 Expresión de los dominios recombinantes de la AGT1 

 
Las construcciones para la expresión de los dominios recombinantes de la AGT1 (Fig. 12) 

fueron una donación por parte de Jorge Luis Medrano-Cerano, estudiante de doctorado 

del Dr. Enrique García. La construcción de la proteína de fusión recombinante en el 

plásmido de expresión pET32(a+) se muestra en la figura 16. 

 La proteína de fusión contiene tiorredoxina (Trx), la cual tiene la capacidad de 
actuar  como antioxidante, facilitando el plegamiento previo a la formación de los enlaces 
disulfuro. Esta característica es relevante en la construcción, pues los dominios de la AGT 
presentan 4 enlaces disulfuro. Además posee una etiqueta de histidinas la cual es crucial 
para la purificación de los dominios, ya que se emplea una columna de níquel. Presenta 
también dos sitios de corte, uno para trombina y otro para enterocinasa. Este último 
importante en la purificación, pues permite eliminar la sección de la proteína que 
contiene la Trx y la cola de His. AGT1-X corresponde a cada uno de los cuatro dominios 
individuales de la AGT isoforma 1 (X= A, B, C o D).  
 

Para la expresión de los dominios recombinantes, se inoculó una unidad formadora 
de colonias (UFC) aislada de la cepa de expresión E. coli Rosetta-gami (DE3) pLysS (la cual 
presenta el genotipo Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA Pvull por araD139 ahpC galE galK rpsL 
(DE3) F’[lac+ laclq pro] gor522::Tn10 trxB pLysSRARE (CamR, StrR, TetR)), transformada con 
el plásmido pET-32(a+)-AGT1-X, en 20 ml de medio Luria Broth (LB) con los antibióticos 
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ampicilina (100 µg/ml), kanamicina (15 µg/ml), tetraciclina (15 µg/ml) y cloranfenicol (34 
µg/ml). Se incubó en agitación a 37°C durante 12 horas.   
 

Posteriormente, se tomaron 15 ml del preinóculo y se agregaron a 1500 ml de 

medio LB con los 4 antibióticos mencionados anteriormente y se dejó en agitación 

continua a 37°C hasta alcanzar una densidad óptica (DO) a 600 nm de 0.6. Se indujo la 

expresión de la proteína con IPTG 0.5 mM y se incubó a 30°C por 16 horas.  Una vez 

concluido el tiempo de incubación, el paquete celular se obtuvo por centrifugación  (7,000 

rpm/10’, 4°C) y se lisó por sonicación (Misonix 3000) con buffer de lisis (50 mM Tris-HCl, 

300 mMNaCl, a pH 8.0) y  1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), el cual es un 

inhibidor de proteasas. 

 
 La fracción soluble se separó de la insoluble por centrifugación (14,500 rpm/40’, 
4°C). La presencia de la proteína recombinante se determinó mediante geles de 

Tiorredoxina
Eiqueta de 
histidinas

Trombina Enterocinasa AGT1-X

Figura 12. El parte superior de muestra el plásmido de expresión pET-32 (a+). En la parte inferior se muestra la 
construcción de los dominios como proteína de fusión. 
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poliacrilamida con detergente aniónico dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) tanto para la 
fracción soluble como para la insoluble, encontrándose en la primera. 
 

6.3 Purificación por columna de afinidad de  los dominios recombinantes. 
 

La fracción soluble obtenida por centrifugación se filtró a través de una membrana 
de 0.22 μm de tamaño de poro (Millipore) y se hizo pasar a través de una columna de 
níquel Ni-NTA Superflow Cartridges (QIAGEN) de 5 ml, a un flujo de 1ml/min.  
 

La columna se equilibró con 4 volúmenes (1 volumen = 5 ml)  de buffer de unión 
(50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl pH 8.0). Posteriormente se pasó la fracción soluble con 30 
mM de imidazol, se lavó con 4 volúmenes de buffer de unión y se eluyó con 4 volúmenes 
de buffer de elución  (50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, 300 mM imidazol, pH 8.0). 
Finalmente se realizó un segundo lavado con 4 volúmenes de buffer de elución.  
 

