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RESUMEN 

En la presente tesis se realizó la caracterización termodinámica de la unión de la proteasa cisteínica 

quimopapaína (carboximetilada en su -SH catalítico) a la cistatina C humana (CCH), la cual es un 

inhibidor reversible natural de las proteasas cisteínicas. La afinidad de la CCH por proteasas 

cisteínicas tipo papaína incluidas las catepsinas, oscila de acuerdo con las constantes de unión (KU) 

entre 106 y 1014 M-1. La calorimetría de titulación isotérmica (CTI) es una de las técnicas más útiles 

para caracterizar la termodinámica de interacción intermolecular, permitiendo separar la energía libre 

de unión (ΔGU) en sus componentes entálpico (∆HU) y entrópico (T∆SU). Esta información, junto con 

los cambios estructurales que se producen durante la asociación, podría permitirnos comprender mejor 

las bases moleculares que llevan a esa variación considerable en la afinidad. La CTI requiere 

concentraciones de proteína de al menos 10-100 μM para obtener datos confiables; sin embargo, es 

conocido que la CCH es propensa a formar dímeros y oligómeros de orden superior a través de un 

mecanismo de intercambio de dominios a partir de concentraciones de 16.0 µM, perdiendo su 

capacidad inhibitoria. Nilsson y col., 2004, mostraron que al introducir un enlace disulfuro en la CCH 

silvestre mediante las mutaciones puntuales L47C y G69C, se inhibe el reacomodo de los dominios 

manteniendo el estado monomérico de la proteína. Esta forma de cistatina C estabilizada (CCE), se 

obtuvo por mutagénesis dirigida del vector que contiene el gen de la CCH madura incluyendo el codón 

de inicio. Ambas proteínas, CCH y CCE, se purificaron del sobrenadante de lisis en tres etapas 

cromatográficas, mientras que la quimopapaína se inactivó por carboximetilación de su Cys catalítica, 

y purificó por cromatografía de intercambio catiónico. Se realizó un estudio comparativo de la 

termodinámica de unión de la proteasa cmQ con la cistatina C silvestre y su mutante estabilizada, 

comparando además las propiedades estructurales, estabilidad térmica y oligomerización de ambos 

inhibidores. 

Se efectuó el estudio calorimétrico de la formación de los complejos cmQ–CCH y cmQ–CCE en 

amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.0 y fuerza iónica de 0.1 M ajustada con NaCl. Por CTI se 

determinaron los parámetros termodinámicos asociados a la formación del complejo: KU, ∆HU, T∆SU 

y ΔGU, así como el número de sitios de unión (n), al ajustar los datos al modelo de sitios de unión 

idénticos e independientes. El valor del ΔCp se obtuvo de la dependencia térmica de la entalpía, al 

realizar titulaciones isotérmicas a distintas temperaturas. Ambos sistemas mostraron afinidades 

moderadas con una KU del orden de 106 M-1, aunque ligeramente mayor para el complejo cmQ–CCE, 

y una entalpía de unión exotérmica que se hace más negativa a temperaturas mayores dado que el ΔCp 

para ambos sistemas es negativo. 
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Se construyó un modelo atómico para cada complejo quimopapaína–Inhibidor, por el acoplamiento 

rígido de las estructuras 3D individuales. Para el caso particular de CCH su estructura 3D se modeló 

de la estructura 3D de la CCE al cambiar los residuos C47 y C69 por L y G respectivamente. Tanto 

las estructuras de los inhibidores como de los complejos se sometieron a una simulación de dinámica 

molecular durante 200 ns en solvente explícito a 350 K y 450 K. La CCE mostró un aumento en la 

estabilidad estructural en comparación con la CCH, al tardar más del doble de tiempo en perder su 

conformación de hélice α a 450 K esto concuerda con los resultados de CDB en los que CCE muestra 

una mayor estabilidad térmica que CCH, con un aumento en la Tm de 11 °C. El análisis de la interfaz 

de los complejos identificó a un radio de corte de 3.0 Å que estos se mantienen unidos principalmente 

por la formación de puentes de hidrógeno e interacciones iónicas. Los valores de ∆Cp determinados a 

través de modelos semiempíricos de área superficial accesible al solvente son menos negativos que 

los determinados experimentalmente, lo que sugiere la posible fijación de moléculas de agua en la 

interfaz predominantemente de estos complejos. Asimismo, los valores de ∆HU calculados con los 

modelos de área superficial son bastante más exotérmicos que los experimentales, lo que nos hace 

suponer que los coeficientes de proporcionalidad ∆hp y ∆hap no son del todo adecuados para este tipo 

de complejos.  
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1.INTRODUCCIÓN 

1.1 Proteínas  

Todos los seres vivos están constituidos por células, las cuales deben el 50% de su peso seco a 

macromoléculas biológicas conocidas como “proteínas”. Las proteínas se forman a partir de un 

conjunto ubicuo de 20 moléculas orgánicas llamadas aminoácidos (AA), los cuales presentan una 

estructura común formada por un átomo central de carbono (Cα) unido a un grupo amino (NH2), un 

ácido carboxílico (COOH), un átomo de hidrógeno (H) y a una cadena lateral de grupo variable que 

le confiere diferentes características fisicoquímicas a cada aminoácido.1 Los aminoácidos se unen por 

enlaces peptídicos, formando largas cadenas, donde el conjunto de fuerzas atractivas y repulsivas 

creadas entre las cadenas laterales de los AA impulsan el plegamiento de la cadena en un espacio 

tridimensional. El proceso de plegado que equilibra todas las fuerzas generadas entre los AA descansa 

en una estructura tridimensional compacta que a primera vista parece un caótico amontonamiento de 

átomos, pero un análisis detallado revela una estructura compleja, organizada de manera jerárquica.1,2 

Como primer escalón de esta organización se encuentra la estructura primaria, que es la secuencia 

ordenada de aminoácidos formando una cadena polipeptídica. Esta cadena en ciertas regiones adopta 

formas simples, tales como hélices α, conformaciones β y giros, tales estructuras se denominan 

elementos secundarios y constituyen colectivamente la estructura secundaria que es el segundo nivel 

en la organización espacial de las proteínas. Los elementos secundarios que se dan de manera local y 

a lo largo de la cadena polipeptídica tienden a doblarse generando una estructura tridimensional 

compacta conocida como estructura terciaria, que es la forma biológicamente activa de la proteína y 

su alteración la vuelve parcial o totalmente inactiva, y a menudo se le conoce como la estructura nativa 

de la proteína.3  

Estos tres niveles de organización estructural existen en todas las proteínas, aunque se pueden observar 

desviaciones en la estructura terciaria de algunas proteínas. Por ejemplo, las proteínas fibrosas tienden 

a adquirir una forma alargada, que incluye un arreglo de elementos secundarios, pero carece del 

pliegue tridimensional complejo característico. Adquirir la estructura terciaria puede ser común a la 

mayoría de las proteínas, pero no es necesariamente el último nivel de organización de éstas. Algunas 

proteínas incluyen más de una cadena. En tales casos, cada cadena se pliega por separado en una 

estructura terciaria, y luego se une a las otras para formar un complejo biológicamente activo. Este 

tipo de organización constituye el cuarto y último nivel de organización estructural, y se denomina 

estructura cuaternaria. En este sentido, cabe señalar que muchas proteínas tienden a interactuar 
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físicamente con otros miembros de su vía bioquímica. Sin embargo, estos complejos temporales no 

se consideran estructuras cuaternarias, ya que las proteínas individuales que los componen también 

son activas cuando se separan. 

Por otro lado, la cadena de aminoácidos es el componente primario y central de la proteína, pero no 

necesariamente el único componente, algunas proteínas pueden incluir otros átomos o moléculas 

pequeñas, que son necesarias para su funcionamiento y/o estabilidad. 2,3 

Las proteínas desempeñan un papel multifuncional por lo que son capaces de formar redes y complejos 

proteínicos en procesos celulares como  la replicación, transcripción y traducción del ADN, el 

metabolismo del ARN, control del ciclo celular, metabolismo energético, transducción de señales, 

transporte de metabolitos, macromoléculas y otras sustancias tanto en el interior, como intercambio 

con el medio externo, desintoxicación, respuesta inmune, funciones estructurales como andamiaje 

celular (citoesqueleto y estructura de organelos), contracción muscular, ensamblado de membranas, 

etc.1,4 

1.2 Enzimas 

La velocidad con que se efectúan prácticamente todas las reacciones bioquímicas que ocurren en las 

células se debe a catalizadores proteínicos conocidos como enzimas. Las enzimas ayudan a disminuir 

la barrera energética requerida para que una reacción se lleve a cabo. Éstas son altamente específicas 

y la mayoría cataliza una sola reacción. Además, al trabajar a bajas concentraciones, no se altera el 

equilibrio de las reacciones. A diferencia de los catalizadores inorgánicos, cada clase de enzima cuenta 

con cavidades únicas donde unen al sustrato, denominada sitio activo. El sitio activo no solo une al 

sustrato, sino que varias de las cadenas laterales de los AA que se encuentran en este sitio participan 

de forma activa en el proceso catalítico.2,3 

La alta especificidad de las enzimas puede ser explicado por la complementariedad que existe entre 

las estructuras del sitio activo y el sustrato representado de manera sencilla por el modelo de llave-

cerradura propuesto por Emil Fischer en 1894 6, donde cada enzima se une a un único tipo de sustrato. 

Daniel Koshland 7 propuso el modelo de ajuste inducido (1958), que toma en cuenta la flexibilidad de 

las proteínas, en éste las interacciones no covalentes entre la enzima y el sustrato modifican la 

estructura tridimensional del sitio activo, generando un rearreglo del sitio con el sustrato, originando 

la conformación de un estado de transición. 
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En algunos casos la actividad catalítica requiere de cofactores para poder catalizar una reacción, estos 

cofactores pueden ser iones o moléculas orgánicas pequeñas denominadas coenzimas. Una actividad 

enzimática no regulada puede afectar el funcionamiento de las células y en humanos puede ocasionar 

afectaciones a la salud, es por eso, que los organismos controlan la actividad enzimática de forma 

directa, a través de la unión de activadores o inhibidores, o de manera indirecta, regulando la síntesis 

de la enzima.2 

Una clasificación adecuada de las enzimas se dio gracias a la Unión Internacional de Bioquímica y 

Biología Molecular, IUBMB, por sus siglas en inglés, la cual en 1964 estableció un comité para la 

nomenclatura de enzimas. Actualmente cada enzima se clasifica y se nombra según la reacción que 

cataliza de acuerdo con el esquema establecido por la comisión. En este esquema, a cada enzima se le 

asigna una clasificación de cuatro números precedido por las letras EC (Enzyme Commission) y un 

nombre con dos partes denominado nombre sistemático. Las enzimas están agrupadas en seis 

categorías que se resumen en la Tabla 1.1.5,8  

Tabla 1.1. Principales tipos de enzimas categorizadas según la reacción que catalizan. 
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1.2.1 Proteasas 

Las proteasas pertenecen a las hidrolasas del grupo 3, subgrupo 4 (EC No. 3.4.). Son enzimas que se 

encargan de hidrolizar los enlaces peptídicos formados entre los AA, por lo que su actividad catalítica 

está implicada en varios procesos, como la digestión, activación de proenzimas y la apoptosis entre 

otros. Las proteasas son indispensables en los organismos vivos para la síntesis de las biomoléculas 

necesarias, para el control del tamaño, la forma, la rotación y la composición de las proteínas 

fundamentales, además la hidrólisis por proteasas es originadora de procesos biológicos como la 

replicación del ADN. En un principio las proteasas eran extraídas de fuentes animales y vegetales, en 

la actualidad los microbios aportan casi dos tercios de las proteasas comerciales disponibles en el 

mercado. Las proteasas representan alrededor del 60% de las enzimas utilizadas comercialmente, por 

lo que estas juegan un papel decisivo en diferentes sectores comerciales como el farmacéutico, 

analítico, diagnóstico y reducción de efluentes.9, 10 

Las proteasas pueden ser exopeptidasas o endopeptidasas dependiendo de su tipo de acción. Las 

exopeptidasas realizan su actividad enzimática únicamente en los extremos amino y carboxilo de la 

cadena polipeptídica, por lo que se clasifican en dos grupos, aminopeptidasas y carboxipeptidasas. 

Las endopeptidasas causan la escisión en aminoácidos que no están en los extremos terminales y son 

clasificadas de acuerdo con el tipo de aminoácido encargado de la actividad catalítica, se conocen seis 

clases de endopeptidasas (i) proteasas cisteínicas, (ii) proteasas serínicas, (iii) treonina proteasas, (iv) 

glutámico proteasas, (v) proteasas aspárticas y (vi) metaloproteasas (Tabla 1.2). 11,12 
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Tabla 1.2. Principales tipos de proteasas. En la tabla se muestra la clasificación de acuerdo con la 

Enzyme Commission, así como un ejemplo de estas.  

Proteasas Clasificación 
Residuo de AA en 

el sitio activo 
Ejemplo 

Proteasas Serínicas EC 3.4.21 Ser, His 

Carboxipeptidasa Y 

(Saccharomyces 

cerevisiae) 

Proteasas 

Cisteínicas 
EC 3.4.22 Cys 

Papaína 

(Carica papaya) 

Proteasas 

Aspárticas 
EC 3.4.23 Asp, Tyr 

Pepsina A 

(Homo sapiens) 

Metaloproteasas EC 3.4.24 Ion metálico 

Termolisina 

(Bacillus 

thermoproteolyticus) 

Treonina proteasas EC 3.4.25 Thr 

HopB1 

(pseudomonas 

syringae) 

Endoproteasas 

(mecanismo 

catalítico 

desconocido) 

EC 3.4.99 ---- 

Colagenasa 

(Porphyromonas 

gingivalis) 

 

1.2.2 Proteasas cisteínicas 

Las proteasas cisteínicas (PC) están presentes en todos los organismos vivos. Estás tienen funciones 

fundamentales en el procesamiento y catabolismo de proteínas, aunque se les ve involucradas en 

desórdenes metabólicos, el sistema nervioso y al encontrarse en diversos tejidos se piensa que 

desempeñan otras funciones. Hasta la fecha (consultado mayo 2019) se han descubierto 227 familias13 

de las cuales casi la mitad pertenecen a virus.12 

En 1937 se aisló y cristalizó por Balls y col.14 la primera PC, que provenia del látex del arbusto de 

papaya (Carica papaya), a la que se le dio el nombre papaína, razón por la cual a estas proteasas 

también se les conoce como tipo papaína.15 La papaína pertenece a la familia C1 de las PC, las cuales 
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son proteínas con un peso molecular que oscila entre los 21 y 30 kDa. Estas enzimas muestran su 

actividad hidrolítica más alta en el intervalo de pH 4.0 a pH 7.0. Las proteasas cisteínicas de la familia 

C1, se encuentran de manera abundante en las células y juegan un papel importante en procesos 

intracelulares tales como el catabolismo de proteínas y péptidos. Se sabe que una mala regulación de 

la actividad enzimática de estas proteasas en humanos es la causa de enfermedades como distrofia 

muscular y osteoporosis.16-18 

El sitio catalítico de las PC está compuesto por una triada catalítica conformada por los residuos de 

AA: cisteína, histidina y asparagina. El residuo protonado de histidina, presente en el sitio activo 

funciona como donante de protones para el sustrato y mejora la nucleofilicidad del residuo de cisteína. 

El ataque nucleofílico del residuo de cisteína al carbono del enlace peptídico reactivo produce como 

primer intermediario un tioléster tetraédrico en la reacción con liberación del fragmento amino 

terminal o amino del sustrato. Este intermediario se estabiliza por el enlace de hidrógeno entre el 

oxianión y un residuo de glutamina altamente conservado. Posteriormente, el enlace tioéster se 

hidroliza para producir un ácido carboxílico a partir del fragmento de sustrato restante (Figura 1.1).18 

 

Figura. 1.1. Esquema del mecanismo de reacción de las proteasas cisteínicas utilizando el sitio activo 

de la papaína como ejemplo.18 
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Para prevenir la degradación de proteínas no deseadas, al igual que otras enzimas proteolíticas, las PC 

también se sintetizan como zimógenos. Los zimógenos de las PC cuentan con un dominio que bloquea 

el acceso del sustrato al sitio activo. Aunado a esta protección, las células cuentan con un amplio 

grupo de proteínas endógenas como inhibidores naturales tales como cistatinas, tiropinas y serpinas, 

entre otros, que se unen reversiblemente a PC. 

Por otro lado, el análisis bioinformático del genoma humano revela que esté codifica para las 

catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, X, y W. Las catepsinas y otras PC de parásitos y virus pueden 

llegar a ser buenos objetivos para posibles tratamientos contra enfermedades como la artritis, la 

osteoporosis, el SIDA, las enfermedades relacionadas con la inmunidad, la aterosclerosis, el cáncer, 

y para una amplia variedad de enfermedades parasitarias como la malaria.19, 20 

1.3 Cistatinas 

El primer inhibidor de PC que se caracterizó se aisló de la clara del huevo de pollo, el cual mostró 

inhibición para ficina, papaína y para catepsina B y C. A dicho inhibidor se le dio el nombre de 

cistatina. Posteriormente se aislaron inhibidores de varios tejidos y fluidos de humanos y animales, 

así como de plantas. Hoy en día las cistatinas constituyen el grupo más grande y mejor descrito de 

inhibidores competitivos reversibles de las proteasas cisteínicas pertenecientes a la familia C1. Estas 

se encuentran altamente distribuidas tanto en células animales como en células vegetales y su acción 

inhibitoria se registra intra- y extracelularmente. Las cistatinas protegen a las células de la acción no 

controlada de proteasas endógenas y exógenas ayudando así al correcto funcionamiento de las 

células.16, 17 

Las cistatinas pertenecen a una superfamilia compuesta por cuatro familias. La división se realizó de 

acuerdo con la similitud de la secuencia primaria, masas moleculares, el número de enlaces disulfuro 

y la localización subcelular (Tabla. 1.3).20-22 
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Tabla. 1.3. Superfamilia de las cistatinas. Como se aprecia en la tabla la superfamilia de las cistatinas 

se subdivide en cuatro familias diferentes por su masa molecular y la presencia de puentes disulfuro.21 

Familia Nombre Características 

1 Estefinas 

Proteínas citosólicas que carecen de puentes disulfuros son de 

aproximadamente 100 residuos de aminoácidos y tienen un peso 

aproximado de 11 kDa. 

