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ABREVIATURAS 

ASA = Área accesible al solvente 

HisJ = Proteína de unión a histidina 

ITC = Calorimetría de titulación isotérmica 

Kd = Constante de disociación 

LAO = Proteína de unión a lisina, arginina, ornitina 

PBP = Proteína de unión a ligando 

SBP = proteína de unión a substrato 

∆Gb = Cambio en la energía libre de unión  

∆Hb = Cambio en la entalpía de unión  

-T∆Sb = Cambio en la entropía de unión 

∆∆Gmut-wt = Diferencia entre el cambio en la energía libre de unión de la proteína 

mutante y el de la proteína silvestre (∆Gmut - ∆Gwt) 

∆∆Hmut-wt = Diferencia entre el cambio en la entalpía de unión de la proteína mutante 

y el de la proteína silvestre (∆Hmut - ∆Hwt) 

∆(-T∆S)mut-wt = Diferencia entre el cambio en la entropía de unión de la proteína 

mutante y el de la proteína silvestre (-T∆S mut - (-T∆S)wt) 

∆∆Garg-his = Diferencia entre el ∆Gb  para la unión de arginina e histidina (∆Garg - 

∆Ghis) 
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RESUMEN 

La comprensión detallada de las bases energéticas y estructurales que guían el 

reconocimiento molecular es crucial para entender adecuadamente los procesos 

celulares y lograr nuevos avances biotecnológicos.  

Las proteínas periplásmicas de unión (PBPs)  forman parte de los sistemas de 

transporte periplásmico bacterianos, los cuales están involucrados en la 

translocación de nutrientes al citoplasma de bacterias gram negativas.  Las PBPs 

son utilizadas como modelo de estudio de los procesos de asociación proteína-

ligando y se han empleado para desarrollar biosensores. Diversos grupos han 

buscado rediseñar los sitios de unión de dichas macromoléculas con el propósito de 

generar nuevos complejos PBP-ligando. Sin embargo, el diseño de nuevas 

interacciones proteína-ligando con alta afinidad y especificidad ha resultado un 

desafío. Esto indica que la comprensión actual de las bases estructurales que guían 

la energética de unión es limitada. Por ello, es necesario profundizar en el estudio 

de los  procesos de asociación en tales sistemas.  

La proteína LAO es una PBP involucrada en el transporte de los aminoácidos 

básicos L-arginina y L-histidina en Escherichia coli y Salmonella typhimurium. LAO 

interactúa con ambas moléculas en el mismo sitio de unión, el cual está formado 

por los residuos D161, S72, R77, Y14, F52, D11, S69, D30 y S70.  Los valores de 

Kd para la unión de arginina e histidina son de 1 nM y 2.7 µM, respectivamente, lo 

cual representa una diferencia en afinidad de cuatro órdenes de magnitud. Las 

estructuras cristalográficas de LAO en presencia de ambos ligandos sugieren que 

los residuos D11 y S69 son responsables de tal diferencia. El objetivo de este 

trabajo es el estudio de la contribución de todos los residuos que conforman el sitio 

de unión de LAO a la energética de asociación. Para ello, se realizó un escaneo de 

alaninas y se estudió el efecto termodinámico y estructural de las mutantes en la 

unión de arginina e histidina a través de experimentos de calorimetría de titulación 

isotérmica y cristalografía de rayos X. Como resultado, se encontró que la diferencia 

de cuatro órdenes de magnitud en la afinidad no depende exclusivamente de los 

contactos formados por D11 y S64. Además de ello, los datos cristalográficos 

sugieren que la contribución de las interacciones proteína-ligando a la 
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termodinámica de unión está influenciada por el solvente. Finalmente, se encontró 

que el estado cerrado de la proteína no es perturbado por las mutaciones, no 

obstante, la conformación del estado abierto es modificada por la remoción de los 

residuos R77 y F52. 
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INTRODUCCIÓN  

Las proteínas son macromoléculas que llevan a cabo una gran diversidad de 

funciones dentro y fuera de la célula, como es el transporte de nutrientes, la 

producción de ATP, la catálisis de las reacciones metabólicas y la respuesta 

inmune, entre otras. Para llevar a cabo estas funciones, las proteínas requieren 

interactuar con otras moléculas, por ello, el estudio del reconocimiento molecular es 

esencial para entender a detalle los procesos celulares.  

La asociación proteína-ligando depende de la formación de contactos no covalentes 

entre las moléculas interactuantes (puentes de hidrógeno, interacciones iónicas, 

interacciones de van de Waals), los cuales, a su vez, determinan la termodinámica 

de unión [1–5]. La afinidad de interacción está relacionada con la energía libre de 

unión (∆Gb) de acuerdo a la ecuación 1.  

Ecuación 1.                                    ∆𝐺 = −𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾𝑑 

El valor de ∆Gb, por su parte, depende de dos parámetros termodinámicos: 1) el 

cambio en entalpía de unión (∆Hb), el cual está asociado directamente con la 

formación de las interacciones antes mencionadas, y 2) el cambio en entropía de 

unión (∆Sb), el cual  está relacionado con el cambio en los grados de libertad de las 

moléculas implicadas en la interacción (ecuación 2).  

Ecuación 2.                                    ∆𝐺 = ∆𝐻 − 𝑇∆𝑆 

Es importante mencionar que otra característica estructural que tiene un gran 

impacto en la termodinámica de unión es el solvente [6,7]. De este modo, 

comprender detalladamente la manera en la cual las interacciones proteína-ligando, 

en conjunto con el solvente, “modulan” la termodinámica de asociación es parte 

fundamental en el estudio de los procesos de reconocimiento molecular. Además, 

tal conocimiento es necesario para el diseño exitoso de nuevos complejos proteína-

ligando con fines médicos y biotecnológicos. Desafortunadamente, el diseño de 

nuevas interacciones proteína-ligando con alta afinidad y selectividad aun 

representa un gran reto [8–11]. Por ello, es importante continuar el estudio de los 
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procesos de asociación de los complejos proteína-ligando presentes en la 

naturaleza.  

Las proteínas de unión a sustrato (SBPs por sus siglas en inglés) participan en 

varios procesos de señalización y transporte en organismos procariontes y 

eucariontes [12]. Dichas proteínas se encuentran asociadas a diversos complejos 

de membrana, entre los cuales se encuentran los transportadores ABC, receptores 

asociados a proteínas G, sistemas de dos componentes y canales iónicos, entre 

otros. Todas las SBPs  están constituidas por dos dominios o lóbulos (α/β) unidos 

por una región de bisagra (figura 1A) y pueden presentar un peso molecular entre 

25 y 70 kDa. El sitio de unión a ligandos se encuentra ubicado entre ambos 

dominios, cerca de la región de bisagra.  Estas macromoléculas han sido 

clasificadas en seis grupos o clases  (A-F)  con base a las características 

estructurales mostradas por la región de bisagra [12]. Las proteínas pertenecientes 

al grupo A presentan una hélice α conectando a ambos dominios mientras que los 

miembros del  grupo B muestran tres segmentos polipeptídicos sin estructura 

secundaria definida. Por su parte, la zona de bisagra en los miembros del grupo C 

está constituida por un tercer dominio, el cual, de acuerdo a Berntsson y 

colaboradores, podría ser necesario para la unión de péptidos, principales ligandos 

de estas proteínas. De manera similar al grupo B, los miembros de las clases D y F 

muestran dos segmentos polipeptídicos conectando a ambos dominios, siendo su 

longitud la principal diferencia entre los dos grupos. Finalmente, las proteínas 

pertenecientes al grupo E presentan una hélice α y una hebra β formando parte de 

la zona de bisagra. 

Las SBPs pueden interactuar con una gran variedad de moléculas de bajo peso 

molecular, entre las cuales podemos encontrar carbohidratos (ej. glucosa, lactosa, 

arabinosa, maltosa), aminoácidos (ej. arginina, leucina, lisina, histidina), metales (ej. 

zinc, hierro, manganeso), vitaminas (ej. vitamina B12 ), péptidos, entre otras, 

mostrando afinidades en el orden nM a µM. La asociación SBP-ligando está 

acompañada por un movimiento de cuerpo rígido tipo “fly trap” por el cual las SBPs 

pasan de una conformación abierta a una conformación cerrada [13–15] (figura 1B). 

Varios biosensores se han desarrollado a partir de SBPs al acoplar dicho cambio 
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conformacional a una señal detectable, como la fluorescencia, por esta razón tales 

macromoléculas son de gran importancia biotecnológica [14,16–20]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las proteínas periplásmicas de unión (PBPs por sus siglas en inglés) son un grupo 

de SBPs asociadas a transportadores ABC las cuales están involucradas en la 

internalización de diversos nutrientes al citoplasma de bacterias gram negativas 

[12–15]. Estas proteínas son sintetizadas con una secuencia señal para su 

exportación al periplasma bacteriano, la cual es proteolisada en dicho 

compartimiento. Las PBPs unen a sus ligandos para posteriormente asociarse al 

trasportador ABC correspondiente, el cual se encuentra insertado en la membrana 

interna (figura 2). Todos los transportadores ABC están constituidos por cuatro 

dominios estructurales: dos dominios transmembranales (TMDs por sus siglas en 

inglés) y dos dominios de unión a nucleótido (NBDs por sus siglas en inglés), los 

cuales se encuentran localizados en la cara citoplásmica de la membrana interna 

[21,22]. La interacción PBP-transportador se lleva a cabo entre la cara periplásmica 

Figura 1. La asociación del ligando induce un cambio conformacional en la estructura de LAO . A) 
Representación de “caricaturas” y superficie de la estructura cristalográfica de LAO wt (PDB: 2LAO) donde 
se indican la posición de los dominios denominados A y B, así como el sitio de unión. B) Cambio 
conformacional asociado a la unión del ligando. El estado abierto (sin ligando) se muestra en color púrpura 
mientras que el estado cerrado (con ligando) se muestra en color verde; la flecha punteada representa  el 
movimiento de los dominios. 
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del transportador y ambos dominios de la PBP; posterior a su interacción, los 

dominios NBD catalizan la hidrólisis de ATP lo cual propicia la apertura de la PBPs 

y el transporte del ligando (figura 2) [23]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En general, una sola PBP pueda unir más de un ligando en el mismo sitio de unión 

con diferentes afinidades y proteínas homólogas pueden unir los mismos ligandos 

con distintas selectividades, por ello, las PBPs se han usado ampliamente como 

modelo de estudio de los procesos de asociación [6,15,24–32]. Los datos 

estructurales obtenidos para los complejos PBP-ligando han mostrado que la 

presencia de residuos aromáticos y moléculas de solvente, además de otros 

residuos capaces de formar interacciones favorables con el ligando, juegan un papel 

importante en la interacción [25,26,30,31,33,34]. Por su parte, los estudios 

Figura 2. Las PBPs se asocian a transportadores ABC para la internalización de nutrientes al citoplasma 
bacteriano. Representación gráfica del sistema de transporte de membrana utilizado por la PBP LAO para 
la internalización de aminoácidos básicos (lisina, arginina, ornitina e histidina). 
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termodinámicos muestran una correlación entre la polaridad del ligando, la entalpía 

y la entropía de unión (polares guiadas por entalpía y apolares por entropía), sin 

embargo, existen diversos casos que siguen un comportamiento distinto (ej. 

Ligando polar guiado por entropía) [25,27–30,33,35]. A pesar todos los trabajos 

realizados con PBPs, aún es complicado entender a detalle la manera en la cual las 

características estructurales de los complejos PBP-ligando determinan la energética 

(y cinética) de interacción.  Varios grupos han buscado rediseñar los sitios de unión 

de ciertas PBPs con el propósito de estudiar las bases estructurales de su 

selectividad así como generar nuevos biosensores, basado en los conocimientos 

adquiridos hasta ahora. A pesar de que se ha logrado que algunas PBPs interactúen 

con moléculas distintas a los ligandos naturales, no ha sido posible reproducir las 

mismas características energéticas (ej. alta afinidad) [14,33,36]. Por ello, diversos 

autores han hecho hincapié en que es necesario estudiar con mayor profundidad 

los complejos PBP-ligando. 

Entre las PBPs estudiadas previamente se encuentra la proteína de unión a lisina, 

arginina y ornitina (LAO), una proteína de 238 residuos cuyos ligandos son los 

aminoácidos básicos L-lisina, L-arginina, L-ornitina y L-histidina, siendo arginina e 

histidina los de mayor y menor afinidad, respectivamente (tabla 1) [31,37,38]. Desde 

el punto de vista biológico, LAO pertenece al sistema de transporte de aminoácidos 

básicos presente en Salmonella typhimurium y Escherichia coli [27,37,39,40]. 

Posterior a la unión del ligando, LAO interactúa con el complejo de membrana  

HisQMP2 quien transporta al aminoácido en cuestión al citoplasma bacteriano a 

partir de la hidrólisis de ATP  (figura 2) [27,39]. Dicho complejo de membrana se 

comparte con la proteína de unión a histidina (HisJ), ambas proteínas muestran un 

70% de identidad en secuencia y unen los mismos ligandos con afinidades opuestas 

[27,31,37–39].   

