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RESUMEN 

 

Los cambios conformacionales inducidos por la unión de nucleótidos a la subunidad 
catalítica  β juegan un papel crucial en el mecanismo de rotación del sector F1 de  la 
ATP sintasa. Con la finalidad de ganar conocimiento sobre las bases energéticas que 
gobiernan el reconocimiento de nucleótidos por la subunidad β aislada a partir de la 
bacteria termofílica Bacillus PS3, se realizó una caracterización de la unión de este 
monómero a nucleótidos de adenosina unidos a Mg(II) y sin Mg(II)  utilizando 
calorimetría de titulación isotérmica de alta precisión. Las interacciones de  Mg(II) 
con ATP y ADP fueron medidas también calorimétricamente. Se desarrollo un 
modelo que considera simultáneamente las interacciones de la subunidad Tβ con 
Mg·ATP o con ATP, y que el ATP es capaz de unir dos Mg(II) de forma secuencial 

para determinar los parámetros de la formación del complejo Tβ Mg·ATP utilizando 
datos calorimétricos. Este análisis mostró diferencias significativas en los valores de 
ΔHb y ΔSb con relación a los obtenidos utilizando un modelo de unión de un solo tipo 
de sitio, mientras que el valor de ΔGb fue muy similar en ambos casos. 
Utilizando este nuevo modelo ternario se reanalizaron los datos calorimétricos para la  
formación del complejo Tβ- Mg·ADP  (Pérez-Hernández et al., (2002) Arch. Biochem. 
Biophys. 408, 177-183) obteniendo nuevos parámetros de unión. Las interacciones de 
Tβ con Mg·ATP, ATP, Mg·ADP y ADP fueron entalpicamente conducidas. Se 
observaron diferencias considerables en los parámetros termodinámicos entre los 

complejos Tβ Mg·ATP / Tβ ATP  a diferencia de las observadas entre los complejos 

Tβ Mg·ADP / Tβ ADP o entre Tβ Mg·ATP / Tβ Mg·ADP. Los datos de unión 
obtenidos para los complejos estudiados, en conjunto con los obtenidos para la 
asociación del Mg (II) libre con los nucleótidos, permitió realizar una determinación 
energética de los efectos del ión metálico en el reconocimiento de los nucleótidos de 

adenosina por Tβ (Tβ·AT(D)P + Mg(II)  Tβ·AT(D)P Mg). 
La contribución entálpica  favorable observada para la unión, mostró que el Mg (II) es 
reconocido por el complejo Tβ·ATP con mayor avidez que por el complejo Tβ·ADP, 
indicando una mejor complementariedad estereoquímica. El análisis energético-
estructural sugiere  que Tβ adopta una conformación más cerrada cuando une 
Mg·ATP que con ATP o Mg·ADP, lo cual coincide con lo reportado recientemente en 
estudios realizados con RMN (Yagi et al. (2009) J. Biol. Chem. 284, 2374–2382).   
Utilizando datos publicados, se realizó un análisis similar considerando  los efectos 
energéticos del Mg(II) sobre el cambio de energía libre en los sitios catalíticos de F1. 
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ABSTRACT. Nucleotide-induced conformational changes of the catalytic β subunits 
play a crucial role in the rotary mechanism of F1-ATPase. To gain insights into the 
energetic bases that govern the recognition of nucleotides by the isolated β subunit 
from thermophilic Bacillus PS3 (Tβ), the binding of this monomer to Mg(II)-free and 
Mg(II)-bound adenosine nucleotides was characterized using high-precision 
isothermal titration calorimetry. The interactions of Mg(II) with free ATP or ADP 
were also measured calorimetrically. A model that considers simultaneously the 
interactions of Tβ with Mg·ATP or with ATP, and that ATP is able to bind two Mg(II) 

sequentially, was used to determine the formation parameters of the Tβ Mg·ATP 
complex from calorimetric data. This analysis yielded significantly different ΔHb and 
ΔSb values in relation to those obtained using a single binding site model, while ΔGb 
was almost unchanged. Published calorimetric data for the titration of Tβ with 
Mg·ADP (Pérez-Hernández et al., (2002) Arch. Biochem. Biophys. 408, 177-183) were re-
analyzed with the ternary model to obtain the corresponding true binding 
parameters. Interactions of Tβ with Mg·ATP, ATP, Mg·ADP or ADP were 
enthalpically driven. Larger differences in thermodynamic properties were observed 

between Tβ Mg·ATP / Tβ ATP complexes than between Tβ Mg·ADP / Tβ ADP or 

between Tβ Mg·ATP / Tβ Mg·ADP complexes. These binding data, in conjunction 
with those for the association of Mg(II) with free nucleotides, allowed for a 
determination of the energetic effects of the metal ion on the recognition of adenosine 

nucleotides by Tβ (i.e., Tβ·AT(D)P + Mg(II)  Tβ·AT(D)P Mg). Due to a more 
favorable binding enthalpy, Mg(II) is recognized more avidly by the Tβ·ATP 
complex, indicating better stereochemical complementarity than in the Tβ·ADP 
complex. Furthermore, a structural-energetic analysis suggests that Tβ adopts a more 
closed conformation when it is bound to Mg·ATP than to ATP or Mg·ADP, in 
agreement with recent NMR data (Yagi et al. (2009) J. Biol. Chem. 284, 2374–2382). 
Using published binding data, a similar analysis of Mg(II) energetic effects was 
performed for the free energy change of F1 catalytic sites, in the framework of bi-site 
or tri-site binding models. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Históricamente, el proceso catalítico de la síntesis de ATP tomó relevancia al descubrirse que 

la energía de hidrólisis de esta molécula sirve como combustible básico en la mayoría de 

procesos moleculares endergónicos que ocurren dentro de los organismos vivos. Dado el 

papel crucial del ATP como combustible químico vital, es claro que su producción requiere 

ser eficiente y bien controlada. En este sentido, la fosforilación oxidativa es reconocida como 

una ruta metabólica altamente optimizada para la producción de ATP. La implicación 

biológica de esta vía de síntesis de ATP puede ser apreciada, por ejemplo, en el éxito 

evolutivo de los organismos aerobios con respecto a los anaerobios.  

 

A lo largo de la ruta de fosforilación oxidativa, las actividades de diversos complejos 

proteicos se concatenan para generar un gradiente transmembranal de protones. En 

concordancia con la teoría quimio-osmótica, este gradiente electroquímico es aprovechado 

para la generación de ATP a partir de ADP y Pi. La enzima responsable del acoplamiento 

entre el gradiente transmembranal y la síntesis de ATP es conocida como ATP-sintasa.  

 

Las ATP-sintasas de diferentes especies son similares entre sí. La enzima es un complejo 

proteico multimérico, compuesta por un sector inmerso en la membrana, denominado F0, y 

un sector soluble catalítico o F1 (Figura 1).  Aunque con variantes especie-específicas; la forma 

más simple de la ATP sintasa en procariotas esta formada por ocho diferentes subunidades 

con estequiometría 3 3 -ab2c10-14, que se mantiene a lo largo de la escala filogenética.  Su 

peso molecular es de aproximadamente 530 kDa (Senior et al. 2002; Yoshida et al., 2001). 
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Figura 1. Modelo estructural de la ATP sintasa (F1F0) de E. coli tomada de Senior et al. 2002 

 

La ATP sintasa es un complejo  tripartita, formado por 1) un rotor transmembranal que 

convierte la energía del gradiente electroquímico en movimiento, 2) un dispositivo de 

rotación, el cual transmite la energía mecánica de torque a los sitios catalíticos a una distancia 

mayor a los 100 Å, y  3) los  tres sitios catalíticos, donde la energía mecánica de la rotación se 

convierte en la unión química entre el ADP-O y el fósforo inorgánico (Pi). El centro catalítico 

de la enzima es 3 3  , que consiste en un hexágono donde se alternan las subunidades  y  

con hélices de la subunidad  en el centro inmersas en el centro del hexágono. Cada sitio 

catalítico se encuentra en la interfase entre las subunidades  y  de la enzima, aunque con 

una fuerte preponderancia de residuos provenientes de la subunidad β (Senior et al. 2002). 

 

Para explicar el funcionamiento catalítico de F1, Boyer (1993) propuso  el mecanismo de unión 

alternante , el cual involucra el cambio conformacional cooperativo de las tres subunidades , 

presentando cada una de éstas diferente afinidad por los nucleótidos. Boyer encontró que las 

subunidades ,  y   giran como un cilindro asimétrico, resultando en una interacción 

alternante con los tres pares de subunidades . Esta rotación induce cambios estructurales 
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en la subunidad  lo cual conduce a las diferencias en la capacidad de unión durante el 

curso cíclico.  Esto fue corroborado utilizando la primera estructura cristalográfica de F1 

(Abrahams et al., 1994), la cual muestra los tres sitios catalíticos en diferentes conformaciones. 

Recientemente, este mecanismo recibió una sólida comprobación experimental. A través de 

un ingenioso diseño experimental, Noji et al. (1997) unieron covalentemente una sonda 

fluorescente a la subunidad  del complejo 3 3  de la ATP-sintasa de Bacillus PS3. Al 

agregarse ATP a la solución, fue posible observar directamente la rotación de la sonda, 

evidenciando que el mecanismo de cambio de unión de ligando involucra la rotación de la 

subunidad  en el centro de 3 3 (Hasler et al., 1998). 

 

Hasta la fecha, han sido resueltas las estructuras cristalográficas por rayos X de F1 de 

diferentes especies. En particular, la estructura de F1 de mitocondria de corazón de res (MF1) 

resultó muy valiosa en la postulación del posible mecanismo estructural que subyace al 

mecanismo rotatorio de la enzima (Abrahams et al., 1994). En MF1, cada subunidad  aparece 

con una conformación diferente: una con conformación abierta y libre de nucleótido ( E), otra 

con conformación semiabierta uniendo ADP-Mg ( DP), y la tercera en conformación cerrada 

uniendo AMP-PNP-Mg ( TP), un análogo no hidrolizable del ATP-Mg. Estas estructuras han 

sido correlacionadas con los estados conformacionales alternantes por los cuales podría 

transitar cada una de las subunidades  a lo largo de la rotación de la subunidad  (Masaike et 

al., 2000). En el inicio del ciclo catalítico en el sentido de la hidrólisis, una subunidad  une 

ATP, adquiriendo la conformación ( TP), y produciéndose con ello un giro de 120° en la 

subunidad . En un segundo paso, la subunidad  genera la ruptura del ATP, adoptando la 

conformación DP, y provocando un segundo giro de 120° de la subunidad . Finalmente, se 

completa una revolución de la subunidad  al ser liberado el nucleótido hidrolizado, 

regresando la subunidad  a su forma abierta ( E). Esta secuencia se repite de manera 

alternada en cada una de las tres subunidades  de F1, de manera que durante el 

funcionamiento de la enzima las tres subunidades  presentan conformaciones diferentes.  

 

Shirakihara et al. (1997) reportaron la estructura cristalogáfica del subcomplejo 3β3 de F1-

ATPasa de Bacillus PS3 termofilo (TF1) en ausencia de nucleótidos. En esta estructura se 

observa a las tres subunidades β adoptando la conformación abierta (βE) de MF1, apareciendo 
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por tanto como un cilindro simétrico. Si bien este estudio demostró que este cilindro es 

estable en ausencia de la subunidad γ, estudios de unión en solución indican que el hexámero 

se disocia en pares α-β al unir al nucleótido. 

 

Existen reportes en donde se muestra que el cofactor Mg(II) de la F1F0-ATP sintasa es 

requerido para la asimetría de los sitios catalíticos que conducen a las diferencias observadas 

en la afinidad por nucleótidos. La asimetría de los sitios catalíticos que es necesaria para el 

mecanismo de cambio de unión depende de la subunidad  y del Mg (II). En ausencia del Mg 

(II) y de , la estructura cristalografica  del complejo 3 3 de Bacillus PS3 presenta la misma 

simetría (como se observa en la estructura TF1). En la estructura de hígado de rata (F1), que 

fue cristalizada en ausencia de Mg (II) las tres subunidades β unen nucleótido y adoptan 

conformaciones similares, independientemente de la presencia de la subunidad . Estas 

evidencias parecen demostrar que para que se presente el mecnismo de cambio de unión de 

ligando, es necesario la presencia de la subunidad γ y del ión Mg (II).  