6.4 Corte con enterocinasa. 
 

Una vez realizada la purificación de las proteínas de fusión por columna de 
afinidad, se dializaron los eluídos en buffer de diálisis (50 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 
8.0) para eliminar el imidazol. A la proteína ya dializada se le agregaron CaCl2  1 mM, 0.1% 
de Tween-20 y enterocinasa EKMax (Invitrogen) en una proporción de 0.001 U de 
enterocinasa por cada 20 µg de proteína de fusión. Se incubó a 37°C durante 16 horas. Al 
finalizar la incubación, se filtró nuevamente a través de una membrana de 0.22 μm y se 
volvió a purificar por columna de níquel, ya que en una segunda purificación, se retiene la 
Trx y los dominios se obtienen en la fracción no retenida. Se confirmó mediante MALDI-
TOF la presencia de los dominios purificados. 
 

6.5 Cuantificación de los dominios recombinantes 
 

Los dominios  purificados se dializaron contra buffer de acetatos (30 mM acetato de sodio, 
pH 4.7). La concentración de los dominios se determinó midiendo su absorbancia a 280 
nm en un espectrofotómetro UV-1800 (Shimadzu) y usando los coeficientes de extinción 
molar A280nm que se muestran en la tabla 2.  
 

Dominio Peso molecular 

(Da) 

Coeficiente de 

extinción molar 

A280nm (l/mol*cm) 

A 4762.2 10470 

B 4550 4970 

C 4438 6000 

D 4395.9 8980 
Tabla 2. Pesos moleculares y coeficientes de extinción de los cuatro dominios de la AGT1 
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Todos los coeficientes se calcularon basándose en la secuencia de aminoácidos, 
con el servidor http://web.expasy.org/protparam. 

 

6.6 Dicroísmo circular 

 
Se realizaron mediciones de los dominios y de la AGT1 a  pH  4.7 para evaluar el contenido 

de estructura secundaria. Las mediciones se realizaron en un espectropolarímetro JASCO 

J-720, acoplado a un peltier termoeléctrico. Cada espectro de DC se realizó por duplicado. 

El barrido se hizo en el UV lejano de 250 nm a 200 nm, en una celda de cuarzo 0.1 cm de 

paso óptico, a una velocidad de 20 nm/min y con un tiempo de integración de 16 s. Los 

espectros se expresaron en elipticidad molar por residuo, θMRW, en unidades de 

grado*cm2/dmol (ecuación 1): 

���� =
��� ∗ ���	


�� ∗ 
 ∗ 10
�1� 

 

Dónde: 

MRW = masa molar promedio por residuo 

[P] = concentración de proteína en mg/ml 

d =  recorrido óptico de la celda en cm 

Para cada dominio fue calculada la MRW acorde a la ecuación 2, obteniéndose para los 

dominios A, B, C y D, y para la AGT1 masas promedio de 105.8 g/mol, 101.1 g/mol, 100.9 

g/mol, 99.9 g/mol y 101.83 g/mol,  respectivamente. 

 

 

 

 

6.7 Fluorescencia 
 

Se realizaron ensayos de los dominios recombinantes y de la AGT1 a pH 4.7 La AGT1 y los 

dominios A, C y D  se excitaron con una λexc 280 nm, correspondiente a la excitación de 

residuos de triptófano, y se midió la emisión en un intervalo de 290 nm a 400 nm. 

 Se usó un fluorímetro Olis DM 45 y una celda de cuarzo de 1cm de paso óptico.  Los 

datos se analizaron con el software Origin. 

��� =
�������í��

��	�
��	 − 1
�2� 
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6.8 Calorimetría de titulación isotérmica 
 

Una vez purificados y dializados los dominios, se centrifugaron (14,500 rpm/10 min) y se 

filtraron a través de una membrana de 0.22 μm. 

Posteriormente se determinó su concentración midiendo su absorbancia a 280 nm 

y usando los coeficientes de extinción anteriormente mencionados. El ligando empleado 

fue N-N’-N’’-triacetilquitotriosa, un derivado trisacárido de la NAG, el cual se pesó en una 

microbalanza y se disolvió en buffer de acetatos (30 Mm acetato de sodio, pH 4.7). Al igual 

que los dominios, se centrifugó y filtró para eliminar impurezas. Tanto los dominios como 

el ligando se degasificaron durante 20 minutos.  La concentración final del ligando en la 

jeringa de inyección varió para cada dominio, 1.82 mM, 30 mM, 20 mM y 10.5 mM para 

los dominios A, B, C y D, respectivamente.  

Las inyecciones realizadas durante la titulación se hicieron a un volumen constante 

de 1.5 μl. Se realizaron en promedio 25 con un espacio de 200 s entre cada inyección. 

