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Resumen

La participacidon de los metales en la catalisis de las proteinas se ha observado en
diversos casos. La amplia gama de funciones que presentan los diferentes metales en las
metaloproteinas ha despertado el interés en muchos investigadores, quienes han
incrementado la informacion de este tema tan importante para el conocimiento de la vida.
Las diferentes propiedades que presenta cada metal los convierte en piezas

fundamentales en las funciones de las proteinas.

La importancia del magnesio se reconoce ya sea porque es el octavo elemento
mas abundante de la tierra o por ser el cation divalente mas abundante dentro de las
células (Maguire y Cowan, 2002). Su capacidad de formar una estructura octaédrica en
solucién lo coloca en un lugar importante, en el metabolismo de los nucleodtidos de
fosfato, en particular de la porcion en la que se encuentran los fosfatos. Energéticamente,
el adenosin trifosfato (ATP) es una molécula fundamental en la realizacion de muchas
reacciones ya que la hidrolisis del enlace fosfo-anhidro entre los fosfatos 2 (B) y 3 (y),
libera 7.5kcal mol™, energia utilizada para el desplazamiento de reacciones con una
barrera de energia alta.

Siendo la ATP-sintasa la enzima encargada de producir el ATP en la fosforilacion
oxidativa, su estudio puede permitimos conocer el papel del Mg®* en la enzima; y
especialmente en la subunidad B catalitica, que requiere la formacion de los complejos
ADP-Mg o ATP-Mg para realizar sus funciones.

Se observo una diferencia energética obteniendo mediante calorimetria de titulacion
isotérmica (CTI) los parametros termodinamicos para la unién de ADP en presencia o
ausencia de magnesio a la subunidad B de la ATP-sintasa de Bacillus PS3 (termdfilo,
Apéndice C) y para la formacién del complejo ADP-Mg. El cambio en los valores de
entalpia (AH), entropia (AS), energia libre (AG) y la constante de union (K), para la
fijacion del ADP en la subunidad 3 en presencia o ausencia del metal, muestran que la
presencia del magnesio resulta en un mejor reconocimiento del ligando, con valores mas
favorables de entalpia y una constante de asociacidn mas grande. Estructuralmente, se
intentd observar algun cambio a partir de la fluorescencia de los residuos de tirosina de la
subunidad B, pero no se logrdé observar una diferencia que permitiera dilucidar el papel
estructural del metal y su relacion con la energética.

La funcidn energética del magnesio implica una mejor complementariedad entre el sitio

dentro de la subunidad 3 y el ligando, con un efecto directo sobre el reconocimiento de los



fosfatos, fendbmeno observado con el A[AH] de unién favorable y el aumento en la
constante de asociacion. La contribucion energética del metal solo en la reaccion
(TB*ADP + Mg?*), tiene un efecto entrépico, que dirige la reaccién a un AG favorable (-
4.89 kcal mol™). En la comparacion con el reconocimiento de ATP/ATP+Mg?*, se observa
una contribucion tanto entalpica como entropica, teniendo el reconocimiento de los tres

fosfatos un cambio mas favorable en presencia del metal.



Capitulo |

Introduccion

1.1 ATP

La energia liberada en la reaccion de hidrodlisis del ATP, es una de las fuentes de
energia de mayor uso en el metabolismo celular. EI AG de hidrolisis del enlace
fosfoanhidro entre los fosfatos By y es igual a -7.5 kcal mol™", a un pH de 7. La energia de
activacion es relativamente alta (cinéticamente estable), por lo que una ruptura rapida solo
se lleva a cabo bajo catalisis enzimatica, Figura 1. La funcion del ATP como molécula
portadora de energia facilita el flujo de energia de una gran variedad de reacciones

catabdlicas que requieren de energia (Lehninger, 2001; Penefsky, 1979).

[ P

‘D—_HIIT'—D— —1]'-—1:-—| Rib |- Adenina |
H— 00— 0 Y- 0 ATP -
H

Hidrdlisls con lbharacion da la
temEnm de la vepalsisn e caigas

i P
:}—1|>—-|1| + :|{J—[1>—n—1|>—n—| Rib [ Adenina |
F, 0 () ) T app®-

Estabilizacien por ionizacidn
TESONANCIa

] il ]

| Il Il
s O—P—ire |H* H* + -m—1|*—m—r~—m—| Rib | Adenina |
o- - ADP*

ATP* + HsO — ADF'~ + FP{~ + H*
A= = 1.5 kcalimol

Figura 1. Hidrdlisis del ATP

La energia libre liberada durante los procesos metabdlicos es conservada a partir
de la sintesis de ATP por medio de la union entre ADP y Pi. Esta energia recaudada en
forma de ATP durante la fosforilacion oxidativa y la fotorrespiracion es una de las mas
utilizadas durante el anabolismo (biosintesis). De ahi la importancia de la ATP-sintasa. En

la cadena transportadora de electrones, diversos complejos de la membrana de



mitocondrias, cloroplastos y bacterias generan un gradiente de protones, que acoplado a
la sintasa de ATP, proveen de la energia necesaria para formar el enlace fosfoanhidro
entre el fosfato B del ADP y el fosfato inorganico (Pi) (Voet, 1995; Shirakihara, et al., 1997,
Senior, et al., 2002).

1.2 ATP-sintasa (estructura, funcion y mecanismo catalitico)

La ATP-sintasa es una de las enzimas mas ubicuas en los seres vivos y muestra
en promedio, un 60% de los aminoacidos de la subunidad catalitica conservados
(Yoshida, M. et al 2001). Esta es una proteina compleja de aproximadamente 500 kDa en
Bacillus PS3 'y de 530 en Escherichia coli. Su estructura en bacterias esta constituida por 8
subunidades diferentes, y que dependiendo de la especie puede cambiar el niumero de
subunidades. Se ha dividido en dos sectores: Fq ab,cy.j» (sector transmembranal) y Fi
azB3yde (sector hidrosoluble) (Nakamoto, et al., 1999). F1 también es conocido como F1-

ATPasa, por su capacidad de hidrolizar ATP en ausencia de Fy.

El estudio molecular de esta enzima se inicié en 1960, cuando Efraim Racker, junto
con sus colegas reportaron el aislamiento de un factor soluble de la mitocondria bovina.
En 1961, Peter Mitchell propuso la hipotesis quimiosmotica, que postula el potencial
electroquimico de protones (Ay) como un estado intermediario de alta energia, que
conecta el potencial de membrana con la sintesis de ATP en F1Fy. Posteriormente, se
observd que esta hipdtesis podia ser real al comprobarse la formacion de ATP, en la
ausencia de luz en cloroplastos, mediante un experimento de transicién acido-base. Esto
llevé a tratar de entender como la energia almacenada en el flujo de protones podria
utilizarse en la sintesis de ATP. Con base en la cinética de catalisis enzimatica, Boyer
propuso el mecanismo de cambio de union, observando el intercambio de 0 entre el
H>O y Pi/ ATP, en sitios alternantes (Yoshida, 2001).

La separacion de los sectores F4F( (Figura 2), es uno de los métodos utilizados
para comprender el funcionamiento de la enzima. Al colocar la enzima en un medio con
baja fuerza i6nica, es posible separar la porcion transmembranal (involucra la
translocacioén de protones) y la porcion soluble (cataliza la sintesis o hidrdlisis del ATP).
Esto ha permitido conocer mas a fondo la contribucion de cada sector en el
funcionamiento de la enzima, que involucra interacciones especificas y el cambio de

conformacioén entre las subunidades (Boyer, 1997).



Rotacion

H+
Figura 2. Esquema de la ATP-sintasa de bacteria: A, sector hidrosoluble; B, sector transmembranal.

1.2.1 Sector Transmembranal (F)

La estructura 3D completa de Fo no ha sido resuelta como complejo, pero existen
estructuras de las subunidades aisladas, obtenidas por difraccion de rayos X y resonancia
magneética nuclear. Ademas, diversos estudios por varias metodologias genéticas y
bioquimicas han llevado a identificar aminoacidos y regiones criticas en el funcionamiento
del complejo. Su estructura general esta dada por la posicion del anillo oligomérico de
subunidades c, flanqueado por las subunidades a y b, que se encuentran fuera del anillo
(Figura 2B).

Las subunidades c¢ (estequiometria 10-14, dependiendo de la especie) se
encuentran plegadas como 2 hélices-a transmembranales conectadas por un asa polar.
En el ensamblaje oligomérico, la hélice N-terminal estd metida con mayor rigidez en el
interior del anillo y la hélice C-terminal esta débilmente empacada en la parte exterior del
anillo. La traslocacion de protones a partir del potencial electroquimico se lleva a cabo por
la protonacién de un grupo carboxilo dentro de la subunidad ¢ (D61), que se localiza cerca
del centro de la region hidrofébica de la porcion C-terminal y actua como puente en el
paso de los protones (Weber y Senior, 1997; Papa, et al., 1999; Oster y Wang, 2000;
Boyer, 1997).

FO



El mecanismo general para el paso del protén a través de FO involucra la participacion de
la subunidad a, que forma parte del estator. Se ha logrado establecer una topologia
estructural para esta subunidad, de la regién C-terminal con la presencia de 4 hélices
transmembranales, una region polar cerca del residuo aK66 y el extremo C-terminal en el
citoplasma. Estas regiones constituyen dos terceras partes de la subunidad. Sin embargo,
la estructura de la region N-terminal no se ha logrado determinar; algunos modelos
consideran la presencia de una hélice, otros de dos hélices extra dentro de esta region.
En este mecanismo, se sugiere que el carboxilo desprotonado de la subunidad ¢ (cD61)
une al proton de un lado de la membrana formando el complejo protén-carboxilato,
originando un cambio conformacional que reorienta al residuo protonado. Posteriormente,
la cadena lateral de la arginina aR210 desplaza al proton formando un puente salino con
el carboxilo de cD61, permitiendo su liberacion al lado opuesto de la membrana. También
se cree que pueden participar los residuos aGlu219 y aH245. Sin embargo, el mecanismo
preciso aun no esta determinado y aunque la presencia de R210 no es necesaria en el
transporte pasivo de iones cuando F; es removido, es un aminoacido altamente
conservado dentro de la subunidad y cualquier mutacion termina con la traslocacion de
protones y sintesis de ATP (Altendorf, et al., 2000; Nakamoto, et al., 1999; Weber y
Senior, 1997).

Por otra parte, las subunidades b son un complejo dimérico que posee un
segmento hidrofébico de alrededor de 30 aminoacidos en la regidn N-terminal y se ha
predicho que forma una hélice transmembranal. El 80% restante de la molécula es
hidrofilica, de aproximadamente 125 aminoacidos, con una zona hidrofébica en la region
bV124-A132 de la parte C-terminal. Por dicroismo circular (DC) se ha determinado una
composicion de 80% hélice-a. Estudios diversos como reconstitucion de la subunidad,
fotomarcacion intramembranal, protedlisis limitada, unidon a anticuerpos y estudios sobre
mutagénesis, muestran que la hélice transmembranal N-terminal interactua con las
subunidades a y c. Ademas, tiene una funciébn de anclaje a la membrana. El
funcionamiento del segmento extramembranal hidrofilico C-terminal es requerido para la
unién de Fi. Mediante mutagénesis dirigida se establecid que la region b124-131esta
involucrada en la formacion del homodimero. La funcion de esta subunidad podria estar
ligada al anclaje del sector F4 y al acoplamiento entre el paso de protones a través de Fp y

sus efectos en F.



