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INTRODUCCION

La actividad proteolitica de todos los seres vivos recae en cuatro clases de
proteasas: las asparticas, las serinicas, las metaloproteasas y las cisteinicas
(Avilés, 1993), las cuales poseen un residuo de aspartato, serina, grupo metilico o
cisteina en su sitio activo, respectivamente. En nuestro laboratorio estamos
particularmente interesados en estudiar una parte de la familia de las proteasas
cisteinicas.

1.1 PROTEASAS CISTEINICAS.

Entre las proteasas cisteinicas de origen vegetal se encuentran la papaina, la
actinidina, la ficina, la bromelaina, la caricaina y la quimopapaina, y dentro del
tipo animal se encuentran las catepsinas que se supone tienen un origen comun y
se consideran como parte de la familia de la papaina. Se conocen ya las
estructuras cristalograficas de la papaina (Kamphuis et al., 1984), la actinidina
(Baker, 1980), la caricaina (Pickersgill er al., 1991) y la catepsina B humana
(Musil et al., 1991); recientemente la estructura de la quimopapaina ha sido
resuelta por cristalografia de rayos X (Maes et al., 1996). La comparacion de las
estructuras cristalogrificas de actinidina y papaina revela un alto grado de
homologia estructural, pues sus cadenas principales son pricticamente
superponibles.

El porcentaje de identidad de la actinidina con respecto a la papaina, a la
caricaina y a la quimopapaina es 62, 65 y 66 %, respectivamente (programa
Maxhom, que pertenece al paquete de programas PHD) (Sander y Schneider,
1991).

La papaina contiene 212 residuos y una masa molecular de 23 400 Da
mientras que la actinidina (del fruto de kiwi) estd compuesta de 220 residuos de
aminodcidos con una masa molecular de 23 500 Da. Se conocen las estructuras
tridimensionales de estas dos proteasas cisteinicas. Estas estructuras han mostrado
que las regiones del sitio activo de las dos enzimas son muy similares, la tinica
diferencia significativa es la hidrofobicidad de la cavidad del subsitio S2. Un
primer cambio es que el residuo de Ser-205 (al final de este subsitio) en papaina
esta ocupado por Met-211 en la actinidina, haciendo el hueco notablemente ma4s
corto. Otras diferencias son que el residuo Trp-69 en papaina es reemplazado por
Tyr-69 en actinidina y que los residuos Pro-6, Phe-207 y Val-133 en papaina son




remplazados por Ile-70, Ser-213 y Ala-136 respectivamente, en actinidina (Bjork
y Ylinenjarvi, 1990).

Las proteasas cisteinicas (o sulfhidrilicas) son abundantes en las células y
juegan papeles importantes en procesos de protedlisis intracelular tales como el
catabolismo de proteinas y péptidos y en el procesamiento de prohormonas y
zimdgenos o en la degradacion extracelular de coldgeno. Ahora es bien conocido
que una deficiente regulacion de la actividad enzimatica de estas proteasas causa
serias enfermedades tales como distrofia muscular y osteoporosis (Yamamoto et
al., 1992).

Una gran variedad de procesos fisiolégicos dependen de interacciones de
ligandos con macromoléculas, especialmente con proteinas. Las mas comunes son
interacciones entre enzimas y sus substratos y con otras moléculas reguladoras
como los inhibidores, que presenten cierta afinidad por dichas enzimas.

Algunos de estos inhibidores son de tipo bioldgico, ya que pueden
intervenir en procesos fisioldgicos como la regulacidn de la actividad enzimatica
de muchas proteasas, aunque también existen agentes bloqueadores sintetizados
quimicamente, que han sido aprovechados en algunas reacciones in vitro. De esta
manera, los inhibidores pueden clasificarse en bioldgicos y quimicos.

1.1.1 Inhibidores quimicos reversibles.

Existen pocos agentes bloqueadores de grupos sulfhidrilo que pueden
eliminarse reversiblemente por agentes reductores suaves que contienen grupos —
SH, como el ditiotreitol o el B-mercaptoetanol. Dentro de estos bloqueadores se
encuentran por ejemplo el 5,5 -ditiobis (4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) (Ellman,
1959), el metilmetanotiosulfonato (MMTS) (Smith et al., 1975) y el tetrationato
de sodio (Na;S;0¢) (Lundblad, 1991) (ver Tabla 1).

El grupo sulthidrilo del sitio activo de una proteasa cisteinica participa
como nucledfilo en el mecanismo catalitico, por ello, si estos agentes quimicos
bloquean este sulfhidrilo eliminan la actividad enzimatica.




Tabla 1.
Inhibidores Quimicos Reversibles de Enzimas Cisteinicas

5,5 -ditiobis(4cido 2 — NO,-C¢H;-S-S-CcH3-NO, Enz-S-S-C¢H3-NO,
nitrobenzoico)

COOH COOH COOH
Metilmetanotio- CH;-S-S0O,-CH; Enz-S-S-CH;
sulfonato
Tetrationato de sodio Na,S40¢ Enz-S-SO5

1.1.2 Inhibidores bioldgicos

En los dltimos diez afios el descubrimiento de nuevos inhibidores proteicos
de las proteinasas cisteinicas, llamados cistatinas, revelé otras funciones
reguladoras sobre las proteasas. Estos inhibidores pueden proteger a las c€lulas
contra la accién no controlada de proteasas endgenas y exdgenas, debido a que
forman uniones reversibles con las proteasas. Las cistatinas forman parte de una
superfamilia de proteinas inhibidoras con gran homologia en su secuencia de
aminodacidos, la cual esta subdividida en tres familias: las estefinas, las cistatinas y
los quininégenos (Turk y Bode, 1991).

El nombre cistatina fue primeramente usado por Barrett (Turk y Bode,
1991) para describir un inhibidor que habfa sido descubierto y parcialmente
caracterizado proveniente del huevo de pollo. Posteriormente se obtuvo la
cistatina C humana proveniente de plasma seminal, liquido cerebroespinal, saliva
y orina.

La principal caracteristica de los inhibidores de la familia de las cistatinas
es la presencia de dos enlaces disulfuro localizados cerca del extremo carboxilo-
terminal. Estas proteinas estdn compuestas de alrededor de 115 residuos de
aminodcidos con una masa molecular aproximada de 13 000 Da.

La cistatina de pollo, la mas conocida, fue aislada como una mezcla de dos
formas con diferente carga eléctrica neta y con secuencias de aminodcidos




idénticas; una forma no fosforilarizada con pl de 6.5 y otra fosforilarizada con pl
de 5.6 (Turk y Bode, 1991). La cistatina de pollo también ha sido cristalizada y su
estructura tridimensional determinada (Bode et al., 1988).

Hay dos regiones en la cadena polipeptidica cuyas secuencias de
aminoacidos se repiten en las 3 familias (estefinas, cistatinas y quininégenos): un
residuo de Gly en la region amino-terminal y una secuencia Gln-Val-Val-Ala-Gly
(QVVAG) en la region central. Estos sitios parecen ser importantes para la unién
a proteasas, a juzgar por los andlisis de la estructura cristalografica de la cistatina
y del complejo de papaina con estefina B (Bode et al., 1988; Stubbs et al., 1990)

Las propiedades espectroscopicas del residuo de triptofano 104 de la
cistatina (localizado cerca del residuo Gly-9 y la secuencia conservada Gln-Leu-
Val-Ser-Gly) y de los residuos Trp-69, Trp-177, Trp-26 y Trp-181 de la papaina,
son afectados por la interaccion entre ambas proteinas (Lindahl et al., 1988).