 

Bowler et al. (2007) determinaron  la estructura de la MF1-ATPasa cristalizada en presencia de 

AMP-PNP y ADP, pero en ausencia de azida de sodio. Esta estructura  ha sido determinada a 

1.9 Ǻ de resolución y fue comparada con la descrita previamente –también de bovino- pero 

con una resolución de 2.8 Ǻ utilizando las mismos parámetros de cristalización, pero en 

presencia de azida. Las dos estructuras presentan muchas similitudes, pero difieren en la 

unión de los nucleótidos. En la estructura no inhibida por azida, las subunidades βTP y βDP 

son ocupadas por AMP-PNP,  mientras que en la primera estructura el sitio βDP era ocupado 

por ADP, ya que esta última unión es favorecida por la azida. La conformación de la cadena 

lateral del residuo α-Arg 373 difiere tanto en la subunidad βDP como en la βTP. Esta nueva 

estructura representa el estado intermedio en el ciclo catalítico de la hidrólisis del ATP, y se le 

ha denominado como estructura de ―estado basal‖. 

 

Algunas de las características que se han observado en esta enzima son la cooperatividad 

positiva para la catálisis, en donde la ocupación de 2 ó 3 sitios presenta un aumento en 

relación a la actividad unisitio de 100 ó 1000 veces más en la velocidad de hidrólisis de estado 

estacionario, en E. coli y el complejo de mitocondria, respectivamente. De manera contraria, la 
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unión de los nucleótidos en los diferentes sitios presenta una cooperatividad negativa, con 

decrementos de alrededor de un órden de magnitud en las constantes de asociación de los 

sitios catalíticos subsecuentes. En los sitios no catalíticos se observa una constante de 

disociación (Kd) de muy alta afinidad para la unión de MgATP, y poco se sabe sobre la unión 

de MgADP (Weber et al. 1998). 

 

Para la ATP-sintasa, la presencia de magnesio también es un factor importante en el 

reconocimiento. Además de ser indispensable para que se realice la actividad catalítica, el ión 

metálico aumenta la afinidad por los nucleótidos dentro de los sitios. El efecto de la presencia 

o ausencia del ion Mg (II)  sobre la Kd se ha estudiado fluorométricamente, en donde es 

seguido el apagamiento de la fluorescencia del triptofano introducido mediante mutagénesis 

dirigida en la posición 331 de la  de E. coli (EβY331W). Las constantes observadas para 

Mg•ATP son de 0.028, 2.1 y 39μM para los sitios 1, 2 y 3, respectivamente. Por tanto, la 

afinidad de los complejos Mg·ATP difiere en más de 3 órdenes de magnitud entre los sitios 

con alta y baja afinidad. En la unión de ADP•Mg, se observaron Kd de 0.14μM para el sitio 1 

y de 20μM para los sitios 2 y 3 (Weber et al., 1998) 

 

Se ha considerado que el ión Mg (II) juega un papel crucial en la inducción de asimetría entre 

los sitios catalíticos. De acuerdo a Senior y sus colaboradores, en ausencia de Mg (II) la 

afinidad de los tres sitios catalíticos es baja e idéntica, Kd [ATP,ADP] ~ 80 µM (Figura 2A). 

Estos estudios inicialmente sugirieron  fuertemente que los cambios en la coordinación del 

metal dentro del sitio catalítico juegan un papel crítico en los cambios conformacionales que 

experimenta la proteína y que promueven la unión o la liberación del ATP a partir de la 

enzima (Frasch, 2000; Antes et al., 2003). Sin embargo, en las estructuras cristalográficas 

reportadas por Shirakihara et al. (1997) y Menz et al. (2001) se observa la presencia de un ión 

sulfato unido a los sitios catalíticos (βDP y βTP)  en el caso de la primera (complejo α3β3 de TF1) 

y en los sitios en los que no une nucleótido (βE) para la segunda (MF1), lo cual podría haber 

afectado los resultados observados con la mutante β Y331W-EcF1, en los cuales el sulfato fue 

ocupado como cosoluto. Realizando mediciones fluorimétricas obtenidas con la mutante 

βY331W de F1 de E. coli (EcF1) en ausencia de sulfato,  Bulygin y Milgrom (2007) muestran 

que la unión de ADP, ATP y Mg·ADP a los sitios catalíticos es claramente bifásica (Figura 

2B). El sulfato reduce la afinidad de la unión de los nucleótidos a los sitios catalíticos, lo cual 
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se refleja en una incremento de la Kd aparente y en el enmascaramiento de las diferencias en 

las afinidades de los diferentes sitios. Los resultados de Bulygin y Milgrom muestran 

inequívocamente que el Mg(II)  no es requerido para la asimetría  de los tres sitios catalíticos. 

 

 

Figura 2.  A) Unión de ATP a sitio catalítico de la mutante βY331W de F1; •unión en presencia de 2.5 

mM de Mg+2;  ◦ unión de ausencia de Mg+2 (Tomada de Weber  et al., 1998). B) Efecto del sulfato en la 

unión del ATP al sitio catalítico de β Y331W-EcF1. Tomada de Bulygin y Milgrom (2007). 

 

 

Las diferencias en las afinidades de los tres sitios catalíticos se observan en presencia o 

ausencia del metal, indicando que esta asimetría no es dictada por el magnesio, si no por 

diferencias estructurales per se en la enzima, relacionadas con la forma asimétrica de la 

subunidad γ. En presencia de magnesio se observan dos sitios  de unión al ADP, el primer 

tipo de sitio une ADP con una Kd 10 M y se intercambia rápidamente con los nucleótidos del 

medio, mientras que el segundo tipo de sitio une el ADP con una Kd 100 M y se intercambia 

lentamente. En ausencia de magnesio, desaparece el sitio de alta afinidad y sólo el sitio no 

intercambiable puede unir ADP con una afinidad mayor a la presentada en presencia de 

magnesio (Bulygin y  Milgrom, 2007; Kabaleeswaran et al. 2009; Weber et al. 1998). 

 

En el caso particular de la ATP sintasa, el papel que juega el Mg(II) es fundamental para 

conocer el funcionamiento preciso de esta enzima. En E.coli se han identificado los residuos 
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βThr156, βGlu185 y βAsp242 en el reconocimiento  del magnesio. El residuo βThr156 es el 

último residuo en el loop P (responsable del reconocimiento de los fosfatos) y podría 

participar en suplir parcialmente la primera capa de solvatación del magnesio, ya que el 

oxígeno del grupo oxidrilo se encuentra a 2.3 Å de distancia del metal (Weber et al., 1998). 

Otro de los  residuos ubicados dentro del sitio de unión es la -Lys-155, cuya principal 

interacción es con el fosfato  del ATP y es de suma importancia en el sitio 1 (el sitio de alta 

afinidad) y en el sitio 2. El residuo Asp242 presenta una interacción importante con el Mg+2 

en el sitio 1, no así con el sitio 2 y 3. El Glu181 contribuye poco a la unión del nucleótido: su 

principal efecto en la catalísis deriva en la reacción química per se (Löbau, S., et al. 1997). 

Algunos otros residuos que se han mutado y tienen efectos sobre el reconocimiento de Mg(II) 

inlcuyen a βGlu181, que tiene un efecto estabilizador del estado de transición; βK155 y βE192, 

con efectos en la unión de ATP o ADP – Pi, el primero presente en el loop-P y el segundo 

actuando vía una molécula de agua. El efecto de las mutaciones parece ser menor para la 

unión de ADP, en comparación a ATP, apoyando la idea de existencia de 2 conformaciones 

distintas del sitio catalítico (Senior 1992). 

 

 

Por otro lado, datos estructurales obtenidos mediante ESR (resonancia paramagnética del 

espin), muestran diferencias con la presencia del ión Mg(II), el cual induce un cambio 

conformacional significativo en la enzima (Burgard, S. et al 1994). Yagi et al. (1999)  realizaron 

estudios monitoreando los 12 residuos de tirosina de la subunidad aislada β de Basillus PS3 

(Tβ), utilizando resonancia magnética nuclear (RMN). Se estudió las conformaciones que 

adquiere esta subunidad dependiendo de la unión de ATP o ADP con o sin Mg(II). Los 

autores  observaron una similitud entre las conformaciones adoptadas por los complejos Tβ-

ATP y Tβ-ADP Mg, la cual es diferente con respecto a la conformación observada para Tβ-

ATP•Mg(II). Más recientemente, Yaggi et al. (2009)  corroboraron  que  la unión del Mg·ATP 

induce un cambio conformacional alrededor del residuo de Tyr-307 (311 para MF1), mientras 

el Mg·ADP no produce este cambio. Por tanto, este estudio sugiere la importancia del Mg(II) 

en la adquisición de una conformación en particular de la subunidad . 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Si bien en términos estructurales y dinámicos han existido progresos importantes en nuestra 

comprensión sobre el funcionamiento de la ATP sintasa, el papel que juegan las diversas 

fuerzas de cohesión en la estabilidad y conducción dinámica del sistema sigue aún por ser 

elucidado. Esta situación es debida básicamente a las considerables dificultades 

experimentales para realizar caracterizaciones energéticas de un sistema estructuralmente tan 

complejo. Esta situación a su vez ha impedido la caracterización del sistema más allá de los 

cambios de energía libre de unión a nucleótidos. Al desconocerse las correspondientes 

contribuciones entálpicas y entrópicas a la estabilidad, es sumamente difícil poder discernir 

sobre qué tipos de fuerzas son las dominantes en el proceso.  

 

Una estrategia adecuada para el estudio de sistemas de gran complejidad es su disección en 

subsistemas de menor tamaño, siempre y cuando éstos conserven propiedades relevantes a la 

actividad original. Afortunadamente, éste es el caso para la ATP sintasa. Por un lado, ha sido 

demostrado que los sectores F0 y F1 son fácilmente desacoplables. En su forma disociada, F0 

sigue siendo capaz de translocar protones, en tanto que F1 conserva intacta la capacidad de 

hidrolizar ATP. Por otro lado, ha sido encontrado que las subunidades  y  en forma aislada 

adoptan un estado monomérico bajo el cual conservan la capacidad de unir nucleótidos con 

alta especificidad (Mills y Richter,1991). Estudios de unión por resonancia magnética nuclear 

mostraron que la subunidad   aislada sufre un cambio conformacional sustancial en la unión 

a nucleótidos, en el cual presumiblemente está involucrado el movimiento tipo bisagra 

observado en F1 (Yaggi et al., 1999). Evidencias fluorométricas sugieren que este tipo de 

cambio conformacional puede estar también presente en la unión de nucleótidos por parte de 

la subunidad  (Nájera-Peña et al., 1999). 

 

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo fue realizado un estudio de la asociación de T  

con ADP·Mg mediante calorimetría de titulación isotérmica de alta precisión (Pérez-

Hernández et al., 2002). El proceso resultó ser entálpicamente conducido, sugiriendo que las 

interacciones polares juegan un papel preponderante en la afinidad de T  por el nucleótido. 

Por otro lado, el Cp asociado a la unión fue pequeño (-36 cal mol-1 K-1). Haciendo uso de 
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modelos de área superficial, fue posible mostrar que esta energética de unión es consistente 

con las diferencias conformacionales de la subunidad  entre su conformación abierta y unida 

a ADP-Mg. Así, el estudio constituyó una evidencia energético-estructural de que la 

subunidad  en su forma aislada sufre el mismo tipo de cambio conformacional intrínseco 

que el observado en la estructura cristalográfica de F1. Por otro lado, el análisis  de las 

diferencias de áreas superficiales permitió proponer por vez primera una posible explicación 

molecular sobre la mayor afinidad por el nucleótido por parte de la subunidad  al estar ésta 

inmersa en el ambiente oligomérico de F1. 

