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1. Introducción 

 
 Las proteínas, además de ser macromoléculas biológicas con funciones definidas 

en los seres vivos, poseen múltiples  aplicaciones biotecnológicas debido a la gran 

especificidad con la que pueden desarrollar procesos moleculares. En los últimos años 

se han desarrollado procedimientos que permiten emplear a las proteínas como 

catalizadores en procesos industriales, como fármacos tanto terapéuticos como de 

diagnóstico o como biosensores altamente específicos. El desarrollo de componentes 

electrónicos a nivel molecular es otro de los campos en los que las proteínas han 

encontrado aplicación, así como en la industria de la alimentación y en la industria 

textil. 

 

 No obstante, las proteínas en ocasiones no poseen todas las propiedades 

necesarias para ser empleadas en los procesos anteriormente citados. El mayor 

inconveniente que poseen es su baja estabilidad. En este sentido bajo determinadas 

condiciones de pH, elevadas temperaturas, o con la presencia de agentes químicos en el 

medio se puede alterar considerablemente su estabilidad. Además, muchas proteínas son 

inestables desde un punto de vista temporal, es decir, pierden su actividad relativamente 

rápido, días e incluso horas, lo cual no es ventajoso a nivel industrial  ya que requeriría 

tener que renovar continuamente el reactivo. Esto también es un grave  inconveniente en 

el diseño de fármacos, ya que esto supondría un corto periodo de efectividad, también 

conocido como shelf-life. En ocasiones sucede que las proteínas no poseen las 

condiciones óptimas de actividad y especificidad cuando se emplean en procesos 

diferentes a los naturales, bien sea por los sustratos empleados, bien sea por la presencia 

de codisolventes en el medio. 
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 Parece, por tanto, que el desarrollo de procedimientos de diseño de proteínas, 

mediante técnicas de ingeniería genética, que permitan mejorar tanto su estabilidad 

como su funcionalidad, es de gran interés y posee una gran aplicabilidad. El desarrollo 

de procedimientos que nos permitan diseñar proteínas de alta estabilidad es uno de los 

objetivos fundamentales de la presente tesis. 

 

 Son muchas las estrategias propuestas a lo largo de los años para estabilizar 

proteínas. Algunas de las más utilizadas son: la inmovilización de la proteína en una 

superficie adecuada; la deshidratación, ya que se disminuye notablemente la movilidad 

de la proteína o la adición de sustancias estabilizantes, como la sarcosina que puede 

producir incrementos notables en la estabilidad. 

 

 No obstante, en los últimos años, el empleo de la ingeniería genética se ha 

convertido en la herramienta más ampliamente utilizada y con más posibilidades para 

estabilizar proteínas (Stearman et al., 1988; Serrano et al., 1992; Cordes et al., 1996; 

Malakauskas et al., 1998). Básicamente, se trata de introducir una o varias mutaciones 

que alteren de manera adecuada, los factores que determinan, de manera mayoritaria, la 

estabilidad y la estructura del estado nativo, que son: el efecto hidrofóbico, los enlaces 

de hidrógeno, las fuerzas de van der Waals y la entropía conformacional. Estas 

mutaciones se pueden realizar sobre residuos internos o expuestos al disolvente, no 

obstante, y debido a que los grupos expuestos al disolvente en la estructura nativa no 

van a producir grandes alteraciones en la estabilidad al desplegarse la proteína, la 

introducción de mutaciones en posiciones internas ha sido más ampliamente estudiada. 

 4
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 Además, como veremos seguidamente, se han descrito procedimientos que 

permiten estabilizar proteínas mediante la optimización de las interacciones carga-carga 

(Ibarra-Molero et al., 1999, Loladze et al., 1999; Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001, 

Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 2002). Lo sorprendente de estos procedimientos es que 

se centran en las interacciones electrostáticas que en comparación con los factores 

anteriormente mencionados, son minoritarias en la estabilidad de proteínas. 

 

 En la presente tesis, se abordan estudios que proporcionan una base para el 

diseño racional de proteínas y mejora de sus propiedades. En estos estudios también 

obtendremos información relacionada con el estado desnaturalizado e información de 

carácter evolutivo. 

   

 Estudio de las interacciones electrostáticas 

 

 Como se acaba de decir, las interacciones electrostáticas son una contribución 

minoritaria, si se compara con por ejemplo el efecto hidrofóbico, ya que las primeras 

son de unos pocos kJ/mol, mientras que la segunda es del orden de cientos de kJ/mol. 

No obstante, el cambio de energía de Gibbs de desnaturalización, que es la diferencia de 

energía libre entre el estado desplegado y el estado nativo, es un número pequeño 

debido a que es un balance entre los efectos fuertemente estabilizantes y los efectos 

fuertemente desestabilizantes. Así pues, la introducción de mutaciones que modifiquen 

las interacciones carga-carga puede tener efectos en la energía libre similares al cambio 

total de ésta, siendo por tanto una estrategia muy razonable para estabilizar proteínas. 
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 La estabilización de proteínas mediante el diseño de las interacciones carga-

carga, además de producir mutaciones en posiciones superficiales en la estructura 

nativa, las cuales provocan menos cambios en la estructura y en la actividad, posee una 

ventaja realmente importante, y es que utilizando modelos electrostáticos relativamente 

sencillos, se puede decidir que mutaciones se deben introducir para producir una 

estabilización. En la presente tesis se ha empleado un procedimiento basado en el 

modelo simple de Tanford-Kirkwood (1957) y la aproximación de Bashford-Karplus 

(1991) (Ibarra-Molero et al., 1999; Loladze et al., 1999; Sanchez-Ruiz y Makhatadze 

2001). El modelo de Tanford-Kirkwood supone que la proteína es una esfera con una 

constante dieléctrica mucho menor que la del disolvente en la cual las cargas se sitúan 

en la superficie de la proteína. Este modelo ha sido ya aplicado con éxito como puede 

verse en la figura 1.1 (Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001), en la que se representan, 

para varias proteínas, los efectos en la temperatura de desnaturalización y el cambio en 

la energía libre de Gibbs, de mutaciones en residuos cargados, frente a los cambios de 

energía de Gibbs asociados a las interacciones carga-carga en el estado nativo, 

calculados teóricamente mediante el procedimiento mencionado. Como puede 

comprobarse existe una buena correlación entre los valores que se obtienen 

experimentalmente y los valores calculados. Esto es, mutaciones que optimizan las 

interacciones carga-carga producen un aumento en la estabilidad que viene dado por un 

aumento en la temperatura de desnaturalización y en el cambio en la energía de Gibbs 

de desplegamiento. Además, esta correlación se cumple incluso en el caso en el que la 

mutación es desestabilizante. 
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Figura 1.1 Correlación entre cambios en la energía de interacción carga-carga ∆∆Gq-q y (a) 

los cambios en la temperatura de desnaturalización (∆Tm) o (b) cambios en la energía de 

Gibbs, ∆∆Gexp. Los cambios en los parámetros termodinámicos están calculados como la 

diferencia entre la proteína con las interacciones carga-carga alteradas y la forma silvestre. 

Los valores de ∆G se calcularon con el procedimiento basado en el modelo de Tanford-

Kirkwood (Loladze et al., 1999; Ibarra-Molero et al., 1999). Los datos experimentales para las 

temperaturas de desnaturalización y los cambios de energía de Gibbs son para CspN-Bc, 

cuadros sólidos; CspB-Bs, círculos huecos; CspB-Tm, triángulos amarillos; dominio de unión 

de la subunidad periférica (psbd41), rombos verdes; ribonucleasa Sa, triángulos amarillos; 

ubiquitina, círculos rojos y rubredoxina, cuadrados huecos (Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 

2001). 