El segmento de péptidos GIn-53 a Gly-57 se encuentran dentro de una
primera asa y el residuo de Trp-104 esta contenido en la segunda asa (Figura 1).
Ambas asas y el amino terminal forman un borde cuneiforme hidrofébico que es
altamente complementario al sitio activo hendido de la papaina. Las dos asas
tienen la forma y el tamafio apropiado para ocupar la parte mas abierta del sitio
activo, que representan los subsitios S1’ - S2°. El segmento amino terminal de
cistatina (Gly-9, Ala-10) esta demasiado lejos y tiene. una conformacion
inapropiada para ser atacada por el sitio activo Cys-25 de la papaina. El Trp-104
juega un papel importante en la union de la proteasa (Turk y Bode, 1991).

La estequiometria de uniéon de la cistatina a la papaina es de 1:1. La
afinidad de la cistatina por la papaina es mayor (Kd ~ 60 fM) que por la actinidina
(Kd ~ 5 nM), la diferencia en afinidad corresponde a una diferencia en las
energias libres de uniéon de - 85 a - 57 kJ/mol (Bjork y Ylinenjarvi, 1990).
Estudios realizados con una cistatina carente de su octapéptido N-terminal
(Abrahamson et al., 1987, Machleidt et al., 1989) parecen indicar que las
interacciones entre Leu-8 en cistatina y el subsitio S2 de papaina confieren
apreciable estabilidad al complejo papaina-cistatina, mientras que las

correspondientes interacciones en el complejo actinidina-cistatina son mucho més
débiles.
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Figura 1. Esquema del modelo propuesto para la interacciéon de cistatina con
papaina. H I, H II, primera y segunda hélice; I, primera asa (secuencia
conservada); II, segunda asa; NT, N-terminal “truncada” (contiene el residuo
conservado Gly-9); S2 subsitio de papaina. (Avilés, 1993).

Existen estudios espectroscopicos de la union de la cistatina a la papaina y a
la actinidina, utilizando tanto las formas activas de estas proteasas como formas
inactivadas de las mismas, con diferentes grupos quimicos bloqueando el tiolato
del sitio catalitico. La afinidad de la cistatina hacia las proteasas disminuye con el
aumento del tamafio del grupo adicionado (Bjork y Ylinenjarvi, 1989).

El estudio de los complejos proteasa-inhibidor podria tener aplicacién en el
area farmacoldgica. Por ejemplo, se ha visto que es un requisito primordial para




algunas drogas terapéuticas que la actividad enzimatica de las proteasas esté
controlada para que estas drogas puedan cumplir con sus funciones curativas
(Yamamoto et al., 1992), por lo que es necesario el estudio y disefio de
inhibidores de proteasas de alta afinidad.

1.2 DESCRIPCION TERMODINAMICA DE LA ASOCIACION ENZIMA-
INHIBIDOR.

El proceso de asociacion enzima-inhibidor (E-I) puede describirse a través
de la siguiente ecuacion:

E+I&EI

_ L]
Ku—m (D)

donde Ku es la constante de unién (asociacion).

Los pardmetros asociados con este proceso, que permitirian dar una
descripcion termodinamica completa en funcion de la temperatura son: la entalpia
de unioén (AHu), el cambio en la capacidad calorifica debido a la union (ACp,u) y
la entropia de unidn (ASu) o la energia libre de unién (AGu).

Si se determina la constante de union (Ku) a una cierta temperatura, el valor
de AGu puede obtenerse mediante la relacion:

AGu=-RT In Ku (2)

Por otro lado, si se mide Ku a diferentes temperaturas es posible determinar
el valor de AHu. Para ello es necesario ajustar los datos experimentales (Ku, T)
mediante una regresion no lineal, a la ecuacion integrada de van’t Hoff:

In (Kw/Ku*) ={(AHu*~T*ACp,u) (1/T*~1/T)}/R + {ACpyu In (T/T*) /R} (3)

En esta ecuacién, T* representa una temperatura arbitraria de referencia, Ku* y
AHu* son la constante y la entalpia de union a la temperatura de referencia,

respectivamente. En esta ecuacién, ACp,u se supone constante en el intervalo
térmico analizado (ver Apéndice III).




Por otra parte, el valor del cambio de entropia se obtiene de la relacion:

B AHu - AGu
B T

ASu 4)

OBJETIVO

Determinar los Parametros Termodinamicos del Proceso de Asociacion del
complejo Actinidina-Cistatina.

La contribucion original de este trabajo fue la determinacion de los
parametros termodindmicos del proceso de asociacion enzima-inhibidor, AHu,
ASu y AGu para el sistema actinidina-cistatina y una posible interpretacion
molecular de la asociacion a partir de las contribuciones relativas de la entalpia y
entropia de union.




MATERIALES Y METODOS
2.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA ACTINIDINA

La actinidina fue purificada del fruto de kiwi (Actinidia chinensis), éste fue
obtenido de un supermercado local. El proceso de purificaciéon de la actinidina
comprendio las siguientes etapas (Tello Solis et al., 1995):

Homogeneizado del fruto de kiwi
e inhibicion de la enzima

g

Precipitacion de la enzima

con (NIi-L;)zSO‘;

Redisolucion y didlisis
2
Filtracion en gel del
extracto crudo
X
Dialisis y liofilizacion
de las fracciones
{
Purificacidn final
por cromatografia liquida
de alta resolucion
(intercambio-anionico)

Pruebas de homogeneidad
(Electroforesis)




La actinidina fue inactivada bloqueando su sitio activo (Cys-25) con
tetrationato de sodio para prevenir autohidrdlisis durante la purificacion (Tello
Solis et al., 1995). La pulpa de 1.0 kg de fruta fue homogeneizada en 0.50 1 de
regulador de fosfatos 0.10 M, pH 6.0 (conteniendo tetrationato de sodio 10 mM ).
La mezcla se centrifugd por 30 minutos a 6000 rpm (4°C) y la enzima fue
precipitada del sobrenadante con sulfato de amonio al 75% de saturacién durante
48 h a 4°C. Posteriormente se centrifugd para recuperar el precipitado utilizando
las mismas condiciones antes mencionadas. El precipitado fue resuspendido en
regulador de fosfatos 0.10 M, pH 6.0, y dializado contra agua desionizada por 72
h a 4°C. Después de la dialisis la disolucion fue almacenada a -10°C y usando el
extracto crudo para purificacion posterior. Treinta mililitros del extracto crudo
conteniendo aproximadamente 3 mg/ml de proteina, fueron inyectados a una
columna de filtracién en gel TSK-HWF-50 2.5 x 54 cm (equilibrada con el
regulador de fosfatos 0.10 M, pH 6.0). La elucion fue realizada con el mismo
regulador. A las fracciones colectadas se les hicieron pruebas de actividad
proteolitica después de reactivar con cisteina.

Las fracciones que presentaron actividad fueron liofilizadas y dializadas
contra regulador de acetatos 0.05 M, pH 4.5. La purificacién final fue hecha por
cromatografia liquida de alta resoluciéon de intercambio aniénico (HPLC).
Alicuotas de proteina de alrededor de 2 mg/ml fueron inyectadas en una columna
Bio-Gel DEAE 5 PW (Bio Rad, USA) (0.75 X 7.5 cm) instalada en un
cromatografo Varian 9000. Los componentes cromatograficos fueron eluidos de la
columna a una velocidad de flujo de 0.7 ml/min, empleando un gradiente lineal de
0 a 1.0 M de NaCl disuelto en el mismo regulador. Se obtuvieron cuatro formas
moleculares de actinidina, la ultima de ellas (A4) fue la mas abundante, la de
mayor actividad enzimdtica y fue la que se utilizd para los estudios de
caracterizacion.

Se usé cistatina comercial (aislada del huevo de pollo) de Sigma, Chemical
Co., sin ningun paso adicional de purificacion. El resto de los reactivos fue al
menos de grado analitico, excepto la caseina (Merck)

2.2 ENSAYO DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA.

La actividad proteolitica fue determinada a pH 5.6 por el método
modificado de Kunitz (Robinson, 1975), usando como sustrato caseina al 2%
(w/v) en regulador de fosfatos 0.10 M, pH 6.0. La enzima fue activada por la
adicion de 150 pl de cisteina 10 mM a 600 ul de solucién de enzima (0.2 mg/ml) e




incubada durante 1 min a 40°C. Un mililitro de sustrato fue incubado con esta
disolucidn por 10 minutos (40°C). La reaccion fue detenida por la adicion de 2 ml
de acido tricloroacético al 5% (w/v) y la proteina precipitada fue removida por
filtracién a través de papel filtro Whatman niimero 40. La absorbancia del filtrado
fue medida a 280 nm.

Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima
que produce un incremento de una unidad de absorbancia por minuto, bajo las
condiciones del ensayo.

La actividad especifica (Ag) se calculé mediante la relacién:

A = Adyg
£ C(mg/ mI)(10min)(0.6ml)

(5)

Donde:

AAsg es el cambio de absorbancia a 280 nm provocado por accién de la
enzima. Esta medicion se hizo por duplicado.

2.3 CONCENTRACION DE PROTEINAS

Durante las diferentes etapas de purificacion de la actinidina, la
concentracion de proteina fue estimada de la absorbancia a 280 nm usando un
coeficiente de absorbitividad especifico e '™ de 21.2 y una masa molecular de
23 500 Da (Bjork y Ylinenjarvi, 1990). En los estudios fluorométricos, se
determiné la cantidad de proteina por el mismo método, utilizando para la

cistatina un coeficiente de absorbitividad especifico £'*'*™ de 8.7 y una masa
molecular de 13 100 Da (Bjork y Ylinenjarvi, 1990).

2.4 ELECTROFORESIS

Se realizé6 en un equipo Phast System (Pharmacia LKB). A 20 pl de la
fraccion A4 de actinidina y a 20 pl de cistatina disueltas en regulador de Tris 10

mM, pH 8.0, se les adicionaron 16 pl de solucion digestora (B-mercaptoetanol con
SDS) y se calentaron en agua en ebullicion por 5 minutos. Las muestras tratadas




se corrieron en un gel al 20% de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.
Las bandas de proteina se tifieron con azul de Coomassie R-250

2.5 TITULACION FLUOROMETRICA

Se dializaron 2 ml de actinidina disuelta en regulador de acetatos 0.05 M,
pH 4.5, contra 500 ml de regulador de fosfatos 50 mM, pH 7.4 (conteniendo 0.1
mM de EDTA y 0.1 M de NaCl). Se hicieron dos cambios del regulador de
fosfatos cada 12 h. La dialisis se realizoé a 4°C con agitacidn suave y constante.
Después de la dialisis la solucién fue filtrada a través de una membrana con poros
de 0.45 um y se determind su concentracion espectrofotométricamente. A partir
de esta solucion se prepard la enzima a su concentracion de trabajo, que fue de 2.0
uM (0.047 mg/ml).

Se disolvid la cistatina en el mismo regulador, la concentracién final fue de
45.6 uM (0.597 mg/ml)

Se colocaron 2.5 ml de la disolucion de actinidina (2.0 uM) en la celda del
fluorometro, en agitacion constante. La temperatura del compartimento de
muestra estuvo regulada con un bafio de circulacidn de agua y se midid
directamente en la celda con un termopar. Después de esto se afiadio la cistatina
de acuerdo al programa mostrado en la Tabla 2. Para volumenes adicionados de
inhibidor menores o iguales a 20 pl y mayores o iguales a 27 pl, el tiempo para el
equilibrio térmico fue de 3 y 5 minutos, respectivamente. Las titulaciones se
realizaron a cuatro diferentes temperaturas (12, 25, 31 y 37°C). Estos estudios
fueron realizados en un espectrofluorémetro ISS modelo PC1, (Urbana, USA).
Las condiciones de ajuste del equipo fueron: la intensidad de la lampara se fijo en
18 A, la longitud de onda de excitacidn utilizada fue 280 nm con un ancho de
banda de 4 nm, la emision se detecté a 350 nm con un ancho de banda de 16 nm y
un tiempo de promediado de la fluorescencia de 3 minutos después de cada
adicion.




Tabla 2.
Programa de adicion de cistatina

9 112 275

Por otra parte, se realizé el mismo procedimiento anterior con la Unica
diferencia de que se sustituyo la disoluciéon de actinidina por regulador de fosfatos
(la concentracidn final de la cistatina en la celda fue 4.5 uM).

Se obtuvieron los espectros de las proteinas libres y del complejo,
corregidos por la fluorescencia del regulador.

Los datos de intensidad de fluorescencia de la actinidina fueron corregidos
por efecto de dilucidn, considerando el aumento de volumen provocado por la
adicion del ligando (del orden del 10% en el caso extremo). Los datos de
fluorescencia fueron expresados como: Y = (FTE + Fr1 — F ) / FTE, donde F1Ees la
fluorescencia de la actinidina libre, F11 la fluorescencia de la cistatina libre
(medida en la titulacion sin actinidina) y F la fluorescencia de la mezcla
actinidina-cistatina después de cada adicion de ligando (Bjork y Ylinenjarvi,
1990). A partir del cambio de esta variable (Y) en funcién de la concentracion de
cistatina se determiné la constante de disociacion para cada temperatura a través
de un ajuste no lineal a una ecuacidn de tres parametros (ec. 6, pag. 19) (Krause et
al., 1974 y Apéndice II). Los parametros que se dejaron libres durante el ajuste
fueron la constante de disociacion (b) y el valor al que tiende asintoticamente la
curva (a) (Ver Figura 7). El Unico parametro fijo fue la concentracion total de
sitios de unidn antes de la titulacion (c). Se usé el mismo convenio para cada una
de las temperaturas analizadas.
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El cambio en la energia libre de union (AGu) se calculd a partir del
reciproco del valor ajustado de la constante de disociacién (Ku= 1/Kd) utilizando
la ec. 2. El valor de AHu se obtuvo a partir del comportamiento de Ku en funcién
de la temperatura, de acuerdo con la ec. 3. Finalmente la entropia de unién (ASu)
se obtuvo a partir de los valores de AGu y AHu, de acuerdo con la ec. 4.

2.6 ANALISIS DE ESTRUCTURAS MOLECULARES

Las estructuras cristalograficas tanto de la actinidina como de la cistatina
libres ya han sido determinadas (Baker, 1980; Bode et al., 1988), sin embargo, la
del complejo actinidina-cistatina no ha sido reportada. Debido a que estabamos
interesados en determinar algunas caracteristicas geométricas de este complejo,
decidimos modelar su estructura utilizando como plantilla la estructura
cristalografica de otro complejo relacionado: papaina-estefina B (Stubbs et al.,
1990). Como se menciond en la introduccién, la papaina y la actinidina son
proteinas homdlogas y por otro lado, la cistatina y la estefina B también lo son;
esto nos permitié sobreponer los carbonos o de las proteasas y de los inhibidores
para generar una estructura de partida del complejo actinidina-cistatina.
Posteriormente esta estructura se sometio a una dinamica molecular en el vacio,
permitiendo que se movieran sélo los 4tomos de la interfase de unién de ambas
proteinas y todos los 4tomos situados a 9 A o menos de esta interfase.

Las coordenadas cristalograficas de la actinidina, la cistatina y del complejo
papaina-estefina B fueron tomadas del Protein Data Bank, los archivos utilizados
fueron 2act, 1cew y 1stf, respectivamente.

El modelado y el calculo de energia molecular fueron realizados usando el
programa BIOGRAF (Molecular Simulations, Inc.), utilizando el campo de fuerza
DREIDING II (Mayo et al., 1990), con una constante dieléctrica proporcional a la
distancia entre cargas para simular el efecto del disolvente y considerando
explicitamente a todos los 4tomos de hidrégeno unidos a nitrégeno y oxigeno. La
dinamica molecular se realizé simulando el equilibrio térmico del sistema con una
fuente de calor a 300 K, con un intervalo de tiempo entre etapas de un
femtosegundo (fs) y colectando las conformaciones moleculares cada picosegundo
(ps). La energia del sistema mostr6 convergencia después de 80 ps de simulacion.
La estructura final del modelo se obtuvo mediante la minimizacién de la
conformacién promedio de las estructuras de 84 a 122 ps. La simulacién consistio




de 300 etapas de minimizacién de energia hasta lograr fuerzas menores a 0.100
kcal/A y una dindmica molecular de 122 ps.