 

El presente proyecto representa una nueva etapa en el estudio de las bases energéticas de la 

unión de nucleótidos con la subunidad  T  aislada de la ATP sintasa de la bacteria termofílica 

Bacillus PS3. En un primer paso, se realizó la caracterización calorimétrica de la asociación de 

T  con ATP·Mg y ATP, así como la unión de ATP con Mg(II). Además de ganar comprensión 

sobre las bases energéticas del reconocimiento para esta unión, el estudio permitió elucidar el 

papel energético del Mg(II) en la unión de los nucleótidos ATP y ADP a la subunidad T . 

 

En particular, el propósito ha sido determinar el papel energético que juega el ión Mg(II) en el 

reconocimiento del ATP por parte de T , lo cual significa caracterizar la reacción: 

 

T ATP + Mg    T ATP∙Mg 

 

Sin embargo, la complejidad de este sistema ternario nos dificulta llevar a cabo la medición 

directa del proceso. Se requiere, por una parte, que todo el ATP y la T (o gran parte de ellos)  

estuvieran formando el complejo T -ATP; sin embargo, esto no sucede en la celda dada la 

modesta afinidad entre las dos especies químicas; otra complicación radica en asegurar que el 

Mg(II) se unirá única y exclusivamente al complejo T ATP, lo cual resulta prácticamente 

imposible dada la presencia de ATP libre en todo momento. Así, en la celda de reacción, 

además de llevarse a cabo la reacción deseada entre T ATP y Mg(II), se da un equilibrio 

químico complejo en el que se incluye la unión del ATP al Mg(II) . 
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Para resolver esta problemática, utilizamos una aproximación indirecta que consiste en la 

determinación de la energética de los tres complejos binarios involucrados. Como se muestra 

en la figura 3, el arreglo y suma apropiada de estos equilibrios químicos a través de un 

esquema de ecuaciones de Hess permite obtener los parámetros de la reacción de interés: 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Ecuaciones de Hess para la unión T ATP·Mg. La ecuación número dos fue 
invertida para obtener la reacción deseada. 
 

Sin embargo para la  interacción de Tβ con Mg·ATP o con ATP y en el cual ATP puede unir 

dos átomos de magnesio (Mg(II))  secuencialmente, dada la complejidad del sistema, se 

utilizó un modelo que considerara simultaneamente todas estas interacciones, el cual 

permitió, a partir de los resultados obtenidos con los experimentos calorimétricos (ecuaciones 

1,2 y 3, figura 3) ajustar los valores finales para la formación del complejo Tβ- Mg·ATP.  

 

Finalmente, se realizó  un estudio comparativo de las energías libres de unión que fueron 

obtenidas en el presente estudio para T , con aquellas reportadas en la literatura para F1, para 

los dos mecanismos de unión mencionados previamente en la introducción, bisitio y trisitio. 

El propósito de este análisis será entender en términos energéticos el papel que juegan los 

contactos intercatenarios en el funcionamiento de F1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1) T + Mg·ATP T -Mg·ATP

2) T -ATP T + ATP

3) ATP + Mg ATP·Mg

T -ATP + Mg T -ATP·Mg

1) T + Mg·ATP T -Mg·ATP

2) T -ATP T + ATP

3) ATP + Mg ATP·Mg

T -ATP + Mg T -ATP·Mg
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OBJETIVOS 

 
 
 

Objetivo General 
 
Evaluar el papel energético-estructural del Mg (II) en el reconocimiento del ATP por la 
subunidad β aislada de la ATP sintasa de Bacillus PS3. 
 

Objetivos  Específicos: 
 
Obtención de los parámetros termodinámicos para la formación  de los complejos ATP-Mg, 
Tβ-ATP·Mg  y Tβ-ATP mediante calorimetría de titulación isotérmica.  
 
Comparar las energías libres de unión obtenidas con las subunidad β aislada con las 
reportadas en la literatura para F1. 
 
Evaluar si existen diferencias energetico-estructurales significativas entre los complejos Tβ-
ATP·Mg  y Tβ-ATP. 
 
Elucidar el papel energético del Mg(II) en la unión de los nucleótidos ATP y ADP a la 

subunidad T . 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

Expresión heteróloga de la  subunidad  β  de Bacillus PS3 (Tβ) 

 
Las células de E. coli (cepa DK8 carente del operón de la ATPasa) que contienen el plásmido 

C95-1 (el cual tiene el gen de la subunidad ) fueron crecidas en placas de agar-LB  (LB: 

extracto de levadura 5 g/L, triptona 10 g/L, NaCl 5 g/L). El precultivo  (50 mL de medio LB 

adicionado con 100 g/mL de ampicilina) fue inoculado e incubado  a 37 C y 250 rpm 

durante 12 horas. El matraz de producción (1 L) se inoculó utilizando el precultivo, en  

presencia de 100 g/mL  ampicilina, después de 6 horas las células se indujeron con IPTG 

(isopropil-tio -D-galactosido) 0.5 mM y se incubaron 4 horas más.  Una vez terminado el 

cultivo, las células fueron centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos, y lavadas con el 

amortiguador de lisis (Tris-SO4  20 mM pH 8 , EDTA 1 mM, p-aminobenzamidina 6 

mM, NaCl 5 mM y glicerol 10%). Se obtuvieron aproximadamente 2 g de células por litro 

de cultivo. 

 

Purificación de la subunidad recombinante 

 

Las células se resuspendieron en 50 mL de buffer de lisis y se homogenizaron. Para la 

fragmentación celular se utilizó un sonicador. Los desechos celulares fueron separados por 

ultracentrifugación a 100,000 g (45,0000 rpm) por  1 hora  a 4 ºC.  El sobrenadante se aplicó a 

una columna DEAE-Macroprep (previamente equilibrada con 600 a 800 mL  de amortiguador 

A: Tris-SO4  20 mM pH 8 , EDTA 1 mM),  con un flujo lento  para garantizar que la mayor 

parte de la proteína se pegue a la resina. Las proteínas que no  fueron  retenidas, eluyeron  de 

la columna lavando la columna con 1L de amortiguador A. Para evitar la protéolisis, el 

amortiguador de elución fue adicionado con un inhibidor de proteasas (tableta 

Complete/Roche). T  se eluyó con un gradiente lineal de 0 – 550 mM de NaCl en 

amortiguador A. Se colectaron fracciones de 5 ml (flujo de 1 ml/min). Las fracciones se 

monitorearon con reactivo de Bradford. Los máximos obtenidos en  absorbancia (figura 4a),  
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se corrieron en un gel de poliacrilamida (Laemli, 1970) al 12 % en condiciones 

desnaturalizantes, utilizando tinción con azul de  Coomasie (figura 5a). Las fracciones ricas en 

T  se dializaron en amortiguador B (Tris-HCl pH 7.3, EDTA 1 mM) y se inyectaron en la  

columna Mono-Q (intercambio aniónico) equilibrada previamente con el amortiguador B. Las 

subunidades se eluyeron con un gradiente  lineal de 0 – 280 mM  de NaCl, aproximadamente 

entre 230-250 mM (ver figura 4b). Las fracciones ricas en T  (ver figura 5b) se concentraron  

utilizando tubos centricon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura  4. Perfiles cromatográficos para la purificación de T . a) Columna DEAE Macroprep 
(fracciones 30-42); b) Columna Mono Q (fracciones 20-30). 
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Figura  5. Geles de poliacrilamida al 12%. a) Muestras del gradiente de la columna DEAE. Los carriles 

8-11 muestran enriquecimiento de la subunidad T . b) Muestras del gradiente de la columna Mono Q. 
Los carriles 7 y 8 fueron utilizadas para los experimentos de CTI. 
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Preparación de las muestras para el análisis calorimétrico. 

 

Las fracciones ricas en T  fueron dializadas en amortiguador 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 

mM NaCl (Amortiguador C). Después de la díalisis, fueron concentradas y filtradas 

utilizando filtros de 0.45 . La concentración de la proteína fue determinada 

espectrofotométricamente, utilizando el coeficiente de extinción molar para T  (15,360 M-1 

cm-1 a 280 nm) y usando el método del ácido bicinconínico (BCA) (Ohta, S. et al. 1988; Pérez-

Hernández, et al. 2002). Para todas las determinaciones calorimétricas la concentración final 

de proteína fue entre 0.05 y 0.07 mM. Las soluciones de Mg·ATP fueron preparadas 

utilizando el amortiguador C, adicionando 5 mM de MgCl2 para garantizar que el equilibrio 

químico esté orientado hacia la formación de este complejo (Mg·ATP). En el caso de las 

soluciones de ATP, se adicionó  3 mM  EDTA,  con el fin de eliminar cualquier contaminación 

de Mg (II) en la muestras. Las soluciones de nucleótidos fueron preparadas disolviendo las 

sales en el amortiguador C. La concentración fue determinada utilizando el coeficiente de 

extinción molar para AT(D)P de 15,600 a 259 nm. 

 

Calorimetría de titulación isotérmica (CTI) 

 

Las mediciones calorimétricas fueron realizadas en un microcalorímetro de titulación 

isotérmica VP-ITC (MicroCal, Inc.). Para disminuir en lo posible los efectos calóricos ajenos a 

la reacción de unión, las muestras proteicas fueron dializadas extensivamente, y el ligando 

fue preparado utilizando la solución amortiguadora del último recambio en el proceso de 

dializado. Con el fin de restar los calores de dilución del ligando en la isoterma de titulación, 

se realizaron experimentos de dilución  que consisten en la adición de ligando a una solución 

amortiguadora sin proteína, bajo el mismo esquema de inyección que el ocupado con la 

solución proteica. En el caso de T  las titulaciones calorimétricas  se realizaron en el intervalo 

de temperatura de 288 a 303 K. La constante de unión (Ku), el cambio de entalpía ( H) y la 

estequiometría de reacción (n) fueron estimados de la isoterma de titulación mediante el 

ajuste por regresión no lineal de la ecuación (Wiseman et al., 1989) de un modelo de sitios 

idénticos e independientes: 
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   (1) 

 

en donde Q es el calor total intercambiado hasta la adición i, Xt y Mt son las concentraciones 

de ligando y proteína totales, y Vo es el volumen de la celda de reacción. 

 

El cambio de entropía fue calculado de las ecuaciones termodinámicas generales: 

 

        (2) 

 

Para los estudios calorimétricos del complejo ATP-Mg, los experimentos se realizaron en un 

intervalo de 298  a 318 K. El mejor ajuste de los datos resultó ser utilizando un modelo de dos  

sitios de unión secuenciales: 

 

    (3) 

 

Donde K1 y K2 son las constantes de unión para cada uno de los sitios, Q es el calor total 

intercambiado, [Mg (II)] es la concentración del ión magnesio libre y  [ATP]T es la 

concentración total de ATP. 

 

Las isotermas obtenidas a partir de los ajustes  anteriores fueron re-analizadas utilizando  un 

modelo  ternario, en el cual la subunidad Tβ puede unir ATP o  Mg·ATP, mientras que  el 

ATP puede unir uno o dos magnesios Mg2·ATP. 
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La concentración de los diferentes complejos puede ser expresados como una función de las 

concentraciones de las especies libres. Para la formación del complejo Mg ·ATP tenemos:  

 

 

Donde Kb1 corresponde a la constante de unión para la formación del complejo Mg ·ATP.  

Para la formación del complejo Mg2 ·ATP tenemos:  

 

 

Donde Kb2 corresponde a la constante de unión para la formación del complejo Mg2 -ATP. Se 

incluye también el valor de la constante obtenida en el complejo anterior Kb1. Para la unión de 

la proteína  (Tβ) con ATP tenemos: 

 

 

 

Donde KP1 corresponde a la constante de unión para el complejo Tβ·ATP. Para la  formación 

del complejo Tβ· Mg ·ATP tenemos: 

 

 

Donde KP2 corresponde a la constante de unión para el complejo Tβ· Mg ·ATP. Kb1* es la 

constante de asociación para la unión de Mg(II) a Tβ-ATP. 