2 Cistatinas 

Proteínas glicosiladas, cuentan con dos puentes disulfuro, están 

formadas por alrededor de 115 residuos de aminoácidos y su 

peso molecular va de los 11 kDa a los 24 kDa. 

3 Cininógenos 
Proteínas presentes en el plasma sanguíneo. Las hay de alto peso 

molecular ~120 kDa y bajo peso molecular ~ 68 kDa. 

4 Fitocistatinas 
Son inhibidores de PC presentes en las plantas, los cuales se 

dividen en dos grupos (dominio único y múltiple dominio). 

 

Los inhibidores de PC pertenecientes a las familias 1 y 3 de los cuales se ha dilucidado su secuencia 

de AA contienen la región Gln-Val-Val-Ala-Gly, mientras para cistatinas de la familia 2 se han 

encontrado secuencias homólogas (por ejemplo, Gln-X-Val-Y-Gly). 

La secuencia, Phe-Ala-Val, localizadas cerca del extremo carboxilo y los AA Phe-Tyr, cerca del 

amino terminal, se conservan entre la familia-2 pero generalmente están ausentes en las cistatinas de 

la familia-1 y la familia-3. Se ha encontrado que estas regiones de pentapéptidos y dipéptidos son 

importantes para la unión a proteasas cisteínicas, en especial la región del amino terminal, la cual se 

ha reportado contribuye con el 40 % de la energía libre correspondiente a la unión. 23, 24 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Quimopapaína 

La papaína junto a la quimopapaína, la caricaína y la glicil-endopeptidasa son PC extracelulares 

secretadas por el látex del arbusto tropical Carica papaya L. Una característica de las endopeptidasas 

presentes en el látex del árbol de papaya es que cuentan con puntos isoeléctricos diferentes lo que 

permite separar a estas PC en una cromatografía de intercambio iónico.26, 27 

La quimopapaína es el único miembro de la familia C1 que presenta dos formas denominadas A y B, 

ambas formas son inmunológicamente indistinguibles además de tener secuencias de aminoácidos 

idénticas. Sin embargo, las dos formas difieren en su reactividad y en sus puntos isoeléctricos; 10.2 

para la forma A y 10.4 para la forma B.28 La quimopapaína cuenta con 218 residuos de aminoácidos, 

tres puentes disulfuros y tiene una masa molecular de 23.7 kDa. La estructura cristalográfica la 

determinaron por Maes y col.29 en 1996 empleando la difracción de rayos X, se encuentra depositada 

en el banco de datos de proteínas (PDB: Protein Data Bank) con el código 1YAL.30 La quimopapaína 

muestra una cadena con dos dominios estructurales, uno compuesto en su mayoría por hélices α y el 

otro de hebras β antiparalelas (Figura 2.1). La quimopapaína cuenta una triada catalítica de 

aminoácidos compuesta por la Cys25, His159 y Asn179, los cuales se ubican en la hendidura del 

interdominio.27-29 

 

Figura 2.1. Estructura cristalográfica de la quimopapaína (PDB: 1YAL). La representación de la 

estructura se realizó con el software VMD (Visual Molecular Dynamics) 31. 
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2.2 Cistatina C humana 

La cistatina C humana (CCH) es una proteína de baja masa molar cuyo estudio ha despertado un 

interés creciente desde que demostraron que su concentración en suero presentaba una correlación 

negativa con la tasa de filtrado glomerular, además se ha encontrado que en procesos fisiopatológicos 

la cistatina C se codeposita en placas amiloides relacionadas con la enfermedad de Alzheimer o el 

síndrome de Down. Las propiedades amiloidogénicas de la cistatina C se presentan en mayor 

intensidad con la variante L68Q, dando como resultado la angiopatía amiloide cerebral en adultos 

jóvenes.32-34 

Hasta la fecha en todas las estructuras cristalinas de la cistatina C humana resueltas para la proteína 

nativa, se ha encontrado a la CCH formando un dímero a través del mecanismo de intercambio de 

dominios, sin embargo, Nilsson et al. 200435 diseñaron un monómero resistente a la formación del 

dímero, introduciendo un puente disulfuro formado por los residuos 47 y 69 de su secuencia de AA, 

esto al mutar la leucina 47 y la glicina 69, por cisteínas (L47C y G69C). Esta cistatina C humana 

estabilizada (CCE) redujo drásticamente la formación del dímero, así como de las fibrillas presentes 

en altas concentraciones de proteína, pero la acción inhibitoria hacia proteasas cisteínicas permanece 

inalterada. La estructura cristalográfica resuelta para el monómero de la cistatina C humana mutada 

confirmó el éxito en el diseño del par de mutaciones puntuales para abolir la formación del dímero y 

en consecuencia la formación de fibrillas.35, 36 

 La cistatina C humana se distingue del resto de las cistatinas por el hecho de sintetizarse en todas las 

células nucleadas del organismo. La cistatina C humana presenta las regiones características QICAG 

y PW, localizadas en las asas A1 y A2 respectivamente (Figura 2.2), mientras que su masa molecular 

es de 13.4 kDa. La CCH consta de una sola cadena polipeptídica, producto de un gen de 7.3 kbp 

situado en el cromosoma 20 y se sintetiza como un segmento peptídico adicional. En su estado maduro 

y funcional tiene 120 residuos de AA, no está glicosilada y contiene dos puentes disulfuro entre los 

residuos 73 – 83 y 97 – 117.17, 37   

La estructura tridimensional estabilizada mediante un puente disulfuro a través de las mutaciones 

puntuales L47C y G69C, se determinó por difracción de rayos X en 2010 por R. Kolodziejck y col.38 

Esta consiste básicamente de cinco hebras que forman una hoja β antiparalela, la cual se tuerce al 

abrazar una hélice α de cinco giros (Figura 2.2).  
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Figura 2.2. Visualización de la estructura cristalográfica de la cistatina C humana estabilizada (PDB: 

3GAX), generada en VMD. Los residuos de aminoácidos característicos del asa A1 se encuentran 

resaltados en rojo, mientras que los aminoácidos característicos del asa A2 se resaltan en azul. El 

conjunto de estos residuos junto con el extremo N- son las regiones importantes en la inhibición de la 

PC de la familia C1. 

 

2.3 Interacciones proteína – proteína 

Las interacciones proteína-proteína (IPP) desempeñan un papel fundamental para que el 

funcionamiento biológico de las células sea óptimo. El avance en la genómica ha hecho más evidente 

la importancia de dichas interacciones, se ha encontrado que la mayoría de las vías catalíticas y de 

regulación funcionan como redes, con una frecuente y extensa participación de proteínas en las vías 

de señalización, retroalimentación y diafonía. Por otro lado, procesos como la replicación, 

transcripción, traducción, la transducción de señales, el tráfico de proteínas y su degradación están 

hechos por complejos proteicos los cuales se pueden ensamblar, o separar, según lo requieran. A 

menudo estas interacciones se dan por el reconocimiento de dominios entre las proteínas que los 

constituyen. El mal funcionamiento en el reconocimiento molecular de IPP está relacionado a 

condiciones patológicas como el cáncer, la inflamación, enfermedades autoinmunes, diabetes, 

osteoporosis e infecciones, generando así blancos definidos para el desarrollo de fármacos.39, 40 

La afinidad del reconocimiento entre proteínas presenta una amplia gama de valores, con constantes 

de disociación que van del orden picomolar a micromolar, esta variación también se da en la entalpía 

y entropía asociadas a la unión, lo que refleja la magnitud y naturaleza de los cambios estructurales, 

que se dan en la formación de un complejo. Por ejemplo, la unión de proteínas con dominios 
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intrínsecamente desordenados se asocia generalmente a entalpías favorables de unión y por igual a 

entropías desfavorables de unión, esto debido a los cambios en el plegamiento y estructuración de los 

dominios desordenados.41, 42 

2.4 Importancia del estudio de las proteasas cisteínicas y sus inhibidores naturales. 

El conocimiento detallado del mecanismo de inhibición, así como de las interacciones generadas al 

formarse un complejo PC – cistatina es muy importante debido a las implicaciones que esto puede 

llegar a tener en aplicaciones en las áreas de medicina y biotecnología. En la literatura especializada 

existen un sin número de evidencias que involucran tanto a las PC como a las cistatinas con diversas 

afectaciones a la salud, así como en procesos industriales. Muchos estudios han señalado que las PC 

lisosomales como las catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V y W se ven reguladas principalmente por 

cistatinas. Estos estudios sitúan a los inhibidores de las proteasas cisteínicas en el tratamiento de 

artritis, arteriosclerosis, Alzheimer, diabetes, inflamación, pancreatitis, cáncer y metástasis, así como 

en trastornos del hígado, pulmón, corazón, riñón y músculos.43, 44 

La cistatina C humana inhibe a las proteasas cisteínicas tipo papaína, así como a las catepsinas que 

son algunos de sus blancos naturales. La unión a estás, muestra un amplio rango de afinidades, con 

constantes de unión KU que oscilan entre 106 y 1014 M-1.23, 50 La calorimetría de titulación isotérmica 

(CTI) ha sido poco empleada y esta podría aportar valores para los parámetros termodinámicos de 

unión (ΔHU, ΔSU, ΔGU, KU) de manera directa en un solo experimento. Mas aún la disección de la 

energía libre de unión ΔGU en sus componentes entálpicos y entrópicos, junto con los cambios 

estructurales producidos durante la asociación, podría permitirnos comprender mejor las bases 

moleculares de la afinidad. Cabe mencionar que no es posible medir la termodinámica de unión de 

complejos de alta afinidad (KU > 108 M-1) mediante titulación directa. Así mismo, la caracterización 

de la unión de CCH a una proteasa cuya afinidad podría determinarse por titulación directa es un 

primer paso necesario. 
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

3.1 Hipótesis 

La cistatina C humana silvestre y su versión estabilizada por las mutaciones puntuales L47C y G69C 

se unirán a la quimopapaína (carboximetilada en su -SH catalítico), con una afinidad moderada 

presentando KU < 108 M-1, por lo que se podrán obtener los parámetros termodinámicos de unión: KU, 

∆HU, T∆SU y ΔGU, así como el número de sitios de unión (n), de forma directa por calorimetría de 

titulación isotérmica (CTI) convencional. 

3.2 Objetivo General 

Determinar las propiedades termodinámicas de la unión de la quimopapaína carboximetilada con la 

cistatina C humana, en su versión silvestre y su mutante L47C/G69C, y correlacionarlas con los 

rearreglos estructurales producidos durante la asociación. 

3.3 Objetivos Particulares 

 

- Construir y purificar la cistatina C humana L47C/G69C.  

 

- Evaluar la estabilidad estructural de la cistatina C humana y de la mutante L47C/G69C 

 

- Determinar las funciones termodinámicas de la formación de los complejos cmQ–CCH y 

cmQ–CCE: ΔGU, ΔHU, ΔSU y ΔCp a pH 7.0 a través de calorimetría de titulación isotérmica 

(CTI). 

 

- Obtener un modelo estructural del complejo cistatina C humana - quimopapaína, a partir de 

las estructuras individuales, utilizando herramientas computacionales.  

 

- Aportar nuevos datos para los modelos que correlacionan la extensión de las áreas 

superficiales del contacto bimolecular con la energética de unión.  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Mutagénesis de sitio dirigido 

La mutagénesis de sitio dirigido es una poderosa herramienta de biología molecular que permite crear 

mutaciones puntuales en una cadena de ADN, teniendo como requisito indispensable el conocimiento 

previo de la secuencia de ADN que se piensa mutar. El proceso, en primer lugar, requiere de un 

oligonucleótido complementario al ADN unicatenario que contenga el gen de interés y empleando 

una ADN polimerasa, se elonga la cadena incorporando la mutación al ADN y formando una molécula 

de ADN completa bicatenaria. Dicha doble cadena de ADN puede ser introducida en una célula 

hospedadora y ser clonada.45 

Para abatir la propensión de la CCH a formar oligómeros se construyó la mutante L47C/G69C de 

acuerdo con el trabajo de Nilsson y col. 2004.35 Basándose en el gen que codifica para CCH se 

mandaron construir los oligonucleótidos (5´-CCATTCTCGTGCGTGTCAGGTGGTTCG-3´) y (5´-

GGACGTCGAACTGTGTCGTACCACGTGC-3´) con los codones convenientes para generar las mutaciones 

puntuales L47C y G69C mismas que se efectuaron en el vector de expresión pET-24a(+)-HCC. Las 

mutaciones se llevaron a cabo en dos etapas, descritas más adelante.  

4.1.1 Mutación puntual L47C 

La mutación puntual L47C se obtuvo por mutagénesis dirigida, empleando el kit comercial 

“QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit”, 46 y el oligonucleótido correspondiente. Este proceso 

se llevó a cabo en un termociclador marca GeneAmp PCR system 9690 programado con 16 ciclos 

según las temperaturas de la Tabla 4.1, más 7.0 min. extras de extensión. El producto de la 

mutagénesis se digirió con la enzima de restricción Dpn 1 a 37 ºC durante 1 hora para eliminar el 

DNA súper enrollado y el no mutado. 

Posterior a esto se transformaron células competentes de la cepa comercial XL1-blue de Escherichia 

coli, con el plásmido pET-24a(+)-L47C proveniente de la mutagénesis. Para esto se utilizó el kit 

comercial “Transform & Grow™ Bacterial Transformation Kit”.47 Las células transformadas se 

inocularon en agar con medio de cultivo Luria – Bertani (LB) y un contenido de tetraciclina de 10 

µg/mL y 25 µg/mL de kanamicina. Las bacterias se dejaron crecer durante la noche a 37 ºC. Se 

seleccionaron 5 clones una vez que crecieron las colonias, los cuales se incubaron en 1mL de medio 

LB y un contenido 25 µg/mL de kanamicina; estas se dejaron crecer durante 16 horas a 37 ºC con una 

agitación constante de 220 rpm.  
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El pET-24a(+)-L47C se extrajo de los cinco clones estudiados mediante el método de lisis alcalina 

(miniprep), empleando el kit comercial “QIAprep Spin Miniprep Kit Protocolo”,48 de los cuales se 

obtuvo la secuencia de nucleótidos por el Laboratorio Divisional de Biología Molecular (LDBM) 

perteneciente a la división de CBS de UAM-I, para asegurar el éxito de la mutación L47C y así poder 

continuar con la segunda etapa.  

4.1.2 Mutación puntual G69C 

La mutación puntual G69C se introdujo en el vector pET-24a(+)-L47C, utilizando los 

oligonucleótidos destinados para este fin. Las etapas experimentales se realizaron en el mismo orden 

y bajo las mismas condiciones que sus equivalentes en la mutación L47C. Se obtuvo la secuencia de 

nucleótidos del plásmido pET-24a(+)-CCE recuperado de 5 clones estudiados en esta etapa para 

verificar el éxito en las mutaciones deseadas.  

Tabla 4.1. Programa de temperaturas y duración de cada etapa en un ciclo de mutagénesis, empleado 

en la construcción de la cistatina C estabilizada. Los experimentos de mutagénesis se realizaron en un 

termociclador GeneAmp PCR system 9700. 

 

TEMPERATURA 

(º C) 

TIEMPO 

(min) 
ETAPA 

95 0.5  
Desnaturalización 

Preparativa 

95 0.5  Desnaturalización 

55 0.5  Alineamiento 

68 6.0  Extensión 

68 7.0  Extensión Final 

Número de ciclos 16 

 

4.1.3 Expresión de la Cistatina C humana silvestre y estabilizada  

El crecimiento exponencial de las bacterias (E. coli) hace que su uso en la recombinación de genes 

sea muy atractivo para la expresión a gran escala de proteínas ajenas a estos organismos. La 

producción de proteínas en bacteria sigue básicamente 3 etapas: crecimiento, extracción y 

purificación. En el presente trabajo se construyeron las proteínas recombinantes a partir del gen que 

codifica para la cistatina C humana. Para esto células de la cepa SHuffle T7 Express lysY C3030H de 
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Escherichia coli se transformaron con el vector de expresión pET-24a(+)-CCE, seguido a esto se 

crecieron en agar con medio LB y 30 µg/mL de kanamicina de concentración final (CF). Las colonias 

de células se dejaron crecer durante 16 horas a 30 °C; una vez que las colonias alcanzaron un tamaño 

de aproximadamente 2 mm, se escogieron 5, las cuales se picaron con la técnica de palillo para su 

crecimiento por separado durante 16 horas en 5mL de medio LB con una concentración de 30 µg/mL 

de kanamicina a 30 °C con una agitación constante de 220 rpm, la su densidad óptica (DO) se 

monitoreo a una longitud de onda de 600 nm hasta que esta estuvo en el intervalo de 0.4–0.8 UA para 

inducir la sobreexpresión con isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 0.4 mM de CF. Los 

cultivos bacterianos se centrifugaron a 5600 rpm por 20 min. a 4 °C, el precipitado se resuspendió en 

amortiguador de Tris 40 mM, NaCl 0.05 M, EDTA 1 mM, a pH 8.0, agregando fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, seguido a esto se lisaron las células al sonicar 2 min por 1 min de 

descanso, repitiendo el procedimiento tres veces en un equipo Branson Ultrasonics SONIFIER 450. 