1.2.2 Sector hidrosoluble (F,)

Los estudios cinéticos y estructurales de este sector proveen de informacion
valiosa sobre algunos de los factores involucrados en el reconocimiento de los
nucledétidos, como el papel de los residuos presentes en el sitio de unidon en presencia de
los ligandos, analogos e inhibidores. La integracién de estos datos de diferente origen
permite relacionar los datos cinéticos con los efectos estructurales presentes durante el
reconocimiento y entender el posible efecto de muchas de mutaciones dentro del sitio de
union (Asp242, Arg182, Lys155 en E. coli), asi como identificar residuos claves en el
funcionamiento de la enzima y el proceso de reconocimiento. El avance en la obtencién
de cristales con mayor resolucion, como campo clave en la obtencion de datos
estructurales, permitié la obtencion en primera instancia de la estructura de este sector de
mitocondria de corazén de bovino en 1994, con una resolucién de 2.8A (Abrahams, J. et
al 1994); probablemente corresponde a la estructura inhibida, ya que no se encontro
fosfato unido en la subunidad B que contenia ADP. Posteriormente, se obtuvo la de
Bacillus PS3, con una resolucion de 3.2A (Shirakihara, et al., 1997); la de higado de rata
con 2.8A de resolucion (Bianchet, M. et al., 1998) y cloroplasto con 3.2A (Groth, et al.,
2001). En el caso del cristal de Bacillus, el cual se obtuvo sin sustratos o inhibidores
presentes, existe una simetria entre subunidades, a diferencia de la asimetria presentada
en el cristal de bovino, en donde las subunidades 3 se observan con 3 conformaciones

diferentes.

Dentro de la estructura F1 de varias especies, el nucleo catalitico de la enzima esta
siempre formado por el cilindro hexamérico de 3 subunidades o y 3 subunidades
(cataliticas) intercaladas, de 55 y 50 kDa respectivamente y con la subunidad y (32 kDa)
en la parte interior del hexamero. Las subunidades a y B tienen una estructura dividida en
tres dominios: un barril-p N-terminal mas alejado de la membrana, un dominio central de
unién al nucledtido y un dominio helicoidal C-terminal adyacente a la membrana. Los
sitios cataliticos se localizan en las interfaces de ao/f vecinas. Aunque los residuos
involucrados en la catalisis pertenecen predominantemente a la subunidad f, la
participacion de a es necesaria para la catélisis, ayudando a estabilizar la carga negativa
que se genera en el fosfato terminal mediante un estado de transicién pentacoordinado
(Abrahams, et al.,1994).

El dominio N-terminal (residuos 1-82) en la subunidad B de Bacillus PS3 (Tp) Figura 3,

consiste de 6 hebras que forman un barril-B, en comparacion con la subunidad  de



mitocondria (Mp), existe una insercion de 7 residuos en la region de p36-42, que aumenta
el contacto con el barril-g de la subunidad a vecina. En la interfase entre las subunidades
a y B, en donde se encuentra esta insercion, se forma un puente de hidrogeno entre
BAsn40 y aArg90, ademas de interacciones de van der Waals que forman BAsp38-aSer21
y BGlu41-aMet48. Esta region puede tener una funcién en la estabilidad térmica del
complejo F1 relacionada con las condiciones en las que habita este organismo.

El dominio de unién a nucleétido (TP 83-354) consiste de una hoja-f compuesta por 9
hebras, rodeadas por 8 hélices-a (9 en MB) y una lamina-p antiparalela de 2 hebras
pequefias. La conformacién de las tres subunidades B de Bacillus PS3 es simétrica y
similar a la conformacién vacia (MBg) observada en mitocondria, y se ha descrito como
una conformacién abierta debido a que el residuo TRGIu190 (MpGIlu188) se encuentra
lejos del ion de sulfato presente en la cristalizacion, que podria representar la posicion del
fosfato y. Para Fi de mitocondria, la estructura asimétrica observada, con tres
conformaciones diferentes en la subunidad B, depende del nucledtido contenido,
Mg*AMP-PNP (sitio Bre), Mg*ADP (sitio fpp) Yy sin nucledtido (Be). En la conformacion Brp,
se propone la participacion MpGlu188 como activador de una molécula de agua para que
pueda llevar a cabo un ataque nucleofilico sobre el fosfato terminal. En este dominio se
encuentra el asa-P (asa de union a fosfato; TB158-165) presente en una gran cantidad de
proteinas que reconocen el motivo di-tri-fosfato. Este contiene una secuencia muy
conservada (GGAGVGKT). Existen otros residuos implicados en la catalisis, como la
TRArg191 (EBArg182 y MBArg189), que pudiera actuar mediante una molécula de agua en
la interaccion con el fosfato p 6 y dependiendo del nucledétido, TBAsp252 (MBAsp256 y
Ep242), implicado en la unién del ion Mg?* y TRTyr341 (MBTyr345) que se encuentra
localizado en el interior del sitio y contribuye dentro de la bolsa de unién a la adenina. En
esta bolsa de union hidrofébica también se encuentran involucrados los residuos
TBVald16, TRAIa417 y TBVal166 (Bianchet, A. et al., 1998).

En el dominio C-terminal que se encuentra mas cercano a la membrana (Tp355-470), se
observa un racimo de 6 hélices-a, que esta muy cercano al asa-P. En éste se localiza la
secuencia DELSEED, importante tanto en el acoplamiento de Fo-F{, como en la
cooperatividad entre sitios cataliticos, mediante interacciones con otras subunidades
(Figura 3).

El funcionamiento rotacional de la enzima ha llevado a la subdivisién de las
subunidades de acuerdo a su papel en el mecanismo rotatorio. En donde el conjunto de

subunidades as/f; b,, a 'y 6, forman el estator y las subunidades y, ¢ y ¢ constituyen el rotor.



Rodeada por el hexamero o/} se encuentra la subunidad y (32 kDa) formada por
una hélice-a central de 90 A de largo constituida por los residuos 209-272 de la porcién C-
terminal, que emerge por la parte superior. La mitad inferior de esta hélice forma una
espiral izquierda con una segunda hélice-o. compuesta por los aminoacidos y1-45. Esta
estructura sobresale alrededor de 30 A de la parte inferior del eje. El tercer segmento de
la subunidad (73-90) forma una pequefia hélice-a y un asa en la regién del tallo. Se ha
demostrado el funcionamiento de y como eje en la rotacion del hexamero o/f. Ademas, la
presencia de esta subunidad es necesaria para que se lleven a cabo interacciones

cooperativas entre las subunidades (Nakamoto, et al., 1999; Oster, y Wang, 2000)

La subunidad ¢ de E. coli es homdloga a la subunidad ¢ de termdfilo. Con un
tamafno de 15 kDa, ¢ consiste de dos dominios: el dominio N-terminal o barril-f de 10
hebras (¢3-86) formando un sandwich de 2 laminas de 5 hebras y el dominio C-terminal
con dos hélices-a (€¢91-138) formando una hélice-vuelta-hélice. El funcionamiento de ¢ es
el acoplar los cambios conformacionales ocurridos tanto en el paso de protones como en
la union de ligandos en los sitios cataliticos, asi como la regulacién por reconocimiento de
ATP (Shigeyuki, et al., 2007). La conformacion que presentan las dos hélices del extremo
carboxilo-terminal ha sugerido un papel importante en el papel de ¢ como inhibidor
selectivo de la hidrolisis de ATP y regulador de la direccidn en la catalisis rotacional
(Nakamoto, et al., 1999; Weber y Senior, 1997).

Por NMR se ha resuelto la mayor parte de la estructura 3D de la subunidad & (1-
134). La principal caracteristica es el racimo de 6 hélices-a en el dominio N-terminal, que
interactua con F¢ via el dominio N-terminal de la subunidad a. El dominio C-terminal se
encuentra menos definido y se une al extremo C-terminal del dimero de subunidades b.
Esta parte es requerida en lo que se denomina como un segundo eje de anclaje y unién
entre las partes de F4 y Fp, actuando como estator. En este punto se cree que participan
los residuos aC2, aC90, 6C140 y bC156, formando puentes disulfuro (Andrew et al,,
1998).
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Figura 3. Subunidad B de la ATP-sintasa de Bacillus PS3

1.2.3 Acoplamiento y mecanismo

El acoplamiento entre las subunidades de Fy y F4, que a partir de cambios
conformacionales conectan la traslocacion de protones con la formacion de ATP, ha sido
otro de los puntos de gran interés. Muchos estudios basados en modificaciones quimicas,
mutagénesis dirigida y reconocimiento de anticuerpos, han tenido la finalidad de descifrar
este fenomeno. Ademas, la posicion de las subunidades dentro del complejo ha sido clave
para proponer un posible mecanismo que explique el acoplamiento, igual que la funcion
de algunos desacoplantes como dinitrofenol y FCCP e inhibidores como DCCD,
oligomicina y azida de sodio.

Se ha propuesto una secuencia de cambios conformacionales inducidos por el gradiente
de protones. Esta es iniciada por la unién del protén al carboxilo de la subunidad ¢, que
produce un cambio de conformacion a su alrededor, transmitido a la region del asa polar
de c. En esta asa se localizan los residuos R41, Q42, P43 y D44, identificados como
posibles trasmisores del acoplamiento entre el transporte de H* en Fy y la sintesis de ATP
en F4, al interactuar con ¢ y y. Las mutaciones sobre esta regién presentan un fenotipo
desacoplado. De manera similar, la interaccion de ¢cD61 con DCCD provoca un cambio

conformacional de cD44, inhibiendo el transporte de H*. También se ha observado la



participacion de esta region en las interacciones con ¢ (E31) y v (Y205).

Estas interacciones probablemente relocalicen las subunidades del eje (y, ¢) provocando
cambios conformacionales en los sitios cataliticos y un cambio en la velocidad de
disociacion para el ATP, disminuyendo alrededor de 7 6rdenes de magnitud la afinidad
por este (K4 = 0.1mM para Mg-ATP en presencia del gradiente) en la sintesis de ATP.

Las interacciones entre subunidades del sector F4 que generan cambios
conformacionales son multiples e involucran a todas las subunidades. Una regién muy
importante que se forma entre la interaccion de estas subunidades es la interfase
catalitica, en donde la mayoria de los residuos cataliticos estan presentes en 3, con una
contribucion de TaThr338 y TaArg365, que actuan en el estado de transicion
pentacoordinado. Otras regiones que participan en el acoplamiento son las llamadas
“zonas de anclaje” entre B y y. La primera de estas zonas (puerta 1), forma puentes de
hidrogeno entre los residuos D316, fT318 y D319 del asa posterior de la séptima hebra
en la conformacion vacia (Be), con YR254 y yQ255 en la hélice C-terminal, controlando la
admision de ATP. La segunda (observada sélo para MPrp) se forma entre la region
BDELSEED (D394 y E395) con yR228 (puerta 2) dentro de la region y221-228, que
permite la liberacion del fosfato. También existen interacciones de  con los residuos y18-
35, y236-246 y vy268-269. Este ultimo es el residuo final del dominio C-terminal. La
interaccién que se lleva a cabo entre ¢ y la secuencia DELSEED de  puede jugar un
papel importante en la contribucion que tiene esta secuencia al sitio de unién (Boyer,
1997).

Para las interacciones que involucran a las subunidades vy y ¢ se identificaron los residuos
eSer10, eHis38 y €Thr43 del dominio N-terminal, con la region que comprende los residuos
203 a 230 de y. Ademas, el dominio C-terminal de ¢ participa interactuando con las
subunidades a, B y los contactos especificos del asa polar de la subunidad ¢ (Nakamoto,
et al., 1999; Weber y Senior, 1997).

La rotacion de y fue observada por Noji, H. et al.(1997), quienes a partir del anclaje del
sector F1 a una placa de vidrio por medio de colas de histidina unidas a las subunidades
y la unién de un filamento de actina a la subunidad vy, observé la rotacion del filamento
cuando se hidrolizaba ATP, con pasos de 120°. Durante la hidrdlisis, y rota en tres pasos
discretos de 120°, resueltos en subpasos de 90° y 30°.

La duracién del tiempo de espera antes del subpaso de 90° (85°) es inversamente
proporcional a la concentracion de ATP, por lo que se piensa esta relacionado a la union
de ATP. Durante este paso, el cerrado de la conformacion Be a Brp origina la aparicién de
contactos entre los residuos BI390-pL391 y la porcion y20-25. Dentro del hexamero, otra



subunidad B con la conformacion Brp pasa a Ppp debido a la hidrélisis de ATP,
ocasionando que la orientacion de y sea directa sobre la tercera subunidad con una
estructura un poco mas abierta que Bpp (BHo). Esta orientacidn facilita la apertura de la
tercera subunidad, en la que existe una mayor repulsion electrostatica debido a las cargas
de ADP y Pi formados, generando que esta tercera subunidad tome una conformacion
medio cerrada (Buc).