Como blanco se midieron los calores de dilución resultantes de inyectar el ligando a la 

celda de reacción que sólo contenía buffer. Para realizar los experimentos se usó un 

microcalorímetro MicroCal iTC200 (GE Healthcare). 

Los datos se analizaron con el software MCS-ORIGIN y se ajustaron a un modelo de 

un solo sitio de unión al ligando. De tal modo se obtuvo la constante de unión (Ka) así 

como el cambio en la entalpía (ΔH). 
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7. Resultados y discusión 

7.1 Purificación y aislamiento  AGT1 
 

Para los experimentos de espectrofotometría se empleó la AGT1 como control positivo, 

pues es la isoforma más abundante. La separación de las isoformas se realizó por 

cromatografía líquida de intercambio catiónico (Fig. 13). 

 

7.2 Purificación dominios recombinantes. 
 

Una vez obtenidas las fracciones solubles de los cuatro dominios (AGT-X), se purificaron 
mediante una columna de afinidad Ni-NTA Superflow Cartridges (QIAGEN), previamente 
equilibrada con buffer de unión. La elución se realizó con buffer de elución, en 6 ml. La 
purificación de los dominios como proteínas de fusión se verificó mediante SDS-PAGE (Fig. 
14). 

Figura 13. Perfil de elución de la AGT. Se utilizó una columna de intercambio catiónico HITRAP SP 5 mL, la cual se eluyó 
con buffer de LiCl 750 mM + Ácido fórmico 20 mM, pH 4. Los tres picos corresponden a las 3 isoformas: AGT1, AGT2 y 
AGT3 
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El rendimiento de proteína de fusión para cada dominio recombinante se estimó en 
aproximadamente 15 mg por cada litro de cultivo. La concentración de las fracciones se 
determinó midiendo la absorbancia a 280 nm.  
 

Una vez que se obtuvieron las fracciones de las cuatro construcciones como 
proteínas de fusión, se dializaron en membrana de diálisis 12,000- 14,000 MW 
(Spectrapor) contra buffer de diálisis (50 mM Tris-HCl, 50 mMNaCl, pH 8.0) para eliminar 
el imidazol y se realizó un corte enzimático con enterocinasa durante 16 horas, en una 
proporción de 0.001 U de enterocinasa por cada 20 µg de proteína de fusión. 

 
Al finalizar la incubación, se volvió a purificar por columna de níquel, ya que en una 

segunda purificación, se retiene la Trx y los dominios se obtienen en la fracción no 
retenida. La masa molecular se determinó por espectrometría de masas MALDI-TOF 
(Anexo 10.1). En la Tabla 3 se comparan los pesos teóricos contra los obtenidos. Dichos 
resultados no consideran la formación de los puentes disulfuro. El rendimiento de los 
dominios puros se estimó en aproximadamente 0.5 mg – 1 mg por litro de cultivo. 
 
 

Figura 14. Gel de SDS-PAGE donde se muestran las eluciones de la primera columna de níquel de los 
dominios A y D, así como su respectivo corte enzimático con enterocinasa 
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Tabla 3. Comparación de los pesos teóricos de los dominios recombinantes y los obtenidos por MALDI-TOF. 

Una vez que se obtuvieron los dominios en la fracción no retenida de la segunda columna, 
se dializaron en membrana de diálisis con un tamaño de poro de 3,500 MW (Spectrapor) 
contra buffer de acetatos (30 mM acetato de sodio, pH 4.7) para realizar un cambio de pH. 

 

7.3 Dicroísmo circular 

 
Para verificar el contenido de estructura secundaria, se obtuvieron los espectros de 
dicroísmo circular de los dominios purificados de la AGT en la región del UV-lejano (200-
250 nm). En la Figura 15 se muestran los espectros de los dominios y de la AGT1 a pH 4.7, 
a una temperatura de 20°C. En dichas condiciones de acidez, todos los espectros muestran 
un pico máximo a una longitud de onda alrededor de 225 nm y un mínimo negativo a una 
longitud de onda de 205 nm. Este patrón es típico de proteínas plegadas constituidas por 
dominios tipo heveína (Rodríguez-Romero et al., 1989) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Dominio Peso teórico (Da) Peso obtenido (Da) 

A 4762 4759 

B 4550 4550 

C 4438 4431 

D 4396 4391 
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7.4 Fluorescencia 
 