El lisado se centrifugó a 10000 rpm por 20 minutos a 4°C, recuperando el sobrenadante.  

4.2 Purificación de los inhibidores 

Para el cultivo bacteriano se realizó un escalamiento de 1 a 100, para esto 300 mL de medio LB 

colocados en matraces de 2 L, con kanamicina 30 μg/mL de CF, se inocularon con 3 mL de un primer 

crecimiento. A dichos escalamientos se le siguió su DO a una longitud de onda de 600 nm. Una vez 

que se alcanzó la DO deseada se indujo la sobreexpresión con IPTG 0.4 mM de CF, manteniendo el 

cultivo a las mismas condiciones de temperatura y agitación por cuatro horas más.  

Los inhibidores CCH y CCE se purificaron del caldo integro producido en este proceso, el cual se 

centrifugó a 5600 rpm por 20 min a 4 °C. El precipitado se resuspendió en amortiguador Tris 40 mM, 

NaCl 0.05 M, EDTA 1 mM a pH 8.0. A las células se les agregó PMSF 1 mM de CF fresco para 

proteger las proteínas de su digestión por proteasas. Enseguida se realizó el lisado celular según lo 

mencionado en la sección anterior. 

Ambas proteínas se purificaron del sobrenadante correspondiente, en tres etapas de cromatografía; la 

primera de filtración en gel a pH 9.3 en una columna preparativa Superdex 200 HiLoad 16/60 GE con 

amortiguador de glicina 50 mM y 30 mM de NaCl, (Figura 5.3). La fracción recolectada en la primera 

etapa de cromatografía se sometió a una diálisis contra amortiguador Tris 40 mM pH 8.8 en membrana 

de celulosa con un corte molecular de 6-8 kDa realizando un cambio de amortiguador, dejando 

equilibrar al menos 5 horas. A la muestra ya equilibrada se le realizó una cromatografía de intercambio 

aniónico empleando un amortiguador Tris 40 mM, pH 8.8, en una columna DEAE sephadex A-50. 
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En esta cromatografía se recolectó la fracción que no interacciona con la matriz de la columna (Figura 

5.4). Por otro lado, las proteínas atrapadas en la matriz se eluyeron en amortiguador Tris 40 mM con 

0.6 M NaCl a pH 8.8. Por último, la fracción recolectada en la segunda etapa se sometió a una 

cromatografía de exclusión molecular (CEM), eluyendo la muestra por una columna empacada con 

resina Sephacryl S-200 y repitiendo las condiciones empleadas en la primera cromatografía (Figura 

5.5). Todas las columnas se montaron en un equipo FPLC ÄKTA prime plus (Fast Protein Liquid 

Chromatography), marca GE. Las fracciones recolectadas en cada etapa se concentraron por 

ultrafiltración en un sistema AMICON empleando una membrana de corte molecular de 5 kDa, y 

previo a cada cromatografía las muestras se filtraron con acrodiscos de 0.2 µm. 

4.2.1 Prueba de la formación del puente disulfuro entre los residuos C47 – C69 

Para verificar que se está formando el enlace disulfuro entre los residuos de cisteína C47 y C69 

introducidos, se empleó la espectrometría de masas que es una técnica ampliamente utilizada para 

determinar la masa molecular de diversas sustancias químicas por medio de la obtención de iones a 

partir de la sustancia problema en fase gaseosa los cuales se separan de acuerdo con su masa y carga. 

En este trabajo, se utilizaron tres alícuotas equivalentes de la proteína recombinante CCE y una 

alícuota de CCH. Todas las muestras se secaron por centrifugación a vacío y redisueltas en 10 μl de 

HEPES 50 mM, pH9.0, con cloruro de guanidinio 5M y 1mM de EDTA para ser desnaturalizadas a 

85 °C durante 15 min en un agitador con temperatura controlada. La muestra de CCH y una alícuota 

de CCE se utilizaron para determinar su masa molecular (MCCH y MCCE), por lo que no se sometieron 

a tratamientos posteriores. A una de las muestras restantes se le adiciono un grupo alquilo al añadírsele 

iodoacetamida alcanzando una CF de 10 mM, la reacción se llevó acabo a 25°C y en oscuridad durante 

1 hora. Con la muestra alquilada (MALQ) se determinó si la proteína tiene cisteínas libres, por último, 

la alícuota restante se redujo con 10 mM de DL-ditiotreitol (DTT) durante 15 min. a 80°C, mientras 

que los grupos sulfhidrilos se bloquearon con iodoacetamida 25 mM de concentración final, esto 

durante 1 hora a temperatura ambiente. De esta muestra se obtuvo la masa de la proteína reducida y 

alquilada, (MRED+ALQ). Una vez obtenidas las tres muestras estas se purificaron utilizando pipetas Zip-

Tip C18 previamente activadas y equilibradas, las proteínas libres de sales se eluyeron en una mezcla 

de acetonitrilo al 70 % y ácido trifluroacético 0.1 %. La masa de las alícuotas se determinó en el 

Laboratorio Divisional de Espectrometría de Masas (LDEM) empleando la técnica MALDI-TOF 

(Matrix−Assisted Laser Desorption Ionization − Time of Flight) en un espectrómetro marca Bruker, 

modelo AutoFlex Speed TOF/TOF. 
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El cálculo de los grupos sulfhidrilos reactivos, así como el número de puentes disulfuro se realizó 

según lo reportado por Calvete y col. en 2007.49 El número de grupos sulfhidrilos reactivos se calculó 

empleando la ecuación 1. 

   𝑵𝑺𝑯 = (
𝑴𝑨𝑳𝑸−𝑴𝑪𝑪𝑬

𝑴𝑪𝑨𝑴
)                                              (Ec.1) 

Donde NSH representa el número de sulfhidrilos reactivos, MALQ la masa de la CCE no reducida en 

presencia de reactivo alquilante, MCCE masa de la CCE y MCAM = 57.1 Da, que representa el 

incremento en la masa por la carbamidometilación de un -SH con iodoacetamida. 

Por otro lado, el número total de cisteínas se determinó de acuerdo con la ecuación 2. 

                                       𝑵𝑪𝒚𝒔 = [
((𝑴𝑹𝑬𝑫+𝑨𝑳𝑸)− 𝑴𝑨𝑳𝑸)

(𝑴𝑪𝑨𝑴+𝟏)
] + 𝑵𝒔𝑯                                                        (Ec.2) 

Donde NCys representa el número total de cisteínas y MRED+ALQ es la masa de la CCE reducida y 

carbamidometilada. El número de puentes disulfuro se determinó por la ecuación 3. 

                                                               𝑵𝑷𝑫 =
𝑵𝑪𝒚𝒔 − 𝑵𝑺𝑯

𝟐
                                     (Ec.3) 

Donde NPD representa el número de puentes disulfuro presentes en la proteína. 

4.3 Carboximetilación y purificación de la quimopapaína. 

La quimopapaína se purificó a partir de un extracto comercial de la marca SIGMA S452815 (Lot. 

124F80751). Para esto se pesaron 100 mg los cuales se disolvieron en 50 mL de amortiguador de 

fosfatos de sodio 50 mM pH 7.0 en presencia de cisteína 20 mM para activar la enzima, la mezcla se 

agitó durante 10 minutos a temperatura ambiente. Mientras que la autohidrólisis de la proteasa se evitó 

por el bloqueo de su sitio catalítico al agregar ácido iodoacético hasta alcanzar una CF de 30 mM, lo 

que inactivó a la proteasa al formar el derivado carboximetilado de la cisteína catalítica (Cys 25) y de 

la Cys 117. La reacción se dejó durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad. Para eliminar el 

exceso de ácido iodoacético la muestra se dializó en una membrana de celulosa con un corte molecular 

de 14 kDa contra amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM pH 7.0, realizando dos cambios de 

amortiguador.26, 27 

La carboximetil-Quimopapaína (cmQ) libre de sales se filtró con acrodiscos de 0.2 µm y se le aplicó 

una cromatografía de intercambio catiónico en una columna Mono S 5/50 GL(GE) montada en el 

equipo FPLC ÄKTA prime plus. La muestra se eluyó con amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM  
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pH 7.0 estableciendo un gradiente lineal de 0 a 60 % con amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM 

con NaCl 1.0 M a pH 7.0 para despegar la muestra de la matriz de la columna. La muestra de cmQ 

recolectada en la primera cromatografía se dializó contra amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM, 

pH 7.0 y se sometió a una segunda cromatografía bajo las mismas condiciones que la primera. 

La concentración de proteína se determinó al medir la señal de absorbancia a 280 nm en un Nanodrop 

2000 (Thermo Scientific), utilizando un coeficiente de absortividad molar extinción (ε) de 11100 M-1 

cm-1 50 tanto para CCE como para CCH, mientras que para cmQ se utilizó un ε de 51000 M-1 27 cm-

1para alimentar el software implementado en el equipo. 

 

4.4 Propiedades Espectroscópicas de CCH, CCE y cmQ 

4.4.1 Dicroísmo Circular (DC) 

Para evaluar la estructura terciaria de las proteínas recombinantes CCH y CCE, así como de la cmQ, 

se obtuvieron sus espectros de dicroísmo circular (DC) en la región ultravioleta (UV) de 190 a 250 

nm. Esta es una técnica espectroscópica basada en la diferencia de absorción de luz polarizada 

circularmente a la izquierda y la derecha que nos da información sobre la estructura secundaria de 

proteínas. En proteínas la actividad óptica es debida a los enlaces peptídicos en el ultravioleta (UV) 

lejano (180 – 250 nm) y por la asimetría en la densidad electrónica de los aminoácidos aromáticos en 

el UV cercano (250 – 300 nm). Los espectros de DC se obtuvieron a 25 °C en un espectropolarímetro 

Jasco J715 utilizando una celda de 0.10 cm, mientras que el espectro correspondiente al amortiguador 

se utilizó como blanco. Para esto, las muestras de CCH y CCE se dializaron contra un tampón de 

fosfato 10 mM (NaH2PO4/Na2HPO4), pH 7.0, y sus concentraciones se ajustaron a 0.10 mg/mL; la 

muestra correspondiente a cmQ se trató de igual forma previo a la obtención de su espectro de 

dicroísmo circular.  

4.4.2 Fluorescencia (espectros de emisión) 

La fluorescencia es un método espectroscópico extensamente utilizado en el estudio de la estructura, 

actividad y función de las proteínas debido a la fluorescencia intrínseca, la cual se debe principalmente 

por los aminoácidos aromáticos en especial los triptófanos presentes en la cadena de aminoácidos.  

Previo a obtener los espectros de emisión, las proteínas se dializaron contra amortiguador de fosfatos 

de sodio 10 mM a pH 7.0, en una membrana de celulosa con un corte molecular de 6-8 kDa en el caso 

de CCH y CCE, mientras que para cmQ se utilizó un corte de 12-14 kDa. Todas las muestras se 
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filtraron a través de membranas con un poro de 0.22 µm.  Los espectros de emisión de fluorescencia 

se determinaron en un espectrofluorómetro ISS K2 (Urbana USA) equipado con un sistema de control 

de temperatura tipo peltier en una celda de 1 cm de paso óptico a 25 °C, excitando a una longitud de 

onda (λ) de 280 nm mientras que la emisión se registró de 300 a 400 nm. Las muestras su prepararon 

a una concentración de 0.10 mg/mL. 

 

4.5 Pruebas de resistencia a la formación de oligómeros 

4.5.1 Cromatografía de exclusión molecular  

La cromatografía de exclusión molecular se empleó se empleó para evaluar el estado de 

oligomerización de la CCH. Para esto, tanto la solución de CCH como las de CCE se dializaron en 

membranas con un corte molecular de 6-8 kDa frente a un tampón de fosfato de 20 mM con 100 mM 

de NaCl, pH 7.0 y se filtraron a través de membranas con un tamaño de poro de 0.22 µm. Se prepararon 

soluciones con dos concentraciones de proteínas, 0.20 y 0.40 mg/mL, para ambos inhibidores. Las 

alícuotas de ambas proteínas a 0.40 mg/mL se incubaron a 65 °C durante 45 minutos y luego se 

enfriaron a temperatura ambiente. Las muestras se cargaron en una columna Superdex 75 HR 10/30 

previamente equilibrada con un tampón de fosfato de 20 mM con 100 mM NaCl, pH 7.0, con un 

caudal de 0.75 ml/min utilizando un sistema FPLC ÄKTA. 

4.5.2 Dispersión dinámica de luz 

Para evaluar si las proteínas recombinantes CCH y CCE presentaban la formación de oligómeros, las 

muestras de ambas proteínas se analizaron por dispersión dinámica de luz (DDL), que es una técnica 

no invasiva y bien establecida para medir el tamaño y distribución de tamaños de partículas en 

suspensión, o macromoléculas en solución, tales como proteínas y polímeros. Esta técnica se basa en 

el movimiento Browniano de las partículas o moléculas en suspensión que hace que la luz láser se 

disperse en diferentes intensidades. Del análisis de estas fluctuaciones de intensidad se obtiene la 

velocidad del movimiento browniano y por lo tanto el tamaño de partícula utilizando la relación de 

Stokes-Einstein.  

El análisis por dispersión dinámica de luz (DDL) de soluciones de CCH y CCE se realizó a 25, 35, 50 

y 65 °C utilizando un equipo Zetasizer NANO (Malvern, Reino Unido) equipado con control de 

temperatura. Las proteínas se dializaron previamente contra un tampón de fosfato 20 mM con NaCl  
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56 mM, pH 7.0 y se filtraron a través de una membrana con un tamaño de poro de 0.1 µm. Las muestras 

se ajustaron a una concentración de 0.40 mg/mL. Antes de las mediciones de DDL, las muestras se 

equilibraron durante 3 minutos a cada temperatura deseada. Se realizaron al menos tres réplicas de 

cada muestra con múltiples adquisiciones de datos (≥ 10). 

4.6 Estudio calorimétrico 

4.6.1 Calorimetría diferencial de barrido  

La desnaturalización térmica de la CCH y la CCE se siguió por calorimetría diferencial de barrido 

(CDB) que es una técnica que nos permite caracterizar la estabilidad de una proteína directamente en 

su forma nativa, a través del análisis del primer calentamiento. Para esto ambas proteínas se dializaron 

contra amortiguador de fosfatos de sodio 20 mM más NaCl 60 mM a pH 7.0, en membranas de 

celulosa con un corte molecular de 6-8 kDa realizando un cambio de amortiguador a las 5 h. Una vez 

equilibradas las muestras en el amortiguador de trabajo, estas se filtraron a través de una membrana 

de 0.2 µm y se llevaron a una concentración de 0.40 mg/mL. Las soluciones de proteína se 

desgasificaron con agitación al vacío, al igual que el amortiguador de fin de diálisis que se usó como 

referencia. Para el experimento tanto la celda de muestra como la de referencia se llenaron con 0.1 

mL de solución. Mientras que el barrido térmico se realizó a una velocidad de calentamiento de 90 

K/h en el intervalo de 15 °C a 110 °C en un calorímetro capilar VP-DSC (GE Healthcare) 

automatizado. Los datos obtenidos se analizaron empleando el software desarrollado por Microcal 

implementado en Origin 7 (OriginLab, Northampton, MA). Se utilizó el "non 2 state model", que es 

un modelo de dos estados que diferencia la entalpía calorimétrica (ΔHcal) de la entalpía de van’t Hoff 

(ΔHvH), para el análisis de los datos.51  

4.6.2 Calorimetría de titulación isotérmica 

La calorimetría de titulación isotérmica (CTI), es la técnica idónea para caracterizar 

termodinámicamente la formación de cualquier complejo molecular. En los experimentos de CTI se 

puede medir de manera directa el calor involucrado de una interacción intermolecular, por lo que se 

obtienen los parámetros termodinámicos KU, ∆HU, así como el número de sitios de unión (n) en un 

mismo experimento, mientras que el T∆SU y ΔGU los podemos calcular a partir de la KU con la 

siguiente ecuación.52 

                                  ∆𝑮𝑼 = −𝑹𝑻 𝒍𝒏𝑲𝑼 = ∆𝑯𝑼 − 𝑻∆𝑺𝑼                      (Ec. 4) 
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Donde R representa la constante universal de los gases igual a 8.314 J/ K mol y T es la temperatura 

expresada en kelvin a la cual se realizó la titulación. 

Previamente a los experimentos de CTI los componentes (CCH/CCE y la cmQ) se equilibraron al 

mismo tiempo en amortiguador de fosfatos de sodio10 mM más NaCl 78 mM para fijar una fuerza 

iónica constante a 0.1 M, mediante una diálisis contra 200 volúmenes de amortiguador en membrana 

de celulosa con un corte molecular de 6-8 kDa, realizando un cambio de amortiguador a las 5 hrs.  

Una vez equilibradas las muestras se filtraron con acrodiscos de 0.2 µm y se llevaron a la 

concentración de 0.135 mM y 0.025 mM respectivamente en tubos tipo Amicon de 0.5 mL con un 

corte molecular de 10 kDa. Las muestras ya en la concentración deseada se desgasificaron con 

agitación al vacío. 

