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RESUMEN

El estudio de las interacciones no-covalentes de proteinas con macromoléculas es de
gran importancia, para el conocimiento y analisis, por ejemplo, de como las enzimas
se unen a un sustrato. En este trabajo, se determiné fluorométricamente el tipo de
interacciones no-covalentes presentes en el complejo de la base libre de
tetrasulfoftalocianina con Lisozima. La base libre de tetrasulfoftalocianina se
sintetiz6 y caracteriz6 por UV-vis, observandose la formacién de un monémero. Se
propone una estequiometria de asociacion de la base libre de tetrasulfoftalocianina-
-Lisozima 1:1. A partir de este modelo se calcul6 la constante de unién y el cambio en
la energia libre de Gibbs de unién (AGu) a 25, 35 y 42.5 9C, ademas, se determinaron
los parametros termodindamicos AHu y ASu a partir de estos resultados, se establece
que las principales interacciones no-covalentes en la asociacién, son debidas a
puentes de Hidrégeno.

ABSTRACT

The study of non-covalent interactions between proteins and macromolecules is of
major importance for the understanding and analysis, for example, as enzymes are
bind to a substrate. In this work, we determined the thermodynamic parameters of
the binding process (Ku, AGu, AHy, and ASu) of the interactions present in the complex
free-base tetrasulphophthalocyanine-Lysozyme, using fluorimetric titrations at
different temperatures (25, 35 and 42.5 °C). The values of AHuy and ASy obtained
implies that non-covalent interactions present in the complex
tetrasulphophthalocyanine-Lysozyme are mainly electrostatic contacts and
Hydrogen bonds.
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Introduccion

El estudio de las interacciones no-covalentes de
proteinas con macromoléculas es de gran importancia,
para el conocimiento y andlisis, por ejemplo, de cémo las
enzimas se unen a un sustrato o a un inhibidor o como
proteinas transportadoras, tales como, la hemoglobina o
las proteinas de almacenamiento como la mioglobina, se
unen al Oxigeno (Olsson et al., 2008). Asi mismo, muchas
proteinas que actian como reguladores lo hacen
uniéndose a iones hidronio (Hs0*). De hecho, la mayoria
de las funciones bioldgicas involucran la interaccion de
pequenas moléculas, que fungen como metabolitos,
reguladores y sitios de sefialamiento para llevar a cabo
una diversidad de procesos celulares. Uno de los aspectos
clave de tales interacciones es la relacion entre
estructura molecular y la termodinamica de la unién
(Homans, 2007).

La termodindmica quimica nos permite predecir la
direccién espontanea de una reacciéon quimica, y
determinar las fuerzas involucradas que gobiernan dicha
interaccidon. Generalmente, las moléculas pequeiias se
unen a macromoléculas a través de cuatro modos de
union: enlaces puente de Hidrégeno, fuerzas de van der
Waals, interacciones electrostaticas e hidrofdbicas
(Murphy, 1999).

La afinidad entre especies es cuantificada a través de la
constante de unién Ku (Freire, 2008), la cual refleja los
efectos de las interacciones no-covalentes entre
proteina-ligando y puede describirse mediante la
siguiente ecuaciéon: P + L = PL

Ku = [_ [1]

Donde [P] es la concentraciéon molar de proteina en el
equilibrio, [L] es la concentracién molar de ligando
equilibrio, [PL] esla concentracién molar del complejo en
el equilibrio y Ku la constante de unién a la temperatura
T. La afinidad también puede ser cuantificada a través de
la energia libre de unién, AGy, la cual esta relacionada con
la constante de unidn a través de la relacion:

AG, = -RTInK, = AH,-TS, [2]