El sitio de unión de LAO está constituido por los residuos Arg-77, Asp-161, Ser-72, 

Tyr-14, Phe-52, Asp-11, Ser-69, Ser-70 y Asp-30 (figura 3). Los residuos Arg-77, 

Asp-161 y Ser-72 interactúan con los grupos amino y carboxilo de todos los 

ligandos, mientras que la Tyr-14 y la Phe-52 realizan interacciones catión-pi con la 
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cadena lateral. Por su parte, el residuo Asp-11 solo interactúa con los ligandos 

arginina y lisina, mientras que la cadena lateral de Ser-69 interactúa exclusivamente 

con el grupo guanidino del ligando arginina. Por último, la cadena lateral de los 

residuos Ser-70 y Asp-30 hacen contacto con una molécula de agua (a la cual 

llamaremos Wat1) quien interactúa directamente con el grupo guanidino del ligando 

arginina. El cambio conformacional asociado a la unión del ligando,  característico 

de las PBPs, también se observa en LAO. Dicha modificación estructural es una 

rotación de 52° de un lóbulo con respecto al otro alrededor de un eje imaginario 

ubicado en la zona de bisagra.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Previamente en el laboratorio se estudió la termodinámica de unión de LAO en 

presencia de arginina e histidina  a partir de calorimetría de titulación isotérmica 

(ITC) [28]. La afinidad obtenida por ITC  fue de 1 nM para la unión de arginina y 2.7 

µM para la unión de histidina (tabla 1), similar a los valores obtenidos anteriormente  

por diálisis al equilibrio [31]. En ambos casos, el proceso de asociación está guiado 

Figura 3. El sitio de unión de LAO adopta conformaciones similares en presencia de arginina e histidina. A) Sitio de unión 
en presencia de arginina (PDB ID: 1LAF, ligando en color naranja); los residuos que lo integran se muestran en “sticks” verdes 
mientras que la molécula de agua denominada Wat1 se representa como una esfera roja. B) Sitio de unión en presencia de 
histidina (PDB: 1LAG, ligando en color magenta); los residuos que lo integran se muestran en “sticks” color azul claro mientras 
que las esferas rojas representan a las moléculas de agua Wat1 y Wat2. C) Alineamiento de los sitios de unión mostrados en 
los paneles A y B. 
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por entalpía y la diferencia en afinidad para la unión de estos ligandos (∆∆Garg-his= 

4.7 kcal mol -1) es principalmente entálpica (∆∆Harg-his= 3.1 kcal mol -1). Tales 

resultados correlacionan con el número de interacciones proteína-ligando que se 

observan en las estructuras de la LAO en complejo con arginina e histidina, en los 

que las cadenas laterales de los residuos D11 y S69 realizan contacto directo sólo 

con el primer ligando (figura 3, residuos en color rojo). Por ello, se propuso que D11 

y S69 son los residuos responsables de la diferencia de afinidad entre la unión de 

arginina e histidina. Tal hipótesis nos lleva a plantear las siguientes preguntas: ¿Son 

D11 y S69 los únicos residuos responsables de la diferencia de afinidad observada 

para unión de arginina e histidina?, ¿Cuál es la contribución a la termodinámica de 

interacción de cada uno de los residuos del sitio de unión de LAO?, ¿Cuál es el 

papel que juegan las moléculas de agua presentes en el sitio de unión de LAO en 

la afinidad? Para dar repuestas a tales preguntas estudiamos la contribución de 

todos los residuos del sitio de unión de LAO a la energética de unión de los ligandos 

arginina e histidina. Para ello se realizó un escaneo de alaninas de los residuos 

D161, S72, R77, Y14, F52, D11, S69, D30 y S70 y se estudió el efecto 

termodinámico y estructural de las mutantes sencillas en la unión de ambos ligandos 

a través de experimentos de ITC y cristalografía de rayos X. 

 

Tabla 1. Afinidad de unión para los ligando de LAO 

Ligando 
Kd  

 
(nM) 

Arginina
 a 1.0 

Lisina 
b  15 

Ornitina 
b  29 

Histidina
 a 2.7 x 10

3 
 

a Valores obtenidos a partir de experimentos de ITC. 

b Valores obtenidos a partir de experimentos de diálisis al equilibrio. 
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HIPÓTESIS 

Los residuos D161 y R77 están conservados entre las PBS que unen aminoácidos, 

lo cual indica que son de gran relevancia para la unión de este tipo de moléculas. 

Por ello, se espera que tales residuos contribuyan de manera importante a la 

afinidad. No obstante, D161 y R77 interactúan de la misma forma con todos los 

ligandos, por lo cual, no deberían de contribuir a la selectividad. Por su parte, los 

estudios termodinámicos descritos previamente sugieren que la discriminación 

entre arginina e histidina está determinada por D11 y S69 [28]. De este modo, se 

espera que la contribución de estos residuos a la unión de cada ligando sea distinta. 

En cuanto a Y14 y F52, los estudios de dinámica molecular realizados por Silva y 

colaboradores  indicaron que la interacciones catión-pi formadas por tales residuos 

son sumamente importantes en el proceso de unión [41]. De ser así, Y14 y F52 

deberían de mostrar una contribución relevante a la afinidad. Finalmente, Ames y 

colaboradores sugirieron que la molécula de agua que se encuentra posicionada 

entre los residuos S70, D30 y el ligando también juega un papel importante en la 

asociación LAO-ligando [38]. Por ello, se espera que la perturbación de la 

interacciones formadas con esta molécula de agua tenga un efecto relevante en la 

unión. 
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OBJETIVO 

Estudiar la contribución de los residuos del sitio de unión de LAO a la termodinámica 

de asociación a los ligandos arginina e histidina.  

 

Objetivos particulares 

 Generar mutantes de alanina de los residuos D161, S72, R77, Y14, F52, D11, 

S69 y D30. 

 

 Realizar experimentos de calorimetría de titulación isotérmica a 25 °C de las 

mutantes en presencia de arginina e histidina para caracterizar la 

termodinámica de unión de ambos ligandos. 

 

 Determinar la contribución de los residuos del sitio de unión a la afinidad y 

selectividad de LAO a partir de los resultados termodinámicos. 

 

 Realizar experimentos de calorimetría de titulación isotérmica de las 

mutantes en presencia de arginina e histidina a distintas temperaturas para 

obtener los valores de capacidad calorífica de unión. 

 

 

 Obtener estructuras cristalográficas de las mutantes en ausencia y presencia 

de ligandos para establecer una relación entre los efectos termodinámicos y 

estructurales de las mutaciones.  
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MATERIALES Y MÉTODOS  

Mutagénesis sitio dirigida 

Cada una de las mutantes sencillas de los residuos del sitio de unión de LAO se 

generaron por mutagénesis sitio dirigida a partir del gen de LAO silvestre (argT) 

previamente clonado en el vector de expresión pET 12b. Para ello, se diseñaron y 

sintetizaron oligonucleótidos (IDT®) en los cuales se sustituyó el codón del residuo 

a mutar por el codón GCG el cual codifica para alanina (tabla 2). Con tales 

oligonucleótidos se amplificó completamente el plásmido pET 12b-argT por la 

técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR), para lo cual se utilizó la DNA 

polimerasa de alta fidelidad y procesividad Pfu-X (Jena Bioscience). EL protocolo 

de PCR implementado se describe a continuación: 1) desnaturalización inicial a 95 

°C por 3 minutos, 2) desnaturalización a 95 °C por 30 segundos, 3) asociación a 

62°C por 30 segundos, 4) elongación a 72 °C por 8 minutos,  5) elongación final a 

75 °C por 20 minutos. El producto de PCR se incubó por 1 hora a 37 °C en presencia 

de la enzima DpnI (New England BioLabs) la cual digiere el DNA parental metilado. 

Finalmente, se transformaron células quimiocompetentes de Escherichia coli de la 

cepa XL 1-Blue con el producto de la digestión de DpnI y se crecieron en cajas de 

medio Luria Bertani (LB) con ampicilina  para obtener un plásmido circular mutante.  

 

Tabla 2. Secuencias de los oligonucleótidos usados para generar las 

mutaciones 

Mutante Oligonucleótido 
D161 5´-CGC ATT ACA GGC TGA AGT CGC CG -3´ 
R77A 5´-ATC ACC GAT AAA GCC CAG CAA GAA AT -3´ 
S72A 5´-TTCATC GCT CGC TAT CAC CGA TA -3´ 
D11A 5´-CTC ATC AAA AGC TGC CAA AGG C -3´ 
S69A 5´-TGC CAT TAT TGC ATC GCTCTC TA -3´ 
Y14A 5´-ATA CCA CCG CCG CGC CTT T -3´ 
F52A 5´-CCA GCG ACG CTG ATG CGC T -3´ 
D30A 5´-TAT TGG CTT TGC TAT CGA TCT C-3´ 
S70A 5´-CCA TTA TTT CAG CGC TCT CTA TAC -3´ 
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Expresión y purificación de proteína  

La expresión de proteína se llevó a cabo en células de E. coli de la cepa BL21-A1 

las cuales se transformaron con el DNA mutante por choque térmico y sembradas 

en una caja con medio LB + ampicilina para obtener colonias aisladas. A partir de 

una colonia se inocularon 10 mL de medio “terrific broth” (TB) + 100 µg/mL de 

ampicilina, los cuales se incubaron a 37 °C toda la noche. Los 10 mL de cultivo se 

transfirieron a un matraz con 1L de medio TB + 100 µg/mL de ampicilina el cual se 

incubó a 37 °C hasta alcanzar una densidad óptica (600 nM) de 0.8 -1.0. Una vez 

alcanzada la densidad óptica adecuada, la expresión de proteína se indujo  con 

0.25%de L-arabinosa, incubando a 37 °C por 4 horas. Todas las mutantes se 

expresaron con la secuencia de exportación a periplasma 

MKKSILALSLLVGLSTAASSYA, la cual se proteoliza en dicho compartimiento. De 

este modo, la proteína se extrajo del periplasma celular utilizando el método de 

choque osmótico. Para ello, las células se recolectaron centrifugando el medio de 

cultivo a 5129 g por 10 minutos y se resuspendieron suavemente en una solución 

de acetato de potasio 10 mM pH 5.1 + 20% de sacarosa + 1 mM de EDTA. Después 

de permanecer  por 10 minutos en hielo, las células se centrifugaron por segunda 

ocasión en las condiciones antes mencionadas y se resuspendieron en una solución 

de acetatos de potasio 10 mM pH 5.1. Las células permanecieron en hielo por 20 

minutos más y posteriormente se centrifugaron a 15256 g por 20 minutos. El 

sobrenadante, el cual contiene a la proteína, se recolectó y se colocó en un  filtro 

Amicon® (Merck KGaA) Ultra-15 de 10K donde se agregó una solución de Tris 5 mM 

pH 8.5 + 2 M de cloruro de guanidina para desnaturalizar a la proteína y eliminar el 

ligando unido. El filtro se centrifugó hasta llevar a la muestra a un volumen de 

aproximadamente 3 mL y se agregó nuevamente la solución con cloruro de 

guanidina hasta completar un volumen de 15 mililitros; el proceso se repitió por 5 

ocasiones.  Posteriormente, se agregó una solución de Tris 5 mM pH 8.5 para 

eliminar el desnaturalizante y replegar a la proteína. El filtro se centrifugó y 

nuevamente se agregó la solución antes mencionada; el proceso se repitió por 5 

ocasiones. Finalmente, se utilizó cromatografía de intercambio aniónico, para ello la 

muestra previamente filtrada se inyectó a una columna HiTrapTM Q HP (GE Healthcare 
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Bio-Sciences) y la elución se llevó a cabo con un gradiente lineal  de 0-500 mM  de 

NaCl. En todos los casos la proteína eluyó a una concentración de NaCl de 

aproximadamente 50 mM. 

Calorimetría de titulación isotérmica 

Los experimentos de unión se realizaron a temperaturas entre 10 °C y 40 °C, 

utilizando un calorímetro TA de bajo volumen (TA Instruments). La solución 

amortiguadora utilizada para todas las titulaciones fue HEPES 10 mM pH= 8.0, tal 

como se describe en [28]. Las muestras de proteína se dializaron exhaustivamente 

con el mismo amortiguador usado para diluir los ligandos con el objetivo de disminuir 

al máximo el calor de dilución. La muestra de proteína previamente degasificada fue 

cargada en la celda de 0.17 mL a concentraciones de 50 µM a 600 µM; por su parte, 

el ligando se cargó en la jeringa a concentraciones de 0.5 mM a 100 mM. Cada 

experimento se llevó a cabo realizando inyecciones de 1uL de ligando a la celda, 

con un tiempo de espera entre inyecciones de 300 s, agitando a 100 rpm. Para la 

mutante S69A se llevaron a cabo experimentos de unión a arginina de manera 

convencional y por desplazamiento. Para el ensayo de desplazamiento se preparó 

una muestra de 100 µM de proteína + 4 µM de histidina la cual se tituló con arginina 

4 µM. 

Todos los datos experimentales se analizaron utilizando el programa Affinimeter 

[42]. Los valores de las constantes de disociación (Kd), los cambios en entalpía (∆H) 

y la estequiometria de unión (n) se calcularon a partir del ajuste no lineal de las 

curvas de titulación normalizadas a un modelo de unión 1:1 (figura 4). Los valores 

de calor de dilución se obtuvieron del ajuste de las isotermas (calculados de la zona 

del ajuste donde se alcanza la saturación) y se restaron de los valores de entalpía. 

Los valores de ∆G y ∆S de unión se calcularon a partir de las ecuaciones 1 y 2 con 

base a los valores experimentales de Kd y ∆H.  