 

 

 Por tanto, parece que el empleo de procedimientos basados en cálculos 

electrostáticos sencillos es perfectamente factible a la hora de predecir mutaciones 

estabilizantes. La estrategia que seguiremos parte de la estructura de la proteína 

determinada por rayos-X o resonancia magnética nuclear (NMR), la cual se puede 

extraer del Protein Data Bank. A continuación aplicamos un modelo electrostático 
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simple para determinar para calcular la energía de interacción de cada carga con el resto 

de las cargas presentes en la estructura en estado nativo de la proteína. A partir de estos 

cálculos podremos conocer qué residuos, suficientemente expuestos al disolvente, están 

inmersos en interacciones electrostáticas destabilizantes con cargas de su mismo signo 

en la proteína. Estos residuos pueden ser mutados para generar interacciones 

estabilizantes. Si la mutación realizada elimina una carga, es decir se introduce un 

residuo no cargado, se eliminarán algunas interacciones carga-carga y eso debería 

producir un aumento de la estabilidad. Si la mutación produce una inversión de carga, la 

estabilización esperada debería de ser mayor ya que las interacciones destabilizantes se 

convierten en estabilizantes.  

 

 Este procedimiento ha sido experimentalmente demostrado (Ibarra-Molero et al., 

1999; Loladze et al., 1999).  

             

 De hecho, el aumento de estabilidad mediante la optimización de las 

interacciones electrostáticas, es algo que la Naturaleza podría estar utilizando para 

diseñar proteínas termofílicas. Esto lo podemos comprobar realizando un cálculo de las 

energías de interacción carga-carga de los grupos ionizables en función del número de 

residuo en la secuencia para tres proteínas cold-shock de diferentes bacterias: CspB-Bs 

mesofilica de Bacillus subtilis, CspB-Bc termofílica de Bacillus caldolyticus y CspB-

Tm hipertermofílica de Thermotoga maritima (Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001). El 

resultado de este cálculo empleando el procedimiento basado en el modelo de Tanford-

Kirkwood se  puede ver en las representaciones de barras de la figura 1.2. En estas 

representaciones, las barras hacia arriba simbolizan interacciones del grupo 
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predominantemente desestabilizantes, por el contrario, las barras hacia abajo indican 

interacciones predominantemente estabilizantes. Como puede verse en la figura 1.2 las 

interacciones carga-carga juegan un papel importante en las diferencias de estabilidad 

entre estas proteínas. A la vista de la figura 1.2, para el caso de la proteína mesofílica, 

existe un mayor número de interacciones electrostáticas desestabilizantes que en el caso 

de las proteínas termofílica e hipertermofílica. Para el caso de la proteína 

hipertermofílica, parece que su aumento de estabilidad con respecto a la mesofílica y la 

termofílica se consigue por la eliminación de las interacciones desestabilizantes y la 

aparición de nuevas interacciones estabilizantes. Uno de los objetivos, dentro de las 

líneas de investigación de muestro grupo, es poder imitar a la Naturaleza y rediseñar la 

distribución superficial de carga. 

 

 Más recientemente, y con el propósito de emular a la Naturaleza optimizando las 

interacciones carga-carga, se ha desarrollado en nuestro grupo un procedimiento basado 

en algoritmos genéticos, que permite rediseñar toda la distribución superficial de carga 

(Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 2002). Con este procedimiento se generan numerosas 

distribuciones de carga mediante un procedimiento iterativo, y sujetas a imposiciones, 

como por ejemplo no modificar los residuos del sitio activo. Finalmente, se puede llegar 

a varias distribuciones de carga las cuales propondrán las mutaciones necesarias, en 

términos de introducción o eliminación de cargas. 

 

 En la presente tesis y relacionado con las interacciones electrostáticas, 

abordamos un estudio del efecto de diferentes sales en el apantallamiento de las 

interacciones carga-carga. 
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Figura 1.2. Energías de interacción carga-carga para residuos ionizables individuales para 

tres secuencias diferentes de proteína “cold-shock” (Csp) de bacterias distintas: la mesofílica 

Csp-Bs (B. Subtilis), la termofílica CspB-Bc (B. Caldolyticus) y la hipertermofílica CspB-Tm (T. 

Maritima). Las energías positivas implican que las interacciones son desestabilizantes y las 

energías de signo negativo implican que las interacciones son estabilizantes. La suma de todas 

las interacciones carga-carga desestabilizantes en CspB-Bs, CspB-Bc y CspB-Tm es 8.7, 1.2 y 

0.4 kJ/mol, respectivamente. Como comparación, la suma de todas las interacciones carga-

carga estabilizantes en estas tres proteínas es -16.5, -16.6 y -23.9 kJ/mol, respectivamente 

(Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001). 

 

 Como quiera que las proteínas, tanto in vivo como a la hora de llevar a cabo 

aplicaciones tecnológicas, se encuentran, la mayor parte de las veces, en  medios 

salinos, resulta de gran interés el conocer como pueden afectar a las interacciones 
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electrostáticas y en suma a la estabilidad, la presencia de sales que interaccionen con las 

cargas de la proteína. En esta tesis, se han realizado experimentos con sales como 

cloruro sódico, cloruro de guanidinio y tiocianato de guanidinio con objeto de 

comprobar la eficiencia en el apantallamiento de las interacciones carga-carga de dichas 

sales, sugiriendo que dicha eficiencia está correlacionada con el poder desnaturalizante 

de las mismas. 

 

 Efectos asociados al estado desnaturalizado 

 

 Como se ha dicho anteriormente, la estabilidad termodinámica de una proteína 

se mide como la diferencia entre la energía libre del estado desnaturalizado y la energía 

libre del estado nativo. Así pues, parece lógico incluir en nuestros estudios el estado 

desnaturalizado ya que cualquier factor que afecte a éste va a tener una incidencia 

directa en la estabilidad de la proteína.  

 

 Tradicionalmente se ha considerado al estado desnaturalizado como un conjunto 

de conformaciones más o menos extendidas. No obstante recientes estudios 

experimentales (Shortle et al., 2001; Klein-Seetharaman et al., 2002) sugieren la 

existencia de interacciones de largo alcance y procesos cooperativos en estados 

desnaturalizados.  

 

 Un estudio realizado con Ribonucleasa de dos organismos diferentes (Guzman-

Casado et al., 2003; Robic et al., 2003), uno mesofílico, E. coli y otro termofílico, 

Thermus thermophilus,  demuestran que existe una alteración drástica de la capacidad 

 11



1. Introducción 

calorífica del estado desnaturalizado en un margen muy estrecho de pH, apenas unas 

décimas, y que este cambio tiene una incidencia directa en la estabilidad. Esta alteración 

se atribuye a la formación de un clúster hidrofóbico generado por un cambio en el 

estado de protonación, lo cual demuestra la importancia de las interacciones 

electrostáticas  en el estado desnaturalizado. Además, se ha demostrado que la 

existencia de estructura residual en el estado desnaturalizado está relacionada con la 

mayor temperatura de desnaturalización y menor capacidad calorífica de la proteína del 

organismo termofílico (lo cual produce valores de cambio de energía libre no muy altos 

a temperatura ambiente). Asimismo, se sugiere la posibilidad de que los estados 

desnaturalizados, estén diseñados por la evolución al igual que los estados nativos, de 

ahí la importancia del estudio del estado desnaturalizado. 