Donde AGu es la energia libre de Gibbs de unién, R la
constante universal de los gases, T es la temperatura
absoluta, AHu es el cambio de entalpia de unién y ASu es
el cambio de entropia de unién. Una energia libre de
unién negativa indica una interaccién favorable entre el
ligando y la proteina, sin embargo, depende de dos
condiciones ambientales tales como la temperatura y el
pH. AGu es la suma de dos términos diferentes, uno
entalpico, AHu y uno entrépico, ASy, los cuales dan

informacion sobre la naturaleza de las interacciones
involucradas, y por lo tanto, para lograr una alta afinidad
es necesario que ambos términos contribuyan de manera
favorable a la energética de unién (Freire, 2008; Horn et
al, 2002). La entalpia esta relacionada a la naturaleza de
las interacciones no covalentes; como Interacciones de
van der Waals, interacciones de origen electrostatico y
puentes de Hidrdégeno, la entropia de wunién es
dependiente en primera instancia del efecto hidrofébico
e inherente a interacciones segregativas, por ejemplo,
cambios en la configuracion y la solvatacion de grupos
hidrofilicos/lipofilcos hacia la formacion de complejos
(Olsson et al., 2008). Estas interacciones contribuyen de
manera diferente al AHu y ASu es decir, poseen diferentes
“firmas termodindmicas” (Freire, 2008; Horn, 2002).

Ross y Subramanian (1981), han resumido la natura 2.-
AH <0, AS <0, corresponde a contactos de van der Waals,
formacion de puentes de Hidrégeno

3- AH < 0, AS > 0, corresponde a interacciones
idnicas/electrostaticas.

Para confirmar cual es la naturaleza de las interacciones
o fuerzas que actiian, se determinan los valores del
cambio de entalpia AHu y el cambio de entropia ASu de
reaccion. El AHu puede ser calculado de dos maneras;
directamente wusando calorimetria de titulacién
isotérmica o indirectamente midiendo la dependencia de
la temperatura sobre la constante de unién (Samari et al,,
2012) trabajando dentro de un intervalo de
temperaturas en el que no se degraden las proteinas,
mediante la ecuacién de van’t Hoff:

Sy | ASy [3]

Ky ==37+3

En donde Ku es la constante de unién a la temperatura T,
y R es la constante universal de los gases. Los valores de
AHu y ASu se calculan a partir de la pendiente y la
ordenada al origen de la representacidn grafica del In Ku
frente a 1/T, respectivamente, con lo que podemos
obtener el AGy, por medio de la ecuacion [2].

Por otro lado, las ftalocianinas (Pcs) son ligantes
aromaticos tetradentados de estructura plana con 18
electrones m deslocalizados, en el que existen tres tipos
de atomos de Nitrégeno; los Nitrégenos pirrélicos (N1),
los Nitrdgenos aza centrales (Nz2) y los Nitrégenos aza
puente (Ns), siendo los Nitrégenos centrales y los
externos, energéticamente muy diferentes en las base
libre de ftalocianinas, pero muy similares en las
metaloftalocianina (Garcia-Sanchez et al, 2003).
Recientemente, se han propuesto como bloques de
construcciéon molecular para su arreglo en materiales
moleculares y aparatos nanotecnolégicos (Garcia et al,,
2003). La estructura de las ftalocianinas es similar a las
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de las porfirinas y compuestos naturales de la misma
familia, pero su mayor absorcién en la zona del espectro
visible ocurre alrededor de los 680 nm, que es casi del
doble de la longitud de onda a la que las porfirinas
presentan su absorcién principal en dicha region. Esta
caracteristica permite proponer a la Pcs como modelos
en sustitucién de la porfirinas en la terapia fotodinamica
(Garcia et al., 2003).

La Lisozima de huevo de gallina es una enzima
compuesta de una sola cadena de 129 residuos de
aminodcidos, entrecruzada por cuatro puentes disulfuro
(van der Berg et al.,, 1999) y formando dos dominios o
l6bulos: el dominio « con los residuos (1- 40 y 90-129) y
el dominio 8 (41-89), unidos por una larga a-hélice
donde se encuentra el sitio activo (en este sitio se
encuentran dos aminoacidos que son necesarios para
que ocurra la catdlisis que son (Glu 35 y Asp 52)
(Matthyssensg et al., 1974; Davies et al., 1969).