Las areas accesibles al disolvente (ASA) fueron calculadas con el programa
NACCESS (Hubbard y Thornton, 1993), usando un radio de prueba de 1.4 A, un
ancho de corte de 0.05 A y los radios de van der Waals estimados por Chothia
(Chothia, 1976), eliminando previamente los atomos de hidrégeno unidos a
nitréogeno y oxigeno utilizados en la dinamica molecular.

Los cambios en areas accesibles al disolvente (AASA) fueron estimados de
la diferencia entre las areas accesibles del complejo ligando-proteina y la suma de
las 4reas del ligando y la proteina libres. En todos los casos se utilizd el area
absoluta accesible al disolvente como parametro de analisis.

Dos clases de AASA fueron calculados. El cambio en el area no polar
(AASAap), a la cual contribuyeron los atomos de carbono y azufre y el cambio en
el area polar (AASApol) la cual fue obtenida del cambio en el area accesible al
disolvente de atomos de nitrégeno y oxigeno.
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RESULTADOS

La fraccién mas abundante (A4) de actinidina (Figura 2) que se obtuvo
después de la cromatografia de alta resolucion tuvo también la actividad
especifica mas alta (0.80 unidades / mg de enzima). Esta preparacion mostrd ser
homogénea por electroforesis en condiciones desnaturalizantes, observandose una
sola banda como se muestra en la Figura 3. Dado que se utilizaron no menos de
2.0 ng totales por carril en el gel y puesto que el limite de deteccion de proteina en
la tincién con Coomassie es de 20 ng, podemos afirmar que la muestra de
actinidina empleada tenia al menos un 99% de pureza.

La cistatina utilizada (Sigma, Chemical Co., nimero de catalogo C-8917)
mostré también ser homogénea al menos en un 99% al analizarla por
electroforesis en presencia de SDS (Figura 3).

0.40 ~
- 0.20
0.35 =
e =
0.30 - o3
S - 0.10 2
< =
3 ¥ 8 13 t 48344 ;3 2 [ 0.00

0 S5 10 15 20 25 30 35 40
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Figura 2. Purificacion de la actinidina por cromatografia liquida de alta

resolucion (intercambio anidnico). Cuatro formas activas fueron resueltas

(fracciones Al, A2, A3 y A4). La linea punteada representa el gradiente
salino.




Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS, de la
actinidina (fraccion A4) y la cistatina. Carriles 1, 3 y 5, fraccién A4 de
actinidina y carriles 2, 4 y 6, cistatina.

Los espectros de fluorescencia de la cistatina y de la actinidina muestran
una marcada diferencia en la intensidad maxima de fluorescencia, siendo cuatro
veces menor el de la cistatina que el de la actinidina, esta comparacion estd
tomada en base a la concentracion maxima de cistatina que estd presente en el
ultimo punto de la titulacién. Ademas el espectro de actinidina esta corregido por
efecto de dilucion (Figura 4). Las longitudes de onda de maxima emision (Amax)
de la actinidina y de la cistatina son 334 y 336 nm, respectivamente. En cambio, el
espectro de fluorescencia de una mezcla de actinidina-cistatina en una relacion
molar 1:2.25, tiene su Amax a 330 nm (Figura 4). Es decir, la formacion del
complejo origina un corrimiento al azul en la fluorescencia de la mezcla con
respecto a la combinacion de los espectros de los componentes libres, lo que hace
pensar que la polaridad alrededor de los fluoréforos en el complejo esta
disminuyendo.
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Figura 4. Espectros corregidos de fluorescencia. Los espectros fueron
obtenidos a pH 7.4, en la region de 300 a 400 nm, Aexc =280 nm, Aemi =350 nm
y a 25°C. La concentracion de actinidina fue de 2.0 uM y la de cistatina fue
4.5 uM. El regulador utilizado fue fosfatos 50 mM con 0.10 mM de EDTA y
0.10 M de NaCl. La mezcla actinidina-cistatina se encuentra en una relacion
molar final de inhibidor/enzima en todos los analisis de 2.25.

Para poder determinar fluorométricamente la constante de unidén del
complejo actinidina-cistatina necesitamos asumir que el cambio en la intensidad
de fluorescencia es proporcional a la concentracion de complejo formado. Por
ello, es requisito indispensable trabajar en un intervalo de concentraciones donde
la intensidad de fluorescencia es proporcional a la concentracion de ambas
proteinas. Para verificar que esta relacion fuese lineal en el intervalo de
concentraciones a trabajar, se hicieron curvas estandar para la actinidina y la
cistatina (Figura 5).

17




s _
= i
~ 124 actinidina /
.© -
S ] -
8 10 4 e
8 gl -~
s -
= 6 - /-/
() ]
O ] e L
o] 4 " cistatina
'8 i - n °
‘© 2 - . ./”/
C i - e
Qo vd .——.""./.
."é 0 - ﬂ—.——-."’
1 T 1 f 1 v 1 Ll { T 1 ' 1
0 10 20 30 40 50 60

concentracion (ug/ml)

Figura 5. Linealidad de la intensidad de fluorescencia vs concentracion.
Las condiciones fueron 25°C, pH 7.4, longitud de excitacion 280 nm y de
emision 350 nm. El factor de correlacion para ambas rectas fue 0.999.

Para seleccionar la longitud de onda dptima a la cual seguir el proceso de
asociacion, se determind la diferencia (AF) entre el espectro de emision calculado
como la suma de la intensidad de fluorescencia de las proteinas libres y el espectro
experimental de la mezcla actinidina-cistatina. La diferencia mas grande ocurre
alrededor de los 350 nm (Figura 6), por lo que las mediciones se hicieron a esta
longitud de onda. El valor de AF (apagamiento de la fluorescencia), representa el
cambio en la intensidad de fluorescencia debido a la interaccién de la actinidina y
la cistatina. Esta diferencia permite cuantificar la produccién de complejo a
diferentes concentraciones de ligando, de acuerdo con la ec. 6 (ver el Apéndice II
para la deduccion de esta ecuacion).
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Figura 6. Espectros de fluorescencia calculado, experimental y
diferencial para la mezcla actinidina-cistatina. Las condiciones
experimentales fueron las mismas de la Figura 4. FEI (calculado) = FTE +
Fmi y AF = FE1 (calculado) — FE1 (experimental).

La constante de asociacion del complejo actinidina-cistatina fue
determinada por titulacion de la enzima con el inhibidor, siguiendo los cambios en
la intensidad de la fluorescencia.

Una curva de titulacion fluorométrica tipica obtenida se muestra en la
Figura 7, esta curva se puede representar a través de una funcion que relaciona las
variables experimentales (intensidad de fluorescencia y concentracion total de
inhibidor) con la constante de disociacion (Kd) (ver Apéndice II):

Y=alo/2c(Io-X%x){(c(Io—x)/To)+x+b-
- ([(c (Io=x)/To) + x + b]* 44 ¢ x (To—x)/Io ) *} (6)
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Y= (Fre+Fm-F)/FrE
a= (FetFi-Fe1)/Fe

= Kud (constante de disociacion)

= concentracion total de sitios de union antes de la titulacion
Io= concentracion de inhibidor en la solucidn titulante

x= Ir (concentracion total de inhibidor)
8 B e e e e =
T T
- -
“M.
- -
P

T

Concentracién de inhibidor (mol/1)

Figura 7. Curva de titulacion. Parametros de ajuste para la ecuacidén no
lineal.