Las muestras de la AGT1 y los dominios se excitaron a una longitud de onda de 280 nm, la 
cual corresponde a los Trp y Tyr. Se emplearon las mismas condiciones experimentales 
que en DC, a pH 4.7 y a 25 °C. Las mediciones se realizaron por duplicado. El pico máximo 
positivo para la AGT1 y los  dominios aislados se observó alrededor de 350 nm, la cual 
corresponde con la longitud de onda de emisión de los Trp y Tyr expuestos al medio 
acuoso. Este resultado está en concordancia con la estructura tridimensional de la AGT, en 
la que se observan todos sus triptófanos y tirosinas mayoritariamente expuestos al 
solvente (Fig. 16) 

Figura 15. Espectros de DC en el UV-lejano de los dominios recombinantes y de la AGT1 a pH 4.7. Las concentraciones 
para los dominios A, B, C y D y para la AGT1, fueron 0.10 mM, 0.28 mM, 0.11 mM, 0.11mM y 0.02 mM, respectivamente. 
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Figura 16. Espectros de fluorescencia de la AGT1 y de los dominios a 25 ° C, pH 4.7. Las concentraciones utilizadas 
fueron de 0.02 mM, 0.10 mM, 0.28 mM, 0.11 mM, 0.11mM y respectivamente. 
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7.5 ITC 
 

Para cuantificar la energía del proceso de unión con N-N’-N’’-triacetilquitotriosa se 

realizaron experimentos de ITC, a pH 4.7, a una temperatura de 25 °C y en agitación 

constante de 800 rpm. La concentración de proteína se manejó en un intervalo de 0.1 a 

0.7 mM. Las isotermas obtenidas para cada dominio se muestran en las Figuras 17-20, al 

igual que representaciones esquemáticas de los residuos de cada sitio de unión, 

generadas a partir de la estructura cristalográfica del dímero mediante el software 

PyMOL. Los picos obtenidos exhiben que dichos procesos son exotérmicos. 

 El ajuste de los datos con un modelo de un sitio único permitió calcular los 

parámetros termodinámicos entalpía (ΔH) y la constante de asociación (Ka). El cambio en 

la energía libre de Gibbs (ΔG) y el cambio en la entropía (ΔS) se obtuvieron con las 

ecuaciones 3 y 4 respectivamente. 

∆� = −�� �!�																									�3� 

Dónde R es la constante de los gases ideales (1.9871 cal/Kmol), T es la temperatura en K, y 

Ka es la constante de unión. 

 

∆$ =
∆� − ∆%

−�
�4� 

Donde ∆G es el cambio de energía libre de Gibbs,  ∆H el cambio de entalpía y ∆S el cambio 
de entropía. 

 

 

 

B) 

Figura 17. En el panel A) se muestra la isoterma obtenida para el 
dominio A a una concentración de 0.118 mM y 1.82 mM de 
ligando. En el B) se observa la estructura cristalográfica del sitio de 
unión 

 

A) 
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B) 

A) 

B) 

A) 

Figura 19 . En el panel A) se muestra la isoterma obtenida para el dominio B a una concentración de 0.68 mM y 30 mM de 
ligando. En el B) se observa la estructura cristalográfica del sitio de unión 

Figura 18. . En el panel A) se muestra la isoterma obtenida para el dominio C a una 
concentración de 1.5 mM y 30 mM de ligando. En el B) se observa la estructura 
cristalográfica del sitio de unión. 

A) 
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Los valores obtenidos para Ka, ΔH, -TΔS y ΔG de todos los dominios se muestran en la 
Tabla 4. Además, las firmas termodinámicas de cada uno de los dominios se muestran de 
manera gráfica en la figura 21.  
 

Dominio Ka (M-1) ΔH 
(Kcal/mol) 

-TΔS 
obtenido(Kcal/mol) 

ΔG 
(Kcal/mol) 

A 1050 -8.11 3.99 -4.12 

B 323 -7.50 4.07 -3.42 

C 340 -6.63 3.17 3.45 

D 236 -16.15 12.91 -3.24 
 

Tabla 4.  Parámetros termodinámicos de unión a quitotriosa obtenidos para los cuatro dominios de la AGT mediante 
calorimetría de titulación isotérmica. 

A) 

B) 

Figura 20. En el panel A) se muestra la isoterma obtenida para el dominio D a una concentración de 0.77 mM y 10.5 
mM de ligando. En el B) se observa la estructura cristalográfica del sitio de unión. 
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Figura 21. Firmas termodinámicas de los dominios de la AGT. 

