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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar los estados térmicamente desna-

turalizados (DT) de proteínas con estructuras secundarias diferentes o similares, y analizar

cómo estas estructuras responden a diferentes condiciones de pH. Se estudiaron la lisozima

de clara de huevo, la mioglobina de equino y su apoproteína (apomioglobina), mediante

espectroscopía de dicroísmo circular (CD), �uorescencia intrínseca y análisis estructurales

bioinformáticos. Los resultados indican que la lisozima, con dominios de estructura nativa

de hélice alfa y hoja beta antiparalela, mostró una mayor sensibilidad con el pH del medio:

en condiciones alcalinas (pH 10.0), su estado DT presentó mayor contenido de segmen-

tos beta (fβ = 0.32), en comparación con su estado nativo al mismo pH (fβ = 0.08); en

contraste, en condiciones neutras (pH 7.0) el estado DT mostró alto contenido de estruc-

tura desordenada. Los espectros de �uorescencia respaldaron estos hallazgos, sugiriendo

agregación parcial y formación de estructuras intermoleculares a pH alcalino.

Por otro lado, la mioglobina y la apomioglobina, que no tienen contenido de segmen-

tos beta en el estado nativo, mantuvieron un alto contenido de hélices alfa a temperatura

ambiente. Sin embargo, al someterlas a la desnaturalización térmica, ambas proteínas de-

sarrollaron estados DT con mayor contenido de estructura no ordenada en los tres pH

estudiados, lo que indica una mayor tendencia a formar estados DT desplegados. Estos

resultados contradicen reportes previos que sugieren posibles transiciones α− β en la apo-

mioglobina [1].

Se propone que un primer factor que in�uye en la formación de estructura beta en

estados DT depende de la preexistencia de dicha estructura en la conformación nativa,

como ocurre con la lisozima. Al comparar con datos de la proteína yTIM, que presenta

un comportamiento inverso al de la lisozima frente al pH, se in�ere que un segundo factor

importante lo constituye la combinación de una menor hidrofobicidad (índice GRAVY) y

una mayor carga neta promedio, las cuales favorecen la desorganización estructural y, por

lo tanto, un mayor contenido de estructura desordenada.
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Lista de Abreviaturas y símbolos

◦C Grados Celsius
µm Micrómetro
ACN Acetonitrilo
CV Volumen de columna
Da Dalton
DA Estado desnaturalizado en medio ácido
DC Dicroísmo circular
DF Estado desnaturalizado a baja temperatura
DT Estado desnaturalizado a alta temperatura

EtOH Etanol
fα Fracción de estructura helicoidal (helices-alfa)
fβ Fracción de segmentos beta
fNO Fracción de estructura no ordenada

HCCA Ácido α-ciano-4-hidroxicinámico
HPLC Cromatografía líquida de alta resolución
kDa Kilodaltons
N Estado nativo
nm Nanómetros
PBS Bu�er de fosfatos
PDB Protein Data Bank

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
TFA Ácido tri�uoroacético
U Estado completamente desplegado
UV Ultravioleta

UV-Vis Espectroscopía ultravioleta-visible
V Voltaje en volts

yTIM Triosafosfato isomerasa de levadura
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CAPÍTULO 1

Introducción

1.1. Proteínas

Las proteínas son macromoléculas compuestas por aminoácidos, unidos por enlaces

peptídicos, que cumplen diferentes funciones en el cuerpo y son indispensables para el

desarrollo del trabajo de la mayoría de las células. La actividad de cada proteína depende de

la secuencia especí�ca de aminoácidos que la conforma, ya que esta determina su estructura

tridimensional. Dicha estructura es crucial para que la proteína pueda llevar a cabo su

función correctamente; incluso un pequeño cambio en la secuencia puede alterar su forma

y, por tanto, su actividad biológica.

Existen muchas proteínas diferentes, y cada una tiene su función especí�ca. Algunas

aceleran las reacciones químicas como enzimas; otras regulan procesos �siológicos, como

hormonas, por ejemplo, la insulina; otras forman la estructura de las células, etc.

El orden y el tipo de aminoácidos en una proteína de�nen sus propiedades quími-

cas y físicas, como solubilidad, estabilidad y a�nidad por otras moléculas. Por esa razón,

la comprensión sobre su estructura y secuencia es muy importante para comprender su

funcionamiento y el desarrollo de muchas enfermedades.

1.2. Estructura nativa de las proteínas

La conformación plegada o nativa de las proteínas corresponde a su estructura tridi-

mensional compacta, en la cual la proteína adopta la con�guración necesaria para desempe-

ñar su función biológica. Desde el punto de vista estructural, el estado nativo se caracteriza

por la presencia de elementos de estructura secundaria bien de�nidos, como hélices α, hojas

β y giros, las cuales se ensamblan en una estructura terciaria estable. Esta conformación se

mantiene mediante interacciones no covalentes, como enlaces de hidrógeno, interacciones
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hidrofóbicas, fuerzas de Van der Waals y en algunos casos, por puentes disulfuro [26].

El estado nativo es considerado termodinámicamente el más estable bajo las condicio-

nes �siológicas en las que la proteína realiza su función. Aunque se dice que es relativamente

estable, ya que puede desplegarse (o desnaturalizarse) de manera espontánea bajo ciertas

condiciones (como cambios de pH, temperatura o la presencia de agentes desnaturalizan-

tes). En el estado desplegado, la proteína pierde su estructura terciaria, y por lo tanto,

su funcionalidad; su cadena polipeptídica se encuentra en una conformación extendida o

parcialmente desordenada en la que se pierden las interacciones que estabilizan el estado

nativo.

Muchas proteínas pueden plegarse nuevamente de forma rápida y e�ciente bajo con-

diciones adecuadas, a través de un proceso de autoensamblaje, ya que toda la información

necesaria para alcanzar su estructura nativa está codi�cada en su secuencia de aminoácidos.

Además, se ha demostrado que las cadenas polipeptídicas son capaces de adoptar

conformaciones diferentes. Dado que las proteínas se pliegan rápidamente, se ha propuesto

que se pliegan a partir de todas las conformaciones posibles hasta encontrar la que tiene

la energía libre más baja y por tanto la más estable [26, 27].

1.3. Niveles de jerarquización de las proteínas

En las proteínas se distinguen 4 niveles estructurales de organización: secuencia de

aminoácidos (estructura primaria); conformaciones regulares y periódicas de ciertos seg-

mentos (estructura secundaria); estructura tridimensional o plegada (estructura terciaria);

y, en algunos casos, asociación de varias cadenas plegadas que pueden ser iguales o no

(estructura cuaternaria).

Entre los diferentes tipos de estructura secundaria más comunes se encuentran las

hélices alfa, los segmentos beta, los giros beta, y la conformación irregular. Estos tipos

estructurales son distinguibles por las formas características de sus espectros de dicroísmo

circular (DC) en la región del UV lejano, entre 250-190 nm (Fig. 1.1). Por otra parte, las

señales de DC en la región del UV cercano y la emisión de �uorescencia se han interpretado

como indicadores del microambiente, dentro de la estructura tridimensional, de algunos

residuos de aminoácidos (con carácter aromático).
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Figura 1.1: Espectros de DC de algunos tipos de estructura secundaria (panel de la izquierda)
y de ciertas proteínas con diferentes contenidos de estructuras secundarias (panel de la derecha).

Figura tomada de la referencia [17].

1.4. Agentes desnaturalizantes de proteínas

Cuando una proteína pierde su estructura tridimensional o nativa, debido a agentes

desnaturalizantes externos, la proteína entra en un estado desplegado o desnaturalizado, de

manera que ya no puede cumplir con su función biológica y, en muchos casos, esta pérdida

estructural puede ser irreversible.

El estado nativo de las proteínas puede verse afectado por cambios en el ambien-

te o por la adición de agentes desnaturalizantes; algunas de las causas que inducen la

desnaturalización son: cambios en la temperatura, un aumento de energía cinética en la

proteína aumenta las vibraciones en las moléculas que rompen con los enlaces, induciendo

la desnaturalización. Cambios en el pH provocan un desequilibrio ácido-base y, en algu-

nos casos, desestabilizan a la proteína. Adición de agentes químicos como la urea en altas

concentraciones y el cloruro de guanidinio (6M), provocan la desnaturalización de la pro-

teína al debilitar las interacciones hidrofóbicas y competir con los puentes de hidrógeno

intramoleculares [28].
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1.5. Estados desnaturalizados y proteínas parcialmente

plegadas

Los métodos de dicroísmo circular (DC) y �uorescencia han sido ampliamente usa-

dos desde hace décadas para el estudio en solución de macromoléculas (proteínas, ácidos

nucleicos, carbohidratos) y partículas biológicas nanométricas (por ejemplo, virus). Sin em-

bargo, la versatilidad experimental de dichos métodos ha hecho que una parte sustancial

de estos estudios comprenda estados o conformaciones estructurales que no corresponden

a la forma o especie nativa, así como a los procesos moleculares que involucran cambios

conformacionales importantes debido a variaciones en pH, temperatura, composición del

disolvente, interacciones con ligandos, etc.[27, 29].

Cuando los cambios estructurales conllevan pérdidas notables de las estructuras ter-

ciaria y secundaria se habla de un desplegamiento (unfolding) de la molécula; al proceso en

el que se regeneran las características estructurales de la forma nativa se le llama replega-

miento o simplemente plegamiento (folding). En los casos de proteínas de masa molecular

pequeña, es usual encontrar que solamente existen dos ensambles de conformaciones, muy

diferentes entre sí, que están poblados signi�cativamente durante la trayectoria de un pro-

ceso de unfolding-refolding [27, 29]. De igual forma, se han aplicado a la caracterización

estructural de las llamadas proteínas intrínsecamente desplegadas. Estas proteínas, a pesar

de no tener estructuras de�nidas, en condiciones �siológicas, tienen un papel importante

en varios tipos de reconocimiento molecular [30].

Ya que la estabilidad de las moléculas de proteína es solamente marginal (es decir, la

diferencia de energía libre entre el estado nativo (N) y los estados desnaturalizados es de

unos 15 a 20 kJ/mol, es razónable esperar que, dependiendo del tipo de proteína y de las

condiciones de su ambiente, se forme un ensamble de estados intermedios desnaturalizados,

diferentes a N y al estado completamente desplegado (U). Entre los diferentes estados

desnaturalizados se han descrito como principales los siguientes: estado desnaturalizado

en medio ácido (DA), a alta temperatura (DT), a baja temperatura (DF), y en presencia

de cloruro de guanidinio 6 M; este último sería el que representa realmente el estado

completamente desplegado (U),[31]. Se debe señalar que los estados desnaturalizados ya

mencionados tienen estructuras secundarias notablemente diferentes a la del estado nativo.

Se conoce por otra parte, que varios tipos de estados desnaturalizados tienen pape-

les clave en el reconocimiento molecular, el alosterismo, así como en patologías como la

formación de placas amiloides [32].

4



1.6. Estados desnaturalizados térmicamente (a alta tem-

peratura)

En este proyecto nos enfocaremos en el estudio de estados desnaturalizados térmica-

mente (DT). En el caso de proteínas de tamaño pequeño (de 10 a 25 kDa) se ha descrito

[33] que sus espectros de DC, en el UV-lejano, presentan una forma típica cuyas caracterís-

ticas son: una banda negativa, relativamente intensa (−10 a −12×103 grados cm2dmol−1),

centrada entre 202 y 204 nm; acompaña a esta banda un hombro amplio de magnitud

aproximada −5 × 103 grados cm2dmol−1. Sin embargo, se ha reportado que este tipo de

espectro aparece también en la forma DT de una proteína dimérica de mayor tamaño que

es la triosafosfato isomerasa de levadura (yTIM), aunque solamente en soluciones con valor

de pH superior a 9.0 [18].

La Figura 1.2 muestra los espectros de la forma DT de la triosafosfato isomerasa a

pH de 9.0 y de 6.7. Como puede observarse, el espectro en pH 6.7 di�ere notablemente

del espectro en pH 9.0, lo cual indica la presencia de estructura secundaria residual en

la forma DT en pH 6.7. Los contenidos de estructura secundaria en ambas formas DT se

han determinado [18] por medio de dos algoritmos comunes, implementados en el servidor

online DichroWeb [3, 4, 5]. Los resultados indican que, cuando se emplea una base de

espectros DC de referencia que incluye varias proteínas desplegadas, la forma DT a pH

9.0 contiene signi�cativamente más estructuras desordenadas (fracción igual a 0.41) que la

forma DT a pH 6.7 (fracción igual a 0.30).
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Figura 1.2: Espectros de dicroísmo circular de la triosafosfato isomerasa desnaturalizada
térmicamente (temperaturas de 54 a 58 °C), en condiciones de pH indicadas en el cuerpo de la
�gura. Se muestra también el espectro diferencial de ambas formas. Figura adaptada de la

referencia [18].

Un comportamiento similar al de la yTIM, ha sido reportado para la apomioglobina,

proteína de tamaño pequeño (17 kDa), cuya forma DT parece ser diferente a pH 7.0 y pH

9.0 [33]. Sin embargo, la diferencia principal parece ser la formación de mayor cantidad

de segmentos beta cuando el pH es 9.0. Cabe mencionar que la estructura nativa de la

apomioglobina es muy abundante en hélices alfa, con prácticamente nulo contenido de

segmentos beta; estas características han hecho que la apomioglobina sea usada como

sistema modelo de transiciones α � β asociadas con la formación de �brillas amiloides [1].