Utilizando el programa comercial Origin, se ajustd esta ecuacion no lineal a
cada uno de los conjuntos de datos (xi,Y;) correspondientes a las diferentes
isotermas de union que se presentan en la Figura 8.
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Figura 8. Titulaciones de actinidina con cistatina seguidas por mediciones
de fluorescencia a pH de 7.4, la longitud de onda de excitacion fue 280 nm
y la emision se detectd a 350 nm, a las diferentes temperaturas:

O)12°C W)25°C @®)31°C y 0)37°C

Las lineas representan las funciones ajustadas de acuerdo a la ec. 6.

Mediante estos ajustes se obtienen los valores de la constante de disociacidon
( Kd) con las cuales calculamos los valores de la constante de unién (Ku= 1/ Kd)
del complejo a cada temperatura, mismas que se reportan en la Tabla 3.
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Tabla 3.
Constantes de unién del complejo actinidina-cistatina.

T(®K) | Ku X 10° (M)
285 13.9
208 12.9
304 8.0
310 10.0

Es posible estimar el valor de ACpu a partir de datos estructurales de las
proteinas libres y del complejo, utilizando la siguiente relaciéon empirica (Freire,
1993):

ACp,u= ACp,ap AASAap + ACp,pol AASApol @)

donde pol y ap hacen referencia a las contribuciones polar y apolar,
respectivamente. A partir de datos de la transferencia de dipéptidos ciclicos del
estado solido a disoluciéon acuosa, ACp,ap y ACp,pol han sido estimados como
0.45+0.02 y -0.26 + 0.03 cal/mol K A?, respectivamente (Murphy y Gill, 1991).
Las magnitudes encontradas para estas constantes usando hidrocarburos liquidos
puros para modelar el nicleo de una proteina son un poco diferentes ; ACp,ap =
0.32 #+ 0.04 cal/mol K A’ y ACp,pol = -0.14 + 0.04 cal/mol K A? (Spolar et al.,
1992).

En la Tabla 4 se muestran valores de ACp ™ y ACp “PT™S parg

algunos complejos proteina-proteina obtenidos de la literatura, incluyendo el del
sistema de estudio de este trabajo.
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Tabla 4.
Valores de cambio en la capacidad calorifica calculados y experimentales
para sistemas proteina-proteina

Angiostesina -992.9 -7448  -253.1*  213.4°  240+20 1
[I/anticuerpo  57%  43%

Subtilising/  -985.0  -690.0 2638 2186 040425 3

inhibidor 59% 41%

Actinidina/  -770.6  -500.4 -216.7 -176.5 - 5
Cistatina 61% 39%

 Murphy y Gill (MG): estimacién basada de datos de transferencia de un dipéptido ciclico: ACp
=0.45 AASAap — 0.26 AASApol

® Spolar (SR): estimacién basada en datos de transferencia de hidrocarburos liquidos: ACp =
0.32 AASAap — 0.14 AASApol

*Referencias: (1) Murphy et al., 1993; (2) Burrow et al., 1994; (3) Takahashi y Fukada, 1985;

(4) Connelly y Thomson, 1992; (5) Este trabajo

Utilizando los valores de ACp,u calculados que se muestran en la Tabla 4
junto con los valores de Ku de la Tabla 3, determinamos el valor de la entalpia de
unién (AHu) del complejo ajustando los datos a la ec. 3. La temperatura de
referencia (T*) fue de 298 K. Se obtuvo el mismo valor de AHu con las dos
diferentes estimaciones de ACp,u (MG y SR). La Figura 9 muestra este ajuste.
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Figura 9. Regresion no lineal de la ecuacion de van’t Hoff .T* = 25°C,
Ku* =1.29x10° M y ACp,u = - 216.7 cal/mol K.

En la Tabla 5 se muestran los valores obtenidos de los parametros

termodindmicos de la asociacion actinidina-cistatina, a la temperatura de
referencia (25°C).

Tabla 5.
Parametros Termodinamicos
de la Asociacidn Actinidina-Cistatina a 25°C

Parametro keal/mol
AHu -3.6+2.0
AGu -83 0.6
TASu 47+2.6

El error en AHu se obtuvo del ajuste que da el programa Kaleida. El de AGu se obtuvo por
propagacion de errores usando la siguiente expresion 8AGu = | -RT] (6Kuw/Ku) y para TASu
utilizando la relacion 6TASu = 8AGu +3AHu.
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DISCUSION

La Cys-25 de la actinidina es indispensable para su actividad catalitica. Se
ha observado que la oxidacion del grupo -SH de esta cisteina produce la
inactivacion total de la enzima. Bjork y Ylinenjarvi (1990) mostraron que la
adicién de grupos quimicos al dtomo de azufre de esta cisteina, disminuye la
afinidad de la proteasa por la cistatina en funcion del volumen del grupo
adicionado, como se muestra en la Tabla 6. Al bloquear la enzima con
tetrationato, el valor que determinamos de K, a 25°C fue de 1.29 x 10° M, menor
al observado con la enzima carboximetilada.

Tabla 6.
Constantes de disociacién para complejos cistatina-actinidina inactivada.

Iodoacetamida

Tetrationato -SO;5 1.29 Este trabajo

‘Los analisis fueron hechos a
*Referencia : (a) Bjork y Ylinenjarvi, 1990

Entre los grupos adicionados -CH2-CONH2 y —-CH2-COQ'" a la actinidina se
observa que la Ku del segundo disminuye aproximadamente 5 veces respecto al
primero, y entre los grupos —CH2-COO" y -SO3" el valor de Ku del ultimo
disminuye aproximadamente 4.5 veces. Esto nos hace pensar que ademas del
tamafio del grupo adicionado también influye la presencia de carga neta en el
mismo, como sucede entre los dos primeros grupos. Por otro lado, entre los dos
segundos grupos el tamafio es aproximadamente el mismo y no hay diferencia de
carga. Sin embargo, la diferencia de electronegatividad entre algunos dtomos que
son diferentes en los dos segundos grupos (por ejemplo, S/C y O/C) posiblemente
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haga que la densidad de carga del -SO3" adquiera una geometria con maés
impedimento estérico para acomodarse en el sitio de contacto con la cistatina y asi
la afinidad disminuya mas que con el -CH2-COQO'.

La actinidina tiene seis residuos de triptofano (7, 26, 122, 178, 184 y 188),
de los cuales Trp-7, Trp-122 y Trp-184 estan expuestos al disolvente. Por otro
lado, la cistatina tiene s6lo al Trp-104, el cual se encuentra también en la
superficie de la molécula. Al formarse el complejo, se ocultan al disolvente los
fluor6foros Trp-184 de la actinidina y Trp-104 de la cistatina, constituyendo parte
de la interfase (resultado del modelado molecular). Este ocultamiento podria
explicar el corrimiento al azul observado en el espectro de emision del complejo
respecto a la suma de los espectros de las proteinas libres (Figura 6).

Como se puede observar en la Tabla 3, la constante de union (Ku) tiende a
disminuir con la temperatura, implicando que se trata de una reaccidén exotérmica.
El valor de AHu puede determinarse utilizando la ecuacion de van’t Hoff (ec. 3).
En dicha ecuacion aparece también ACp,u, como otro pardmetro a determinar; sin
embargo, en caso de disponer de las estructuras tanto de las proteinas libres como
del complejo, es posible hacer una estimacidon confiable de este parametro
utilizando su relacion empirica con el cambio en el area accesible al disolvente
(ec. 7). Si se comparan los valores calculados de ACpu con los medidos
experimentalmente para diversos complejos proteina-proteina (Tabla 4), se
aprecia que hay una buena concordancia entre ellos considerando las
incertidumbres en la medicion, esto nos permite tomar como una buena
aproximacion el valor de ACp,u que obtuvimos a partir del analisis de los datos
estructurales del complejo actinidina-cistatina modelado.