Para las titulaciones isotérmicas la celda de muestra del calorímetro (MicroCal ITC200 marca GE) se 

cargó con 200 µL de CCH o cmQ mientras que la jeringa se llenó con 40 µL de cmQ o CCE, según 

él caso, la titulación se realizó siguiendo el programa de inyecciones de acuerdo con la distribución 

de la Tabla 4.2 de las cuales la primera es para tener solución fresca en la punta de la jeringa. Las 

inyecciones tuvieron un intervalo de 210 s entre cada una, mientras que la agitación se mantuvo 

constante a 300 rpm. Las isotermas se analizaron por medio de una regresión no lineal empleando el 

modelo de un sitio de unión de Wiseman et. al. 1989,53 adecuado al modelo de sitios de unión idénticos 

e independientes,54 mostrado en la ecuación 5. Dicha regresión se realizó con los datos normalizados, 

en el software Wolfram Mathematica 10 (www.wolfram.com). Para determinar el ΔCP se realizaron 

experimentos a distintas temperaturas (10 °C, 15 °C, 25 °C y 35 °C) dado que esté se puede obtener 

al derivar la entalpia respecto la temperatura. 

 

                        
𝟏

𝑽𝟎
(

𝒅𝑸

𝒅𝑿𝒕𝒐𝒕
) = ∆𝑯𝒖 [

𝟏

𝟐𝒏
+

𝒏− ((𝒏+𝒓)/𝟐 −(𝑿𝒓/𝟐)

((𝑿𝒓
𝟐 − 𝟐𝑿𝒓(𝒏 − 𝒓) + (𝒏+𝒓)𝟐)𝟏/𝟐]                                       (Ec.5) 

 

dónde Xr = [Itot]/[Etot] y r = 1/[Etot]· KU, aquí Itot es la concentración total de inhibidor, Etot es la 

concentración total de la enzima, mientras V0 es el volumen de la celda de reacción, Q el calor 

absorbido o liberado y n es número de sitios de unión.  
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Tabla 4.2. Programa de volumen de inyección establecido para los experimentos de CTI. La tabla 

expone la distribución de los volúmenes de inyección empleado en cada sistema. 

cmQ – CCE   cmQ – CCH   

Núm. de 

inyección 

Vol. de 

inyección (µL) 

Núm. de 

inyección 

Vol. de 

inyección (µL) 

1 0.2 1 0.3 

2-8 1.4 2-5 1.0 

9-15 2.0 6-10 2.5 

16-21 2.5 11-18 3.0 

 

4.7 Modelado computacional 

4.7.1 Modelado de la cistatina C humana. 

Partiendo de la estructura cristalográfica del monómero estabilizado de cistatina C humana cuyo 

archivo PDB es 3GAX38, se modeló a la cistatina C humana silvestre, al cambiar la Cys47 y Cys69 

por Leu y Gly, respectivamente. Además, al obtener experimentalmente ambos inhibidores truncados 

en su extremo amino terminal en la arginina 8, y siendo que la estructura cristalográfica depositada 

en el PDB se encuentra truncada en la Gly11, es necesario añadir los aminoácidos Val10 y Leu9, tanto 

en el modelo estructural de CCH como en la estructura de la cistatina C estabilizada. Los cambios en 

la estructura se realizaron con ayuda del software MOE 2014 (Molecular Operating Environment, 

www.chemcomp.com). Las estructuras de ambos inhibidores se relajaron por simulación de dinámica 

molecular (DM), que es una técnica computacional basada en la mecánica clásica y constituye uno de 

los métodos más utilizados para la simulación de macromoléculas biológicas como las proteínas. 

Previo a las simulaciones, los estados de ionización de la cadena lateral tanto en la CCH como en la 

CCE a pH 7.0 se establecieron utilizando los valores de pKa estimados utilizando la subrutina 

PROPKA en el servidor PDB2PQR.55 Las simulaciones de DM se realizaron utilizando el software 

GROMACS 5.0.756 con el campo de fuerzas OPLS (Optimized Potential for Liquid Simulations).57 

Cada uno de los inhibidores se colocó por separado en el centro de una caja cúbica con su borde más 

cercano a 12 Å de la proteína. Aproximadamente 20,500 moléculas de agua de carga simple extendida 

(SPC/E) se requirieron para llenar la caja, y un ion de cloruro se utilizó para neutralizar la carga neta 

de cada proteína. La minimización de la energía se realizó utilizando el algoritmo de descenso más 

pronunciado para 1000 pasos, seguido de equilibrio térmico (100 ps), restringiendo la posición de los 
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átomos pesados de las proteínas al fijar una constante de fuerza armónica de 1000 kJ mol-1 nm-1. La 

simulación DM se realizó en un conjunto de NPT con paso de tiempo de 2 fs a una temperatura de 

350 K o 450 K, a 1.0 bar durante 200 ns, utilizando un termostato de escalamiento de velocidades y 

un barostato Parrinello-Rahman. Se aplicó el algoritmo LINCS58 para limitar la longitud de los enlaces 

covalentes. Se aplicó un límite de 1.0 nm para las interacciones electrostáticas de corto alcance y van 

der Waals; mientras que las fuerzas electrostáticas de largo alcance se trataron con el método de malla 

de partícula de Ewald.59 Se realizaron dos réplicas para cada sistema. 

4.7.2 Construcción del complejo cistatina C – quimopapaína  

El modelo estructural del complejo cistatina C humana – Quimopapaína se obtuvo por acoplamiento 

molecular de las estructuras separadas, procedimiento conocido como Docking. En primer lugar, se 

eligió una estructura conocida de un complejo homólogo que se utilizó como guía para establecer los 

aminoácidos que probablemente formarían la interfaz. Para esto se alinearon las secuencias de AA (en 

código fasta) de las proteínas libres involucradas en 5 complejos homólogos cuya estructura 

cristalográfica ya ha sido resuelta, junto con las secuencias de CCE y quimopapaína según el caso. 

Esto se hizo en el servidor Uniprot (Universal Protein Resource)60 empleando su herramienta Clustalo, 

que nos da el porcentaje de identidad que hay entre secuencias alineadas de aminoácidos. Basados en 

las alineaciones con mayor porcentaje de identidad y en la estructura del modelo plantilla se estableció 

una lista de posibles AA que podrían participar en la formación del complejo Quimopapaína–

Inhibidor, dichos contactos se establecieron como guía para generar el modelo por acoplamiento 

molecular rígido (Tabla.5.5).  

Con los archivos de coordenadas espaciales generados en las simulaciones de dinámica molecular a 

350K de los inhibidores y el PBD: 1YAL correspondiente a quimopapaína, se construyeron los 

modelos por acoplamiento molecular rígido empleando el servidor pyDockweb61-62 en su versión 

RST63 el cual nos permite establecer restricciones para acotar la búsqueda de un mejor modelo inicial. 

Los modelados con mayor puntaje obtenidos en pyDockweb se superpusieron a la estructura 

cristalográfica del complejo homólogo estefina B – papaína, cuyo código PDB es 1STF,64 para 

discriminar las estructuras se calculó la desviación del valor cuadrático medio (RMSD) respecto a la 

posición de los carbonos alfa (Cα) tomando en cuenta las coincidencias en la estructura secundaria, 

eligiendo el modelo con el menor RMSD. 
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4.7.3 Simulación de DM del modelo 3D de los complejos 

Una vez elegidos los modelos estos se evaluaron mediante una simulación de dinámica molecular.65 

La simulación se realizó en disolvente explícito usando el campo de fuerza OPLS57, con el software 

GROMACS56 en su versión 5.0.7.  

Previo a la simulación de DM el estado de ionización a pH 7.0 de los grupos protonables en las 

proteínas acomplejadas se establecieron utilizando el valor de pKa estimado por PROPKA, que es 

una subrutina del servidor PDB2PQR.55  

Las estructuras elegidas de los sistemas CCH–quimopapaína y CCE–quimopapaína se colocaron por 

separado en el centro de una caja cúbica con 12 Å de separación entre el modelo y las caras de la caja, 

mientras que para llenar la caja se emplearon 30,800 moléculas de agua tipo SPCE y se agregaron 13 

iones cloruro para neutralizar la carga del complejo. Previo a la simulación de DM, la energía del 

sistema se minimizó para su relajación, además el sistema se equilibró térmicamente restringiendo la 

posición de los átomos pesados del complejo con una constante de fuerza armónica de 1000 kJ mol-1 

cm-1, esto en un conjunto NVT; por último, la presión del sistema se equilibró a 1.0 bar en un conjunto 

NPT. Las simulaciones de DM se realizaron con los sistemas equilibrados en un ensamble NPT a 350 

K, 450 K y 1.0 bar por 200 ns utilizando el termostato de escalamiento de velocidades y el baróstato 

de Parrinello-Rhaman. La longitud de los enlaces covalentes se restringió por el algoritmo LINCS.58 

Se aplico un corte de 1.0 nm a las interacciones electrostáticas e interacciones van der Waals de corto 

alcance, mientras que las fuerzas electrostáticas de largo alcance se trataron con el método de malla 

de partícula de Ewald.59 

4.7.4 Estimaciones teóricas de los parámetros termodinámicos de unión 

Para realizar la estimación teórica del valor de ΔHU y ΔCp del complejo cistatina C humana – 

quimopapaína, se emplearon modelos semiempíricos que correlacionan estas variables con la 

magnitud de las áreas superficiales ocultas en la interfaz del complejo formado, determinadas como 

cambios en el área superficial accesible a la solvente denominada como ASA por sus siglas en inglés 

(Accessible Surface Area).66 El área oculta al solvente está descrito por la siguiente relación: 

 ∆𝑨𝑺𝑨 = 𝑨𝑺𝑨𝒄𝒐𝒎𝒑𝒍𝒆𝒋𝒐 − (𝑨𝑺𝑨𝒄𝒎−𝑸 + 𝑨𝑺𝑨𝑰𝒏𝒉)                                  (Ec.6) 

Por otro lado, las distintas parametrizaciones del ∆ASA están divididas en sus contribuciones polar, a 

la que contribuyen los átomos de oxígeno y nitrógeno, mientras que la contribución apolar está dada 
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por los átomos de carbono y azufre. Denotando las áreas correspondientes como ∆ASAp y ∆ASAap, 

respectivamente, y la estimación teórica de ∆HU y ∆Cp está dada por las siguientes ecuaciones: 

 

∆𝑯𝑼 = ∆𝑯𝒑 + ∆𝑯𝒂𝒑 = ∆𝒉𝒑∆𝑨𝑺𝑨𝒑 + ∆𝒉𝒂𝒑∆𝑨𝑺𝑨𝒂𝒑           (Ec. 7) 

 

∆𝑪𝑷 = ∆𝑪𝑷,𝒑 + ∆𝑪𝑷,𝒂𝒑 = ∆𝒄𝑷,𝒑∆𝑨𝑺𝑨𝒑 + ∆𝒄𝑷,𝒂𝒑∆𝑨𝑺𝑨𝒂𝒑                      (Ec. 8) 

dónde ∆hp y ∆hap representan los coeficientes de proporcionalidad para el ∆HU, mientras que ∆cp, p y 

∆cp,ap son los coeficientes de proporcionalidad para el ∆Cp. Los coeficientes de proporcionalidad 

obtenidos para diferentes bases de datos de interacciones proteína–proteína se muestran en la Tabla 

4.3. Para calcular el valor de las ASA se empleó el programa NACCESS72, 73, basado en el algoritmo 

de Lee y Richards66, utilizando un radio de prueba de 1.4 Å, así como las coordenadas espaciales del 

complejo y de las proteínas libres obtenidas de la minimización de energía por DM.72-74 

Tabla 4.3. Coeficientes de proporcionalidad para el ∆HU y el ∆CP separados por su contribución polar 

y apolar. 

∆HU ∆hp (cal/mol Å2) ∆hap (cal/mol Å2) 

García & Hernández 67 19.4 -7.0 

Luque & Freire68 31.4 -8.44 

∆CP ∆CP, p (cal/mol Å2K) ∆CP,ap (cal/mol Å2K) 

Murphy & Freire69 -0.26 0.45 

Myers et al.70 -0.09 0.28 

Makhatadze & Privalov71 -0.21 0.51 
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5. RESULTADOS 

5.1 Construcción de la cistatina C humana estabilizada (L47C/G69C)  

El tamaño de los plásmidos pET-24a(+)-CC(L47C) y pET-24a(+)-CCE extraídos a los clones 

estudiados en cada etapa, se verificó por electroforesis en gel de agarosa al 1%, (Figura 5.1A). Las 

secuencias de nucleótidos obtenidas, correspondientes a los vectores generados en los experimentos 

de mutagénesis presentados en la Figura 5.1B y B’, contienen el codón TGT en las posiciones 

planeadas. Con el plásmido pET-24a(+)-CCE recuperado de la segunda etapa de mutagénesis, se 

transformaron células de la cepa SHuffle T7 Express lysY C3030H de Escherichia coli para 

sobreexpresar la CCE.  

 

Figura 5.1. Electroforesis en gel de agarosa. (A) Las bandas observadas en los carriles 1 y 2 

pertenecen a pET-24a(+)-CC(L47C) circular, mientras que del carril 3 al 7 se muestran las bandas del 

plásmido digerido (Etapa 1). En el panel (A’) las bandas observadas corresponden al pET-24a(+)-

CCE, obtenido en la segunda etapa de mutagénesis. Ambos plásmidos se digirieron por la enzima de 

restricción EcoR I para generar ADN lineal. Las bandas muestran un tamaño acorde al número de pb 

que contienen los plásmidos estudiados. Secuencia de nucleótidos. En el panel (B) se muestra la 

secuencia de nucleótidos correspondiente al pET-24a(+)-CC(L47C), la cual contiene al codón TGT 

que codifica para CYS en la posición 47 respecto a la secuencia de aminoácidos de CCH, en (B’) se 
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muestra la secuencia de nucleótidos del pET-24a(+)-CCE, en la cual se puede apreciar el codón TGT 

en las posiciones 47 y 69 según su secuencia de AA. 

 

5.1.1 Expresión de la cistatina C humana estabilizada (CCE) 

La expresión de CCE en la cepa SHuffle T7 Express lysY C3030H, transformada con el pET-24a(+)-

CCE, se analizó del cultivo en medio LB de cinco clones por separado. Se realizó una electroforesis 

SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al del sobrenadante obtenido al centrifugar el producto de lisis 

de los clones. Las muestras cargadas en el gel de poliacrilamida correspondientes a los clones 

analizados de la cistatina C estabilizada (Figura 5.2, carriles 4-8), presentaron una banda a la altura 

del estándar correspondiente a 14.4 kDa, además, el sobrenadante correspondiente al cultivo de CCH, 

así como una muestra pura de CCH (Figura 5.2, carriles 1 y 2) presentaron bandas similares.  

 

Figura 5.2. Electroforesis SDS-PAGE: carril 1 pertenece a una muestra homogénea de CCH. Carril 

2 sobrenadante de la lisis de un crecimiento bacteriano de la cepa C3030H-CCH. Del carril 4 al 8 se 

muestra el sobrenadante de la lisis del crecimiento bacteriano de la cepa C3030H-CCE 

correspondiente a cada uno de los cinco clones estudiados. El carril 3 corresponde a los marcadores 

de peso molecular. 

5.2 Purificación de los inhibidores 

Los inhibidores CCH y CCE se purificaron por separado en tres etapas cromatográficas, del 

sobrenadante correspondiente, obtenido en la lisis del crecimiento bacteriano de las cepas C3030H-

CCH y C3030H-CCE. Las Figuras 5.3, 5.4 y 5.5 muestran los cromatogramas correspondientes a la 

purificación de la CCE, de los cuales se resalta en color gris la fracción recuperada de inhibidor en 

cada una de las cromatografías. Las cromatografías de exclusión molecular se realizaron a pH 9.3, 

mientras que la cromatografía de intercambio aniónico se hizo a pH 8.8. El cromatograma obtenido 
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en la tercera etapa mostró un pico de elución simétrico, correspondiente al inhibidor, el cual se 

recuperó y fracciono para su almacenamiento a -80 °C para su posterior uso en la experimentación 

requerida. 

 

Figura 5.3. Cromatograma de exclusión molecular preparativa. La cromatografía se realizó en una 

columna Superdex 200 HiLoad 16/60 GE, equilibrada con amortiguador de Glicina 50 mM, NaCl 30 

mM, pH 9.3. La parte sombreada corresponde a la zona de elución del inhibidor. En etapa se 

eliminaron proteínas de alto peso molecular.  

 

 

Figura 5.4. Cromatograma de intercambio aniónico. Se empleó una columna Sephadex A-50 DEAE 

previamente equilibrada con Tris 40 mM, pH 8.8, la fracción atrapada por la columna se eluyó en Tris 

40 mM con 0.6 M NaCl a pH 8.8. La zona en color gris corresponde a la fracción recuperada de 

inhibidor, la línea punteada representa la concentración de NaCl. En esta etapa se eliminaron proteínas 

de masa molecular similar a la cistatina C, pero cargadas negativamente a las condiciones de trabajo.  
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Figura 5.5. Cromatograma de exclusión molecular.  Se utilizó una columna empacada con resina 

Sephacryl S-200, previamente equilibrada con amortiguador de Glicina 50 mM, NaCl 30 mM, pH 9.3. 

La parte sombreada representa la zona de elución del inhibidor.  