La forma de las curvas de titulación depende del valor “c”, el cual está definido como 

el producto del número de sitios de unión n por la concentración de proteína [M], 

dividido entre la constante de disociación Kd (ec. 3).  
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Ecuación 3.                                     𝑐 = 𝑛 [𝑀] 𝐾𝑑⁄  

A valores de c mayores a 5 se obtienen curvas sigmoidales donde la pendiente de 

la transición es proporcional a c. Por otra parte, a valores de c menores a 5 se 

obtienen curvas hiperbólicas, las cuales pueden llevar a una estimación incorrecta 

de los valores de ∆H debido a la dificultad para calcular adecuadamente el valor de 

n. Por ello, las concentraciones de proteína utilizadas se optimizaron con el objetivo 

de obtener valores de c mayores a 5. Sin embargo, para las titulaciones con L-

histidina de las mutantes S72A, D161A, R77A, D11A, Y14A, F52A y D30A, así como 

la titulación con arginina de F52A no fue posible obtener valores de c mayores a 5 

(tablas 4, 6, 8 y 10, sección de resultados) debido a que las concentraciones de 

proteína requerida era demasiado elevada. Con el objetivo de obtener datos 

termodinámicos confiables se realizaron  tres repeticiones de los experimentos  

donde c fue mayor a 1 y cuatro cuando c fue menor a 1, en este último caso las 

curvas se ajustaron fijando el valor de n a 1.0 de acuerdo a [43]. Los valores 

reportados en la tabla 3 en la sección de resultados son el promedio ± desviación 

estándar obtenidos de tres o cuatro réplicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. El análisis de los experimentos de ITC permite calcular la afinidad, la estequiometría y el cambio en entalpia de 
unión. En la parte superior se muestra un experimento representativo de ITC mientras que en el panel inferior se encuentra la 
curva de titulación que se obtiene de tales datos (círculos negros), ajustada a un modelo de unión 1:1 (línea roja).  El valor de 
K

d
 se obtiene de la pendiente de la transición en la curva de titulación (línea azul) mientras que la estequiometría se obtiene 

de la relación molar en el punto de inflexión (flecha amarillas). Por su parte,  el valor de ΔH representa la suma del calor 
liberado debido a la unión del ligando.  
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Cristalografía de rayos-X 

Para los ensayos de cristalización, todas las proteínas se dializaron con una 

solución amortiguadora de HEPES 10 mM pH 8.0 y se concentraron utilizando filtros 

Amicon® Ultra-5 de 10K hasta alcanzar una concentración de aproximadamente 10 

mg/mL. Se utilizó el método de difusión de vapor por gota colgante montado en 

cajas Limbro, para lo cual se probaron las mismas condiciones usadas previamente 

para la cristalización de LAO silvestre [38]. En ausencia de ligando, las gotas se 

prepararon mezclando una muestra de proteína con solución precipitantes en una 

relación 1:1, por otra parte, las pruebas con ligando se realizaron agregando una 

muestra de arginina o histidina 100 mM en HEPES 10 mM pH = 8.0 a la gota en una 

relación proteína-precipitante-ligando = 1/3:1/3:1/3. Se obtuvieron cristales 

incubando las gotas a 18 °C, en una solución precipitante de acetatos de potasio + 

cacodilato de sodio + PEG 800. La colecta de datos de difracción se llevó a cabo a 

una temperatura de -173 °C (100 K) con un detector DECTRIS PILATUS 200 K, 

oscilando 0.25° por cuadro. La fuente de rayos-X fue un ánodo rotatorio Rigaku 

MicroMax-007 HF el cual genera ondas electromagnéticas de 1.5418 Å en longitud 

de onda. Para la colección de datos se incluyeron reflexiones que mostraron picos 

de Bragg a alta resolución con un I/sigma de 2 en al menos 2 cuadros (0 y 90 

grados). Para la reducción de datos se seleccionó la capa con los mejores valores 

de Rmerge y Rpim de acuerdo con la redundancia. Los datos obtenidos de la colecta 

se integraron y escalaron con el programa HKL-3000R [44]. El número de moléculas 

por unidad asimétrica se determinó a partir del cálculo del coeficiente de Matthews 

en CCP4 v.6.1.2 [45].  

Las estructuras tridimensionales se determinaron por remplazo molecular con el 

programa PHASER, el cual es parte del conjunto de programas PHENIX [46], para 

ello se utilizaron las estructuras previamente resueltas de LAO silvestre en ausencia 

de ligando (PDB ID: 2LAO) y en presencia de arginina (PDB ID: 1LAF) e histidina 

(PDB: 2LAG). Los modelos se corrigieron y mejoraron a través de la inspección de 

los mapas de densidad electrónica utilizando el programa COOT [47]; el afinamiento 
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se llevó a cabo con phenix.refine [46]. Cada estructura se validó con MolProbity [48], 

así como el servidor de validación del Protein Data Bank (PDB) [49].  

Dado que no hay factores de estructura depositadas en el PDB para LAO wt-arg 

(PDB ID: 1LAF), decidimos resolver nuevamente dicha estructura para asegurarnos 

que nuestras comparaciones estructurales están basadas en modelos resueltos 

adecuadamente (tabla 3). El alineamiento de la estructura previa (1LAF) con la que 

resolvimos en este trabajo (6MLE) arroja un RMSD calculado para todos los átomos 

0.28 Å, lo cual indica que ambas estructuras son casi idénticas (figura 5). 

Todas las imágenes mostradas en este trabajo fueron generadas con el programa 

PyMOL v1.5.0.4 (Schrödinger, LLC). Los mapas de densidad electrónica 

presentados son mapas de omisión compuesto con recocido simulado (2mFo-dFc). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. La estructura cristalográfica de LAO-arginina resuelta en este trabajo no presenta diferencias 
significativas con la estructura resuelta previamente . A) Alineamiento de las estructuras de LAO wt en presencia 
de arginina resueltas de manera independiente (1LAF se muestra en verde claro y 6MLE en verde fuerte); (RMSD = 
0.28 Å). B-C) Acercamiento al sitio de unión del alineamiento mostrado en el panel A; en el panel C se muestra el 
mapa de densidad electrónica de omisión (2mFo-dFc) contorneado a 1σ.  
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Tabla 3. Colección de datos y estadísticas de afinamiento para LAO wt en 

presencia de arginina 

Colecta de datos a 

Mutante LAOwt arg 

PDB ID 6MLE 

Resolución (Å) 50.00-1.85 (1.88-1.85) 

Grupo espacial P 21 21 21 (19) 

Dimensiones de la celda unitaria   

a, b, c, (Å) 37.32, 58.93, 115.38 

Mosaicismo 0.57-1.44 

Reflexiones totales 84120 (6203) 

Reflexiones únicas 21780 (2001) 

Multiplicidad 3.9 (3.1) 

Integridad (%) 98.3 (95.8) 

 I / sigma (I) 19.9 (2.2) 

R-merge 0.120 (0.508) 

CC1/2 0.992 (0.614) 

Estadísticas de afinamiento 

Rwork , Rfree 0.171 , 0.226 (0.268, 0.3329) 

Factor B promedio (Å2) 22.2 

Proteína 20.7 

Ligando 34.2 

Solvente 30.0 

Factor B de  Wilson (Å2) 22.0 

Numero de átomos 2152 

Proteína 1814 

Ligando 8 

Moléculas de agua 325 

Residuos de la Proteína 238 

RMS (enlaces) (Å) 0.007 

RMS (ángulos) (°) 0.940 

En zonas favorecidas del Ramachandran, (%) 97.00 

En zonas permitidas del Ramachandran (%) 3.00 

Fuera de las zonas permitidas del Ramachandran (%) 0.00 

Choques 0.84 
a En paréntesis se muestran los datos para la capa de alta resolución. 
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Las estructuras cristalográficas y los factores de estructura se depositaron en el 

PDB con los siguientes códigos de acceso (tablas 3, 5, 7, 9 y 11): 6MLE (LAO wt 

con arginina), 6MLN (mutante S72A con arginina), 6MKX (mutante R77A sin 

ligando), 6MLG (mutante R77A con arginina), 6MLI (mutante R77A con histidina 

6MLA (mutante D161A con arginina), 6MLV (mutante Y14A sin ligando), 6MLO 

(mutante Y14A con arginina), 6MLP (mutante Y14A con histidina), 6MLD (mutante 

F52A sin ligando), 6MKU (mutante D11A con arginina), 6MKW (mutante D11A con 

histidina), 6ML0 (mutante S69A sin ligando), 6ML9 (mutante D30A con arginina), 

and 6MLJ (mutante S70A con arginina). 

Todas las imágenes mostradas en este trabajo fueron generadas con el programa 

PyMOL v1.5.0.4 (Schrödinger, LLC). 

Cálculo de los valores de ∆Cp experimentales y basados en estructura 

Los valores del cambio en capacidad calorífica de unión (∆Cp) experimentales se 

calcularon a partir de la dependencia de los valores de ∆H y -T∆S con la 

temperatura, tal y como indica la ecuación 4. 

Ecuación 4.                                    ∆𝐶𝑝 =
𝑑∆𝐻

𝑑𝑇
=

𝑇𝑑∆𝑆

𝑑𝑇
   

Para ello se graficaron los valores de ambos parámetros termodinámicos obtenidos 

a distintas temperaturas con respecto a dicha magnitud y se ajustaron a una 

ecuación lineal de manera independiente, el valor de la pendiente representa el 

valor de ∆Cp en cal mol-1 K-1. Los valores de capacidad calorífica para cada mutante 

mostrados en la tabla 8 son el promedio de las pendientes obtenidas de los gráficos 

de ∆H y -T∆S vs T en unidades de cal mol-1 K-1.  

Las estimaciones de los valores de ∆Cp  obtenidos de las estructuras cristalográficas 

se calcularon a partir de ecuaciones paramétricas que relacionan al cambio en 

capacidad calorífica con cambios en el área accesible al solvente (∆ASA); (ec. 5-8) 

[50–53] . Los valores de ∆ASA utilizados en los cálculos son la diferencia entre los 

valores de área accesible al solvente de los estados abierto y cerrado, calculados 

con el programa VADAR [54] a partir de las estructuras cristalográficas resueltas. 
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En aquellas mutantes para las que no se resolvió la estructura del estado abierto 

sin ligando, se utilizó la estructura de LAO silvestre mutada in silico. Los valores de 

reportados en la tabla 8 son el promedio de los resultados obtenidos mediante las 

ecuaciones 5 a 8.  

Ecuación 5.              ∆𝐶𝑝 = (0.32 ± 0.04)(∆𝐴𝑆𝐴𝑛𝑝) − (0.32 ± 0.04)(∆𝐴𝑆𝐴𝑝𝑜𝑙) 

Ecuación 6.              ∆𝐶𝑝 = (0.45 ± 0.02)(∆𝐴𝑆𝐴𝑛𝑝) − (0.26 ± 0.03)(∆𝐴𝑆𝐴𝑝𝑜𝑙)                 

Ecuación 7.              ∆𝐶𝑝 = (0.51 )(∆𝐴𝑆𝐴𝑛𝑝) − (0.21 )(∆𝐴𝑆𝐴𝑝𝑜𝑙)                             

Ecuación 8.              ∆𝐶𝑝 = (0.66 ± 0.21)(∆𝐴𝑆𝐴𝑛𝑝) − (0.52 ± 0.32)(∆𝐴𝑆𝐴𝑝𝑜𝑙)             

 

 

RESULTADOS 

Para facilitar el análisis de los datos, clasificamos a los residuos del sitio de unión 

de LAO en cuatro grupos. Los residuos D161, S72, R77, F52 y Y14 realizan 

interacciones estructuralmente equivalentes con los ligandos arginina e histidina, 

los primeros tres (clasificados como el “grupo de unión a amino y carboxilo”) 

interactúan con los grupos amino y carboxilo de ambas moléculas, mientras los dos 

últimos (pertenecientes al “grupo de unión a cadena lateral”) hacen contacto con la 

cadena lateral. Por otra parte, los residuos D11 y S69  (clasificados como el “grupo 

de unión al motivo guanidino”) interactúan con el motivo guanidino del ligando 

arginina, no obstante, ninguno de ellos hace contacto con el grupo imidazol de la 

histidina. Finalmente, los residuos D30 y S70 (pertenecientes al “grupo de unión 

mediado por agua”) interactúan con la cadena lateral del ligando arginina a través 

de una molécula de agua (Wat1). La molécula Wat1 no interactúa directamente con 

la cadena lateral de la histidina ya que se encuentran a una distancia mayor a 5 Å.  
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Las figuras 6 y 7 muestran las isotermas de unión de arginina e histidina a 25 °C 

para todas las mutantes. La mayoría de los experimentos de titulación con arginina 

(excepto F52A) y algunas con histidina (D11A, S69A y S70A) mostraron curvas de 

unión sigmoidales. En el caso particular de S69A fue necesario realizar el 

experimento de unión a arginina por competencia debido a que la transición tan 

abrupta no permite calcular la afinidad con precisión (figura 6, panel J). En contraste, 

la mayor parte de las titulaciones con histidina y una con arginina mostraron curvas 

hiperbólicas debido a que las afinidades mostradas en tales sistemas hicieron 

prácticamente imposible alcanzar valores de c mayores a 1.  

Los valores de ∆G, ∆H o -T∆S obtenidos de los experimentos de ITC a 25°C se 

encuentran reportados en las tablas 4, 6, 8 y 10. Por su parte, los efectos 

termodinámicos de las mutantes en la unión de ligandos son presentados en las 

figuras 8, 11, 13 y 16  como ∆∆XLigando = ∆Xmutante - ∆Xwt (donde X = G, H o -T∆S). 

Valores de ∆∆XLigando mayores a 0 indican un efecto desfavorable por parte de la 

mutación mientras que valores menores a 0 indican un efecto favorable. De este 

modo, las mutantes de los residuos más importantes para la afinidad tendrán los 

valores de ∆∆Gmut-wt más altos (>> 0). Mientras tanto, las mutantes donde se 

removieron residuos implicados en la selectividad son aquellas donde el valor de 

∆∆Gmut-wt para la unión de arginina es mayor que el valor para la unión de histidina,  

reduciendo, así, el ∆∆Garg-his de 4.7 kcal mol-1 observado en la proteína silvestre. 
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Figura 6. Los resultados calorimétricos para las mutantes D161A, S72A, R77A y D11A muestran cambios en la afinidad para la 
unión de arginina e histidina mientras que S69A se comportó como LAO wt . A) Experimentos representativos para la unión de 
arginina e histidina a 25°C por parte de las mutantes D161A (paneles A y B), S72A  (paneles C y D), R77A (paneles E y F), D11A 
(paneles G y H) y S69A (paneles I, J por ensayo de competencia, y K). Los datos crudos se muestran en los paneles superiores de 
cada inciso mientras que las curvas de titulación (círculos negros) ajustadas a un modelo de unión 1:1 (líneas rojas) se muestran 
en los paneles inferiores. La curva de titulación para S69A en presencia de arginina (panel I) muestra una transición abrupta, 
indicando que la afinidad es muy alta.  Para calcular de manera precisa el valor de Kd se realizó un experimento de competencia 
(panel J) en el cual  se tituló con arginina (ligando de alta afinidad) una muestra de la mutante S69A en presencia de histidina 
(ligando de “baja” afinidad).  
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Figura 7. Los resultados calorimétricos para las mutantes Y14A, F52A, D30A y S70A muestran cambios en la afinidad para la unión 
de arginina e histidina. A) Experimentos representativos para la unión de arginina e histidina a 25°C por parte de las mutantes Y14A 
(paneles A y B), F52A  (paneles C y D), D30A (paneles E y F) y S70A (paneles G y H). Los datos crudos se muestran en los paneles 
superiores de cada inciso mientras que las curvas de titulación (círculos negros) ajustadas a un modelo de unión 1:1 (líneas rojas) 
se muestran en los paneles inferiores. 
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Termodinámica de unión y estructura cristalográfica de las mutantes 

pertenecientes al “grupo de unión a cadena principal” (D161A, S72A y R77A) 

En LAO wt, los residuos S72 y D161 realizan una y dos interacciones, 

respectivamente, con el grupo amino del ligando, mientras que R77 forma dos 

interacciones con el grupo carboxilo.  Como se puede observar en la figura 3, estos 

tres residuos adquieren conformaciones idénticas en presencia de ambos ligandos, 

por lo cual se espera que la remoción de tales interacciones tengan el mismo efecto 

en la unión de arginina e histidina.  