Durante el segundo subpaso de 30° (35°), la forma Bpp pasa a Pro, debido a la repulsién
electrostatica creada por las cargas de ADP y Pi generados. Esta transformacion permite
que la cavidad donde se encuentra y se expanda y pueda rotar 35°, ademas de liberar los
productos de la subunidad con la conformacion Puc, para pasar a la forma Beg. En la
primera parte de este paso de torsidn actuan las interacciones entre y232-238 y $390-391,
para la segunda parte y ultima participan el asa de anclaje en MB316-319 y y252-258,
ademas de y75-79 (Pu y Karplus, 2008).

Tomando en consideracion la hidrélisis del ATP, Boyer ha propuesto el mecanismo
de cambio de union alternante, el cual ha sido el mejor conocido. Este propone que la
subunidad  procede de manera concertada a través de 3 estados conformacionales:
fuerte (tight; T), débil (loose; L) y abierto (open; O) y que son analogos a los observados
en el cristal de F4 de mitocondria de bovino, Bpp, f1p Y fE, respectivamente. Este
movimiento concertado se propone que esta ligado al movimiento de v, y actua durante el
proceso que lleva a pasar del estado T — O, de L —T y de O— L. La liberacion de los
productos en un sitio catalitico depende de la unidn de sustratos en otro sitio. De esta
manera, la formacion del sitio T lleva a la union fuerte de ADP + P; que se encuentra en
equilibrio con el ATP; sin embargo, para tener sintesis este mecanismo no explica como
este equilibrio favorece que el cambio de T a O pueda liberar ADP + Pi o ATP. Asi se
considera a la translocacion de protones como la fuerza que dirige la liberacién del ATP
fuertemente unido, disminuyendo la afinidad por ATP en el sitio T y aumentando la
afinidad por ADP en el sitio O (Boyer, 1993)

Otros grupos, con el objetivo de descifrar este mecanismo, han propuesto dos
descargas de energia, en donde la energia de hidrdlisis del fosfato-y es usada para
debilitar la union fuerte que tiene el ATP con el sitio catalitico, liberando los productos.
Cuando el ATP se une al sitio catalitico se forma rapidamente una red de puentes de
hidrégeno. El cierre del sitio alrededor del nucledtido crea una torsion constante cerca de
la region de bisagra, provocando una rotacion de la regidon superior de 3 con respecto a la



porcion inferior en 30° pasando de la conformacién Be a Brp, ligado a la uniéon de ATP y
torsion de y. Al final de la primera descarga de energia, el ATP se encuentra unido
fuertemente, por lo que se supone que la energia de ruptura del enlace del fosfato-y
(segunda descarga) sea utilizada para liberar los productos y romper puentes de
hidrogeno formados entre el ATP y la subunidad f.

Sin embargo, el mecanismo preciso aun no esta definido, pero se sabe que para poder
tener una rotacion es necesaria la participacion de dos sitios o los tres de forma

cooperativa coordinada (Boyer, 1997; Papa, et al., 1999).



Capitulo |l

Antecedentes del estudio y planteamiento del problema.

2.1 Caracteristicas del magnesio, interaccion con nucleétidos di y

trifosfato.

La participacion de los metales en el funcionamiento de las proteinas ha sido
ampliamente reconocida. A las proteinas capaces de unir metales se les ha denominado
metaloproteinas. Los metales en conjuncidn con las proteinas pueden ser participes tanto
en la estructuracion de la proteina o actuando durante el mecanismo catalitico dentro del
sitio de union, en la proteina. Se ha observado que la eliminacién de los metales en
sistemas que necesitan de ellos, es acompafada por la disminuciéon de la actividad

catalitica o pérdida de estabilidad.

El magnesio i6nico es unico entre los cationes divalentes utilizados por los seres
vivos. Su concentracién libre intracelular es aproximadamente 0.5mM en casi todas las
células. En soluciones acuosas, se encuentra en una forma hexacoordinada (Mg(H20)s),
uniendo moléculas de agua en una geometria regular octaédrica, con los angulos de
unién cerca de los 90°, en su primer capa de solvatacion; siendo capaz de formar una
segunda capa con interacciones entre las moléculas de la primer capa de solvatacion
(Figura 4). Esta coordinacion hace que presente un radio de hidratacion grande en
comparacién con los cationes comunes, a pesar de que su radio i6nico es el mas

pequefio entre los cationes divalentes comunmente usados por los seres vivos. Como se

P . + .
observa en la Tabla 1, aunque el Mg?* es un atomo mas grande que el Na“, su radio

idnico es mas pequefo y semejante al del Li* (Kehres y Maguire, 2002).

Tabla 1. Radios idnicos, de van der Waals y area accesible al solvente de los metales alcalinos y
alcalinotérreos
Grupo IA Radio ASA Radio ASA ,gw | Grupo llA  Radio ASA Radio  ASA ,qw
i6Nico  (4nico (A?) VAW (A% I6nico  jgnico (A?) VAW (A%
(hm) (hm) (hm) (hm)
Litio 0.06 54.9 0.155 109.4 Berilio 0.031 43 0.112 79.8
Sodio 0.095 76.3 0.196 141.9 Magnesio 0.065 56.5 0.160 113.1

Potasio  0.133 971 0.235 176.7 Calcio 0.099 72.4 0.197 142.7
Rubidio  0.148 105.0 0.248 189.2 Estroncio 0.113 80.4 0.215 158.4
Cesio 0.169 120.8 0.267 208.2 Bario 0.135 95.7 0.222 164.7

Radio 0.140 100.6 -—- —




Tipicamente, el cofactor magnesio actia como un acido de Lewis (capaces de
aceptar un par de electrones), a través del sustrato unido, funcionando como activador de
un nucledfilo, promoviendo la ionizacion a una forma anidnica mas reactiva o
estabilizando un intermediario. Interactua en la mayoria de los casos con atomos de
oxigeno, aunque en clorofila interactia con nitrégeno. Generalmente el uso de los
cationes metalicos como acidos de Lewis permite que un gran numero de reacciones de
hidrolisis o condensacion se lleven bajo condiciones fisiolégicas, que de otra forma
requeririan de un pH extremo (Cowan, J. 2002).

Las enzimas dependientes de magnesio se encuentran distribuidas ampliamente en las
vias metabdlicas, incluyendo la bioquimica de los acidos nucleicos. El magnesio puede
participar mediando la interaccidn entre el sustrato y la enzima, o bien uniéndose a la
proteina, originando cambios estructurales en ésta para adoptar la conformacion activa.
La interaccion con el magnesio puede deberse a la coordinacion directa de las cadenas
laterales de la proteina (capa interna de union) o a la interaccion indirecta a través de

moléculas de agua unidas al metal (esfera externa de union).
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Figura 4. Capas de solvatacion del Mgz". En negro se observan las moléculas de agua conforman la
primera capa de solvatacion (H,O)s; en puntos, las moléculas de agua que se encuentran en la segunda
capa de solvatacion.

Dentro del metabolismo, los nucledtidos de fosfato se requieren en un gran
numero de reacciones. El magnesio interactua de manera no enzimatica con los fosfatos
de estos nucledtidos, existiendo una diferencia de 10 veces mayor afinidad por ATP en
comparaciéon a ADP. Dos propuestas se han desarrollado para explicar el papel del

magnesio en estas moléculas tan importantes en el proceso de transferencia de energia.



La primera hace énfasis en la formacion de un quelado (i.e., la formacién de un
intermediario ciclico entre un idbn metalico y el fosfato labil). La segunda atribuye un efecto
predominante a la neutralizacion de cargas (i.e., reduccion de carga idénica del anion
fosfato), por la interaccion con un metal de carga opuesta (O'Sullivan y Perrin, 1964;
Oestreich y Jones, 1967; Tran-Dinh y Neumann, 1977; Wang, et al., 1995).

Para la ATP-sintasa, se ha reconocido el papel del Mg2+ en la union de los
ligandos, al ser su verdadero ligando el nucledtido unido al metal, se observa que la
constante de afinidad aumenta con la presencia de este ion. Ademas, se ha visto que la
ausencia de Mg?* inhibe el mecanismo cooperativo de unién entre los tres sitios cataliticos
(B) de la enzima (Weber, J. et al 1998).

2.2 Magnesio y ATP-sintasa

El efecto que origina el Mg2+ en la ATP-sintasa es fundamental para conocer el
funcionamiento preciso de esta enzima tan importante, promoviendo la union de sustratos
de forma cooperativa entre los tres sitios cataliticos (Weber, et al., 1998). En la subunidad
B de Escherichia coli (EP) se han identificado los residuos EBThr156, EBGIu185 y
EPAsp242 en el reconocimiento del magnesio. La eliminacion de cualquiera de éstos
provoca la pérdida de la cooperatividad caracteristica en presencia del metal. El residuo
EBThr156 es el ultimo residuo del asa-P y podria participar en suplir parcialmente la
primera capa de solvatacion del magnesio, ya que el oxigeno oxhidrilo se encuentra a 2.3
A de distancia del metal. Los residuos EpAsp242 y EpGIu185 tienen respectivamente su
oxigeno carboxilo a 4.0 y 4.1 A de distancia del metal, interactuando mediante una
molécula de agua. El residuo EAsp242 se encuentra conservado en varias proteinas que
reconocen ATP y utilizan el magnesio, como la ATP/ADP translocasa, adenilato quinasa y
fosfofructoquinasa (Walker, et al., 1982).

Otros residuos que se han mutado y tienen efectos sobre el reconocimiento de Mg?* son:
EBGIu181, que tiene un efecto estabilizador del estado de transicion; EBK155 y EBE192,
con efectos en la unién de ATP o ADP-Pi, el primero presente en el asa-P y el segundo
actuando via una molécula de agua. El efecto de las mutaciones parece ser menor para la
unién de ADP, en comparacion a ATP, apoyando la idea de la existencia de dos

conformaciones distintas del sitio catalitico (Senior, et al., 1992).

La dependencia de la constante de disociacién (Ky) para la union de nucledétido, a



la presencia o ausencia del ion en EF4 se ha estudiado fluorométricamente, en donde es
seguido el apagamiento de la fluorescencia del triptofano introducido mediante
mutagénesis dirigida en la posicion 331 de la B de E. coli (EBY331W). Las constantes
observadas para MgeATP son de 0.028, 21 y 39 uM para los sitios 1, 2 y 3,
respectivamente, a diferencia de la constante de 71uM observada para ATP en los tres
sitios, en ausencia de Mg?*. En la unién de ADP+Mg, se observaron Ky de 0.14pM para el
sitio 1 y de 20uM para los sitios 2 y 3, a diferencia de la K4 de 83uM para los tres sitios en
la union de ADP libre (Weber, et al., 1998).

Para tener un entendimiento total del proceso de sintesis de ATP es necesario
comprender: a) el mecanismo de rotacion del eje y dependiente del flujo de protones; b) el
mecanismo de acoplamiento entre los pasos de 120° en la rotacion de y con el cambio en
la unioén en el sitio de reconocimiento de la interfase o-f; y ¢) el mecanismo quimico de
sintesis de ATP a partir de ADP, Pi y Mg*, llevado a cabo en cada par a-B. En este
contexto, resulta crucial entender las bases energéticas y estructurales que dictan la
afinidad por los nucleétidos de adenosina. Asi, el estudio del reconocimiento de
nucleotidos llevado a cabo por la subunidad p de manera aislada es clave en la
comprensién del mecanismo quimico (ultimo paso del proceso), donde a pesar de existir
mucha informacioén sobre el posible evento conformacional y cinético del proceso, muy
poco se sabe del mecanismo de estabilizacién que se lleva a cabo dentro de la subunidad
B. El estudio de la presencia del ion Mg?* mediante ESR (resonancia magnética del spin)
muestra diferencias, en donde el ién induce un cambio conformacional dramatico en la
enzima (Burgard, S. et al 1994). Ademas, por resonancia magnética nuclear,
monitoreando 12 residuos de tirosinas mutadas por triptéfanos en la subunidad B aislada
de Bacillus PS3 (TP), se ha observado la diferencia entre las conformaciones que adquiere
esta subunidad dependiendo de la unién de ATP o ADP con o sin Mg (Yagi, H. et al
1999). Existiendo una similitud entre las conformaciones adoptadas por los complejos Tj-
ATP y TB-ADPeMg, con respecto a la conformacion observada para Tp-ATP-Mg. Por
tanto, este estudio sugiere la importancia del Mg?* en la adquisicién de una conformacién
en particular de la subunidad p.