El cambio de entalpia observado se debe a dos contribuciones opuestas: la
formacion de nuevas interacciones entre enzima-inhibidor (van der Waals, puentes
de hidrogeno, etc.) y la desolvatacion de las areas polares y apolares de grupos
que interaccionan en el sitio de unidn (Freire, 1993). La entalpia de desolvatacion
(AHdes) representa un gasto energético (proceso endotérmico) mientras que la
entalpia de interaccidon (AHer) es una contribucion energética favorable (proceso
exotérmico).
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Netinidina

Figura 10. Esquema de la estructura tridimensional del complejo actinidina-
cistatina. La enzima se encuentra en el lado izquierdo y el inhibidor del lado
derecho. Los listones rojos representan hélices o, los listones amarillos
hojas B y las lineas azules giros B. En café se muestra la cisteina catalitica
de la enzima (CYS25P), en negro los triptofanos de la actinidina en la

interfase (TRP188P y TRP184P) y en verde el triptofano de la cistatina en la
interfase (TRP104I).
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Garcia y Hernandez (1999) propusieron la siguiente expresion empirica
para estimar el valor de AHu a partir de los cambios en las areas accesibles al
disolvente:

AHu =194 AASApol —-7.0 AASAap (8)

Para nuestro complejo actinidina-cistatina, AHu fue de — 4.3 kcal/mol, el
cual se evaliio usando los valores de AASA mostrados en la Tabla 4.

El primer término de la expresion de AHu antes mencionada se podria
considerar como la suma de AHdespot y AHEIpol , €s decir, contiene el efecto neto
provocado por la desolvatacion de los grupos polares que forman la superficie de
contacto del complejo y por las nuevas interacciones establecidas entre dichos
grupos polares. El segundo término representa analogamente, la contribucion de
los grupos no polares.

En nuestro caso AHu es negativo (-4.3 kcal/mol), lo que implica que el
efecto neto por parte de los grupos polares fue exotérmico (AHdes,pot + AHELpol = -
9.7 kcal/mol) y de mayor peso que el de la parte apolar (AHdesap + AHELap = 5.4
kcal/mol).

La Tabla 7 compara los parametros termodinamicos obtenidos para la
asociacion del complejo actinidina-cistatina con los reportados para otros
complejos. En primer lugar, el valor de AGu cae dentro del intervalo observado
para otros sistemas proteasa-inhibidor. En cuanto al origen de una interaccion
proteina-proteina favorable, estos datos muestran que la estabilidad del complejo
formado se basa en una entropia de unién favorable en todos los casos, con una
entalpia de unién endotérmica en algunos sistemas y favorable (exotérmica) en
otros. En nuestro caso ambas contribuciones son favorables, si bien la entropica es
ligeramente mayor (57 %).
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Tabla 7.
Parametros Termodinamicos de Asociaciones Proteasa-Inhibidor a 25°C

Sistema AH (kcal/mol) TAS (kcal/mol) AG (kcal/mol)

Tripsina/ inhibidor de 8.6 20.9 -12.3
semilla de soya*
o.-quimo tripsina/ inhibidor 4.5 11.6 -7.1
de subtilisina*
Subtilisina/ inhibidor de -4.7 9.1 -13.8
subtilisina*
Actinidina/ Cistatina -3.6 4.7 -8.3

*Referencia: Hibbits ef al., 1994.

El cambio de entropia de unién puede ser expresado como la suma de
cuatro contribuciones (Garcia y Hernandez, 1999):

ASu = ASpoI + ASap + ASconf + ASt-rot (9)

Los dos primeros términos del lado derecho de la ec. 9 se refieren al cambio
de entropia debido a la desolvatacion de area polar y apolar que se ocultan en la
interfase del complejo. ASconf se origina de enlaces rotables que quedan
congelados como consecuencia de la union, pero que poseen libre rotacion tanto
en la proteina como en el ligando. Por ltimo, AStrot €s la contribucion entrépica
debido a la disminucion en los grados de libertad por la reduccion en el numero de
especies en disolucion, resultado de la formacion del complejo.

Es interesante comparar las entropias de unioén experimental con aquellas
calculadas por la evaluacion de cada uno de los términos que aparecen en la ec. 9.
Para este proposito, nosotros empleamos una aproximacion usada en estudios de
plegamiento de proteinas para estimar la entropia de desolvatacion (D’Aquino et
al., 1996):

ASpor=-0.26 AASApol In(T/335.15) (10)
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ASap = 0.45 AASAap In(T/385.15) (11)
Ambeas entropias estan en cal/mol K.

Un gran nuimero de autores como Searle (Searle er al., 1992), Amzel
(1997), Finkelstein y Janin (1989), entre otros, han calculado el valor de AStrot. En
funcién de sus datos reportados, es razonable esperar que el valor de dicho
término podria ir de -10 a -25 cal/mol K.

Por otro lado, Doig y Sternberg (1995) dieron un valor promedio para el
cambio de entropia conformacional (ASconf), que resulta de la restriccion del
nimero de rotameros de la cadena lateral para cada tipo de aminoacido. La
pérdida de entropia por enlace rotable es 1.53 cal/mol K en promedio.

Usando el valor de ASu de la Tabla 5, calculando ASpol y ASap a 25°C con
los datos de la Tabla 4 y las ecs. 10 y 11, considerando un valor para ASt-rot de —10
cal/mol K y utilizando la ec. 9 podemos determinar ASconf .

Los valores de cada una de las contribuciones al cambio de entropia

de unién (ASu) se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8
Contribuciones entrépicas al ASua 25°C
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Ahora, ASconf =(numero de enlaces congelados) (- 1.53 cal/mol K).
Entonces, el numero de enlaces congelados durante la union seria
aproximadamente igual a treinta y uno.

Los dos ultimos términos (ASconf + AStrot ) de la ec. 9 son negativos ya que
hay una pérdida de grados de libertad al formarse el complejo: disminuye el
numero de particulas y la movilidad de cadenas laterales en la interfase del
complejo.

La suma de los dos primeros términos (ASpat + ASap ) de la misma
expresion, debidos a la desolvatacidn, es positiva. Esto es debido a la eliminacion
de varias moléculas de agua ordenadas en el sitio de unién. Los contactos
intermoleculares cercanos requieren de la deshidratacion, al menos parcial, de las
superficies interactuantes. La ganancia entrdpica de la transferencia de agua
solvatante hacia el disolvente externo es una fuente de energia libre de unién.

Por otra parte, en la formacidn del complejo actinidina-cistatina se oculta
mas area apolar (61%) que polar (39%) (ver Tabla 4). Esto, aunado a que la
contribucion entrdpica por la deshidratacion de area apolar (ASap) del sitio de
union es la mas importante a la constante de unién (ver Tabla 8), nos lleva a
proponer que el efecto hidrofébico juega el papel primordial en la estabilidad de
este complejo.
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CONCLUSIONES

. El hecho de que el sitio catalitico de la enzima se bloquee con tetrationato,
hace que la constante de afinidad (Ku) por la cistatina disminuya alrededor de 150
veces con respecto a la de la actinidina activa. Esto concuerda con que el sitio
activo forme parte de la interfase del complejo.

o El efecto hidrofébico es probablemente la fuente de estabilidad m4s
importante del complejo actinidina-cistatina, a juzgar por la gran contribucién
entrépica a la energfa libre de unién y la proporcién mayoritaria de 4rea no polar
(61%) que se oculta del disolvente.

PERSPECTIVAS

Hacer experimentos de calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) nos
permitiria medir directamente el valor de AHu y al hacerlo a diferentes
temperaturas podriamos determinar el valor de ACp,u.

Realizar experimentos de ITC a diferente valores de pH para ver si existen

cadenas laterales que cambien su grado de protonacidén al formarse €l complejo y
analizar como se afecta la afinidad entre la enzima y su inhibidor.
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APENDICE I

FLUORESCENCIA

El término de fotoluminiscencia se aplica al fendmeno de reemision de luz
previamente absorbida desde estados electronicamente excitados. Los procesos de
fotoluminiscencia conocidos son la fluorescencia y la fosforescencia (Lakowicz,
1986).

