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. Resumen

Los médulos de union a carbohidratos (CBMs) se definen como secuencias de
aminoacidos contiguos dentro de una enzima con actividad sobre carbohidratos.
Han sido clasificados segun su similitud dentro de 71 familias. En proteinas con
actividad catalitica facilitan la union a un polisacarido y dirigen la maquinaria
catalitica sobre el sustrato para mejorar la eficiencia catalitica, mientras que en otras
proteinas sin actividad catalitica facilitan la unién a los polisacaridos. Es importante
mencionar que algunos de ellos participan en los mecanismos de defensa de

organismos superiores como plantas, animales y hongos.

En este trabajé se estudiaron por ITC y Dicroismo Circular dos médulos de union a

carbohidratos provenientes de diferentes organismos.

a) Un HbCBM18 recombinante derivado de una proteina tipo quitinasa y su isoforma
que contiene medio modulo adicional, 1.5xHbCBM18, ambos esta presentes en
Hevea brasiliensis. Se obtuvieron espectros de dicroismo circular atipicos y una

constante de asociacién del orden de 10?2 M- con N-acetil-quitotriosa.

b) Un LaCBM26 recombinante derivado de una a-amilasa de Lactobacillus
amylovorus. Este mddulo se encuentra presenta como un tandem de cinco modulos
de union a carbohidratos idénticos (5xLaCBM26). Se obtuvieron espectros de
dicroismos circulares atipicos y constantes de asociacion del orden de 10* hasta

10% M-" con a-ciclodextrina y B-ciclodetrina.



Abreviaturas

CBM

Ka

AH

AS

AG

ITC

Carbohydrate Binding Module, en espafiol Modulo de Unién a

Carbohidratos

Constante de asociacion, con unidades de M-

Cambio en la entalpia, con unidades calorias/mol

Cambio en la entropia, con unidades calorias/mol-K

Cambio en la energia libre de Gibbs, con unidades calorias/mol

Siglas en inglés de Isothermal Titration Calorimetry, en espariol

Calorimetria de Titulacion Isotérmica

N-acetilglucosamina

B-ciclodextrina

a-ciclodextrina



lll. Introduccidén
Glicésido hidrolasas (GH)

Las enzimas que catalizan la ruptura de los enlaces glicosidicos en oligosacaridos
y polisacaridos se denominan glicosido hidrolasas (GH) y dan lugar a la formacion
de un hemiacetal del azucar y la correspondiente aglicona libre. Este tipo de
enzimas se clasifican como EC 3.2.1.x, donde x puede tomar valores de 1 hasta el
195, dependiendo del enlace sobre el que actuan. La hidrolisis enzimatica del enlace
glicosidico es a través de una catalisis acida que involucra dos residuos criticos: un
donador de protones y un nucledfilo/base. Esta hidrdlisis se produce a través de dos
mecanismos principales que dan lugar a la retencion o a la inversion de la
configuracion anomérica [Henrissat., 1991]. También las GH pueden ser
clasificadas respecto a su similitud en la estructura primaria utilizando las siglas GH
y el numero de familia, hasta el momento existen 131 familias reportadas
[Henrissat., 1991 y CAZy, Lombard et al., 2013].

Figura 3.1. Modelo estructural 3D de la lisozima del huevo de gallina. Cédigo PDB 1LYZ
[Diamond., 1974].

La primera glicésido hidrolasa cuya estructura 3D fue determinada por difraccién de
rayos X fue la lisozima de huevo de gallina (Figura 3.1) [Diamond., 1974]. Esta
enzima hidroliza peptidoglicanos presentes en las paredes celulares de las

bacterias, que estan compuestas por residuos alternados de N-acetilglucosamina y



acido N-acetilmuramico unidos por enlaces B-1-4 [Wohlkdnig et al., 2010]. Algunas
lisozimas presentan un domino adicional que les ayuda a unirse de forma no
covalente a los peptidoglicanos; como lo es el dominio LysM (motivo lisina), el cual
fue descubierto en el extremo carboxilo terminal de la lisozima de Bacillus phage
¢29, y esta compuesto por 44 aminoacidos. El dominio LysM se ha encontrado en
una inmensa variedad de proteinas de procariotes y eucariotas [Buist et al., 2008].
Por otra parte, es importante sefalar que no solo en la lisozima se ha determinado
la existencia de dominios de union a glicanos, ya que en otras glicésido hidrolasas,
asi como proteinas tipo quitinasa, también se ha observado la presencia de estos
dominios, y se les han llamado mddulos de union a carbohidratos [Machovic y
Janecek., 2006].

Moédulos de unidn a carbohidratos

El polisacarido mas abundante en la tierra es la celulosa, seguido de la quitina y el
almidén. Estas moléculas existen en forma insoluble, por lo que su degradacion
enzimatica es una de las reacciones mas importantes y estudiadas. En numerosos
estudios sobre la hidrélisis de este tipo de polisacaridos insolubles se ha confirmado
que las enzimas que llevan a cabo esta reaccion requieren de dominios adicionales

conocidos como dominios de unién a carbohidratos [Machovic y Janecek., 2006].

Los primeros dominios de unidn a carbohidratos reportados fueron aquellos que
tenian la capacidad de unirse a celulosa, y originalmente se llamaron CBD’s (por
sus siglas del inglés, Cellulose Binding Domains). Sin embargo, a medida que se
descubrieron otros médulos con especificidad a otros sustratos se decidié llamarlos
CBMs (por sus siglas en inglés, Carbohydrate Binding Modules) [Boraston et al.,
2004]. En general los CBMs se encuentran definidos como una secuencia de
aminoacidos con un plegamiento discreto en la estructura de una proteina
multimodular (Figura 3.2). La funcién de los CBMs es unir el carbohidrato y facilitar
que la maquinaria catalitica interaccione con el sustrato para aumentar la eficiencia
catalitica. Los CBMs no presentan actividad catalitica, y comunmente estan
asociados con las Glicdsido Hidrolasas; sin embargo, también han sido identificados

en liasas, oxidasas, glicosiltransferasas y expansinas.



Figura 3.2 Modelo estructural 3D de SpuA, una glicésido hidrolasa multimodular de la bacteria
patdgena Streptococcus pneumoniae involucrada en la degradacion de glucégeno. En naranja
y en rojo se muestra el CBM41-1 y el CBM41-2 respectivamente, en amarillo un conector del
que solamente se pudo modelar el 65% de la secuencia, en gris y morado el dominio catalitico
barril (a/B)s. Cédigo PDB 2YA1 [Lammerts van Bueren et al., 2011].

Los CBMs se encuentran distribuidos ampliamente en proteinas de diversos
organismos, ya sean plantas, hongos, bacterias o animales. Actualmente los CBMs
estan clasificados en la base de datos CAZy (Carbohydrate -Active enZYmes
database) en 71 familias y hay 274 mddulos que aun no han sido clasificados [CAZy,
Lombard et al., 2013].

Para referirse a los modulos se ha acordado que primero se antepongan las siglas
CBM y después el numero de la familia. Por ejemplo, para un médulo de la familia
1 se expresa como CBM1, este numero incrementa a medida que se descubren
nuevas familias, es decir, una nueva familia corresponderia al numero 2. También
se puede anteponer el organismo de procedencia, por ejemplo para el modulo de la
amilasa formadora de maltohexaosa que pertenece a la familia 25 y proviene del

microorganismo Bacillus halodurans se expresa como BhCBM25.

Algunas enzimas, como las glicésido hidrolasas, presentan CBMs en tandem, ya
sean contiguos o separados por un conector y pueden pertenecer a la misma familia
0 incluso pueden ser combinaciones de diferentes familias, también pueden

encontrarse en el extremo amino o el carboxilo del dominio catalitico [Boraston et



al., 2004]. En muchas glicésido hidrolasas se ha observado que la presencia de
CBMs en tandem producen un incremento en sus constantes de asociacion
[Boraston et al., 2002 y Linder et al., 1996]; sin embargo, existen casos en los que
no se observa este efecto [Tomme et al., 1996]. También se ha observado que el
aumento en el numero de CBMs presentes en una glicosido hidrolasa incrementa la
capacidad hidrolitica [Boraston et al., 2006 y Obembe et al., 2007].

La presencia de médulos en tandem se atribuye, en algunas ocasiones, a factores
de estrés en el organismo de origen, por ejemplo, el incremento en la temperatura
ocasiona la pérdida de afinidad de algunas enzimas, y la presencia de mas modulos

ayuda a compensar la pérdida de afinidad [Boraston et al., 2002].

Clasificacion de los CBMs en relacién con su estructuray funcién [Boraston
et al., 2004]

En el aspecto estructural, este tipo de dominios 0 mddulos presentan un numero de
residuos relativamente pequeno (entre 30-200 aminoacidos), algunos presentan
uno o varios puentes disulfuro, asi como varios residuos aromaticos expuestos en
su superficie. Estos ultimos interaccionan con las moléculas de carbohidrato a
través de puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas e interacciones de tipo
CH-n. Para darles una clasificacibn mas amplia, se ha sugerido dividirlos en tres

tipos de CBMs basado en su estructura y sus similitudes funcionales:

Tipo A, CBMs de unién a superficie

En general en este tipo de CBMs los residuos aromaticos se mantienen en el sitio
de unién; sin embargo, la conformacion que presentan es diferente a los demas
tipos, descritos adelante, ya que estos residuos se acomodan dando lugar a una
superficie plana, como se muestra en la figura 3.3. Se cree que esta arquitectura es
complementaria con los sustratos que une, ya que estos también presentan
superficies planas como se ha observado con la celulosa y la quitina cristalina. Este
tipo de CBMs tienen la caracteristica de presentar baja o nula afinidad ante los
carbohidratos solubles. La interaccion de los médulos de este tipo con la celulosa

cristalina presenta una entropia positiva. Creagh et al., (1996) han propuesto que



existe un incremento de la entropia del sistema cuando las moléculas de agua son
liberadas al momento de la interaccion entre la proteina y del ligando. En el caso de
los oligosacaridos solubles existe un efecto compensatorio que conlleva a una
reduccion en la entropia por la restriccion conformacional que ocasiona el ligando

unido a la proteina.