 

Considerando el principio de conservación de masas para cada componente (Tβ, ATP y 

Mg(II)), la concentración total de cada componente es igual a la suma de los componentes 

participando en los distintos complejos: 

 

 

A continuación se introducen las constantes de equilibrio para cada complejo en el siguiente 

conjunto de ecuaciones no lineales:  

 I)] [ATP][Mg(IKATP][Mg b1

 2

b2b12 I)][ATP][Mg(IKKATP][Mg

 ATPTβKATP][Tβ P1

 [Mg(II)]ATPTβ*KK[Mg(II)]ATPTβKKATP]Mg[Tβ b1P1b1P2

 

ATP]Mg[TβATP][TβTβTβ

ATP]Mg[TβATP][Mg2ATP][Mg[Mg(II)][Mg]

ATP]Mg[TβATP][TβATP][MgATP][Mg[ATP][ATP]

T

2T

2T
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donde Kb1 y  Kb2 son las constantes de asociación para los sitios secuenciales de Mg(II) al ATP, 

KP1 y KP2  son las constantes de asociación para la unión de ATP y Mg·ATP a Tβ, 

respectivamente , y Kb1* es la constante de asociación para la unión de Mg(II) a Tβ-ATP. 

 

La concentración total de ATP, magnesio y Tβ después de cada inyección calorimétrica (i) 

está dada por: 

 

 

donde  [ATP]0 es la concentración de ATP en la jeringa, [Mg]0 es la concentración de 

magnesio en la jeringa y en la celda, [Tβ]0 es la concentración inicial de Tβ en la celda, v es el 

volumen de inyección, y V0  es el volumen de la celda. 

 

El método de Newton-Raphson puede ser utilizado para resolver numéricamente el conjunto 

de ecuaciones no lineales para cada punto de la titulación, de igual forma permite la 

determinación de la concentración de ATP, magnesio y Tβ después de cada inyección. 

Utilizando las constantes de asociación y la concentración de cada complejo después de cada 

inyección, puede ser calculado: 

 

 

El calor asociado a cada inyección, qi, puede ser calculado a partir del cambio en la 

concentración para cada complejo después de cada una de las inyecciones, y el cambio de 

entalpía asociado con cada complejo formado: 
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donde HP1 y HP2 son los cambios de entalpía asociados a la unión de ATP y Mg·ATP a Tβ, 

respectivamente, y Hb1 y Hb2 son los cambios de entalpía asociados a la unión del primero 

y segundo Mg(II) al ATP, respectivamente. Los términos de corrección  FMg ATP y FMg2 ATP, 

incluyen las fracciones de ATP en la jeringa con uno o dos átomos de magnesio unidos, 

respectivamente y  reflejan la cantidad de los complejos de Mg·ATP y Mg2·ATP introducidos 

en la celda en cada inyección y no debido al equilibrio en el interior de la celda calorimétrica. 

 

Finalmente, el efecto de dilución es normalizado considerando la cantidad de ligando 

inyectado: 

 

 

En los experimentos, Kb1, Hb1, Kb2, Hb2, KP1, y HP1 son determinados directamente a partir 

de titulaciones directas binarias (las realizadas con las ecuaciones 1 y 3). KP2 y HP2 son 

determinados a partir de análisis de los complejos ternarios, una vez que los otros parámetros 

han sido determinados previamente. 

 

La cooperatividad de unión de ATP y Mg(II) a Tβ está contenido en los valores de KP2 y HP2. 

Si KP1 y KP2 son iguales, la unión de Mg·ATP a Tβ es la misma que al ATP, y el magnesio no 

tiene ningún efecto sobre la unión del ATP. Si KP1 y KP2 no son iguales, y/o HP1 y HP2 no 

son iguales, la unión de Mg·ATP a Tβ es diferente a la del ATP, y el magnesio tienen algún 
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efecto sobre la unión de ATP. En este caso, la cooperatividad heterotrópica y la constante de 

asociación para la unión del magnesio y el ATP a Tβ estará dado por la ecuación: 

 

 

donde >1 indica cooperatividad positiva, <1 indica cooperatividad negativa y =1 indica 

que no hay cooperatividad. De forma similar, el cambio de entalpía cooperativo para la unión 

del magnesio y el ATP a Tβ estará dado por: 

 

 

La entropía cooperativa puede ser calculada utilizando: 

  

 

Finalmente, se puede concluir que el efecto cooperativo entre el Mg(II) y ATP es recíproco. A 

partir del principio de conservación de energía (Ley de Hess) aplicado  a la formación del 

complejo ternario T ·Mg(II)·ATP, se obtiene:  

 

 

entonces: 

 

 

El cambio en  la capacidad calorífica  ( Cp) es obtenido realizando titulaciones a diferentes 

temperaturas, y resolviendo la ecuación de Kirchoff: 

          (4) 
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Fluorescencia 

Con el fin de evaluar la integridad de las proteínas purificadas, así como estudiar los cambios 

en la intensidad de fluorescencia al adicionar los ligandos estudiados (ATP o Mg·ATP), se 

monitorearon los espectros de emisión de fluorescencia. La fluorescencia posee la ventaja de 

ser un método no destructivo. Requiere de una concentración baja de proteína con respecto a 

otros métodos. Las subunidad  posee 12 tirosinas (fluoróforos intrínsecos) en toda su 

estructura (ningún triptofano). 

Los cambios en la intensidad de fluorescencia fueron monitoreados utilizando un 

espectrofluorómetro OLIS Photon Counting. La temperatura del compartimento de la celda 

fue controlado a 25 °C para todos los experimentos de titulación. La longitud de onda 

utilizada para la excitación fue de 275 nm (máximo de absorción de tirosinas). Los espectros 

de emisión fueron colectados de 295 a 410 nm.  La concentración final de  T  fue de 1 M en 

la celda, la cual fue previamente equilibrada por 10 minutos con amortiguador 50 mM Tris-

HCl pH 8.0, 100 mM NaCl. Se realizaron adiciones de 0.5-1 L de ATP o de Mg·ATP a una 

concentración de 14 mM. El apagamiento en la fluorescencia total fue calculado de acuerdo a: 

 

 

Donde a es la constante de apagamiento; Mt, es la concentración de la proteína en cada 

adición i; Kd es la constante de disociación; Lx, la concentración de ligando en cada adición i; 

Yi es la señal de fluorescencia observada. 

 

Cálculo de cambios de área accesible al solvente ( ASA) 

Los valores de H y Cp para las subunidades en conformación aislada fueron estimados  

utilizando los  modelos de área superficial (Baker y Murphy, 1998),  mediante la forma 

general:  

 

F = fp ASAp + fap ASAap,                                                         (5) 
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en donde ASAp y ASAnp son los cambios de accesibilidad debido a la unión de áreas  

 

superficiales de tipo polar y apolar, respectivamente, fp y fap son las contribuciones 

energéticas específicas por unidad de área superficial polar y apolar, respectivamente, y F 

puede ser H o Cp. Los cambios de accesibilidad fueron calculados mediante el programa 

NACCESS (Hubbard y Thornton, 1993), utilizando el pdb  1BMF para realizar el análisis. 
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RESULTADOS 

 

A pH 8, el ATP se encuentra completamente desprotonado (ATP-4), por lo cual es capaz  de 

unir dos iones Mg (II) de forma secuencial: 

 

ATP-4 + 2 Mg(II)+2         Mg ATP -2 + Mg(II)+2           Mg2 ATP 

 

Consistente con la ecuación anterior, las isotermas de unión obtenidas para la titulación de 

ATP con MgCl2 presentaron un mejor ajuste al utilizar un modelo de sitios de unión 

secuenciales y no un modelo de un solo tipo de sitio de unión (Figura 6). Un resumen de los 

resultados a partir de las mediciones calorimétricas realizados a diferentes temperaturas es 

presentado en la Tabla 1.  

 
Tabla 1. Parámetros termodinámicos para la unión de Mg(II) al ATP a diferentes temperaturas mediante 
CTI a,b,. 

Temperature 
(°C) 

Mg ATP Mg2 ATP 

 Kb1 x 10-4 
(M-1) 

Gb1 
(kcal mol-1) 

Hb1 
(kcal mol-1) 

T Sb1 
(kcal mol-1) 

Kb2 
(M-1) 

Gb2 
(kcal mol-1) 

Hb2 
(kcal mol-1) 

T Sb2 
(kcal mol-1) 

15 2.2 ± 0.2 -5.7 3.9 ± 0.1 9.6 49 ± 21 -2.2 1.5 ± 0.2 3.7 
20 3.0 ± 0.0 -6.0 4.2 ± 0.1 10.2 63 ± 7 -2.4 1.5 ± 0.1 3.9 
25 3.6 ± 0.1 -6.2 4.4 ± 0.2 10.6 98 ± 15 -2.7 1.7 ± 0.2 4.4 
30 4.0 ± 0.1 -6.4 4.6 ± 0.1 11.0 101± 17 -2.8 1.8 ± 0.1 4.6 

a  Las constantes de equilibrio corresponden a las constantes de asociación secuenciales. 
b Los valores son el promedio de tres experimentos independientes a cada una de las temperaturas. 
 

El ATP une el primer  Mg (II)  con una afinidad 400 veces mayor en relación con el segundo 

sitio. Ambos sistemas son entrópicamente conducidos, con el componente entálpico más 

desfavorable para la formación de las especies con un solo Mg (II). Considerando al ΔCpb 

como independiente de la temperatura, el análisis de la regresión lineal  de  los datos de  ΔHb 

contra temperatura en la Tabla 1 dan un valor de 37 ± 10 y  20 ± 10 cal mol-1 K-1  para los 

complejos Mg ATP y Mg2 ATP, respectivamente (Figura 7). Los valores para el ΔHb1 y Kb1 

obtenidos en el presente trabajo son similares a los reportados por Smith et al. (1991) (T = 25 

°C, ΔHb = 4.49 kcal mol-1, Kb = 35,500 M-1), quienes compilaron y analizaron un grupo extenso 

de datos  de unión para el complejo Mg ATP. En lo que respecta a otras referencias, sólo se 

conoce un estudio publicado de CTI de la interacción de la unión del  Mg (II) con  ATP 
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(Wilson y  Chin, 1991).  Los datos de este estudio (T= 28°C) fueron analizados usando el 

modelo de un solo tipo de sitio, obteniendo un valor de cambio de entalpía  similar  (ΔHb = 

4.2 kcal mol-1) pero  con un valor de la constante de unión menor  (Kb = 9,600 M-1) al valor 

presentado en la Tabla 1 del presente trabajo. En contraste con la gran cantidad de valores 

para el ΔHb y  Kb disponibles en la literatura, los valores para el ΔCpb son escasos. Alberty 

(1969)  reportó un valor de 30 cal mol-1 K-1 para Mg ATP, el cual es similar al obtenido en el 

presente estudio. Wang et al. (1995), usando un calorímetro de flujo, y utilizando un intervalo 

de temperaturas de 50-125° C, obtuvo valores significativamente mayores para los dos 

complejos de Mg(II) unidos al ATP (121 y 50 cal mol-1 K-1 para Mg ATP y Mg2 ATP, 

respectivamente). 

 

Figura 6. Isotermas calorimétricas para la formación de los complejos de Tβ ATP, Tβ Mg·ATP, 

Mg ATP y Mg2 ATP a 25 °C, en amortiguador 0.05 M Tris HCl adicionada con 0.1 M NaCl, pH 8.0. 
Las líneas sólidas corresponden al mejor ajuste para cada una de las curvas.  En la titulación de ATP 
con Mg(II), los datos experimentales fueron ajustados a un modelo de sitios de unión secuenciales. 