La Lisozima al ser una enzima pequefia y estable se ha
usado como modelo de investigacidn, sobre la estructura
y funciéon de las proteinas. La Lisozima tiene muchas
funciones fisioldgicas, por ejemplo, la de transporte de
moléculas, cuya efectividad depende de la unién enzima-
ligando (Li y Li, 2011). Entre los diversos estudios se
encuentran un gran nimero de reportes que describen la
union de la Lisozima a lipidos (Gorbenko et al., 2007),
también se han reportado estudios sobre la acci6n
antiviral contra ciertos virus, como un potencial
antibiotico, en estudios de actividad antiinflamatoria y
como antihistaminico, en activacion directa de células
inmunes y accién antitumoral. Sin embargo, hoy en dia es
muy poca la informacién que hay sobre la interaccion de
la Lisozima con ftalocianinas o porfirinas.

En este trabajo se estudi6 la interaccién y formacién de
un complejo entre Lisozima y una base libre de
tetrasulfoftalocianina, a través de la caracterizacion
energética de dicha unién a diferentes temperaturas. Por
espectroscopia de emisién de fluorescencia, se
determiné la constante de equilibrio de unién del
complejo, Ku, y se obtuvieron los pardmetros
termodinamicos de la asociacién o unién: AGy, AHu y ASu.
Se estableci6 que la interacciéon base libre de
tratrafenilftalocianina-Lisozima cumple con una
estequiometria 1:1 y que las interacciones no-covalentes
principales en la asociacién son puentes de Hidrégeno.

Metodologia
Base libre de tetrasulfoftalocianina, H2TSPc

La sintesis, purificacion y caracterizacién de H2TSPc, se
llevo a cabo por el método reportado por Garcia (1993).

La H2TSPc fue disuelta en un amortiguador de fosfatos 5
mM, pH 7.

Lisozima

La Lisozima de huevo de gallina se obtuvo de Sigma-
Aldrich Sigma (E.C.3.2.1.17) y se disolvi6 en
amortiguador de fosfatos 5 mM, pH 7. Se utiliz6 agua
desionizada.

UV-visible

Los espectros UV-vis de la Lisozima o de la H2TSPc se
obtuvieron en un espectrofotéometro HP modelo 8453,
equipado con un sistema de temperatura tipo Peltier. La
celda empleada fue de 1 cm de recorrido éptico.

La concentracion de Lisozima se determind
espectrofotométricamente usando E(280nm.1%) 26.4 (Tello,
2008).

Fluorescencia

Los experimentos de titulaciéon fluorométrica se
realizaron en un espectrofluorémetro K2 de ISS
(Champaign, IL, USA), equipado con un sistema Peltier
para el control de la temperatura. Se utilizé una longitud
de onda de excitacion de 280 nm y se obtuvo el espectro
de emisién de fluorescencia correspondiente en el
intervalo de 290 a 650 nm. La determinacién de la
constante de asociacion o unidn se llevé a cabo titulando
3 mL de una disolucién de Lisozima de concentraciéon
5.983 x 10 M, con volumenes de 5 a 175 uL de una
disolucién madre 1.7747 x 10-* M de H2TSPc. El proceso
se estudi6 a 25,35y 42.5°C.

Resultados y discusion
Base libre de tetrasulfoftalocianina

En la figura 1, se presenta el espectro UV-visible de la
H2TSPc, en regulador de fosfatos 5 mM, pH 7 a 25 °C. Se
observa la banda de Soret a 345 nm y una banda Q a 697
nm, caracteristicas espectrales de un ciclo tetrapirrdlico
presente en forma monomérica (Garcia, 1993).