 

 Información obtenida del alineamiento de secuencias 

 

  Los alineamientos de secuencias se realizan a partir de bases de datos de 

secuencias que podemos encontrar en Internet. En nuestro caso hemos usado la base de 

datos SWALL y más recientemente Uniprot/TrEMBL (http://www.ebi.ac.uk/trembl). 

 

 A partir del alineamiento de secuencias es posible obtener información que 

podemos relacionar directamente con la estabilidad. Así lo demuestra un reciente 

estudio realizado por nuestro grupo (Godoy-Ruiz et al., 2004). En este trabajo se 

realizan estudios experimentales del efecto de mutaciones conservativas en tiorredoxina 

de E. coli. En concreto, se realizan mutaciones de ácidos carboxílicos (Glu a Asp y Asp 

a Glu) y mutaciones de residuos hidrofóbicos (Val a Ile e Ile a Val). En ambos casos se 
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trata de mutaciones que no introducen cambios muy drásticos, por lo que cabría esperar 

que no hubiera un gran efecto en la estructura. 

 

 La realización  de todas estas mutaciones y posterior determinación de la 

estabilidad mediante calorimetría diferencial de barrido sugiere la existencia de una 

correlación entre el efecto de la mutación en la estabilidad y la frecuencia de aparición 

de los residuos en el alineamiento de secuencias, es decir, el alineamiento de secuencias 

ofrece información sobre la estabilidad. La figura 1.3 muestra esta correlación. Se 

deduce, por tanto, que las mutaciones en posiciones altamente conservadas tiene un 

efecto desestabilizante y esto puede ser debido a que la Naturaleza optimiza el ambiente 

para cada residuo. 

 

  Esto ha permitido a nuestro grupo desarrollar un modelo, para el caso de las 

mutaciones hidrofóbicas, que describe el efecto de estas mutaciones en la estabilidad de 

proteínas considerando la optimización evolutiva de los ambientes de los residuos, 

siendo este el primer modelo que tiene en cuenta esa optimización evolutiva (Godoy-

Ruiz et al., 2005 (en prensa)). 

 

 Otro de los aspectos importantes que se desprende del análisis del alineamiento 

de secuencias,  es que contiene información acerca del acoplamiento a larga distancia de 

residuos en el estado nativo y que esto puede tener implicación tanto en la estabilidad 

como en la estructura y la actividad. 
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Como veremos, es posible realizar análisis estadísticos de cálculos de covarianza para 

determinar cuales son las parejas de residuos acopladas. Esta información junto con la 

información  estructural surgida de las estructura de rayos X, depositada en el Protein 

Data Bank, permite obtener cuales de estas parejas además, poseen sus residuos 

espacialmente alejados. 
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Figura 1.3. Correlación entre el efecto de las mutaciones I a V (símbolos rellenos), D a E 

(símbolos huecos) en la estabilidad de tiorredoxina y la frecuencia de aparición de I y V y D y 

E en el alineamiento de secuencias. Los cambios de estabilidad están medidos por el efecto de 

la mutación en la temperatura de desnaturalización y en el cambio de energía libre. Los 

números grandes arriba a la izquierda en cada gráfica, indican el intervalo de  similaridad 

usado en el cálculo del número de residuos: NI, NV, NE y ND. 
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 Si existe o no comunicación a larga distancia, tal y como puede sugerir el 

alineamiento de secuencias, se puede comprobar mediante la realización del ciclo del 

doble y triple mutante (Horovitz y Fersht, 1990) de los residuos implicados en el 

acoplamiento a larga distancia. Veremos como para el caso de tiorredoxina, existen 

mutaciones correlacionadas a larga distancia y como podemos utilizar estas mutaciones 

en el diseño de proteínas en base a la estabilidad y la actividad. Así pues, veremos que 

mutaciones que son fuertemente desestabilizantes producen variantes de tiorredoxina 

mucho más activas que la forma silvestre, y que es posible recuperar la estabilidad sin 

perder actividad con respecto a la forma silvestre mediante otras variantes, todas ellas 

sugeridas por el alineamiento de secuencias 

 

 Una de las dudas que surge es si esa interacción a larga distancia afecta al estado 

desnaturalizado. Se podría considerar posible que algunas mutaciones correlacionadas 

en el alineamiento de secuencias reflejan efectos en el estado desnaturalizado y por 

tanto ofrezcan información sobre estructura residual en el este desnaturalizado (Godoy-

Ruiz et al., 2004). No obstante, como veremos, esas mutaciones también podrían estar 

afectando al estado de transición. 

  

 Como hemos dicho antes, la información que obtenemos del alineamiento de 

secuencias, además, puede usarse para generar procedimientos que nos permitan obtener 

información estructural a partir de la secuencia. Uno de los factores principales en la 

determinación de contactos entre residuos a partir del alineamiento de secuencias, es la 

existencia de interacciones a larga distancia, lo cual puede dificultar la derivación de 

mapas de contacto. Así, propondremos un procedimiento para determinar la relación 

 15



1. Introducción 

entre la estructura y el alineamiento basado en la dependencia del número de residuos 

acoplados por encima de un umbral de covarianza dado, con la distancia entre residuos 

que nos permitirá conocer el impacto de las interacciones a larga distancia en la relación 

entre la estructura de proteínas y el alineamiento de secuencias. Se analizará un 

conjunto de 24 proteínas obtenidas de la base de  datos CATH (Orengo et al., 1997). El 

empleo de este procedimiento, produce resultados consistentes con un significativo 

papel del acoplamiento a larga distancia que sugiere que nuestra descripción estadística 

puede ser una simple pero eficiente herramienta para estudiar la distribución de 

distancias de mutaciones correlacionadas y las diferencias en las características 

estructurales reflejadas en el alineamiento de secuencias. 

 

Objetivos 

 

 Por tanto, puede concluirse que los estudios recogidos en esta tesis, se relacionan 

con los siguientes objetivos fundamentales: 

 

1) Diseño de proteínas de alta estabilidad mediante la mejora de la distribución 

superficial de carga. 

2) Estudio de la eficiencia de diferentes sales en el apantallamiento de las 

interacciones carga-carga. 

3) Empleo de la información obtenida del alineamiento de secuencias para el 

diseño de proteínas de alta estabilidad basándonos en las interacciones a 

larga distancia, así como su influencia en la actividad. 
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4) Estudio de los efectos en el estado desnaturalizado y estado de transición de 

las mutaciones sugeridas por los alineamientos de secuencias. 

5) Desarrollo de descriptores estructurales a partir de los alineamientos de 

secuencias. 
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2. Materiales y Métodos 

 
 

2.1 Materiales. 

 

2.1.1 Reactivos. 

 

A continuación se detallan los reactivos utilizados para todos los experimentos 

realizados. 

 

De la casa Difco, se emplearon extracto de levadura, triptona y agar, todos para 

la preparación de medios de cultivo, según se describe en “Molecular Cloning, a 

laboratory manual” (Sambrook et al,  1989). 

 

De Merck, el cloruro sódico, ácido clorhídrico, ambos usados en diferentes fases 

experimentales; azida sódica, empleada en el tampón de purificación de proteínas,  

acetato sódico, usado en la cristalización de proteínas y cloruro cálcico para la 

preparación de células competentes.  