El proceso de absorcion esté relacionado con la excitacion de una molécula
de su estado electronico basal a un nivel de energia mas alto. En muchas
instancias, la energia absorbida es cedida como calor al medio ambiente cuando
las moléculas regresan al estado basal. Sin embargo, en algunos casos la re-
radiacion (emisidn) ocurre. El proceso en el cual ocurre esta emisidon de un estado
singulete excitado al basal es llamado fluorescencia. El exceso de energia
vibracional en el primer estado excitado es rapidamente transferida al medio
ambiente, como calor. Este proceso se denomina conversion interna.

La fosforescencia es la emisiéon de luz que resulta de la transicidon entre
estados de diferente multiplicidad, generalmente de un estado triplete excitado a
un estado singulete basal.

La Figura I.1 resume los procesos antes mencionados con valores tipicos de

sus constantes de velocidad. Las lineas onduladas indican caminos no radiantes,
que son frecuentemente términos de conversion interna. '

33




Conversion Interna Cruzamiento del Triplete

Singulete Intersistema 1°estado excitado
1" estado
excitado
_ AAAAAAA
\2 ¥ (10°s™)
0 z
’ .
, Fosforescencia
Absorciéon  Fluorescencia /
1=10ns /  1=107-10%s
/
. /
Singulete / T
estado / T
basal ¥

™

Figura I.1. Algunos caminos de relajacion para el estado excitado.

El tiempo de vida media de la molécula en el estado excitado depende de la
competicion entre la emision y algin proceso no radiante tal como la transferencia
de la energia de excitacion al medio ambiente. Este proceso provee un
mecanismo alternativo a la molécula excitada para regresar al estado basal y su
presencia da como resultado una disminucion o un apagamiento (quenching) de la
intensidad de la fluorescencia.

Frecuentemente es posible medir la fluorescencia a concentraciones en el
orden de 10® M, que es dos ordenes de magnitud menor que aquellas
generalmente usadas para medidas de absorcion.

Muchos de los usos de la fluorescencia son muy similares a los empleados
en las aplicaciones de absorcion UV-visible por ejemplo, mediciones de unién
(asociacion), monitoreo de cambios conformacionales en proteinas o seguimiento
de una reaccion.
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Ademas, la fluorescencia es una técnica poderosa particularmente porque
hay muchas reacciones, rearreglos del disolvente y procesos de movimiento
molecular que tienen lugar en la misma escala de tiempo que el tiempo de vida
media del estado excitado. La sensibilidad resultante de la fluorescencia en esta
escala de tiempo y en este medio ambiente es la base de muchas de sus
aplicaciones en la bioquimica.

ESPECTROS DE EXCITACION Y DE EMISION

La dependencia de la intensidad de la fluorescencia a una determinada
longitud de onda de emisién, respecto de la longitud de onda de la luz de
excitacion es referida como el espectro de excitacion. Por el contrario, el espectro
de emision describe la variacion de la intensidad de la fluorescencia con la
longitud de onda de la luz emitida excitando a una determinada longitud de onda.
La posicion del méximo en el espectro de emisién (Amax) es sensible a la
polaridad del medio ambiente y a la movilidad del fluor6foro.

La fluorescencia usualmente ocurre a una longitud de onda mas grande que
la de la luz incidente porque la energia de la radiacion electromagnética emitida
es diferente de la absorbida por una cantidad equivalente a la energia vibracional
perdida en el medio ambiente. La fluorescencia se origina en moléculas en el
nivel vibracional mas bajo del estado excitado, la forma del espectro es
independiente de la longitud de onda de la luz de excitacion. Sin embargo, la
intensidad de la fluorescencia en el espectro si depende de la longitud de onda de
la luz de excitacion.

En la Figura 1.2se muestra el diagrama de un espectrofluorometro. Este
consiste de una fuente con una lampara de luz ultravioleta-visible, un
monocromador de excitacion situado entre la fuente y la celda de muestra, un
monocromador de emision colocado entre la muestra y el fotomultiplicador
(orientado a 90° del haz de excitacion) y por ultimo un registrador. Los
monocromadores tienen una rejilla de cierto ancho que se utiliza para seleccionar
un intervalo dado de longitudes de onda, estas rejillas se pueden cambiar y
escoger asi el ancho de banda deseado en la excitacion y en la emision.
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Fotémetro Registrador

Tubo fotomultiplicador

Figura [.2. Representacion esquematica de un espectrofluorometro
(Willard et al., 1992)

RENDIMIENTO CUANTICO, EFICIENCIA DE LA FLUORESCENCIA, INTENSIDAD DE
LA FLUORESCENCIA.

Hay otros procesos que pueden competir con la fluorescencia para la
despoblacion del estado excitado. Este proceso de competicion causa una
disminucién mas rdpida del nimero de moléculas excitadas, suponiendo que la
fluorescencia fuera considerada el Gnico proceso por el cual las moléculas pueden
regresar al estado basal.

La fraccidn de moléculas excitadas que llegan a desexcitarse por
fluorescencia se denomina rendimiento cuantico (®f) (o la eficiencia de la
fluorescencia) y esta dada por la ecuacion:

@, =~ ALl

1= tiempo de relajacion de todos los procesos en competencia
¢ = tiempo de relajacion del proceso de fluorescencia
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1 1
TRk AL2
1
T, = k—r- Al3

kp- constante de velocidad de la emisidn por fluorescencia.
k= constante de velocidad total para la despoblacién del
estado excitado.

El rendimiento cuantico es sensible al medio ambiente inmediato del
fluoréforo y también a los procesos de apagamiento especifico. Cambios en el
rendimiento cuantico son acompafiados por cambios en la intensidad de la
fluorescencia.

PROCESOS DE APAGAMIENTO ESPECIFICO (QUENCHING)

Hay dos tipos de apagamiento frecuentemente estudiados en sistemas
bioldgicos. El primero es resultado de un proceso no radiante de intervalo largo
(distancia de ~5 nm), llamado transferencia de energia de resonancia de un
cromoforo a otro. El andlisis de este apagamiento permite medir la distancia entre
los croméforos (los cuales no necesariamente deben encontrarse en la misma
molécula). El segundo tipo de apagamiento se origina en procesos de colision.

El apagamiento de la fluorescencia requiere una colisiéon bimolecular entre
el apagador y el fluoréforo. El analisis de este apagamiento permite obtener
informacion sobre la dinamica del proceso de colision . Los procesos de colision
también han sido usados cualitativamente para probar la “accesibilidad” de un
fluoréforo (en una macromolécula) al apagador (quencher).

FLUOROFOROS NATURALES.

Los fluoréforos utilizados en bioquimica pueden ser clasificados en
fluoréforos naturales e indicadores fluorescentes (fluoréforos extrinsecos).

Los fluor6foros naturales incluyen a los aminoacidos aromaticos, las

flavinas, la vitamina A, la clorofila y el NADH. Los &cidos nucleicos no tienen
apreciable fluorescencia con la excepcion de la base Y en t-RNA. Propiedades de
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los fluoréforos tipicos de proteinas son mostradas en la Tabla. La fluorescencia
observada en proteinas generalmente se origina en residuos de triptofano.

Tabla.
Fluor6foros naturales presentes en proteinas

Amix  Emix X107 Aps  ®p T Emu®r x 107
(nm)  (cm®mol™) (nm) (ms)  (cm®mol™)

Tyr 274 1.4 303 010 3.6 1.40

La intensidad de la fluorescencia esta dada por (Campbell y Dwek, 1984):
Fr.=1,(23¢&cl)®Z AlL4

Fl oC €y
Donde:
7~ factor instrumental
e= coeficiente de extincion (I mol™ cm™)
c= concentracion (mol/l)
1 = longitud de la celda (cm)
I,= intensidad de la luz de excitacion
®r= rendimiento cuantico

La fluorescencia es muy sensible al medio ambiente, los pardmetros que
pueden ser afectados son : Ans, Pp, Tr. Algunos ejemplos de esto son dados a
continuacion.