Universidad Auténoma Metropolitana
Qvii



Afio 2016

Azcapotzalco

Revista Tendencias en Docencia e Investigacion en Quimica

Ano 2

Numero 2

0.20
0.15-

6

2

<

S 010+

[]

2

2 345 nm 697 nm

o)

< 0.05- / /
0.00

T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 1. Espectro UV-vis de la H2TSPc, en regulador de
fosfatos 5 mM pH 7 a 25 °C.

Estudio de la asociacion no-covalente de H:TSPc-
Lisozima por apagamiento de fluorescencia

La técnica de apagamiento de fluorescencia, se utiliz6
para investigar el mecanismo de asociacién no-covalente
de la H2TSPc a la Lisozima, determinando el modo de
union a través de la constante de asociacion o union, Ky,
y los parametros termodinamicos AGu, AHy, ASu. Los
cambios de emisién del triptéfano son comunes en
respuesta a transiciones conformacionales, la unién al
sustrato o cuando ocurre la desnaturalizacién de la
proteina. La longitud de onda de excitaciéon de 280 nm,
permite observar la emisién de los residuos de
triptéfano, asi como, de la tirosina presente en las
proteinas (Sanei et al, 2011). Dado que para esta
proteina la interferencia de la emisién de fluorescencia
por parte de la tirosina y/o la transferencia de energia de
la tirosina al triptéfano es minima (Nishimoto y
Yamasita, 1999), el seguimiento del apagamiento debido
a la interacciéon Lisozima-macrociclo tetrapirrélico, se
llevé a cabo a una longitud de onda de excitacién de 280
nm. En tales espectros se observé que la Lisozima libre
presenté un maximo de emisién a los 327 nm, que se
debe principalmente a la emisiéon de los residuos de
triptéfano 62 y 108, ademas se observé otro maximo a
550 nm.

En la figura 2, se presentan los espectros de
fluorescencia, con Aexc = 280 nm y 25 0C, para la titulacién
dela disolucién de Lisozima con volimenes crecientes de
la disolucién de H2TSPc. Las principales caracteristicas
espectrales son un maximo a 327 nmy otro a 553 nm, con
un punto isosbéstico a 435 nm. Por el seguimiento de la
intensidad de fluorescencia de la banda a los 327 nm, se
comprobd que existe una disminucién o apagamiento
intrinseco de la fluorescencia de la Lisozima, al titularla

con cantidades crecientes de H2TSPc, lo cual se debe a la
interaccién entre la proteina y la base libre de la
ftalocianina. Ademas, se realizaron experimentos 35 y
42.59C, observandose un comportamiento equivalente al
de 25 °C.
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6
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Figura 2. Titulacién fluorométrica para el sistema H2TSPc-

Lisozima a 25°C. Aexc= 280 nm.

H2TSPc-Lisozima.
sitio de union

Constante de asociacion, K.,
Modelo de ajuste para un
independiente

Los datos obtenidos por apagamiento de fluorescencia a
cada temperatura, fueron analizados con un modelo para
un sitio de unién independiente reportado por Neria et
al. (2003), en el cual se utiliza la siguiente ecuacién, para
obtener la constante de asociacidn:

y=(Zic)[c+x+b)—\/(c+x+b)2—4cx[4]

Dénde: y= 1-(Fo /F), Foes la intensidad de fluorescencia
de la Lisozima en ausencia de ligando y F la intensidad de
fluorescencia de la enzima en presencia del ligando,
H2TSPc, a una concentracion dada; a es el valor asintético
al cual tiende y a altos valores de x, también llamada
fraccién de saturacion; b es la constante de disociacion
del sistema base libre de tetrasulfoftalocianina-Lisozima
(b = 1/ Ku); c es la concentracién total de Lisozima o
concentracion total de los sitios de unién; y x es la
concentracion total de H2TSPc. El anadlisis de los datos
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experimentales, mediante una regresiéon no lineal, se
realiz6 utilizando la ecuaciéon [4], para el ajuste
correspondiente se empled el programa Origin 8.0
(MicroCal Inc. Northampton, MA, USA), lo que permitié
determinar el valor de b y a simultdneamente (Neria et
al,, 2003). En la figura 3, se presenta el comportamiento
observado a cada temperatura.