Figura 3.3. Modelo de listén de la estructura 3D del modulo de unién a celulosa (CBM10) de la
xilanasa A de Pseudomonas fluorescens donde se observa que los residuos de interaccion presentan
una superficie plana. Cédigo PDB 1E8R [Raghothama et al., 2000].

Tipo B, CBMs de unién a cadenas de glicanos

Estos mddulos se caracterizan por unir cadenas de glicanos en surcos o hendiduras
presentes en su superficie, y ademas exhiben multiples subsitios de union capaces
de acomodar unidades de azucar del biopolimero (Figura 3.4). Frecuentemente, se
ha observado un incremento en las afinidades cuando se utilizan hexasacaridos y
afinidades despreciables cuando se ocupan oligosacaridos de menos de tres
unidades. En este tipo de CBMs la disposicion espacial de los residuos aromaticos
juega un papel importante en la especificidad y esta ultima es contrastante con la
de los CBMs del tipo A. En los CBMs del tipo B, los residuos aromaticos juegan un
papel fundamental para la interaccion con el ligando, ya que la orientacién de éstos
determinan la especificidad [Simpson et al., 2000]. En este tipo de CBMs, los

puentes de hidrégeno también determinan su afinidad y especificidad al ligando.



Figura 3.4. Modelo estructural 3D del médulo de unidn a carbohidratos (CBM29-2) de la Proteina No
Catalitica (NCP-1) de Piromyces equi, se observa que los residuos aromaticos envuelven al
carbohidrato formando un surco en la proteina. Coédigo PDB 1GWM [Charnock et al., 2002].

Tipo C, CBMs de unién de azucares pequefios

Esta clasificacion corresponde a los CBMs tipo lectina los cuales tienen la propiedad
de unir preferencialmente a mono- di- o trisacaridos, por lo cual carecen de la
hendidura presente en los de tipo B; sin embargo, la red de puentes de hidrogeno

que se forma con el ligando es mas extensa que en los de tipo B (Figura 3.5).

Figura 3.5. Modelo estructural 3D del CBM4 de la endoglucanasa C de Cellulomonas fimi Codigo
PDB 1GU3 [Boraston et al., 2002].

En el presente trabajo se seleccionaron como modelos de estudio a dos glicésido
hidrolasas que presentan mdédulos de unidn a carbohidratos, una perteneciente a la
familia GH19 que es una proteina tipo quitinasa de planta y la otra una amilasa de

bacteria de la familia GH13.



Quitinasas y proteinas tipo quitinasas

La quitina, como se menciono antes, es el segundo polisacarido mas abundante en
la naturaleza. Este polisacarido consiste de unidades repetidas de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) unidas por enlaces 3 1—4. Este polisacarido se
encuentra en la pared celular de hongos y en el exoesqueleto de artropodos,
ademas es insoluble debido a la presencia de multiples puentes de hidrégeno que

se establecen entre los grupos N-acetilo del azucar de forma paralela o antiparelela.

Las enzimas capaces de hidrolizar la quitina se llaman quitinasas y se encuentran
en diversos organismos como bacterias, plantas y humanos, incluso se ha
encontrado su presencia en virus [Hiramatsu et al., 2000]. Existen también proteinas
tipo quitinasa que presentan una alta identidad con la secuencia de aminoacidos de
las quitinasas, pero carecen de algun aminoacido esencial para la catalisis. Algunas
quitinasas presentan CBMs en su estructura; sin embargo, éstos tienen diferentes
mecanismos de reconocimiento de la quitina dependiendo de su estructura. Los
CBMs tipo A que reconocen a la quitina en forma cristalina pertenecen a las familias
1, 2, 5y 37; mientras que los tipo lectina, que reconocen oligosacaridos de menor
tamano, pertenecen a la clasificacion tipo C y son los CBMs de las familias 14 y 18.
Existe un tercer grupo que aun no ha sido clasificado a los que pertenecen los CBMs
de la familia 12 [Hashimoto et al., 2000] y 33 [Vaaje-Kolstad et al., 2005 y Boraston
et al., 2007]

Los CBMs tipo A con capacidad de unir quitina se encuentran en las glicosido
hidrolasas de reconocimiento y de remodelaje, las cuales son importantes para la
generacion de nutrientes. EI mecanismo de union fue dilucidado mediante estudios
cristalograficos del CBM5 perteneciente a la quitinasa B de Serratia marcescens
(SmCBM5). EI SmCBM5 tiene una estructura compuesta por tres hebras 3
antiparalelas conectadas con asas largas. Este modulo tiene dos residuos
aromaticos expuestos en la superficie (Trp 479 y Tyr 481) en el sitio de union, asi
como varios residuos polares que pueden servir para generar puentes de hidrégeno

con los grupos N-acetilo de la quitina [van Aalten et al., 2000].



Por otro lado, los CBMs tipo C que unen quitina son dominios de heveina y tipo-
heveina que utilizan una extensa red de puentes de hidrogeno en su reconocimiento
a quitina, quitooligosacaridos, y N-acetilglucosamina [van Aalten et al., 2000 y
Mesnage et al., 2014]. Los CBM14 y CBM18 pertenecen a estas familias, las cuales
han sido documentadas como activas en la digestion, la defensa contra hospederos
y parasitismo. En humanos se han descrito en la quitotriosidasa [Boraston et al.,
2007]. La familia CBM18 se ha reportado presente en quitinasas, asi como en
proteinas de unidn a quitina que existen como mddulos simples o unidades en

tandem.

Uno de los médulos de union CBM18 mas estudiados es la heveina. Los dominios
de heveina y tipo-heveina se caracterizan por tener 3 a 5 puentes disulfuro, los
cuales estabilizan la estructura terciaria. Las interacciones CH-1T pueden explicar la
unién al oligosacarido, la cual se da mediante el contacto no polar con los
aminoacidos aromaticos Trp 21, Trp 23 y Tyr 30, y es estabilizada por los residuos

Ser 19y Tyr 30 mediante puentes de hidrogeno [Rodriguez-Romero et al., 1991].

El tercer grupo, al cual pertenecen el CBM12 y CBM33, presentan mecanismos de
reconocimiento diferentes. En el CBM12 encontrado en la quitinasa A1 de Bacillus
circulans BcCBM12 se ha observado que carece del arreglo lineal de la triada de
aminoacidos aromaticos; sin embargo, algunos autores sugieren que los residuos
de treonina y prolina pueden estar involucrados en su union a la quitina, ademas de
un residuo de triptéfano (Figura 3.6) [lkegami et al., 2000]. En el caso del CBM33
se encontrd, mediante el analisis de los genomas de varios microorganismos, que
presenta una superficie de residuos expuestos conformada por una tirosina, dos
glutdmicos, una histidina, un aspartico y una asparagina [Boraston et al., 2007]. Los
cuales interaccionan con el carbohidrato mediante interacciones CH-1T y puentes de

hidrégeno.
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4/ Pro 689

Thr 682

Figura 3.6. Estructura del BcCBM12 donde se observa la carencia del arreglo lineal de la triada
de aminoacidos aromaticos del sitio de unién. Pero mantienen residuos polares que pueden
favorecer el reconocimiento de la quitina como el Thr 682, His 681, Pro 689 y Pro 693 [Ikegami et
al.,2000]

Amilasas

La hidrdlisis enzimatica del almidon se lleva a cabo mediante amilasas. El almidon
es un biopolimero que estructuralmente se encuentra como pequefios granulos,

cuyo tamafo puede variar desde los 0.1 um hasta los 200 pm [Jane., 2009].

Las dos estructuras que componen mayoritariamente al almidon son la amilosa y la
amilopectina. La amilosa es predominantemente lineal, y tiene moléculas de
glucosa unidas por enlaces a(1-4). La amilopectina son cadenas de glucosas unidas
mediante enlaces a(1-4) con ramificaciones que presentan enlaces a(1-6) [Belitz y
Grosch., 1997].

Mediante estudios de difraccidon de rayos X se ha determinado que los granulos de
almidon tienen caracter semicristalino. Aproximadamente, el 70% de la masa de un
grano de almidén se considera amorfo, mientras que el 30% es cristalino. En las
zonas amorfas se localiza la mayor parte de la amilosa, aunque también esta

presente una fraccion considerable de amilopectina. Las zonas cristalinas estan
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formadas predominantemente por amilopectina y el grado de cristalinidad depende

del contenido acuoso [Belitz y Grosch., 1997].

Al igual que las quitinasas algunas de estas enzimas presentan CBMs, y éstos
pertenecen a las familias 20, 21, 25, 26, 34, 41, 45, 48 y 53.

Las estructuras cristalograficas de los CBMs 20 [Sorimachi et al., 1996], 21 [Liu.,
2007], 25, 26 [Boraston., 2006], 34 [Kamitori et al., 2002], han demostrado que la
estructura secundaria que se presenta mayoritariamente dentro de estos mddulos
es el motivo B-sandwich torcido. EI mecanismo de union de estos mddulos al
carbohidrato estd mediado por aminoacidos aromaticos y es estabilizado por
puentes de hidrégeno. Un ejemplo es el del CBM26 de Bacillus halodurans, en el
que la interaccion se lleva a cabo por el efecto de apilamiento de la Tyr 25y el Trp
36 con la maltosa y es estabilizada por la Tyr 23, Glu 77, Gly 76 y GIn 71 mediante
puentes de hidrogeno (Figura 3.7).