 

La casa Sigma suministró el EDTA (ácido etilendiaminotetrasódico) y Tris HCl, 

ambos para los tampones de purificación; para electroforesis en geles de poliacrilamida, 

lauryl sulfato sódico, glicina y Brilliant Blue G, sulfato de estreptomicina, empleado 

para precipitar ácidos nucleicos durante la purificación de tiorredoxina; HEPES para las 

diálisis; urea, en los experimentos de fluorescencia y tiorredoxina reductasa para los 

ensayos de actividad. 
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De la casa Panreac, cloruro sódico, ácido clorhídrico, fosfato potásico, 

hidróxido sódico y glicerol, todos para los medios de cultivo. 

 

Pierce proporcionó el cloruro de guanidinio y el tiocianato de guanidinio, ambos 

usados en experimentos de calorimetría.  

 

De la marca Serva, la acrilamida y la bis-acrilamida para electroforesis. 

 

De la casa Stratagene, los reactivos para la mutagénesis dirigida, como la 

polimerasa Pfu Turbo®, la enzima de restricción DpnI, las células supercompetentes 

XL-1 Blue®, la mezcla de nucleótidos dNTP y el tampón de reacción. Estos 

componentes se pueden adquirir por separado o bien en un kit denominado 

comercialmente, QuickChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit. 

 

Qiagen suministró el kit de purificación de ADN, QIAprep® Spin Miniprep, 

necesario para la obtención de éste para su posterior secuenciación. 

 

De Calbiochem fueron los reactivos empleados en los ensayos de actividad, 

como el suero de albúmina bovina (BSA), el NADPH y el DTNB (ácido 5,5´ditio-bis-

(2-nitrobenzoico)). 

 

Los reactivos para la cristalización de proteínas fueron suministrados por la casa 

Hampton Research, en forma de kit con numerosas disoluciones que representan 
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diferentes condiciones de cristalización. Los capilares para la cristalización fueron 

suministrados por Jena Biosciences. 

 

 El agua utilizada en todos los experimentos ha sido filtrada por un sistema de 

resinas de intercambio iónico denominado Milli-Q suministrado por la casa Millipore. 

 

Por último citar otros materiales, como membranas de diálisis, suministradas por 

Spectrum, filtros de diferentes tamaños y con diámetros de poro de 0.22 y 0.45 µm, de 

las casas Pall, Millipore y Whatman, concentradores de diferentes volúmenes, 

suministrados por Pall y Millipore. 

 

2.1.2 Instrumentación 

 

Los instrumentos empleados en los experimentos se detallan a continuación. 

 

Todos los materiales y reactivos en contacto directo con las células deben estar 

autoclavados, lo cual se hace con un autoclave de la casa Selecta modelo Autester-E. 

 

Para la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se empleó un termociclador 

marca TECHNE Progene. 

 

Durante la purificación de las proteínas se empleó una prensa French, de la casa 

Aminco, para romper las paredes celulares; centrífugas, Kokusan H251 y Hettich Roto 

Super 40, hasta 8000 r.p.m y Beckman LE-80K para más de 20000 r.p.m que en esta 
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etapa sirven para eliminar residuos celulares sólidos. Una columna de exclusión 

molecular de la casa Pharmacia modelo XK50, con resina de la misma casa Sephacryl 

S100; otra columna de intercambio iónico de la marca Biorad, de 250 ml de volumen, 

con resina Fractogel EMD DEAE-650, de la casa Merck. En el caso de la columna de 

exclusión molecular, se empleó como sistema de inyección un dispositivo HPLC de la 

marca KONIC modelo 500-A, que en la última etapa de la experimentación fue 

sustituido por una bomba peristáltica suministrada por la casa Gilson, modelo Minipuls 

3. Para la columna de intercambio iónico se empleó como sistema de inyección una 

bomba LKB modelo 2132 Microperpex. En ambos casos se usó como sistema de 

detección un dispositivo equipado con una lámpara UV, Pharmacia LKB-Control Unit 

UV-1, como sistema de registro un registrador LLOYD Graphic 450 y como sistema de 

recolección un colector de fracciones de la casa  Pharmacia modelo FRAC 100. 

 

La medida de la concentración de las proteínas se realizó mediante 

espectrofotometría. En concreto se usaron dos espectrofotómetros, Beckman DU-70 y 

Perkin Elmer Lambda 25. Además las medidas de actividad de las proteínas también se 

realizaron usando el espectrofotómetro. 

 

Para las medidas de pH se utilizaron electrodos combinados de vidrio Crison 

modelos 52-03, para volúmenes grandes y 52-09 para volúmenes pequeños. Estos 

electrodos estaban conectados a un pHmetro Crison modelo 501, de sensibilidad 0.01 

unidades. La calibración del instrumento se hace usando disoluciones patrón de pH 7.01 

y 4.00, también de Crison. 
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Los experimentos de calorimetría diferencial de barrido (DSC) se realizaron con 

un calorímetro de la casa Microcal modelo VP-DSC. 

 

El dicroísmo circular (CD) se realizó con un espectropolarímetro Jasco, modelo 

J-715 equipado con un control de temperatura Jasco, PTC-348WI. 

 

La realización de los experimentos de fluorescencia se hizo con un fluorímetro  

Perkin Elmer modelo LS55, junto a un baño termostatizado a 25 ºC de la marca Selecta 

modelo Ultraterm 6000383.  

 

Se empleó un refractómetro de mano ATAGO modelo R5000, para medir la 

concentración de urea. La urea se purifica mediante una resina de intercambio iónico 

AG501-X8 de Biorad. Este refractómetro se utilizó también para las medidas de 

concentración del cloruro de guanidinio. 

 

 Para el procesamiento de datos se utilizaron computadores equipados con 

procesadores Pentium IV, y los programas comerciales utilizados fueron Sigmaplot 

2000  MLAB y Matlab, los cuales se emplean para el tratamiento de datos 

experimentales. 
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2.2 Métodos 

 

2.2.1 Obtención de ADN de proteínas mutantes. 

 

2.2.1.1  Procedimiento general.  

  

El empleo de la ingeniería genética para la obtención de proteínas mutantes en 

estudios de estructura y estabilidad de proteínas, está ampliamente extendido. El 

procedimiento, por el cual se puede producir la mutación de uno o varios aminoácidos 

en una proteína a partir del ADN, recibe el nombre de mutagénesis dirigida y para 

producir esa mutación es necesario partir del plásmido que contiene el gen que codifica 

la proteína en cuestión. El plásmido del que partimos, y que contiene el gen que codifica 

para tiorredoxina se denomina pTk100, y es un derivado de puC18. A continuación se 

detalla tanto la secuencia de bases nitrogenadas del mencionado gen para tiorredoxina 

forma silvestre (también llamada WT, de las siglas en inglés Wild Type), así como la 

secuencia de aminoácidos a la que da lugar: 

 

Secuencia de bases nitrogenadas del gen de tiorredoxina en dirección 5’-3’: 

 

Atgagcgataaaattattcacctgactgacgacagttttgacacggatgtactcaaagcggacggggcgatcctcgatttctgg

gcagagtggtgcggtccgtgcaaaatgatcgccccgattctggatgaaatcgctgacgaatatcagggcaaactgaccgttgc

aaaactgaacatcgatcaaaaccctggcactgcgccgaaatatggcatccgtggatcccgactctgctgctgttcaaaaacgg

tgaagtggcggcaaccaaagtgggtgcactgtctaaaggtcagttgaaagagttcctcgacgctaacctggcg 

 