1.7. Lisozima

La lisozima de clara de huevo está conformada por 129 residuos con peso molecular

de alrededor 14 KDa; en condiciones �siológicas se encuentra en forma globular compacta,

con una hendidura larga en el sitio activo de la proteína.

Su estructura terciaria consta de 2 dominios (Figura 1.3 A).

6



Dominio I: del residuo 1-38 y del 88-129

Dominio II: del residuo 39-87

En la estructura secundaria de lisozima se observan 5 hélices, una de ellas 310 y 2

hojas β antiparalelas (Figura 1.3 B). La hélice 310 y las hojas β se encuentran en el Dominio

II. [19]

Figura 1.3: A) Dominios, estructura terciaria lisozima. Imagen tomada de (Pratibha Kumari,
2020)[19]. B) Estructura secundaria lisozima. Imagen creada con PyMOL v2.5.5 [20, 21, 22] del

PDB ID: 193L [14].

La lisozima es uno de los modelos más estudiados, para comprender los mecanismos

de plegamiento y desnaturalización de las proteínas. La lisozima desnaturalizada contiene

una mezcla de isómeros conformacionales, que existen en equilibrio termodinámico. Hasta

el momento la caracterización de la lisozima se ha logrado en gran parte, midiendo las

propiedades termodinámicas de estos isómeros colectivos, utilizando diferentes métodos

espectroscópicos, incluido el dicroísmo circular [34, 35].

1.8. Mioglobina y Apomioglobina

La mioglobina, una proteína esencial en el transporte de oxígeno en los tejidos muscu-

lares, está conformada por 154 aminoácidos, con un peso de aproximadamente 17 kDa. Es-

ta proteína exhibe una estructura secundaria predominantemente helicoidal, conformando

aproximadamente el 75% de su estructura. Esta estructura está principalmente compuesta

por 8 hélices alfa (Figura 1.4). Estas hélices alfa, son estabilizadas por enlaces de hidró-

geno entre los grupos amida de los aminoácidos en la secuencia polipeptídica, se enrollan

de manera compacta y ordenada, y mantienen su integridad estructural incluso cuando se
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retira el grupo hemo (apomioglobina)[36].

La mioglobina presenta una estructura altamente compacta, donde los residuos hi-

drofóbicos están orientados hacia el interior de la molécula, mientras que los residuos

hidrofílicos o polares se encuentran en la super�cie externa. Entre los residuos apolares

internos se incluyen leucina, valina, metionina y fenilalanina. Los únicos residuos polares

internos son dos histidinas, que desempeñan funciones en el centro activo de la proteína

[36, 37].

Figura 1.4: Estructura secundaria de la proteína Mioglobina y el grupo hemo. Imagen creada
con PyMOL v2.5.5 [20, 21, 22] del PDB ID: 2FRF. [15]

El grupo hemo, se ubica en una hendidura de la parte interna apolar de la cadena

polipeptídica de la mioglobina. Este grupo consiste en un anillo tetrapirrólico con un átomo

de hierro en el centro. En condiciones biológicas, el hierro se encuentra en forma de ion

ferroso (Fe2+), que se une al oxígeno para formar la oximioglobina.

Con relación a la apomioglobina, esta contiene una secuencia de aminoácidos especi-

�ca, que es la misma que la mioglobina, pero sin el grupo hemo unido. La apomioglobina

mantiene una estructura secundaria similar a la mioglobina, predominantemente en héli-

ces alfa. Estas hélices se organizan dando lugar a una estructura terciaria, formando una

cavidad, donde normalmente se uniría el grupo hemo. Aunque la apomioglobina puede

mantener su conformación general sin el grupo hemo, esta no tiene la capacidad para ligar

oxígeno [37].
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CAPÍTULO 2

Justi�cación

Las proteínas son biomoléculas fundamentales para la vida, ya que participan en casi

todos los procesos celulares. En las proteínas, es esencial que mantengan su estructura

nativa para que desempeñen de manera correcta su función biológica.

Esta estructura puede verse fácilmente afectada por diferentes factores, como el cam-

bio de pH y la temperatura, adoptando diferentes conformaciones cuando se desnaturaliza.

En esta tesis, el interés principal es entender qué estructuras secundarias permanecen

o se forman después de que una proteína se desnaturaliza por calor y cómo el pH del

medio afecta su capacidad para adoptar diferentes estructuras. Este tipo de estudio es de

gran interés, no solo porque nos ayuda a comprender mejor cómo las proteínas se adaptan

o responden a cambios en su entorno, sino también para abordar problemas clínicos y

enfermedades relacionadas con el mal plegamiento de las proteínas.

Para este trabajo se eligieron tres proteínas pequeñas: mioglobina, apomioglobina

y lisozima, debido a que son proteínas bien conocidas, contienen diferentes estructuras

secundarias (lo que nos permite realizar comparaciones cuantitativas entre los diferentes

tipos de estructuras secundarias presentes en los estados DT) y tienen modelos disponibles

en bases de datos como Uniprot y PDB [2, 38].

Por lo tanto, uno de los enfoques de esta investigación es entender por qué a cier-

tos pH se forman algunas estructuras y no otras, y qué factores in�uyen. Para estudiar

estos cambios, nos apoyamos en técnicas como el dicroísmo circular, que permite estimar

el contenido de las diferentes estructuras secundarias en sus diferentes estados DT, y la

�uorescencia intrínseca, que nos brinda información sobre los cambios en el entorno de los

residuos aromáticos. Además, se complementó la investigación con herramientas compu-

tacionales como ProPKA, que ayuda a estimar la carga de los residuos según el pH, y otros

análisis que ayudan a entender qué tipo de interacciones contribuyen a mantener algunas

estructuras en diferentes pH.
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CAPÍTULO 3

Objetivos

El objetivo primario de este proyecto es la caracterización cuantitativa de los conte-

nidos de estructura secundaria, en los estados desnaturalizados a alta temperatura

de proteínas de tamaño pequeño como es la lisozima, mioglobina y apomioglobina,

bajo diferentes condiciones de pH. Para ello se obtendrán espectros de dicroísmo cir-

cular en el rango de 250 y 190 nm, que serán analizados utilizando tres algoritmos

ampliamente utilizados, y reconocidos por su precisión, para tal �n. Asimismo, se

complementarán los estudios anteriores con la investigación del microambiente de

residuos aromáticos �uorescentes en los estados DT.

Con las determinaciones señaladas se espera detectar cuáles proteínas forman esta-

dos DT con propiedades diferentes en función del pH del medio, y establecer posibles

relaciones entre las características de los DT y las propiedades de la molécula. En

primer lugar, se ha planteado usar proteínas con estructuras secundarias muy dife-

rentes; hemos seleccionado la mioglobina y la apomioglobina, por su alto contenido

de hélice alfa; la lisozima de clara de huevo, por tener un dominio alfa y uno beta.

Es importante señalar que las caracterizaciones detalladas que se hagan de las es-

tructuras en los estados DT podrían ser de gran utilidad como puntos de referencia

(benchmarks) para evaluar, posteriormente, el desempeño de métodos de simulación

computacional basados en la dinámica molecular [18].
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CAPÍTULO 4

Materiales y Métodos

4.1. Proteínas utilizadas

Las proteínas que se emplearon son muestras comerciales de la mayor pureza posible

(> 90%)..

1. Lisozima: se adquirió un frasco de lisozima de clara de huevo de 1 g, con numero de

producto Sigma-Aldrich L6876-1G.

2. Apomioglobina: se adquirieron viales de 60 nmol de mioglobina de caballo con número

de producto Sigma-Aldrich A8673-1VL.

3. Mioglobina: se adquirió un frasco de mioglobina del músculo esquelético del caballo

de 250 mg, con numero de producto Sigma-Aldrich M0630-250MG.

Tabla 4.1: Datos de las proteínas, obtenidos de la página Expasy Protparam

https://web.expasy.org/protparam/

Propiedades
Lisozima

(clara de huevo de gallina)
Mioglobina

(musculo de equino)
Apomioglobina

(musculo de equino)

Numero de Aminoácidos 129 154 154
Peso molecular (Da) 14,313.14 17,082.67 ≈17K
Punto Isoeléctrico 9.32 7.20 7.20
Coe�ciente de Ext.:
M-1 cm-1 a 280nm

37,970 13,980 13,980

Abs 0.1% (=1 g/L) 2.653 0.818 0.818

Pureza >90% >95% >95%
Código UniProt P00698 P68082 ���

Los elementos en rojo son idénticos, debido a que la mioglobina y la apomioglobina

tienen la misma secuencia proteica, por lo tanto, el servidor Expasy determina los mismos

parámetros para ambas proteínas.
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4.2. Reactivos

A continuación, se detallan los reactivos utilizados en los experimentos de caracteri-

zación de proteínas mediante los diferentes métodos descritos en esta tesis:

4.2.1. Reactivos para Cromatografía de Exclusión Molecular

Bu�er de fosfatos (PBS): 0.05 M, pH 7.0, preparado con:

� Fosfato de sodio dibásico heptahidratado (Sigma-Aldrich, S3266)

� Fosfato de sodio monobásico monohidratado (Sigma-Aldrich, P5655)

NaCl: 0.15 M (Sigma-Aldrich, S9625)

Etanol: 20% v/v (Sigma-Aldrich, 459836)

Acetato de sodio: 0.2 M (Sigma-Aldrich, S2889)

Filtros de jeringa: 0.1 µm y 0.22 µm (Millipore, SLGP033RS y SLGPR33RB)

4.2.2. Reactivos para Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS-

PAGE)

Solución Laemmli 2X: compuesta de Tris-HCl, SDS, glicerol, β-mercaptoetanol, azul

de bromofenol (Bio-Rad, 1610737)

β-Mercaptoetanol: 5% v/v (Sigma-Aldrich, M6250)

Solución de Coomassie: para teñir el gel (Bio-Rad, 1610786)

Solución desteñidora: etanol al 30% y ácido acético al 7% (Sigma-Aldrich, 459836 y

A6283)

Gel poliacrilamida gradiente Bis-Tris: 4-20% (previamente preparado en el laborato-

rio) (A6283)
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4.2.3. Reactivos para Espectrometría de masas

Ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (HCCA): Sigma-Aldrich, CAS No. 28166-41-8. Ma-

triz preparada a 10 mg/mL

Acetonitrilo (ACN): Sigma-Aldrich, CAS No. 75-05-8.

Ácido tri�uoroacético (TFA): Sigma-Aldrich, CAS No. 76-05-1.

Proteínas estándar preparadas a 1 mg/mL

4.2.4. Reactivos para Dicroísmo Circular y Espectrometría de Fluo-

rescencia

Bu�ers :

� pH 2: ácido clorhídrico (Sigma-Aldrich, H1758)

� pH 5: ácido bórico (Sigma-Aldrich, B6768)

� pH 7: fosfato de sodio dibásico heptahidratado (Sigma-Aldrich, S3266) y fosfato

de sodio monobásico monohidratado (Sigma-Aldrich, P5655)

� pH 10: ácido bórico (Sigma-Aldrich, B6768) e Hidróxido de sodio 0.1N

Filtros de jeringa: 0.1 µm y 0.22 µm (Millipore, SLGP033RS y SLGPR33RB)

4.2.5. Otros Reactivos

Agua desionizada: obtenida en el laboratorio de Bio�sicoquímica, con el equipo Mi-

llipore Milli-Q Reference.

Hidróxido de sodio solución 0.1N (Supelco, 43617)
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4.3. Métodos de Caracterización

Se emplearon tres métodos para corroborar la pureza de las proteínas: cromatografía

de exclusión molecular, electroforesis en gel de poliacrilamida y espectrometría de masas.

En todos los estudios, la concentración de las muestras de proteína se determinó

utilizando un espectrofotómetro Shimadzu modelo UV-1800, midiendo su absorbancia a

una longitud de onda de 280 nm. Este método de cuanti�cación se basa en la absorción de

la luz por los aminoácidos aromáticos presentes en las proteínas, especialmente el triptófano

y la tirosina, que tienen picos de absorción característicos alrededor de 280 nm.

4.3.1. Cromatografía de exclusión molecular

Se empleó una columna Hiload 16/600 Superdex 75 prep grade, para llevar a cabo

la cromatografía de exclusión molecular utilizando un cromatógrafo Akta Pure 25. Esta

columna fue preparada lavándola con dos volúmenes de columna (CV) de bu�er de fosfatos

(PBS) 0.05 M a pH 7.0, y NaCl 0.15 M (bu�er de elución), previamente �ltrado mediante

un �ltro de jeringa de 0.1 µm (millipore). La columna se dejó equilibrando durante un

día, antes de su utilización. Una vez equilibrada, se inyectaron 2 mL de proteína con

una concentración de 3 mg/mL, �ltrada a través de un �ltro de 0.22 µm (millipore). La

elución de la proteína se realizó con un �ujo de 1 mL/min, mientras que la absorbancia

se monitorizó a 280 nm. Se recolectaron fracciones de 0.5 mL, alrededor del pico máximo

y se almacenaron a 4°C. Al �nalizar el experimento, se procedió a lavar la columna con

2 CV de etanol al 20% para eliminar cualquier residuo de proteína. Posteriormente, se le

hizo pasar 2 CV de bu�er de acetato de sodio 0.2 M con etanol al 20% para almacenar

adecuadamente la columna.