(

Figura 3.7. Modelo cristalografico donde se muestra la interaccion del BhACBM26 con la maltosa
mediante un efecto de apilamiento de la Tyr 25 y el Trp 36 con la maltosa y estabilizada por la Tyr
23, Glu 77, Gly 76 y GIn 71 mediante puentes de hidrégeno.
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Caracteristicas importantes de las interacciones proteina-ligando

Debido a que las interacciones proteina-ligando se encuentran ampliamente
distribuidas en los sistemas biologicos, es importante comprender como se llevan a
cabo en términos de sus componentes moleculares. Para estudiar las interacciones
hay que caracterizarlas mediante un conjunto de técnicas que implican saber con
exactitud las cantidades de proteina y ligando presentes, en el experimento y

ademas cuanto y qué tan estable es el complejo formado.

La cantidad y la estabilidad de los complejos formados influyen sobre las constantes
de asociacion, Ka. Tales constantes se expresan como la razén de la concentracion
del complejo formado [PL], entre el producto de las concentraciones del ligando y
de la proteina libre, todo al equilibrio en el caso mas sencillo, para interacciones

simples (un solo sitio de union por molécula de proteina (1:1).

Las constantes de equilibrio determinadas bajo condiciones de temperatura y
presidn constante se relacionan con la diferencia entre la energia libre de Gibbs, G,
de las moléculas libres y en complejo en solucién. Es decir, con el cambio en la
energia libre de Gibbs, AG, [Williams., 2013 y O’Brien et al., 2000]

i Ligand
AG = GPhiygion — (GEIQIEIDS — GLiENS )
La relacion entre AG y Ka esta dada por
AGynion = —RTIn(K,)

Donde R es la constante universal de los gases y T la temperatura. Los cambios en
AG con signo negativo indican que las reacciones son espontaneas y favorables. El
cambio en la energia libre puede descomponerse en dos términos, el cambio en la

entalpia, AH, y el cambio en la entropia, AS de la reaccion

AGynien = DAHynien — TASynion
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Se ha reportado en multiples estudios que las interacciones proteina-ligando tienen
una energia libre de Gibbs de signo negativo, a consecuencia de un AHunien Negativo
ocasionado por la formacion de interacciones débiles y un —TAS positivo debido a

que las interacciones débiles disminuye los grados de libertad de las moléculas.

Existen multiples estructuras cristalograficas de complejos proteina-ligando que nos
proporcionan un amplio esquema de caracteristicas que favorecen la interaccion,

los mas destacados son:

e La complementariedad estérica entre la proteina y el ligando

¢ Una alta complementariedad entre las propiedades de las superficies, es decir,
una superficie no polar de un ligando busca las superficies no polares de la
proteina. De mismo modo, los grupos polares favorecen la formacion de puentes
de hidrégeno intramoleculares e intermoleculares, o interacciones ionicas.

e Usualmente las interacciones se dan en conformaciones energéticamente

favorables.

La interaccion proteina-ligando no es el unico evento que ocurre cuando se trabaja
en medio acuoso. También existen otros eventos en el sistema como lo son los
cambios en la solvatacion y cambios en la proteina al momento de unir el ligando.
Determinar los parametros termodinamicos, también llamado huella termodinamica,
y de equilibrio de una interaccién proteina-ligando nos ayuda a inferir algunas

caracteristicas energéticas de la interaccion en una escala microscopica.

Constantes de asociacion de los CBMs de unién a quitinay a almidén

Los CBMs con capacidad de unién a la quitina presentan la misma tendencia, el
incremento en el numero de unidades de GIcNAc da lugar a un aumento en las
constantes de asociacion; sin embargo, no presentan afinidades tan grandes. Las
magnitudes de estas constantes de asociacion varian entre 102 hasta 10% M-
[Asensio., 1995; 2000 y Garcia-Hernandez et al., 1997] dependiendo de la longitud
del oligosacarido. Estas constantes fueron determinadas para interacciones
carbohidrato-proteina con azucares simples, de dos hasta cinco unidades de
GIcNAc.
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Por otro lado, los CBMs con capacidad de unién al almidon presentan constantes
de asociacion que varian de acuerdo al incremento en el numero de glucosas en el
ligando, con magnitudes que van de 102 a 106 M-'. Sin embargo, se ha observado
que la afinidad mayor se da con un analogo estructural del almidoén, la (-
ciclodextrina [Belshaw y Williamson., 1993; Sigurkjold et al., 1994 y Boraston et al.,
2006].

Interacciones débiles en proteinas y en macromoléculas

Las interacciones no covalentes representan las energias que mantienen las
especies supramoleculares juntas. Las interacciones no covalentes, que varian de
2 kJ mol' para las de dispersion a 300 kJ mol-' para las interacciones ion-ion, son
mas débiles que las interacciones covalentes (de 150 kJ mol' a 450 kJ mol"). Sin
embargo, cuando estas interacciones se encuentran en una forma cooperativa
puede existir un complejo macromolecular estable. El término no covalente involucra
un amplia variedad de interacciones y repulsiones que estan resumidas en la Tabla
3.1 [Steed et al., 2007].

Tabla 3.1. Interacciones no covalentes en proteinas y macromoléculas

Interaccion Energia (kJ mol")

lon-ion 200-300

Dipolo-dipolo 50-200

Puente de hidrégeno 4a120

Cation-1r 5-80

-7 0-50

Van der Waals <5, es variable dependiendo del area de superficie
Hidrofébica Relacionado con la interaccién disolvente-disolvente

Interacciones ionicas y dipolares [Anslyn and Dougherty., 2006]

Las interacciones i6nicas y dipolares pueden clasificarse en tres categorias: (i)

Interaccion i6n-ion, (i) Interacciones ion-dipolo, (iii) Interacciones dipolo-dipolo, las
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cuales se basan en las atracciones Couldmbicas entre cargas opuestas. La mas
fuerte de éstas es la interaccidn ion-ion, la cual llega a ser comparable con las
interacciones covalentes. Este tipo de interacciones no requiere de una orientacion,
mientras que las interacciones idn-dipolo y dipolo-dipolo son dependientes de la
orientacion, lo que implica que las especies deben de estar alineadas en una
direccion adecuada. Debido a la rigidez de las interacciones direccionadas,
solamente las especies complementarias pueden unirse, mientras que las
interacciones no direccionadas sirven para estabilizar una amplia gama de
alineamientos. La fuerza de este tipo de interacciones depende de las especies
involucradas. Las interacciones ion-dipolo son mas fuertes que las interacciones
dipolo-dipolo (50-200 y 5-50 kJ mol', respectivamente) debido a que los iones
tienen una densidad de carga mayor que los dipolos. A pesar de que las
interacciones dipolo-dipolo son las mas débiles, son las que favorecen el

reconocimiento de las especies.

Las interacciones electrostaticas juegan un papel importante en la comprension de
los factores de influencia en las afinidades altas, particularmente en sistemas
biolégicos en las cuales hay un gran numero de procesos de reconocimiento que
involucran a éstas, siendo a menudo las primeras que se establecen ya que estas

requieren de una orientacion especifica entre especies.

Puentes de hidrogeno [Jeffery., 1997]

Los puentes de hidrogeno son las interacciones no covalentes mas importantes en
el plegamiento de macromoléculas, debido a su fuerza y a su alto grado de
direccionalidad. Estos son un tipo de interaccion dipolo-dipolo entre un donador de
hidrégeno y un atomo aceptor electronegativo. Existe una gran fuente de especies

donantes y aceptoras, por ejemplo, aminoacidos, carbohidratos y nucledétidos.

La fuerza de los puentes de hidrogeno puede ser muy diferente entre varios
sistemas y no necesariamente correlacionada con la acidez de Bronstead del
donante de protones. La fuerza depende del tipo del atomo electronegativo al cual
el atomo de hidrogeno es anclado, ademas de la geometria que el puente de

hidrégeno adopte. Normalmente, el rango de energias va de 4 a 120 kJ mol-, siendo
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la mayoria menor a los 60 kJ mol-'. Existen otras interacciones secundarias entre
los grupos vecinos que deben de ser consideradas. Las cargas parciales
adyacentes de los atomos pueden incrementar la fuerza de la union por la virtud de
atraccidn entre cargas opuestas o decrecer la afinidad debido a las repulsion entre

cargas.

La geometria de los puentes de hidrogeno y el tipo de donador y aceptor determinan
la fuerza, longitud y naturaleza de la interaccion. Los puentes de hidrégeno pueden
ser divididos en tres amplias categorias enumeradas en la Tabla 3.2. Una
interaccion fuerte es parecida en caracteristicas a un enlace covalente, mediante la
cual el atomo de hidrogeno esta cerca al punto central de los atomos donador y
aceptor. Los puentes de hidrogeno fuertes estan formados entre dos bases fuertes,
por ejemplo en el ion HF2", en el cual se observa una conformacion practicamente
linear entre el atomo de hidrogeno con los atomos de fluoruro [FeeeHeesF] .Los
puentes de hidrogeno de fuerza media son formados entre un donador neutral y un
aceptor neutral, es decir, via un par de electrones libres, por ejemplo la libre
asociacion de los acidos carboxilicos. Los puentes de hidrogeno de fuerza media
no tienen una geometria linear, sin embargo, la desviacion es ligera. Un puente de
hidrogeno lineal requiere una posicion fija del atomo de hidrégeno con relacion al
aceptor, mientras que los puentes de hidrogeno no lineales tienen muchas posibles
posiciones y presentan una forma cénica alrededor de la posicion. Los angulos de
enlace mas grandes resultan en un cono mas grande, y por lo tanto hay mas
posiciones posibles para que ocurra el enlace. Los puentes de hidrégeno débiles
son menos lineales y en algunos casos pueden formar interacciones
perpendiculares, por ejemplo, la interaccion C-H-11 entre los anillos de benceno y
los enlaces C-H cuando estos ultimos se orientan directamente hacia el sistema

conjugado.
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Tabla 3.2 Interacciones de enlace con hidrégeno y sus propiedades (A, aceptor, D, donador)