Para el complejo  Tβ ATP, fue utilizado un modelo de sitos de unión independientes e idénticos. En el 

caso del complejo  Tβ Mg·ATP, se utilizó un modelo de equilibrios acoplados, el cual considera la 
unión de Tβ al ATP o al  Mg·ATP y la unión de ATP a uno o dos magnesios. 
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Figura 7. Entalpías de unión como función de la temperatura para los complejos Tβ ATP, 

Tβ Mg·ATP, Mg ATP y Mg2 ATP, en un amortiguador 0.05 M Tris HCl adicionada con 0.1 M NaCl, 

pH 8.0. Las líneas sólidas corresponden a la regresión lineal de la ecuación de Kirchoff  ( ΔHb/ T = 
ΔCp) de datos calorimétricos, asumiendo que el ΔCp es independiente de la temperatura.  

 

Termodinámica de la unión de ATP y Mg·ATP a la subunidad T  aislada 

 

La Figura 6 muestra un ejemplo de las isotermas de unión obtenidas para los complejos 

Tβ ATP y Tβ Mg·ATP a 25°C. Las isotermas de unión para los complejos de Tβ ATP fueron 

ajustados a un modelo de un solo tipo de sitio de unión. Para la titulación de T  con Mg(II)-

unido al ATP, los datos calorimétricos fueron ajustados utilizando un modelo en el cual el 

ATP y el Mg·ATP compiten por el sitio de unión de T  y el  equilibrio entre el ATP, ATP·Mg 

y el Mg2·ATP son incluidos en este ajuste. La Tabla 2 resume los resultados calorimétricos  

obtenidos para los complejos Tβ ATP y Tβ Mg·ATP a diferentes temperaturas. Para ambos 

conjuntos de mediciones, los datos calorimétricos tienen una estequiometría 1:1. Los dos 

complejos difieren significativamente en sus propiedades termodinámicas. La constante de 

unión resulta 7 veces mayor para el complejo de Tβ Mg·ATP, y es resultado de un efecto 

compensatorio entre los valores de la entalpía y entropía. A todas las temperaturas 
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muestreadas, la unión de T  a Mg·ATP fue aproximadamente dos veces  más exotérmica que 

para la unión con ATP. En  contraste, la entropía de unión fue favorable para el complejo 

Tβ ATP. 

 

Tabla 2. Parámetros termodinámicos para la unión de Mg·ATP o ATP a Tβ obtenidos a diferentes 
temperaturas mediante CTI. 

Temperatura 
(°C) 

Kb x 10-5 
(M-1) 

Gb 
(kcal 
mol-1) 

Hb 
(kcal mol-1) 

T Sb 
(kcal 
mol-1) 

n 

  Tβ Mg·ATP   
15 1.8 ± 0.1 -6.9 -9.6 ± 0.2 -2.7 1.02 ± 0.01 
20 1.3 ± 0.1 -6.9 -9.9 ± 0.1 -3.0 0.98 ± 0.01 
25 1.0 ± 0.1 -6.8 -10.4 ± 0.2 -3.6 0.99 ± 0.01 
30 0.73 ± 0.1  -6.7 -11.8 ± 0.2 -5.1 0.95 ± 0.02 
  Tβ ATP   

15 0.25 ± 0.01 -5.8 -2.4 ± 0.2 3.4 0.98 ± 0.09 
20 0.19 ± 0.00  -5.7 -3.1 ± 0.2 2.7 1.01 ± 0.05 
25 0.13 ± 0.01  -5.6 -3.4 ± 0.1 2.2 1.05 ± 0.05 
30 0.12 ± 0.01 -5.6 -4.3 ± 0.5 1.3 1.02 ± 0.10 

 

Odaka et al. (1994) reportan mediciones calorimétricas del complejo Tβ Mg·ATP a una sola 

temperatura (T = 21 °C). Los datos obtenidos en ese estudio (ΔHb = -12 kcal mol-1, TΔSb = -5.5 

kcal mol-1, Kb = 66,000 M-1) resultan  un tanto diferentes a los reportados en el presente 

trabajo (Tabla 3).  Estas diferencias son en parte debido al uso de diferentes modelos de unión. 

De hecho, si  nuestras isotermas de unión son analizadas utilizando un modelo simple de 

unión  1:1, los valores resultan cercanos a los reportados por Odaka et al. (1994) (ver tabla 3). 

Estos resultados contrastantes ilustran la importancia de considerar el equilibrio acoplado 

que ocurre durante la titulación de Tβ con Mg(II)-unido al ATP (considerar que  Tβ es capaz 

de unir Mg·ATP o ATP, y que el  ATP es capaz de unir uno o dos iones magnesio) para la 

determinación real de la formación del complejo Tβ Mg·ATP. El análisis de la dependencia 

con la temperatura de ΔHb arroja un valor del ΔCpb de -150 ± 20 y -96 ± 17 kcal mol-1 K-1 para 

los complejos  Tβ Mg·ATP y  Tβ ATP respectivamente  (figura 6). 
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Tabla 3. Comparación de  los parámetros termodinámicos para la unión de Mg·ATP a Tβ  utilizando  
diferentes modelos de ajuste. 
 

 Modelo 
equilibrio 
acoplado 

Modelo 
sitio simple 

Odaka et al. 
(1994) 

H  
(kcal mol-1) 

-9.9 -10.71 -10.7 

T S  
(kcal mol-1) 

-3.0 -4.09 -4.1 

Kb (M-1) 76923 86100 66000 
 

* Valores ajustados a 20°C 

La Tabla 4 muestra los parámetros de cooperatividad para la interacción heterotrópica entre el 

magnesio y el nucleótido. Estos parámetros,  la constante de asociación cooperativa,   y la 

entalpía cooperativa, h, pueden ser calculados a partir de los parámetros termodinámicos 

para la unión del nucleótido y el nucleótido-Mg a T  y ellos reflejan el efecto recíproco de 

cada ligando en la unión de T  (  = KP2/KP1 = Kb1*/Kb1, h = HP2- HP1 = Hb1*- Hb1; ver 

Materiales y Métodos). 

 

 

Tabla 4. Parámetros de cooperatividad termodinámica para la interacción heterotrópica en la unión de 
Mg(II) y nucleótidos a Tβ a 25°C 

Complejo 

 

 g 

(kcal mol-1) 

h 

(kcal mol-1) 

T s 

(kcal mol-1) 

Tβ Mg·ATP 7.7 -1.2 -7.0 -5.8 

Tβ Mg·ADP 1.1  -0.1 -3.4 -3.3 
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Fluorescencia 

 

Tratando de responder el cuestionamiento de si el cambio conformacional de la proteína 

podría variar al unir ATP o Mg∙ATP,  y  de esta forma discutir  de manera acoplada tanto el 

papel energético como estructural del ión Mg(II) , se realizaron experimentos de titulación 

fluorimétrica. Durante la titulación de Tβ con ATP y Mg∙ ATP se observó un apagamiento de 

la señal al adicionar el ligando, el cual fue observable desde la primera adición (Figura 8 ). T   

no posee residuos triptofano, por lo que son sólo los residuos de tirosina los que disminuyen 

su rendimiento cuántico al unir el nucleótido. Las Figuras 8a y 8b  muestran  el ajuste de un 

modelo de unión simple de estequiometría 1:1 a los datos experimentales mediante  regresión 

no lineal. Un resumen de los resultados obtenidos de la unión de Tβ con ATP y Mg∙ATP se 

presenta en la Tabla 5. El valor de a corresponde a la constante de apagamiento y  Ka es la 

constante de asociación observada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 8. Isotermas de unión T -ATP (a)  y T -Mg∙ATP  (b) construidas de mediciones fluorométricas. 
Las líneas continuas representan el mejor ajuste a los datos de un modelo de  unión simple. 

Experimentos realizados a pH 8  y 25 °C. excitación de 275 nm. 
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Tabla 5.  Resultados obtenidos de la titulación por fluorescencia de Tβ con ATP y Mg∙ATP. 

Complex 

 

a Ka (M-1)  

Tβ Mg·ATP 0.99 ± 0.01 11111 ± 268 

Tβ ATP 1.01 ± 0.01 6250 ±  130 

 

Con relación a la constante de asociación (Ka), los valores obtenidos con esta técnica son más 

pequeños al ser comparados con las Ka observadas en los experimentos de CTI. La razón de 

dicha discrepancia aún no es clara, pero probablemente se pueda deber a un efecto de filtro 

interno, dada la alta concentración de nucleótido (hasta 0.6 mM) que fue necesario ocupar 

para lograr la saturación de la subunidad. Como puede observarse en la Tabla 5, los valores 

de la constante de apagamiento podrían indicar un cambio similar en el ambiente de las 

tirosinas ubicadas en el sitio de unión de Tβ  al unir ATP o Mg∙ATP, sugiriendo así un cambio 

conformacional similar al unir estos ligandos. Sin embargo, en la literatura ha sido reportado  

a partir de experimentos de resonancia magnética nuclear que el cambio conformacional de 

T  al unir ATP  se compara más a la unión T -Mg∙ADP que a la de T -Mg∙ATP (Yaggi et al., 

1999). Lo anterior sugiere la posibilidad de que el cambio conformacional de T  sea diferente 

al unir ATP o Mg∙ATP, por lo que es necesario ampliar  la información correspondiente al 

análisis estructural. Sumado a estos reportes, resultados fluorométricos obtenidos por nuestro 

grupo de investigación de la unión de T  con ADP y Mg∙ADP han mostrado constantes de 

apagamiento similar a las obtenidas con ATP y Mg∙ATP. Esto podría indicar que, si hay 

cambios estos deben ser pequeños o bien que los fluoróforos utilizados son poco sensibles a 

las posibles diferencias de reacomodos conformacionales. 
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DISCUSIÓN 

 

 

La elucidación de las bases moleculares que gobiernan la formación de interacciones no 

covalentes en las proteínas requiere del conocimiento de las fuerzas que conducen el 

reconocimiento mismo de estas biomoléculas. A continuación se presenta un análisis 

energético-estructural para la formación de los complejos de T estudiados en el presente 

trabajo de investigación, considerando en conjunto las funciones termodinámicas obtenidas. 

 

Diferencias energéticas y estructurales entre los complejos Tβ-Mg·ATP y  Tβ-Mg·ADP  

 

La Figura 9 compara los parámetros termodinámicos obtenidos en este trabajo con los 

reportados previamente para el complejo  Tβ-Mg·ADP (Pérez-Hernández et al., 2002). Los 

datos calorimétricos para el complejo Tβ-Mg·ATP, así como para Tβ-Mg·ADP,   fueron 

ajustados utilizando el modelo ternario descrito previamente en materiales y métodos.  

 

Aunque la presencia del fosfato  mejora ligeramente la afinidad de Mg·ATP comparada con 

Mg·ADP, la entalpía de unión  es similar en ambos ligandos (ΔΔHb = -0.1 kcal mol-1), 

mientras que la entropía de unión es ligeramente menos desfavorable (ΔΔ(TΔSb)= -0.3 

kcal/mol) para la formación del complejo Tβ Mg·ATP. En contraste, se ha reportado que los 

sitios catalíticos de TF1 muestran una ligera preferencia por Mg·ADP sobre Mg·ATP, 

indicando la importancia del ambiente oligomérico en el reconocimiento del sustrato (Dou, C. 

et al. 1998). Esta preferencia resulta más dramática en la misma F0F1-ATP sintasa, donde la 

presencia del gradiente transmembranal de protones disminuye la afinidad por Mg·ATP en 

seis ordenes de magnitud (Weber, J. and  Senior, A. E. 2000).   