4.3.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Como una manera más de analizar la pureza de nuestras proteínas, se realizó electro-

foresis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE, utilizando un gradiente Bis-Tris (4-20%). Se

prepararon muestras de 10 µg de proteína en solución Laemmli 2X y β-mercaptoetanol al

5%. Posteriormente, fueron calentadas a 95°C durante 4 min y cargadas en los pocillos del

gel. Se aplicó un voltaje de 100 V, manteniendo constante la corriente (400 mA) durante

10 min; enseguida se aplicó un voltaje de 120 V por 60 min para permitir la migración de

las proteínas a través del gel de acuerdo con su tamaño y carga eléctrica.
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Una vez �nalizada la electroforesis, el gel fue teñido con solución de Coomassie du-

rante 1 min, y revelado con solución desteñidora (etanol al 30% y ácido acético al 7%)

para visualizar las proteínas.

4.3.3. Espectrometría de masas

Las muestras de proteínas se prepararon a una concentración de 1 mg/mL en agua

destilada, previamente �ltrada y desgasi�cada. Como matriz, se utilizó ácido α-ciano-4-

hidroxicinámico (HCCA), el cual se disolvió a una concentración de 10 mg/mL en una

solución compuesta por 50% de acetonitrilo (ACN) y 0.1% de ácido tri�uoroacético (TFA).

Para la preparación de la muestra a analizar, se mezclaron 1 µL de la solución de proteína

con 1 µL de la solución de matriz CHCA, y la mezcla resultante se depositó en una placa

de MALDI mediante la técnica de spotting, dejándola secar al aire; durante el secado, la

matriz cristaliza, atrapando la muestra de proteína en los cristales.

La calibración del espectrómetro se realizó utilizando Albumina + MTB + RL29,

una mezcla estándar de calibración que contiene proteínas de pesos moleculares conocidos.

Las soluciones estándar se prepararon a una concentración de 1 mg/mL. Esta calibración

se llevó a cabo antes de la adquisición de datos de las muestras.

Las mediciones de masa molecular para las 3 proteínas estudiadas, se realizaron utili-

zando la técnica de espectrometría de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desor-

ption/Ionization - Time of Flight), utilizando una matriz HCCA y operando en modo lineal

positivo, a través del espectrómetro AutoFlexSpeed� TOF/TOF (Bruker). Los espectros

obtenidos se analizaron mediante el software del instrumento, comparando los picos obser-

vados con los pesos moleculares esperados para cada proteína.

4.3.4. Dicroísmo circular (DC)

Los estudios de dicroísmo circular se llevaron a cabo con un espectropolarímetro Jasco

J- 715. Se emplearon diferentes valores de pH utilizando diferentes bu�ers previamente

�ltrados (0.1 µm de Millipore), a una concentración 0.01 M. Las muestras de proteína

para estos estudios se prepararon a una concentración aproximada de 100 µg/mL y fueron

�ltradas (0.22 µm, Millipore). De estas muestras se registraron los espectros de DC en el

rango del UV lejano (250-190 nm), a 25 °C, usando celdas de 1.00 mm. Luego, se llevó a

cabo la medición de la transición térmica siguiendo la señal de DC a 220 nm, desde 25 °C

hasta una temperatura entre 80 y 90 °C. Finalmente, se obtuvieron los espectros DC en el
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estado desnaturalizado de las proteínas. Estos estudios proporcionaron información valiosa

sobre la estructura y estabilidad de la proteína en diferentes condiciones.

4.3.5. Espectrometría de �uorescencia

Para los estudios de �uorescencia las muestras se prepararon bajo las mismas condi-

ciones utilizadas en los estudios DC. Las muestras fueron excitadas con una longitud de

onda de 280 nm, y se midieron sus espectros de emisión a diferentes temperaturas y valores

de pH. Estos estudios se realizaron utilizando el Fluorometro ISS K2 (Urbana USA).

4.4. Herramientas bioinformáticas y bases de datos uti-

lizadas

1. Protein Data Bank (PDB): una base de datos publica que proporciona estructuras

tridimensionales de biomoléculas determinadas experimentalmente mediante técnicas

como cristalografía de rayos X, resonancia magnética nuclear (RMN) y microscopía

crioelectrónica [38]. Para la obtención de los modelos cristalográ�cos de alta reso-

lución de las proteíanas estudiadas en este trabajo, se utilizó esta base de datos

Protein Data Bank (PDB). Los modelos seleccionados fueron: Para lisozima se utili-

zo el PDB ID:193L [14], para las proteínas mioglobina y apomioglobina se utilizo el

mismo modelo critalográ�co con ID: 2FRF [15].

Sitio web: https://www.rcsb.org.

2. PDBsum: para complementar el análisis estructural de las proteínas, se empleó la

herramienta PDBsum, una base de datos que proporciona resúmenes grá�cos de

las estructuras depositadas en el Protein Data Bank [38]. Esta plataforma permite

examinar detalles como la organización de dominios, interacciones no covalentes y

elementos de estructura secundaria presentes en modelos cristalográ�cos [23]. Esta

herramienta se utilizo para analizar características estructurales como redes de hidró-

geno, puentes salinos y clústeres hidrofóbicos en base a los modelos cristalográ�cos

obtenidos con PDB [23].

Sitio web: https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/

3. DichroWeb: para el análisis del contenido de estructuras secundarias en las proteínas
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estudiadas, se empleó el programa DichroWeb, una herramienta en línea utilizada

para la desconvolución de espectros de dicroísmo circular [3, 4, 5].DichroWeb funciona

mediante algoritmos computacionales que comparan los espectros experimentales con

bibliotecas de espectros de referencia, que corresponden a proteínas con estructuras

secundarias conocidas, lo que permite estimar de forma cuantitativa el contenido de

hélices α, segmentos β y estructuras desordenadas.

En este trabajo se utilizaron dos algoritmos distintos: CONTIN LL y SELCON3.

CONTIN LL es un método basado en el ajuste por mínimos cuadrados regulari-

zados, que permite obtener resultados suaves y estables, incluso en presencia de

ruido experimental. Es especialmente útil cuando se requiere una alta resolución

en la estimación de componentes estructurales [39, 40].

SELCON3, por su parte, es un algoritmo que emplea análisis de componentes

principales y selecciona subconjuntos de espectros de referencia que se asemejan

al espectro analizado, lo que le permite adaptarse bien a una amplia gama de

conformaciones y condiciones experimentales [41, 42].

También se utilizaron dos bibliotecas de referencia: Set 4 y Set 7, ambas compuestas

por proteínas cuya estructura ha sido determinada mediante cristalografía de rayos

X y resonancia magnética nuclear [43, 4].

Set 4 contiene 43 proteínas con estructuras secundarias variadas, lo que lo hace

adecuado para muestras con contenido mixto de hélice y lámina [6, 43].

Set 7 incluye 33 proteínas que abarcan una mayor diversidad conformacional y

es particularmente útil para analizar proteínas parcialmente desplegadas o con

regiones desordenadas [6, 43].

Sitio web: http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml

4. BeStSel: además del análisis con DichroWeb, se utilizó el servidor BeStSel (Beta

Structure Selection) para la estimación del contenido de estructuras secundarias a

partir de espectros de dicroísmo circular en el rango lejano. BeStSel permite un

análisis más preciso de las estructuras β al distinguir entre diferentes tipos de láminas

β paralelas y antiparalelas, lo que proporciona una descripción más detallada del

contenido estructural de proteínas, especialmente aquellas con abundante contenido

β [12, 8, 9, 10, 11, 13]. Este método se basa en una base de datos de espectros

experimentales cuidadosamente seleccionados y ofrece buenos resultados incluso para
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proteínas parcialmente desordenadas o con estructuras mixtas.

Sitio web: https://bestsel.elte.hu

5. UniProt: esta plataforma de datos se empleo para obtener los valores del contenido de

estructura secundaria correspondiente a los modelos cristalogra�cos utilizados para

el análisis de las proteínas, mencionados anteriormente en la Tabla ?? [2].

Sitio web: https://www.uniprot.org

6. ProtParam (ExPASy): la herramienta en línea ProtParam, disponible en el servidor

ExPASy, para calcular propiedades físico-químicas a partir de la secuencia primaria de

las proteínas. Entre los parámetros obtenidos se incluyen el peso molecular, el punto

isoeléctrico teórico, la fórmula química, la composición de aminoácidos, el índice

de estabilidad y la hidropatía global (GRAVY) [25]. Esta información es bastante

útil para conocer propiedades bio�sicoquímicas como el índice GRAVY y el peso

molecular (calculado apartir, del coe�ciente de extinción molar proporcionado por el

programa).

Sitio web: https://web.expasy.org/protparam/

7. PROPKA v2.0: es una herramienta computacional que permite predecir pKa a par-

tir de estructuras tridimensionales, considerando el entorno local de cada residuo en

la proteína [44]. Esta herramienta es útil para predecir posibles cambios en la ioni-

zación de grupos funcionales bajo distintas condiciones de pH, lo que puede tener

implicaciones en la estabilidad estructural y actividad funcional [16]. En particular

esta aplicación nos ayudo a estimar los valores de pKa de los residuos ionizables y

determinar el valor de ∆pKa a alta temperatura (80 °C), asi, como calcular la carga

neta a diferentes pH de las proteínas.

Sitio web: https://www.ddl.unimi.it/vegaol/propka.htm

8. OriginPro 2021: software utilizado para el análisis y procesamiento grá�co de los

datos experimentales de dicroismo circular y �uorescencia intrinseca.

Desarrollador: OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA.

9. ProteinTools: se utilizó el servidor en línea ProteinTools para analizar características

estructurales complementarias a partir de archivos PDB. Esta herramienta desarro-

llada por la Universidad de Bayreuth, permite obtener, la distribución de residuos

hidrofóbicos e hidrofílicos, y la formación de enlaces de hidrógeno, puentes salinos y

clústers hidrofóbicos a partir de modelos cristalinos de las proteínas [24]. El análi-
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sis generado por ProteinTools contribuyó a una mejor comprensión de la estabilidad

estructural.

Sitio web: https://proteintools.uni-bayreuth.de/

10. PyMOL (versión 2.5.5, Schrödinger, LLC) [20, 21, 22]: esta herramienta permite

la visualización tridimensional de las estructuras cristalinas. Para nuestro caso en

particular utilizamos esta herramienta para visualizar nuestras proteínas y resaltar

interacciones intramoleculares, con la información proporcionada por ProteinTools

[24].

Sitio web: https://pymol.org
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CAPÍTULO 5

Resultados

5.1. Resultados de lisozima

En el cromatograma (Figura 5.1), se con�rmó la alta pureza de la proteína utilizada,

ya que se observó un solo pico, siguiendo la señal a 280 nm.

Este resultado también se con�rmó en el gel de poliacrilamida (Figura 5.2), donde se

observó una banda única, bien de�nida, lo que respalda que la muestra de proteína está

libre de impurezas y es altamente homogénea.

Figura 5.1: Cromatograma de lisozima a pH 7, siguiendo la señal UV a 280 nm. La
cromatografía se realizó en una columna de exclusión molecular (Hiload 16/600 Superdex).
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Figura 5.2: Electroforesis en gel de poliacrilamida Bis-Tris (4-20%), de las proteínas lisozima,
mioglobina y apomioglobina.

5.1.1. Espectrometría de masas en lisozima

El espectro de masas de la lisozima, registrado en el rango de 6000Da a 16 000Da,

muestra un pico principal en 14 303Da, correspondiente a la masa molecular esperada, lo

que concuerda con los valores reportados en bases de datos como UniProt o PDB (∼ 14.3

kDa).

Adicionalmente, se detecta un pico en 7148.96Da, cuya masa es aproximadamente

la mitad del pico principal. Esta señal podría corresponder a una especie con doble carga

positiva (2+), es un fenómeno que se observa con frecuencia en ciertos tipos de compuestos

especialmente para moléculas grandes como proteínas y péptidos.

También se aprecian señales de menor intensidad en 9529.39Da y 10 727.51Da, que

podrían asociarse a fragmentos peptídicos, productos de degradación o pérdida de peque-

ñas modi�caciones. La nitidez del espectro y la dominancia del pico intacto indican una
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Figura 5.3: Espectro de masas de la lisozima obtenido por MALDI-TOF en el rango de 6000Da
a 16 000Da. El pico principal a 14 303Da corresponde a la forma intacta de la proteína. También
se observa un pico en 7148.96Da, posiblemente asociado a una especie con doble carga (2+).

preparación adecuada de la muestra, con bajo nivel de impurezas.

5.1.2. Dicroísmo Circular obtenidos con lisozima

La Figura 5.4 muestra los espectros DC obtenidos a 25 °C a diferentes valores de

pH, los cuales exhiben características similares, consistentes con una estructura secunda-

ria predominantemente de alfa hélice. Este patrón de espectros sugiere que la estructura

secundaria de la proteína se mantiene estable en diferentes condiciones de pH.

Para el análisis de los resultados obtenidos en DC se realizó una desconvolución de

los espectros usando tres algoritmos ampliamente conocidos (CONTIN LL, SELCON 3 y

Best Sel) [3, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13].

La Tabla 5.1 muestra la comparación de los resultados obtenidos de estos 3 algoritmos

con la estructura cristalina de la proteína. Los algoritmos CONTIN LL y SELCON 3

proporcionan resultados que se asemejan más a la estructura cristalina en ambos casos.
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Figura 5.4: Espectros DC de lisozima nativa; 25 °C; pH 2.0 (línea negra), 7.0 (línea roja) y 10.0
(línea azul), respectivamente.