Interaccion/propiedad Fuerte Moderado Débil

D-HeeeA Principalmente Principalmente Electrostatico
covalente electrostatico

Energia de enlace (kJ 60-120 16-60 <12

mol-")

Longitud de enlace (A)

HeeeA 1.2-1.5 1.5-2.2 22—3.2

DeeeA 2.2-2.5 2.5-3-.2 3.2-4.0

Angulo de enlace 175-180 130-180 90-150

(grados)

Ejemplo Complejos HF Acidos C-HeeeA
Hs02* Alcoholes, Proteinas  C-Heeemr

ADN/ARN
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IV. Antecedentes
Proteina tipo quitinasa de Hevea brasiliensis

La quitinasa proveniente de Hevea brasiliensis guarda alrededor del 65% de
identidad con otras endoquitinasas de plantas. Recientemente, en el genoma de
Hevea brasiliensis se reporto la presencia de una isoforma de esta quitinasa, la cual
presenta un CBM18 en su N-terminal [Rahman et al., 2013]. Posteriormente se
reportd que dicha proteina no presenta actividad hidrolitica ya que el dominio
“catalitico” solo une carbohidratos a semejanza con el CBM18, por lo que entra
dentro de la clasificacion de proteinas tipo quitinasa (HbCLP1) y la presencia de otra
isoforma que contiene un CBM18 trunco separado por un conector del otro CBM18
(HbCLP2) (Figura 4.1) [Martinez-Caballero et al., 2014].

a) 43 residuos

<€ >
NH, [ HbCBM18 [ ICOOH

b) 43 residuos 20 residuos
<€ > >
HbCBM
NH, 1 HbCBM18 | 18 [ ]COOH

Figura 4.1. Arreglo de la proteina tipo quitinasa de Hevea brasiliensis donde se observa a) el
dominio pseudo-catalitico, un conector y un HbCBM18, (HbCLP1), y b) el pseudo-dominio
catalitico, un conector, un HbCBM18 otro conector y medio HbCBM18, (HbCLP2).

A su vez, en el trabajo del 2014 se determinaron las constantes de asociacion del
HbCLP1, su isoforma HbCLP2, el dominio catalitico de la HbCLP1 (HbCatD1), el
dominio catalitico de la HbCLP2 (HbCatD2) y los médulos de unién HbCBM18 y
1.5xHbCBM18 en presencia de N-acetil-quitotriosa usando fluorescencia. Las

constantes de asociacion se muestran en la tabla 4.1.



Tabla 4.1. Constantes de afinidad del HbCLP1, HbCLP2, HbCatD1, HbCatD2, HbCBM18 y
1.5xHbCBM18, determinadas por fluorescencia con N-acetil-quitotriosa.
Ka [M-]
HbCLP1 3.3x10°
HbCLP2 3.2x10°
HbCatD1 4.2 x10°
HbCatD2 4.8 x10°
HbCBM18 2.1 x108
1.5xHbCBM18 6.7 x10°

La notable afinidad presentada en el HbCBM18, 2.1x108 M-, fue atribuida a la
presencia de una metionina en la posicion -1, la cual se ubica cercana al sitio de
unién. Se encontré por acoplamiento molecular que esta metionina es capaz de
establecer interacciones con las cadenas de GIcNAc [Martinez-Caballero et al.,
2014].

Amilasa de Lactobacillus amylovorus

La a-amilasa de Lactobacillus amylovorus cuenta con un arreglo de multiples
dominios, formada por 954 aminoacidos la cual puede ser dividida en dos partes.
La primera mitad, N-terminal, corresponde al dominio catalitico. La segunda mitad,
C-terminal, esta formada por cinco médulos con una secuencia idéntica de 91
aminoacidos cada uno (Figura 4.2) [Giraud y Cuny., 1997]. Se demostr6 que estos
5 mddulos actuan como un dominio de fijacion al almidén (LaDFA) [Rodriguez-
Sanoja et al., 2000]

91 residuos

<>

AmyC | [aCBM26 QEle:INPLE [ aCBM26 QE:leEilvig [ aCBM26 pifelele]

Figura. 4.2. Arreglo de la a-amilasa de Lactobacillus amylovorus donde se observa el dominio
catalitico, y el tandem de los 5xLaCBM26.

NH; [

En el LaDFA se ha visto que la capacidad de adsorcion al almidon se incrementa
en relacién al numero de modulos presentes, el incremento observado no es lineal

mostrando un efecto sinérgico. Figura 4.3 [Guillén et al., 2007].
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Figura 4.3. Curvas de adsorcién de las unidades repetidas, LaCBM26, 2xLaCBM26,
3xLaCBM26, 4xLaCBM26, 5xLaCBM26 y la a-amilasa completa

Se cree que el LaDFA se inmoviliza de forma no covalente sobre granulos de
almidén dando pie a la estabilizacion de las proteinas adsorbidas. Esta
inmovilizacién puede llevarse a cabo de forma semejante a otras proteinas, por
adsorcion directa sobre superficies hidrofébicas gracias a las interacciones que son

capaces de establecer los aminoacidos sobre este tipo de superficies.

Los resultados obtenidos mediante ensayos de mutagénesis dirigida sobre varios
residuos aromaticos del LaCBM indicaron que los residuos Tyr 18, Tyr 20y Trp 32
juegan un rol importante en la interaccién del LaDFA de la a-amilasa con el ligando.
Siendo la mutacién del Trp 32 causa de la abolicion de la unién [Rodriguez-Sanoja
et al., 2009].

Por otro lado, para corroborar los cambios inducidos por la union del ligando se
obtuvieron espectros de dicroismo circular (DC) en el UV lejano de LaDFA con B-
ciclodextrina (LaDFABCD) y del LaDFA sin ligando. En estos se observo un ligero
cambio en el espectro del DC para el dominio con su ligando, como se aprecia en
la Figura 4.4. EI LaDFA muestra un minimo a 201 nm, un maximo a 221 nm y un
hombro a los 237 nm, y el espectro del LaDFABCD tiene un minimo a 201 nm, un
maximo a 223 nm y un hombro a 234 nm. A simple vista se puede observar una

perturbacion en la region que comprende de los 220 a los 240nm. Se sabe que en
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la regidbn que comprende de los 225 a los 235 nm los aminoacidos aromaticos, Tyr
y Trp, muestran bandas positivas [Woody., 1994]. Por lo que podemos asumir que
la interaccidn entre el LaDFA con la B-ciclodextrina ocasiona un cambio en el
ambiente de los aminoacidos aromaticos del LaDFA con la B-ciclodextrina. [Garcia.,

2014. Tesis no publicada]

-10 A

215 -

-20 A

[8],rw %10° [deg cm? dmol-]

-25 1 —s—LaDFABCD

'30 T T T T
180 200 220 240 260

longitud de onda [nm]

Figura 4.4. Espectros de DC en el UV lejano del LaDFA en donde se muestra al LaDFA (-¢- azul)
y al LaDFA con B-ciclodextrina (-m- rojo) (LaDFABCD) [Garcia., 2013. Tesis no publicada]
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Objetivo General

Aportar informacién bioquimico-estructural de diferentes modulos de union a
carbohidratos, mediante la caracterizacion de las interacciones que establecen

dichos dominios con diferentes ligandos.

Objetivos particulares

1. Estudio de dominios de union a quitina, especificamente del HbCBM18 y
1.5xHbCBM18.
a. Clonar en un vector pET32a con un sitio de corte para la proteasa TEV,
sobre-expresar y purificar los HbCBM18 y 1.5xHbCBM18
b. Caracterizar los efectos de la interaccion proteina-carbohidrato sobre la
huella termodinamica y las constantes de asociacién del HbCBM18 de la
proteina tipo quitinasa de Hevea brasiliensis con la N-acetil-quitotriosa
mediante ITC.
c. Caracterizar cambios en el ambiente de los residuos aromaticos en los

espectros de dicroismo circular durante la union del ligando.

2. Estudio de dominios de union a almidon, especificamente del 1, 3y 5 LaCBM26
en tandem.
a. Sobre-expresion y purificacion de las construcciones 1, 3y 5 LaCBM26
b. Caracterizar los efectos de la interaccion proteina-carbohidrato sobre la
huella termodinamica y las constantes de asociacion del 5xLaCBM26,
3xLaCBM26 y del LaCBM26 aislado de a-amilasa de L. amylovorus con
a-ciclodextrina y B-ciclodextrina mediante ITC.
c. Caracterizar cambios en el ambiente de los residuos aromaticos en los

espectros de dicroismo circular durante la unién del ligando.
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Justificacion

Caracterizar las interacciones proteina-ligando aporta informacion para entender el
mecanismo mediante el cual los organismos llevan a cabo sus funciones vitales.
Este tipo de funciones son mecanismos de defensa, metabolismo, estructurales,

transporte y sefalizacion.

Una vez caracterizados los mecanismos pueden ser explotados en el ambito
académico e industrial, con el fin de optimizar procesos industriales, desarrollar

medicamentos mas especificos o en apoyo a los proyectos de investigacion.

La caracterizacion de los CBMs es un tema con un auge importante en los ultimos
anos, debido a que se ha descubierto la presencia de éstos en multiples proteinas.
Los CBMs presentan diversas estructuras y diferentes especificidades, sin
embargo, todos mantienen la propiedad de unir carbohidratos mediante
interacciones débiles, lo cual les brinda una caracteristica importante como lo es la

reversibilidad de estas interacciones.

Hipotesis
Los parametros termodinamicos de los HbCBM18 y LaCBM26 son dirigidos

entalpicamente.