 

En la Figura 9 puede observarse también la comparación de los valores del ΔCpb para los 

complejos de Tβ Mg·ADP y Tβ Mg·ATP. La unión de Mg·ATP a Tβ provoca una 

disminución en la capacidad calorífica con relación al Mg·ADP. La diferencia más obvia entre 

los complejos Tβ Mg·ADP y Tβ Mg·ATP es la ausencia o presencia de una molécula de 
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fosfato ( ).  Sin embargo, aunque algunas excepciones han sido encontradas (Chavelas, E. A. 

and  García-Hernández, E. , 2009), la desolvatación de superficies polares incrementa la 

capacidad calorífica, debido a la liberación de moléculas de agua que sufren una ganancia 

neta vibracional al regresar al agua bulto (Prabhu, N. V. and  Sharp, K. A., 2005). Con relación 

especifica a los grupos fosfato, datos de transferencia agua-gas indican que su desolvatación 

origina un cambio de signo positivo en la capacidad calorífica (Marcus, Y., 1994), lo cual es 

consistente con los resultados calorimétricos para los complejos Mg ATP y Mg2 ATP 

obtenidos en el presente estudio. Así, el valor de ΔCpb más negativo observado para el 

complejo Tβ Mg·ATP no puede ser explicado sobre las bases de la desolvatación del fosfato 

, sugiriendo la ocurrencia de eventos moleculares adicionales. 

 

Figure 9. Firmas termodinámicas para los complejos Tβ Mg·ATP y  Tβ Mg·ADP determinadas a 25°C 
utilizando calorimetría de titulación isotérmica.  

 

Paralelos a los efectos de desolvatación, diversos factores pueden contribuir 

significativamente a la capacidad calorífica de formación de complejos biomoleculares, entre 

los que se encuentran: 1) efectos de protonación-desprotonación, 2) intercambio de 
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contraiones, 3) liberación o secuestro de moléculas de agua estructural y 4) cambios 

conformacionales (Prabhu and Sharp,  2005; Ladbury, J.E., y Williams, M.A. 2004; Bello, M., et 

al. 2008). Para el complejo Tβ Mg·ADP, fueron obtenidos valores muy similares de los 

parámetros de unión utilizando los amortiguadores Tris o cacodilato (Pérez-Hernández, G., 

2002). Estos amortiguadores difieren considerablemente en sus entalpías de ionización 

(ΔΔHion = 12 kcal mol-1), y en la carga eléctrica de sus bases desprotonadas (neutro para el 

Tris y negativo para el cacodilato). Por lo tanto, puede considerarse que los factores 1 y 2 no 

son los principales contribuyentes a la diferencia de ΔCpb de formación de los complejos de 

T -nucleótido. Por otro lado, al realizar una revisión minuciosa de la estructura de MF1 

inhibida (pdb 1 bmf), se observa que  los dos sitios catalíticos en conformación cerrada 

comparten una hidratación residual muy similar.  Tomando una distancia de corte de 3.5 Ǻ, 

seis y cinco moléculas de agua son observadas en los sitios  βDP y βTP respectivamente, las 

cuales se encuentran puenteando el contacto entre la proteína y el nucleótido-magnesio. En 

conjunto, todas estas observaciones sugieren que los efectos de hidratación residual (factor 3) 

tampoco son  significativos para la determinación de las diferencias en ΔCpb entre los 

complejos Tβ-Mg·ADP y Tβ-Mg·ATP.  

 

Por otro lado, un análisis energético-estructural realizado previamente mostró que el ΔCpb 

para el complejo Tβ Mg·ADP puede ser explicado satisfactoriamente a partir de la 

desolvatación de las superficies del sitio de unión de la  proteína  y el ligando (Pérez-

Hernández, G., 2002). Para realizar este análisis, se utilizaron las coordenadas de las 

subunidades con Mg·ADP (βDP) y vacía (βE) extraídas de la estructura de rayos X MF1 

(Abrahams, J.,  et al. 1994). Usando estas coordenadas, se calcularon los cambios de área 

superficial accesible al solvente (ΔA) que acompañan a la formación del complejo. El enorme 

rearreglo estructural involucrado en la transición a partir de βE a βDP provoca 

simultáneamente una exposición y un ocultamiento considerables de áreas superficiales en 

zonas opuestas de la proteína. Este fuerte efecto compensatorio resulta en cambios de área 

superficiales totales marginales en la proteína, explicando el porque del valor pequeño de 

ΔCpb observado experimentalmente, el cual está básicamente dictado por el contacto entre la 

proteína y su ligando.  
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Siguiendo la misma aproximación, los cambios de área superficial fueron calculados para la 

unión de Mg·ATP a la subunidad β aislada, utilizando las estructuras βE y βTP de MF1. La 

Tabla 6 muestra los valores de ∆A para este complejo, y los compara con los obtenidos para el 

complejo con Mg·ADP. En este análisis, para las superficies de la ribosa de los nucleótidos se 

utilizaron parámetros específicos para azúcares,  recientemente publicados (Chavelas y 

García-Hernández, 2009). Además, los parámetros para la capacidad calorífica específica para 

las superficies del Mg (II)  y fosfato, se obtuvieron utilizando datos de hidratación 

disponibles en la literatura (Marcus, 1994).  

 

Tabla 6. Cambios de área superficial y estimación del ∆Cpb basados en cambios estructurales para la 
formación de los complejos  Tβ-Mg·ADP y Tβ-Mg·ATP. a 

Superficie ΔA (Å2) Δcpi (cal mol-1K-1Å-2) 
 Tβ-Mg·ADP Tβ-Mg·ATP  

Proteína    
Polar -9 -61 -0.27 b 

Apolar -240 -384 0.45 b 
Nucleótido    

Magnesio -72 -59 -0.36 c 
Fosfato -143 -203 -0.43 c 

Hidroxilo (ribosa) -34 -39 0.10 d 
No-ring carbon (ribosa) -19 -15 0.36 d 

Ring carbon (ribosa) -32 -29 0.09 d 
Nitrógeno (adenina) -107 -106 -0.27 b 
Carbono (adenina) -84 -80 0.45 b 

Cálculos basados en 
∆A 

   

ΔCpcalc (cal mol-1K  -1) -40 -67  
ΔCpexp (cal mol-1K  -1) -36 -150  

 

a Las coordenadas atómicas de las tres subunidades fueron extraídas de la estructura de rayos X de 
MF1 (pdb 1bmf) y utilizadas para calcular los valores de ∆A para la unión de  la subunidad β libre (βE) 
al  Mg·ADP (βDP) y al Mg·ATP (βTP). 
b Obtenida  de  (Luque y Freyre, 1998 ). 
c Obtenida de los valores de capacidad calorifica reportados por Marcus (1994).   
d Obtenida de  Chavelas y García-Hernández (2009). 

 

Como se observa en la Tabla 6, el uso de este conjunto refinado de parámetros proporciona un 

excelente valor estimado de ∆Cpb para el complejo Tβ Mg·ADP. En contraste, en el caso del 

complejo Tβ Mg·ATP, el valor estimado resultó la mitad del valor obtenido 
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calorimétricamente. Esto sugiere que la conformación βTP de  MF1 no es un buen modelo 

(como βDP) para la conformación unida a Mg·ATP de la T  aislada.   

 

Yaggi  et. al (2004)  midieron la unión de nucleótidos utilizando las señales de  RMN de los 12 

residuos de tirosinas que posee la subunidad T . El espectro de RMN para T  unida a ADP, 

Mg·ADP y ATP mostraron ser  muy similares entre ellos, y diferentes al complejo Tβ-

Mg·ATP.  Más recientemente, Yaggi et al. (2009) realizaron un estudio más detallado de RMN 

para analizar los cambios conformacionales en T  inducidos por el nucleótido.  Utilizando 

marcado isotópico segmentado, los autores encontraron que la orientación relativa del 

dominio carboxilo terminal en los complejos de T  unido a MgATP y MgADP difiere 10°. 

Estos estudios indican que la  subunidad T  monomérica adopta diferentes conformaciones 

cuando une Mg·ATP y Mg·ADP, de forma que la subunidad T  adopta una conformación 

más cerrada cuando une Mg·ATP.  Así, el valor más negativo de ΔCpb para el complejo Tβ-

Mg·ATP podría ser explicado sobre las bases de un mayor ocultamiento de áreas 

superficiales de la proteína, provocado por un mayor cambio conformacional comparado con 

el observado en T  de MF1 (Abrahams et al.1994).  

 

Energética del reconocimiento de unión de nucleótidos de  Mg(II) por la subunidad T  

aislada. 

 

De acuerdo con la ley de Hess, la diferencia entre los complejos T Mg·ATP y T ATP 

corresponden a la transferencia del ión Mg (II) a partir de ATP al complejo preformado 

T ·ATP: 

 

T Mg·ATP                    T Mg·ATP 

T ATP                         T ATP 

T ATP + Mg·ATP        T Mg·ATP ATP 

 

Esquema  1 

 

 



35 

 

Para determinar la contribución del Mg(II)  en la unión  

 

T ·ATP + Mg(II)         T ·ATP Mg  ≡  T Mg·ATP, 

 

la asociación entre el ión metálico y el ATP  libre necesita ser considerado  

 

T Mg·ATP                     T Mg·ATP 

T ATP                          T ATP 

Mg(II) + ATP                        Mg ATP 

T ·ATP + Mg(II)             T Mg·ATP 

 

Esquema 2 

 

La Tabla 7A muestra los cálculos de acuerdo al esquema 2, utilizando los datos 

termodinámicos de las Tablas 1 y 2. Como puede observarse, la unión del Mg es favorecida 

por aproximadamente  7 kcal mol-1 en la energía libre de Gibbs, contra ~1 kcal mol-1 obtenida 

de la diferencia directa entre los complejos T Mg·ATP y  T ATP. El ión Mg es secuestrado 

por T -ATP y esta reacción es tanto entálpica como entrópicamente  conducida. En contraste, 

si sólo fuese considerada la diferencia entre los complejos Tβ Mg·ATP y Tβ ATP, se llegaría  

a un panorama diferente: que la unión del Mg (II) es entálpicamente conducida y 

entrópicamente desfavorable. Resultados similares a los  calculados al considerar el esquema 

2 son obtenidos si los parámetros para la unión de Mg (II) a Tβ nucleótido son calculados 

utilizando los parámetros para la unión de Mg(II) al ATP y los parámetros de cooperatividad 

(Kb1* = Kb1, Hb1* = Hb1+ h; ver materiales y métodos).  De hecho, esta es otra forma de 

aplicar la ley de Hess.  

 
Tabla 7.  Parámetros termodinámicos para la unión de Mg(II) a: 

A) T ·ATP 

Gb 
(kcal mol-1) 

Hb 
(kcal mol-1) 

T Sb 
(kcal mol-1) 

Cpb 
(cal mol-1 K-1) 

 T Mg·ATP             T Mg·ATP -6.8 -10.4 -3.6 -150 

   T ATP                 T ATP 5.6 3.4 -2.2 99 

Mg(II) + ATP             Mg ATP -6.2 4.4 10.6 37 

T ·ATP + Mg(II)         T ·ATP Mg -7.4 -2.6 4.8 -14 
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B) T ·ADP 

Gb 
(kcal mol-1) 

Hb 
(kcal mol-1) 

T Sb 
(kcal mol-1) 

 T Mg·ADP             T Mg·ADP -6.6  -10.5 -3.9 

    T ·ADP                    T ADP 6.5  7.1 0.6 

Mg(II) + ADP              Mg ADP -4.6 3.7 8.3 

T ·ADP + Mg(II)          T ·ADP Mg -4.7 0.3 5.0 

 

 

Para explorar las características moleculares de la incorporación de Mg(II) a Tβ·ATP, se 

calculó el valor de Cpb teórico. En la estructura de βTP unida al  Mg·AMPPNP extraída a 

partir  de la estructura cristalográfica de MF1, el átomo del Mg(II) está completamente 

inaccesible al solvente. La remoción del Mg(II) del complejo, no provoca cambios de área 

superficial considerables ni en el nucleótido ni en la proteína (<1 Å2). Así, en el caso de una 

asociación tipo cuerpo rígido entre el Mg (II) y Tβ·ATP, la capacidad calorífica 

correspondería enteramente a la desolvatación del ión Mg (II). La completa desolvatación de 

un ión Mg (II)  conlleva un incremento de 39  cal mol-1 K-1 en la capacidad calorífica, una vez 

que se ha corregido por los efectos de expansión (Makhatadze and Privalov, 1992). Este valor 

es  significativamente diferente  al valor  negativo del Cpb  obtenido a partir de los datos 

calorimétricos obtenidos para el secuestro de Mg(II) por Tβ·ATP (Tabla 7A). En conjunto, 

estos resultados indican que ciertos rearreglos conformacionales ocurren en el complejo 

Tβ·ATP después de la unión con el Mg (II). Esto es consistente con las variaciones 

conformacionales entre los complejos  Tβ·ATP y  Tβ Mg·ATP  evidenciados a partir de los 

datos de RMN (Yaggi et al.,1999; Yaggi et al., 2009).  