Sin embargo, aunque existen datos estructurales y cinéticos que apoyan la
importancia del Mg®* en el funcionamiento de F; y en el reconocimiento de B hacia los

nucleotidos de adenosina (Tabla 2), actuando en la formacion del estado de transicion



(Young, et al., 1999), su participacion energética en el mecanismo aun no esta bien
definida.

Utilizando CTI como una herramienta para caracterizar el proceso energético desde un
enfoque termodinamico y para observar la afinidad de uniéon espectrofotométricamente
invisible, Odaka et al. (1994) determinaron la energética de unién de ATP-Mg* vy
ADP+-Mg?" a la subunidad Tp aislada a 21 °C. En este estudio, se mostré que la mutacién
del residuo BY341 (por Leu, Cys y Ala) de Bacillus PS3 (homédlogo a Y331 en E. coli) afecta
drasticamente los parametros termodinamicos de unién con ATP-Mg?*. En otro estudio,
llevado a cabo por Pérez-Hernandez et al. (2002), se determin6é la energética de
formacion del complejo TR-ADP-Mg a diferentes temperaturas, concluyendo que la
reaccion de formacién se encuentra entalpicamente dirigida, con un componente
entropico desfavorable, y un pequefio cambio negativo de capacidad calorifica. Lo que
sugiere un papel mas importante de las interacciones polares en la afinidad del complejo
en el sitio de union de la subunidad B. Ademas, mediante el uso de modelos de area
superficial (ver seccién 2.3), a partir del AH y ACp, se obtuvo un cambio de area total
(AASA) de -770 Az, el cual es muy semejante al obtenido de analizar la estructura
tridimensional de la subunidad Mp uniendo ADP<Mg y en conformacién abierta, que se
observan en la estructura de MF; (AASA = -775 AZ). Este pequefio cambio de area
observado para un cambio conformacional tan grande en T se explica por un gran efecto
compensatorio entre la exposicion y ocultamiento simultaneo de area de superficie
durante la transicion de la conformacién Bg a Ppp Observadas en mitocondria y que
involucra la parte de la bisagra observada por resonancia magnética nuclear (NMR), en la

parte opuesta del sitio de union.



Tabla 2. K, en presencia o ausencia de Mg** en el complejo F,
-

Ligando Silvestre Tipo de catalisis
(+)o K4 Ko Ks (monositio, bisitio, Referencia
mutante multisitio)
Mg-ATP 0.2nM 2uM 25uM multisitio Yi Qin Gao, 2003
BY331W < 50nM 0.5uM 25uM bisitio Weber, 1994
+ (E.coli) 0.39nM multisitio Al-Shawi, 1988

ERD242N 13uM
ERD242V 54uM

+ (E.coli) 0.18nM monositio Sefior, 1994
EBE181Q
BY331W <0.05uM  0.5uM 25uM multisitio Lébau, 1997
ATP BY331W 71uM 71uM 71uM multisitio Lébau, 1997
Mg-ADP 0.5uM 29uM 29uM multisitio Yi Qin Gao, 2003
10uM 100uM - Yoshida, 1985
2uM monositio Sefor, 1994
+ (E.coli) 0.7nM monositio Al-shawi, 1988

EBD242N 1.1nM
EBD242V 0.9nM

BY331W 0.1uM 13uM 13uM multisitio Lébau ,1997
ADP BY331W 83uM 83uM  83uM multisitio

En el presente proyecto de tesis se abord6 el cambio energético que pudiera ocurrir
dentro de la subunidad P aislada, en presencia y ausencia del Mg?* para la unién del
ligando ADP, mediante el método calorimétrico. Ademas, se hizo uso de la fluorescencia
intrinseca como forma de evaluar si existen diferencias conformacionales de T al unir al
ADP con y sin Mg?*. El propdsito es entender las bases energéticas relacionadas a la
presencia del idn en el proceso de reconocimiento y el posible cambio estructural derivado
de su presencia, asi como la relacion con el acoplamiento en el funcionamiento de la
enzima como una proteina polimérica; proveyendo datos sobre el funcionamiento de la
subunidad catalitica. Asimismo, comprender el papel de este i6n en la interaccion que
ocurre entre la proteina y sus ligandos, de una forma mas sencilla a la presentada por el

complejo en su totalidad.

2.3 Calorimetria e interaccion proteina-ligando

El proceso de reconocimiento y unidon que se lleva a cabo entre proteina-ligando,
su relacioén con la funcién biolégica y su posible aplicacion en la ingenieria de proteinas,
ha generado el interés de varios grupos de investigacion. El entendimiento total de la

interaccién proteina-ligando requiere de la resolucion de las propiedades biofisicas de



ambos, asi como el conocimiento conformacional y estructural a nivel atdmico de la
proteina, el ligando y el complejo. Con la finalidad de resolver este proceso, que resulta
complicado al presentarse una mezcla de varios microestados, diversas técnicas se han
utilizado de forma complementaria. Algunas se han basado en la determinacién directa de
las especies presentes en el sistema como la ultracentrifugacion y dialisis, obteniéndose
valores de estequiometria y constantes de unién, otras han permitido medir la senal
proporcional al avance de la reaccidén en donde por espectroscopia (dicroismo circular,
fluorescencia) se puede saber sobre el cambio conformacional. Dentro de este segundo
grupo esta la calorimetria, con la que se obtienen valores sobre cambios de entalpia y
capacidad calorifica, con la finalidad de conocer la energia del proceso de interaccion
(Velazquez-Campoy y Freire, 2005; Hardin y Chowdhry, 2001).

A partir de las estructuras cristalograficas ha sido posible inferir la estructura de las
proteinas aisladas, en complejos con sus ligandos o con un analogo, tratando de conocer
el mecanismo que llevan a cabo durante su funcionamiento y dilucidando los posibles
residuos involucrados en el reconocimiento. Sin embargo, con la simple estructura no se
pueden conocer las variables que influyen en el reconocimiento del ligando y son
necesarias otras herramientas como la dinamica molecular para poder entender el
proceso a nivel microscépico. Como complemento, el estudio de cinética de reacciones y
el efecto de las mutaciones sobre la velocidad de reaccion han sido utiles para descifrar el

posible mecanismo de unidn y la catalisis dentro de las proteinas.

Durante el reconocimiento molecular, las fuerzas de interaccion que se pueden dar
entre atomos o moléculas son de origen electrostatico, incluso las que se llevan a cabo
entre moléculas no polares. El célculo de estas interacciones electrostaticas en las
proteinas ha sido dificil por la heterogeneidad local en su estructura y la presencia de una
interfase proteina-agua. Dentro de las fuerzas intermoleculares que contribuyen a la
estabilizacion de los complejos estan:

Puentes de hidrégeno, ocurren cuando 2 atomos electronegativos compiten por el mismo

atomo de hidrogeno que se encuentra unido covalentemente a uno de los atomos
(donador). Su configuracion 6ptima es lineal, teniendo pequefios cambios de energia por
la inclinacion. En general, la fuerza de los puentes de hidrogeno se encuentra dentro del
rango de 2-10 kcal/mol (12-38kj/mol) a temperatura ambiente.

Puentes salinos o enlace idnico, al formarse un ién existe el reacomodo de los orbitales

en el atomo. Asi, los que quedan con el orbital de valencia lleno quedaran con electrones

en exceso (carga negativa) y los que queden con un orbital vacio tendran una deficiencia



electronica (carga positiva). Dos atomos con esta caracteristica pueden unirse por la
accion electrostatica de sus cargas, formando un enlace ionico.

Interacciones de van der Waals, son débiles y de corto alcance, existiendo una distancia

interatdmica donde se alcanza la interaccion mas favorable. Pueden ser de 3 tipos: entre
dipolos, entre un dipolo inducido y un dipolo permanente, y entre dipolos inducidos. Este
tipo de interacciones a menudo son representadas por la energia potencial (Ep) en funcion
de la distancia e incluyen las fuerzas atractivas (1/r°) y repulsivas (1/r'?) en un campo
cerrado (potencial de Lennard-Jones), donde r es la distancia entre los centros de los
atomos.

Unién hidrofébica o efecto hidrofébico, es una forma de describir la tendencia de

transferencia de componentes no polares de una solucion acuosa a una fase organica.
Estas no producen un gran cambio en la entalpia del sistema, pero si disminuyen la
entropia. La energia de este tipo de interacciones es proporcional al area oculta de la
superficie y depende de las fuerzas de dispersion. Es una de las fuerzas que estabiliza a
las proteinas (Creigton, 1993; Fersht, 1999).

Es importante reconocer que la dependencia del proceso a las interacciones
moleculares dentro de la proteina, entre proteina-solvente y proteina-ligando, hacen
necesaria una caracterizacion energética, para poder entender las fuerzas moleculares
que actuan en las diversas interacciones afectadas o creadas durante el reconocimiento.
Un acercamiento para determinar la fuerza de interaccion puede llevarse a cabo por
medio de la ley de Coulomb: de esta forma se puede conocer la energia electrostatica de
interaccidon entre dos atomos en el vacio, por lo que, si dos cargas son de signo opuesto,
la energia disminuye conforme se aproximan y la interaccién es favorable, hasta llegar a
la sobreposicidon de las nubes electronicas, lo que ocasiona una repulsién. En ambientes
homogéneos la constante dieléctrica actua disminuyendo la fuerza de las interacciones,
siendo mas complejo en ambientes heterogéneos como los presentes dentro de la
proteina. El analisis para descifrar las interacciones proteina-ligando desde un enfoque
energético del proceso coloca a la calorimetria como método para entender las fuerzas
moleculares que actuan en el reconocimiento de manera global, dividiendo la energia de

asociacion (AG) en sus componentes entalpico y entrépico.

La energia del equilibrio proteina-ligando puede ser caracterizada

calorimétricamente por 4 parametros termodinamicos: energia libre estandar AG®,



entalpia molar estandar AH®, entropia molar estandar AS° y la capacidad calorifica molar
estandar ACp°.

Calorimétricamente, estos parametros pueden ser medidos directamente, donde la
energia libre de asociacion (AG,) se calcula a partir de la constante de equilibrio K,

mientras que el calor intercambiado a presidn constante corresponde a AH,:

AGa = -RT In Ka = AHa - TASa (ec.1)
donde R es la constante de los gases (1.9872cal/K mol) y T es la temperatura absoluta
(Kelvin)

La interaccion intermolecular en una reaccion de union puede ser homodimérica
(cuando las dos moléculas son idénticas) o heterodimérica (cuando las dos moléculas son
distintas). De este modo, para determinar calorimétricamente alguna de estas
interacciones se llevara a cabo una metodologia diferente. Para una interaccion
heterodimérica la constante de asociacion (Kj) sigue el esquema siguiente (Velazquez-
Campoy, et al., 2004).

My + Mg—— MM,
Ka
en donde K; es igual a:

[M1M2] 1
K a = - (ec. 2)
[Ma]  [M] K

En el calorimetro de titulacion isotérmica (CTI), compuesto de dos celdas idénticas,

rodeadas por una cubierta adiabatica, un sensor detecta la diferencia de temperatura
entre las celdas y entre las celdas y la chaqueta. Para realizar un experimento la muestra
es colocada en la celda de muestra, y la celda de referencia es llenada con el
amortiguador o agua. Antes de comenzar la titulacion un poder constante es aplicado a la
celda de referencia. Esta sefal activa el circuito de alimentacién localizado en la celda de
muestra y representa la linea base (Pierce, et al., 1999).