Las constantes de asociacién de las mutantes del HhCBM18 seran mayores que
las del modulo nativo. Para los tandems del LaCBM26 las constantes de asociacion

seran mayores que las de un solo moédulo.

En los espectros de dicroismo circular en el UV lejano del HbCBM18 y LaCBM26
ocurriran desplazamientos debido a la interaccion con el ligando.
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V. Metodologia

Cepas

A( ara—leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull
phoR araD139 ahpC galE galK rpsL
F'[lac* lacl? pro] gor522::Tn10 trxB
pPRARE? (CamR, KanR, StrR, TetR)*

E. coli Rosetta gami (DE3) pLysS

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17
E. coli XL1 Blue supE44 relA1 lac [F" proAB lacl?
ZAM15 Tn10 (TetR ).

F— ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF)
U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK—,
mK+) phoA supE44 \— thi-

1 gyrA96 relA1

E. coli DH5a

Construcciones

pET32a-HbCBM18-R5W
pET32a-1.5xHbCBM18- R&W
pQE31-LaCBM26
pQE31-3xLaCBM26
pQE31-5xLaCBM26

Construcciones HbCBM18-R5W y 1.5x HbhCBM18-R5W

Los genes del HbCBM18-R5W y 1.5xHbCBM18-R5W fueron mutados mediante
PCR a partir de los vectores pET32a CBDa y pET32a CBDb (Martinez-Caballero et
al, 2014) y se clonaron en el vector pET32a, agregando un sitio de corte para la
proteasa TEV. La sobre-expresion de las proteinas se hizo en la cepa E. coli Rosetta
gami (DE3) pLysS.



Construcciones LaCBM26, 3xLaCBM26 y 5xLaCBM26

Los vectores pQE31-LaCBM26, pQE31-3xLaCBM26 y pQE31-5xLaCBM26,
previamente construidos [Guillén et al., 2007], se sobre-expresaron en la cepa E.
coli XL1Blue.

Cultivos
HbCBM18-R5W y 1.5xHbCBM18-R5W

La cepa E. coli Rosetta gami (DE3) pLysS con el vector pET32a-HbCBM18-R5W vy
el pET32a-1.5xHbCBM18-R5W se sobre-expresaron, por separado, en 1 L de
medio LB con ampicilina (100 pg/mL) a 37°C con agitacion. Cuando se alcanzé una
DO a 600nm de 0.8. Se indujo el cultivo con IPTG 0.5 mM por 16 h a 30°C con
agitacion. Trascurrido este tiempo las células se recuperaron centrifugando por 10
min a 9820 xg a 4°C. El pellet se lavd con amortiguador de TrisHCI 50 mM pH 7.6,
Imidazol 25 mM, NaCl 0.5 M.

LaCBM26, 3xLaCBM26 y 5xLaCBM26

Los vectores pQE31-LaCBM26, pQE31-3xLaCBM26 y pQE31-5xLaCBM26 se
sobre expresaron en la cepa E. coli XL1blue en 1 L de medio LB con ampicilina 100
pg/mL hasta una DO a 600nm de 0.8. Se indujo el cultivo con IPTG 0.4 mM por 7,
5y 4 h, respectivamente para cada construccion. Trascurrido este tiempo las células
se recuperaron centrifugando por 10 min a 9820 xg a 4°C. El pellet se lavd con
amortiguador de Tris 50 mM pH 7.6, Imidazol 25 mM, NaCl 0.5 M.

Purificacion

HbCBM18-R5W y 1.5xHbCBM18-R5W

Todo el proceso se realizd en hielo. El pellet se resuspendié en 80 mL de
amortiguador de lisis (amortiguador 50mM de TrisHCI pH 7.6, 0.5 M de NaCl y 25
mM de Imidazol, 1 mM de PMSF, 0.5 mM de DTT). Las células se lisaron en un

frasco de 100 mL en el sonicador Misonix 3000, dando pulsos de 10 s con potencia

5y 30 s de reposo hasta completar 10 min de pulsos. El lisado se centrifugd a 27001
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xg por 20 min a 4°C. El sobrenadante se filtré por una membrana de 0.22 ym y se
aplicé a una columna HisTrap de niquel. Posteriormente se dializ6 la proteina contra
amortiguador 50 mM de TrisHCI pH 8 en una bolsa de dialisis con corte de 3 kDa
haciendo tres recambios y se adiciono la proteasa TEV, incubando a 4°C por 16 h.
Transcurrido el tiempo se aplicé a una columna de His Trap, encontrandose el
HbCBM18 en la fraccion que no se unié a la columna. Se adicioné a la fraccién no
unida NaCl a una concentracion final de 0.5 M para ser circulada a través de una
membrana de 10000 MWCO.

LaCBM26, 3xLaCBM26 y 5xLaCBM26

Todo el proceso se realiz6 en hielo. El pellet se resuspendié en 80 mL de
amortiguador de lisis (amortiguador 50 mM de TrisHCI pH 7.6, 0.5 M de NaCl y 25
mM de Imidazol, 1 mM de PMSF). Las células se lisaron en un frasco de 100 mL en
el sonicador Misonix 3000, dando pulsos de 10 s con potencia 5 y 30 s de reposo
hasta completar 10 min de pulsos. El lisado se centrifugé a 27001 xg por 20 min a
4°C. EIl sobrenadante se filtré6 por una membrana de 0.22 ym y se inyectd a una
columna HisTrap de niquel. Posteriormente se dializé la proteina contra
amortiguador 20 mM de Bis Tris propano pH 5.5 en una bolsa de dialisis con corte
de 6 kDa.

El dializado obtenido se aplicé a una columna de intercambio aniénico Mono Q GL
acoplada al sistema FPLC, equilibrada con amortiguador 20 mM de Bis Tris propano
pH 5.5. La elucién de las proteinas se realizé usando un gradiente de 0 a 100% de

amortiguador 20 mM de Bis-Tris propano pH 5.5 con 1 M de NaCl.
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Calorimetria de titulacion isotérmica
HbCBM18-R5W

La proteina purificada, a una concentracion de 24 uM, se dializé por 20 h a 4°C en
una membrana con corte de 3000 MWCO contra tres recambios de 100 volimenes

de amortiguador de TrisHCI 50 mM pH 7.6 y 20 mM EDTA con agitacion suave.

El ligando se prepar6 a 208 veces la concentracion de la proteina utilizando como

disolvente el amortiguador con el que se dializé la proteina.

El ensayo de calorimetria se realizé en un microcalorimetro VP-ITC de Microcal, con
una celda de muestra de 1.4 mL. En la celda se colocé la proteina y en el sistema
de inyeccion el ligando. Se realizo la titulacion con N-acetil-quitotriosa y se resto el

calor de dilucion.
LaCBM26

Las proteinas purificadas, a una concentracién de 10 uM, se dializaron por 20 h a
4°C en una membrana con corte de 3000 MWCO contra tres recambios de 100
volumenes de amortiguador de fosfatos 20 mM pH 7.6 y 20 mM EDTA con agitacion

suave.

El ligando se prepar6 a 40 veces la concentracidon de la proteina utilizando como

disolvente el amortiguador con el que se dializé la proteina.

El ensayo de calorimetria se realizé en un microcalorimetro VP-ITC de Microcal, con
una celda de muestra de 1.4 mL. En la celda se colocé la proteina y en el sistema
de inyeccion el ligando. Se realizaron titulaciones con a-Ciclodextrina (aCD) y B-
Ciclodextrina (BCD), por duplicado. Las isotermas se promediaron, se resto el calor
de dilucién y se deconvolucionaron para obtener los parametros termodinamicos y
las constantes de asociacién usando Origin con las herramientas de Microcal y
AFFINImeter.
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Dicroismo circular (CD)

La estructura secundaria de las proteinas se analizé por dicroismo circular, en la
region del UV lejano en presencia y ausencia de ligando. El ensayo se realizd en un
espectropolarimetro Jasco J-720 usando una celda de 0.1 cm de paso de luz. Cada

espectro se obtiene por triplicado en la regién de 190-260 nm.
HbCBM18-R5W y 1.5xHbCBM18-R5W

La proteina se dializd6 extensamente en amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.6 y

su concentracién ajustada al menos a 130 pg/mL.
LaCBM26, 3xLaCBM26 y 5xLaCBM26

La proteina se dializd6 extensamente en amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.6 y
su concentracion ajustada al menos a 130 ug/mL. El ligando se disolvidé en el
amortiguador de dialisis previamente filtrado a una concentracion final de 9 mg/mL.
Para el espectro de CD en presencia del ligando, a la celda con 400 yL de volumen
de muestra se le agregan 2 pL de la disolucion de ligando (a-ciclodextrina o -
ciclodextrina) a 9 mg/mL y se agita invirtiendo la celda durante 20 s. Los espectros
de la proteina fueron corregidos mediante la sustraccién de la linea base, para la
linea base del espectro sin ligando se utilizé solamente amortiguador, y para la linea
base del espectro con ligando se utilizé amortiguador y 2 pyL del ligando. El ligando

se encontraba en una relacion final de 4 veces la concentracion proteina.
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VI. Resultados y Discusién

Clonacién, Expresion y Purificacion de los Médulos de Unién a Quitina

Los genes para las construcciones HbCBM18-R5W y 1.5xHbCBM18-R5W se
amplificaron, (Figura 6.1), utilizando como templado las construcciones obtenidas

previamente [Martinez-Caballero et al., 2014].