La mutante S72A afectó de manera similar a la unión de ambos ligandos (ΔΔGarg = 

2.1 kcal mol-1 ≈ ΔΔGhis = 2.6 kcal mol-1), tal y como fue predicho (comparar las barras 

verdes entre S72A arg y S72A his en la figura 8A). Como podemos observar en la 

tabla 4, la diferencia en la afinidad para la unión de arginina e histidina no disminuyó, 

por el contrario, el valor de ∆∆Garg-his mostró un ligero incremento de 0.5  kcal mol-1. 

En ambos casos, el valor de ∆H se modificó desfavorablemente por la mutación 

(barras azules en la figura 8A) mientras que el -T∆S resultó favorecido (barras 

naranjas en la figura 8A).  

Por el contrario, la mutante D161A tuvo un impacto distinto en el ∆G de unión para 

arginina e histidina (ΔΔGarg = 6.4 kcal mol-1 > ΔΔGhis = 4.9 kcal mol-1), provocando 

una reducción en el valor de ∆∆Garg-his de 4.7 kcal mol-1 a 3.2 kcal mol-1.  El valor de 

∆H se afectó de manera similar en ambos casos (ΔΔHarg = 6.6 kcal mol-1 ≈ ΔΔHhis = 

6.5 kcal mol-1), no obstante, el valor de -T∆S no se modificó en la unión de arginina 

y fue favorecido en la unión de histidina (Δ (-TΔSarg) = 0.2 kcal mol-1 y Δ (-TΔShis) = 

-1.5 kcal mol-1). Por lo tanto, la reducción en el valor de ∆∆Garg-his es de origen 

entrópico. 

De manera semejante a D161A, la mutación R77A tiene un efecto muy desfavorable 

en los valores de ΔG, siendo mayor para la unión de arginina que para histidina 

(ΔΔGarg = 5.5 kcal mol-1 > ΔΔGhis = 4.3 kcal mol-1). De este modo, el valor de ∆∆Garg-

his se redujo de 4.7 kcal mol-1 a 3.5 kcal mol-1. Cabe resaltar que la perdida en la 

afinidad por parte de esta mutante en la unión ambos ligandos es el resultado de un 
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impacto desfavorable tanto en ∆H como en -T∆S (figura 8A), en lugar de ser 

exclusivamente entálpico como en D161A y S72A.   

Como podemos observar, las mutantes D161A y R77A muestran valores de ΔΔGarg 

y ΔΔGhis mayores a 4.0 kcal mol-1, lo cual representa una disminución en la afinidad 

de al menos tres órdenes de magnitud. Estos resultados indican que los residuos 

D161 y R77 son determinantes de la unión de ambos ligandos. No obstante, 

contrario a lo esperado, los datos termodinámicos muestra que estos residuos 

también contribuyen a la selectividad. 

 

Tabla 4. Datos termodinámicos obtenidos a  25 °C para la unión de arginina e 

histidina por parte de las mutantes del grupo de unión a cadena principal. 

 

 

 

 

 

 

Grupo Mutante 
K

d 
 

 
(nM) 

∆G  

(kcal mol
-1
)
 
 

∆H
 a
   

(kcal mol
-1
)
 
 

-T∆S 

 (kcal mol
-1
)
 
 

n 

 sitios de unión
 

Valor c 

LAO silvestre
 b
 

LAO arg 1.0 ± 0.2 -12.3 ± 0.1 -11.3 ± 0.1 -1.0 ± 0.2 0.99 ± 0.01   

LAO his 2.7 ± 0.1 x 10
3
 -7.6 ± 0.1 -8.2 ± 0.2 0.6 ± 0.2 0.99 ± 0.01   

∆∆G
arg-his

   4.7         

Grupo de unión a 

cadena principal
 c
 

S72A arg 29 ± 4 -10.2 ± 0.3 -8.0 ± 0.4 -2.2  ± 0.4 1.08 ± 0.05 1.7  x 10
3
 

S72A his 0.2 ± 0.05 x 10
6
 -5.0 ± 0.2 -4.1 ± 0.8 -0.9 ± 0.9 1.05 ± 0.03 1 

∆∆G
arg-his

   5.2         

D161A arg 4.2 ± 2 x 10
4
 -5.9 ± 0.2 -4.7 ± 0.9 -1.2 ± 0.7 0.95 ± 0.1 5 

D161A his
d
 8.9 ± 6 x 10

6
 -2.7 ± 0.5 -1.7 ± 1.2 -1.0 ± 1.2 1.0 0.02 

∆∆G
arg-his

   3.2         

R77A arg 9.0 ± 2 x 10
3
 -6.8 ± 0.2 -8.4 ± 0.8 1.6 ± 0.8 1.1 ± 0.2 5 

R77A his
d
 3.7 ± 0.3 x 10

6
 -3.3 ± 0.1 -6.5 ± 0.1 3.2 ± 0.5 1.0 0.04 

∆∆G
arg-his

   3.5         

a Los valores experimentales de ΔH se corrigieron para la unión de histidina debido al efecto termodinámico de la 

protonación del ligando. Para ello se restaron 2.1 kcal mol-1 a los valores obtenidos directamente de los datos de ITC, 

tal y como se indica en [20]. 
b Datos tomados de [20]. 
c Los valores presentados son el promedio ± desviación estándar de tres experimentos independientes cuando c >1 y 

cuatro experimentos independientes cuando c ≤ 1. Para las titulación donde c < 1 el valor de  n fue fijado a 1.0 en el 

ajuste. 
dFor these systems c < 1, therefore ∆H and ∆S data must be taken with caution. 
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Con el propósito de obtener una explicación de los efectos termodinámicos en 

términos estructurales se utilizó cristalografía de rayos X para obtener las 

coordenadas de las mutantes en presencia y ausencia de ligandos. Para este grupo 

logramos resolver las estructuras de S72A y R77A en presencia de arginina, así 

como R77A vacía y en presencia de histidina.  Todas ellas fueron resueltas a una 

resolución mayor a los 2.3 Å (mayor a 2.0 Å para aquellas con ligando) (tabla 5) lo 

cual permite comparar adecuadamente las características del sitio de unión de las 

mutantes con la proteína wt. La integridad de los datos colectados fue superior al 

99% para la capa de baja resolución y mayor al 94% para la capa de alta resolución, 

con una multiplicidad  de 4  a 11 y 3 a 6, respectivamente. Los valores del factor-b 

general son adecuados para las resoluciones obtenidas, mientras que las 

diferencias entre el  Rwork y el  Rfree se encuentran por debajo de 6%. Por otra parte, 

la densidad electrónica es continua a lo largo de la estructura primaria de la proteína 

Figura 8. Los residuos D161 y R77 contribuyen de manera importante a la afinidad y participan en la selectividad. Los efectos 
termodinámicos de las mutantes S72A, D161A y R77A son expresados en referencia a los valores reportados para la proteína 
silvestre tal y como se describe a continuación: ΔΔG

mut-wt 
(barras verdes)= ΔG

mutante
 - ΔG

wild type
, ΔΔH

mut-wt 
(barras azules)= ΔH

mutante
 

- ΔH
wild type 

y Δ (-TΔS
mut-wt

) (barras naranjas)= (-TΔS
mutante

) - (-TΔS
wild type

). 
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y se encuentra bien definida en el sitio de, además, ninguno de los modelos 

presenta ángulos φ y ψ fuera de las regiones permitidas del gráfico de 

Ramachandran. Cabe señalar que todas las estructuras reportadas en esta tesis se 

obtuvieron a partir de cristales crecidos en las mismas condiciones (Materiales y 

Métodos, página 17). 

El sitio de unión de S72A-arg es prácticamente idéntico al sitio de unión de LAO wt-

arg, las únicas diferencias claras son la mutación y la presencia de un pequeño 

cambio conformacional en la cadena lateral de D11 (figura 9), del cual se hablará 

más adelante. Ya que la principal diferencia entre las estructuras S72A y LAO wt es 

la mutación, podemos concluir que el efecto desfavorable de 2.1 kcal mol-1en la 

afinidad de unión a arginina observada en los resultados termodinámicos es 

consecuencia directa de la remoción de la interacción entre el OH de S72 y el grupo 

amino del ligando.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. El sitio de unión de la mutante S72A en complejo con arginina es similar al de LAO wt  . Alineamiento estructural 
del sitio de unión de LAO wt-arg (verde) con S72A-arg (magenta, panel A. La cadena lateral eliminada se muestra  como un 
“stick” más delgado al resto y está marcada con una etiqueta roja. Las moléculas de solvente se encuentran representadas 
como esferas. En color gris se muestra el mapa de densidad electrónica de omisión (2mFo-dFc) contorneado a 1σ.  
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De manera similar, el sitio de unión de  R77A en presencia de arginina e histidina 

no presenta cambios estructurales drásticos en comparación con la proteína 

silvestre. No obstante, en ambos casos se observan tres moléculas de agua 

ocupando el sitio de la mutación, dos de ellas interactuando con el ligando. Además, 

R77A-his muestra una molécula de agua extra interactuando con la cadena lateral 

de la histidina (figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Las interacciones removidas en R77A son remplazados por contactos con el solvente. Alineamiento estructural 
del sitio de unión de LAO wt-arg (verde, panel A) con R77A-arg (naranja, panel A) y LAO wt-arg (verde, panel B) R77A-his 
(amarillo, panel B). La cadena lateral eliminada se muestra  como un “stick” más delgado al resto y está marcada con una 
etiqueta roja. Las moléculas de solvente se encuentran representadas como esferas. En color gris se muestra el mapa de 
densidad electrónica de omisión (2mFo-dFc) contorneado a 1σ.  
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Tabla 5. Colección de datos y estadísticas de afinamiento para la mutantes 

pertenecientes al grupo de unión a cadena principal 

a En paréntesis se muestran los datos para la capa de alta resolución. 

a En gráfico de Ramachandran 

 

 

Colecta de datos a 

Mutante S72A arg R77A vacía R77A arg R77A his 

PDB ID 6MLN 6MKX 6MLG 6MLI 

Resolución (Å) 50.00 - 1.72 (1.75-1.72) 50.00 - 2.28 (2.33-2.28) 50.00 - 1.91 (1.94-1.91) 50.00 - 1.88 (1.91-1.88) 

Grupo espacial P 21 21 21 (19) P 21 21 21 (19) P 21 21 21 (19) P 21 21 21 (19) 

Dimensiones de la celda unitaria         

a, b, c, (Å) 36.80, 59.05, 115.37 35.00, 76.75, 86.17 37.21, 57.66, 101.26 37.20, 58.85, 115.28 

Mosaicismo 0.59 -0.96 1.04-1.65 0.96-1.88 0.93-1.56 

Reflexiones totales 260163 (15270) 78380 (3299) 85914 (4746) 136579 (7642) 

Reflexiones únicas 27506 (2679) 10948 (1040) 17747 (1582) 21134 (2011) 

Multiplicidad 9.5 (5.7) 7.2 (3.2) 4.8 (3.0) 6.5 (3.8) 

Integridad (%) 100.0 (99.8) 99.6 (96.6) 98.9 (97.1) 99.4 (94.9) 

 I / sigma (I) 44.1 (6.0) 24.8 (3.9) 19.9 (2.0) 26.9 (2.3) 

R-merge 0.065 (0.385) 0.109 (0.395) 0.140 (0.658) 0.106 (0.630) 

CC1/2 0.997 (0.910) 0.995 (0.838) 0.992 (0.572) 0.996 (0.667) 

Estadísticas de afinamiento 

Rwork , Rfree 

 

0.144, 0.175 

 (0.193, 0.242) 

0.191, 0.251 

(0.0.268, 0.349) 

0.159, 0.212 

(0.273, 0.357) 

0.164, 0.213 

(0.323, 0.344) 

Factor B promedio (Å2) 17.9 24.6 21.0 23.0 

Proteína 15.2 24.4 19.9 21.3 

Ligando 42.1   39.4 47.2 

Solvente 32.4 26.9 29.6 33.8 

Factor B de Wilson (Å2) 13.5 24.9 20.7 21.4 

Numero de átomos 2081 1932 2015 2075 

Proteína 1774 1812 1799 1831 

Ligando 38   13 30 

Moléculas de agua 266 120 203 214 

Residuos de la Proteína 235 238 238 238 

RMS (enlaces) (Å) 0.006 0.010 0.007 0.007 

RMS (ángulos) (°) 1.000 1.060 0.940 0.980 

bEn zona favorecida (%) 97.00 96.19 97.00 98.00 

bEn zona permitida (%) 3.00 3.81 3.00 2.00 

bEn zona no permitida (%) 0.00 0.00 0.00 0.00 

Choques 1.13 3.92 0.85 1.64 
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Al comparar las estructuras cristalográficas de estas dos mutantes se puede 

observar observar que las principales diferencias recaen en el número de moléculas 

de agua presentes en el sitio de unión. Aun cuando es necesario otro tipo de 

estudios, es probable que las diferencias observada en los efectos entálpicos y 

entrópicos de R77A con respecto a D161A y S72A estén relacionadas con la 

incorporación del solvente.  