 

La contribución del Mg (II) en el complejo  Tβ Mg·ADP fue también determinado en este 

trabajo. Para tal propósito, los parámetros de formación de los complejos Tβ ADP y 

Mg ADP fueron medidos calorimétricamente (Tabla 6B). Similar a lo observado con el 

complejo Mg ATP, la unión del Mg (II) al ADP libre es entrópicamente conducida y 

entálpicamente desfavorable, aunque con una constante de unión un orden de magnitud más 

pequeña (Kb = 2455 ± 108 M-1). En el caso del  complejo Tβ ADP, la interacción es más estable 

(Kb = 60,000 M-1) y más exotérmica (aproximadamente dos veces más negativa) que para el 

complejo Tβ ATP. Con la determinación de los  parámetros calorimétricos para la formación 
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de Tβ ADP  y Mg ADP, los datos calorimétricos reportados previamente (Pérez-Hernádez et 

al., 2002) fueron reanalizados utilizando el modelo ternario descrito en materiales y métodos 

(Tabla 2). Debido a que no se encontró evidencia de la formación del complejo Mg2 ADP, Kb2 

y ΔHb2 fueron fijadas en cero al realizar el ajuste de los datos. 

 

Como se muestra en la Tabla 6B, hay algunas diferencias en la energética de unión de los dos 

nucleótidos con Tβ. La interacción de Tβ con Mg·ATP es energéticamente similar a la del 

Mg·ADP. Sin embargo, las diferencias termodinámicas entre los complejos Tβ Mg·ATP y 

Tβ ATP son significativamente mayores que las que corresponden a los complejos con ADP, 

indicando un efecto diferente del ión metálico en ambos complejos de Tβ-nucleótidos. De 

acuerdo al esquema 2, el complejo Tβ·ATP une al Mg (II) con mayor afinidad que el complejo 

Tβ·ADP. Esta mejor afinidad se debe principalmente a la contribución entálpica favorable, 

mientras que las entropías de unión de ambos complejos son aproximadamente del mismo 

valor. La entalpía de unión es una medida de la fuerza de interacción de las partes 

moleculares (ΔHint) relativa al pago energético por la desolvatación (ΔHdsolv) de las superficies 

en contacto:  

 

ΔHb = ΔHint + ΔHdsolv 

 

Algunos ejemplos pueden encontrarse en la literatura de valores exotérmicos (ΔHint < -

ΔHdsolv)  o endotérmicos (ΔHint > -ΔHdsolv)  en el reconocimiento de metales por las proteínas 

(Wilcox, D., 2008). De acuerdo con esto, es claro que el complejo Tβ·ATP proporciona un 

mejor ambiente estereoquímico para el anclaje del Mg (II) que el de Tβ·ADP. De hecho, 

algunos estudios con mutaciones han  mostrado que la completa coordinación del Mg (II) en 

el sitio catalítico cerrado de F1 requiere la presencia del fosfato  del ATP (Weber et al. 1998). 

El fosfato  del ATP y cuatro residuos de la subunidad  (tres de ellos unidos vía moléculas 

de agua estructural) complementan la coordinación del ión metálico. Por lo tanto, debido a 

que ningún residuo de la subunidad α es involucrado en la unión del Mg (II) en F1, en 

principio la completa coordinación del ión metálico puede lograrse en la subunidad  aislada 

en presencia de ATP, mientras que en con ADP no es posible completar dicha coordinación. 
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Otra forma de ver el efecto del Mg (II) en el reconocimiento de nucleótidos por Tβ es a través 

de la constante de asociación cooperativa heterotrópica (α),  la cual es calculada como la 

relación entre las constantes de unión de Tβ Mg·ATP y Tβ ATP (ver materiales y métodos) 

(Velázquez-Campoy, A.,2006; Martinez-Julvez, M., 2009). De acuerdo a los datos de la Tabla 4, 

la unión de ATP y el Mg (II) a Tβ es altamente cooperativa (α = 7.7), mientras que el Mg (II) 

no tiene ese efecto en el caso del ADP  (α = 1.1). De forma similar, la entalpía cooperativa (Δh) 

está dada por la diferencia de entalpía entre los complejos de Tβ unido a nucleótido con y sin 

Mg (II). Para el reconocimiento de ATP, Δh es -7.0 kcal mol-1, mientras que para el ADP, Δh es  

-3.4 kcal mol-1.  El término de entropía cooperativa para ATP, Δs, es  -5.8 cal mol-1 K-1, 

mientras que para ADP es -3.3 cal mol-1 K-1. En el caso de ADP, la entalpía y la entropía 

cooperativa se cancelan dando un resultado nulo en la energía de Gibbs cooperativa. 

Además, los términos entrópico y entálpico para el ATP son más negativos 

(aproximadamente dos veces) que aquellos para el ADP. Con respecto a la cooperatividad de 

unión en el sistema ternario constituido por  Tβ Mg·ADP, y considerando al ATP como la 

molécula de referencia, este sistema representa un ejemplo de acoplamiento entre una 

interacción homotrópica cooperativa (ATP puede unirse a uno o dos iones Mg (II)) y una 

interacción heterotrópica cooperativa (ATP puede unir T , puede unir Mg(II), o puede unir 

simultáneamente T  y Mg(II), pero la unión de un segundo Mg(II) excluye la unión de ATP). 

 

Resulta interesante notar que mientras la diferencia en la entalpía de formación entre los 

complejos Tβ Mg·ATP y Tβ Mg·ADP (ΔΔHb = -0.1 kcal mol-1) es muy similar a la que existe 

entre los complejos Mg ATP y Mg ADP (ΔΔHb = -0.3 kcal mol-1), la diferencia en la entropía 

de formación es significativamente mas pequeña (Δ(TΔSb) = 0.3 kcal mol-1, comparado con 

Δ(TΔSb) = 2.3 kcal mol-1) (Tabla 5B). El cambio neto en el número de grados de libertad 

después de la asociación molecular está determinada por tres contribuciones principales: 

ΔSb = ΔSconf + ΔSsolv +ΔSr-t 

 

Donde  ΔSconf, ΔSsolv y  ΔSr-t  corresponden  a los cambios de entropía conformacional, de 

solvatación y roto-translacional, respectivamente (Luque y Freire, 1998). Está documentado 

que la formación de complejos bimoleculares involucra una pérdida constante de ΔSr-t, 

independientemente del tamaño de las moléculas que están interactuando (Amzel, 1997). Por 
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otro lado, es de esperar que la presencia del fosfato  del ATP propicie un ΔSsolv favorable, 

debido a que se oculta en la unión a la proteína una mayor área superficial. Por lo tanto, la 

pequeña diferencia en la entropía entre los complejos Tβ Mg·ATP y Tβ Mg·ADP puede ser 

interpretada en términos de un  ΔSconf más desfavorable para la formación del complejo 

Tβ Mg·ATP, es decir, el congelamiento de una mayor número de enlaces rotables de la 

proteína.   

 

En general, el análisis realizado arriba indica que el aducto Tβ·ATP representa un mejor sitio 

para el anclaje del Mg(II) que el aducto  Tβ·ADP. Por lo tanto, los cambios en la entropía y en 

la capacidad calorífica son consistentes con que la subunidad catalítica adopta una 

conformación más cerrada cuando une Mg·ATP que cuando está uniendo ATP o Mg·ADP. 

Estos resultados confirman y complementan en términos energéticos los resultados obtenidos 

recientemente por Yagi et al. (2009), quienes encontraron  que en presencia de Mg(II), el 

fosfato  induce un rearreglo estructural adicional en el sitio catalítico, un arreglo que no es 

observado después de la unión con ADP o Mg·ADP. 

 

Papel energético del Mg en el reconocimiento de ATP por el sitio catalítico en F1 

 

A pesar de la  abundante información disponible sobre las propiedades catalíticas y de unión 

de F1, existe un debate significativo con respecto a si es necesaria la ocupación de dos (Boyer, 

1997; Milgrom y Cross, 2005; Bulygin y Milgrom, 2007; Dong, 2002) o tres sitios (Dou et al. 

1998; Weber y Senior, 2001; Yasuda et al. 2003) para alcanzar la actividad catalítica máxima de 

ATPasa. Además, algunos datos cinéticos  y de unión de la ATP-sintasa y sus diferentes 

subcomplejos han mostrado ser difíciles de analizar e interpretar. Por ejemplo, aunque los 

sitios catalíticos de F1 muestran cooperatividad negativa para la unión  (Kayalar, 1977; Zheng, 

2009), algunos datos experimentales han sido descritos utilizando modelos de sitios 

secuenciales o sitios independientes (Milgrom y Cross, 2005; Dou, 1998).  

 

Evidentemente, la solución de estos aspectos mecanísticos es esencial para la correcta 

determinación de los parámetros de unión de F1. Algunos estudios basados  ya sea en 

modelos  bi- o tri-sitios han sido reportados, donde se miden las constantes de asociación 
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tanto de nucleótidos de Mg (II), como de nucleótidos libres de Mg(II). Así, como se realizó 

anteriormente con la subunidad aislada T , las contribuciones a la energía libre de Gibbs del 

Mg(II) en los sitios catalíticos de F1 fueron determinados utilizando los datos de unión de bi-

sitios y tri-sitios reportados en la literatura. Es útil recordar que, de acuerdo al análisis 

presentado arriba para la subunidad Tβ aislada, la determinación de los verdaderos 

parámetros termodinámicos para el reconocimiento del nucleótido unido al Mg(II) requiere la 

consideración simultánea de los parámetros de asociación del nucleótido libre al ATP o al Mg 

(II). No obstante, en el caso de Tβ, solo diferencias significativas en los valores de  ΔHb y ΔSb 

(< 2 kcal mol-1) fueron obtenidos usando un modelo simple de unión binario o un modelo 

complejo ternario, mientras las diferencias en  ΔGb (< 0.2 kcal mol-1) fueron despreciables. 

 

Senior y sus colaboradores han estudiado exhaustivamente F1 de E. coli (EF1), siguiendo el 

apagamiento de un residuo de Trp introducido en la posición 331 de la subunidad  

(EF1βY331W) (Nadanaciva et al., 1999; Weber, et al. 1998; Prabhu and Sharp, 2005; Yasuda, et 

al. 2003; Bandyopadhyay et al. 2002). Los datos de unión fueron analizados usando un 

modelo de tres sitios independientes (S1, S2 y S3). La Tabla 8A muestra la energía de Gibbs 

para la unión de los sitios catalíticos de EF1 al ADP y al ATP, en presencia y ausencia de 

Mg(II). En presencia del ión metálico, fueron observadas tres diferentes afinidades. De 

acuerdo con estos datos, EF1 presenta una mayor afinidad por el Mg·ATP que por el 

Mg·ADP. Para ambos nucleótidos, ΔGb(S1) es ~2.5 kcal/mol más exergónico que ΔGb(S2), el 

cual es ~1.7 kcal/mol más negativo que ΔGb(S3). En contraste, los tres sitios mostraron 

afinidades idénticas en ausencia de Mg (II). Este último resultado condujo a la propuesta de 

que el Mg (II) es esencial para impartir las propiedades de asimetría en la unión en F1. 