Tabla 5.1: Contenido de estructuras secundarias (fracciones) en lisozima nativa 25°C.
aDatos obtenidos de UniProt [2], basados en la determinación por difracción de rayos-X de la
estructura cristalina de la lisozima. bDatos obtenidos del espectro DC, con los métodos en el ser-
vidor online Dichroweb (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml) [3, 4, 5], usando
el set de referencia 4 [6, 7]. cDatos obtenidos del espectro DC con el método del servidor on-
line BestSel (https://bestsel.elte.hu/index.php) [8, 9, 10, 11, 12, 13]. El término dNRMSD
(normalized-root-mean-square deviation) es una medida de las diferencias de valores de un espectro
experimental y su correspondiente espectro calculado por el método de análisis correspondiente).

L
is
o
zi
m
a Algoritmo

Hélices
(total)

Segmentos
β (total)

Giros
β

No
ordenada

Total dNRMSD

aEstructura
cristalina

0.43 0.18 0.15 0.24 1.00

bCONTIN LL 0.43 0.12 0.19 0.26 1.00 0.03
bSELCON 3 0.42 0.08 0.22 0.26 0.98 0.20

cBestSel 0.33 0.09 0.13 0.45 1.00 0.01

Por otro lado, la Tabla 5.2 presenta una comparación de los valores de estructura

secundaria de la proteína nativa a 25°C, a diferentes valores de pH. Los resultados no

muestran cambios signi�cativos en la estructura nativa de la proteína en respuesta a las

variaciones de pH. Esto sugiere que la estructura nativa de la lisozima permanece estable

frente a cambios en el entorno ácido-base.
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Tabla 5.2: Fracciones de estructura secundaria de lisozima a 25 °C en diferentes valores de pH.
Los valores de la Tabla son el promedio de los valores obtenidos por los métodos CONTIN LL y

SELCON 3 con el set de referencia 4. Entre paréntesis se encuentra la desviación al valor
promedio.

Tipo de estructura pH 2.0 pH 7.0 pH 10.0

Hélices 0.45 (0.01) 0.43 (0.01) 0.46 (0.01)
Segmentos β 0.09 (0.03) 0.10 (0.02) 0.08 (0.02)

Giros β 0.20 (0.01) 0.21 (0.03) 0.21 (0.02)
No ordenada 0.28 (0.03) 0.26 (0.01) 0.25 (0.01)

El per�l de desnaturalización térmica a los diferentes pH se puede observar en la

Figura 5.5. En los diferentes per�les, las grá�cas sigmoides de elipticidad son re�ejo de las

alteraciones conformacionales en la estructura secundaria de la lisozima durante el proceso

de desnaturalización térmica. La variación del pH in�uye en la estabilidad de la estructura

proteica y genera distintos per�les de desnaturalización, como se muestra en el grá�co.

Figura 5.5: Transiciones térmicas de lisozima nativa a desnaturalizada; pH 2.0 desde los 25 °C
a 70 °C (línea negra), pH 7.0 desde los 25 °C a 84.6 °C (línea roja) y pH 10.0 desde los 25 °C a

82.8 °C (línea azul). Las grá�cas se normalizaron para efectos de comparación.

La Figura 5.6 muestra los espectros de DC desnaturalizados de la lisozima a los

distintos pH. Los espectros de lisozima di�eren claramente, lo que indica una diferencia

signi�cativa en las estructuras secundarias residuales. Estas variaciones en los espectros
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re�ejan cambios en la conformación de la proteína desnaturalizada bajo diferentes con-

diciones de pH, lo que podría indicar que el pH in�uye en la estructura de la lisozima

desnaturalizada.

Figura 5.6: Espectros DC de lisozima desnaturalizada térmicamente a diferentes valores de pH.
pH 2.0 a 70 °C, pH 7.0 a 84.6 °C y pH 10.0 a 82.8 °C.

Los resultados de la desconvolución de los espectros DT para los distintos valores de

pH se presentan en la Tabla 5.3. Un aspecto destacado en los resultados de lisozima es que,

a pH 2.0 y 7.0, se observa una mayor proporción de estructura desordenada en comparación

con el pH 10.0. Por otro lado, a pH 10.0 se evidencia una mayor cantidad de segmentos

beta y estructura desordenada. Es importante destacar, que estos valores únicamente se

observan con el set de datos 7 de Dicroweb [6, 7].
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Tabla 5.3: Fracciones de estructuras secundarias en la lisozima desnaturalizada térmicamente, a
los diferentes valores de pH. Los valores de la Tabla son el promedio de los valores obtenidos
mediante los métodos CONTIN LL y SELCON 3 con los diferentes sets de referencia. La

desviación respecto al valor promedio se indica entre paréntesis.

Estructura pH 2.0 pH 7.0 pH 10.0

Set de datos Set 4 Set 7 Set 4 Set 7 Set 4 Set 7

Hélices
0.23
(0.01)

0.21
(0.00)

0.19
(0.00)

0.18
(0.01)

0.15
(0.04)

0.12
(0.01)

Segmentos β
0.21
(0.05)

0.04
(0.00)

0.24
(0.00)

0.16
(0.01)

0.36
(0.04)

0.32
(0.05)

Giros β
0.26
(0.01)

0.11
(0.00)

0.23
(0.00)

0.15
(0.01)

0.20
(0.04)

0.17
(0.04)

No ordenada
0.31
(0.02)

0.65
(0.00)

0.34
(0.01)

0.52
(0.02)

0.30
(0.04)

0.39
(0.05)

5.1.3. Fluorescencia de la lisozima

La Figura 5.7 muestra el decaimiento de la �uorescencia intrínseca de lisozima, debi-

do al desplegamiento (y/o desnaturalización estructural) de la lisozima. La aparición del

decaimiento más notable se puede apreciar a 90°C. En el estado nativo, la proteína se

encuentra a 25°C y, por lo tanto, su estructura no se encuentra alterada, presentando el

espectro de mayor intensidad respecto de los demás.

También notamos un desplazamiento del máximo hacia el rojo de alrededor de 9 nm,

como resultado de la desnaturalización de la proteína. Inicialmente, la intensidad máxima

se monitorea a 325 nm en la proteína nativa a 25°C luego de excitar a 280 nm, mientras

que a 90°C se registra un máximo en 334 nm excitando a la misma longitud de onda.

Este comportamiento en el decaimiento de �uorescencia es similar a pH 2, con un

desplazamiento hacia el rojo de alrededor de 12 nm (324 nm a 336 nm) Ver Apéndice 7.3,

sección A.1.
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Figura 5.7: Espectros de emisión de �uorescencia intrínseca a diferentes temperaturas de
lisozima a pH 7, excitando a 280 nm. Las grá�cas pequeñas a la derecha ilustran de forma más
clara el comportamiento del corrimiento espectral, así como la disminución en la intensidad de

�uorescencia conforme incrementa la temperatura.

En la Figura 5.8 se presentan los espectros de �uorescencia intrínseca de lisozima a

pH 10. Se observa un decaimiento en la intensidad de �uorescencia desde los 25°C hasta

los 55°C. A los 60°C, se registra un notable incremento en la intensidad, alcanzando su

máximo a los 65 °C, sin embargo, posterior a esta temperatura, se observa nuevamente un

decaimiento en la intensidad, llegando a los 80°C. A esta temperatura, se nota un ligero

desplazamiento hacia el rojo en el máximo de intensidad de alrededor de 6 nm. A 25°C, el

máximo se registró a 327 nm, mientras que a 80°C fue a 333 nm.
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Figura 5.8: Espectros de emisión de �uorescencia intrínseca a diferentes temperaturas de
lisozima a pH 10, excitando a 280nm. Las grá�cas pequeñas a la derecha ilustran de forma más
clara el comportamiento del corrimiento espectral, así como la disminución en la intensidad de

�uorescencia conforme aumenta la temperatura.

5.1.4. Grupos protonables en lisozima

Los valores de pKa de los aminoácidos protonables a 25°C se muestran en la Tabla 5.4,

obtenidos mediante el servidor Propka https://www.ddl.unimi.it/vegaol/propka.htm

[16] (la lista de los grupos protonables completa se encuentra en el Apéndice 7.3, sección

A.2). Para determinar sus cambios de pKa(∆pKa) se empleó la ecuación de Van't Ho�

((Para mayor detalle ver Apéndice C y Anexo A)), utilizando las entalpías descritas en

(Krajewska, 2016) [45].

El signo negativo se colocó en los valores de ∆pka, como una manera de representar

que el pka disminuye al aumentar la temperatura en la proteína.
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Tabla 5.4: Cálculo de pKa (25 °C) y ∆pKa (80 °C) de los grupos ionizables en la proteína de
lisozima a pH 7, usando el modelo cristalogra�co PDB ID:193L [14].

Aminoácido pKa 25 °C ∆pKa (80 °C) Aminoácido pKa 25 °C ∆pKa (80 °C)

HIS 15A 7.15 -0.8458 ARG 5A 12.36 -1.3643
TYR 20A 8.75 -0.6821 ARG 14A 12.29 -1.3643
TYR 23A 10 -0.6821 ARG 21A 12.29 -1.3643
TYR 53A 13.03 -0.6821 ARG 45A 11.8 -1.3643
N+ 1A 7.58 -1.14 ARG 61A 11.8 -1.3643
LYS 1A 10.22 -1.4734 ARG 68A 11.94 -1.3643
LYS 13A 10.5 -1.4734 ARG 73A 12.29 -1.3643
LYS 33A 10.36 -1.4734 ARG 112A 12.5 -1.3643
LYS 96A 10.08 -1.4734 ARG 114A 12.01 -1.3643
LYS 97A 10.43 -1.4734 ARG 125A 12.22 -1.3643
LYS 116A 10.5 -1.4734 ARG 128A 12.5 -1.3643

5.2. Resultados de Mioglobina y apomioglobina

En el cromatograma de mioglobina se identi�ca un pico predominante junto con

dos pequeñas impurezas adicionales; sin embargo, se consideró que estas impurezas no

alcanzaban una cantidad signi�cativa como para in�uir en los estudios DC, como se muestra

en la �gura 5.9.

Figura 5.9: Cromatograma de mioglobina a pH 7. La cromatografía se realizó en una columna
de exclusión molecular (Hiload 16/600 Superdex).
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Para la proteína de apomioglobina no se llevó a cabo cromatografía de exclusión

molecular, debido a la disponibilidad limitada con la que se contaba de esta proteína para

su estudio. Sin embargo, se realizaron los estudios de electroforesis en gel de poliacrilamida

(Figura 5.2) y espectrometría de masas como se muestra más adelante. La pureza de las

muestras de ambas proteínas se con�rma en la Figura 5.2, donde se observan una sola

banda bien de�nida y con tamaño similar para cada proteína.

5.2.1. Espectrometría de masas de las proteínas de mioglobina y

su apoproteina

En los espectros de masas obtenidos para las muestras de mioglobina y apomioglobina

(Figura 5.10), se observa una señal principal correspondiente a una masa de aproximada-

mente 16 950Da en ambos casos.

Esta masa coincide con la de la apomioglobina, es decir, la proteína sin su grupo he-

mo. Sin embargo, la mioglobina debería presentar una masa mayor de (aproximadamente

17 082Da), considerando la presencia del grupo hemo, cuya masa individual es de apro-

ximadamente 616Da [46]. No obstante, la suma directa de 16 950Da (apomioglobina) +

616Da (grupo hemo) da como resultado 17 566Da, una cifra que no corresponde con el

valor teórico de la mioglobina. Esta diferencia se debe a que el grupo hemo se une a la

cadena polipeptídica mediante interacciones no covalentes, y su incorporación no equivale a

una suma de masas, sino que implica reorganizaciones estructurales o pérdida de pequeños

grupos atómicos [47, 48].
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Figura 5.10: Espectros de masas de mioglobina y apomioglobina obtenidos mediante
MALDI-TOF en un rango de 0 a 60,000 m/z. Se observa un pico principal en torno a 16 950Da

para ambas proteínas. Señal de que el grupo hemo se ha separado de la mioglobina.

Además, estudios previos han reportado que la masa determinada experimentalmente

por espectrometría de masas para la mioglobina es cercana a los 16 950Da, debido a que

el grupo hemo puede perderse durante el proceso de ionización/desorción en MALDI-

TOF [46]. Esto explicaría por qué ambas muestras presentan la misma señal de 16 950Da,

correspondiente a la cadena polipeptídica.

Este fenómeno se ve reforzado por el análisis de las masas bajas (Figura 5.11), donde

se detecta un pico de 616.26Da únicamente en la muestra de mioglobina. Esta señal es

atribuible al grupo hemo libre, que se desprende de la proteína durante el proceso de

ionización.
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Figura 5.11: Espectros de masas en el intervalo bajo (100�1100 m/z) correspondientes a la
detección del grupo hemo. En la muestra de mioglobina se observa un pico en 616.26Da, el cual

corresponde a la masa del grupo hemo disociado.