 26



2. Materiales y Métodos 

Secuencia de aminoácidos para tiorredoxina WT: 

 

SDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLT

VAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLA 

 

En el procedimiento se utiliza ADN de doble cadena, denominado parental, 

junto a  dos oligos o fragmentos de ADN, en los que se ha introducido la mutación 

deseada, uno  que hibrida con la cadena codificante y otro con la cadena molde, y que se 

diseñan siguiendo unas reglas que veremos en la sección siguiente. Los  oligos son 

complementarios a la doble cadena de ADN, excepto en el lugar donde está la mutación, 

por lo que se unirán a la cadena y serán extendidos por la acción de una enzima 

polimerasa mediante una reacción que se denomina comúnmente PCR (de las siglas en 

inglés Polimerase Chain Reaction) y mediante la cual se puede obtener un gran número 

de copias del gen en el que se ha producido la mutación. Este procedimiento fue 

descrito por Kary B. Mullis, el cual recibió por ello el Premio Nobel en 1993. La PCR 

propiamente dicha, consiste fundamentalmente en 3 etapas: 

 

1) Desnaturalización: Durante la desnaturalización a 95 ºC, la doble 

cadena de ADN se abre para originar dos cadenas simples. 

2) Unión de los oligos: Los oligos se unen a las cadenas simples de  

ADN parental. Esto ocurre a temperaturas entre 50-60 ºC 

3) Extensión: La polimerasa produce la extensión de la cadena a la 

temperatura de 72 ºC. 
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Un esquema se representa en la figura 2.1. 

 

 Una vez finalizado el proceso, tendremos unido al ADN parental una cadena que 

diferirá únicamente en el codón nuevo introducido para producir la mutación. Este 

producto es tratado con una enzima de restricción, la cual reconoce ADN metilado y 

hemimetilado y lo elimina mediante un proceso de digestión. El ADN aislado a partir de 

bacterias Escherichia coli dam+ siempre está metilado, como es el caso del ADN 

parental del que partimos, mientras que el que se sintetiza en el termociclador no está 

metilado. Una vez obtenido el plásmido con la mutación deseada, hay que amplificarlo, 

es decir, obtener una mayor cantidad. Esto se hace introduciendo el nuevo plásmido, 

mediante un proceso de transformación, en las células supercompetentes, que son 

células que tienen una gran capacidad para absorber el plásmido a través de su pared 

celular, cultivadas en medio NZY+ (Sambrook et al, 1989). Es importante hacer notar 

que los mutantes se han obtenido de forma individual, es decir, los mutantes simples se 

obtienen a partir del plásmido silvestre y los mutantes dobles a partir de simples y así 

sucesivamente. 

 

El último paso para la obtención del ADN de proteínas mutantes es secuenciar el 

ADN obtenido. De esta forma conoceremos si efectivamente la mutagénesis dirigida ha 

tenido éxito. Para ello primero se hace necesario obtener el ADN, lo cual se hace 

mediante el kit de purificación de ADN mencionado en la sección de reactivos. Una vez 

obtenido, todas las muestras se enviaron al servicio de secuenciación Sistemas 

Genómicos en Valencia, (www.sistemasgenomicos.com). 
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Unión       

Extensión           

                                

Desnaturalización       

Figura 2.1 Esquema de la PCR mostrando las etapas fundamentales, desnaturalización del 

plásmido, unión de los oligos y extensión de la polimerasa (ver texto). 

 

2.2.1.2  Diseño de oligos 

 

Para el diseño de los oligos con la mutación deseada, se deben seguir una serie 

de recomendaciones: 

 

1. Los dos oligos deben contener la mutación deseada, en forma de codón, y deben 

de ser complementarios e invertidos. 

2. Los oligos deben contener entre 25 y 45 bases, y la temperatura de fusión del 

oligo (Tm), que es la temperatura a la que la mitad de la cadena se encuentra 

como doble hélice,  debe ser mayor o igual a 78 ºC. El cálculo de Tm se realiza 

de acuerdo con la expresión: 
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                             Tm = 81.5 + 0.41·(%GC) - 675/N- % mismatch               (2.1) 

  

donde N es la longitud del oligo en bases. El “mismatch”, es el tanto por cien de 

modificaciones que hacemos sobre la secuencia de partida. 

3. La mutación deseada debe estar aproximadamente en el centro del oligo para 

asegurar la unión de los extremos del oligo por igual. 

4. El contenido en GC debe de ser como mínimo del 40 %, y debe de terminar en 

una o varias G o C, ya que estas bases forman tres enlaces de hidrógeno en lugar 

de dos como T y A. 

5. El método de purificación de los oligos debe de ser FPLC (Fast Polynucleotide 

Liquid Chromatography). 

 

2.2.2 Expresión y purificación de tiorredoxina, forma silvestre y formas 

mutantes. 

 

 La obtención de proteína tiorredoxina es un proceso que requiere numerosas 

etapas. El producto de partida es el ADN que contiene el gen que codifica para dicha 

proteína. En el caso de la forma silvestre, como se ha dicho antes, es el plásmido 

pTk100. Para las formas mutantes, hay que obtener primero el plásmido con el codón 

correspondiente al aminoácido introducido, lo cual se realiza mediante mutagénesis 

dirigida según se describe en la sección anterior, 2.2.1. 

 

Para obtener proteínas a partir de una secuencia de ADN, empleamos un 

organismo vivo con las enzimas necesarias para la producción de esta proteína. El 
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organismo vivo del que partimos es una variante de Escherichia coli denominada 

JF521, y tiene la particularidad de producir de forma abundante esta proteína sin 

necesidad de inducir el proceso con agentes químicos tales como IPTG 

(Isopropiltiogalactopiranósido).  La obtención de tiorredoxina, bien  forma silvestre, 

bien alguna de las formas mutantes, se realiza en una serie de etapas que se resumen de 

la siguiente forma: 

 

- Obtención de células competentes 

 

Antes de introducir el plásmido, es necesario que las células JF521 sean 

competentes, esto es, que tengan la capacidad de absorber a través de su pared celular el 

plásmido. El procedimiento utilizado para hacer competentes las células es el 

tratamiento en CaCl2, el cual produce la apertura de los poros de la pared celular. 

(Sambrook et al,  1989). 

 

- Transformación 

 

La introducción del plásmido se efectúa mediante un proceso denominado 

transformación. La transformación consiste en un pulso de calor de 45 segundos a 42 ºC 

en un baño. Esto produce la apertura de los poros de la pared celular. Después se pone 

el tubo en hielo durante dos minutos y la pared celular volverá a contraerse. El plásmido 

se pone directamente en un tubo Falcon 2059 donde se encuentran las células 

competentes suspendidas en CaCl2. La concentración del plásmido debe ser 

aproximadamente de 150 ng/µL.  
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- Crecimiento, prensado y eliminación de ácidos nucleicos 

 

El crecimiento de las células se hace en dos etapas: un preinóculo en medio LB 

(Sambrook et al., 1989) y posteriormente 6 matraces de 750 mL también de LB, 

siempre empleando como antibiótico para seleccionar kanamicina a una concentración 

de 40 µg/mL. El crecimiento se produce durante toda una noche. Es al día siguiente 

cuando las células se centrifugan, se resuspenden en tampón TE (la elaboración del 

tampón SE TE muestra en Sambrook et al,  1989)  y se prensan con ayuda de la prensa 

French. Una vez eliminados los residuos sólidos, se precipitan los ácidos nucleicos con 

sulfato de estreptomicina, el cual se vierte gota a gota a 4ºC en agitación y muy 

lentamente para evitar la formación de precipitados de gran tamaño que puedan atrapar 

en su interior a la proteína. Este proceso se realiza durante la noche. 