 

En un estudio reciente, Bulygin y Milgrom (2007) notaron que el sulfato compite con los 

nucleótidos de adenosina por los sitios catalíticos en EF1, similar a lo que se había observado 

previamente  para el fosfato inorgánico. Esta observación resulta relevante, ya que una 

muchos estudios (incluyendo los del laboratorio de Senior) han sido realizados utilizando al  

sulfato como cosoluto. Bulygin y Milgrom (2007) obtuvieron las constante de unión de 

EF1βY331W libre de sulfato con ADP, Mg·ADP y ATP considerando dos sitios de unión 

independientes, mientras que Mg·ATP no fue utilizado en este estudio. La Tabla 8B muestra 
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los datos de unión bi-sitio para ADP y Mg·ADP. Las mediciones realizadas en ausencia de 

sulfato  revelaron que los sitios catalíticos de EF1βY331W también presentan diferentes 

afinidades para los nucleótidos libres de Mg(II), una observación que contradice la visión de 

que el ión metálico es determinante para la asimetría de unión. Para Mg·ADP, la diferencia 

entre ΔGb(S1) y ΔGb(S2) (~4 kcal/mol) es significativamente mayor que la diferencia entre los 

mismos sitios bajo el modelo tri-sitio (~2.5 kcal/mol). Además, bajo el modelo de dos sitios la 

diferencia entre S1 y S2 no es sensible a la presencia o ausencia de Mg(II). 

 

Tabla 8. Energética de unión para los sitios catalíticos de  F1 a. 

A. Datos Tri-sitio para EF1
 b 

ΔGb(S1) ΔGb(S2) ΔGb(S3) ΔGb(S1)=ΔGb(S2)=ΔGb(S3) ΔGb(S1) ΔGb(S2) ΔGb(S3) Ref 

EF1β Mg·ATP EF1β ATP EF1β·ATP Mg(II) Weber and 

Senior, 2004 

-10.43 -7.93 -6.17 -5.79 -10.84 -8.36 -6.50  

EF1β Mg·ADP EF1β ADP EF1β·ADP Mg(II) Weber and 

Senior, 2004 

-10.02 -7.78 -6.04 -5.53 -10.29 -8.05 -5.80  

 

B. Datos Bi-sitio para EF1
 b 

ΔGb(S1) ΔGb(S2) ΔGb(S1) ΔGb(S2) ΔGb(S1) ΔGb(S2) Referencia 

EF1β Mg·ADP EF1β ADP EF1β·ADP Mg(II) Bulygin and Milgrom 

-10.80 -6.88 -9.95 -5.99 -6.91 -6.95 2007 

 

C. Datos Tri-sitio para TF1
 c 

ΔGb(S2) ΔGb(S3) ΔGb(S2) ΔGb(S3) ΔGb(S2) ΔGb(S3) Referencia 

TF1β Mg·ATP TF1β ATP TF1β·ATP  Mg(II) Marcus, 1994 

-9.00 -6.26 -6.91 -5.60 -8.28 -6.71  

TF1β Mg·ADP TF1β ADP TF1β·ADP Mg(II) Bandyopadhay et al. 

2002 

-9.11 -6.37 -7.85 -6.19 -5.88 -4.80  

a Gb valores en  kcal mol-1 
b Datos obtenidos a 23 °C 
c Datos obtenidos a 25 °C 
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Allison y colaboradores reportaron datos de unión tri-sitio de TF1 también utilizando una 

mutante de la subunidad , βY341W (Bandyopadhay et al., 2002; Dou et al., 1998). La Tabla 8C 

muestra los valores sólo para los sitios catalíticos  S2 y S3, debido a que bajo las condiciones 

utilizadas por los autores, no fue posible resolver el valor de ΔGb(S1). Los valores de ΔGb(S2) 

para los nucleótidos-Mg son significativamente mas exergónicos para TF1 que para EF1, 

mientras que los valores para ΔGb(S3) son muy similares. En la unión de nucleótidos sin 

Mg(II), tres diferentes afinidades fueron observadas para TF1,  con un valor de ΔGb(S3) 

comparable a los valores obtenidos para los tres sitios catalíticos de EF1. 

 

Los modelos de unión de dos o tres sitios conducen a diferentes escenarios para el papel del 

Mg (II) en la estabilización de F1 (Tabla 8). Los datos inferidos con modelos de tres sitios 

indican que la incorporación del ión Mg(II) depende altamente de la conformación del sitio 

catalítico, con la fuerza de estabilización relacionada directamente con la afinidad por los 

nucleótidos-Mg. Esta conclusión parece ser la misma independientemente de si los tres sitios 

catalíticos son considerados teniendo diferentes o idénticas afinidades por nucleótidos sin 

Mg(II). En el caso de EF1, la diferencia entre ΔGb(S1) y ΔGb(S2) es mayor que entre ΔGb(S2) y 

ΔGb(S3). Debido a que βTP  y βDP  son conformacionalmente muy similares entre ellas, 

significa que el Mg (II) percibe de alguna forma el ambiente asimétrico proporcionado por las 

subunidades  y adyacentes. En contraste, el modelo de dos sitios conduce a la conclusión 

de que el Mg (II) contribuye de forma similar en ambos sitios catalíticos. En otras palabras, el 

Mg (II) per se no hace ninguna  contribución a la heterogeneidad de los sitios catalíticos, al 

menos en términos de ΔGb. La idea de que las interacciones inter-subunidades son capaces 

por sí solas de inducir la heterogeneidad  de los sitios catalíticos al unir los nucleótidos  ha 

recibido recientemente mucha importancia a partir de la estructura cristalográfica de F1 

mitocondrial, sin nucleótidos, donde las tres subunidades presentan diferentes  

conformaciones (Kabaleeswaran et al., 2009), similar a las observadas en la estructura de MF1 

unida a nucleótidos. 

 

Similarmente a lo observado para la subunidad T  aislada, las constantes de afinidad 

disponibles para los sitios catalíticos de F1 indican que los efectos de estabilización del Mg (II) 

dependen significativamente del nucleótido involucrado. Recientemente ha sido sugerido 
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que para liberar los productos eficientemente, la subunidad  uniendo ADP en F1 podría 

adoptar una conformación menos cerrada que la de la subunidad uniendo ATP (Yagi et al., 

2009). Así, el cambio conformacional dependiente del nucleótido y el comportamiento 

energético de la subunidad monomérica parecen tener repercusiones funcionales en F1. Para 

explorar las bases energéticas que conducen el reconocimiento de nucleótidos por parte de 

los sitios catalíticos de F1, una caracterización calorimétrica de la unión de este oligómero con 

nucleótidos-Mg y nucleótidos libres de Mg(II) está siendo realizada actualmente en nuestro 

laboratorio. 
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CONCLUSIONES 
 

Al finalizar este estudio se observaron diferencias considerables en los parámetros 

termodinámicos entre los complejos Tβ Mg·ATP / Tβ ATP  a diferencia de las observadas 

entre los complejos Tβ Mg·ADP / Tβ ADP o entre Tβ Mg·ATP / Tβ Mg·ADP. Los datos de 

unión obtenidos para los complejos estudiados, en conjunto con los obtenidos para la 

asociación del Mg (II) libre con los nucleótidos, permitió realizar una determinación 

energética de los efectos del ión metálico en el reconocimiento de los nucleótidos de 

adenosina por Tβ. Se observó una contribución entálpica  favorable para la unión, mostrando 

que el Mg (II) es reconocido por el complejo Tβ·ATP con mayor avidez que por el complejo 

Tβ·ADP, indicando una mejor complementariedad estereoquímica. El análisis energético-

estructural sugiere  que Tβ adopta una conformación más cerrada cuando une Mg·ATP que 

con ATP o Mg·ADP, lo cual coincide con lo reportado recientemente en estudios realizados 

con RMN.   Utilizando datos publicados, se realizó un análisis similar considerando  los 

efectos energéticos del Mg(II) sobre el cambio de energía libre en los sitios catalíticos de F1. 

Las constantes de afinidad disponibles para los sitios catalíticos de F1 indican que los efectos 

de estabilización del Mg (II) dependen significativamente del nucleótido involucrado 

(AT(D)P). 
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PERSPECTIVAS 

 
 
El  método de calorimetría de titulación isotérmica y el análisis estructural han demostrado 
proporcionar datos cuantitativos  de la relación entre la estructura y la función de las 
proteínas. Para obtener el esquema completo del funcionamiento de la ATP-sintasa se 
plantean las siguientes perspectivas: 

 

 Caracterizar mediante ITC los parámetros termodinámicos para la formación de los 
complejos de TF1 con AMPPNP•Mg, ADP•Mg, AMPPNP, ADP y ATP. 

 

 Generar mediante biología molecular construcciones de F1 sin capacidad de unir 
nucleótidos en los sitios no catalíticos. 

 

 Generar mediante biología molecular construcciones de F1 sin capacidad de unir 
nucleótidos en los sitios catalíticos. 

 

 Caracterizar mediante ITC la formación de los complejos de las mutantes con 
AMPPNP•Mg, ADP•Mg, AMPPNP, ADP y ATP. 

 

 Generar un modelo de cooperatividad y comunicación entre sitios basado en estados 
al equilibrio. 

 

 Evaluar el papel energético-estructural del magnesio en el reconocimiento de 
nucleótidos dentro del núcleo catalítico F1. 
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Figura 10. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unión T -ATP, experimento 

realizado a 15°C. T   (0.08 mM) y el ATP  (2.6 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 mM a pH 8. b) 
Isoterma de titulación, el mejor ajuste a los datos experimentales se observó al utilizar un modelo un 
solo tipo de sitio. 
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Figura 11. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unión T -ATP, experimento 

realizado a 20°C. T   (0.06 mM) y el ATP  (2.3 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 mM a pH 8. b) 
Isoterma de titulación, el mejor ajuste a los datos experimentales se observó al utilizar un modelo un 
solo tipo de sitio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 12. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unión T -ATP, experimento 

realizado a 30°C. T   (0.052 mM) y el ATP  (2.0 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 mM a pH 8. b) 
Isoterma de titulación, el mejor ajuste a los datos experimentales se observó al utilizar un modelo un 
solo tipo de sitio. 
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Figura 13.a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unión T -Mg·ATP, 
experimento realizado a 15°C. Tβ  (0.06 mM) y el Mg·ATP  (2.5 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 
mM a pH 8. b) Isoterma de titulación, el mejor ajuste a los datos experimentales se observó al utilizar 
un modelo un solo tipo de sitio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 14 .a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unión T -Mg·ATP, 

experimento realizado a 20°C. T   (0.07 mM) y el Mg·ATP  (2.8 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 
mM a pH 8. b) Isoterma de titulación, el mejor ajuste a los datos experimentales se observó al utilizar 
un modelo de un solo tipo de sitio. 
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Figura 15. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unión T -Mg·ATP, 

experimento realizado a 30°C. T   (0.05 mM) y el Mg·ATP  (2.5 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 
mM a pH 8. b) Isoterma de titulación, el mejor ajuste a los datos experimentales se observó al utilizar 
un modelo un solo tipo de sitio. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
Figura 16. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unión ATP-Mg, experimento 
realizado a 30°C. El ATP (1.68 mM) y el MgCl2  (80 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 mM a pH 8. b) 
Isoterma de titulación, el mejor ajuste a los datos experimentales se observó al utilizar un modelo de 
sitios secuenciales. 
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Figura 17. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unión ATP-Mg, experimento 
realizado a 35°C. El ATP (2.3 mM) y el MgCl2  (80 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 mM a pH 8. b) 
Isoterma de titulación, el mejor ajuste a los datos experimentales se observó al utilizar un modelo de 
sitios secuenciales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. a) Potenciograma diferencial mostrando los datos crudos de la unión ATP-Mg, experimento 
realizado a 40°C. El ATP (2.3 mM) y el MgCl2  (80 mM) fueron disueltos en Tris-HCl 50 mM a pH 8. b) 
Isoterma de titulación, el mejor ajuste a los datos experimentales se observó al utilizar un modelo de 
sitios secuenciales. 
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