 

Aunque las isotermas obtenidas no presentan una forma sigmoide, sino una parecida a 
una hipérbola, los datos demuestran que los dominios pueden unir N-N’-N’’-

triacetilquitotriosa. Para obtener datos más robustos y de acuerdo con el parámetro c, es 
necesario aumentar la concentración de la proteína. Los valores obtenidos de Ka para 
todos los dominios se encuentran dentro del mismo orden, al igual que los calculados para 
ΔG. Éstos últimos nos indican que la unión de los dominios de la AGT con su ligando 
procede de manera espontánea. Además, se trata de una reacción exotérmica, de acuerdo 

al signo negativo de ∆H mostrado por cada dominio. 

 Los únicos valores reportados para los dominios de la AGT corresponden a los del 

dominio B (Espinosa et al., 2000). Los valores  de Ka son distintos a los que obtuvimos; sin 

embargo los valores para la entalpía y entropía son semejantes. Además, el mismo grupo 

de investigación de Espinosa, caracterizó mediante ITC a la heveína. Los resultados que 

obtuvieron son similares a los de los dominios de la AGT, excepto en la Ka (Tabla 5). 

 En cuanto a los resultados obtenidos, se observó que el dominio A es el más afín al 

ligando, con una Ka de 1050 M-1, el dominio D exhibió la menor afinidad (236 M-1).  Se 
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determinaron, además, las firmas termodinámicas de cada uno de los dominios para 

definir las contribuciones entálpicas y entrópicas sobre el ΔG. Para todos los dominios, el 

ΔG se encuentra dirigido, mayormente,  por el  ΔH.  Sin embargo, al comparar las firmas 

termodinámicas de los cuatro dominios, es posible observar que la del dominio D, el cual 

presentó la menor afinidad, se ve más favorecido por las interacciones entálpicas, pero es 

a la vez el que paga el mayor costo entrópico en la asociación.  

 

Proteína Referencia Ka (M-1) ΔH (Kcal/mol)  ΔS (cal/molK) 

AGT-A Este trabajo 1,050 -8.11 -13.38 

AGT-B Este trabajo 323 -7.49 -13.66 

AGT-B Espinosa et al., 2000 908 -8.07 -13.62 

AGT-C Este trabajo 340 -6.62 -10.63 

AGT-D Este trabajo 236 -16.15 -43.30 

AGT Espinosa et al., 2000 11,100 -19.38 -46.60 

Heveína Espinosa et al., 2000 8,400 -8.12 -13.62 
Tabla 5. Parámetros termodinámicos de los dominios de la AGT, la AGT y la heveína 

 En general, los valores de ΔG para todos los dominios se encuentran dentro del mismo 

orden y son muy similares. Sin embargo sólo se podrían considerar a los sitios de unión de 

los dominios A, B y C como equivalentes termodinámicamente, pues son los que muestran 

la mayor similitud en sus firmas termodinámicas. En cuanto a equivalencias estructurales 

en el sitio de unión, las serinas y los aminoácidos aromáticos se encuentran en posiciones 

equivalentes en todos los sitios de unión, con excepción del dominio D que carece de un 

aminoácido aromático en la posición 23. No obstante, se podrían considerar como sitios 

de unión equivalentes estructuralmente, como se muestra en la figura 26. 

 El dominio A presenta los residuos aromáticos Tyr21, 23,30, además de una 

Ser19. El dominio B presenta 3 Tyr en las posiciones 64, 66 y 73, y una Ser en la posición 62. 

El dominio C exhibe un Trp107, Phe109,116 y la Ser 105. El dominio D es el que presenta una 

mayor carencia de aminoácidos que puedan interaccionar con el azúcar, sólo tiene un 

Trp150 y una Tyr159, además de la Ser que se encuentra conservada en todos los sitios de 

unión.  

 Al comparar los datos con la composición estructural de los sitios de unión de cada 

uno de los dominios, encontramos que los grupos N-acetil del ligando juegan un rol 

importante en la unión, pues se unen mediante puentes de hidrógeno con los hidroxilos 

de las Tyr y de las Ser. Además de estas interacciones polares, están involucradas 

interacciones de apilamiento entre la región cíclica de los aminoácidos aromáticos y el 

azúcar en cuestión. Las contribuciones entálpicas corresponden tanto a la interacción 

directa entre la proteína y el ligando, como al costo por deshidratar las superficies de 
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contacto. En cuanto a las contribuciones entrópicas, pueden  derivar de los cambios en los 

grados de libertad conformacional del ligando y de la proteína, y de la liberación de 

moléculas de agua durante la interacción.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Alineamiento de los dominios de la AGT resaltando los sitios de unión. En rosa se muestran las Ser, en amarillo 
Tyr, en azul Phe y en verde Trp. En la parte inferior, se muestra el alineamiento de las secuencias de cada uno de los 
dominios. 