5.2.1 Prueba de la formación del puente disulfuro entre los residuos C47 – C69 

Con los valores de las masas obtenidas a partir de los espectros de masas MALDI-TOF 

correspondientes a las muestras MCCH, MNAT, MALQ, y MRED+ALQ (Figura 5.6). Se verificó la formación 

del puente disulfuro introducido por las mutaciones puntuales L47C/G69C. Asimismo, los espectros 

de masas obtenidas para los inhibidores sin tratamientos químicos extras, presentados en la Figura 5.6 

(A) y (B), son prueba de la pureza lograda durante el proceso de purificación.  
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Figura 5.6. Espectros de masas MALDI-TOF. Los espectros se obtuvieron en modo iónico positivo y 

lineal con una tensión de aceleración de 20 kV, empleando una matriz de ácido α-ciano-4-

hidroxicinámico preparado como una solución saturada en 0.1% de TFA en agua/acetonitrilo (1/1, 

v/v). A. Espectro de masas obtenido para CCH (MCCH) B. Espectro de masas correspondiente a CCE 

(MCCE) C. Espectro de masas de CCE alquilada con iodoacetamida 10 mM (MALQ). D. Espectro de 

masas obtenido para la CCE desnaturalizada y reducida con DTT 10 mM y alquilada con 

iodoacetamida 25 mM (MRED+ALQ).  

Con los datos obtenidos de los espectros de masas correspondientes a las diferentes alícuotas de CCE, 

se determinó el número de sulfhidrilos reactivos y el número de puentes disulfuro a partir de las 

ecuaciones 1, 2 y 3 presentadas en la metodología.49 

 

𝑵𝑺𝑯 = (
𝑴𝑨𝑳𝑸 − 𝑴𝑪𝑪𝑬

𝑴𝑪𝑨𝑴
) = (

𝟏𝟐𝟓𝟕𝟓 𝑫𝒂 −  𝟏𝟐𝟓𝟕𝟓 𝑫𝒂

𝟓𝟕. 𝟏
) = 𝟎 

Dado que NSH es cero se puede asegurar que nuestra proteína no cuenta con sulfhidrilos reactivos. 
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𝑵𝑪𝒚𝒔 = [
(𝑴𝑹𝑬𝑫+𝑨𝑳𝑸 −  𝑴𝑨𝑳𝑸)

(𝑴𝑪𝑨𝑴 + 𝟏)
] + 𝑵𝒔𝑯 = [

𝟏𝟐𝟗𝟏𝟗 𝑫𝒂 −  𝟏𝟐𝟓𝟕𝟓 𝑫𝒂

𝟓𝟕. 𝟏 𝑫𝒂 + 𝟏
] + 𝟎 = 𝟔. 𝟎 

El número de cisteínas presentes en la cistatina C estabilizada es 6, lo que concuerda con lo 

esperado. 

𝑵𝑷𝑫 =
𝑵𝑪𝒚𝒔 − 𝑵𝑺𝑯

𝟐
=

𝟔. 𝟎 −  𝟎

𝟐
= 𝟑 

El valor obtenido para NPD, es determinante y asegura la formación del puente adicional introducido 

en la CCH con las mutaciones puntuales L47C y G69C. 

5.3 Carboximetilación y Purificación de la Quimopapaína (cmQ) 

La cmQ se purificó en dos etapas cromatográficas según lo presentado en la metodología. Previo a la 

cromatografía se eliminó el exceso de sales al dializar contra amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 

7.0.26-27 El cromatograma mostrado en el panel A de la Figura 5.7, correspondiente a la primera 

cromatografía de intercambio catiónico, exhibe varias zonas de elución que corresponde a las diversas 

PC secretadas en el látex del arbusto tropical Carica papaya L. Este cromatograma muestra en color 

gris la fracción recolectada de quimopapaína carboximetilada. Una vez libre de sales, la fracción 

recolectada en la etapa anterior se sometió a una segunda cromatografía de intercambio catiónico. 

Dicho cromatograma se muestra en el panel B de la Figura 5.7. La fracción recolectada de cmQ se 

muestra en color gris. La muestra recuperada en la segunda cromatografía se utilizó en todos los 

experimentos posteriores. 

La homogeneidad de las muestras, recuperadas de su última etapa cromatográfica, se analizó por 

electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida (Figura 5.8). Los carriles 2 y 3 se cargaron con 

muestras de CCH y CCE respectivamente, mientras que en el carril 4 se cargó con muestra de cmQ. 

Las bandas correspondientes a los inhibidores se aproximaron a la altura del estándar correspondiente 

a 14.4 kDa mientras que la cmQ mostró una banda difusa.  
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Figura 5.7. Cromatogramas de intercambio catiónico. La muestra de cmQ se eluyó con amortiguador 

de fosfatos 50 mM, pH 7.0 con un gradiente bifásico de NaCl 1 M, en una columna Mono S 5/50 GL 

(GE). El panel A presenta distintas zonas de elución que corresponden a las PC presentes en el extracto 

comercial, la fracción recupera de cmQ se muestra en color gris (panel A). El cromatograma del panel 

B muestra en color gris la fracción recolectada de la recromatografía de cmQ. 

 

 

Figura 5.8. Electroforesis SDS-PAGE. Los carriles 2 y 3 corresponden a muestras homogéneas de 

CCH y CCE respectivamente, mientras que el carril 4 corresponde a una muestra de cmQ. 

 

5.4 Propiedades estructurales  

5.4.1 Propiedades estructurales de los inhibidores CCH y CCE 

Para evaluar la estructura secundaria se obtuvieron los espectros de dicroísmo circular en el UV lejano 

de ambos inhibidores a pH 7.0 y a 25 °C. Ambos espectros muestran un mínimo de elipticidad a la 
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altura de los 208 nm y un leve hombro cercano a los 223 nm, dichos espectros coinciden con los ya 

reportados de cistatina C humana, Figura 5.9 panel A. 36-37 Por otro lado, los espectros de emisión 

correspondientes a la CCH y CCE que se muestran en el panel B de la Figura 5.9, exhiben un máximo 

en 325 nm. El centro de masa espectral (CME), calculado de los espectros de emisión de fluorescencia 

correspondientes a CCH y CCE, es el mismo para ambos inhibidores, el valor del CME se muestra en 

la Tabla 5.1. 

Tabla 5.1. Centro de masa espectral correspondiente a los espectros de fluorescencia intrínseca de 

CCH y CCE. 

Inhibidor CME (nm) 

CCH 336 

CCE 336 

 

 

Figura 5.9. Panel A. Espectros de dicroísmo circular. Los espectros de DC se realizaron a pH 7.0 y 

25 °C. En línea negra se muestra el espectro de cistatina C humana silvestre mientras que el espectro 

presentado en línea roja pertenece a la cistatina C estabilizada. Las muestras de ambas cistatinas se 

trabajaron a una concentración de 0.1 mg/mL. Panel B. Emisión de fluorescencia. Los espectros de 

emisión se midieron a pH 7.0 y 25 °C. La emisión de CCH se muestra en línea negra, mientras que la 

emisión de CCE se muestra en línea roja. Ambos espectros se obtuvieron excitando a 280 nm, mientras 

que la emisión se colecto de 300 a 400 nm. En este caso ambos inhibidores se trabajaron a 0.1 µM 

(1.2 x 10-3 mg/mL). 

 

5.4.2 Propiedades estructurales de la cmQ 

El espectro de DC en el UV lejano de la cmQ se obtuvo a pH 7.0 y a 25 °C, exhibe dos mínimos, el 

primero cercano a los 210 nm y un segundo mínimo más acentuado en aproximadamente 222 nm. El 
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espectro obtenido es consistente con lo reportado previamente por Solís-Mendiola y col. 1989.26 

(Figura 5.10 panel A). 

El panel B de la Figura 5.10 presenta el espectro de emisión normalizado de la quimopapaína 

carboximetilada, que cuenta con cuatro triptófanos (trp7, trp26, trp181 y trp185). El espectro de 

emisión de fluorescencia presentó un CME a los 340 nm, mientras que el máximo del espectro se 

encontró cercano a los 329 nm. 

 

 

Figura 5.10. Panel A. Espectro de dicroísmo circular. El espectro de DC se midió a pH 7.0 y a 25 °C, 

con una concentración de cmQ de 0.1 mg/mL (4.2 µM). Panel B. Espectro de emisión de fluorescencia 

obtenido en amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.0. a 25 °C correspondiente a la quimopapaína 

carboximetilada. El espectro se obtuvo al excitar la muestra de cmQ a 280 nm, mientras que la emisión 

se registró de 300 a 400 nm. La cmQ se trabajó a 0.10 µM.  

 

5.4.3 Prueba espectroscópica de la formación del complejo 

Para evaluar si el complejo Inhibidor – cmQ se estaba formando, se compararon los espectros de 

emisión a pH 7.0 correspondientes a los inhibidores libres, la cmQ y la mezcla de inhibidor con cmQ. 

Los espectros de emisión correspondientes a las mezclas cmQ con CCH y cmQ con CCE, presentaron 

una clara disminución en la intensidad de fluorescencia en comparación con un espectro calculado 

como la suma de la IF de las proteínas libres (Figura 5.11). Los espectros de las mezclas presentaron 

el mayor cambio a los 337 nm con respecto al espectro calculado. El CME calculado es de 333 nm 

para el sistema cmQ – CCH y 331 nm para cmQ – CCE. Los espectros de emisión correspondientes 

a la mezcla mostraron un corrimiento en su máximo hacia longitudes de onda más cortas. 
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Figura 5.11. Emisión de Fluorescencia. Los espectros de emisión se registraron de 300 a 400 nm, con 

una longitud de onda de excitación de 280 nm. El panel A muestra los espectros de emisión de las 

proteínas cmQ y CCH libres, una mezcla de estas y un espectro calculado a partir de la emisión de las 

proteínas libres, mientras que el panel B corresponde al sistema cmQ – CCE. En ambas Figuras los 

(●) corresponden a la IF calculada como la suma de la IF de las proteínas libres, los (○) representan 

la IF de la cmQ libre, (▲) es la mezcla de inhibidor con cmQ, mientras que los (Δ) corresponden a la 

IF de la CCH ó CCE. Los espectros se midieron a una razón de concentración de la mezcla enzima-

inhibidor de 1.2 para esto se utilizó la cmQ a 0.10 µM y el inhibidor a 0.12 µM.  

 

5.5 Estabilidad estructural del monómero de cistatina C humana 

5.5.1 Pruebas de oligomerización por CEM y DDL 

Para verificar la capacidad que tienen la CCH de formar dímeros, y por otro lado corroborar la 

eliminación de este fenómeno en la cistatina C estabilizada,35 se realizaron experimentos de 

cromatografía de exclusión molecular en una columna Superdex 75 HR 10/30 previamente calibrada 

y equilibrada (Figura. 5.12). El cromatograma de la prueba realizada para CCH a 0.20 mg/mL y 25 

°C, mostró un pico principal asociado al monómero y un pico más pequeño relacionado con el dímero 

(Azul claro). El ensayo donde se duplicó la concentración de CCH (0.40 mg/mL) provocó un aumento 

en la proporción del pico relacionado con el dímero (línea azul). Además, el calentamiento de esta 

alícuota durante 40 minutos a 65 °C y el posterior enfriamiento a 25 °C condujeron a una mayor 

formación de dímeros (curva roja). Por otro lado, una muestra concentrada (0.40 mg/mL) y calentada 

de CCE se eluyó como un solo pico en la zona correspondiente al monómero (línea negra). Pruebas 

realizadas por dispersión dinámica de luz (DDL) a soluciones de CCH a 0.40 mg/mL calentadas a 65 

°C mostraron la formación oligómeros de orden superior al calentarse a 65 °C, mientras que, bajo las 

mismas condiciones, el CCE siguió siendo un monómero (Figura. 5.13).  
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Figura 5.12. Evaluación de la formación de oligómeros por cromatografía de exclusión molecular. 

La cromatografía se realizó en una columna Superdex 75 HR 10/30 con un tampón de fosfato de 20 

mM, 100 mM NaCl a pH 7.0, en un sistema FPLC ÄKTA. Panel A: La línea azul claro corresponde 

a la muestra de CCH a 0.20 mg/mL, la CCH con concentración de 0.40 mg/mL, se muestra en línea 

azul, la línea roja corresponde a la muestra de CCH concentrada a 0.40 mg/mL y calentada a 65 °C, 

por último, la muestra de CCE concentrada a 0.40 mg/mL y calentada a 65 °C, corresponde a la línea 

negra. Panel B: En triángulos color azul claro se muestra la CCH concentrada a 0.20 mg/mL, la CCH 

concentrada a 0.40 mg/mL corresponde a los círculos azules, los círculos rojos pertenecen a la CCH 

(0.40 mg/mL) calentada a 65 °C, por último, la muestra de CCE concentrada a 0.40 mg/mL y calentada 

a 65 °C corresponde a el círculo negro.  La línea continua en el panel B representa la regresión lineal 

correspondiente a los datos de los estándares (puntos verdes). Los pesos moleculares de dichos 

estándares son: γ-globulina (158 kDa), ovoalbúmina (44 kDa), mioglobina (17 kDa), y vitamina B12 

(1.35 kDa). Los pesos moleculares están representados en escala logarítmica. 

 

 

Figura 5.13. Dispersión dinámica de luz. Se muestra la distribución en el tamaño de partícula de las 

soluciones CCH (línea discontinua) y CCE (línea sólida) a 25 °C (A) y 65 °C (B). Ambos inhibidores 

se prepararon a una concentración de 0.4 mg/mL en fosfatos 20 mM, 56 mM NaCl. 
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5.6 Calorimetría diferencial de barrido  

El termograma obtenido para CCH es similar al reportado anteriormente por Žerovnik E. y col.51, 

mientras que el termograma correspondiente a la CCE presento un desplazamiento en su Tm de 

aproximadamente 10 °C (Figura 5.14), así mismo un segundo calentamiento de ambos inhibidores 

sugiere que el desplegamiento térmico de estos es irreversible. El análisis del termograma dio los 

valores de Tm y  ΔHvH/ΔHcal correspondientes a CCH los cuales fueron 78.6 °C y 2.92 

respectivamente, estos valores son comparables con los valores de 82.0 °C y 2.67 obtenidos 

anteriormente para CCH concentrada a 1.0 mg/mL y truncada en el amino terminal.51
 En el caso de la 

CCE los valores obtenidos para Tm y ΔHvH/ΔHcal son 89.5 °C y 1.86 respectivamente (Tabla 5.2). 

Tabla 5.2. Análisis de los termogramas obtenidas por CDB.  Las trazas calorimétricas fueron 

analizadas usando un modelo de equilibrio de dos estados. 

Inhibidor Tm (°C) 
ΔHcal 

(kJ/mol) 

ΔHvH 

(kJ/mol) 
r2 ΔHvH/ ΔHcal 

CCH 78.6 ± 0.2 139.4 ± 11.4 405.5 ± 7.3 0.99 2.92 ± 0.19 

CCE 89.5 ± 0.2 194.1 ± 19.6 358.8 ± 1.4 0.99 1.86 ± 0.20 

 

 

Figura. 5.14. Calorimetría diferencial de barrido. Los barridos se obtuvieron a 90 K/h en tampón de 

fosfatos 20 mM, pH 7.0, con 56 mM de NaCl. En el panel A se muestra el termograma de CCH en 

línea discontinua, mientras que el panel B exhibe el termograma correspondiente a CCE en línea 

discontinua. En ambos paneles las líneas continuas representan el ajuste a un modelo reversible de 

dos estados de los datos experimentales. La concentración de ambos inhibidores es de 0.40 mg/mL 

(⁓32.0 µM).  
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5.7 Calorimetría de Titulación Isotérmica  

Los experimentos de CTI se realizaron a pH 7.0 en amortiguador de fosfatos (NaH2PO4/Na2HPO4) 10 

mM con 78 mM de NaCl para fijar la fuerza iónica a 0.1 M. Las isotermas se obtuvieron por duplicado 

a las temperaturas de 10 °C, 15 °C, 25 °C y 35 °C para el sistema cmQ–CCE, mientras que para el 

sistema cmQ–CCH se obtuvieron a 15°C, 25 °C y 35 °C.  La Figura 5.15 muestra las isotermas 

obtenidas de tres temperaturas para ambos sistemas. Los parámetros n, ∆HU y KU se obtuvieron al 

ajustar los datos integrados y corregidos mediante la sustracción del calor de dilución al modelo de 

sitios de unión idénticos e independientes (Ec. 5), mientras que el valor de TΔSU y ∆GU se obtuvo 

según la ecuación 4. El promedio de los parámetros n, ∆HU, KU, TΔSU y ∆GU calculados a las distintas 

temperaturas de trabajo se exponen en la Tabla 5.3 
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Figura 5.15. Isotermas obtenidas a 15 °C, 25 °C y 35 °C. El panel superior de las figuras (a, a´, b, b´, 

c y c´) muestra los datos crudos obtenidos para cada titulación en µJ/s. El panel inferior de las figuras 

(A, A´, B, B´, C y C´) muestra en cuadros negros los datos integrados y corregidos mediante la 

sustracción del calor de dilución, mientras que la línea continua corresponde al ajuste, con regresión 

no lineal de las isotermas, al modelo de sitios de unión idénticos e independientes. Los experimentos 

se realizaron a pH 7.0 en amortiguador de fosfatos 10 mM y 78 mM de NaCl para fijar la fuerza iónica 

a 0.1 M. 

 

Tabla 5.3. Parámetros termodinámicos (n, ∆HU, KU, T∆SU y ΔGU) obtenidos a distintas temperaturas 

por CTI de los sistemas cmQ – CCE y CCH – cmQ. 