 

- Cromatografía de exclusión molecular 

 

 El siguiente paso es la cromatografía de exclusión molecular. Esta cromatografía 

se basa en la separación de proteínas debido a su diferente tamaño, mediante un gel 

formado de pequeñísimas partículas, ya que cada proteína va a viajar de forma diferente 

a través del entramado que forma el gel en el interior de una columna. El montaje se 

completa con otros dispositivos mencionados en la sección de instrumentación. 

 

El reconocimiento de la proteína se hace mediante electroforesis  en gel de 

poliacrilamida. Tenemos que introducir muestras de todos los picos junto con un patrón 

de tiorredoxina, que nos indicará qué banda corresponde a nuestra proteína y podremos 
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conocer qué fracciones corresponden a ese pico. Un ejemplo representativo del 

resultado de la electroforesis lo podemos ver en la figura 2.2 

                    1       2        3     4      5     6      7             

               

Figura 2.2. Gel de poliacrilamida de tiorredoxina forma silvestre. Electroforesis realizada  

después de la cromatografía de exclusión molecular. La calle número 1 corresponde al patrón, 

las calles 4 a 7 corresponden al pico de tiorredoxina del cromatograma. 

 

- Cromatografía de intercambio iónico 

 

 Una vez conocidas las fracciones que conforman el pico de la proteína deseada 

se retiran estas fracciones y de nuevo se someten a un proceso de cromatografía, pero 

esta vez de intercambio iónico. En la cromatografía de intercambio iónico las proteínas 

interaccionan de forma electrostática con la resina, de forma que, algunas de ellas 

quedarán unidas a la misma. Sólo la presencia de un agente salino que interaccione más 

fuertemente con la resina, las desplazará. La elución de la proteína se hace mediante un 

gradiente de 0-0.5 M de NaCl, con un dispositivo de vasos comunicantes que conecte 

un vaso con tampón TE, con un vaso con tampón TE 0.5 M  NaCl. Habrá una 

determinada concentración de sal la cual hará que la proteína se despegue, y ésta  no 

será la misma para todas las posibles proteínas que haya. El resto de dispositivos a la 
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salida de la columna son iguales que en el caso de la exclusión molecular. En esta 

purificación se van a obtener pocos picos y de muy diferente altura. El pico 

correspondiente a la proteína está claramente diferenciado porque ya la exclusión 

molecular tiene una gran eficiencia y la proteína entra bastante pura en la columna de 

intercambio iónico, si bien, siempre se hace necesaria la electroforesis para confirmar el 

éxito del proceso. 

 

- Diálisis de la proteína 

 

 Después de la cromatografía de intercambio iónico, la proteína está casi lista 

para poder ser utilizada. El último paso es la diálisis exhaustiva. Básicamente, se trata 

de equilibrar la proteína con el tampón en el que se vayan a realizar los experimentos. 

El tampón en el que se realiza la diálisis es HEPES 5 mM pH 7 preparado a partir de las 

formas ácida y básica. En la diálisis se utiliza una membrana de celulosa natural con un 

tamaño de poro de 6000-8000 ya que el peso molecular de la proteína tiorredoxina  es 

de unos 11700 g/mol. Se pone la disolución de proteína (unos pocos mililitros) salida de 

la columna de intercambio iónico, en el interior de la membrana de diálisis. El conjunto 

se pone dentro del búfer en el que queremos tener finalmente la proteína. El volumen de 

búfer que se suele utilizar es de 500 mL, y se hacen tres cambios de 8 horas cada uno. 

Para el caso de los experimentos de cristalización de proteínas, la diálisis se hace en 

tampón acetato sódico 15 mM pH 3.5. El pH se ajusta con ácido clorhídrico 

concentrado.           
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2.2.3 Ensayos de actividad. 

 

2.2.3.1 Generalidades. 

 

Tiorredoxina contiene un puente disulfuro en su centro activo entre las cisteinas 

en posición 32 y 35, el cual puede ser reducido con NADPH en una reacción catalizada 

por la flavoproteína tiorredoxina reductasa, pudiendo ser reoxidada según las 

reacciones: 

 

Tiorredoxina-S2   +  NADPH    →   Tiorredoxina-(SH)2   +  NADP+ 

Tiorredoxina-(SH)2   +  DTNB →  Tiorredoxina-S2    +  2 TNB 

 

Este ensayo con DTNB (Slaby y Holgrem, 1979), que actúa como aceptor de 

electrones, permite determinar la actividad enzimática debido a la paulatina aparición de 

TNB el cual absorbe a 412 nm.  

 

La actividad se define como el número de micromoles de NADPH oxidados por 

minuto y por miligramo de proteína. Como quiera que la relación estequiométrica entre 

el NADPH consumido y el TNB formado es 1:2, puede seguirse la formación de TNB,  

espectrofotométricamente, teniendo en cuenta que el coeficiente de extinción molar para 

TNB es 13.6 mM-1·cm-1.  

 

Los ensayos de actividad nos permiten verificar si el efecto de las mutaciones 

realizadas tiene incidencia sobre la actividad de la enzima. 
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2.2.3.2  Realización del experimento. 

 

En dos cubetas de 1 cm de paso de luz se pone 50 µL de 1.0 M Tris-HCl, pH 8.0, 

10 µL de 0.2 M EDTA pH 7.5, 20 µL de 0.01 M DTNB en etanol absoluto, 10 µL de 

suero de albúmina bovina a 5.0 mg/mL. En ambas cubetas se pone 20 µL de 

tiorredoxina reductasa 1µM. Una de las cubetas sirve como blanco y en la otra se pone 

tiorredoxina, comenzando la reacción que es seguida espectrofotométricamente a 412 

nm durante unos 5 minutos. El experimento se hace a  37ºC para lo cual se 

termostatizan los reactivos, la muestra y el propio espectrofotómetro. 

 

La actividad se calcula como sigue: 

 

(∆Abs412/min) x Volumen en ml / (13.6 x 2) = Actividad en µmol NADPH. 

 

∆Abs412/min, es la pendiente de la recta de absorbancia frente a tiempo, esta 

pendiente se puede determinar con el propio programa del espectrofotómetro. 

 

Para considerar el efecto de la concentración de tiorredoxina, se realizaron 

experimentos empleando diferentes cantidades de proteína, desde 0.001 mg hasta 0.005 

mg. La representación de la actividad frente a los mgs de proteína, da una recta de cuya 

pendiente  se obtiene la actividad por mg de proteína. 
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2.2.4 Preparación de disoluciones concentradas de desnaturalizante 

 

En todo el proceso experimental se utilizan diferentes agentes desnaturalizantes, 

como el cloruro de guanidinio, el tiocianato de guanidinio y la urea. A continuación 

detallaremos la preparación de  disoluciones concentradas de los mismos.  

 

2.2.4.1  Preparación de disoluciones concentradas de cloruro de guanidinio y 

de tiocianato de guanidinio. 