 

AGT A QRCGEQGSN M ECPNN LCCSQ G CG MGGD CG KGCQNGACWT 

AGT B SKRCGSQAGGATCTNNQCCSQ G CGFGAE CGAGCQGGPCRA 

AGT e DI KCGSQAGG KLCPNN LCCSQWGFCG LGSEFCGGGCQSGACST 

AGT D DKPCG KDAGGRVCTNNYCCSKWGSCGIGPG CGAGCQSGGCDG 

--------~( )~--------
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El hecho de que el dominio D presente la entalpía más favorable de interacción se 

puede explicar en función de las diferencias estructurales de los sitios de unión, pues 

como se mencionó, es el dominio con mayor carencia de residuos que interactúan con el 

ligando. Además, a pH de 4.7, el dominio D puede encontrarse parcialmente desplegado. 

Para que se lleve al cabo la unión, el dominio tendría que plegarse, en este caso asistido 

por la energía de unión favorable. Esto explicaría el por qué presenta la menor afinidad 

hacia su ligando. Por otro lado, el plegamiento del dominio generaría una entalpía 

adicional; a su vez, el plegamiento y consecuente rigidización de la estructura generaría 

una entropía desfavorable, todo ello en relación a un dominio plegado que se une al 

carbohidrato de forma similar a un cuerpo rígido. 
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8. Conclusiones 

Se logró purificar y aislar la isoforma 1 de la AGT mediante cromatografía de intercambio 

catiónico, la cual fue empleada como un control positivo para las pruebas 

espectrofotométricas. 

El vector pET-32 (a+), así como la cepa de E. coli Rosetta-gami (DE3) pLysS 

resultaron adecuados para la sobreexpresión de los cuatro dominios recombinantes de la 

AGT. Los dominios, como proteínas de fusión, se encontraron en la fracción soluble del 

lisado. 

 Conseguimos purificar mediante cromatografía de afinidad todos los dominios 

recombinantes de la AGT. Se obtuvo un rendimiento de aproximadamente 15 mg de 

proteína de fusión por litro de cultivo. La separación de la proteína de fusión se realizó por 

medio de un corte enzimático con enterocinasa y una segunda columna de afinidad. La 

purificación se verificó mediante espectrometría de masas, donde se demostró que la 

masa molecular obtenida de los dominios recombinantes coincidía con los valores teóricos 

esperados. El rendimiento aproximado de cada dominio puro se estimó en 1 mg por litro 

de cultivo. 

Por medio de dicroísmo circular se observó que a pH de 4.7 y a 25 °C se encuentran 

plegados todos los dominios, apreciándose el espectro característico tipo heveína de  la 

AGT nativa, con un pico máximo positivo alrededor de 225 nm y un mínimo negativo 

alrededor de 205 nm. Se observó un pico máximo de fluorescencia alrededor de los 350 

nm para todos los dominios. 

Los datos obtenidos de ITC demuestran que los dominios por sí solos son capaces 

de unir N-N’-N’’-triacetilquitotriosa, derivado trisacárido de la NAG. Los valores de Ka 

obtenidos para todos los dominios se encuentran dentro del mismo orden, al igual que los 

valores de ΔG. El proceso de unión es exotérmico y espontáneo.  

Estos resultados, además de demostrar la independencia funcional de cada uno de 

los dominios, nos permiten establecer nuevas perspectivas en el estudio de la unión de la 

AGT a carbohidratos. Con el fin de desglosar todos los elementos sinérgicos presentes en 

el proceso de unión, se procederá a  estudiar la unión de los bidominios y tridominios de 

la AGT a la N-N’-N’’-triacetilquitotriosa con miras de construir un modelo más robusto que 

contribuya a mejorar el uso aplicado de esta proteína en los sistemas de entrega de 

fármacos. Observar 
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10. Anexo 

10.1 Espectros de MALDI-TOF de los dominios 
 
Dominio A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
Dominio B  
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Dominio C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dominio D 
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