T (°C) 
Sistema 

(celda/jeringa) 

KU (x106) 

(M-1) 

∆GU 

(kJ/mol) 

∆HU 

(kJ/mol) 

T∆SU 

(kJ/mol) 
n 

10 
cmQ – CCE 2.9 ± 0.4 -34.3 ± 0.3 -23.9 ± 0.3 11.0 ± 0.5 0.81 ± 0.01 

CCH – cmQ --- --- --- --- --- 

15 
cmQ – CCE 2.9 ± 0.5 -35.7 ± 0.4 -29.0 ± 0.5 19.7 ± 0.4 0.60 ± 0.01 

CCH – cmQ 2.3 ± 0.4 -35.1 ± 0.5 -17.0 ± 0.4 18.2 ± 0.6 0.51 ± 0.01 

25 
cmQ – CCE 9.0 ± 1.6 -39.6 ± 0.4 -32.6 ± 0.4 7.0 ± 0.6 0.67 ±0.01 

CCH – cmQ 3.5 ± 1.4 -37.4 ± 1.0 -28.2 ± 1.0 9.2 ± 1.4 0.59 ± 0.02 

35 
cmQ – CCE 12.0 ± 2.5 -41.7 ± 0.5 -46.1 ± 0.6 -4.4 ± 0.8 0.75 ± 0.01 

CCH – cmQ 4.0 ± 1.7 -38.7 ± 1.4 -48.3 ± 1.5 -10.0 ± 1.8 0.73 ± 0.02 

 

El valor del ∆Cp se calculó a partir del grafico de ∆HU vs T mostrado en la Figura 5.16 a través de la 

regresión lineal de los datos de ΔHU, dado que el cambio en la capacidad calorífica esta dado por la 

relación: ∆𝐶𝑃 =
𝑑𝛥𝐻𝑈

𝑑𝑇
. El cambio en la entalpia de unión ΔHU para los sistemas cmQ – CCE y cmQ – 

CCH, se determinó por CTI a distintas temperaturas (Tabla 5.3).  
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Figura 5.16. Cambio en la capacidad calorífica ΔCp. El ΔCp para el sistema cmQ – CCE se determinó 

a partir de los valores de ΔHU a 10 °C, 15 °C, 25 °C y 35 °C, mientras que para el sistema cmQ – 

CCH, se evaluó el ΔHU a 15 °C, 25 °C y 35 °C. Ambos gráficos presentan los valores de la regresión 

lineal.  

 

Tabla 5.4. Valor del ΔCp obtenido para los sistemas cmQ – CCE y CmQ – CCH a pH 7.0 en 

amortiguador de fosfatos 10 mM y 78 mM de NaCl, fijando la fuerza iónica en 0.1 M. 

Sistema ΔCp. (kJ/mol K) 

cmQ – CCE  -0.72 ± 0.15 

CCH – cmQ -1.42 ± 0.20 

 

5.8 Modelado Computacional 

5.8.1 Modelado y simulación de DM de los Inhibidores.  

Los cambios efectuados en la estructura 3D de la cistatina C humana estabilizada, para generar un 

modelo de la cistatina C silvestre monomérica se muestran en la Figura 5.17, también se resaltan los 

residuos de aminoácidos añadidos al extremo amino, con el fin de lograr modelos con las 

características de los inhibidores obtenidos experimentalmente. Para evaluar la estabilidad térmica de 

los inhibidores, se corrieron simulaciones de DM a 350 y 450 K en solvente explícito de los modelos 

3D de ambos inhibidores, con un tiempo de simulación de 200 ns. La simulación de DM, realizada a 

350 K de CCH y CCE, mostró que ambas proteínas son estables y que poseen movilidad similar, 

según los perfiles de la desviación cuadrática media (RMSD) y de fluctuación cuadrática media 

(RMSF) mostrados en la Figura E1 del Apéndice E. La Figura 5.18 presenta un diagrama en colores 
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de cómo evoluciona la estructura secundaria durante los 200 ns de simulación de DM a 450 K, tiempo 

durante el cual se observó la perdida de estructura terciaria tanto en CCH como en CCE, siendo más 

evidente en la cistatina C humana silvestre. 

 

Figura 5.17. Modelos 3D de los inhibidores. A la izquierda se muestra la estructura de la cistatina C 

humana silvestre, en color rojo se exponen los aminoácidos L47 y G69 modelados y los AA L9 y V10 

añadidos. El lado derecho de figura muestra la estructura tridimensional de la cistatina C estabilizada, 

resaltando en color amarillo el puente disulfuro formado entre las posiciones C47-C69 y los 

aminoácidos añadidos L9 y V10 en color magenta. Los cambios se realizaron en el software MOE 

2014 (Molecular Operating Environment, www.chemcomp.com).   

 

 

Figura. 5.18 Simulación de dinámica molecular en solvente explícito a 450 K durante 200 ns, en un 

conjunto NPT. En el panel A se exhibe en un diagrama de colores de los cambios en la estructura 
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secundaria, mientras que en el panel B se muestran los perfiles de RMSF de los carbonos-α, donde la 

línea negra corresponde a la CCH y la línea roja a la CCE.  

 

5.8.2 Construcción del modelo cistatina C humana – quimopapaína por acoplamiento 

molecular rígido 

Del alineamiento de las secuencias de aminoácidos de cistatina C estabilizada y quimopapaína, con 

secuencias de aminoácidos de proteínas involucradas en complejos homólogos de PC–inhibidor de 

los cuales ya se conoce su estructura 3D, se obtuvo que el mayor porcentaje de identidad se dio entre 

cistatina C humana y estefina B (PDB:2OCT) y entre quimopapaína (PDB:1YAL) con papaína 

(PDB:9PAP), Tabla 5.4.60  

Tabla 5.4. Porcentaje de identidad obtenidos al comparar la secuencia de AA de la CCE y la 

quimopapaína con la secuencia de AA de proteínas involucradas en complejos homólogos con 

estructuras 3D conocidas.  

Proteínas Porcentaje de 

identidad 

Posiciones  

Idénticas 

Posiciones  

Similares 

Cistatina C/Estefina B 17.97 23 33 

Cistatina C/Estefina A 14.73 19 37 

Quimopapaína/Papaína 56.42 123 51 

Quimopapaína/Catepsina B 20.61 54 74 

Quimopapaína/Catepsina H 36.12 82 75 

Quimopapaína/Catepsina L 37.88 86 68 

Quimopapaína/Catepsina V 39.91 91 67 

 

En las Figuras 5.19 y 5.20 se muestra el alineamiento de las secuencias de AA con el mayor porcentaje 

de identidad, registrando un 56.42 % de identidad la comparación entre las secuencias de AA de 

quimopapaína y papaína, mientras que la comparación entre las secuencias de AA de cistatina C 

estabilizada con estefina B se obtuvo un porcentaje del 17.97%. 
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Figura 5.19. Alineamiento de las secuencias de AA de quimopapaína (PDB:1YAL) con papaína 

(PDB:9PAP). Se obtuvo un porcentaje de identidad de 56.42%, 123 posiciones idénticas (*) y 51 

posiciones similares (:). En negritas se resaltan las regiones conservadas. 

 

 

Figura 5.20. Alineamiento de las secuencias de AA de estefina B (PDB:2OCT) y CCE (3GAX), del 

cual se obtuvo un porcentaje de identidad de 17.97%, 23 posiciones idénticas (*) y 33 posiciones 

similares (:). 

 



50 
 

La estructura tridimensional del complejo papaína–estefina B se utilizó como plantilla para generar 

un modelo preliminar del complejo cistatina C humana – quimopapaína. El acoplamiento molecular 

rígido realizado en el servidor pyDockweb el cual en su versión RST nos permite establecer 

restricciones para acotar la zona de prueba para generar el complejo. La Tabla 5.5 muestra la lista de 

los posibles contactos generados con la unión de cistatina C humana a quimopapaína, establecidos a 

partir de la plantilla, los cuales se establecieron como restricción.  

Tabla 5.5. Posibles aminoácidos involucrados en la formación del complejo cistatina C humana–

quimopapaína. Los contactos entre estos residuos fueron alimentados como restricción en el servidor 

pyDockweb versión RST.62 

 

PROTEINA AMINOÁCIDO CON INTERACCIÓN 

CISTATINA C  L9 G11 A25 I56 V57 A58 V60 W106 

QUIMOPAPAÍNA Q19 G20 A21 K64 G65 G66 D158 W181  
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Figura 5.21. Estructura tridimensional de complejo cistatina C humana – quimopapaína. Aquí se 

muestra la sobreposición de los complejos CCH – quimopapaína y CCE – quimopapaína, la cual dio 

un RMSD de 1.9 Å respecto a los carbonos α. La figura se realizó en MOE 2014 (Molecular Operating 

Environment, www.chemcomp.com). 

 

5.8.3 Simulación de DM de los modelos inhibidor – quimopapaína 

La estabilidad estructural de los modelos, cistatina C humana – quimopapaína y cistatina C 

estabilizada – quimopapaína, obtenidos por acoplamiento molecular rígido, se evaluó por simulación 

de DM en solvente explícito a 350 y 450 K en un conjunto NPT durante 200 ns. La simulación de DM 

a 350 K de los complejos mostró que ambos complejos son estables durante el tiempo de simulación, 

según los perfiles de RMSD y radio de giro (Rg), presentados en la Figura 5.22. Además, la evolución 

del RMSF refleja poca movilidad de los carbonos-α, durante el tiempo de simulación (Figura 5.23). 

Por otro lado, la simulación de DM realizada a 450 K mostró un aumento paulatino en el RMSD del 

complejo CCH – quimopapaína, mientras que el perfil del RMSD correspondiente al complejo CCE 

– quimopapaína se muestra constante de los 40 – 115 ns (Apéndice E.2). Los perfiles obtenidos del 

Rg para ambos complejos mostraron fluctuaciones en su valor durante el tiempo de simulación sin 



52 
 

llegar a aumentar considerablemente (Apéndice E.2). La variación en el Rg de ambos complejos es 

debida a la redistribución de masa, generadas por cambios conformacionales, lo que evidencia que los 

complejos a 450 K no se mantienen compactos durante el tiempo de simulación (Figura E3).  

 

Figura 5.22. Perfiles del Rg y el RMSD obtenidos de la simulación de DM a 350 K. En el gráfico de 

la izquierda se muestra la evolución del radio de giro, mientras que el gráfico derecho corresponde al 

perfil de RMSD. En línea roja se muestra al complejo CCE – quimopapaína y los perfiles línea negra 

corresponde al CCH – quimopapaína. 

 

 

Figura 5.23. Perfiles obtenidos de RMSF para los complejos, dichos perfiles corresponden a la 

evolución de los sistemas durante los 200 ns de simulación de dinámica molecular a 350 K. El sistema 

CCE – quimopapaína se muestra en línea roja mientras que la línea negra corresponde al sistema CCH 

– quimopapaína. 
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La evolución de fluctuación cuadratica media obtenida de la simulación de dinámica molecular a 450 

K de ambos complejos, mostró una mayor fluctuación en los residuos de AA correspondientes al 

complejo CCH – quimopapaína, sobre todo en el extremo carboxilo de la quimopapaína. Los perfiles 

de RMSF se muestran en el Apendice E. 

El análisis de la interfaz de los complejos inhibidor – quimopapaína, se realizó a partir de los modelos 

simulados por DM a 350 K. Al establecer un radio de corte < 3.0 Å se encontraron un total de 7 

interacciones para el complejo CCH – quimopapaína, de las cuales 5 eran de puentes de hidrógeno y 

2 interacciones iónicas, mientras que el complejo CCE – quimopapaína presento 10 interacciones, de 

las cuales 8 son puentes de hidrógeno y 2 son interacciones iónicas. Las Figuras 5.24 y 5.25 muestra 

la distancia a la cual se encuentran los átomos y los residuos de aminoácidos involucrados. En la tabla 

5.6 presenta un listado de las interacciones encontradas para ambos complejos, dentro de un radio de 

corte < 3.0 Å. 

El complejo CCH – quimopapaína cuenta con un total de 56 residuos ocultos en la interfaz, de los 

cuales 31 son de quimopapaína y 25 de CCH, mientras el complejo CCE – quimopapaína tiene un 

total de 57 residuos en la interfaz de los cuales 32 pertenecen a quimopapaína y 25 a CCE, las listas 

de aminoácidos ocultos en la interfaz se muestran en el apéndice F. 



54 
 

 

Figura 5.24. Interfaz del complejo CCH – quimopapaína. Se empleo un radio de corte de 3.0 Å. Aquí 

se muestra la localización de los 5 puentes de hidrógeno (panel A), así como los 2 pares iónicos (panel 

B) creados en la formación del complejo. Las cadenas laterales de los residuos de AA involucrados 

se resaltan en color rosa para CCH y en azul claro para quimopapaína. El nombre de los aminoácidos 

se muestra en color negro y las distancias en color verde. La figura se realizó en MOE 2014 (Molecular 

Operating Environment, www.chemcomp.com). 
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Figura 5.25. Interfaz del complejo CCE – quimopapaína. Aquí se muestra la localización de los 8 

puentes de hidrógeno (panel A), así como los 2 pares iónicos (panel B) creados en la formación del 

complejo. Las cadenas laterales de los residuos de AA involucrados se resaltan en color rosa para 

CCE y en azul claro para quimopapaína, además el nombre de los aminoácidos involuvrados se 

muestra en color negro y las distancias en color verde. Se fijo un radio de corte de 3.0 Å. La figura se 

realizó en MOE 2014 (Molecular Operating Environment, www.chemcomp.com). 
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Tabla 5.6. Lista de contactos presentes en la interfaz del complejo CCH – quimopapaína a un radio 

de corte < 3 Å. Aquí se enlistan 5 puentes de hidrógeno y 2 interacciones de tipo iónico.  

Tipo de interacción Quimopapaína CCH 

 AA (átomo) AA (átomo) 

PH Tyr67 (OH) Pro13 (O) 

PH Gln142 (OE1) Arg25 (NH1) 

PH Lys156 (NZ) Glu20 (OE1) 

PH Asp158 (OD2) Lys54 (NZ) 

PH Asn184 (ND2) Pro105 (O) 

Iónica Lys156 (NZ) Glu20 (OE1) 

Iónica Asp158 (OD2) Lys54 (NZ) 

 

Tabla 5.7. Lista de contactos generados en la formación del complejo CCE – quimopapaína a un 

radio de corte < 3 Å. Dentro de este radio de corte se encuentran 8 puentes de hidrógeno y 2 

interacciones de tipo iónico.  

Tipo de interacción Quimopapaína CCE 

 AA (átomo) AA (átomo) 

PH Trp26 (NE1) Gly11 (O) 

PH Lys64 (O) Gln55 (NE2) 

PH Gly137 (O) Tyr62 (OH) 

PH Gln142 (OE1) Arg25 (NH1) 

PH Lys145 (NZ) Trp106 (O) 

PH Lys145 (NZ) Gln107 (O) 

PH Lys156 (NZ) Glu20 (OE2) 

PH Asp158 (OD1) Lys54 (NZ) 

Iónica Lys156 (NZ) Glu20 (OE2) 

Iónica Asp158 (OD1) Lys54 (NZ) 
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5.9 Estimaciones Teóricas de los Parámetros Termodinámicos de Unión 

La estimación teórica del ΔHU y ΔCp para los complejos CCH–quimopapaína y CCE–quimopapaína, 

se realizó a partir de modelos semiempíricos presentados en las ecuaciones 6 y 7 que correlacionan 

estas variables con la magnitud de las áreas superficiales ∆ASA ocultas en la interfaz, misma que se 

divide en sus contribuciones polar (∆ASAp) y apolar (∆ASAap). Para calcular el valor de las ASA se 

empleó el programa NACCESS71, basado en el algoritmo de Lee y Richards66, utilizando un radio de 

prueba de 1.4 Å, así como las coordenadas espaciales de los complejos y de las proteínas libres. Los 

valores de los cambios de áreas se muestran en la Tabla 5.8, mientras que el valor de los coeficientes 

de proporcionalidad ∆hp, ∆hap, ∆Cp,p y ∆Cp,ap se presentan en la Tabla 4.3.71-72 

Tabla 5.8. Valor del área superficial accesible al solvente oculta en la interfaz del complejo PC – 

Inhibidor, así como el valor de sus contribuciones polar y apolar. Dichos valores se determinaron en 

el programa NACCESS.71 

 

Complejo ∆ASA (Å2) ∆ASAp (Å2) ∆ASAap (Å2) 

CCH – Qa -2072.8 -1370.9 -701.9 

CCE – Qa -2008.3 -1249.5 -758.7 

 

Los valores estimados para el ΔHU de los complejos se presentan en la Tabla 5.9. El ΔHU calculado 

con los coeficientes propuestos por García y Hernández67 fueron los más próximos a los valores de 

ΔHU obtenidos experimentalmente. El cambio en la capacidad calorífica estimado por los modelos 

semiempírico se subestimo, para el complejo CCH – quimopapaína el valor más próximo lo estimo el 

modelo de Myers y col.70, mientras que para el complejo CCE – quimopapaína, el valor estimado de 

ΔCp por el modelo Makhatadze & Privalov71 es el más próximo al ΔCp obtenido experimentalmente.    
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Tabla 5.9. Valores de ΔHU estimados por los modelos empíricos de área superficial accesible al 

solvente. Los valores se calcularon con los coeficientes de presentados en la Tabla 4.3. 

 

Complejo Modelo ∆HU (kJ /mol) 

CCH – Qa García & Hernández67  -90.80 

CCE – Qa  -79.30 

CCH – Qa Luque & Freire68 -155.40 

CCE – Qa  -137.50 

 

Tabla 5.10. Valores de ∆Cp determinados a través de modelos de área superficial accesible al 

solvente. En la obtención de estos valores se utilizaron los coeficientes de correlación (∆cp,p y ∆cp, ap) 

presentados en la Tabla 4.3. 