 

Tanto para el cloruro de guanidinio como para el tiocianato de guanidinio el 

procedimiento es el mismo. En ambos casos lo que se pretende preparar es una 

disolución 5 mM HEPES y la concentración deseada de desnaturalizante a pH 7. Para 

preparar el HEPES se parte de sus formas ácida y básica. Se pesa la cantidad deseada de 

ambas formas y junto con ellas la cantidad deseada de desnaturalizante, luego para cada 

caso se enrasa al volumen deseado con agua Milli-Q. La disolución a pH  7 se prepara 

mezclando ambas formas. Posteriormente se filtra con un filtro de 0.45 µm. Para el caso 

del cloruro de guanidinio, la concentración se determina de forma exacta mediante 

medidas del índice de refracción (Pace et al., 1989). La diferencia entre el índice de 

refracción de la disolución de cloruro de guanidinio y el correspondiente al tampón 

acuoso, que en este caso es el mismo que el del agua, ∆n = nGdnHCl-ntampón, nos dará ∆n 

que está relacionado con la concentración de cloruro de guanidinio (en mol/l) por la 

siguiente expresión (Nozaki, 1972): 

 

                          (2.2) 32 )·(60.91)·(68.38·147.57][ nnnGdnHCl ∆−∆+∆=
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Todas las medidas se realizaron a temperatura ambiente. 

 

Para el caso del tiocianato de guanidinio la concentración se determinó por 

pesada directa. 

 

2.2.4.2  Preparación de disoluciones concentradas de urea. 

 

La preparación de disoluciones de urea requiere ciertas precauciones, ya que ésta 

descompone lentamente originando iones amonio y cianato (Hagel et al., 1971). Los 

iones cianato pueden interaccionar con los grupos amino de la proteína (Stark, 1965). 

Para dicha preparación, en primer lugar pesamos la cantidad de urea necesaria, y 

disolvemos en agua Milli-Q hasta el volumen deseado. La solubilidad de la urea a 25 ºC 

es 10.5 M, por ello, para facilitar la disolución se puede calentar ligeramente sin que en 

ningún caso se superen los 30 ºC ya que facilitaríamos la descomposición. Cuando se ha 

conseguido  disolver toda la urea, se pasa la disolución por una resina de intercambio 

iónico como se mencionó en el apartado 2.1.2.  

 

Hasta ahora lo que tenemos es la disolución de urea sin tampón. En este caso 

también las condiciones finales son HEPES 5 mM y la concentración de urea deseada, a 

pH 7.  Seguidamente preparamos una pequeña cantidad de tampón HEPES 200 mM a 

pH 7 a partir de las formas ácida y básica. De este tampón, se pone la cantidad necesaria 

en la disolución de urea para que la concentración final sea 5 mM. Después se mide el 

pH para confirmar que no hay cambios significativos si bien, la presencia de 
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desnaturalizantes influye en las medidas de pH (Acevedo et al., 2002). En esta caso, al 

igual que antes, también se filtra la disolución resultante con un filtro de 0.45 µm. 

 

 Para determinar la concentración exacta de las disoluciones de urea se utiliza 

también la medida del índice de refracción, n. De la misma manera que en el caso 

anterior, la diferencia entre el índice de refracción de la disolución de urea y el tampón 

acuoso en el que se disuelve, ∆n = nurea-ntampón, nos dará un ∆n el cual está relacionado 

con la concentración de urea mediante la expresión (Warren et al., 1966): 

 

                 [urea] = 117.66 · ∆n + 29.753 · (∆n)2 + 185.568 · (∆n)3                (2.3)    

 

2.2.5 Calorimetría Diferencial de Barrido 

 

2.2.5.1  Descripción 

 

 La calorimetría diferencial de barrido (DSC) es una técnica muy útil para la 

caracterización de cambios conformacionales producidos por la temperatura en 

proteínas y otras macromoléculas biológicas. De hecho, los estudios por DSC de la 

desnaturalización térmica de proteínas han tenido un papel muy importante en el 

desarrollo de los puntos de vista actuales sobre los factores que determinan la 

estabilidad de proteínas (Privalov, 1979, 1982 y 1989; Mateo, 1984; Sturtevant, 1987; 

Sanchez-Ruiz y Mateo, 1987, Freire et al., 1990; Freire 1995; Sanchez-Ruiz, 1995). 
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 Un calorímetro diferencial de barrido tiene dos células, una de referencia y otra 

para la muestra. En la célula de referencia se sitúa la disolución tampón y en la célula de  

muestra, el mismo tampón o proteína diluida en el tampón en cuestión, según el barrido 

que se esté realizando. Podemos ver un  esquema detallado de un calorímetro en la 

figura 2.3 (Plotnikov et al., 1997). Las dos células se calientan simultáneamente a una 

velocidad de calentamiento constante, siendo la señal de salida del aparato  proporcional 

a la diferencia de capacidad calorífica entre las dos células. Un perfil típico de DSC está 

representado en la figura 2.4. Para una proteína se puede ver normalmente un pico o 

transición que se asocia con la desnaturalización de la misma. Si el desplegamiento de 

la proteína es complejo ese pico puede producirse por el solapamiento de varias 

componentes e incluso pueden llegar a aparecer varios picos claramente diferenciados. 

En la figura 2.4  también está representada la línea base instrumental que se obtiene en 

un barrido de DSC cuando, tanto la célula de referencia como la de la muestra, están 

llenas con tampón. Esta línea base se suele restar a los barridos donde se ha puesto 

proteína en la célula de la muestra para corregir las posibles distorsiones instrumentales. 

En la mayoría de los casos esta sustracción da como resultado valores negativos, lo que 

quiere decir que la capacidad calorífica de la referencia es mayor que la de la muestra 

como consecuencia del menor contenido de agua de esta última por el hecho de 

contener proteína. 
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 Figura 2.3. Representación esquemática del calorímetro diferencial de barrido VP-DSC: (1,2) Células 

de muestra y referencia con los tubos capilares de entrada para el llenado y limpieza; (3,4) calentadores 

principales situados sobre las células, controlados por el voltaje VII  de la fuente de alimentación (5). 

Ésta a su vez está conectada al computador (6) a través de una tarjeta conversora analógico/digital 

(A/D) (30), (18,19) elementos auxiliares de calentamiento, activados a través de la tarjeta A/D (30), 

utilizados en la calibración y en el modo de retroalimentación; dispositivo de medida del efecto térmico 

(7) y sensor de cristal (8) para medir la diferencia de temperatura ∆T1 entre las dos células. Rodeando a 

las dos células se encuentra una coraza (9) con dispositivos de calentamiento/enfriamiento (10) dirigidos 

por un controlador (11), que responde a una señal que procede de un sistema de amplificación (15). El 

amplificador recibe, a su vez, una señal entrante en un terminal (20) procedente del sensor (12) que mide 

la diferencia de temperatura ∆T2 entre las células y la coraza. El otro terminal (16) recibe un voltaje VI 

de la fuente de alimentación (17), controlada por el computador a través de la tarjeta A/D (30). La 

coraza tiene además un dispositivo (13) para la medida de temperaturas absolutas activado mediante un 

sensor (14) dispuesto en la coraza térmica, de manera que la señal que sale de él pasa por el computador 

a través de la tarjeta A/D (30). Las señales calibradas de entrada al computador (que corresponden a 

∆T1 y ∆T2), así como la temperatura absoluta T son seguidas continuadamente durante el experimento y 

almacenadas en la memoria del computador (40) a intervalos señalados por el operador. 
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Figura 2.4. Perfiles de DSC. Se representa el termograma de una proteína y la línea base 

instrumental.  