Experimentalmente, se observa directamente el poder aplicado para mantener la
temperatura de las dos celdas igual (isotérmico), dependientes del tiempo. En el
experimento de titulacion, después de cada adicion de una pequena alicuota de ligando,
el calor liberado o absorbido en la celda de muestra es medido con respecto a la celda de
referencia. Asi, durante la secuencia de inyecciones el cambio en el calor dentro de la

celda de muestra dependera del tipo de reaccidn, es decir, si es exotérmica o endotérmica



y en donde existira un rearreglo de las poblaciones de macromoléculas que conducen a la
formacion del complejo (Fisher y Singh, 1995; O Brien, et al., 2001; Velazquez-Campoy,
2004). Para una reaccion exotérmica, la temperatura de la celda de muestra se
incrementa y el poder de alimentacion es desactivado para mantener la temperatura entre
las dos celdas igual. En una reaccion endotérmica la temperatura de la celda disminuye,

incrementandose el poder de alimentacion.

Para cada inyeccion, es posible obtener el calor asociado a la reaccién integrando
el area bajo cada pico de la sefal medida, que es proporcional a la fraccidon de ligando
unido y se puede representar con la ecuacion 3. El analisis de este calor de reaccion en
funcion de la concentracion, provee de una caracterizaciéon termodinamica completa,
determinandose la constante de asociacion K, la entalpia de union AH y la

estequiometria n en un solo experimento (Velazquez-Campoy y Freire, 2005).

Q=VoAHp [M]t Ka [L]/ (1 + Ka[L]) (ec.3)

donde Vj es el volumen de la celda, AHy, es la entalpia de unién por mol de ligando, [M];
es la concentracion total de la molécula (incluyendo las fracciones libres y en el complejo),
Ka es la constante de union y [L] es la concentracién del ligando libre (Murphy, K. y Freire,
E. 1992).

Durante el disefio experimental se debe considerar el alcanzar una saturacion completa
en las ultimas inyecciones. En una interaccion heterodimérica la K, se puede determinar a
partir del cambio de calor (q;) de cada inyeccion, que es proporcional al incremento en la
concentracion del complejo en la celda después de la inyeccién i. De esta forma, basados
en un esquema de asociacion reversible al equilibrio, en donde las moléculas
interactuantes son M4 y My, la fuerza de la interaccién puede ser descrita por la constante
de asociacion (K3) o de disociacion (Kq). Estas constantes se encuentran relacionadas a la
energia libre de asociacion AG, o de disociacidn AGy, que también puede expresarse en
términos de entalpia y entropia y que pueden ser determinadas a partir de esta constante

(Velazquez-Campoy, et al., 2004).

Los parametros termodinamicos son dependientes de la magnitud de afinidad del
sistema de estudio, por lo que cualquier técnica de unién al equilibrio como CTI requiere
de una concentracion apropiada de las moléculas que se van a poner a reaccionar. En el

meétodo calorimétrico es necesario tener en cuenta el fendmeno de afinidad, por lo que se



hace uso del parametro ¢ = K x[M], el cual debe cumplir la relacién “0.1 < K, [M¢] < 10007,
en donde una afinidad moderada (1< ¢ <1000) es la ideal. En el caso de una ¢ >1000 (K,
> 108M'1), sélo pueden ser calculados la entalpia y la estequiometria, sin poder determinar
la afinidad de unién. Para una ¢ <1 (K, < 10*M™) es preciso conocer la estequiometria

para lograr un analisis confiable de la isoterma de unién (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de la afinidad de unién en la forma de la curva de titulacién, dependiente del parametro c;
tomado de Veldzquez Campoy y Freire 2005.

En las reacciones de reconocimiento molecular llevadas a cabo en un medio
acuoso, el AH es aproximadamente igual al cambio en la energia interna de los solutos y
el solvente. La entalpia favorable, resulta de cambios en la formacion de interacciones
electrostaticas (AHeec) Y contactos de van der Waals (AHygw) entre las moléculas
interactuantes, que conforman el AH intrinseco de la proteina (AHin); la entalpia
desfavorable se relaciona a la desolvatacion de grupos polares y no polares (AHpiq). La
desolvatacion de grupos no polares es un orden de magnitud mas pequefio en

comparacién con grupos polares.
AHa = AH int T AH hid (ec.4)

Los términos mas importantes que contribuyen a la entropia de unién son el cambio
en la entropia de solvatacion, el cambio en la entropia conformacional y el cambio de
entropia rotacional y traslacional. El primero de estos es favorable para la union y se
origina de la liberacion de moléculas de agua al existir una desolvatacién parcial o

completa del sitio de unién y el ligando. Este efecto es la fuerza predominante en la



asociacion de grupos hidrofobicos. El cambio de entropia conformacional es casi siempre
desfavorable ya que el proceso de union involucra la pérdida de grados de libertad
conformacional del ligando y la proteina. La entropia rotacional y traslacional esta
asociada a la reduccion en el numero de moléculas en un espacio conformacional que se
lleva a cabo después de la union. Es desfavorable porque existe una pérdida en los
grados de libertad de rotacion y traslacion en las moléculas (Freire, 2004).

El cambio de entropia puede ser derivado de la ecuacion 5 (Hinz, 1983):

AS® = ASsol + ASconf +AS rtr (ec. 5)

El ACp en proteinas se encuentra relacionado a cuatro términos generales
(ecuacion 6). Un término intrinseco dividido en dos: el primer término contiene las
contribuciones atdmicas y de uniones covalentes, (frecuencias vibracionales de los modos
de estrechamiento y curvatura de enlaces de valencia y rotaciones internas). Depende de
la composicidon de aminoacidos; el segundo término contiene las contribuciones no
covalentes que surgen de la estructura secundaria y terciaria, su contribucion es pequefia.
El tercer término se debe principalmente al fenémeno de hidratacion y protonacién de
grupos 6 contribuciones de solvatacién (ACp de hidratacién). En promedio, 55% del total
de la superficie accesible al solvente es no polar en un estado nativo, lo que
cualitativamente explica la contribucidén positiva al Cpsov. El cuarto y ultimo contiene la
contribucion debida al estado de protonacion de los grupos ionizables (en proteinas His,
Asp, Glu, Arg, Lys), y depende de la estructura e interaccion con solvente y ligando.

Para la asociacion en proteinas el ACp involucra solo los términos Cp no-covs CP,solv Y
Cp,ionizacien, Y& que no existe un cambio en su estructura primaria (numero de

aminoacidos) (Gomez, et al., 1995):

Cp = Cp,cov + Cp,no-cov + Cp,solv + Cp,ionizacit')n (ec. 6)

Como complemento a las evaluaciones anteriores y para tener un mayor
entendimiento del proceso de unidn, se pueden interpretar los parametros obtenidos
calorimétricamente mediante el uso de observaciones estructurales, generadas a partir de
las estructuras cristalograficas o de RMN. Ya que los valores calorimétricos expresan la
suma de las interacciones que se llevan a cabo y no soélo un tipo de interaccidén en
particular.

Una forma empirica util basada en estas observaciones para la prediccion de la
energética de unioén, es el uso de los modelos de area superficial (ASA). EI ASA esta



definida por el trazo de una superficie llevado a cabo por una molécula de solvente (1.4A),
rodada sobre la estructura tridimensional de una molécula. Calculandose la diferencia
como el cambio de area del complejo menos la suma de las areas de los ligantes (AASA).
Asi, la alternativa para relacionar los datos de diferente origen, es asumir que las
funciones termodinamicas tienen una dependencia lineal a la cantidad de moléculas de
agua en contacto con las macromoléculas (ASA). Este acercamiento es de gran
importancia, ya que se ha observado experimentalmente una gran contribucion energética
y entrépica de la interaccion soluto-solvente y solvente-solvente (Janin, 1995).

Con éste acercamiento, el AC,, el AH y el AS pueden ser parametrizados en funcion de
los cambios del area accesible al solvente polar y no polar.

El parametro capacidad calorifica puede ser determinado en términos del ocultamiento de
area de superficie molecular expuesta al solvente, por las contribuciones de la superficie
de area polar (ASApol) Yy no polar (ASAnp). El cambio en la capacidad calorifica de
hidratacion dependiente de los AASAyq y AASA, Se puede expresar como la ecuacion 7
(Goémez, et al., 1995; Baker y Murphy, 1998):

AC, = ACp, np * AASAL, + AC,, por * AASALo (ec)

donde ACp, np ¥ ACp, poi SOn valores de proporcionalidad obtenidos del analisis de
parametros energéticos de los sistemas pertinentes.

La contribucion entalpica durante la unién es debida a la pérdida o formacion de
puentes de hidrogeno, interacciones de van der Waals y puentes salinos generados: al
formarse el complejo, del complejo con el solvente, de las macromoléculas solas con el
solvente y entre las moléculas del solvente que se encuentran cerca del complejo. Se

puede calcular a partir de los parametros Ahpe Y Ahnp, COMO se muestra (ec. 8):

AH® = Ah ot AASA ot + Ah np AASA pp (ec. 8)

Los parametros Ahpe Y Ahnp SON Obtenidos por una regresion lineal de la entalpia de unién

en funcidn de la superficie de area polar y no polar.

En el caso del AS debido a las contribuciones de la entropia de solvatacion,

conformacional y rotacional-traslacional, es necesario calcular de manera independiente



el AASA polar y no polar involucrado en cada uno de estos términos. Esto ha llevado a la

definicidon de tres ecuaciones relacionadas a cada uno de los términos:

La entropia de solvatacion refleja la reestructuracion del agua alrededor de las superficies
de las moléculas, la entropia polar y no polar alrededor de los 112°C (383K) es cero, por

lo que se puede extrapolar a 25°C como se muestra en la ecuacion 9:

AS° = AC, In(298/383) (ec.9)

donde AC, es igual a la ecuacion 7.

Hay dos contribuciones a AS conf, las restricciones alrededor de los angulos de torsion de
la cadena lateral y la inmovilizacion del enlace peptidico, en donde para una unién tipo

cuerpo rigido, soélo el componente de las cadenas laterales aplica (ec. 10):

ASAg- g

Asoconf, sC =Zi ASObu — ex (ec.10)

ASAaxaq

donde AASASc,; es el cambio en ASA de la cadena lateral i durante la union, AASAaxa, i
es el ASA de la cadena lateral en un triplete Ala-X-Ala y AS®.y . ex, €S la ganancia de

entropia de exposicién-ocultamiento de la cadena lateral i.

La entropia de asociacién involucra el numero de moléculas del sistema y sus grados de
libertad de rotacidn-translacion ganados o perdidos. Para una reaccion de union bi-
molecular utilizando un estado estandar de 1M (55.5 para el agua), es igual a la ecuacion
11:

AS®0c. = RIN(1/55.5)  (ec.11)



Capitulo Il

Objetivos

3.1 General

Evaluar el papel energético-estructural del Mg?* en el reconocimiento del ADP por la
subunidad B de la ATP-sintasa de Bacillus PS3, con el fin de entender con mas detalle los

fendbmenos moleculares asociados al funcionamiento de esta subunidad.

3.2 Particulares

Obtencién de los parametros termodinamicos para la formacién de los complejos
ADP-Mg, TB-ADP+<Mg y TB-ADP, mediante CTI.

Inferir los parametros termodinamicos para la incorporacion del magnesio al complejo Tp-

ADP a través del analisis de los equilibrios anteriores.

Evaluar si existen diferencias estructurales significativas entre T-ADP<Mg y Tp-ADP a

partir de espectrofluorometria.

Comparar la energética estructural de la asociacion del ADP-Mg y de ADP con la
subunidad TP de Bacillus PS3, relacionada al cambio de area superficial accesible al
solvente (AASA).