11.5xHbCBM18-R5W

. HbCBM18-R5W

e

Figura 6.1. Gel de agarosa con los insertos (HbCBM18-R5W y 1.5xHbCBM18-R5W) y el vector (pet
32a) digeridos y purificados, listos para la reaccion de ligacion. MPM (Marcador); pet32a, HbCBM18
y 1.5xHbCBM18

Los productos de PCR obtenidos se ligaron entre los sitios de corte Not |y Nco | del
vector pET32a. El disefio de las construcciones, HbCBM18-R5W y 1.5xHbCBM18-
R5W, evita la presencia de la Met -1 insertando un sitio de corte para la proteasa
TEV entre el gen de interés y la Metionina, la construccion también tiene un tallo
6xHis y la tiorredoxina (Trx) fusionados rio arriba de la Met -1, como se muestra en

la figura 6.2 A y B, respectivamente.
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Tallo de Sitio de corte de
Trx Histidinas Met TEV HbCBM18-R5W

EQCGWQAGGALCPGGLCCSQYGWCANTPEY
CGSGCQOSQCDGGG

Tallo de Met Sitio de corte de HbCBM18-REW 1/2

Histidinas TEV HbCBM18

EQCGWQAGGALCPGGLCCSQYGWCANTPEY
CGSGCQSQCDGGVGGEGGCVDLGCANTPEY
CGSGCQSQCDGGV

Figura 6.2. Esquema de la construccion (A) HbCBM18-R5W y (B) 1.5xHbCBM18-R5W con su
respectiva secuencia de aminoacidos

Se purificd el plasmido de 3 clonas de cada construccidén, seleccionadas
aleatoriamente, y se digirié con la enzima Xmn |, (Figura 6.3), para el HbCBM18-
R5W se seleccionaron las colonias 2, 5 y 8; para 1.5xHbCBM18-R5W las colonias
3,5y8.

<
= HbLCBM18 1.5HbCBM18 oi
a R
= a

W AOND®O
XXXXXX

25K

Figura 6.3. Digestién con la enzima Xmn | de los plasmidos pET32a, pET32a-HbCBM18-
R5W de las clonas 2, 5y 8, y pET32a-1.5xHbCBM18- R5W de las clonas 3, 5y 8. En
todas las clonas se observan las bandas esperadas después de la digestion (Tabla 5.1).
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Tabla 6.1 Bandas esperadas tras la digestiéon con Xmn |

pET32a HbCBM18-R5W 1.5xHbCBM18-R5W
2792 2792 2792
1934 1934 1934
1174 1309 1387

Tras observar que las 6 colonias seleccionadas presentaban los pesos esperados
(tabla 5.1), se enviaron a secuenciar y se observo que las colonias 5 y 8 del
HbCBM18-R5W, y las colonias 3 y 8 del 1.5xHbCBM18-R5W presentan el inserto

con las mutaciones pretendidas.

El vector correspondiente a la colonia 8 de ambas construcciones se transformé en
células de almacenamiento E. coli DH5a y de expresion E. coli Rosetta gami (DE3)

pLysS. Las células transformantes se almacenaron por crio-génesis a -70°C.
HbCBM18

La construccion realizada por Martinez-Caballero et al., [2014] del HbCBM18,
presenta una Metionina en la posicion -1, Met- (-1). La estructura 3D mostr6 que la
Met- (-1) se encuentra cerca del sitio de unién a carbohidratos. También, mediante
técnicas de fluorescencia se determind la constante de asociaciéon, Ka, con N-acetil-
quitotriosa, la cual fue de 2.08x10® M-!, que es considerablemente mayor a la
reportada para la Heveina, 1.47x10* M-" [Galicia et al., 2015], proteina con la que
guarda un 68% de identidad (tabla 6.2).

Tabla 6.2. Alineamiento de las secuencias de Heveina, HbCBM18 y HhCBM18-R5W.

Heveilna --EQCGRQAGGKLCPNNLCCSQWGWCGSTDEYCSPDHNCQSNCKD—--
HbCBM18 AMEQCGRQAGGALCPGGLCCSQYGWCANTPEYCGS--GCQSQCDGGV
HbCBM18-R5W --EQCGWQAGGALCPGGLCCSQYGWCANTPEYCGS--GCQSQCDGGV
*KhkkKk Kkhkkhkk Kk*x*k *****:***"* *k*k*k' *k*k*k:*k'
1: Heveilna 100.00
2: HbCBM18 68.29

3: HbCBM18-R5W 65.85
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Superponiendo las estructuras del HbCBM18 (PDB 4MPI), la Heveina (1Q9B) y el
HbCBM18-R5W mutado in silico, con pymol, se observa que las dos estructuras
cristalizadas, HbCBM18 y Heveina, mantienen residuos de la misma naturaleza en
el sitio de union, el HbCBM18 muestra: Ser 19, Tyr 21, Trp 23 y Tyr 30; la Heveina
exhibe: Ser 19, Trp 21, Trp 23 y Tyr 30; en el HbCBM18-R5W observamos que Trp
5 se encuentra cercano al sitio de unién. También observamos en el HbCBM18 la

Met -1 cercana al sitio de union (Figura 6.4).

Figura 6.4. Superposicion de la heveina (verde), HbCBM18 (naranja) y HbCBM18-R5W (azul)
(modelo de homologia). Usando los cédigos PDB 4MPI [Martinez-Caballero et al., 2014] y 1Q9B
[Reyes-Lépez et al., 2004]

Mediante técnicas de acoplamiento molecular del HbCBM18-R5W con N-acetil-
quitotriosa, usando Autodocktools, observamos que la mutacién favorece la
formacién de un nuevo sitio de union, formado por el Trp 5, Tyr 21y Trp 23. En el
complejo se forman interacciones de tipo CH-11, mediadas por el Trp 23,la Tyr 30 y
el Trp 5, ademas, la GIn 20 y la GIn 6 pueden estabilizar la interaccion mediante

puentes de hidrégeno, Figura 6.5.
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Figura 6.5. Acoplamiento molecular del HbCBM18-R5W con N-acetil-quitotriosa. Se observa que
el nuevo sitio Trp 5, Tyr 21 y Trp 23 favorece la uniéon de N-acetil-quitotriosa

Cuando el acoplamiento molecular se hizo con N-acetil-quitohexaosa se observo
que el sitio principal y el nuevo sitio pueden participar simultdneamente en la union
de ligandos de mayor tamafio. En el modelo de la figura 6.6, muestra la formacion
de interacciones de tipo CH-11, mediadas por la Tyr-21, el Trp-23, la Tyr-30 y el Trp-
5, también, la formacion de puentes de hidrogeno con la GIn-20 y la GIn-6 pueden

estabilizar la interaccién mediante puentes de hidrogeno.
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Figura 6.6. Acoplamiento molecular del HbCBM18-R5W con N-acetil-quitohexaosa. Se observa
que el sitio principal y el nuevo sitio unen simultaneamente al oligosacarido.

Se realizaron cinéticas de sobre-expresién de las construcciones transformadas en
células E. coli Rosetta gami a 30°C con IPTG 0.5 mM observandose que entre las

12 y 20 h se da la maxima expresion de ambos dominios (Figura 6.7 Ay B).

A B
S| 2h 4h 6h 8h 10h 12h 16h 20h 24h Sl 2h 4h 6h 8h 10h 12h 16h 20h 24h
97400 i'» BE s . 97400 -
66200 ! 66200 %
45000 ,_: 45000
.- =
31 000 31000 -
21 500 21 500 adl +
gt
did
14400 14 soo B '

e B0

Figura 6.7. Cinética de sobre-expresién a 30°C inducida con 0.5mM de IPTG de (A) HbCBM18-
R5W (22.3 kDa) y (B) 1.5xHbCBM18-R5W (25.4 kDa).
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Ambos dominios fueron sobre-expresados con 0.5 mM de IPTG por 16 h a 30°C.
Una vez purificados los dominios con la columna de afinidad a niquel, digeridos
con la proteasa TEV, aplicados nuevamente a la columna de niquel y purificadas a
través de una membrana de corte de 10 kDa, se realizaron los SDS-PAGE
correspondientes para cada dominio. Los SDS-PAGE se muestran en la figura 6.8
(A) el HbCBM18-R5W y (B) el 1.5HbCBM18-R5W

A B
®
MPM 3
3}
07400 « - S
X
66200 woo B2
45 000
31 000
21 500
21 500
14 400

= 14400 NN S ¢mm

Figura 6.8. A y B SDS-PAGE del (A) HbCBM18-R5W y (B) 1.5xHbCBM18- R5W

ITC del HoCBM18-R5W

La calorimetria de titulaciéon del HbCBM18-R5W se realiz6 a una concentracion de
24 yM de HbCBM18-R5W y 5 mM de N-acetil-quitotriosa (Figura 6.9). Sin llegarse
a la saturacion de este dominio, se obtuvo como valor de constante de asociacion
4.28x10%2 M', una entalpia favorable y una entropia desfavorable (Figura 6.10),
generalidades vistas en otros dominios. La saturacién de la proteina fue del 27%, lo

cual nos indica que la delecion de la Met -1 afecta la unién del ligando.
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Figura 6.9. Isoterma del HbCBM18-R5W titulada con N-acetil-quitotriosa donde la saturacion fue
del 27%, indicando que la delecion de la Met -1 afecta la union.

Figura 6.10. Huella termodinamica del HbCBM18 R5W titulada con N-acetil-quitotriosa. Se
observa favorecida entélpicamente y desfavorable entropicamente.
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Dicroismo circular de los HbhCBM18-R5W

Los espectros de dicroismo circular, figura 6.11, del HbCBM18-R5W vy
1.5xHbCBM18-R5W muestran un minimo a 207 nm, caracteristico de hebras beta
y un maximo a 220 nm, que previamente se habia observado con el espectro de la
heveina y fue explicado como reflejo de la conformacion local alrededor del
triptéfano y la tirosina [Rodriguez-Romero et al., 1989]. Los espectros con N-acetil-

quitotriosa no se lograron obtener ya que ésta muestra sefal en el UV lejano.
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Figura 6.11. Espectro de dicroismo circular en el UV lejano del HbCBM18-R5W y 1.5xHbCBM18-
R5W, ambos espectros muestran un maximo alrededor de los 220 nm y un minimo cercano a los
207 nm.