5.2.2. Dicroísmo Circular de las proteínas de Mioglobina y Apo-

mioglobina

Las Figuras 5.12 y 5.13 presentan los espectros de dicroísmo correspondientes a las

proteínas mioglobina y apomioglobina en su forma nativa a la temperatura de 25°C, a

diferentes valores de pH. Se observa una notable similitud entre los espectros obtenidos,

para ambas proteínas, con una superposición casi completa entre pH 5 y pH 7, en el caso de

mioglobina, mientras que para la apomioglobina mantienen la misma forma con diferente

intensidad en elipticidad molar. Esta consistencia sugiere una estabilidad estructural de las

proteínas ante los cambios de ambientes ácido-base. Sin embargo, es importante destacar

que, a pesar de esta estabilidad relativa ante cambios en el pH, tanto la mioglobina como la

apomioglobina experimentan desnaturalización a pH inferiores a 5. Este hallazgo subraya

la importancia de las condiciones ambientales en la estabilidad y funcionalidad de las

proteínas. Además, la morfología característica de los espectros exhibe una clara señal de

estructuras secundarias, predominante de hélices alfa.
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Figura 5.12: Espectros DC de mioglobina nativa a 25 °C; pH 2.0 (línea negra), pH 5 (línea
roja) pH 7.0 (línea azul) y pH 10.0 (línea verde), respectivamente.

Figura 5.13: Espectros DC de apomioglobina nativa a 25 °C; pH 2.0 (línea negra), pH 5 (línea
roja) pH 7.0 (línea azul) y pH 10.0 (línea verde), respectivamente.
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Al igual que en el análisis de lisozima, se llevó a cabo una desconvolución de los espec-

tros DC, utilizando los mismos algoritmos empleados previamente. La Tabla 5.5 presenta

una comparación entre la estructura cristalina de referencia y los resultados obtenidos de

la desconvolución de los espectros de ambas proteínas a pH 7, utilizando el set de referencia

4. Se observa que el algoritmo CONTIN LL y SELCON 3 son los más similares, dado que

exhiben valores más cercanos a la estructura cristalina y un menor NRMSD.

Tabla 5.5: Contenido de estructuras secundarias (fracciones) de mioglobina y apomioglobina
nativa a 25 °C pH 7.

Algoritmo
Hélices
(total)

Segmentos
β (total)

Giros
β

No
ordenada

Total dNRMSD

aEstructura
cristalina

0.79 � 0.05 0.17 1.01 �

M
io
g
lo
b
in
a

b CONTIN
LL

0.68 0.01 0.19 0.19 1.07 0.027

b SELCON
3

0.66 0.04 0.11 0.20 1.01 0.186

cBestSel 0.61 0.02 0.10 0.29 1.02 0.128

A
p
o
m
io
g
lo
b
in
a

bCONTIN
LL

0.67 0.02 0.12 0.19 1.00 0.035

bSELCON
3

0.69 0.01 0.11 0.19 0.99 0.126

cBestSel 0.61 0.00 0.12 0.27 1.00 0.134

Por otro lado, la Tabla 5.6 muestra una comparación de la desconvolución de los es-

pectros nativos de ambas proteínas a los diferentes valores de pH. Los resultados obtenidos

demuestran que no se producen cambios signi�cativos en la estructura secundaria de la

proteína en respuesta a las variaciones de pH, consistente con lo observado en las Figuras

5.12 y 5.13.

Los per�les de desnaturalización térmica a los diferentes pH se pueden observar en

las Figuras 5.14 y 5.15. Los per�les térmicos revelan cambios en la elipticidad, lo que re�eja

las alteraciones conformacionales en la estructura secundaria de las proteínas durante el

proceso de desnaturalización térmica. También se observa que la variación del pH tiene un

impacto en la estabilidad de la estructura proteica, especialmente en la mioglobina a pH 10,

provocando que la proteína se desnaturalice a una temperatura más baja a comparación

con otros pH. En el caso de apomioglobina se observa que a pH 10 la transición es mucho

más marcada y de�nida lo que podría indicar un mayor cambio estructural. Cabe destacar

que la apomioglobina muestra una desnaturalización a temperaturas cercanas en los tres

pH evaluados. Estos resultados resaltan la importancia de considerar el pH como un factor
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Tabla 5.6: Fracciones de estructura secundaria de mioglobina y apomioglobina a 25 °C a
diferentes valores de pH. Los valores de la Tabla son el promedio de los valores obtenidos por los
métodos CONTIN LL y SELCON 3 con el set de referencia 4. Entre paréntesis se encuentra la

desviación al valor promedio.

Mioglobina Apomioglobina

Tipo de estructura pH 5.0 pH 7.0 pH 10.0 pH 5.0 pH 7.0 pH 10.0

Hélices
0.57
(0.01)

0.67
(0.01)

0.59
(0.01)

0.38
(0.00)

0.68
(0.01)

0.72
(0.06)

Segmentos β
0.05
(0.01)

0.03
(0.03)

0.06
(0.03)

0.29
(0.01)

0.03
(0.01)

-0.00
(0.00)

Giros β
0.14
(0.02)

0.12
(0.01)

0.15
(0.03)

0.20
(0.00)

0.11
(0.01)

0.13
(0.04)

No ordenada
0.24
(0.01)

0.26
(0.01)

0.21
(0.04)

0.28
(0.01)

0.19
(0.01)

0.15
(0.01)

determinante en la estabilidad y funcionalidad de esta proteína.

Figura 5.14: Transiciones térmicas de mioglobina nativa a desnaturalizada; pH 5.0 desde los

25 °C a 86 °C (línea negra), pH 7.0 desde los 25 °C a 88 °C (línea roja) y pH 10.0 desde

los 25 °C a 76°C (línea azul). Las grá�cas se normalizaron para efectos de comparación.
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Figura 5.15: Transiciones térmicas de apomioglobina nativa a desnaturalizada; Apomioglobina:
pH 5.0 desde los 25 °C a 86 °C (línea negra), pH 7.0 desde los 25 °C a 86.6 °C (línea
roja) y pH 10.0 desde los 25 °C a 86.6 °C (línea azul). Las grá�cas se normalizaron para

efectos de comparación.

Las siguientes Figuras 5.16 y 5.17 presentan los espectros DC de la mioglobina y

la apomioglobina desnaturalizadas. Los espectros de la mioglobina muestran una forma

similar entre ellos. Esta consistencia en los espectros DC sugiere que la mioglobina mantiene

una conformación estructural similar independiente del pH del medio, consistente con lo

observado en la Figura 5.12. Por otro lado, se observa una mayor diferencia en los espectros

de la apomioglobina desnaturalizada a pH 10, mientras que a pH 5 y 7 los espectros

son bastante similares. Estos resultados indican que la estructura desnaturalizada de la

apomioglobina es más sensible a cambios en el pH básico en comparación con la mioglobina.
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Figura 5.16: Espectros DC de mioglobina desnaturalizada termicamente a los diferentes valores
de pH estudiados; pH 5.0 a 86 °C (línea negra), pH 7.0 a 88 °C (línea roja) y pH 10.0 a 76

°C (línea azul). Las grá�cas se ajustaron con la altura del inicio del espectro a pH 7 para efectos
de comparación.

Figura 5.17: Espectros DC de apomioglobina desnaturalizada termicamente a diferentes
valores de pH; pH 5.0 a 86 °C (línea negra), pH 7.0 a 86.6 °C (línea roja) y pH 10.0 a

86.6°C (línea azul). Las grá�cas se ajustaron con la altura del inicio del espectro a pH 7 para
efectos de comparación.
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La siguiente tabla, presenta los resultados de la desconvolución de los espectros DT

de las proteínas, utilizando el promedio de los algoritmos SELCON 3 y CONTIN LL con

el set de referencia 7 [6, 7]. Este conjunto de datos se seleccionó debido a que mostró

mejores resultados con los espectros desnaturalizados en comparación con el set 4 [6, 7],

como se observó en el caso de la lisozima (Tabla 5.3). Es importante destacar que, en el

caso de la apomioglobina a pH 10, no se promediaron ambos algoritmos debido a que el

RMSD del método SELCON 3 era demasiado alto (2.974), lo que indicaba una discrepancia

signi�cativa entre los datos experimentales y los calculados por el algoritmo. Por lo tanto, se

descartaron estos valores y solo se reportaron los resultados obtenidos mediante el algoritmo

CONTIN LL. Dados los datos obtenidos, ambas proteínas muestran una mayor cantidad

de estructura desordenada, siendo pH 5 y 7 muy similares y pH 10 el que presenta la mayor

cantidad de estructura desordenada en ambas proteínas.

Tabla 5.7: Fracciones de estructura secundaria de mioglobina y apomioglobina desnaturalizadas
a diferentes valores de pH. Los valores de la Tabla son el promedio de los valores obtenidos por
los métodos CONTIN LL y SELCON 3 con el set de referencia 7. Entre paréntesis se encuentra

la desviación al valor promedio.

Mioglobina Apomioglobina

Estructura pH 5.0 pH 7.0 pH 10.0 pH 5.0 pH 7.0 pH 10.0

Hélices
0.25
(0.01)

0.27
(0.02)

0.23
(0.00)

0.16
(0.00)

0.22
(0.01)

0.26

Segmentos β
0.13
(0.09)

0.13
(0.12)

0.03
(0.00)

0.21
(0.00)

0.16
(0.02)

0.03

Giros β
0.17
(0.04)

0.18
(0.06)

0.13
(0.00)

0.17
(0.00)

0.17
(0.03)

0.12

No ordenada
0.43
(0.17)

0.41
(0.17)

0.59
(0.00)

0.45
(0.01)

0.45
(0.05)

0.59

5.2.3. Fluorescencia de la mioglobina

En la Figura 5.18 se muestran los cambios observados en los espectros de �uorescencia

de la mioglobina a pH 7, excitando a 280 nm. A 25 °C, el máximo de emisión se localiza

cerca de 327 nm. Conforme la temperatura incrementa, el máximo de emisión se desplaza

ligeramente hacia longitudes de onda más largas, alcanzando aproximadamente 331 nm a

90 °C. Asimismo, se registra un aumento en la intensidad de �uorescencia a partir de los

72.5 °C conforme la temperatura se eleva, alcanzando su punto máximo a 90 °C. Estos

cambios en los espectros se producen de manera progresiva, lo que indica una posible

transición estructural relevante en la proteína, en este rango de temperatura.
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Este mismo comportamiento se observa a pH 5, donde inicialmente hay una disminu-

ción de la �uorescencia (hasta los 55°C), y después comienza a incrementar la intensidad

de �uorescencia teniendo el pico más alto en intensidad a los 90°C. Asimismo, hay un

corrimiento hacia longitudes más largas, iniciando a los 25°C con una longitud de onda de

aproximadamente 314 nm y a los 90°C está en 330 nm (Ver Apéndice B).

Figura 5.18: Espectros de emisión de �uorescencia intrínseca a diferentes temperaturas de
mioglobina a pH 7, excitando a 280 nm. En las grá�cas pequeñas a la derecha se visualiza de
forma más clara el comportamiento del corrimiento espectral, así como, la disminución de la

intensidad de �uorescencia conforme incrementa la temperatura.

A continuación, se presentan los espectros de �uorescencia de la mioglobina a pH 10,

registrados a distintas temperaturas (Figura 5.19). A 25°C, el espectro muestra un máximo

de emisión en 328 nm, con una intensidad de �uorescencia relativamente alta. Conforme se

incrementa la temperatura, se observa un desplazamiento gradual del máximo de emisión

hacia longitudes de onda mayores, alcanzando 331 nm a 70°C y 335 nm a 80°C. Este

desplazamiento indica un cambio en el entorno químico de los residuos �uorescentes.

Simultáneamente, la intensidad de �uorescencia disminuye con el aumento de la tem-

peratura, hasta los 60°C. En este intervalo de 60°C a 70°C, ocurre nuevamente un aumento

en la intensidad, marcando un punto de transición térmica. A temperaturas más altas, entre

70°C y 80°C, la proteína parece estar completamente desnaturalizada y comienza a formar

agregados, lo que explica el quenching observado y el desplazamiento hacia longitudes de

onda mayores.
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Figura 5.19: Espectros de emisión de �uorescencia intrínseca a diferentes temperaturas de
mioglobina a pH 10, excitando a 280 nm. Las grá�cas pequeñas a la derecha ilustran de forma
más clara el comportamiento del corrimiento espectral, así como la disminución en la intensidad

de �uorescencia conforme incrementa la temperatura.

5.2.4. Fluorescencia de la apomioglobina

La �gura 5.20 presenta los espectros de �uorescencia de apomioglobina en solución

bu�er a pH 10, registrados desde los 25 °C hasta 90 °C, con una longitud de excitación en

280 nm. A 25 °C se aprecia un espectro con un máximo de emisión cerca de 319 nm con una

intensidad y forma característica de una proteína bien estructurada en su estado nativo,

donde los residuos aromáticos se encuentran en un entorno hidrofóbico. A medida que

aumenta la temperatura, la intensidad de �uorescencia disminuye gradualmente, mientras

que el máximo de emisión experimenta un corrimiento hacia longitudes de onda mayores, de

igual manera que sucedió en los casos anteriores con las proteínas de lisozima y mioglobina.

Lo que sugiere una mayor exposición de los residuos aromáticos al solvente. A partir de los

75 °C aproximadamente, los espectros de �uorescencia presentan una forma más aplanada

y de menor intensidad, lo que indica una gran pérdida de la estructura terciaria en la

proteína.
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Figura 5.20: Espectros de emisión de �uorescencia intrínseca a diferentes temperaturas de
apomioglobina a pH 10, excitando a 280 nm. Las grá�cas pequeñas a la derecha ilustran de
forma más clara el comportamiento del corrimiento espectral, así como la disminución en la

intensidad de �uorescencia conforme incrementa la temperatura.