Capitulo IV
Método

4.1 Purificacion de T

Cultivo de células de E. Coli DK8 (unc’) que contienen el plasmido C95-1 con la
subunidad B de Bacillus PS3 (Ohta, S. et al. 1988), en placas de agar-LB con ampicilina:
Se inocularon precultivos de 50mL de medio LB con ampicilina durante toda una noche a
37°C y 250rpm. El preinéculo fue vertido en un litro del mismo medio incubandose durante
5 horas a 37°C y 250rpm. Se indujo el cultivo con 0.5mM/L de IPTG, dejando incubar en
las mismas condiciones durante 4 horas.

Al terminar la induccion, las células fueron centrifugadas a 20,000g x 10min, la pastilla de
células obtenida fue lavada con amortiguador de lisis (Apéndice A).

Las células fueron resuspendidas y homogenizadas en 50mL con amortiguador de lisis
suplementado con una tableta de inhibidores de proteasas de Roche (Complete) disuelta
en el mismo amortiguador. Las células se rompieron en bafio de hielo por sonicacion en 4
ciclos de 1-2 minutos con periodos entre ciclo de 1 a 2 minutos. Las células rotas se ultra-
centrifugaron a 100,000g x 1h a 4°C.

El sobrenadante fue aplicado a la columna DEAE (Dietil-amino-etil) macroprep,

acoplada a un equipo HPLC, equilibrada previamente con amortiguador A (Tris-SOy4
20mM, pH 8.0 y EDTA 1mM). Se le pasé 1 litro de amortiguador A para retirar proteinas
distintas a la TP. La TP fue eludia con un gradiente lineal de 0-550mM de NaCl. Se
colectaron fracciones de 5mL.
Se midio la absorbancia de las fracciones utilizando una A = 280nm. Las fracciones con
la subunidad TP eluidas de 310 a 430mM de sal, fueron observadas en un gel
desnaturalizante (Apéndice A) (King, Laemmli 1971) y tedido con azul de Commasie
(Figura 6).



Figura 6. Gel de poliacrilamida SDS-Page, al 12% en condiciones desnaturalizantes, con fracciones
colectadas en la columna DEAE. En el carril 1 se observa una fraccién que contiene tanto a la subunidad
TB, como a otras proteinas. Las fracciones con mayor proporcion de T3 se encuentran en los carriles 2-9;

carril 3, marcador de peso molecular; carril 11, fraccion soluble de la ultracentrifugacion.

Las fracciones ricas en T (figura 6, carriles 4-8) se dializaron contra Tris-HCI
20mM, 1mM EDTA, pH 7.3, durante toda la noche. Las fracciones dializadas (40-50mL)
fueron cargadas en la columna Mono Q, previamente equilibrada con Tris-HCI 20mM, pH
7.3 y eludias con un flujo de 1mL/min de Trsi-HCI 20mM, 1mM EDTA y 1M de NaCl.

Se colectaron fracciones de 2mL y se midié su absorbancia a 280nm. El grado de pureza
fue seguido por electroforesis, en geles de poliacrilamida al 12%, igual que con la

columna DEAE (Figura 7).
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Figura 7. Gel de poliacrilamida SDS-Page, al 12%, en condiciones desnaturalizantes con fracciones
colectadas en la columna Mono-Q. Las fracciones que contienen a T3 se encuentran en los carriles 1-9.

Las muestras de TP detectadas fueron concentradas en un volumen de aproximadamente
2.5 a 3mL. Centrifugando las fracciones ricas en T observadas por electroforesis a
20,000g x 15 minutos en un centricén Millipore YW-10,000. La concentracion de la
proteina fue determinada por el método del acido bicinconinico (BCA) vy
espectrofotométricamente con un coeficiente de extincién molar de 0.295 mL/mg (Ohta,
S. et al. 1988; Pérez-Hernandez, G. et al. 2002).



4.2 Calorimetria de Titulacion Isotérmica (CTI)

Los cambios de la entalpia (AH,), la energia libre (AGy), la entropia (TAS,), la

constante de asociacion (Kj) y la estequiometria (n), se determinaron calorimétricamente,
con un microcalorimetro VP-ITC, Microcal. Las isotermas obtenidas se ajustaron al
modelo de un solo tipo de sitio de unidn (ecuacion 12), donde el calor absorbido o cedido
(Q) es proporcional a la concentracién de ligando unido. Los experimentos se llevaron a
cabo en amortiguador Tris-HCI 50mM, pH 8.0.

2

M ,AH,V, X X 4X

o="MA ey X Ly Ay ] ——" | (ec. 12)
2 nM, nK,M, nM, nK,M,| nM,

donde Q, es el calor absorbido o cedido; AHy, es la entalpia molar de union; Vo, es el
volumen de la celda; n, es la estequiometria; X;, es la concentracién de ligando y M;, es la

concentracion de macromolécula en la celda.

Los parametros para la unién de Tp-ADP<Mg, TB-ADP y ADP-Mg fueron
determinados a 25°C en un amortiguador Tris-HCI 50mM, pH 8, con 100mM NaCl'. Para
la union TB-ADP en ausencia de magnesio, se agregé 3mM de EDTA que actua
secuestrando al ion Mg?* al formar un quelado.

Ademas, para ADP+Mg también se determind la union a 20, 30 y 35°C. Con el propdsito
de eliminar el efecto caldrico de dilucién del ligando, se llevaron a cabo experimentos en
donde se titulé solamente el amortiguador en la celda de referencia, en condiciones

idénticas a las realizadas en presencia de la proteina.
4.3 Determinacion de la constante de union fluorométricamente

La fluorescencia se midi6 utilizando un espectrofluorémetro Ollis (DM45) a 25°C en
una celda de cuarzo de 400pL. La longitud de onda de excitacién fue de 275 nm, para
excitar las tirosinas presentes en la subunidad Tp, el espectro de emision fue registrado

en el intervalo de 280 a 370 nm. Con un volumen final de 372pL, a la proteina contenida

! El andlisis de datos se llevé a cabo en el programa ORIGIN v.7.



en la celda se le adicionaron inyecciones de ligando ADP y ADP+Mg. El apagamiento en

la fluorescencia total fue calculado de acuerdo a:

Y, = 2;; Mt + Lx, + K, —(Mt, + Lx, + K, | —4Mt Lx, ]
ti

(ec. 13)

donde A es la constante de apagamiento; Mt, es la concentracion de la proteina en cada
adicion i; Kq4, es la constante de disociacion; Lx, la concentracion de ligando en cada

adicion i; y Y;es la sefial de fluorescencia observada.

La determinacion de la contribucion energética del magnesio en la unidén del
nucleotido no es posible para el complejo TB-ADP, debido a la presencia de un equilibrio
dinamico complejo entre las diferentes especies (T, Mg?*, ADP), y en donde la union del
Mg?* al complejo TB*ADP no es el tinico proceso que se lleva a cabo (TB-Mg®*, ADP-Mg).
Debido a este problema, es necesario el estudio de los diferentes equilibrios de manera
independiente. A partir de estos datos, es posible utilizar un esquema de ecuaciones en el
que se aplique la ley de Hess, para obtener mediante el rearreglo de los diferentes
equilibrios involucrados en la reaccion, la contribucidn energética del magnesio a la

formacion del complejo TR-ADP+<Mg de forma indirecta (Figura 8).

1) TB + ADP+Mg »  Tp - ADP-Mg

2) Tp - ADP >  TB+ADP

3) ADP + Mg2+ p  ADP Mo
TB - ADP + Mg > TB - ADP-Mg

Figura 8. Ecuaciones de Hess para la unién TR*ADP-Mg



Capitulo V
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Calorimetria de formacién del complejo ADP-Mg

Mediante el ajuste las graficas (isotermas) obtenidas a partir de la integracién del calor (Q)
con respecto al tiempo (t) al modelo de un solo tipo de sitio de union, se determinaron los
parametros AG, AH, AS, Ka y n, para la formacién del complejo ADP-Mg a diferentes
temperaturas (figura 9). Los resultados se observan en la Tabla 3. En todos los
experimentos, se utilizé la concentracion de 3mM de ADP y 80mM de MgCl,, para
asegurar la saturacion de ADP con magnesio.

Para este proceso se observa un aumento en la negatividad del AG, conforme se
aumenta la temperatura, existiendo una compensacion entre la entalpia desfavorable
(endotérmica) y la entropia favorable, en donde también de forma similar ambos
aumentan con respecto a la temperatura, siendo la formacion del complejo dirigida por el
contribuyente entropico (Tabla 3).

Con respecto a la literatura, existe mucha ambigledad en las constantes obtenidas para
la formacion de este complejo, que se puede deber a la variedad de métodos y
condiciones experimentales utilizadas, ademas de la determinacién de forma indirecta
mediante constantes intrinsecas espectroscépicas (Wang, et al., 1995). Como ejemplo se
muestra la parte A de la tabla 4, con algunos de los valores obtenidos mediante diferentes
técnicas experimentales. Otros valores obtenidos por métodos calorimétricos se observan
en la parte B. Los valores de K, de Burton, Cowan y O’Sullivan son similares a los

obtenidos en este estudio.
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Figura 9. Resultados de cuantificaciones de CTI para la union ADP-Mg a diferentes temperaturas, en la
celda de muestra se coloco el ADP y fue titulado con MgCl,. En a y ¢, se muestra el potenciograma
diferencial con los datos crudos del ITC, en b y d la Isoterma de titulacién. a, b experimento a 20° C (ADP
3.22, MgCl, 100mM). ¢, d: 25° C (ADP 2.62mM, MgCl, 100mM). EI ADP y MgCl, fueron disueltos en Tris-
HCI 50mM pH 8

Tabla 3. Parametros termodinamicos para la union ADP-MgCl, a pH 8.0

Temperatura (°C) 20 25 30 35
Ka (M) 2420 + 110 2455 + 108 2780 £ 150 2870 £ 170
AG (kcal/ mol™) -4.54 -4.62 -4.77 -4.87
AH (kcal/ mol™) 3.66 + 41 3.72+ 40 3.90 + 46 3.96 + 49
TAS (kcal/ mol™) 8.203 8.342 8.679 8.838
n 0.947 £ 0.007 0.955 + 0.007 0.986 + 0.008 0.904 + 0.008

En comparacion a los valores observados para la unién del magnesio al nucle6tido

ATP, existe una mayor afinidad, en donde la Kaate) @ 25°C es de = 30,000 M™, casi 10

veces mayor a la del ADP. Tal diferencia podria deberse a la presencia de una mayor

cantidad de grupos polares negativos (oxigenos) en el fosfato-y. Siendo las cargas

adicionales susceptibles de formar un mayor numero de interacciones, a las presentes en

ADP, existiendo ademas la unién de un segundo Mg?*, entre los fosfatos a y p del ATP.

Valores obtenidos previamente para la unién de un solo magnesio al ATP se observan en

la Tabla 5.



Tabla 4. Valores obtenidos para la formacién del complejo ADP-Mg en estudios
encontrados en la literatura

(A) Constantes de formacion (Ka) Mediante técnicas espectroscopicas

25 30 35
K 530 2,200 2,200 12,882 2,400 3,000
0
pH 8.0 7-9 7.5 7 7.4 7-9
Método S s NMR NMR S S
Ref. 2 13 14 39 37 13

(B) Parametros termodinamicos previos, para la formacién de ADP-Mg

T pH Ka AH TAS  AG (kcal ACp Méto Ref.
(°C) M"Y (kcal (kcal mol ™) (cal do
mol'1) mol'1) mol’ K'1)
30 85 4950 3.15 8.271 -5.12 C 6
25 1479  3.61 7.93 -4.32 P 51, 49
75 834+ 16.151+  -7.81 92.29 +
85 77,62 0.19 0.71 3.82 C 57
4
25 ** 18,62  3.70 9.514 -5.83
0

Referencias:_6, Belaich, J. Sari, J. 1969; 57 Wang, P. et al., 1995; 37, O’Sullivan, W. Perrin, D.
1963; 49, Smith, R. et al., 1991; 2 Adolfsen, R. Moudrianakis, E. 1978; 13 Burton, K. 1959; 14
Cowan, J. 1991; 39 Pecoraro, V. et al, 1984; 51 Taqui, M. y Martell, E. 1967. Métodos: C,
Calorimétrico; P, Potenciométrico; S, Espectrofotométrico (apagamiento sefial 8-hidroxiquinolina);

NMR. Resonancia Magnética Nuclear. *K intrinseca. ** extrapolado Wang et al., 1995

Tabla 5. Constantes de formacién ATP-Mg*' y n=1

D5**
30**
25
25

30

pH Ka AH (kcal TAS (kcal AG (kcal ACp Método
) mol™) mol™) mol™) (cal rpor1
K™)
49,300 4.47 10.97 -6.51 C
673,752 6.42 8.4 -1.98 49.91 C
85 770,371 6.70 8.8 2.1
17378  34+01  641+05 3.10+0.02 P
8.0 30,800+ 4.0+ 0.39 10.1+0.3 -6.2
8600 40+3 C
8.0 44,700  4.4+0.4 9.8+0.3 -5.4
+5100

Ref.