Asi mismo, Rodriguez-Romero et al., [1989] mostraron que la heveina presenta un
espectro de dicroismo circular con un maximo alrededor de los 221 nm y un minimo
a 198 nm. Debido a la forma del espectro, lo consideraron como una estructura
irregular con presencia de giros B y asas, es decir, un bajo contenido de hélices y
hojas B (Figura 6.12a). También se observd la desaparicién de este maximo al

desnaturalizar a la heveina con Cloruro de Guanidinio y DTT (Figura 6.12b).
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Figura 6.12. Espectro de DC de la heveina A) plegada y B) desnaturalizada con Cloruro de
Guanidinio y DTT. (Rodriguez-Romero et al., 1989. Editado).

Mediante técnicas de difraccion de rayos X, la estructura de la heveina se determiné
[Rodriguez-Romero et al., 1991], y se observé que la estructura se encuentra
estabilizada por 4 puentes de disulfuro. Ademas, como se dijo antes, la heveina
guarda un 65% de identidad con el HbCBM18-R5W. Los espectros del HbCBM18-
R5W y la heveina muestran una marcada diferencia en el maximo, siendo mayor la
magnitud en los espectros del HbCBM18-R5W, lo cual se explica por la presencia
de los residuos aromaticos. Se ha reportado que la sefial observada entre los 225
a los 235 nm se debe a interacciones 11-11 entre los aminoacidos aromaticos, Tyry
Trp, expuestos al disolvente y presentes en los sitios de unién a carbohidratos de

este tipo de proteinas [Woody., 1994].
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LaCBM26

Los dominios de unién a almidéon mostrados en la figura 6.13, presentan una
migracion anémala en los geles SDS-PAGE, esta migracion siempre se encuentra
por encima del valor que corresponderia a su peso molecular. El peso esperado
para el LaCBM26 es 14 kDa, para el 3xLaCBM26 es 36 kDa y para el 5xLaCBM26
es 54 kDa. En muchas proteinas se ha observado que este tipo de migraciones
andmalas se debe a la carga neta de las proteinas, ya que la movilidad
electroforética esta influenciada por factores como el pH, las cantidades y tipos de

contra-iones y agentes desnaturalizantes presentes en el medio [Garfin, 1990].
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Figura 6.13. SDS-PAGE del (A) LaCBM26, (B) 3xLaCBM26 y (C) 5xLaCBM26, se observa una
migracion anémala ya que los pesos de cada construccion son 14, 36 y 54 kDa respectivamente.

Calorimetria de titulacion isotérmica

Cada una de las proteinas purificadas, figura 6.13 A, B y C; se titularon por duplicado
con a-ciclodextrina (aCD) y B-ciclodextrina (3CD) mediante calorimetria de titulacién
isotérmica (ITC). Las isotermas fueron promediadas y ajustadas a diferentes
modelos usando dos diferentes programas de analisis: Origin (OriginLab,
Northampton, MA) y AFFINImeter (Burnouf et al., 2012).
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ITC de los Dominios de Unidén al almidén
LaCBM26

En la figura 6.14 A y B. se observan las isotermas promedio del LaCBM26 a una
concentracion de 10.9 uM titulada con aCD y BCD a 436 uM, cada una. Las
isotermas fueron ajustadas al modelo de un sitio para obtener las constantes de
asociacion. Con aCD se obtuvo una constante de 2.71x10* M-" calculada con Origin
y 2.31x10* M-" calculada con AFFINImeter. De igual forma con BCD fue 7.70x10* M-
1y 8.54x10* M1, respectivamente para cada software. Las Ka’s nos indican que un
modulo, LaCBM26, es alrededor de 3 veces mas afin a la BCD comparado con la
aCD. Estos valores se asemejan a los reportados en multiples estudios

termodinamicos, ver antecedentes.
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Figura 6.14. Isotermas del LaCBM26 titulado con (A) aCD y (B) BCD

Por otro lado en el grafico 5.15, se observan las huellas termodinamicas de union

para las titulaciones con aCD y BCD.



La huella termodinamica nos muestra la misma tendencia observada en otros
sistemas de interaccién proteina-ligando, donde las interacciones son favorecidas

entalpicamente y desfavorecidas entropicamente.

x103 cal/mol
1)

-10 i
maCD ®BCD

-12 -

Figura 6.15. Huella termodinamica del LaCBM26 con aCD y BCD. Comunmente los CBMs estan
favorecidos entalpicamente y desfavorecidos entrépicamente, la energia libre de Gibbs, calculada,
indica que la reaccion es espontanea.
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3xLaCBM26

Las figuras 5.16 A y B muestran las isotermas del 3xLaCBM26 a una concentracién
de 10.6 pM tituladas con aCD a 430 uM y BCD 415 pM, vemos que para ambas
titulaciones la forma de la curva cambia respecto a un mdédulo, mostrando en las
primeras inyecciones lo que puede ser un efecto cooperativo. Cabe resaltar que los
tres mddulos son idénticos en secuencia, lo que nos limita a saber cual de los tres

interactua primero.
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Figura 6.16. Isotermas del 3xLaCBM26 titulada con(A) aCD y (B) BCD

La isoterma del 3xLaCBMZ26 titulada con aCD es diferente respecto a la titulada con
BCD, si observamos la figura 6.16A en la inyeccién 30 la isoterma se vuelve
endotérmica, caso que no se muestra con el otro ligando, en el caso de la BCD no
podemos incrementar la concentracion del ligando en la celda, ya que esto ocasiona

que la proteina precipite. Por el contario, con la aCD este efecto no ocurre.
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Las isotermas fueron ajustadas a diversos modelos (Figura 6.17). Para el caso de
Origin se ajustaron al modelo de sitios secuenciales, mientras que en AFFINImeter
se ajustaron a los modelos de sitios secuenciales y sitios independientes bajo los
siguientes condiciones: un sitio con capacidad de unir tres moléculas de ligando y

de tres sitios con capacidad de unir una molécula de ligando cada uno.
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Figura 6.17. Modelos de ajuste en AFFINImeter

Por otro lado, observamos cambios en la huella termodinamica comparada con la
huella de un sitio, el ajuste muestra que algunos sitios se rigen por las generalidades
termodinamicas, entalpicamente favorecidas y entropicamente desfavorecidas, y
otros son dirigidos entropicamente, pero siempre favorables, lo cual se observa en
los graficos de las Figuras 5.18 A y B, dénde la energia libre de Gibbs nos indica

que la interaccion es espontanea.

En el transcurso de una interaccidn proteina-ligando existen varios eventos
asociados, tales como la modificacién de la capa de solvatacion y cambios de
conformacién. Para poder asociar este tipo de eventos se requiere conocer las

estructuras 3D de la proteina libre y en presencia del ligando.
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Figura 6.18. Huella termodinamica del 3xLaCBM26 titulada con (A) aCD y (B) BCD. Cuando el
namero de sitios incrementa, el comportamiento cambia, algunos sitios estan favorecidos
entalpicamente y otros entrépicamente; sin embargo, las interacciones de todos los sitios son
espontaneas, manteniendo una energia libre de Gibbs similar a la de un moédulo para cada sitio.
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5xLaCBM26

La figura 6.15 A se muestra la isoterma del 5xLaCBM26 a una concentracion de 11
MM titulada con aCD a 440 uM y en la figura 6.19 B se muestra la isoterma del
5xLaCBM26 a una concentracion de 6.22 uM titulada con BCD a 234 yM [Garcia.,
2014. Tesis no publicada]. Las isotermas del 5xLaCBM26 muestran un
comportamiento mas marcado que las de 3xLaCBM26 en las primeras inyecciones,
figura 6.15 Ay B, como se menciono arriba, este comportamiento puede indicar que

existe un efecto cooperativo en la unién con el ligando.
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Figura 6.19. Isotermas promedio del 5xLaCBM26 titulada con (A) aCD y (B) BCD [Garcia., 2014
Tesis no publicada]

En la huella termodinamica, Figura 6.20 A y B, del 5xLaCBM26 observamos un
comportamiento semejante al tdndem de 3 médulos, es decir, que no todos los sitios
se rigen por las generalidades termodinamicas. Sin embargo, todos los sitios

interaccionan de forma espontanea.
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Figura 6.20. Huella termodinamica del 5xLaCBM26 titulada con (A) aCD y (B) BCD. Cuando el
namero de sitios incrementa, el comportamiento cambia, algunos sitios estan favorecidos
entalpicamente y otros entropicamente; sin embargo, las interacciones de todos los sitios son
espontaneas, siendo la energia libre de Gibbs, para cada sitio, similar a la de un médulo.

Igual que para el tandem de tres sitios, aqui no podemos afirmar que el orden de
cada sitio en el ajuste sea el orden espacial en la proteina. Cada sitio tiene la misma
capacidad y probabilidad de unir al carbohidrato, esto porque cada uno de los cinco
sitios es idéntico; sin embargo, algunos pueden encontrarse impedidos
estéricamente y ser la razon de la forma de las isotermas, es decir, a medida que
se une el ligando se vuelven mas accesibles los demas sitios. La unién del ligando
puede favorecer que los sitios pierdan un posible impedimento estérico, dando como

resultado el creciente calor en las primeras inyecciones de la isoterma.

En la tabla 6.3 se muestran comparativamente las constantes de asociacion del
LaCBM26 y sus respectivos tandems de éste. Se observa que a medida que se
incrementa el numero de sitios de union en la cadena polipeptidica se incrementan

las constantes de asociacion. Cabe resaltar que para todos los médulos se observé
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una mayor afinidad a la 3-CD que a la a-CD. Esto ultimo se podria explicar dada la
flexibilidad de la B-CD que es mayor que la de la aCD (Mixcoha et al., 2014) y que
la B-CD presenta una unidad de glucosa mas que la a-CD estableciendo mayor
cantidad de contactos. Se ha descrito que algunos residuos tienen la capacidad de

interaccionar con las ciclodextrinas en el interior hidrobico de las ciclodextrinas.