Termodinámica de unión y estructura cristalográfica de las mutantes 

pertenecientes al “grupo de unión a motivo guanidino” (D11A y S69A) 

Como se mencionó anteriormente, las cadenas laterales de los residuos D11 y S69 

interactúan directamente con el grupo guanidino del ligando arginina y no con el 

grupo imidazol del ligando histidina (figura 3). Tal discrepancia es la única diferencia 

estructural clara entre los sitios de unión de LAO wt-arg y LAO wt-his. Por ello, se 

propuso a D11 y S69 como los residuos responsables de la diferencia de 4.7 kcal 

mol-1 en la afinidad de LAO por arginina e histidina. Con base a esta hipótesis se 

espera que las mutantes de alanina de tales residuos tengan un impacto importante 

en la afinidad por arginina y un efecto pequeño en la afinidad por histidina.  

La mutante D11A tuvo un efecto desfavorable en el ∆G de unión de ambos ligandos, 

no obstante, tal efecto fue mayor para la unión de arginina  (ΔΔGarg = 2.6 kcal mol-1 

> ΔΔGhis = 1.2 kcal mol-1 ), tal y como se esperaba. De este modo, el valor de ∆∆Garg-

his se redujo de 4.7 kcal mol-1 a 3.3 kcal mol-1  (tabla 6). De manera interesante, la 

mutación favoreció al ∆H en la unión de ambos ligandos, mientras que el valor de -

T∆S  fue desfavorecido (figura 11). Estos resultados confirman la participación del 

residuo D11 en la selectividad de la proteína. En contraste, los valores de ∆G para 

la unión arginina e histidina no fueron modificados por la mutante S69A indicando 

que S69 no contribuye a la afinidad de ninguno de los ligandos utilizados, y por lo 

tanto a la selectividad (figura 11).  
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Tabla 6. Datos termodinámicos obtenidos a  25 °C para la unión de arginina e 

histidina por parte de las mutantes del grupo de unión a motivo guanidino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo Mutante 
K

d 
 

 
(nM) 

∆G  

(kcal mol
-1
)
 
 

∆H
 a
   

(kcal mol
-1
)
 
 

-T∆S 

 (kcal mol
-1
)
 
 

n 

 sitios de unión
 

Valor c 

LAO silvestre
 b
 

LAO arg 1.0 ± 0.2 -12.3 ± 0.1 -11.3 ± 0.1 -1.0 ± 0.2 0.99 ± 0.01   

LAO his 2.7 ± 0.1 x 10
3
 -7.6 ± 0.1 -8.2 ± 0.2 0.6 ± 0.2 0.99 ± 0.01   

∆∆G
arg-his

   4.7         

Grupo de unión a 

grupo guanidino
 c
 

D11A arg 70 ± 30 -9.7 ± 0.3 -13.7 ± 0.4 4.0 ± 0.4 1.1 ± 0.05 580 

D11A his 1.7 ± 0.8 x 10
4
 -6.4 ± 0.3 -12.1 ± 1.2 5.5 ± 1.0 1.2 ± 0.2 3 

∆∆G
arg-his

   3.3         

S69A arg 1.0 ± 0.5 -12.3 ± 0.4 -13.0 ± 0.8 0.7 ± 0.5 1.06 ± 0.04 2.2 x 10
5
 

S69A his 2.1 ± 0.1 x 10
3
 -7.8 ± 0.1 -8.9 ± 0.1 1.1 ± 0.1 1 ± 0.09 35 

∆∆G
arg-his

   4.6         

Figura 11.  La contribución del residuo D11 está guiada por entropía mientras que S69 no contribuye a 
la afinidad. Los efectos termodinámicos de las mutantes D11A y S69A son expresados en referencia a los 
valores reportados para la proteína silvestre tal y como se describe en la figura 8. 
 

a Los valores experimentales de ΔH se corrigieron para la unión de histidina debido al efecto termodinámico de la protonación del 

ligando. Para ello se restaron 2.1 kcal mol-1 a los valores obtenidos directamente de los datos de ITC, tal y como se indica en [20]. 
b Datos tomados de [20]. 
c Los valores presentados son el promedio ± desviación estándar de tres experimentos independientes cuando c >1 y cuatro experimentos 

independientes cuando c ≤ 1. Para las titulación donde c < 1 el valor de  n fue fijado a 1.0 en el ajuste. 
dFor these systems c < 1, therefore ∆H and ∆S data must be taken with caution. 
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Para tratar de dilucidar la razón por la cual la mutación del residuo D11 tienen un 

efecto entálpico favorable se determinaron las estructuras cristalográficas de D11A 

en presencia de arginina e histidina ( 1.7 Å  y 2.3 Å de resolución, respectivamente). 

La integridad de los datos colectados fue superior al 97% para la capa de baja 

resolución y mayor al 93% para la capa de alta resolución, con una multiplicidad  de 

4 a 7 y 3 a 4, respectivamente (tabla 7). Los valores del factor-b general son 

adecuados para las resoluciones obtenidas, mientras que las diferencias entre el  

Rwork y el Rfree se encuentran por debajo de 6%. Por otra parte, la densidad 

electrónica es continua a lo largo de la estructura primaria de la proteína y se 

encuentra bien definida en el sitio de unión. Ninguno de los modelos presenta 

ángulos φ y ψ fuera de las regiones permitidas del gráfico de Ramachandran. 

De manera sorprendente, la estructura de D11A es prácticamente idéntica a LAO 

wt-arg (RMSD = 0.14 Å), la única diferencia clara es un ligero desplazamiento (0.6 

Å) de la cadena lateral del residuo T13 en conjunto con una molécula de agua 

denominada Wat13 (figura 12 A). En consecuencia, la distancia entre Wat13 y la 

cadena lateral de la arginina se reduce de 3.5 Å a 3.0 Å, lo cual podría contribuir al 

efecto entálpico desfavorable observado. Adicionalmente, el valor del factor b de 

Wat 13 disminuye de 20 Å2 en LAO wt a 1.0 Å2 en D11, lo cual correlaciona con la 

pérdida de entropía. El alineamiento de la estructura de LAO wt-arg resuelta 

previamente (1LAF) con la estructura que se resolvió en este trabajo (6MLE) 

muestra un ligero movimiento en la cadena lateral de D11 (figura 5 B), similar a lo 

observado en las estructuras D161A-arg, S72-arg y R77-arg. Esto nos indica que 

D11 puede adquirir distintas conformaciones al interactuar con el ligando sin 

impactar significativamente al ∆G de unión . De hecho, la cadena lateral de este 

residuo muestra el factor b más alto en el sitio de unión (24 Å2) sugiriendo que D11 

presenta una vibración mayor al resto de los residuos. 

De manera similar, la estructura de D11A en presencia de histidina muestra un ligero 

desplazamiento en la cadena lateral de T13 en conjunto con Wat13. Adicionalmente 

se observa la incorporación de una molécula de agua al sitio de unión la cual 

interactúa con el ligando y Wat13 (figura 12 B). 



 

35 
 

Tabla 7. Colección de datos y estadísticas de afinamiento para la mutantes 

pertenecientes al “grupo de unión a grupo guanidino”. 

a En paréntesis se muestran los datos para la capa de alta resolución. 

 

 

 

Colecta de datos a 

Mutante D11A arg D11A his S69A vacía 

PDB ID 6MKU 6MKW 6ML0 

Resolución (Å) 50.00-1.73 (1.76-1.73) 50.00-2.32 (2.36-2.32) 50.00-1.68 (1.71-1.68) 

Grupo espacial P 21 21 21 (19) P 21 21 21 (19) P 21 21 21 (19) 

Dimensiones de la celda unitaria       

a, b, c, (Å) 37.16, 58.61, 115.28 36.81, 58.88, 115.16 35.51, 77.50, 102.89 

Mosaicismo 0.94-1.45 1.27 - 4.76 0.84-1.81 

Reflexiones totales 117866 (3482) 70586 (3482) 191095 (8999) 

Reflexiones únicas 27021 (1055) 11203 (1055) 33775 (3103) 

Multiplicidad 4.4 (3.2) 6.3 (3.3) 5.4 (2.9) 

Integridad (%) 99.2 (96.0) 97.9 (93.1) 99.3 (95.8) 

 I / sigma (I) 18.1 (2.3) 22.1 (4.3) 47.6 (4.0) 

R-merge 0.120 (0.587) 0.098 (0.327) 0.074 (0.317) 

CC1/2 0.990 (0.592) 0.993 (0.865) 0.998 (0.834) 

Estadísticas de afinamiento 

Rwork , Rfree 
0.194, 0.236 

(0.291, 0.287) 

0.173, 0.229 

(0.206, 0.248) 

0.191, 0.244 

(0.233, 0.293) 

Factor B promedio (Å2) 14.2 22.1 (4.3) 21.1 

Proteína 12.8 21.9 18.4 

Ligando 25.3 25.9 30.2 

Solvente 22.8 24.8 29.6 

Factor B de Wilson (Å2) 12.5 19.2 19.0 

Numero de átomos 2090 1966 2445 

Proteína 1808 1835 1855 

Ligando 10 12 10 

Moléculas de agua 270 119 580 

Residuos de la Proteína 238 237 238 

RMS (enlaces) (Å) 0.006 0.010 0.006 

RMS (ángulos) (°) 0.960 1.080 0.960 

En zonas favorecidas del Ramachandran, (%) 96.00 95.74 96.50 

En zonas permitidas del Ramachandran (%) 4.00 4.26 3.50 

Fuera de las zonas permitidas del Ramachandran (%) 0.00 0.00 0.00 

Choques 0.56 3.57 2.16 
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Termodinámica de unión y estructura cristalográfica de las mutantes 

pertenecientes al “grupo de unión a motivo guanidino” (Y14A y F52A) 

Los residuos aromáticos Y14A y F52A realizan interacciones catión-pi con la cadena 

lateral de ambos ligandos (figura 3). La mutante Y14A tuvo un impacto desfavorable 

de 4.0 kcal mol-1 en el ∆G de unión a arginina (tabla 8), tal efecto es el resultado de 

un cambio entálpico altamente desfavorable (∆∆Harg = 8.1 kcal mol-1) y un cambio 

entrópico muy favorable (∆ (-T∆Sarg)= -4.1  kcal mol-1); (figura 13). Por otra parte, el 

∆G de unión a histidina fue afectado por 2.5 kcal mol-1, causado completamente por 

un efecto entálpico desfavorable (∆∆Harg = 2.5 kcal mol-1); (figura 13). Como 

podemos observar, el efecto de Y14A en el ∆G es mayor para la unión de arginina, 

lo cual indica que Y14 contribuye a la selectividad, reduciendo el valor de ∆∆Garg-his 

a 3.2 kcal mol-1. 

Figura 12. El sitio de unión de D11A presenta pequeñas diferencias estructurales relacionadas con el solvente. 
Alineamiento estructural del sitio de unión de LAO wt-arg (verde, panel A) con D11A-arg (azul, panel A) y  LAO wt-his (verde, 
panel B) con D11A-his (azul, panel B). La cadena lateral eliminada se muestra  como un “stick” más delgado al resto y está 
marcada con una etiqueta roja. Las moléculas de solvente se encuentran representadas como esferas. En color gris se 
muestra el mapa de densidad electrónica de omisión (2mFo-dFc) contorneado a 1σ.  
 



 

37 
 

Tabla 8. Datos termodinámicos obtenidos a  25 °C para la unión de arginina e 

histidina por parte de las mutantes del grupo de unión a cadena lateral. 

 

 

 

 

La mutante F52A mostró un valor de  ∆∆Garg = 6.9 kcal mol-1,  lo cual representa un 

aumento en la Kd de 5 órdenes de magnitud (tabla 9); cabe señalar que este es el 

mayor impacto en la afinidad observado para las mutantes estudiadas en este 

trabajo. De manera similar, F52A tuvo un impacto de 4.0 kcal mol-1, en el ∆∆Ghis lo 

cual representa un aumento en la Kd de aproximadamente 3 órdenes de magnitud, 

tal efecto es superado solamente por D161A y R77A. El impacto mostrado sobre el 

valor de ∆G para la unión de ambos ligandos es consecuencia de un cambio 

altamente desfavorable en el valor de ∆H en conjunto con un cambio favorable en 

el valor de –T∆S (figura 13). Estos resultados indican que F52 es de suma 

importancia para la unión de arginina e histidina, contribuyendo entálpicamente a la 

afinidad. No obstante, el efecto causado por la remoción de la cadena lateral de F52 

es considerablemente mayor para la unión de arginina (∆∆Garg-his = 3.1 kcal mol-1), 

disminuyendo la diferencia de afinidad entre ambos ligandos a tan solo un orden de 

magnitud. De este modo, podemos afirmar que ambos residuos aromáticos 

contribuyen a la selectividad.  

Grupo Mutante 
K

d 
 

 
(nM) 

∆G  

(kcal mol
-1
)
 
 

∆H
 a
   

(kcal mol
-1
)
 
 

-T∆S 

 (kcal mol
-1
)
 
 

n 

 sitios de unión
 

Valor c 

LAO silvestre
 b
 

LAO arg 1.0 ± 0.2 -12.3 ± 0.1 -11.3 ± 0.1 -1.0 ± 0.2 0.99 ± 0.01   

LAO his 2.7 ± 0.1 x 10
3
 -7.6 ± 0.1 -8.2 ± 0.2 0.6 ± 0.2 0.99 ± 0.01   

∆∆G
arg-his

   4.7         

Grupo de unión 

a cadena lateral
 c
 

Y14A arg 0.8 ± 0.1 x 10
3
 -8.3 ± 0.1 -3.2 ± 0.2 -5.1 ± 0.3 1.1 ± 0.1 163 

Y14A his 0.2 ± 0.02 x 10
6
 -5.1 ± 0.1 -5.7 ± 0.6 0.6 ± 0.7 1 ± 0.1 1 

∆∆G
arg-his

   3.2 2.6 5.8     

F52A arg 0.1 ± 0.03 x 10
6
 -5.4 ± 0.2 -1.7 ± 0.8 -3.7 ± 0.9 1.03 ± 0.15 1 

F52A his
d
 3 ± 0.6 x 10

6
 -3.4 ± 0.1 -2.8 ± 0.6 -0.6 ± 0.6 1.0 0.06 

∆∆G
arg-his

   2.0         

a Los valores experimentales de ΔH se corrigieron para la unión de histidina debido al efecto termodinámico de la protonación del 

ligando. Para ello se restaron 2.1 kcal mol-1 a los valores obtenidos directamente de los datos de ITC, tal y como se indica en [20]. 
b Datos tomados de [20]. 
c Los valores presentados son el promedio ± desviación estándar de tres experimentos independientes cuando c >1 y cuatro experimentos 

independientes cuando c ≤ 1. Para las titulación donde c < 1 el valor de  n fue fijado a 1.0 en el ajuste. 
dFor these systems c < 1, therefore ∆H and ∆S data must be taken with caution. 
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Las estructuras cristalográficas de Y14A en presencia de arginina, histidina, y en 

ausencia de ligando se resolvieron a 1.7 Å, 1.5 Å y 2.1 Å de resolución, 

respectivamente. La integridad de los datos colectados fue superior al 98% para 

ambas capas de resolución, con una multiplicidad  por arriba de 4 (a excepción de 

la capa de alta resolución en Y14A sin ligando); (tabla 9). Los valores del factor-B 

general son adecuados para las resoluciones obtenidas, mientras que las 

diferencias entre el  Rwork y el Rfree se encuentran por debajo de 5%. Por otra parte, 

la densidad electrónica es continua a lo largo de la estructura primaria de la proteína 

y se encuentra bien definida en el sitio de unión. Todos los ángulos φ y ψ para los 

tres modelos se encuentran dentro de las áreas permitidas en el gráfico de 

Ramachandran.  