6
57

50

Pulido et
al (com.
pers.)

Referencias:_6, Belaich, J. Sari, J. 1969; 57 Wang, P. et al., 1995; 50 Taqui, M. y Martell, E. 1966.

Métodos:

C, Calorimétrico; P, Potenciométrico; S, Espectrofotométrico

(apagamiento sefal 8-

hidroxiquinolina); NMR. Resonancia Magnética Nuclear. ** extrapolado utilizando las formulas de Wang et al.

Para los complejos ADP-Mg y ATP-Mg" existe una contribucion entalpica desfavorable. Lo

que indica una energia de interaccion mas desfavorable al formar el complejo, en

comparacion a la existente en las interacciones de las moléculas libres con el solvente.

Sin embargo, se encuentran dirigidos entrépicamente, o que podria sugerir una ganancia



en los grados de libertad de las moléculas de agua que estaban hidratando a las
moléculas libres (ADP, ATP, Mg?").

A partir del cambio del AH con respecto a la temperatura, se calculoé el valor de
ACp (d(AH)/dT). Obteniendo un valor de 22 + 4.0 cal mol™ K" (Figura 10). Este valor
presenta una gran diferencia con el obtenido por Wang et al., (1995) de 92.34 cal mol”" K’
'. La disparidad de valores puede deberse al uso de calorimetria isotérmica de flujo por
Wang et al. Ademas posibles fendmenos de agregacion debido al apilamiento de loas
anillos de adenina y el amplio rango de temperatura del estudio de 25-125 °C, donde

posiblemente exista hidrdlisis del nucledtido.

——ACp cal mol" K™
4050 o

4000 o
3950 o
3900 +

3850 o

3800 Y=A+B*X
Value Error

dH (cal/mol)

3750 o

A 2713.01256  1202.75051
37004 B 21.71623 4.01324

3650 o

sD

R
3600 o 0.96997 0.95941

T T T T T T T T T 1
202 294 296 298 300 302 304 306 308 310
Temperatura (K)

Figura 10. Grafica entalpia contra temperatura, del proceso de unién ADP-Mg.

A partir de los valores obtenidos durante la formacion de este complejo, es evidente
que el quelado de cargas entre el magnesio y los fosfatos del ADP, es menos energético
que la interaccion de las especies libres con el solvente acuoso, debido a la pérdida de
interacciones existentes entre cation-solvente y fosfatos-solvente, presentando la
desolvatacion del ADP y Mg?* un valor absoluto de energia mayor (endotérmico), a la
energia de interaccion entre ambos (exotérmico).

Sin embargo, aunque el AH no es favorable, el proceso se encuentra promovido
espontaneamente, por la liberacion de moléculas de agua que se encuentran solvatando
al cation y fosfatos (aumento en la entropia), generando asi un AG favorable.

Ademas, considerando el ACp del proceso, se refuerza la idea de la participacion del
fendbmeno de deshidratacion al observarse un valor positivo, que es indicativo de la

liberacién de aguas muy rigidificadas por la interaccion con grupos polares.



5.2 Calorimetria subunidad Tp (TB-ADP+Mg, TB-ADP)

De igual forma a los estudios anteriores para la unién de la subunidad Tp con
ADP+<Mg (Pérez-Hernandez et al 2002; Odaka et al, 1994), se observa un valor de
entalpia (favorable), mayor a la magnitud de la entropia (desfavorable), por lo que la
espontaneidad del proceso es dirigida entalpicamente (Tabla 6, Figura 11-A).

A diferencia de la unién de ADP+Mg, la union de ADP a T es menos afin (figura 11-B),
con una K, (60,000 M) menor a la existente en presencia del Mg?* (94,900 M™). Ademas,
los cambios de entalpia y entropia son de igual forma menores a los observados para
ADP-+Mg, generando una entalpia menos favorable, para el proceso en ausencia del
cation. Sin embargo, debido a la compensacion entre entropia y entalpia, la
espontaneidad de la reaccion (AG) entre los procesos de unién TB-ADP y TR-ADP+<Mg no

varia mucho.

Comparando la unién de los nucleétidos ATP y ADP por T, se observa que la
diferencia en la entalpia de unién para el ADP en presencia y ausencia del metal es
menor a la de ATP con y sin Mgz+. El A[AH]app-aDPMg)= 1.49kca|mo|‘1, mientras que el
A[AH]atp-atPMg)= 7.9kcalmol™. Para la contribucién entrépica, los valores también
muestran diferencia, el A[TAS]app-aopmg)= 1.22kcalmol™, mientras el A[TAS]atp.aTpmg)=

2.32kcalmol™”, aunque no es de la misma magnitud a la diferencia en entalpias.

kcal/mol por inyeccion
& \
| ! )
kcal/mol por inyeccién

o] ADP.Mg | o ADP

0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
[ADPeMg] / [Tp] [ADP] / [Tp]

Figura 11. Isotermas de titulaciéon para la union de ADP<Mg y ADP a la subunidad B Bacillus PS3, a 25°C,
en puntos se observan los valores de integracién de cada pico de calor observado experimentalmente; la
linea corresponde al mejor ajuste de la curva a un solo sitio de uniéon de acuerdo a la ecuacion 12.



Tabla 6. Parametros calorimétricos para la unién TB-nucleétidos en ausencia y presencia de Mg**

TB-ADP  TB-ADPMg TB-ADPMg TB- ADPMg°® | TR-ATPMg**" T6-

r ATP

T (°C) 25 25 25 21 25 25

pH 8 8 7.3 8 8 8

Ka (M") 6.01x10*  9.49x10*  9.17 x10* 6.8 x10* 6.1 x10* 1.3
+2.1x10° +1x10* +80 x10*

AH (kcal mol™") -7.09 -8.59 -9.47 +0.05 -9.8 +0 -11.30 2.7

TAS (kcal mof -0.58 -1.78 -2.70 -3.52 -4.80 2.6
AG (kcal mol™) -6.52 -6.79 -6.77 +0.04 6.27 6.5 +5.85
n 0.943 0.967 0.98 +0.03 1.09 +0 0.99+0.007 1.05

+0.01 +0.04

" Pérez-Hernandez et al., 2002; ° Odaka et al., 1994; P Pulido et al. por publicar.

5.3 Fluorescencia de la unién TB-ADP y TB-ADP-Mg

Los valores obtenidos a partir del apagamiento (Figura 12) de la sefal de

fluorescencia debida a la titulacién de Tp con ADP, en presencia y ausencia de Mg®*, se

observan en la Tabla 7.

Tabla 7. Valores para la asociacion fluorométrica de T-ADP/ADP+<Mg

ADP-Mg ADP
T (°C) 25 25
Apagamiento 0.9770 £ 0.015 1.006 + 0.011
Ka 0.00007 +4.91e-6 0.0001 £ 4.4115e-6
(Ka) (14,285) (10,000)
R 0.9768 0.9919

En general, las constantes de asociacion determinadas fluorométricamente son

mas pequefias a las observadas calorimétricamente. Aunque se aprecia una pequena

diferencia en la constante de apagamiento por la unién de ADP con y sin Mg?*, esta no

es muy significativa ya que siendo el apagamiento maximo igual a 1, se observa la

tendencia del apagamiento de la sefial por la union de ADP y ADP+Mg hacia este numero,

sin distintivo de la presencia o ausencia del

metal. Esto puede deberse a un mayor

fendmeno de dispersion al aumentar la concentracion de ligando dentro de la celda; por lo

gue no se puede inferir sobre un posible cambio estructural asociado a la fluorescencia de

las tirosinas presentes en TP, y en particular de la TBY341, en la cual ocurre un

apilamiento con el anillo de la adenina.
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Figura 12. Apagamiento de la sefial de fluorescencia, para la uniéon de (A) ADP<Mg y (B) ADP, a la
subunidad B de terméfilo. En ambos casos las graficas de apagamiento se ajustaron a la ecuacién 13
(linea). Al inicio la concentracion de Tp fue de 1.2uM y se adiciono ligando (ADP, ADP+<Mg) en inyecciones
hasta 700uM.

5.4 Parametros termodinamicos para la unién T-ADPMg, por modelos

de area superficial

Mediante el programa NACCESS, se determin6 el ASA para las cadenas Bpp Y Pe
obtenidas de la estructura de F1 de bovino (1BMF), con la que existe un 78% de similitud.
A partir de ésta cadenas, se calculo el AASA para la union de ADP-Mg a la subunidad p
de Fi.

El AASAtotal fue de 740A? de la cual el AASA,, = -368A% y el AASA,, = -372A% Los
valores debidos al cambio polar y no polar fueron sustituidos en las ecuaciones 7 y 8, para
determinar el ACp y el AH de unién asociados a un cambio estructural, en donde se
observo una diferencia de 2.54 kcal mol™ en el valor de AH caiculado (= -11,129 cal mol™) y
el AH experimental (= -8,588 cal mol™). Sin embargo, para el ACp se observa de igual forma

diferencia entre el ACp experimental (= -36 cal mol'K™) determinado por Pérez-Hernandez et



al. (2002) y el ACP caiculado (= -65 cal mol'K™), que pudiera deberse a la parametrizacion

de la contribucién de cada grupo, que se utilizoé para calcular el ASA.
5.5 Papel energético del Mg**

Con los parametros termodinamicos para el equilibrio de cada uno de los procesos,
se determin6 a partir del rearreglo de las ecuaciones de Hess el papel energético del
magnesio (Figura 13). En este se observa una contribucién entalpica desfavorable, que
implica la necesidad de una cantidad de energia mayor para la desolvatacion del cation, a
la cantidad de energia ganada por la interaccion dentro del sitio de unidn de la proteina.
Sin embargo aunque existe pérdida de energia debido a la interaccion, la ganancia en
entropia debido a la liberacion de moléculas de agua que solvatan al cation, dirige la
formacion del complejo TB*ADP-Mg. De hecho se observa la direccion entropica del
proceso (AG = -4.89 kcal mol™), con un TAS=7.12 kcal mol™. Este resultado contrasta con
el obtenido de forma similar para el ATP (Figura 14), en donde el proceso se encuentra
dirigido tanto entalpica como entrépicamente (Pulido et al., por ser publicado), mostrando
un mayor peso del M92+ para el caso del ATP, con una posible relacion directa al sitio de
union, donde existen residuos con cargas negativas, actuando en la disminucion de la

mayor repulsion de los tres fosfatos del ATP comparado con los dos fosfatos del ADP.

AH TAS AG
(kcal mol'™") (kcal mol™) (kcal mol'™")
Exp. a Exp. a Exp. a
1)  TB+ ADP'Mg === TpB-ADP:Mg -858 -947 | -179 270 | 679 -6.77
2) TBR-ADP —p TB+ADP 7.09 0.57 6.52
3) ADP+Mg”  e———p ADP:Mg 3.72 8.34 -4.62
4)  TB*ADP + Mg*" ey TPB°ADP + Mg** 2.23 1.34 712 507 | -4.89 -4.37

Figura 13. Parametros termodinamicos para la energética del magnesio obtenidos para las ecuaciones de
Hess de la union Tp-ADP + Mgz". (Exp.) Experimentales; (a) comparados con los observados por Pérez-
Hernandez et al, 2002 (solo valores para la ecuacion 1).