Este mismo comportamiento en la �uorescencia se observa en los pH 7 y 5 (Ver Apén-

dice B sección B.3), donde inicialmente la intensidad de �uorescencia es alta y disminuye

conforme aumenta la temperatura. Para pH 7 el espectro de mayor intensidad es a 25 °C

con el máximo a 317nm, mientras el de menor intensidad fue a 90 °C con un máximo de

intensidad de 327 nm. Finalmente para pH 5 la mayor intensidad registrada a temperatura

ambiente fue a 318 nm, con un corrimiento hacia los 332 nm.
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5.2.5. Grupos protonables en Mioglobina

Tabla 5.8: Cálculo de pKa (25°C) y ∆ (80°C) de los grupos ionizables en la proteína de
mioglobina a pH 7, usando como modelo cristalogra�co el PDB ID: 2FRF [15].

Residuo pKa ∆pka (80°C) Residuo pKa ∆pka (80°C)

GLU 41A 4.78 -0.1637 LYS 47A 10.5 -1.4732
GLU 52A 4.64 -0.1637 LYS 50A 10.43 -1.4732
HIS 24A 7.08 -0.8457 LYS 56A 10.15 -1.4732
HIS 36A 6.36 -0.8457 LYS 62A 10.43 -1.4732
HIS 48A 7.02 -0.8457 LYS 63A 10.43 -1.4732
HIS 64A 6.43 -0.8457 LYS 77A 10.29 -1.4732
HIS 81A 6.5 -0.8457 LYS 78A 10.5 -1.1458
HIS 82A 7.3 -0.8457 LYS 79A 10.5 -1.4732
HIS 93A 6.5 -0.8457 LYS 87A 10.5 -1.4732
HIS 97A 6.5 -0.8457 LYS 96A 10.5 -1.4732
HIS 113A 6.22 -0.8457 LYS 98A 10.5 -1.4732
HIS 116A 6.5 -0.8457 LYS 102A 10.5 -1.4732
HIS 119A 6.36 -0.8457 LYS 118A 10.22 -1.4732
N+ 16A 8 -1.1458 LYS 133A 10.01 -1.4732
LYS 42A 10.5 -1.4732 LYS 145A 10.5 -1.4732
LYS 45A 10.22 -1.4732 LYS 147A 10.5 -1.4732

Los principales grupos protonables de la mioglobina que muestran cambios relevan-

tes entre pH 5, 7 y 10 se muestran en la Tabla 5.8 (para visualizar la lista completa de

los residuos protonables, ver Apéndice B.2). Para cada uno de ellos se determinaron sus

valores de pKa, mediante el servidor Propka [16] así como sus valores de ∆pKa a 80 °C,

utilizando las entalpías reportadas en [45] (Ver Apéndice C, Anexo A). En general, se ob-

servó un desplazamiento negativo en los valores de ∆pKa, lo cual indica que estos residuos

se desprotonan a un pH más bajo a temperaturas altas que a temperatura ambiente.
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CAPÍTULO 6

Discusión y análisis de resultados

6.1. Lisozima

Los espectros DC de la lisozima, así como la desconvolución de los mismos mediante

los algoritmos CONTIN LL y SELCON 3, muestran una gran resistencia a la desestabili-

zación de la estructura secundaria bajo diferentes condiciones de pH (2.0, 7.0 y 10.0) a 25

°C. [49]; esta estabilidad se ve re�ejada en la conservación de las señales características del

espectro de DC, predominantemente de hélices alfa, y en los resultados obtenidos con los

algoritmos CONTIN LL y SELCON 3 (Tabla 5.2), en los cuales no se observan cambios

signi�cativos en las fracciones de hélices alfa, segmentos beta y regiones desordenadas. Esta

característica ayuda al mantenimiento de su actividad catalítica en un rango amplio de pH,

para desempeñar su función en la defensa inmunológica [45].

6.1.1. Contribución a la estabilidad de la proteína

En la Figura 6.1 se muestran las interacciones intramoleculares, a lo largo de la

secuencia de aminoácidos, destacando los puentes disulfuro, puentes salinos, residuos hi-

drofóbicos, las hélices alfa, hojas beta y las redes de hidrógeno presentes en la lisozima.

La formación de puentes disulfuro entre residuos de cisteínas podría ayudar a explicar la

estabilidad de la estructura terciaria de la proteína, en ambientes extremos; debido a que

estas uniones covalentes limitan la �exibilidad conformacional y protegen los grupos hi-

drofóbicos de alteraciones en el ambiente, mientras que las redes de puentes de hidrógeno

entre cadenas laterales también in�uyen en la resistencia a la desnaturalización [50, 51]. La

Figura 6.2 ilustra las redes de puentes de hidrógeno en la proteína, y cómo se encuentran

distribuidas en la forma compacta de la proteína.
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(a) Redes de hidrógeno, estructura secundaria y puentes disulfuro.

(b) Puentes salinos y clusters hidrofobicos.

Figura 6.1: Representación de las interacciones intramoleculares en la secuencia de aminoácidos
de la lisozima. La imagen fue generada a partir del análisis estructural con PDBsum

(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/) [23] y editada con BioRender

(https://www.biorender.com/).
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Redes de hidrogeno en lisozima

Clúster Donador - Aceptor Clúster Donador - Aceptor

0 LYS1 � GLU7 4 ARG61 � ASP48
1 LYS13 � LEU129 4 SER50 � ASP48
2 LYS33 � ASN37 5 ARG68 � THR51
3 ASN44 � GLN57 6 TRP111 � ASN27
4 ASN46 � SER50 7 LYS116 � ASN106
4 ASN46 � ASP52 8 TYR53 � ASP66
4 ASN59 � ASP52 8 SER60 � THR69
4 ASN59 � SER50 8 THR69 � ASP66
4 ARG61 � ASP48 9 THR89 � ASP87

Figura 6.2: Tabla y representación tridimensional de los diferentes clústers de redes de
hidrógeno. En la tabla se indican los residuos que participan como donadores y aceptores en los

puentes de hidrógeno dentro de cada clúster identi�cados en la plataforma ProteinTools

(https://proteintools.uni-bayreuth.de/) [24], usando como referencia el modelo
cristalogra�co PDB ID: 193L [14]. La representación tridimensional de las redes de puentes de

hidrógeno fue visualizada en PyMOL [20, 21, 22].

Además, en la Figura 6.3 se muestran los clústeres hidrofóbicos de la lisozima; el

clúster principal (rojo) compuesto principalmente por aminoácidos no polares e hidrofóbi-

cos como isoleucina, leucina y valina, constituye el núcleo hidrofóbico de la proteína. Este

núcleo contribuye a la estabilidad de la estructura nativa, incluso en entornos ácidos o al-

calinos, al favorecer el empaquetamiento interno y minimizar la exposición de los residuos

hidrofóbicos al entorno [52, 53].
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Por otro lado, también se observa un clúster hidrofóbico secundario (verde), ubicado

en una región más periférica, que también aporta estabilidad local al ayudar a mantener

unidas ciertas partes cercanas de la proteína, facilitando que esa zona conserve su forma

[51].

Clústeres hidrofóbicos Lisozima

Clúster Aminoácido Posición

1

ILE 78
ILE 58
ILE 98
ILE 55
ILE 88
LEU 83
LEU 56
LEU 17
Val 92

2

ILE 124
LEU 25
LEU 129
Val 29

Figura 6.3: Representación de los clústers hidrofóbicos de la lisozima a partir de la información
obtenida en ProteinTools [24] y representados mediante PyMOL [20, 21, 22] utilizando el modelo

cristalográ�co de la lisozima (PDB ID: 193L [14]). Los residuos hidrofóbicos que forman el
núcleo principal se muestran en rojo (clúster 1), el clúster hidrofóbico secundario se visualiza en

verde (clúster 2).
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Los puentes salinos son interacciones electrostáticas que contribuyen a la estabilidad

de la estructura terciaria de las proteínas y, en algunos casos, ayudan a mantener la es-

tructura secundaria; estas funcionan como anclas entre partes de la cadena polipeptídica,

evitando que se repelan o se desorganicen. En el caso de la lisozima, existe un puente salino

formado entre el grupo Glu 7 y Lys 1 (Figura 6.4).

Aunque los puentes salinos ayudan a la estabilidad de la proteína estos son muy

sensibles al cambio de pH, ya que, la formación de estos depende de la ionización de los

grupos, en condiciones neutras ayudan a que la proteína sea más estable ante cambios como

la temperatura, y en zonas donde hay varios grupos con la misma carga, los puentes salinos

también ayudan a contrarrestar estas repulsiones y ayudan a compactar la proteína.

Figura 6.4: Puente salino en la proteina de lisozima, formado entre el grupo Glu 7 y Lys 1.
Obtenida con el programa ProteinTools [24] y visualizado a travez del sofware PyMol

[20, 21, 22], (PDB ID: 193L [14]).
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6.1.2. Análisis de la desnaturalización térmica de lisozima por DC

De acuerdo con lo experimentado, los per�les de desnaturalización térmica (5.5) mues-

tran diferencias en la estabilidad térmica dependiendo del pH; la transición térmica a pH

7.0 �naliza a una temperatura mayor (84.6°C) en comparación con pH 2.0 (70°C) y pH

10.0 (82.8°C). Esto indicaría que a pH neutro hay una mayor resistencia a la temperatura

que en ambientes ácidos o alcalinos. Esto puede deberse a la desprotonación o protonación

de algunos residuos sensibles al pH, afectando las interacciones intramoleculares y, por

tanto, afectando también a la estabilidad de la proteína [54]. Este aspecto se analizará más

adelante con mayor detalle. Por otro lado, los espectros DC de lisozima desnaturalizada

(Figura 5.6) muestran diferencias en la estructura secundaria. Al realizar el análisis de los

espectros desnaturalizados mediante los algoritmos ya mencionados anteriormente, nota-

mos que tanto en medio ácido, neutro o alcalino, hay una disminución en el contenido de

hélices alfa; sin embargo, a pH 10 en particular, esta disminución viene acompañada por

un incremento en el contenido de segmentos beta y estructura desordenada, en compara-

ción con los otros pH. De estos datos se puede inferir que, en medios alcalinos, la lisozima

adopta una conformación parcialmente desnaturalizada o no pierde completamente su or-

ganización estructural, sino que mantiene cierto orden residual [43]. Esta reorganización

podría estar favorecida por la formación de nuevas interacciones entre cadenas laterales

expuestas, tras la pérdida de la estructura nativa, como resultado del calentamiento.

En condiciones ácidas (pH 2), la pérdida de estructura secundaria se ve re�ejada por

un aumento de estructura desordenada, esto puede atribuirse a la pérdida de las interac-

ciones intramoleculares y a la protonación de grupos carboxilos de los residuos de ácido

aspártico y glutámico, que, a este pH, se encuentran predominantemente protonados, lo

cual impide la formación de interacciones electrostáticas como puentes salinos, con residuos

básicos, como lisina o arginina. Además, en la lisozima, los residuos básicos como lisina o

histidina se encuentran protonados en condiciones ácidas, lo que provoca una acumulación

de cargas positivas, generando repulsión entre residuos cercanos y disminuyendo aún más

la estabilidad de la proteína.

6.1.3. Análisis de la desnaturalización térmica de lisozima por

�uorescencia

El análisis de �uorescencia nos permite evaluar los cambios estructurales en la li-

sozima, siguiendo los residuos aromáticos presentes en la proteína, principalmente por

triptófano, tirosina y fenilalanina. En general, el triptófano es el principal contribuyente a
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la señal de �uorescencia cuando se excita a 280 nanómetros, lo que permite medir cam-

bios en su entorno ante variaciones de pH y/o temperatura. En nuestro caso los espectros

de los 3 diferentes pH que se han estudiado en este trabajo, revelaron un desplazamiento

hacia el rojo durante la desnaturalización, que se asocia principalmente con la exposición

de triptófano al solvente. Este desplazamiento fue más evidente a pH 2, lo cual podría

estar relacionado con la menor estabilidad térmica observada a este pH. Adicionalmente,

el aumento en la intensidad de �uorescencia a pH 10 entre 60° y 65 °C (5.8) podría re�ejar

una reorganización estructural temporal antes del colapso conformacional [55].

En la siguiente sección se presentará un análisis detallado de los aspectos de �uores-

cencia obtenidos, destacando las variaciones en el microambiente de los residuos aromáticos

en función del pH.