 

Complejo Modelo ∆Cp (kJ/mol K) 

CCH – Qa Murphy & Freire69 0.17 

CCE – Qa  -0.07 

CCH – Qa Myers y col.70 -0.31 

CCE – Qa  -0.42 

CCH – Qa Makhatadze & Privalov71 -0.29 

CCE – Qa  -0.52 
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6. DISCUSIÓN 

6.1 Construcción, purificación y caracterización de la cistatina C humana y su mutante 

(L47C/G69C).  

El análisis de la secuencia de nucleótidos del pET-24a(+)-CCE aseguró el éxito del experimento de 

mutagénesis, ya que dicha secuencia contiene al codón TGT que codifica para cisteína, en las 

posiciones 47 y 69 correspondientes a la secuencia de AA de la cistatina C humana. Por otro lado, la 

cepa C3030H-CCE expresó la cistatina C estabilizada, dado que la electroforesis SDS-PAGE en gel 

de poliacrilamida presentó una banda intensa, localizada a la altura de una muestra homogénea de 

CCH, además ambas muestras migraron de manera similar al estándar correspondiente a una masa 

molecular de 14.4 kDa (Figura 5.2). 

Se obtuvieron soluciones homogéneas de CCH y CCE a partir de la metodología implementada para 

la purificación. En la etapa intermedia correspondiente a la cromatografía de intercambio aniónico 

(Figura 5.4) la cistatina C humana no interacciona con la matriz de la columna, este uso atípico de la 

cromatografía es debido a que la cistatina C humana en su forma completa tiene un pI de 9.2, lo que 

hace que un alto porcentaje de la proteína se encuentra sin carga neta o ligeramente positiva en las 

condiciones de trabajo pH 8.8. Sin embargo las proteínas con un pI por debajo del pH de trabajo son 

atrapadas en la matriz de la columna ya que adquieren carga negativa.23-24 En investigaciones previas 

donde se purificó la cistatina C humana recombinante, realizaron dos etapas cromatográficas, una de 

intercambio aniónico a pH 9.0 para aprovechar la basicidad de la proteína, seguida de una 

cromatografía de exclusión molecular en una columna superdex 75.35, 36 En el presente estudio se 

introdujo un paso preparativo de cromatografía en gel para eliminar las proteínas grandes, dado que 

en la cromatografía de intercambio aniónico se empleó una columna DEAE (Dietilaminoetil-celulosa) 

que proporciona una interacción débil, y se  podrían arrastrar proteínas con una pI similar al de la 

cistatina C.  

El análisis de las muestras finales de CCH y CCE por electroforesis SDS-PAGE, mostró para ambos 

inhibidores una sola banda a la altura del marcador de 14.4 kDa (Figura. 5.6, carril 2 y 3). Por otro 

lado, los espectros de masas de CCH y CCE mostraron un solo pico, con valores de 12537 Da y 12575 

Da, respectivamente. Estas masas corresponden a la cistatina C humana truncada en su extremo amino 

a la altura de la leucina 9. El protocolo de purificación nos permite obtener un rendimiento de 

aproximadamente 8 mg por litro de cultivo para ambos inhibidores.  
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Los espectros de dicroísmo circular obtenidos a pH 7.0, sugieren que en estas condiciones las proteínas 

no sufren cambios en su estructura secundaria, ya que son comparables con espectros reportados en 

otros trabajos.37 El espectro de DC en el ultravioleta lejano de ambos inhibidores muestra que estos 

se pliegan de manera similar, lo que indica que el puente disulfuro introducido por las mutaciones 

puntuales L47C/G69C no afecta la estructura secundaria de la cistatina C humana. El análisis de los 

espectros de DC con el programa K2D2,75 predijo un contenido del 34% en la estructura hoja β y un 

9% de hélice α, la predicción del contenido de estructura secundaria va de acuerdo con los porcentajes 

obtenidas a partir de la estructura cristalográfica de la CCE38, que son del 47% en hoja β y del 13% 

en hélice α. Los espectros de florescencia intrínseca de CCH y CCE muestran que las mutaciones en 

CCH no provocaron alteraciones significativas en la estructura terciaria de esta ya que el centro de 

masa espectral de ambas proteínas es el mismo (Tabla 5.2).  

Se determinó, que el número de puentes disulfuro presentes en la CCE son 3 y están formados por los 

pares C73-C83, C97-C117 y C47-C69. Este resultado es determinante y asegura la formación del 

nuevo puente disulfuro, introducido para estabilizar la estructura respecto a la formación de dímeros 

u oligómeros más grandes. 

La obtención de ambos inhibidores escindidos en su extremo amino terminal ya ha sido reportado, en 

diversos trabajos mencionan el truncamiento del extremo amino, aunque no está claro que es lo que 

lo promueve. Los valores de la Ki (constante de inhibición o constante de disociación) presentados en 

la Tabla 6.124, 25 muestran una variación con la pérdida del extremo amino. Para algunas proteasas 

cisteínicas (Ej. catepsina B y L) esta variación es muy alta mientras que en otras no genera cambios 

significativos (Ej. catepsina H). 24 

 

Tabla 6.1. Constantes de inhibición Ki en nM para sistemas donde participa la cistatina C nativa, así 

como la cistatina C escindida en su N-terminal.24, 35 

Ki (nM) 

Inhibidor Catepsina B Catepsina L Catepsina H 

Cistatina C nativa 0.148 ± 0.011 < 0.005 0.35 ±0.03 

Cistatina C trunca 101 ± 4 2.11 ± 0.29 2.15 ± 0.27 
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6.1.1 Carboximetilación, purificación y caracterización de la cmQ. 

El espectro de dicroísmo circular en el UV lejano obtenido para cmQ, corresponde con espectros de 

DC reportados previamente26, 83, esto indica que la estructura secundaria no se ve afectada por la 

modificación química hecha en la cisteína 25 y cisteína 117. El espectro se analizó con el programa 

K2D2,73 el cual estimó un contenido del 10% de hélice α contra un 44.5% de conformación β, estos 

porcentajes discrepan del contenido de estructura secundaria basado en la estructura 3D de la 

quimopapaína29(48.6 % en hoja β y un 49.5 % de hélice α) sobre todo la estimación del porcentaje de 

hélice α.  

6.2. Propiedades Estructurales presentes en la formación del complejo 

Los espectros de emisión correspondientes a las mezclas de cmQ 0.1µM con CCH ó CCE 0.12 µM 

(Figura 5.11), muestran un considerable decaimiento a los 337 nm en la señal de fluorescencia en 

comparación con el espectro calculado como la suma de la IF de las proteínas libres (IF-cmQ + IF-

Inhibidor), el abatimiento en la señal es evidencia de que se está formando el complejo. Por otro lado, 

el apagamiento sugiere la participación de residuos aromáticos en la formación del complejo, los 

cuales quedan ocultos en la interfaz de este y que en sus formas libres están expuestas al solvente. 

Este resultado es congruente con otros trabajos, donde reportan la participación de triptófanos en la 

formación de complejos PC – inhibidor, los cuales quedarían ocultos en la interfaz.64, 84  

6.3 Estabilidad estructural de la cistatina C humana y de la mutante L47C/G69C 

El análisis por CEM y DDL realizados a la CCH y CCE muestran claramente que la CCH a 

concentraciones ≥ 0.20 mg/mL forma dímeros (Figura 5.12). Además, el calentamiento de las 

soluciones de CCH a 65 °C aumentó la concentración de dímeros y promovió la formación de 

agregados de alta masa molecular (Figura. 5.13).77 Sin embargo, la cistatina C estabilizada se mantuvo 

como monómero incluso a altas concentraciones y temperaturas debido a que el enlace de disulfuro 

(C47-C69) adicional, funciona como una grapa que impide la separación de sus dominios.35-36, 76  Por 

otro lado, el análisis de la estabilidad térmica de ambos inhibidores hecho por calorimetría diferencial 

de barrido (CDB) muestra que la desnaturalización térmica de ambas cistatinas es irreversible, ya que 

estas no presentaron un cambio significativo en la capacidad calorífica de la solución en un segundo 

barrido térmico, realizado enseguida que las muestras se enfriaron. En la Tabla 5.2 se presenta los 

valores de ΔHcal y ΔHvH obtenidos al analizar las trazas calorimétricas, suponiendo un modelo de 

equilibrio de dos estados, correspondientes a los barridos independientes de cada inhibidor (Figura  
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5.14). Aunque las ecuaciones de equilibrio no son aplicables bajo estas condiciones, el cálculo del 

cambio en la entalpía de van't Hoff y su comparación con el cambio en la entalpía calorimétrica, por 

la relación ΔHvH/ΔHcal, puede ayudar a comparar la molecularidad de los procesos, en el caso de la 

CCH esta relación es de 2.92 lo que indica que previo a la desnaturalización térmica la CCH, esta se 

encuentra en forma de dimero u oligómero.51, 78  

La CDB mostró que el puente disulfuro adicional confirió un aumentó en la estabilidad térmica de la 

proteína, desplazando la Tm desde 78.6 °C a 89.5 °C y disminuyendo la relación ΔHvH/ΔHcal a 1.86 

(Tabla 5.2). El efecto estabilizador del puente C47-C69 resulta de una disminución de la entropía 

conformacional de la cadena desplegada, que ha sido estimada por la ecuación 9.79 

 

                                      ∆𝑺 = −𝟖. 𝟖 − (𝟑/𝟐)𝑹 ∙ 𝒍𝒏 𝒏                      (Ec. 9) 

 

donde n representa el número de residuos que forman el lazo del enlace disulfuro, siendo este 23 para 

el puente disulfuro C47-C69 de CCE. Por lo tanto, la disminución de la entropía causada por este 

enlace (ΔΔS) calculada usando la Ecuación 9 es de 48 J/K mol. Sólo como referencia, si asumimos 

que ambas desnaturalizaciones son reversibles y que la estabilización energética del nuevo puente 

disulfuro se debe enteramente a este efecto entrópico, es decir, ΔΔH = 0, esperaríamos una Tm con un 

valor de 93.9 °C para la CCE (Apéndice D). Más aun, la mayor relación ΔHvH/ΔHcal de 2,92 para el 

CCH en comparación con 1,86 para el CCE revela la mayor naturaleza oligomérica de las especies 

que sufren desnaturalización térmica en el caso del CCH.51, 78 

6.4 Caracterización termodinámica de los complejos por CTI. 

En los experimentos de CTI se requieren muestras concentradas de proteína, sobre todo si se emplea 

como titulante, en este sentido la propensión de CCH a formar dímeros limita su uso a concentraciones 

superiores a los 0.20 mg/mL. Para el sistema cmQ – CCH, la CCH se colocó en la celda de calorímetro 

mientras que la jeringa se cargó con cmQ. En contraste, para el complejo cmQ – CCE, la celda del 

calorímetro se llenó con la cmQ mientras que la CCE se utilizó como titulante. 

Los parámetros termodinámicos ∆HU, ∆GU obtenidos en las titulaciones calorimétricas se hicieron 

más negativos conforme aumentó la temperatura, mientras que el factor entrópico T∆SU disminuyó 

pasando de positivo a negativo. Las afinidades medidas de la cmQ por ambos inhibidores es muy 
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similar en este intervalo de temperatura y cuentan con un valor medio de KU de 6.7 x 106 M-1 (cmQ – 

CCE) y 3.3 x 106 M-1 (cmQ – CCH), la afinidad ligeramente mayor de la proteasa por CCE en 

comparación con la CCH ya ha sido reportada anteriormente para catepsina B, mostrando valores para 

Ki de 0.23 nM (KU  de 4.3x109 M-1) y 0.37 nM (KU  de 2.7 x 109 M-1) respectivamente.35   

El valor promedio de KU del sistema cmQ – CCH comparado con el valor de KU del complejo Q-

activa – CCH (3.2 x 1010 M-1),80 da una disminución en la afinidad de 22.9 kJ/mol a 300 K (ΔΔGU = 

RT ln KU1/KU2). Esta reducción podría ser causada principalmente por el grupo carboximetilo, 

introducido en el átomo de azufre de la cisteína catalítica de la quimopapaína, que obstaculiza la 

interacción con el inhibidor. Ya se ha reportado la KU para los complejos de CCH con actinidina y 

con cm-actinidina, los valores respectivos de KU son 5.3 x 107 M-1 y 8.3 x 105 M-1,50 lo que da un valor 

de 10,4 kJ/mol para ΔΔGU, que es sólo la mitad de la disminución de la energía obtenida con los 

complejos de cmQ. La descomposición de la energía en sus componentes entálpicos y entrópicos 

mediante la calorimetría de titulación isotérmica ayudará a comprender mejor las bases moleculares 

que acompañan estos procesos. El valor promedio de ΔGU para el complejo de cmQ–CCE es sólo un 

2.0 % más negativo que el de CCH (Tabla 5.3), y esta diferencia se debió principalmente al 

componente entrópico ΔSU, que, a las temperaturas de 10 °C, 15 °C, y 25 °C es favorable mientras 

que a 35 °C es desfavorable. En todas las temperaturas de estudio la contribución favorable o 

desfavorable de la entropía es mayor para la unión de cmQ a CCH como se aprecia en la Figura 6.1. 

La disminución en la contribución entrópica puede ser explicada por las restricciones impuestas por 

el nuevo disulfuro en la CCE libre. Asumiendo que el estado final de la unión en ambos complejos 

está igualmente restringido, la rotación de los enlaces ya restringidos previamente por el nuevo puente 

disulfuro en la CCE libre no contribuirán en la disminución de la entropía de unión.  

 

Figura 6.1. Contribución entrópica. Aquí se muestra la variación de ΔSU con la temperatura de la unión de 

cmQ a CCE y CCH representadas en color verde claro y verde obscuro respectivamente. 
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El valor n referente a la estequiometria del sistema es < 1 en todas las titulaciones calorimétricas 

realizadas para ambos sistemas. Esta estequiometría fraccionaria se puede deber a diferentes factores, 

los cuales pueden ser: que el receptor no cuente con el 100 % de sitios disponibles, que la 

determinación de la concentración de CCH incluya tanto su forma monomérica como su forma 

dimérica y también se puede ver afectada por una sobre o subestimaciones en las concentraciones de 

los componentes del sistema. 

La dependencia térmica de la ΔHU mostró valores negativos para el ΔCp de los complejos, sin 

embargo, el ΔCp de la unión de CCH a cmQ presento un valor de 2 veces mayor (-1.42 kJ/mol K) 

obtenido para el complejo CCE – quimopapaína (-0.72 kJ/mol K). El ΔASAp es mayor para el complejo 

CCH – quimopapaína, lo que contribuye al valor más negativo de ΔCp, esta diferencia también podría 

deberse a que durante la formación del complejo se estén atrapando un mayor número de moléculas 

de agua que las atrapadas en el complejo CCE – quimopapaína, considerando que cada molécula de 

agua inmovilizada puede contribuir en un rango de -34 J/K mol a -130 J/K mol.82, 85 

6.5 Simulación de DM de los inhibidores 

El análisis de simulación por DM realizado a 350 K mostró que la movilidad de los carbonos α en 

ambas cadenas es muy similar, esto lo observamos en los perfiles de RMSD presentados en el 

Apéndice E. Figura E1. Los perfiles obtenidos de RMSF resultaron ser casi superponibles, mostrando 

la mayor diferencia en los aminoácidos correspondiente a las regiones carentes de estructura (Figura 

E1). La simulación de DM a 450 K mostró el despliegue de la cadena polipeptídica en ambas 

proteínas. Sin embargo, mientras que la cistatina C silvestre perdió parte de su estructura secundaria 

(hélice α) en los primeros 15-30 ns, la cistatina C estabilizada perdió dicha estructura hasta los 100 ns 

(Figura. 5.18 A). A 450 K, la movilidad es sólo ligeramente mayor para CCH, incluso cerca de la 

ubicación donde se introdujo el nuevo puente de disulfuro en la CCE. Sin embargo, una excepción 

importante se dio en el extremo amino y la región de la hélice α que mostraron mucho mayor 

movilidad en la CCH como se aprecia en los perfiles de RMSF expuestos en la Figura 5.18 B. Este 

resultado es acorde a lo mostrado por la CDB donde el desplegamiento térmico de ambos inhibidores 

reflejó mayor estabilidad en la CCE. 

6.5.1 Simulación de Dinámica Molecular de los complejos 

La estabilidad de los complejos CCH – quimopapaína y CCE – quimopapaína se vio reflejada en la 

simulación de DM a 350 K realizada a las estructuras 3D modeladas. Durante el tiempo de simulación 
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los perfiles obtenidos para el RMSD registraron mínimas variaciones respecto a los carbonos α de la 

estructura inicial, además la estructura 3D se mantuvo compacta ya que perfil del Rg se mantuvo casi 

constante (Figura 5.22). Los perfiles de RMSF también reflejaron la estabilidad de los complejos al 

mostrar una movilidad casi idéntica en los carbonos α de los residuos (Figura 5.23). Sin embargo, las 

estructuras 3D de los complejos simuladas por DM a 450 K, mostraron perdida de estructura 

secundaria, los perfiles de RMSD obtenidos revelan una variación importante a partir de los 40 ns, 

(Figura E2), dicho aumento se debe principalmente a la perdida de estructura secundaria tanto en 

quimopapaína como en ambos inhibidores. Aunque los componentes de ambos complejos se 

mantuvieron unidos, el Rg de las estructuras 3D refleja una redistribución de masa, generada por 

cambios conformacionales, las estructuras 3D no se mantuvieron compactas (Figura E2). Los perfiles 

de RMSF presentan una movilidad considerablemente mayor para el complejo de CCH – 

quimopapaína, sobre todo en la región del carboxilo terminal tanto de quimopapaína como de CCH 

(Figura E3). 