Figura 13. F52 es el residuo más importante para la afinidad y selectividad de LAO. Los efectos 
termodinámicos de las mutantes  Y14A y F52A son expresados en referencia a los valores reportados para 
la proteína silvestre tal y como se describe en la figura 8. 
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Como se puede observar en la figura 14, la mutación  Y14A no modificó la posición 

de los grupos amino y carboxilo de ningún ligando, sin embargo,  la cadena lateral 

de ambas moléculas sufrió un ligero desplazamiento hacia la zona de la mutación, 

acompañado de un cambio en la conformación de la cadena lateral del residuo D11. 

Esta reubicación en D11 es similar, aunque de mayor magnitud, a la observada en 

D161A, S72A y R77A. En ambas estructuras, el espacio que dejó la remoción de 

Y14 es ocupado  por moléculas de agua (tres en Y14A-his y cuatro en Y14A-arg), 

creando un canal  que cruza el sitio de unión y deja al ligando expuesto al solvente 

(figura 15 A).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. La mutación del residuo Y14 propicia la entrada de varias moléculas de agua al sitio de unión. Alineamiento 
estructural del sitio de unión de LAO wt-arg (verde, panel A) con Y14A-arg (café, panel A) y  LAO wt-his (verde, panel B) con 
Y14A-his (café, panel B). La cadena lateral eliminada se muestra  como un “stick” más delgado al resto y está marcada con 
una etiqueta roja. Las moléculas de solvente se encuentran representadas como esferas. En color gris se muestra el mapa 
de densidad electrónica de omisión (2mFo-dFc) contorneado a 1σ.  
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Tabla 9. Colección de datos y estadísticas de afinamiento para la mutantes 

pertenecientes al “grupo de unión a cadena lateral” 

Colecta de datos a 

Mutante Y14A empty Y14A arg Y14A his F52A empty 

PDB ID 6MLV 6MLO 6MLP 6MLD 

Resolución (Å) 50.00 – 2.08 (2.13-2.08) 50.00 - 1.72 (1.78-1.72) 50.00 - 1.48 (1.51-1.48) 50.00 - 1.66 (1.69-1.66) 

Grupo espacial P 21 21 21 (19) P 21 21 21 (19) P 21 21 21 (19) P 21 21 21 (19) 

Dimensiones de la celda unitaria         

a, b, c, (Å) 35.54, 76.80, 98.61 37.17, 58.65, 115.46 36.99, 57.22, 101.03 34.76, 76.23, 85.36 

Mosaicismo 1.05 – 2.01 0.83 - 1.27 0.55-0.91 0.94-1.28 

Reflexiones totales 87925 (4568) 218332 (14274) 351569 (18827) 293208 (15529) 

Reflexiones únicas 16624 (1575) 27578 (3103) 35985 (3362) 27708 (2632) 

Multiplicidad 5.3 (2.9) 7.9 (4.6) 9.8 (5.6) 10.6 (5.9) 

Integridad (%) 98.3 (85.3) 99.2 (94.3) 99.5 (98.8) 99.9 (99.6) 

 I / sigma (I) 15.0 (2.5) 29.6 (2.3) 24.7 (2.5) 25.7 (2.1) 

R-merge 0.122 (0.498) 0.073 (0.669) 0.109 (0.719) 0.097 (0.784) 

CC1/2 0.987 (0.646) 0.996 (0.646) 0.995 (0.673) 0.994 (0.644) 

Estadísticas de afinamiento 

Rwork , Rfree 

 

0.192 , 0.220 

(0.319, 0.428) 

0.176 , 0.219 

(0.316, 0.371) 

0.156 , 0.182 

(0.2874, 0.338) 

0.161 , 0.211 

(0.251, 0.293) 

Factor B promedio (Å2) 21.1 21.7 13.1 15.3 

Proteína 20.8 20.4 11.1 13.5 

Ligando   34.4 30.5 32.4 

Solvente 23.7 29.7 26.1 24.6 

Factor B de  Wilson (Å2) 20.1 17.0 9.0 13.5 

Numero de átomos 2078 2137 2090 2120 

Proteína 1859 1841 1821 1785 

Ligando   10 16 16 

Moléculas de agua 219 285 245 316 

Residuos de la Proteína 238 238 238 238 

RMS (enlaces) (Å) 0.010 0.009 0.006 0.006 

RMS (ángulos) (°) 1.030 1.080 1.030 0.990 

En zonas favorecidas del Ramachandran, (%) 96.61 98.00 98.00 97.00 

En zonas permitidas del Ramachandran (%) 3.39 2.00 2.00 3.00 

Fuera de las zonas permitidas del Ramachandran (%) 0.00 0.00 0.00 0.00 

Choques 2.96 4.62 0.28 1.14 
a En paréntesis se muestran los datos para la capa de alta resolución. 
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El impacto entálpico altamente desfavorable observado para la unión de arginina 

puede ser causado en gran medida por la pérdida de la interacción catión-pi entre 

Y14 y el ligando, sumado a la pérdida del contacto Y14-D161 y al aumento en la 

distancia entre Wat1 y el grupo guanidino. Las cuatro moléculas de agua que entran 

al sitio de unión a causa de la mutación parecen no compensar tal efecto debido a 

que solo una de ellas se encuentra a la distancia apropiada  (3.3 Å) para interactuar 

con el ligando. Por otra parte, el impacto de la mutación en la entalpía de unión a 

histidina es de menor magnitud, posiblemente debido a que la interacción catión-pi 

formada con este ligando es más débil a la establecida con arginina. 

Adicionalmente, dos de las tres moléculas que entran al sitio de unión interactúan 

de manera cercana (2.9 Å) con la cadena lateral de la histidina. Dichas interacciones 

solvente-histidina podrían estar compensando el efecto desfavorable de la 

mutación. Cabe señalar que el ancho del canal formado a causa de la mutación es 

distinto en Y14A-arg y Y14A-his lo cual podría estar asociado a las diferencias 

descritas en la organización del solvente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. El sitio de unión de Y14A presenta un canal que expone al ligando al solvente. Alineamiento 
estructural del sitio de unión de LAO wt-arg (verde, panel A) con Y14A-arg (café, panel A) y  LAO wt-his 
(verde, panel B) con Y14A-his (café, panel B). La cadena lateral eliminada se muestra  como un “stick” más 
delgado al resto y está marcada con una etiqueta roja. Las moléculas de solvente son presentadas en 
representación de esfera.  
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Termodinámica de unión y estructura cristalográfica de las mutantes 

pertenecientes al “grupo de unión mediada por agua” (D30A y S70A) 

Las cadenas laterales de los residuos D30 y S70 interactúan con la molécula de 

agua Wat1, la cual, a su vez, interactúa directamente con el grupo guanidino del 

ligando arginina. Wat1 no interactúa con el grupo imidazol del ligando histidina 

debido a que se encuentran a más de 5 Å de distancia y entre ellos se encuentra 

posicionada la molécula  Wat2 (figura 3). 

La mutación del residuo D30 causo una reducción de 5.1 kcal mol-1 en el valor de 

∆G para la unión de arginina , tal efecto es causado principalmente por un efecto 

entrópico desfavorable (tabla 10, figura 16). De manera similar, el  ∆G de unión a 

histidina se afectó en 4.1 kcal mol-1,  en esta ocasión como resultado de un efecto 

entálpico  desfavorable y un efecto entrópico favorable (tabla 10, figura 16). Estos 

resultados indican que el residuo D30 es de suma importancia para la unión de 

ambos ligandos a pesar de no interactuar directamente con ellos. 

 

Tabla 10. Datos termodinámicos obtenidos a  25 °C para la unión de arginina 

e histidina por parte de las mutantes del grupo de unión mediada por agua. 

 

 

 

Grupo Mutante 
K

d 
 

 
(nM) 

∆G  

(kcal mol
-1
)
 
 

∆H
 a
   

(kcal mol
-1
)
 
 

-T∆S 

 (kcal mol
-1
)
 
 

n 

 sitios de unión
 

Valor c 

LAO silvestre
 b
 

LAO arg
 
 1.0 ± 0.2 -12.3 ± 0.1 -11.3 ± 0.1 -1.0 ± 0.2 0.99 ± 0.01   

LAO his
 
 2.7 ± 0.1 x 10

3
 -7.6 ± 0.1 -8.2 ± 0.2 0.6 ± 0.2 0.99 ± 0.01   

∆∆G
arg-his

   4.7         

Grupo de unión 

mediado por 

moléculas de agua
 

c
 

D30A arg 5.0 ± 0.3 x 10
3
 -7.2 ± 0.1 -10.9 ± 0.2 3.5 ± 0.2 1.08 ± 0.05 20 

D30A his
d
 3.1 ± 3 x 10

6
 -3.3 ± 0.4 -1.7 ± 2.0 -1.6 ± 2.0 1.0 0.1 

∆∆G
arg-his

   4.1         

S70A arg 55 ± 20 -9.8 ± 0.5 -11.4 ± 0.7 1.6 ± 0.7 0.98 ± 0.1 1.8 x 10
3
 

S70A his 7.6 ± 0.8 x 10
3
 -7.0 ± 0.1 -9.1 ± 1.0 2.1 ± 1.0 0.87 ± 0.1 14 

∆∆G
arg-his

   2.8         

a Los valores experimentales de ΔH se corrigieron para la unión de histidina debido al efecto termodinámico de la protonación del 

ligando. Para ello se restaron 2.1 kcal mol-1 a los valores obtenidos directamente de los datos de ITC, tal y como se indica en [20]. 
b Datos tomados de [20]. 
c Los valores presentados son el promedio ± desviación estándar de tres experimentos independientes cuando c >1 y cuatro experimentos 

independientes cuando c ≤ 1. Para las titulación donde c < 1 el valor de  n fue fijado a 1.0 en el ajuste. 
dFor these systems c < 1, therefore ∆H and ∆S data must be taken with caution. 
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Por otra parte, la mutante S70A mostró una disminución de 2.6 kcal mol-1en el ∆G 

de unión a arginina como consecuencia de una alteración desfavorable en la 

entropía, tal y como se observa en D30A (figura 16). En contraste, el valor de ∆G 

para la unión a histidina no se afectó por la mutación (ΔΔGhis = 2.0 kcal mol-1) debido 

a una compensación entalpía-entropía. Como se puede observar, el impacto de la 

mutación S70A es mayor para arginina que para histidina, reduciendo el valor de 

ΔΔGarg-his  de 4.7 kcal mol-1 a 2.8 kcal mol-1. De este modo podemos afirmar que el 

residuo S70 contribuye principalmente a la selectividad de la proteína.  

Las estructura cristalográfica de D30A en presencia de arginina se resolvio a 1.7 Å 

de resolución. El porcentaje de datos colectados fue superior al 98% para la capa 

de baja resolución y 96% para la capa de alta resolución, con una multiplicidad  de 

Figura 16. Los residuos D30 y S70 son importantes para la afinidad y selectividad de LAO. Los efectos 
termodinámicos de las mutantes D30A y S70A son expresados en referencia a los valores reportados para 
la proteína silvestre tal y como se describe en la figura 8. 
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8 y 4, respectivamente (tabla 11). Los valores del factor-B general son adecuados 

para las resolución obtenida, mientras que la diferencias entre el  Rwork y el Rfree se 

encuentran por debajo de 4%. Por otra parte, la densidad electrónica es continua a 

lo largo de la estructura primaria de la proteína y se encuentra bien definida en el 

sitio de unión.  

Como se puede observar en la figura 17, la estructura D30A-arg muestra el mismo 

cambio conformacional observado previamente en la cadena lateral de D11. 

Adicionalmente, se observa un movimiento en la cadena lateral de S18 el cual 

permite la formación de un nuevo contacto entre dicho residuo y Wat1 (figura 17). 