6.1.4. Contribución de los grupos protonables a la estabilidad de

la lisozima

Los residuos protonables en la lisozima, como histidina (HIS 15A), tirosina (TYR

20A, TYR 23A, TYR 53A), lisina (LYS 1A, LYS 13A, LYS 33A, LYS 96A, LYS

97A, LYS 116A) y arginina (ARG 5A, ARG 14A, ARG 21A, ARG 45A, ARG

61A, ARG 68A, ARG 73A, ARG 112A, ARG 114A, ARG 125A, ARG 128A)

juegan un papel importante en la estabilidad de la estructura secundaria y terciaria de

la proteína. A pH 7, se encuentran en estados de protonación especí�cos que mantienen

interacciones como los puentes de hidrógeno y el puente salino, que son esenciales para

mantener la estructura proteica; mientras que en pH extremos (2.0 y 10.0), se observa

un cambio en la intensidad de �uorescencia asociado a la alteración en los estados de

protonación de estos residuos, causando perturbaciones en el entorno hidrofóbico y en

las interacciones internas. Por ejemplo, la histidina con pKa de 7.15 cerca del pH neutro

puede estar parcialmente protonada, facilitando puentes de hidrógeno. Sin embargo, en pH

ácido, la histidina se encuentra completamente protonada, reforzando estas interacciones,

mientras que en pH alcalino su desprotonación podría desestabilizar dichos puentes. Los

residuos de lisina y arginina, con pKa superior a 10, permanecen protonadas en todo el

rango de pH estudiado (2.0, 7.0 y 10.0); al estar protonadas contribuyen con cargas positivas

que estabilizan la estructura mediante interacciones con residuos negativos. Esto podría

ayudar a que la estructura secundaria de la lisozima se conserve en un amplio rango de pH

como se observó en los espectros de dicroísmo.
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Una vez realizada la desnaturalización térmica de la proteína, los espectros de �uo-

rescencia y dicroísmo circular a alta temperatura revelan diferencias signi�cativas entre

los tres pH analizados, lo cual indica la presencia de estructuras residuales. Estas estruc-

turas representan regiones parcialmente organizadas que persisten incluso en condiciones

desestabilizantes. La presencia de estas estructuras puede explicarse por la retención de

interacciones internas ya antes mencionadas. Lo que indica que la protonación o desproto-

nación de residuos clave como lisina, arginina, tirosina o histidina, etc. puede alterar la red

de interacciones, resultando en desnaturalizaciones con retención de elementos parcialmen-

te estructurados. Así, el espectro resultante muestra una mezcla de regiones desordenadas

con otras parcialmente estructuradas.

Por tanto, la existencia de estructuras residuales es una consecuencia de cómo los

distintos pH modulan las interacciones moleculares y, en consecuencia, los caminos de

desnaturalización térmica.

6.1.5. Comparación de los estados desnaturalizados térmicamen-

te: in�uencia del pH y de la naturaleza estructural de las

proteínas

Los datos obtenidos en este trabajo demuestran que los estados DT de las proteí-

nas estudiadas no son homogéneos, sino que presentan formas estructurales diferentes en

función del pH del medio. Lo que se ha observado es que este comportamiento no solo

depende de las condiciones externas como la temperatura o el pH sino también de la na-

turaleza estructural de cada proteína y de su composición en términos de carga neta e

hidrofobicidad.

Los resultados obtenidos en este trabajo pueden resumirse en las observaciones si-

guientes:

1. En el caso de la lisozima se observó un cambio en el contenido de segmentos beta a pH

10 (fβ = 0.32) en contraste con el observado a pH 7 (fβ = 0.16) y sobre todo a pH 2 (fβ

= 0.04), lo que indica una transición hacia conformaciones ricas en estructura beta

bajo condiciones alcalinas [56]. Este cambio se ve acompañado de una disminución

en el contenido de hélices α (fα= 0.21 a 0.12) y de una disminución en la fracción de

estructura no ordenada (fNO= 0.65 a 0.39).

Este fenómeno se correlaciona con los espectros de �uorescencia, mientras que en pH

7 y 2 se observa un corrimiento hacia el rojo de 9 y 12 nanómetros respectivamente,
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indicando una mayor exposición del triptófano a entornos polares. En el caso de pH

10 dicho desplazamiento es menor (alrededor de 6 nm), lo cual sugiere una organiza-

ción diferente del entorno de los cromóforos �uorescentes, posiblemente causado por

una mayor compactación intramolecular o por la formación de estructuras beta que

limitan la exposición del triptófano al solvente.

2. En contraste, la mioglobina, con estructura nativa casi en su mayoría helicoidal, no

forma segmentos beta signi�cativos en ningún pH al desnaturalizarse térmicamente

(fβ = 0.13 en pH 5 y 7; fβ = 0.03 en pH 10) y presenta un notable aumento en la

fracción no ordenada (fNO = 0.43 en pH 5; fNO = 0.41 en pH 7; fNO = 0.59 en

pH 10) y bastante mayor que el de hélice alfa (fα = 0.25 en pH 5; fα = 0.27 en pH

7; fα = 0.23 en pH 10) (ver tabla 5.7). Estos resultados sugieren que la ausencia

de segmentos beta en la conformación nativa restringe la capacidad de la proteína

para adoptar este tipo de estructura en el estado DT. Sin embargo, la mioglobina

así como su apoproteína, forman estados DT a pH 7 y pH 10 ya que presentan un

aumento importante en la fracción no ordenada (fNO = 0.41 en pH 7; fNO = 0.59

en pH 10), en concordancia con los valores de estructura secundaria, la estructura

global del estado DT parece tener una solvatación extensa en ambos valores de pH,

como lo indican los espectros de �uorescencia intrínseca.

3. El caso de la apomioglobina refuerza esta conclusión: aunque se trata de la misma

cadena polipéptidica que la mioglobina, la ausencia del grupo hemo aumenta la �exi-

bilidad estructural y permite una mayor formación de segmentos β a pH 5 y 7 (fβ =

0.21 y 0.16, respectivamente), pero no así en pH 10 (fβ = 0.028), donde predomina

una conformación no ordenada (fNO = 0.59).

Si bien se realizaron análisis estructurales comparativos entre lisozima, mioglobina

y apomioglobina, el estudio en profundidad de los estados desnaturalizados se enfocó úni-

camente en lisozima, que mostró mayor riqueza conformacional en los estados DT. Esto

debido a que tanto la mioglobina como la apomioglobina muestran mayormente estructura

desordenada independientemente del pH del medio, lo que indica que ambas proteínas en

sus estados DT adoptan conformaciones mayormente desplegadas. Por lo que se consideró

que un análisis detallado sobre sus interacciones intramoleculares no aportaría información

relevante sobre posibles transiciones conformacionales.

Basándonos en los resultados anteriores, proponemos tentativamente que un requisito

para la formación de abundante estructura beta en un estado DT es la preexistencia de

esta estructura en la proteína nativa; es decir, si alguna parte de los segmentos beta es más

resistente al aumento de temperatura que las regiones de alfa hélice, serviría entonces como
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centro de formación de nuevas regiones beta. Con respecto a este punto, en simulaciones de

dinámica molecular de los cambios conformacionales inducidos por alta temperatura en la

lisozima [56], se ha propuesto que una ruta que llevaría a la formación de �brillas involucra

una formación inicial de segmentos beta en moléculas individuales; subsecuentemente, las

moléculas con segmentos beta se ensamblarían para dar lugar a hojas beta intermoleculares

que forman la estructura básica de las �brillas.

Sin embargo, queda entonces por explicar por qué el estado DT en la lisozima forma

abundante estructura beta solamente en un pH elevado. En relación con esto último, y

como se mencionó en la sección Introducción de esta tesis, la yTIM muestra resultados

contrastantes ya que forma un estado DT con más estructura beta en un pH cercano a 7.0,

mientras que a pH entre 9.0 y 10.0 el estado DT posee más regiones no ordenadas (ver Fig.

1.2). Como un intento de interpretar estos resultados, nos basamos en el análisis de proteí-

nas desordenadas de forma nativa (natively unfolded proteins) en condiciones �siológicas,

comparativamente con proteínas pequeñas plegadas, es decir, con estructura tridimensional

bien de�nida [57]. Estos autores han encontrado que las natively unfolded proteins están

localizadas dentro de una región especí�ca de un espacio carga−hidrofobicidad, en el cual

una combinación de baja hidrofobicidad y gran carga neta representan las características

que distinguen las proteínas no estructuradas; en este espacio, la separación entre los dos

grupos de moléculas está dada por la expresión: < R >= 2.785 < H >= 1.151, donde

< R > es la carga neta media de la molécula y < H > es la hidrofobicidad media de la

misma.

Siguiendo el enfoque señalado por Uversky, et al. [57], se calculó la carga que tendrían

la lisozima y la yTIM a alta temperatura (ca. 80 °C), en diferentes valores de pH (ver sección

A.3 y apéndice 7.3); se calculó también el índice GRAVY (grand average index), que indica

la hidropatía global de una proteína. Los resultados se muestran en la Figura 6.5.

52



Figura 6.5: Carga neta promedio versus hidropatía en lisozima (azul) y yTIM (negro). La
carga neta promedio se expresa como el valor absoluto de la carga total dividida entre el número

de aminoácidos. La hidropatía se calculó usando ProtParam
(https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam) [25] que proporciona el índice

GRAVY; en esta escala, el carácter hidrofóbico aumenta hacia la derecha.

En la �gura es evidente que los valores de pH en los que las proteínas consideradas

forman estados DT con más estructura no ordenada aparecen en la parte superior de la

�gura; esto parece indicar que una menor hidrofobicidad aunada a una carga neta relativa-

mente mayor son factores para la formación de más estructura desordenada en un estado

desnaturalizado térmicamente.
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CAPÍTULO 7

Conclusiones y perspectivas

Por lo tanto, proponemos que la formación de diferentes tipos de estados DT depende

de las siguientes variables:

7.1. Conclusión General:

Valores de pH extremos inducen cambios en la ionización de los residuos protonables,

rompiendo algunas interacciones intramoleculares, favoreciendo o di�cultando ciertos

tipos de reordenamiento estructural.

7.2. Conclusión para cada proteína en particular:

1. Contenido estructural nativo: Proteínas con segmentos beta nativos son más propen-

sas a formar estructuras beta en condiciones desnaturalizantes a pH alcalino cuando

el pH genera una carga neta pequeña.

2. Hidrofobicidad global: Una baja hidrofobicidad favorece estados menos estructurados

3. Efectos térmicos: El calentamiento desestabiliza las estructuras nativas y, en algunos

casos, puede inducir agregación o formación de nuevas interacciones intramoleculares.

7.3. Perspectivas

Una línea futura de trabajo consiste en aplicar la metodología empleada en este

estudio a otras proteínas con diferentes características estructurales, como variaciones en

contenido secundario, tamaño o hidrofobicidad. Incrementar la base de datos experimental
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mediante el análisis de un conjunto más amplio de proteínas, que ayude a con�rmar o

descartar las hipótesis propuestas (conclusiones) en este trabajo.
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APÉNDICE A

Lisozima de clara de huevo

Este apéndice presenta los resultados y algunos análisis de la lisozima de clara de

huevo que no se incorporaron en el cuerpo principal del documento.

A.1 Fluorescencia

En los resultados de �uorescencia de lisozima se discutieron los espectros a pH 7.0

y 10.0 para mostrar los cambios más relevantes; en este apartado se incluye el espectro

registrado a pH 2.0, el cual no fue incorporado previamente debido a que mostró un com-

portamiento espectral muy similar al observado a pH 7.0.

Este resultado muestra que, bajo condiciones ácidas, la lisozima conserva caracterís-

ticas estructurales similares a las observadas a pH neutro, al menos desde el punto de vista

del entorno del triptófano (principal contribuyente a la �uorescencia intrínseca).

Figura A.1: Espectros de emisíon de �uorescencia intrínseca a diferentes temperaturas de
lisozima a pH 2, excitando a 280nm. Las grá�cas pequeñas ilustran de forma más clara el

comportamiento espectral, conforme incrementa la temperatura.
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A.2 Grupos protonables

A continuación se muestra una tabla con todos los residuos protonables de la proteína,

incluyendo aquellos que no fueron listados en la Tabla 5.4, al no proporcionar información

relevante para el análisis de este trabajo. Por ejemplo, los grupos del ácido aspártico (ASP)

tienen un valor de pKa menor a 5, lo que indica que en pH 7.0 y 10.0 se encuentran des-

protonados. Por lo tanto, al modi�car el pH del medio, no contribuyen al comportamiento

ácido-base global de la proteína.

Los valores de ∆pka se determinaron aplicando la ecuación de Van't Ho� como se

muestra en el Apéndice C.

Tabla A.1: Residuos protonables de lisozima de clara de huevo, obtenidos con el programa
Propka [16] y sus valores de ∆pKa (Apéndice C).

Residuo pKa ∆pka (80 °C) Residuo pKa ∆pka (80 °C)

ASP 18A 3.09 -0.1637 LYS 13A 10.5 -1.4732
ASP 48A 1.55 -0.1637 LYS 33A 10.36 -1.4732
ASP 52A 4.09 -0.1637 LYS 96A 10.08 -1.4732
ASP 66A 0.66 -0.1637 LYS 97A 10.43 -1.4732
ASP 87A 2.11 -0.1637 LYS 116A 10.5 -1.4732
ASP 101A 3.94 -0.1637 ARG 5A 12.36 -1.3641
ASP 119A 3.8 -0.1637 ARG 14A 12.29 -1.3641
GLU 7A 2.18 -0.1637 ARG 21A 12.22 -1.3641
GLU 35A 4.57 -0.1637 ARG 45A 11.8 -1.3641
C- 129A 2.61 -0.1637 ARG 61A 11.8 -1.3641
HIS 15A 7.15 -0.8465 ARG 68A 11.94 -1.3641
TYR 20A 8.75 -0.6820 ARG 73A 12.29 -1.3641
TYR 23A 10 -0.6820 ARG 112A 12.5 -1.3641
TYR 53A 13.03 -0.6820 ARG 114A 12.01 -1.3641
N+ 1A 7.58 -1.1458 ARG 125A 12.22 -1.3641
LYS 1A 10.22 -1.4732 ARG 128A 12.5 -1.3641
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A.3 Calculo de la Carga neta promedio

Este apéndice también presenta la tabla de cálculo de la carga neta total de la lisozima

a diferentes valores de pH a temperatura ambiente (25 °C) y a altas temperaturas (80 °C),

como forma de comparar el cambio en la carga neta, al elevar la temperatura. Para ello, se

utilizaron las ecuaciones de Henderson-Hasselbalch para estimar el grado de protonación o

desprotonación de los residuos ionizables (Asp, Glu, His, Lys, Arg, Tyr, Cys, N-terminal y

C-terminal), considerando los valores de pKa determinados con Propka [16] para cada tipo

de residuo.