AH TAS AG
(kcal mol™) (kcal mol'™") (kcal mol'™")
P o) P o) P o)

1) TR+ ATP:Mg == TB-ATP-Mg 113 120 | -477 -558 | 653 -6.5

2)  TR-ATP —p TR+ ATP 3.4 -2.45 5.85

3) ATP+Mg* —p ATP-Mg** 4.0 10.1 -6.03

4)  TRATP + MG  ep TR-ATP + Mg** -3.9 -4.6 2.78 197 | 671  -6.68

Figura 14. Parametros termodinamicos para la energética del magnesio obtenidos para las ecuaciones de
Hess de la union TB-ATP + Mg?". (P.) Pulido et al, por publicar; (O) Odaka et al, 1994 (solo ecuacion 1).




Capitulo VI
CONCLUSIONES

El papel energético que juega el magnesio dentro del sitio de unién de la subunidad
B, tiene contribuciones entalpicas y entropicas, que dirigen el AG de forma diferente. La
existencia de un AH positivo (desfavorable) en la integracion del magnesio, para formar el
complejo Tp*ADP-Mg, implica una interaccidn menos energética en el complejo, que la
interaccién de las especies libres con el solvente (TB+ADP + Mg®"). En contraste, datos
obtenidos en nuestro laboratorio muestran que el AH de incorporacion del Mg al
complejo TR-ATP es favorable. Esto indica la importancia de la presencia del fosfato-y,
lograndose por la presencia del Mg?* una mayor complementariedad estereoquimica en el

reconocimiento de ATP dentro de Tp.

Por otro lado, la incorporacion del Mg®* al complejo TB*ADP resultd estar
entropicamente dirigida. EI cambio de entropia en la formacién de complejos involucra
tanto cambios conformacionales, como de solvatacién. Dado que existe un fenémeno de
union, es de esperarse que el término conformacional sea desfavorable, siendo por tanto

la solvatacion la que dirige el proceso.

En el caso del ATP el cambio de entropia también es favorable, pero de menor
magnitud. La diferencia en el cambio de entropia entre Tp-ADP y TR.ATP puede
explicarse por un cambio en los términos de conformacion y solvatacién. Debido a que la
existencia del fosfato-y en el ATP implicaria una mayor desolvatacion al unirse el
magnesio. Por lo tanto, la diferencia en el AS se debe a una mayor disminucion en los
grados de libertad para la integracion del magnesio al complejo TB-ATP, siendo

congruente con datos espectroscopicos anteriores.

El intentar asociar la parte energética con un cambio conformacional, mediante
fluorescencia, no fue posible debido al cambio minimo observado en la sefial de
fluorescencia de las tirosinas presentes en la subunidad, con respecto a la presencia del
metal. Aunque si se observa un apagamiento mayor en la unién de ADP comparado con
ATP, que podria explicarse por la menor distancia a la que se encuentra el nucledtido
ADP de la MBY345, en comparacion al ATP.



Capitulo VII

PERSPECTIVAS

Caracterizacién de los parametros termodinamicos a diferentes temperaturas de la
union TB-ADP.

Determinacion del cambio estructural de la subunidad B al unir nucleétidos

mediante resonancia magnética nuclear con y sin magnesio.

Realizar analisis estructural detallado mediante cambio de areas con los distintos

cristales, de diferentes especies y que presentan varios ligandos y analogos.

Obtencién de la energética de unién de ADP con y sin Magnesio al sector F; de la

ATP-sintasa a diferentes temperaturas.



Apéndice A

Soluciones
Medio de cultivo LB (1L) Amortiguador de Lisis
Extracto de levadura 59 Reactivo Concentracion
Triptona 10g Tris-SO4 pH 8 20mM
NaCl 5 EDTA 1mM

p-aminobenzamidina 6mM
Amortiguador A (DEAE) NaCl 5mM
i o,

Reactivo Concentracion Glicerol 10% viv
Tris-SO,4 pH 8 20mM
EDTA TmM
Filtrar y degasificar

Amortiguador A (Mono Q)

Reactivo Concentracion
Tris-HCI pH 7.3 20mM
EDTA TmM

Filtrar y degasificar

Amortiguador B (DEAE)

Reactivo Concentracion
Tris-SO,4 pH 8 20mM
EDTA 1mM
NaCl 1™

Filtrar y degasificar

Amortiguador B (Mono Q)

Reactivo Concentracion
Tris-HCI pH 7.3 20mM
EDTA 1mM
NaCl ™

Filtrar y degasificar




Geles de poliacrilamida (Laemli, 1970).

Amortiguador gel separador

Tris base 1. 5M
SDS 14mM
Se ajusto a pH 8.8 con HCI

Amortiguador gel concentrador
Tris base 0. 5M
SDS 14mM
Se ajusto a pH 6.8 con HCI

Acrilamida 30%

Acrilamida 4.3M
Bis-acrilamida 52mM
Filtrar (poro 11um)

Gel separador 12%

Agua 2.5mL
Acrilamida 30% 3.0mL
Amortiguador gel 1.9mL
separardor

Persulfato de amonio 50uL
10%

TEMED 5.0uL

Gel concentrador 5%

Agua 1.0mL
Acrilamida 30% 0.44mL
Amortiguador gel separardor 0.3mL
Persulfato de amonio 10% 30uL

TEMED 5.0uL




Amortiguadores corrida electroforesis.

Amortiguador del anodo (-)
Tris base 200mM
Se ajusto a pH 8.4 con HCI

Amortiguador del catodo (+)

Tris base 1. 5M
Tricina 100mM
SDS 10% 0.35mM

Se ajusto a pH 8.25 con HCI

Mezcla de digestion

Glicerol 1. 1M

SDS 69.5mM
Azul de Bromofenol 0.3mM
Amortiguador gel 1.25%
concentrador

Adicionar 1uL de B-mercptoetanol por

20uL de solucién.

Azul de Coomassie para teiir geles

Azul de Coomassie G-250 1. 5M
Isopropanol 100mM
Acido acético 0.35mM

Posteriormente se filtro.

El gel concentrador se corrio a 80 Volts por 20 minutos. El gel separador se corrié entre
100-120 Volts.



Apéndice B

Fluorescencia

La fluorescencia es una categoria de luminiscencia, que ocurre tipicamente en
estados excitados por la absorcion de energia y el regreso a un estado energético basal
(emision), por el cual el sistema pierde energia. Ocurre generalmente en moléculas
aromaticas y experimentalmente se representa con los espectros de emision. Este
espectro de emisién es una grafica de la intensidad de fluorescencia contra la longitud de
onda.

El proceso que ocurre entre la absorcion y emisidn de la luz es usualmente representado
con un diagrama de Jabtonski (Figura B-1). En el diagrama la transicion entre estados es
representado como lineas verticales, en donde la absorcion en moléculas de un estado de
energia basal (Sp) ocasiona un salto a energias vibracionales de estados mas energéticos
(S2, S1). Posterior a la absorcion de luz, las moléculas se relajan al nivel de energia
vibracional mas bajo de S1, en un proceso denominado conversion interna. Debido a que
la velocidad de este proceso es de 107'%s, comparado con los 10®s del tiempo de vida del
fluoréforo, la emision ocurre generalmente del estado vibracional de menor energia de Sy,

en donde hay un equilibrio (vibracional), hacia el mismo nivel energético del estado Sy.

En el espectro de emision de fluorescencia se observa que la energia es menor a
la de absorcion (cambio de Stokes) y dependiente de la polaridad del solvente. La pérdida
de energia entre la excitacion y emision se observa de forma universal en moléculas
fluorescentes, lo cual es debido a la pérdida de energia del electron que sufre mientras se
encuentra en S4. Ademas del cambio de Stokes la pérdida de energia también puede
deberse a efectos del solvente, reacciones del estado excitado, formacion de complejos y

transferencia de energia.

En fluorometria, los espectros de mayor interés son los de las regiones de la luz
visible y ultravioleta, en donde los cuantos absorbidos causan la excitacién de la mayoria
de los electrones de las moléculas. Asi, las moléculas excitadas pueden disipar su
energia por descomposicion, reaccion o re-emision, observandose un decaimiento en la

fluorescencia (apagamiento). La colisién es otro fendmeno que causa un apagamiento, en



donde el contacto con moléculas en solucion, denominadas apagadores, ocasiona el

regreso del fluoréforo al estado energético basal de manera no radiativa.

A partir de este fendbmeno de apagamiento se puede obtener informacion sobre procesos
moleculares en solucion, asi como del ambiente quimico promedio adyacente al
fluoréforo.

En bioquimica, los fluoroféros se pueden dividir en 2 clases generales: intrinsecos vy
extrinsecos. Los intrinsecos son aquellos que se presentan naturalmente, como el grupo
indol del triptofano, fenol de la tirosina y benceno de la fenilalanina. En el caso de los
extrinsecos, son los que se agregan a la muestra que no muestra propiedades de
fluoréforo, como son los colorantes de DNA (acridina y bromuro de etidio) 6, ANS (8-
anilino-1-naftalensulfonato), TNS (2-p-toluidinil-6-naftaleno de acido sulfénico) en

proteinas.

INSTRUMENTACION.

La fuente de luz que convierte energia eléctrica en radiacion entre el rango 200nm a
900nm, es afectada a través del monocromador de excitacion, el cual permite el paso
selectivo de longitudes de onda centradas en el rango de excitacion. Posteriormente, el
haz pasa por una rendija (slit) que controla la magnitud y resolucién de la luz transmitida.
La luz filtrada pasa a través de la muestra, la cual fluoresce y la sefal es detectada a
través del monocromador de emision colocado a 90° para evitar el ruido generado por la
llegada del haz incidente. EI monocromador de emisién (dinodo) selecciona longitudes de
onda centradas en el rango de emisién, y posterior al paso de una rendija llega al
fotomultiplicador (FTM). En el FTM los fotones que salen del monocromador golpean el
catodo fotoemisivo generando electrones secundarios acelerados a través de electrodos
(dinodos), produciendo una cascada de amplificacion que genera un voltaje como seial

que es enviada al sistema computacional (Figura B-2).
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Apéndice C

Bacillus termofilico PS3.

Es una bacteria perteneciente al dominio Bacteria; phylum, Firmicutes (gram-
positivo), clase: Bacilli, orden: Bacillales; familia: Bacillaceae; genero: Bacillus; especie:
PS3.

Los organismos termdfilos habitan en un rango temperatura de 41°C a 70°C, con
un optimo entre 55 y 58 °C, esto se debe a que presenta proteinas que tienen un mejor
funcionamiento en el rango de temperatura 6ptima y son mas estables a la temperatura
con respecto a proteinas mesofilicas. También presentan membranas con una mayor
proporcidn de lipidos y saturadas de acidos grasos. La forma que presentan es de baston
con una longitud entre 0.5um y 20um; y son capaces de formar endosporas que pueden
sobrevivir a temperaturas mayores a 100°C.

Usualmente son encontrados en el suelo, fuentes termales y materia en descomposicion
(Prescott, L. 1999; Pomerville, J. 2004).



Abreviaciones

ATP: Adenosin Trifosfato.

ADP: Adenosin Difosfato.

ASA: Superficie de Area Accesible al Solvente.

AASA: Cambio de Superficie de Area Accesible al Solvente.
EB: Subunidad B de la ATP-sintasa de Escherichia coli.

EF;: Sector F1 de la ATP-sintasa de Escherichia coli.
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

AMP-PNP: Analogo de ATP (5'-adenil-ilimido-diphosphate).
M§: Subunidad B de la ATP-sintasa de corazon de bovino.
TP: Subunidad B de la ATP-sintasa de Bacillus PS3.

Pi: Fosfato inorganico.

kDa: kiloDaltons.

Avy: Potencial electroquimico.

CTI: Calorimetria de Titulacion Isotérmica.

FCCP: Carbonil cianuro de paratrifluoro etoxifenilhidrazona.

DCCD: Diciclohexilcarbodiimida.
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