0.7 4 25°C

0'0 T T T T T T T T T T T

4 55 6 7 8 9 10 11 12
10° H,TSPc (M)

Figura 3. Curvas de titulacién fluorométrica para el sistema
H2TSPc-Lisozima, a diferentes temperaturas. Longitud de onda
de excitacion 280 nm y de emisién 327 nm.

Se encontré que los datos experimentales se ajustaron
consistentemente al comportamiento descrito por la
ecuacion (4), con valores de RZ mayores a 0.9920 (Tabla
1), lo que permite establecer que el proceso de asociacion
sigue el modelo:

H2TSPc + Lisozima < H2TSPc-Lisozima

En la figura 4, se presenta el diagrama de van’t Hoff
(ecuacion [3]), para el proceso de asociacion H2TSPc-
Lisozima. A partir de la pendiente se obtiene el valor de
AH,y de la ordenada al origen el valor de AS,. En la tabla
1, se presentan la constante de unién y los pardmetros
termodinamicos de unién para la formacién del complejo
H2TSPc-Lisozima.

1244

12 >

Im

11 5

14 T T T T
315 3M 35 EX] ] 235

10 7 AT (1K)

Figura 4. Diagrama de van’t Hoof para la asociacién H2TSPc-
Lisozima.

Tabla 1. Constante de unioén y pardmetros termodindmicos de
unién, para la formacién del complejo H2TSPc-Lisozima.

T K, 105 *AG, R? AH, ASy
(°Q) (mol L) | (kJ/mol) (kJ/mol) (J/molK)
25 2.57 -30.9 0.9987 -34.8 -12.9
35 1.75 -30.9 0.9927
42.5 1.17 -30.6 0.9997
*AGu = -RT In Ky

En trabajos previos (Escobar et al., 2015; Escobar, 2016),
estudiamos in silico el acoplamiento molecular de la base
libre de tetrasulfoftalocianona con la Lisozima, utilizando
el programa Auto Dock Vina. Los estudios se realizaron
con la estructura cristalografica de la Lisozima (ID PDB
2LYZ) y la estructura monomérica de la H:TSPc, las
cuales se construyeron a partir de una plantilla
optimizada en GaussView 5.0. A los veinte mejores
conférmeros se les realizaron calculos electrostaticos a
través de la contribucién electrostatica/polar y
electrostatica/no-polar, para establecer el sitio de uniéon
energéticamente mas favorable a través de la energia
libre de Gibbs de uni6én computacional, AGuc. Los
resultados (datos no mostrados) in silico obtenidos
mostraron una estequiometria de uniéon 1:1 y que las
interacciones de tipo electrostatico que gobiernan la
interaccion entre la H2TSPc y Lisozima son similares a los
obtenidos por el estudio de titulaciéon fluorométrica
reportado en este trabajo. Con estos calculos se demostré
que el sitio de unidn esta favorecido y que se establece
por medio de puentes de Hidrégeno, con los residuos Trp
62, 63, Asn 49 de la Lisozima y ademas, que existe una
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interaccién carga-carga con Arg 61, con los dtomos de
oxigeno del grupo sulfo de la sulfoftalocianina (Figura 5).

d

Figura 5. Formacién del complejo H2TSPc-Lisozima. AGuc = -
314.45 k] /mol (Escobar, 2016).

Conclusiones

Los estudios fluorométricos de la asociacién H2TSPc-
Lisozima, demuestran que se cumple con un modelo de
interacciéon 1:1. Ademas, los valores de los parametros
termodinamicos para la unién de H2TSPc y Lisozima
obtenidos: AGu < 0, indica que la asociacidn es favorable
y que AH < 0 y AS < 0, implican que las interacciones no-
covalentes involucradas en el complejo H2TSPc-
Lisozima, se deben principalmente a contactos
electrostaticos de van der Waals, y puentes de
Hidrégeno.
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