El cálculo se realizó aplicando la siguiente ecuación para residuos ácidos (Asp y Glu)

y también para los grupos de TYR y C-terminal, debido a que se consideran como ácidos

débiles:

f− =
−1

1 + 10pKa−pH
(A.1)

Y para residuos básicos (como Lys, Arg, His y N-terminal):

f+ =
1

1 + 10pH−pKa
(A.2)

El valor de carga de cada residuo se obtiene multiplicando la fracción cargada por

su carga característica (−1 para ácidos, +1 para básicos). Posteriormente, la carga total

se obtiene sumando las contribuciones individuales. Finalmente, la carga neta promedio se

obtiene al dividir entre el número de aminoácidos presentes en la proteína, para el caso en

particular de lisozima que contiene 129 aminoácidos.

Ejemplo de cálculo: Asp 18A a 80 °C

Para ilustrar el procedimiento, se muestra el cálculo de la fracción de carga para el

residuo Asp 18A a pH 7.0 y 80 °C, utilizando su pKa corregido por temperatura.

Datos:

pK25◦C
a = 3.09

∆pKa(80
◦C) = −0.16
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pK80◦C
a = 3.09− 0.16 = 2.93

pH del medio = 7.0

Para residuos ácidos como el aspartato (Asp), se calcula la fracción de carga negativa con:

f− =
−1

1 + 10(pKa−pH)
=

−1

1 + 10(2.93−7.0)
=≈ −0.9999

Resultado: el Asp 18A se encuentra prácticamente desprotonado a pH 7.0 y 80 °C. Su

contribución al cálculo de carga neta será aproximadamente de −1.0.
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Tabla A.2: Determinación de la carga neta promedio a temperatura ambiente y a alta
temperatura en los diferentes pH.

Carga a 80 °C Carga a 25 °C

Residuo pKa ∆pka(80
◦C) pKa (80 °C) pH 2 pH 7 pH 10 pH 2 pH 7 pH 10

ASP 18A 3.09 -0.16 2.93 -0.11 -1.00 -1.00 -0.08 -1.00 -1.00
ASP 48A 1.55 -0.16 1.39 -0.80 -1.00 -1.00 -0.74 -1.00 -1.00
ASP 52A 4.09 -0.16 3.93 -0.01 -1.00 -1.00 -0.01 -1.00 -1.00
ASP 66A 0.66 -0.16 0.50 -0.97 -1.00 -1.00 -0.96 -1.00 -1.00
ASP 87A 2.11 -0.16 1.95 -0.53 -1.00 -1.00 -0.44 -1.00 -1.00
ASP 101A 3.94 -0.16 3.78 -0.02 -1.00 -1.00 -0.01 -1.00 -1.00
ASP 119A 3.80 -0.16 3.64 -0.02 -1.00 -1.00 -0.02 -1.00 -1.00
GLU 7A 2.18 -0.16 2.02 -0.49 -1.00 -1.00 -0.40 -1.00 -1.00
GLU 35A 4.57 -0.16 4.41 0.00 -1.00 -1.00 0.00 -1.00 -1.00
C- 129A 2.61 -0.16 2.45 -0.26 -1.00 -1.00 -0.20 -1.00 -1.00
HIS 15A 7.15 -0.85 6.30 1.00 0.17 0.00 1.00 0.59 0.00
TYR 20A 8.75 -0.68 8.07 0.00 -0.08 -0.01 0.00 -0.02 -0.95
TYR 23A 10.00 -0.68 9.32 0.00 0.00 -0.17 0.00 0.00 -0.50
TYR 53A 13.03 -0.68 12.35 0.00 0.00 -1.00 0.00 0.00 0.00
N+ 1A 7.58 -1.15 6.43 1.00 0.21 0.00 1.00 0.79 0.00
LYS 1A 10.22 -1.47 8.75 1.00 0.98 0.05 1.00 1.00 0.62
LYS 13A 10.50 -1.47 9.03 1.00 0.99 0.10 1.00 1.00 0.76
LYS 33A 10.36 -1.47 8.89 1.00 0.99 0.07 1.00 1.00 0.70
LYS 96A 10.08 -1.47 8.61 1.00 0.98 0.04 1.00 1.00 0.55
LYS 97A 10.43 -1.47 8.96 1.00 0.99 0.08 1.00 1.00 0.73
LYS 116A 10.50 -1.47 9.03 1.00 0.99 0.10 1.00 1.00 0.76
ARG 5A 12.36 -1.36 11.00 1.00 1.00 0.91 1.00 1.00 1.00
ARG 14A 12.29 -1.36 10.93 1.00 1.00 0.89 1.00 1.00 0.99
ARG 21A 12.22 -1.36 10.86 1.00 1.00 0.88 1.00 1.00 0.99
ARG 45A 11.80 -1.36 10.44 1.00 1.00 0.73 1.00 1.00 0.98
ARG 61A 11.80 -1.36 10.44 1.00 1.00 0.73 1.00 1.00 0.98
ARG 68A 11.94 -1.36 10.58 1.00 1.00 0.79 1.00 1.00 0.99
ARG 73A 12.29 -1.36 10.93 1.00 1.00 0.89 1.00 1.00 0.99
ARG 112A 12.50 -1.36 11.14 1.00 1.00 0.93 1.00 1.00 1.00
ARG 114A 12.01 -1.36 10.65 1.00 1.00 0.82 1.00 1.00 0.99
ARG 125A 12.22 -1.36 10.86 1.00 1.00 0.88 1.00 1.00 0.99
ARG 128A 12.50 -1.36 11.14 1.00 1.00 0.93 1.00 1.00 1.00

carga total 15.78 7.22 -1.36 16.16 8.36 3.59
carga neta promedio 0.12 0.06 -0.01 0.13 0.06 0.03
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APÉNDICE B

Mioglobina de equino y su apoproteína

En este apéndice se anexan los grupos protonables y espectros de �uorescencia, co-

rrespondientes a mioglobina y apomioglobina registrados a distintas temperaturas. Estas

�guras no se incluyeron en el cuerpo principal de la tesis, debido a la alta similitud espec-

tral observada en otros valores de pH. No obstante, se consideran relevantes para apoyar

los análisis comparativos realizados a lo largo del estudio. Además, en este apartado se

incluyen las imágenes sobre las interacciones intramoleculares de la mioglobina.

B.1 Fluorescencia en mioglobina

Figura B.1: Espectros de emisión de �uorescencia intrínseca a diferentes temperaturas de
mioglobina a pH 5, excitando a 280 nm. Las grá�cas pequeñas a la derecha ilustran de forma
más clara el comportamiento del corrimiento espectral,asícomo la disminución en la intensidad

de �uorescencia conforme incrementa la temperatura.
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B.2 Grupos protonables mioglobina

Tabla B.1: Residuos protonables de mioglobina, obtenidos con el programa Propka [16] (estos
residuos tambien aplican para su apoproteína, ya que tienen la mima secuencia de aminoacidos)

y sus valores de ∆pKa (Apéndice C).

.

Residuo pKa ∆pka(80
◦C) Residuo pKa ∆pka(80

◦C)

ASP 4A 3.7 -0.1637 HIS 113A 6.22 -0.8457
ASP 20A 3.19 -0.1637 HIS 116A 6.5 -0.8457
ASP 44A 3.07 -0.1637 HIS 119A 6.36 -0.8457
ASP 60A 3.87 -0.1637 TYR 103A 11.61 -0.6820
ASP 109A 3.8 -0.1637 TYR 146A 10 -0.6820
ASP 122A 2.89 -0.1637 N+ 16A 8 -1.1458
ASP 126A 3.53 -0.1637 LYS 42A 10.5 -1.4732
ASP 141A 3 -0.1637 LYS 45A 10.22 -1.4732
GLU 6A 2.38 -0.1637 LYS 47A 9.66 -1.1458
GLU 18A 3.48 -0.1637 LYS 47A 10.5 -1.4732
GLU 27A 3.7 -0.1637 LYS 50A 10.43 -1.4732
GLU 38A 3.78 -0.1637 LYS 50A 10.08 -1.4732
GLU 41A 4.78 -0.1637 LYS 56A 10.15 -1.4732
GLU 52A 4.64 -0.1637 LYS 62A 10.43 -1.4732
GLU 54A 3.52 -0.1637 LYS 63A 10.43 -1.4732
GLU 59A 4.44 -0.1637 LYS 77A 10.29 -1.4732
GLU 83A 3.7 -0.1637 LYS 77A 10.29 -1.4732
GLU 85A 4.25 -0.1637 LYS 78A 10.5 -1.4732
GLU 105A 3.76 -0.1637 LYS 79A 10.5 -1.4732
GLU 136A 4.43 -0.1637 LYS 87A 10.5 -1.4732
GLU 148A 4.5 -0.1637 LYS 96A 10.5 -1.4732
HIS 24A 7.08 -0.8457 LYS 98A 10.5 -1.4732
HIS 36A 6.36 -0.8457 LYS 102A 10.5 -1.4732
HIS 48A 7.02 -0.8457 LYS 118A 10.22 -1.4732
HIS 64A 6.43 -0.8457 LYS 133A 10.01 -1.4732
HIS 81A 6.5 -0.8457 LYS 145A 10.5 -1.4732
HIS 82A 7.3 -0.8457 LYS 147A 10.5 -1.4732
HIS 93A 6.5 -0.8457 ARG 31A 12.5 -1.4732
HIS 97A 6.5 -0.8457 ARG 139A 12.5 -1.4732
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B.3 Fluorescencia en apomioglobina

Figura B.2: Espectros de emisión de �uorescencia intrínseca a diferentes temperaturas de
apomioglobina a pH 5, excitando a 280 nm. Las grá�cas pequeñas a la derecha ilustran de forma
más clara el comportamiento del corrimiento espectral,asícomo la disminución en la intensidad

de �uorescencia conforme incrementa la temperatura.

Figura B.3: Espectros de emisión de �uorescencia intrínseca a diferentes temperaturas de
apomioglobina a pH 7, excitando a 280 nm. Las grá�cas pequeñas a la derecha ilustran de forma
más clara el comportamiento del corrimiento espectral,asícomo la disminución en la intensidad

de �uorescencia conforme incrementa la temperatura.
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APÉNDICE C

Cálculo de ∆pKa con temperatura

mediante la ecuación de Van't Ho�

El equilibrio ácido-base de un grupo ionizable en una proteína puede describirse

mediante su constante de disociaciónKa, la cual está relacionada con el pKa por la ecuación:

pKa = − log10Ka (C.1)

La dependencia de Ka con la temperatura se puede describir usando la ecuación de

Van't Ho�:

d lnKa

dT
=

∆H◦

RT 2
(C.2)

Donde:

R es la constante de los gases: 8.314 J/mol·K,

T es la temperatura absoluta en Kelvin.

∆H◦ es la entalpía estándar del proceso de ionización (en J/mol),

Integrando esta ecuación entre dos temperaturas, T1 y T2, se obtiene:

ln

(
Ka2

Ka1

)
= −∆H◦

R

(
1

T2

− 1

T1

)
(C.3)

Multiplicando ambos lados por −1 y usando la relación entre pKa y Ka:
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∆pKa = pKa2 − pKa1 = − log10

(
Ka2

Ka1

)
(C.4)

∆pKa =
−∆H◦

2.303R

(
1

T2

− 1

T1

)
(C.5)

Esta es la forma �nal de la ecuación de Van't Ho� para estimar el cambio de pKa en

función de la temperatura.

Ejemplo:

Para el residuo His 15A, cuya entalpía estándar de ionización reportada como

∆H◦ = 31000 J/mol [45] (ver A), se desea estimar el cambio en su pKa al aumentar

la temperatura de T1 = 298 K (25°C) a T2 = 353 K (80°C). Sustituyendo en la ecuación:

∆pKa =
−31000

2.303 · 8.314

(
1

353
− 1

298

)
= 0.8457 (C.6)

Este resultado indica que el pKa disminuye aproximadamente 0.85 unidades en His

15A, lo que indica que el residuo tiende a desprotonarse más fácilmente a temperaturas

elevadas.
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ANEXO A

Entalpías estándar de ionización de

residuos protonables utilizadas en el

cálculo de ∆pKa

Este anexo presenta los valores de entalpía estándar (∆H◦) asociados a la ionización

de residuos aminoacídicos protonables, los cuales fueron utilizados para estimar los cambios

en los valores de pKa en función de la temperatura mediante la ecuación de Van't Ho�.

Dichos valores fueron tomados del estudio de (Krajewska (2006)) [45].

Grupo pKa ∆H◦ (KJ/mol)

α Carboxilo (al �nal de la cadena polipeptídica) 3.0-3.2 ±6
β- o γ-Carboxilo (de ácido aspártico o glutámico) 3.0-5.0 ±6

Imidazol (de histidina) 5.5-7.0 28-31
α-Amino (al �nal de la cadena polipeptídica) 7.5-8.5 42-54

ϵ-Amino (de lisina) 9.5-10.6 42-54
Sulfhidrilo (de cisteína) 8.0-8.5 27-29
OH fenólico (de tirosina) 9.8-10.5 25
Guanidinio (de arginina) 11.6-12.6 50-54
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