EFECTOS DEL MEDIO AMBIENTE SOBRE Amsx

En general, una molécula en el primer estado electrénico excitado tendra
una distribucion de carga diferente de aquella en el estado basal. Pueden ocurrir
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interacciones del croméforo con las moléculas de disolvente de los alrededores
antes de la emision. Estas interacciones alteran la energia del estado excitado y
también la frecuencia de la emision fluorescente.

Esta sensibilidad de la fluorescencia al medio ambiente puede ser usada
para estimar la polaridad del mismo. En general, el estado excitado sera mas polar
que el estado basal y las moléculas excitadas tenderan a interactuar con el
disolvente acuoso polar, rearreglando los dipolos del solvente. Este alineamiento
decrece la energia del estado excitado y causa en el espectro de emisidén un
corrimiento hacia el rojo.

EFECTOS DEL MEDIO AMBIENTE SOBRE LA INTENSIDAD DE LA
FLUORESCENCIA.

El medio ambiente inmediato de un fluor6foro puede modificar su
fluorescencia. Un gran nimero de aplicaciones de la fluorescencia en bioquimica
simplemente involucran el monitoreo en la intensidad de la fluorescencia de un
fluoréforo intrinseco o extrinseco.

En general, la intensidad de la fluorescencia se incrementa cuando la
polaridad del disolvente decrece. Un mecanismo postulado para esto es que la
velocidad de cruce del intersistema (hay transferencia a diferentes estados
excitados) es reducido en disolventes no polares. Por el contrario, en el estado
excitado se incrementa la probabilidad de la fluorescencia y por lo tanto la
intensidad de la fluorescencia.
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APENDICE II

Determinacion fluorométrica de una constante de asociacion
proteina-ligando

A continuacién se presenta la deduccién de la ecuacién que relaciona los
valores de intensidad de fluorescencia y concentracion de ligando en una
titulacién de proteina, con su constante de union.

E+1<& EI

_ BN
Ku= AIL1

El siguiente desarrollo es vélido para sistemas donde la intensidad de
fluorescencia tanto del ligando como de la proteina son importantes a la longitud
de onda de emisién analizada, como podria ser el caso en complejos proteina-
proteina. La notacién se particulariza para un sistema Enzima (E) — Inhibidor (I).

La fluorescencia experimental observada esta dada por:

F = FE [E] + F1 [I] + FEI [E]] AllL2
Donde: FE, FI y FEI son las fluorescencias por unidad de concentracién de la

enzima, el inhibidor y el complejo, respectivamente.

Las concentraciones totales de enzima e inhibidor estdn dadas por:

[ET] = [E] + [EI] e [IT]=[(I]+ [EI] AIlL3
Entonces:
F = FE ([ET] - [EI] ) + FI ({IT] - [EI]) + FEI [EI]
o} F = FE [ET] + FI [IT] + (FEI — FE — FI) [EI] All.4
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Sea la fluorescencia de la enzima y el inhibidor:

FTE=FE [ET] y FTI=FI[IT] AILS
Ahora:

F — Fte — F11 = (FE1 — FE — FI) [EI] All6

[EI] = (F — FTE — FTI) / (FEI - FE — FI) = (FTE +FTI — F) /(FE +FI — FEI)
AIL7

Si a la expresion anterior la multiplicamos y dividimos por 1 / FTE que es
igual 1/ FE [ET], obtenemos la siguiente expresion:

[EI] =[ET] {(FTE + FTI — F) / FTE} / (FE + F1 — FEI) / FE AIL8
Sean:
Y= (FTE+FTI-F)/FTE y a=(FE+FI-FEI)/FE AIL9
[EI]={[ET] Y} /a AllL10
La constante de disociacion del proceso es:

Ka= [E][1]/ [E]] = [I]=(Kd [EI])/ [E] = (Kd [EI] ) /([ET]- [EI])
All.11

Rearreglando
[I1=Kd/{[ET]/[EI]} -1 All.12

De (AIL10) [ET)/[El]= &/Y = [I]=Kd /{a/Y} - | =Kd/{(a— Y)Y}
AILI3

S M=K dY)/(a-Y) AIL14
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Sean:
Kd=b y [ET]=¢
Sustituyendo en (AIL.10) y (All.14) :
[Ell=c’Y/a y [[]=bY/(a-Y) AIL15
Sea: x=[EI]+ [I]; laconcentracion total de inhibidor

Entonces :
x={c’Y/a}+{b¥Y/(a-Y)} All.16

Realizando el algebra
x—{c’Y/a}=b¥Y/(a-Y)
(ax—c’Y)(a—-Y)=abyY
a*x—ac’Y-axY+c'Y>=aby
Y -aY(c+x+b)+a’x=0 _ AlL.17
Por lo tanto:
Y=a/2 {c’+x+b-[(c’+x+b)’—4c’x] "} AIL18
Debido a que la concentracion total de enzima (c’) en realidad se modifica
tras cada adicion de inhibidor, y lo que se conserva durante toda la titulacion es el

numero de moles de enzima, es necesario hacer la siguiente sustitucion:
¢’ =c (Io —x)/Io AlL.19

Donde:

¢ = concentracion inicial de'enzima en la celda fluorométrica.
Io= concentracion de inhibidor en la solucidn titulante.
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Sustitutyendo AIL.19 en AIIL.18:

Y =alo/2c(lo-x) { [c (o x)/Io] +x+ b -
- [ ([c (Io =x)/To] + x + b)* — 4cx (Io —x)/To] * }
AIL20

A través de esta ecuacién se pueden determinar simultaneamente la Kd (b),
la concentracion inicial de sitios de union (c) y la constante de apagamiento Ca (a
=1 — Ca). lo es una constante de valor conocido para cada titulacion.
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APENDICE 111

Deduccion de la ecuacidn integrada de van't Hoff

Partiendo de la ecuacion de Gibbs-Helmholtz (Atkins, 1986):

(aG/Ty/ 6T)p= -H/ T AIIL1

se sigue que para un proceso dado en equilibrio:

(8(AG/T)/ 0T )p= - AH/ T2 AlIL2
Dado que AG=-RTInK AllIL3
Entonces AG/T=-RInK | AllL4

Sustituyendo AIIl.4 en AIIL.2:
(6InK/8T)p= AH/RT? AIIL5

de manera que a presion constante:

dIn K =(AH/RT? )dT AlIlL6
Utilizando la ley de Kirchhoff (Atkins, 1986):

AH (T) = AH (T*) + I ACp(T) dT AIIL7

y considerando que el ACp permanece constante en el intervalo de
temperaturas de trabajo:
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AH (T) = AH (T*) + ACp(T —T*) AIIL.8
Podemos reescribir la Ec. AII1.6 como:
d In K = {AH* + ACp(T — T*) / RT? }dT AIIL9

Integrando la ecuacion anterior desde la temperatura de referencia (T*)
hasta una temperatura T dada:

fdinK = [ (AH* /RT?} dT + [[ACP/R] {(T = T*)/ T%} dT AIIL10

In (Kw/Ku*) = (AHu*/R) [1/T* - 1/T] + ACp/R I(I/T —T*/T%) dT Alll.11
In(Kw/Ku*)=(AHu*/R) [1/T* — I/TIHACp/R{In(T/T*)+ (T*/T)— 1} AllIL.12

In(Kw/Ku*) = (AHu*/R)[1/T*~1/T] + ACy/RIn(T/T*)+{T*AC/R}(1/T-1/T*)
AIIL13

Finalmente:

In(Ku / Ku*) ={(AHu* — T* ACp) [1/ T* — 1/ T]}/ R + {ACy In(T / T*) / R}
AIIL14
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