El análisis de la interfaz muestra que las interacciones presentes a un radio de corte de 3 Å, son de 

tipo puente de hidrógeno y puente salino. El complejo CCE – quimopapaína formo 3 puentes de 

hidrógeno más que el complejo CCH – quimopapaína (Tabla 5.7). Este mayor número de puentes de 

hidrógeno podría ser una de las causas de un ∆HU más negativo para CCE que origina una mayor 

afinidad por cmQ respecto a CCH.  

6.6 Estimación teórica del ∆Cp y el ΔHU 

Los valores de ΔHU obtenidos a partir de los modelos semiempíricos basado en cambios en el área 

superficial, aunque predicen el carácter exotérmico de la formación del complejo, están 

sobreestimados. Además, dichos modelos predicen un cambio de entalpia de unión más exotérmica 

para la unión de cmQ a CCH que para CCE, lo que no coincide con lo observado experimentalmente 

a 25 ºC. 

El cambio en la capacidad calorífica, ∆Cp, estimado por el modelo semiempírico de ASA predice el 

∆Cp más negativo para el complejo CCE – quimopapaína lo que coincide con lo observado 

experimentalmente. Por otro lado, el ∆Cp estimado es menos negativo para ambos complejos que el 

determinado experimentalmente; esto puede deberse a varios factores como lo son; los rearreglos 

estructurales que acompañan la formación del complejo, cambios en el estado de protonación de 

grupos ionizables, el alojamiento de moléculas de agua en la interfaz y al intercambio de contraiones 

que no se consideran en la determinación de los coeficientes de proporcionalidad.82 
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El área polar oculta (en promedio 1310 Å2) de ambos complejos es casi el doble del área no polar (en 

promedio 729 Å2) lo que podría favorecer la presencia de moléculas de agua en la interfaz. Mejores 

predicciones de los parámetros ΔHU y ∆Cp podrían lograrse al determinar nuevos coeficientes de 

proporcionalidad a partir de datos experimentales de la energética de unión de la CCE a distintas 

proteasas cisteínicas y sus cambios en el área superficial oculta en la formación del complejo. 

En cuanto al último objetivo particular, no podemos aún aportar nuevos datos para los modelos de 

área superficial. Sin antes descartar otras posibles contribuciones a los inusuales valores de ΔHU y 

∆Cp, como cambios de protonación ó atrapamiento de moléculas de agua. 
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

7.1 CONCLUSIONES 

El enlace disulfuro adicional introducido en la CCE le confiere mayor estabilidad térmica, 

aumentando en 11 °C la Tm respecto a la CCH. El efecto estabilizador del puente C47-C69 puede 

explicarse en gran medida por una disminución de la entropía conformacional de la cadena 

desplegada. 

La mutante CCE es resistente a la formación dímeros y oligómeros superiores lo que hace que esta 

variante sea un mejor modelo para estudiar la afinidad hacia diferentes proteasas cisteínicas que el 

inhibidor silvestre, CCH.  

La afinidad de la cmQ por la cistatina C estabilizada es sólo ligeramente mayor (entre 2 y 8 %) que 

por la cistatina C silvestre, en términos de ∆GU. 

Las simulaciones de dinámica molecular a 350 K en solvente explícito de los complejos inhibidor – 

quimopapaína, mostraron que ambos complejos son estables y los componentes se mantienen unidos 

por interacciones tipo puente de hidrógeno y puentes salinos. 

Las simulaciones de dinámica molecular a 450 K en solvente explícito de ambos inhibidores, CCH y 

CCE, mostraron que la hélice α se pierde más rápidamente en la cistatina C silvestre (de 15 a 30 ns) 

que en la estabilizada (100 ns).  
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7.2 PERSPECTIVAS 

• Resolver la estructura cristalográfica del complejo cmQ – CCE por difracción de rayos X. 

 

• Discernir si el valor anómalo de ΔCp es debido a la captura de moléculas de agua en la interfase 

u otro efecto. 

 

• Caracterizar la termodinámica de unión de CCE a diferentes proteasas cisteínicas (PC) y 

comparar las relaciones energético-estructurales de los complejos formados. 

 

• Revisar los coeficientes de proporcionalidad ∆hp, ∆hap, ∆cP,p y ∆cP,ap para sistemas proteína–

proteína, con nuevos datos experimentales de complejos PC–CCE. 
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APÉNDICES 

A. Clasificación de los aminoácidos 

Los aminoácidos se diferencian entre sí por el grupo R, también llamado “grupo sustituyente ó cadena 

lateral”. Las características estructurales y químicas de los grupos R son las que le adjudican diferentes 

propiedades a cada uno de los aminoácidos y, por lo tanto, determinan su función dentro de una 

proteína ya constituida. 

Los aminoácidos han sido clasificados de diversas maneras; sin embargo, todas las formas de 

organizarlos, a pesar de sus diferencias, se basan en las características particulares y diferenciales de 

los grupos R. El Esquema A.1 muestra la clasificación que presentan Nelson y Cox en su libro 

Lehniger Priciples of Biochemistry, que agrupa a los aminoácidos en cinco categorías: 

• Aminoácidos alifáticos cuyo grupo R es no polar. Se denominan alifáticos no polares. 

• Aminoácidos alifáticos cuyo grupo R es polar pero no tiene carga. Se denominan alifáticos 

polares sin carga. 

• Aminoácidos cuyo grupo R es polar y se encuentra en estado de ion negativo. Se denominan 

alifáticos polares cargados negativamente. 

• Aminoácidos aromáticos, que poseen anillos aromáticos. 
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Figura A1. Clasificación y estructura de los aminoácidos de los 20 aminoácidos. El esquema incluye 

los códigos de tres y una letra de los AA. 

 

B. Construcción de la Cistatina C Humana 

A partir de la secuencia de aminoácidos de la cistatina C humana se diseñó el gen que codifica para 

esta, el cual ha sido clonado en el vector pUC57-Kan entre los sitios Nde I y BamH I por Gen Script. 

Posteriormente, el gen se clonó en el plásmido pet24a(+) en su sitio de clonación múltiple siendo 

flanqueado por los sitios Nde I y BamH I (Figura B.1). El gen insertado en el plásmido pet24a(+)-

CCH se transformó en Top 10F’ y se sembraron en agar con medio LB, kanamicina 25 g/mL y 

tetraciclina 10 g/mL siendo incubadas durante la noche a 37 C. Al día siguiente se seleccionó una 

colonia bien aislada y se creció en medio líquido LB con kanamicina 25 µg/mL.  A partir de este 

cultivo, se purificó el plásmido y su integridad se verifico por electroforesis en gel de agarosa. Un 

subclon para la expresión de la proteína recombinante CCH se realizó con el vector pet24a(+)-CCH 

en E. coli al transformar la cepa SHuffle T7 Express lysY C3030H de Escherichia coli deficiente en 

proteasas y eficiente en el plegamiento adecuado de la proteína en cuestión.  
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Figura B.1. Representación de los vectores pUC57-CCH y pET24a(+)-CCH. En (A) se muestra al 

vector de clonación pUC57-CCH con los sitios BamH I y Nde I que flanquean el gen de CCH. (B) 

Vector pET24a(+)-CCH donde se resalta en color gris la ubicación del gen de CCH. (C) Esquema 

simplificado del pET24a(+)-CCH que muestra los elementos esenciales de construcción para la 

expresión en Escherichia coli. 

 

C. Modelo de un sólo sitio de unión 

Una reacción enzima (E) inhibidor (I) con estequiometria 1:1, tiene un equilibrio de unión descrito 

por la siguiente ecuación  

E  +  I  →  EI     ;         𝐾 =
[𝐸𝐼]

[𝐸][𝐼]
            (i) 

 

[𝐼𝑡𝑜𝑡] = [𝐼] + [𝐸𝐼]              (ii) 

 

[𝐸𝑡𝑜𝑡] = [𝐸𝐼] + [𝐸]             (iii) 

Si despejamos [E] e [I] de las ecuaciones (i) y (ii) respectivamente tenemos: 

 

 [𝐼] = [𝐼𝑡𝑜𝑡] − [𝐸𝐼]     ;     [𝐸] =
[𝐸𝐼]

𝐾[𝐼]
            (iv) 

 

Ahora bien, si sustituimos las ecuaciones (iv) en (iii) y reordenamos el resultado llegamos a la 

siguiente ecuación cuadrática: 

 

 [𝐸𝐼]2 + [𝐸𝐼] (−[𝐸𝑡𝑜𝑡] − [𝐼𝑡𝑜𝑡] −
1

𝐾
) + [𝐸𝑡𝑜𝑡][𝐼𝑡𝑜𝑡]          (v) 
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De la ecuación (v) utilizamos su solución real presentada en la ecuación (vi). 

 

      [𝐸𝐼] =
−𝑏−(𝑏2−4𝑐)1/2

2
             (vi) 

 

dónde  

             𝑏 = −[𝐼𝑡𝑜𝑡] − [𝐸𝑡𝑜𝑡] − 1/𝐾            (vii) 

             𝐶 = [𝐸𝑡𝑜𝑡][𝐼𝑡𝑜𝑡]             (viii) 

 

Si derivamos la ecuación (vi) respecto [Itot] y la reordenamos tenemos: 

𝑑[𝐸𝐼]

𝑑[𝐼𝑡𝑜𝑡]
=

1

2
+

1− 
(1+𝑟)

2
 − 𝑋𝑟

2

(𝑋𝑟
2−2𝑋𝑟(1−𝑟)+(1+𝑟)2)1/2            (ix) 

 

dónde  

𝑟 =
1

𝐾 ∙ [𝐸𝑡𝑜𝑡]
         𝑦        𝑋𝑟 =

[𝐼𝑡𝑜𝑡]

[𝐸𝑡𝑜𝑡]
 

 

El cambio en la concentración de [EI] se puede relacionar con el cambio de calor dQ, según la 

siguiente ecuación 

            𝑑𝑄 = 𝑑[𝐸𝐼] ∙ ∆𝐻𝑈 ∙ 𝑉0           (x) 

dónde el ∆HU es la entalpia molar de unión y V0 corresponde al volumen de la celda de muestra del 

calorímetro. Por último, si substituimos la ecuación (x) en la parte izquierda de la ecuación (ix) nos 

da como resultado la Ec. 5 correspondiente al modelo de un sito de unión.  
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D. Estimación de Tm para CCE, a partir de los datos de estabilidad de CCH y la Ec. 9. 

Si consideramos un proceso reversible de dos estados (xi), en una desnaturalización térmica 

                                                        𝑁 ⇆  𝐷       (xi) 

dónde N representa al estado nativo y D al estado desnaturalizado. 

Debe cumplirse 

∆𝐺𝐷(𝑇) = ∆𝐻𝐷(𝑇) − 𝑇∆𝑆𝐷(𝑇) 

En T = Tm:   ∆𝐺𝐷(𝑇) = 0 

Además  

∆𝐻𝐷(𝑇𝑚) − 𝑇𝑚∆𝑆𝐷(𝑇𝑚) = 0 

Para que Tm1 y Tm2 sean la Tm de CCH y CCE, respectivamente. Debe cumplirse que: 

 

∆𝐻𝐷1(𝑇𝑚1) − 𝑇𝑚1∆𝑆𝐷1(𝑇𝑚1) = ∆𝐻𝐷2(𝑇𝑚2) − 𝑇𝑚2∆𝑆𝐷2(𝑇𝑚2) 

 

Si suponemos que el cambio inducido por el nuevo enlace disulfuro es puramente entrópico, (ΔHD1 

= ΔHD2), tenemos: 

 

𝑇𝑚2 =
𝑇𝑚1∆𝑆𝐷1(𝑇𝑚1)

∆𝑆𝐷2(𝑇𝑚2)
 

 

De acuerdo con la Ec. 9 de cap. 6 y n=23, ∆SD2 = ∆SD1 – 48(J/mol K), sustituimos 

𝑇𝑚2 =
𝑇𝑚1∆𝑆𝐷1(𝑇𝑚1)

∆𝑆𝐷1 − 48
= 𝑇𝑚1

∆𝑆𝐷1(𝑇𝑚1)

∆𝑆𝐷1(𝑇𝑚1) − 48
 

Por otro lado 

∆𝐻𝐷1(𝑇𝑚1) = 𝑇𝑚1∆𝑆𝐷1(𝑇𝑚1)  ⟹  ∆𝑆𝐷1 =
∆𝐻𝐷1

𝑇𝑚1
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Sustituyendo los datos de la desnaturalización térmica de CCH tenemos: 

∆𝑆𝐷1 =
405.5 𝑥 103 𝐽

𝑚𝑜𝑙∙𝐾
 

351.8 𝐾
= 1153

𝐽

𝑚𝑜𝑙 ∙ 𝐾
 

 

𝑇𝑚2 = 351.8 𝐾 
1153

1153−48
=367.1 𝐾 ⟹ 93.9 ℃ 

 

E. Simulación de dinámica molecular a 350 K. 

E.1. Simulación de DM de los inhibidores. 

Las simulaciones de DM realizadas en solvente explícito a 350 K y pH 7.0 de los inhibidores CCH y 

CCE, mostró que ambos son estables y que poseen movilidad similar, según se aprecia en los perfiles 

de RMSD y RMSF mostrados en la Figura E1.  

 

Figura E1. Perfiles de RMSD (izquierda) y RMSF (derecha) obtenidos de la simulación de DM 

realizada a 350 K en un conjunto NPT para los inhibidores. CCH (línea roja) y CCE (línea negra).  

 

E.2 Simulación de DM a 450 K de los complejos: cmQ – CCH y cmQ – CCE   

La estabilidad de los complejos se estudió por simulación de DM en solvente explícito a 450 K en un 

conjunto NPT y a un pH 7.0. A partir de los perfiles de RMSD y RMSF (Figuras E2 y E3) podemos 

establecer que ambos complejos son muy estables durante el tiempo de simulación, sin embargo, la 

evolución del radio de giro refleja una redistribución de masa, generada por cambios 

conformacionales, aun así  los complejos no se disociaron durante el tiempo de simulación (200 ns). 
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Figura E2. Evolución del RMSD respecto al tiempo. Aquí se muestran los perfiles de RMSD 

obtenidos en las simulaciones de DM realizadas a 450 K. El perfil en color negro corresponde al 

complejo cistatina C humana – quimopapaína, mientras que el perfirl de RMSD mostrado en rojo 

corresponde al complejo cistatina C estabilizada – quimopapaína. 

 

 

Figura E3. Evolución del RMSF a 450 K de ambos complejos. En color negro se muestra la evolución 

del RMSF del complejo CCH – quimopapaína, y en color rojo se muestra el perfil de RMSF 

correspondiente al complejo CCE – quimopapaína. 
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F. Lista de aminoácidos ocultos en la interfaz. 

Tabla F1. Lista de aminoácidos ocultos en la interfaz del complejo CCH – quimopapaína. En total 

se ocultan 56 AA, de los cuales 31 pertenecen a la quimopapaína y 25 a la cistatina C humana silvestre. 

En la interfaz existen 23 aminoácidos polares, 14 pertenecen a quimopapaína y 9 a CCH, dichos AA 

están resaltados en color gris. 

Quimopapaína CCH 

AA Num. AA Num. 

ASN 18 LEU 9 

GLN 19 VAL 10 

GLY 20 GLY 11 

ALA 21 GLY 12 

CYS 22 PRO 13 

GLY 23 MET 14 

CYS 25 GLU 19 

TRP 26 GLU 20 

LYS 64 GLU 21 

GLY 65 GLY 22 

GLY 66 ARG 25 

TYR 67 LYS 54 

THR 69 GLN 55 

LEU 133 ILE 56 

GLU 135 VAL 57 

ALA 136 ALA 58 

GLY 137 GLY 59 

GLY 138 VAL 60 

LYS 139 TYR 62 

GLN 142 ALA 103 

LEU 143 VAL 104 

TYR 144 PRO 105 

LYS 145 TRP 106 

LYS 156 GLN 107 

LEU 157 GLY 108 

ASP 158   

HIS 159   

ALA 160   

TRP 181   

ASN 184   

TRP 185   
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Tabla F2. Lista de aminoácidos ocultos en la interfaz del complejo CCE – quimopapaína. En total 

se ocultan 57 AA, de los cuales 32 pertenecen a la quimopapaína y 25 a la cistatina C estabilizada. En 

la interfaz existen 24 aminoácidos polares, 15 pertenecen a quimopapaína y 9 a CCE, dichos AA están 

resaltados en color gris. 

Quimopapaína CCE 

AA Num. AA Num. 

ASN 18 LEU 9 

GLN 19 VAL 10 

GLY 20 GLY 11 

ALA 21 GLY 12 

CYS 22 PRO 13 

GLY 23 MET 14 

SER 24 GLU 20 

CYS 25 GLU 21 

TRP 26 GLY 22 

TYR 61 ARG 25 

LYS 64 LYS 54 

GLY 65 GLN 55 

GLY 66 ILE 56 

TYR 67 VAL 57 

GLN 68 ALA 58 

LEU 133 GLY 59 

GLU 135 VAL 60 

ALA 136 TYR 62 

GLY 137 ALA 103 

GLY 138 VAL 104 

LYS 139 PRO 105 

GLN 142 TRP 106 

LEU 143 GLN 107 

TYR 144 GLY 108 

LYS 145 THR 109 

LYS 156   

LEU 157   

ASP 158   

HIS 159   

TRP 181   

ASN 184   

TRP 185   
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