Resulta interesante observar que la posición de Wat1 en el sitio de unión no se 

modificó (figura 17), de modo que el efecto de la mutación en la afinidad no se debe 

a una cambio en la distancia Wat1-arginina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 17. La posición de Wat1 en el sitio de unión no es modificada por la mutación del residuo D30. Alineamiento 
estructural del sitio de unión de LAO wt-arg (verde) con D30A-arg (gris). La cadena lateral eliminada se muestra  como un 
“stick” más delgado al resto y está marcada con una etiqueta roja. Las moléculas de agua Wat1 se encuentran representadas 
como esferas. En color gris se muestra el mapa de densidad electrónica de omisión (2mFo-dFc) contorneado a 1σ.  
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Tabla 11. Colección de datos y estadísticas de afinamiento para la mutantes 

pertenecientes al “grupo de unión a mediada por molécula de agua” 

Colecta de datos a 

Mutante D30A arg 

PDB ID 6ML9 

Resolución (Å) 50.00 - 1.68 (1.75-1.68) 

Grupo espacial P 21 21 21 (19) 

Dimensiones de la celda unitaria   

a, b, c, (Å) 37.18, 57.77, 101.44 

Mosaicismo 0.91-1.20 

Reflexiones totales 201796 (10242) 

Reflexiones únicas 25298 (2382) 

Multiplicidad 8.0 (4.3) 

Integridad (%) 98.6 (96.0) 

 I / sigma (I) 38.3 (3.8) 

R-merge 0.089 (0.418) 

CC1/2 0.998 (0.857) 

Estadísticas de afinamiento 

Rwork , Rfree 

 

0.135, 0.172 

(0.180, 0.278) 

Factor B promedio (Å2) 17.0 

Proteína 15.2 

Ligando 33.3 

Solvente 29.3 

Factor B de Wilson (Å2) 14.1 

Numero de átomos 2086 

Proteína 1829 

Ligando 14 

Moléculas de agua 241 

Residuos de la Proteína 238 

RMS (enlaces) (Å) 0.010 

RMS (ángulos) (°) 1.200 

En zonas favorecidas del Ramachandran, (%) 97.00 

En zonas permitidas del Ramachandran (%) 3.00 

Fuera de las zonas permitidas del Ramachandran (%) 0.00 

Choques 0.82 

  

a En paréntesis se muestran los datos para la capa de alta resolución. 
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Cálculos de ∆Cp para la unión de ligandos 

El cambio en capacidad calorífica de unión (∆Cp) es un parámetro termodinámico 

importante ya que determina la dependencia del ∆G, ∆H y ∆S con la temperatura. 

En estudios previos se observó que, para la transferencia de solutos entre fases, el 

plegamiento de proteínas y la unión de ligandos, el valor de ∆Cp  correlaciona con 

el cambio en el área expuesta al solvente (∆ASA) resultante del proceso [50–53]. 

Anteriormente se encontró que los valores de ∆Cp obtenidos de manera 

experimental para la unión de arginina e histidina por parte de LAO wt (299 y 264 

cal mol-1 K-1, respectivamente) pueden ser reproducidos de manera adecuada (286 

y 252 cal mol-1 K-1, respectivamente) a partir de ecuaciones paramétricas al utilizar 

los valores de ∆ASA calculados de las estructuras de LAO en ausencia y presencia 

de ligandos [28]. Las tres características estructurales que contribuyen al ∆Cp de 

LAO wt de acuerdo a [28] son las siguientes: 1) el ∆ASA debido a la deshidratación 

del ligando la cual corresponde a ≈ 18-40 cal mol-1 K-1; 2) la inclusión de moléculas 

de agua al sitio de unión asociadas a la interacción proteína-ligando a la cual se le 

atribuyen ≈ 27-36 cal mol-1 K-1; 3) el ∆ASA asociado al cambio conformacional, el 

cual representa la mayor contribución (≈207-210 cal mol-1 K-1).  

Los valores de ∆Cp obtenidos de manera experimental para las mutantes de LAO 

son muy variados ya que en distintos casos tal parámetro no se modificó, mientras 

que en otros se observó un incremento o disminución de hasta 100 cal mol-1 K-1 

(tabla 12, figura 18). Dado que el 80 % del ∆Cp es atribuido al cambio 

conformacional, se esperaba observar un efecto notable en los estados abierto y/o 

cerrado de la proteína. No obstante, todas las estructuras obtenidas en presencia 

de ligando mostraron la misma conformación cerrada presente en LAO wt (figura 

19). Por otra parte, las estructuras en ausencia de ligando para las mutantes F52A 

y R77A presentaron una conformación abierta distinta a la de la proteína silvestre. 

Aunque tal modificación en el estado abierto podría ser responsable de cambios en 

la capacidad calorífica, el ∆Cp  para F52A no muestra diferencias en con respecto a 

LAO wt, mientras que la unión de arginina e histidina en R77A presenta efectos 

opuestos en el ∆Cp  (tabla 4). De manera interesante, todos los ∆Cp obtenidos de 
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forma experimental fueron reproducidos adecuadamente por métodos paramétricos 

(figura 20). Estos resultados indican que los efectos de las mutaciones sobre el 

∆ASA que causaron los cambios en el ∆Cp están representados en las estructuras 

cristalográficas a pesar de no mostrar cambios en la conformación cerrada y en el 

modo de unión.  
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Figura 18. Dependencia de los valores de ∆H y TΔS con la temperatura. Los valores experimentales de ∆H y TΔS para la unión 
de arginina e histidina por parte de las mutantes se muestran en círculos negros y rojos, respectivamente; el ajuste lineal de 
los datos es presentado como líneas continuas. La dependencia de ambos parámetros termodinámicos en LAO wt  se 
muestran en cada panel como líneas punteadas. 
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Tabla 12. Valores de ∆Cp obtenidos para la unión de arginina e histidina de 

manera experimental y predichos a partir del análisis estructural.  

Grupo Mutante 
∆ASA no polar  

cerrado-abierto
 

( Å
2
)
 a 

∆ASA polar  

cerrado-abierto
 

( Å
2
)
 a 

Contribución 

del solvente   
(cal mol

-1
 K

-1
)
d
  

  

∆C
p
   

(cal mol
-1

 K
-1

)  
BE

c,d 

∆C
p
   

(cal mol
-1

 K
-1

)  
 ITC 

LAO silvestre LAO arg -689 -80 9 -303 ± 74 -299 ± 41 
LAO his -626 -86 9 -270 ± 65 -264 ± 41 

Grupo de unión a 

cadena principal 

D161A arg
b -458 -36 0 -212 ± 51 -198 ± 20 

D161A his ND ND ND ND ND 
S72A arg

b -508 -21 9 -232 ± 59 -197 ± 30 
S72A his ND ND ND ND -312 ± 48 
R77A arg -575 -199 -18 -241 ± 46 -220 ± 35 
R77A his -747 -219 -27 -328 ± 64 -365 ± 37 

Grupo de unión a 

cadena lateral 

Y14A arg -317 -149 -9 -121 ± 21 -121 ± 18 
Y14A his -367 -176 -9 -137 ± 24 -110 ± 60 
F52A arg ND ND ND ND      -270 ± 14 
F52A his ND ND ND ND ND 

Grupo de unión a 

grupo guanidino 

D11A arg
b -649 -57 9 -298 ± 72 -298 ± 19 

D11A his
b -597 -72 0 -269 ± 64 -271 ± 50 

S69A arg ND ND ND ND -290 ± 23 
S69A his ND ND ND ND -281 ± 21 

Grupo de unión 

mediado por 

moléculas de agua 

D30A arg
b -768 -41 9 -352 ± 89 -370 ± 20 

D30 his ND ND ND ND ND 
S70A arg

b -663 -18 9 -307 ± 79 -295 ± 35 
S70A his ND ND ND ND -280 ± 41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Los valores de ΔASA se obtuvieron restando el ASA calculado para la estructura cerrada al ASA calculado para la estructura abierta . 
b La estructura abierta de LAO wt fue utilizada para calcular del ASA en ausencia de ligando de aquellas mutantes para las cuales no se obtuvo 

una estructura cristalográfica en dicho estado. Para ello re realizaron las mutaciones correspondientes mutada in silico. 
c Los valores de ΔCp basados en estructura reportados en la tabla son el promedio ± desviación estándar de aquellos que se obtuvieron de las 

ecuaciones 5-8. 
 d La contribución al ΔCp de las moléculas de agua incorporadas o removidas del sitio de unión como parte del proceso de asociación del 

ligando fueron agregadas al valor basado en estructura (±9 cal-1 mol-1 K-1por molécula de agua de acuerdo a ). El número de aguas que 

contribuyen al ΔCp se obtuvo al restar el número de moléculas presentes en el sitio de unión en estado cerrado al de aquellas presentes en el 

estado nativo.  
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Figura 19. Las mutantes en presencia de ligando adoptan el mismo estado conformacional observado 
en LAO wt. Alineamiento de la estructura LAO wt-arg (verde en todos los paneles) con las estructuras 
estructuras S72A-arg (panel A, RMSD = 0.34 Å), R77A-arg (panel B, RMSD = 0.37 Å), D11A-arg (panel C, 
RMSD = 0.14 Å), Y14A-arg (panel D, RMSD = 0.22 Å) y D30A-arg (panel E, RMSD = 0.36 Å). 
 

Figura 20. Los valores de ΔC
p
  basados en la estructura (BE) correlacionan adecuadamente con los valores 

experimentales (ITC). Los valores de BE ΔC
p 

con y sin la contribución de las moléculas de agua incorporadas 

al sitio de unión como parte de la asociación del ligando se muestran en círculos abiertos y cerrados, 
respectivamente. El ajuste lineal de los datos se muestra como una línea roja. 
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Estado conformacional semi-abierto 

El alineamiento de las estructuras cristalográficas de R77A y F52A con LAO wt, 

todas en ausencia de ligando, muestra que dichas mutantes adquieren una 

conformación distinta a la que presenta la proteína silvestre (figura 21 A). Como se 

puede ver en la figura 21 B, la conformación adoptada por R77A y F52A tiene un 

grado de apertura menor al del estado abierto adquirido por LAO wt, lo cual resulta 

evidente al observar la posición de los residuos D161 y Y14 (figura 21 C). Por esta 

razón denominamos a dicha conformación como semi-abierta. De manera 

interesante, la cadena lateral de S72 en las estructuras semi-abiertas adopta la 

misma conformación observada en la estructura de LAO wt en complejo con 

arginina. En el estado abierto de la proteína silvestre, S72 interactúa con R77, sin 

embargo, en ambas mutantes, tal contacto se pierde y en su lugar S72 interactúa 

con una molécula de solvente.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Las estructuras de las mutantes R77A y F52A en ausencia del ligando presentas un estado 
conformacional semi-abierto. A) Alineamiento de las estructuras  R77A-vacia (naranja) y F52A-vacia (café) 
con LAO wt-vacía (morado); (RMSD = 1 Å) . B) Alineamiento de las estructuras  R77A-vacia (naranja), LAO 
wt-vacía  (morado) y  LAO wt-arg (verde). C) Acercamiento al sitio de unión del alineamiento mostrado en 
el panel B. 
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DISCUSIÓN 

Como parte de este trabajo hemos logrado dilucidar la contribución relativa de todos 

los residuos del sitio de unión de LAO a la afinidad y selectividad por dos ligandos 

que difieren en 4.7 kcal mol-1  en su energía de unión. Para varios casos se propuso 

una explicación estructural de los efectos termodinámicos causados por las 

mutantes sencillas de alanina. Los resultados estructurales permitieron observar 

que los contactos solvente-ligando y proteína-solvente-ligando juegan un papel 

crucial en la afinidad y selectividad de LAO. 

Participación de los residuos de sitio de unión de LAO en la afinidad y 

selectividad 

Las mutantes sencillas D161A y R77A redujeron el valor de ∆G para la unión de 

arginina e histidina a aproximadamente la mitad de su valor original. Estos 

resultados indican que los contactos formados entre la proteína y los grupos amino 

y carboxilo de dichos ligandos son cruciales para la unión. De manera sorprendente, 

D161 y R77 contribuyen a la selectividad, este resultado es completamente 

inesperado ya que tales residuos interactúan de forma similar con ambos ligandos 

(figura 3). La presencia de una molécula de agua contactando a la cadena lateral 

de la histidina en R77A-his, la cual no se observa en LAO wt,  ofrece una posible 

explicación. Si la interacción entre R77  y el grupo carboxilo de la histidina propicia 

la salida de esta molécula del sitio de unión, el valor de ∆G podría verse afectado 

negativamente debido a la pérdida  del contante solvente-ligando. De este modo, la 

contribución de R77 a la afinidad por histidina disminuiría como resultado del efecto 

desfavorable que conlleva la salida del solvente. Es probable que el motivo por el 

cual R77 y D161 contribuyen a la selectividad sea más complejo, por ello es 

necesario realizar otro tipo de estudios, como dinámica molecular, para obtener 

mayor información. 

Por su parte, los resultados termodinámicos para las mutantes D11A y S69A 

mostraron que el residuo D11 contribuye a la afinidad de ambos ligandos a pesar 

de interactuar exclusivamente con la cadena lateral de la arginina. De manera 
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interesante, dicha contribución es completamente entrópica y no entálpica como se 

esperaba. Estas observaciones, en conjunto con los datos estructurales, sugieren 

que la contribución de D11 a la energía de unión se debe a una reorganización del 

solvente y no precisamente a su interacción con el ligando. En contraste, S69 no 

contribuye a la unión de ninguno de los ligandos estudiados debido a que su impacto 

en la entalpia de asociación se compensa con un efecto entrópico opuesto y de la 

misma magnitud. Este resultado indica que no todas las interacciones formadas 

entre la proteína y el ligando contribuyen a la afinidad y nos lleva a cuestionar cuál 

es la función, si es que la hay, de S69  en el proceso de unión. 

En lo que respecta a las interacciones catión-pi,  F52 juega el papel más importante 

en la unión de arginina y presenta una de las mayores contribuciones a la unión de 

histidina, tal y como habían propuesto Silva y colaboradores. Adicionalmente, F52 

es el residuo de mayor relevancia para la discriminación de ambos ligandos (ΔΔGarg-

his = 2.0 kcal mol-1 en F52A).  Por su parte, la mutación de Y14 mostró que dicho 

residuo también contribuye de manera importante a la afinidad. Además, los 

resultados termodinámicos sugieren que Y14 contribuye a la selectividad de forma 

similar a  D161, R77 y D11 (ΔΔGarg-his = 3.2 kcal mol-1).  