Las entalpias de cada ajuste se muestran en la tabla 6.4, observamos que a medida
que se incrementa el numero de sitios la magnitud y el comportamiento cambia ya

que algunos sitios se muestran dirigidos entalpicamente y otros entropicamente.
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Tabla 6.3 Constantes de asociacion de los dominios de union al almidén del LaCBM26, 3xLaCBM26 y 5xLaCBM26. También se muestran los
ajustes realizados y su respectivo valor de x2.

Microcal, Origin Affinimeter
aCD Ka M™! X2 BCD Ka M X2 aCD Ka M X2 BCD Ka M X2
La,lcgmjzﬁ 2.71x10% 1.57 x10° 7.70x10* 2.76x10°3 2.31x10* 2.68 x10°3 8.54x10* 2.56 x10°
4.83x10% 2.00x10° 1.27x105 2.00x10°6
Sitic?:;(LSZSuBeﬁigles 9.39x104 4.72 x10° 1.79x105 7.59 x103 1.77x104 1.87 x108 1.32x10% 3.36 x104
3.13x10° 3.20x10* 1.54x105 1.11x10%
3xLaCBM26 4.90x105 4.83x104
Sitios independientes y diferentes -- -- -- -- 1.75x104 3.02 x103 4.27x104 3.54 x10*
3 sitios n=1 8.98x10* 3.00x107
3xLaCBM26
Sitios independientes e idénticos -- -- -- -- 3.83x10% 1.48 x105 2.94x105 3.94 x108
1 sitio n=3
3xLaCBM26 s s
Sitios independientes -- - -- - 36932X1g 3.02 x103 560_52";8 1.03 x105
1 sitio n=RND - T
7.26x10° 1.28x108 4.40x107 5.39x107
5xLaCBM26 3.29x10* 1.16x108 9.72x107 4.99x107
Sitios secuenciales 2.63x10* 7.26 x10° 9.85x10° 3.29 x10* 7.98x108 3.91 x108 9.22x108 5.75 x108
4.18x104 9.17x10° 1.22x108 4.35x107
1.94x105 8.50x10° 1.00x108 3.28x107
7.19x107 2.75x10%
5xLaCBM26 7.61x10° 1.50x10*
Sitios independientes y diferentes -- -- -- -- 1.50x10°8 3.47 x10° 4.31x107 9.25 x10°
5 sitios n=1 1.62x107 6.59x10*
1.37x108 2.04x10°
5xLaCBM26
Sitios independientes - - -- -- 562x10° | 6.67x10° |  1.89x10° 3.00 x108
e idénticos
1 sitio n=5
5xLaCBM26 . .
Sitios independientes - - .- - 5;}6_2";3 6.67 x10° 6;]3_11"38 6.23 x10e°
1 sitio n=RND = -
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Tabla 6.4. AH de los dominios de unién al almidon del LaCBM26, 3xLaCBM26 y 5xLaCBM26.

Solamente se muestran los resultados de los mejores ajustes.

Microcal, Origin

Affinimeter

aCD (cal/mol)

BCD(cal/mol)

aCD (cal/mol)

BCD (cal/mol)

LaCBM?26
Sitios -1.14x10° -1.18x10* -1.00x10* -1.04x10*
independientes
-4.90x10° -1.69x10* -7.78x10° -1.47x10°*
Sitiz:zgsmiiles -1.48x10° -2.10x10* -4.27x10° -2.65x10*
1.15x10° 3.66x10° 4.54x10* 1.62x10°
3"“5’]%2/'26 -1.00x10° -1.10x10*
eoandrantes .- .- 9.82x10* -1.73x10*
5 Sets - 2.46x10° -1.62x10°
3xLaCBM26
_otos - -- 5.13x10° -1.57x10°
independientes
1 sets n=3
3xLaCBM26
_ Sftios - -- 6.05x10° -1.70x10°
independientes
1 sets n=RND
-2.53x10° 4.26x10° 1.61x10° ~1.75x10°
-1.17x10* -9.52x10° -5.83x10° -2.53x10*
Sitis:ézgﬁmiiles -1.23x10° 6.95x106 -6.6x10° -1.19x10*
3.52x10* -5.80x10° 6.11x10* -1.76x10°
-2.47x10° -1.07x10° -5.36x10° -2.58x10°
1.02x10° -2.21x10°
SXLg’i(t:ii'\s/'% -2.7910° 6.03x10*
eoend antes .- .- 9.23x10* -8.34x10°
e -6.48x10° -8.91x10°*
- -8.22x10* -1.00x108
5xLaCBM26
_otos -- -- -1.68x10° -3.01x10°
independientes
1 sets n=5
5xLaCBM26
_ Sitios -- -- 5.63x10° -2.25x10°*
independientes
1 sets n=RND
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Dicroismo Circular de los Dominios de Union al Almidén
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Figura 6.21. Espectros de Dicroismo Circular en la region del UV lejano sin ligando, con BCD y aCD de
A. LaCBM26; B. 3xLaCBM26; C. 5xLaCBM26.

Los espectros de dicroismo circular para los 3 médulos de unién al almidon (Figura
6.20) analizados en la region del UV lejano a concentracion de 130.4 pg/mL para
LaCBM26, 131.4 ug/mL para 3xLaCBM26 y 180.4 pg/mL para 5xLaCBM26, sin
ligando, presentan una banda negativa cercana a los 200 nm, una banda positiva
centrada en 220 nm con un hombro alrededor de los 235 nm. Se puede observar
que los espectros de LaCBM26 después de unir B-CD y aCD sufren un pequeio

desplazamiento en la regién que comprende de los 220 a los 240 nm.

El cambio que se observa en los espectros obtenidos en este trabajo indica que la

union del ligando con los LaCBM26 ocasiona un cambio en el ambiente de los
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residuos aromaticos inducido por la interaccién con los anillos de piranosa del
ligando.

El espectro de dicroismo circular del CBM21 de la glucoamilasa de Rhizopus oryzae
(RoCBM21) es semejante a los mostrados en el presente trabajo respecto a que
presentan una elipticidad positiva alrededor entre los 220 y los 240 nm, no obstante
se muestra diferente en la elipticidad negativa el RoCBM21 tiene una elipticidad
caracteristica de una conformacion de hebras 3, mientras que la elipticidad negativa
en los espectros mostrados esta centrada en longitudes de onda menores que
pertenece mas a una conformacion de giros aleatorios [Jiang et al., 2012]. En la
figura 6.22 se muestra que la mutacion sobre los residuos aromaticos de la proteina
modifica el espectro de dicroismo del RoCBM21, en la regiéon, que como se

menciono antes, se debe a los residuos de Tyry Trp.

T 7
1- P
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3 0 fp-':?,
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T o~
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Figura 6.22. Espectro de DC del DFA la WT-glucoamilasa de Rhizopus oryzae (azul) y sus
mutantes, [Jiang et al., 2012]. Se encuentra sefalada la region que se modifica al mutar los
residuos.

La estructura resuelta del RoCBM21 por cristalografia de rayos x mostrd que esta

constituido por ocho hebras (3 antiparalelas forman dos hojas B, formando un barril
distorsionado.
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VIl. Conclusiones

El acoplamiento molecular sugiere la presencia de otro sitio de unién en HbCBM18-
R5W, lo que indica que utilizar ligandos con mas unidades de N-acetil-glucosamina

deberia incrementar las constantes de asociacion.

La constante de asociacion del HbCBM18-R5W con N-acetil-quitotriosa es dos y
cuatro ordenes de magnitud menor que la constante de la heveina y el HhCBM18,
respectivamente con el mismo ligando. Lo que indica que la delecion de la Met -1

en el HhCBM18-R5W afecta la interaccion con el ligando.

Los LaCBM26 presentan mas afinidad con p-CD que con a-CD. Los tandems de 3
y 5 médulos contribuyen en el incremento de la afinidad y modifican la huella
termodinamica de la union, siendo mas marcado este efecto en el tandem de 5

modulos.

Los modelos de ajuste probados en las isotermas nos indican que los tandems de
3 y 5 modulos muestran un mecanismo de union secuencial del ligando. La forma
de las isotermas obtenidas nos sugiere que existe un cambio en la proteina durante

la union del ligando el cual puede ser un efecto cooperativo o sinérgico.

Los experimentos de DC realizados en este trabajo con dos tipos de mdédulos de
unién a carbohidratos sugieren que las interacciones proteina-carbohidrato que se

establecen son del tipo CH-11, 11-17 principalmente.

Estas interacciones dependen de una combinacion de orientacion, distancia y
exposicion al disolvente de los aminoacidos aromaticos que brindan especificidad a

cada uno de los moédulos.

Los espectros de dicroismo circular de los LaCBM26 no corresponden a los
espectros de una estructura de $-sandwich, reportadas para modulos similares, sino

gue se asemejan a los espectros de los dominios de unién a quitina HbCBM18.

Los espectros de DC del LaCBM26 con a-CD y 3-CD muestran un desplazamiento

en la banda positiva centrada en 220 nm hacia una longitud de onda mayor,
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respecto al espectro sin ligando. Esto indica que la unidn del ligando afecta a las
interacciones TT-1T entre los residuos aromaticos presentes en el sitio de unién,

llevandolas hacia una emision de menor energia.
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VIll. Perspectivas

Cristalizar y resolver la estructura de los dominios HbCBM18 y los LaCBM26, asi
como de los complejos proteina-ligando

Realizar los ITC de los HbCBM18 con N-acetil-quitohexosa y los del LaCBM26 con
maltoheptaosa.

Determinar si existe cooperatividad en los dominios LaCBM26
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