Finalmente, los resultados termodinámicos obtenidos para las mutantes D30A y 

S70A mostraron, una vez más, lo importante que son los residuos que no 

interactúan directamente con el ligando. De manera interesante, la remoción del 

contacto D30-Wat1 tuvo un impacto muy alto en la afinidad de ambos ligandos 

mientras que la remoción del contacto S70-Wat1 afectó principalmente a la 

selectividad (ΔΔGarg-his = 2.8 kcal mol-1). Estos resultados muestran que las 

interacciones realizadas por Wat1 en el sitio de unión son de crucial importancia, 

tanto en la  afinidad como en la discriminación de ligandos, tal y como fue propuesto 

tiempo atrás por el grupo de Ames [31]. 
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Participación del solvente en la termodinámica de unión 

Como hemos podido observar, la mayoría de las mutantes presentan efectos 

estructurales que involucran la incorporación de nuevas moléculas de solvente al 

sitio de unión y/o alteraciones en la organización del solvente que ya estaba 

presente. Una clara excepción es S72A-arg cuya estructura no presenta 

modificaciones importantes además de la mutación. De este modo, los efectos 

termodinámicos observados para esta mutante pueden ser atribuidos directamente 

a la remoción del contacto entre S72 y el grupo amino del ligando. Por el contrario, 

R77A incorpora nuevas moléculas de agua al sitio de unión, varias de ellas 

remplazando las interacciones proteína-ligando que fueron removidas. Tales 

moléculas parecen estar contribuyendo de manera favorable a la entalpía de unión, 

compensando en cierta medida el efecto desfavorable de la mutación a costa de un 

efecto entrópico desfavorable. La mutante Y14A es otro caso en el cual se observa 

la incorporación de moléculas de agua al sitio de unión. No obstante, estas 

moléculas interactúan de manera distinta con ambos ligandos por lo cual parecen 

influir de forma diferente en la termodinámica de unión.  

Como se mencionó anteriormente, resulta sorprendente observar que la remoción 

de las interacciones formadas entre D30 y S70 con la molécula Wat1 tuvo efectos 

muy importantes en la afinidad y selectividad. Estos resultados muestran de manera 

clara que los contactos formados con el solvente son relevantes para la unión de 

ligandos. Es interesante resaltar que la cadena lateral de S18 rompe su interacción 

con el residuo T10 para formar un nuevo contacto con Wat1, el cual no remplaza la 

contribución del contacto D30-Wat1. Esta observación sugiere que las interacciones  

formadas en el sitio de unión de LAO han sido optimizadas a lo largo de la evolución 

para la unión de aminoácidos básicos con alta afinidad.  
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Capacidad calorífica de unión 

La obtención del valor de ∆Cp de unión es muy importante en la caracterización 

termodinámica de los procesos de interacción proteína-ligando ya que dicho 

parámetro describe la dependencia de la afinidad con la temperatura. 

Estructuralmente, el ∆Cp se ha relacionado con el cambio en el área accesible al 

solvente asociado a la unión del ligando y en LAO wt cerca del 80% de su valor 

proviene del cierre de la proteína. Por ello, supusimos que los efectos de hasta 100 

cal mol-1 K-1  observados en el ∆Cp para ciertas mutantes debían ser resultado de la  

modificación del estado cerrado de la proteína. Sin embargo, todas las estructuras 

en presencia de ligando mostraron la misma conformación cerrada encontrada en 

LAO wt. A pesar de que algunas mutantes presentaron modificaciones en la 

conformación abierta de la proteína, no existe una correlación clara de dicho efecto 

estructural con los cambios en ∆Cp. De esta manera podemos afirmar que el efecto 

de algunas mutantes en el cambio en la capacidad calorífica de unión no es causado 

por un impacto en las conformaciones abierta y cerrada de la proteína. No obstante, 

los valores de ∆Cp obtenidos de manera experimental fueron reproducidos 

adecuadamente a partir de ecuaciones paramétricas basadas en el ∆ASA. Con base 

en estas observaciones es posible concluir que la contribución del cambio 

conformacional al ∆Cp depende en gran medida de las características estructurales 

locales y no exclusivamente del grado de apertura de la proteína. 

Conformaciones semi-abiertas y el complejo de encuentro 

La conformación cerrada adoptada por LAO es estabilizada por la formación de las 

interacciones proteína-ligando, por ello, se esperaba que alguna mutación afectara 

dicha conformación. Sin embargo, la proteína se cierra completamente sin importar 

el residuo del sitio de unión que fue removido y el cambio en la afinidad que esto 

conlleva. En contraste y de manera inesperada, encontramos que las estructuras 

vacías de las mutantes F52A y R77A adoptan una conformación abierta con un 

grado de apertura menor al adquirido por LAO wt, al cual hemos denominado estado 

semi-abierto. Estas observaciones indican que algunos de los residuos del sitio de 

unión también estabilizan la conformación totalmente abierta presente en la proteína 
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silvestre. Anteriormente, Silva y colaboradores encontraron por dinámica molecular 

la presencia de un estado semi-abierto como parte del mecanismo de unión del 

ligando de LAO [34,41]. Tal estado fue denominado complejo de encuentro. Aunque 

no podemos afirmar que la estructura que obtuvimos por cristalografía corresponda 

al complejo de encuentro, hemos demostrado la presencia de estados 

conformacionales distintos al abierto y al cerrado. 

Comparación entre PBPs relacionadas 

El estudio termodinámico y estructural de las interacciones proteína-ligando se ha 

llevado a cabo en diversas PBPs [6,17,55–59,24,26–32]. La figura 24 muestra los 

valores de ∆H y –T∆S de unión obtenidos para varios miembros de esta familia de 

proteínas, incluyendo a LAO (hexágonos negros) y a las mutantes del sitio de unión 

(hexágonos blancos). Como es posible observar, existe una relación entre la 

polaridad de los ligandos y la firma termodinámica. En general, la unión de ligandos 

polares (símbolos negros) está guiada por entalpía (cuadrantes I y III, ∆H negativo), 

en algunos casos con una contribución entrópica favorable (cuadrante III, –T∆S 

negativo) y en otros desfavorable (cuadrante III, –T∆S positivo). En contraste, los 

ligandos no polares (símbolos color vino) están guiados por entropía (cuadrante IV, 

–T∆S negativo, símbolos color vino), con una contribución entálpica desfavorable 

en la mayor parte de los casos. Adicionalmente, hay una dependencia lineal, 

inversamente proporcional, entre ambos parámetros termodinámicos, indicando 

que existe una compensación entre la entalpía y la entropía de unión asociada a la 

interacciones PBP-ligando, tal y como se ha observado en otros grupos de proteínas 

[60–66]. No obstante, los valores para la unión de ligandos polares y no polares se 

ajustan a dos líneas rectas distintas, las cuales comparten la misma pendiente (-

0.85) pero presentan valores diferentes de ordenada al origen (-7.5 y -10, 

respectivamente). De este modo, es posible afirmar que la dependencia entre el ∆H 

y el –T∆S  para la unión de ligandos polares y no polares es la misma , sin embargo, 

parten de un balance entalpia-entropía distinto, en el cual, la contribución entrópica 

a la unión de ligandos no polares es mayor (–T∆S  de 2.5 kcal mol-1 más negativo). 

Por su parte, la pendiente de -0.85 indica que un cambio de 1 kcal mol-1 en el valor 
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de ∆H está asociado a un cambio de ≈ -0.85 kcal mol-1  en el -T∆S, de modo que las 

contribuciones entálpicas tienen un peso ligeramente mayor que las entrópicas. Si 

la compensación entalpia-entropía fuera perfecta, todas las PBPs presentarían la 

misma afinidad por sus ligando. Esto indica que las diferencias en la magnitud de 

los cambios entrópicos y entálpicos son la base de la diversidad de valores de Kd 

observados en las PBPs. De manera interesante, los valores termodinámicos 

obtenidos para las mutantes del sitio de unión de LAO se ajustan adecuadamente 

a la misma correlación. Estas observaciones indican que cualquier modificación 

estructural que tenga un efecto sobre el valor de ∆H también lo tendrá sobre el ∆S 

(o viceversa), aunque de manera opuesta, tal y como se ha señalado previamente 

[60–66]. Cabe mencionar que la mutantes que afectaron la afinidad presentaron un 

efecto entálpico y entrópico desigual, sin embargo, S69A, quien tuvo un efecto 

neutral en el ∆G de unión, mostró una compensación entalpía-entropía cercana a 

cero.  De este modo, es claro que para modificar la afinidad de una PBP se requiere 

propiciar un desbalance en la compensación entalpía-entropía lo cual aún resulta 

complicado.  

Una pregunta importante que surge a partir de este análisis es la siguiente: ¿cuál 

es el origen de la correlación entre la entalpía y la entropía de unión? Como hemos 

visto, tal comportamiento se observa en todas las PBPs analizadas sin importar  la 

polaridad de los ligando, las diferencias estructurales de los sitios de unión, o los 

residuos mutados. Estas observaciones concuerdan con los resultados obtenidos al 

analizar otros complejos proteína-ligando a partir de los cuales se ha propuesto que 

la compensación entalpía-entropía está asociada en gran medida al solvente 

[60,63–66].  

A pesar de la correlación que existe entre los datos termodinámicos de unión y la 

polaridad de los ligandos, es posible observar que ciertas PBPs se comportan de 

manera distinta, tal como STM4351. STM4351 es una PBP completamente 

específica para la unión de arginina, ligando por el cual presenta una Kd de 5.7 µM 

[29]. La estructura del sitio de unión de LAO es notablemente similar a la estructura 

observada en  STM4351, no obstante, esta última no presenta moléculas de agua 
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interactuando con el ligando. En su lugar, los contactos solvente-arginina que se 

observan en LAO son remplazados por interacciones proteína-ligando en STM4351. 

De manera interesante, la unión de arginina por parte de  STM4351  es un proceso 

endotérmico, el cual presenta una contribución entálpica ligeramente desfavorable 

(∆H = 1.4 kcal mol-1) y una contribución entrópica altamente favorable (-T∆S = -8.9 

kcal mol-1). 

Por otra parte, AncQR es un ancestro reconstruido de las proteínas periplásmicas 

de unión a arginina y glutamina [67]. Esta proteína une arginina con una Kd de 2.9 

µM (similar a STM4351) como resultado de una contribución entálpica altamente 

favorable (∆H = -11.2 kcal mol-1, similar al observado en LAO) y una contribución 

entrópica muy desfavorable (-T∆S = 4.1 kcal mol-1, mucho mayor al que LAO 

presenta). En contraste a STM4351, AncQR presenta moléculas de agua en el sitio 

de unión. 

Como se puede observar, la unión de arginina en LAO y AncQR es un proceso 

exotérmico, mientras que en STM4351 es endotérmico. Estas características 

termodinámicas correlacionan con la presencia y ausencia de moléculas de 

solvente en el sitio de unión. Por su parte, Stamp y colaboradores propusieron que 

STM4351 solo interactúa con arginina debido a la ausencia de moléculas de agua 

en el sitio de unión de dicha PBP [29], lo cual reafirma el papel del solvente en la  

selectividad. Adicionalmente, estas observaciones muestras que la presencia de un 

mayor número de contactos proteína-ligando no necesariamente implica una 

contribución más favorable a la afinidad. 

Otra PBP que está altamente relacionada con LAO es HisJ. Como mencionamos en 

la introducción, LAO es HisJ son proteínas homologas que interactúan con los 

mismos ligandos pero con distinta afinidad (Kd de 3.0µM y de 64 nM en HisJ para la 

unión de arginina e histidina, respectivamente). Interesantemente, Paul y 

colaboradores mostraron que la unión de arginina por parte de HisJ es un proceso 

endotérmico (similar a STM4351), mientras que la unión de histidina es exotérmica 

[27]. Por esta razón, el estudio termodinámico y estructural detallado de la unión de 
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ligandos en HisJ podría arrojar información importante para comprender a fondo la 

relación energética-estructura en las PBPs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Los valores de ∆H y -T∆S para distintas PBPs muestran una correlación lineal. Los símbolos negros muestran los 
valores de ∆H y -T∆S para la unión de ligandos polares por parte de diversas PBPs, entre las cuales se encuentran LAO, HisJ, 
STM4351, la proteína de unión a maltosa (MBP), la proteína de unión a arabinosa (ABP),  la proteína de unión a putresina 
(PotF), entre otras. Por su parte, los símbolos color vino representan valores para la unión de moléculas no polares para 
varias PBPs, como son la proteína de unión a leucina e isoleucina (LBP y LIVBP, respectivamente),  la proteína de unión a 
oligopéptidos (OppA), entre otras. Finalmente, los símbolos abiertos pertenecen a las mutantes sencillas de LAO 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Como resultado de este trabajo hemos logrado dilucidar la contribución de los 

residuos del sitio de unión de LAO en la asociación de los ligandos arginina e 

histidina (figura 25). El mayor aporte a la afinidad y selectividad está dada por la 

interacción catión-pi realizada por la fenilalanina 52. De igual forma, los residuos 

D161 y R77 contribuyen de manera importante a la afinidad y, opuesto a lo que se 

esperaba, participan en la discriminación de arginina e histidina. El residuo D30 

también presenta un efecto notable en la energética de unión de ambos ligandos a 

pesar de no interactuar directamente con ellos; en este caso no hay una contribución 

a la selectividad. Por su parte, los residuos Y14, D11 y S70 contribuyen a la afinidad 

en menor medida que los residuos antes mencionados, no obstante, juegan un 

papel importante en la selectividad. Dado que la contribución de los residuos D30 y 

S70 está dada a partir de su interacción con las moléculas de agua Wat1 y Wat2, 

podemos concluir que la presencia de solvente en el sitio de unión es de suma 

importancia. Finalmente, S69 no contribuye la afinidad de unión de ninguno de los 

ligandos estudiados, por lo cual no queda claro si dicho residuo presenta alguna 

función relevante en el proceso de asociación LAO-ligando. Este último caso deja 

claro que no todos los contactos realizados entre la proteína y los ligandos tienen 

un efecto favorable en la energética de asociación, de modo que un mayor número 

de interacciones no siempre conlleva una mayor afinidad. En conclusión, podemos 

afirmar que la afinidad y selectividad en LAO son el resultado de la integración de 

interacciones proteína-ligando, proteína-solvente y ligando-solvente. Aun es 

necesario realizar otro tipo de estudios, como dinámica molecular o resonancia 

magnética nuclear, para obtener mayor información sobre la relación estructura-

termodinámica en las mutantes de LAO. Además, el estudio termodinámico, cinético 

y estructural en otras PBPs (ej. HisJ) y complejos proteína-ligando es indispensable 

para mejorar nuestro conocimiento de los procesos de unión. 
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Figura 25. Contribución de los residuos del sitio de unión de LAO a la afinidad y selectividad.  
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