 

El análisis de los experimentos de DSC según la termodinámica de equilibrio 

permite, en principio, obtener: 

 

 -La capacidad calorífica molar parcial de una proteína. 

 -El conjunto de parámetros termodinámicos asociados a la transición o 

transiciones inducidas por temperatura: cambio de entalpía (∆H), cambio de entropía 

(∆S) y cambio de capacidad calorífica (∆CP). 

 -La función de partición de la proteína en función de la temperatura y 

consecuentemente la población de estados intermedios y sus parámetros 

termodinámicos. 
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2.2.5.2 El experimento de calorimetría diferencial de barrido. 

 

 El primer paso para realizar un experimento calorimétrico es preparar la 

muestra. Para ello la proteína se dializa frente al tampón correspondiente como se ha 

indicado en el apartado 2.2.2. Una vez dializada la muestra, se filtra y se  mide la 

concentración. Es importante conservar el tampón de diálisis para utilizarlo como 

referencia. Debido a que las dos células del calorímetro no son exactamente iguales, es 

necesario registrar barridos con tampón en ambas células para después sustraerlos del 

barrido realizado con proteína, eliminando así los efectos instrumentales. Además suele 

suceder que, las primeras líneas base instrumentales no son completamente 

reproducibles y para obtener resultados óptimos es preciso hacer varios barridos hasta 

alcanzar la completa reproducibilidad. Por lo tanto, para realizar la experiencia primero 

se rellenan las dos células con el tampón sobrante después de dializar la proteína 

(equilibrado con la disolución de proteína) y se realizan barridos consecutivos hasta que 

se aprecie reproducibilidad de los perfiles. En todos los casos la velocidad de barrido 

fue de 1.5 K/min. 

               

 Para hacer el barrido de la muestra, sólo es necesario extraer el tampón de 

diálisis de la célula de  muestra tras los barridos sucesivos y poner la muestra. Las 

únicas precauciones que deben tenerse en cuenta son: rellenar rápidamente cuando el 

calorímetro está enfriando y se encuentra  a una temperatura lo más cercana posible a la 

ambiente, para no romper el ciclo térmico del calorímetro, así como eliminar cualquier 

burbuja que se hubiera podido introducir durante el proceso con ayuda de la jeringa.  
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Una vez realizado el primer barrido a la muestra es necesario realizar un 

segundo barrido, ya que para poder aplicar la termodinámica de equilibrio el proceso 

tiene que ser reversible térmicamente. Por esta razón, en todos los casos se hicieron 

segundos barridos con la muestra dentro del calorímetro.  

 

En nuestro caso, además, se realizaron experimentos en presencia de 

codisolvente, cloruro de guanidinio, tiocianato de guanidinio o cloruro sódico. El 

experimento se realiza de la misma forma si bien es necesario preparar disoluciones de 

cloruro de guanidinio en la forma descrita en el apartado  2.2.4.1.  

 

Es importante realizar experimentos a varias concentraciones de proteína, para 

comprobar que no existe efecto de concentración en la temperatura de desnaturalización 

(Ladbury et al., 1993). En nuestro caso, se hicieron experimentos para tiorredoxina y 

formas mutantes, en el rango de concentración 0.1-0.5 mg/mL, no detectándose efectos 

en la temperatura de desnaturalización.  

 

2.2.5.3  Análisis de los datos de DSC según la termodinámica de equilibrio. 

 

Como se ha indicado en la sección anterior, para poder aplicar la termodinámica 

de equilibro a transiciones de DSC, es necesario que el proceso transcurra a través de 

estados de equilibrio del sistema. Normalmente se acepta que un proceso es de 

equilibrio cuando se obtiene reversibilidad calorimétrica. Para el caso de tiorredoxina y 

las formas mutantes obtenidas la reversibilidad resultó ser superior al 90 %, calculada a 
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partir de las alturas de las transiciones, cuando se calienta hasta justo después de la 

transición. 

  

 Una vez comprobado que un sistema es calorimétricamente reversible se 

intentan ajustar al modelo termodinámico más sencillo posible los perfiles obtenidos. El 

modelo para el análisis de los experimentos en este trabajo se describe en  detalle a 

continuación. 

 

2.2.5.4  Modelo de equilibrio de dos estados. 

 

 Es el mecanismo de desnaturalización más simple, y es aquél en el que sólo se 

encuentran poblados de forma significativa los estados nativo (N) y desplegado (D) de 

la proteína. 

                   DN ↔                           (2.4) 

 

Las proporciones relativas de dichos estados a una temperatura dada están 

determinadas por el valor de la constante de equilibrio (K) a esa temperatura: 

 

                    [ ]
[ ]N
D

=K                           (2.5) 

 

 En general, los cambios en un parámetro termodinámico producidos por la 

desnaturalización, , se definen como las diferencias entre los valores de dicho 

parámetro en el estado desnaturalizado y el nativo: 

JD
N∆
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                                            (2.6) )()( NJDJJD
N −=∆

 

donde J puede ser la energía de Gibbs (G), entalpía (H), entropía (S), capacidad 

calorífica a presión constante (Cp), etc. Esta definición implica que se está tomando 

como estado de referencia el estado nativo. Así, el cambio de entalpía de exceso y la 

capacidad calorífica de exceso vienen dadas por: 
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donde 
K

KxD +
=

1
 es la fracción de proteína que se encuentra en el estado 

desnaturalizado y  donde  es la capacidad calorífica del estado 

desplegado y  la del estado nativo, y para expresar la dependencia con la 

temperatura de K y de  se han utilizado las ecuaciones de van’t Hoff  y de 

Kirchoff: 
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El segundo término en el lado derecho de la ecuación (2.8) representa la 

capacidad calorífica media de la proteína y corresponde a la línea base química, 

mientras que el primer término proviene del desplazamiento inducido por la temperatura 

en el equilibrio de desnaturalización.  

 

Se define la temperatura de desnaturalización (Tm) como la temperatura en la que 

xD=0.5, y por lo tanto K=1 y . En las transiciones de dos estados esta 

temperatura es muy cercana a la temperatura del máximo de capacidad calorífica.  

0=∆ GD
N

 

El área encerrada entre la transición y la línea base química es igual al cambio 

total de entalpía en el proceso de desnaturalización, como muestra la figura 2.5; 

normalmente se denomina cambio de entalpía calorimétrica y se corresponde con 

. Según la ecuación de Kirchoff, esta entalpía depende de la temperatura. Si la 

transición es simétrica y estrecha no se comete mucho error si se desprecia esta 

dependencia dentro del rango estrecho de la transición y se asigna esta entalpía a la T

HD
N∆

m, 

denominándose ∆Hm. Como a esta temperatura el cambio de energía de Gibbs es cero, 

el cambio de entropía a la Tm se puede calcular como: 

 

 

                                           
m

m
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H
S

∆
=∆                                                 (2.11) 
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Figura 2.5. Representación gráfica de un perfil de DSC. En él se representa la curva de 

capacidad calorífica (trazo continuo) en función de la temperatura, para el proceso de 

desnaturalización térmica de una proteína hipotética sencilla. Cp
N representa la capacidad 

calorífica del estado nativo y Cp
D la del estado desplegado. En trazo discontinuo se representa 

también la capacidad calorífica intrínseca. El área encerrada entre ambas curvas es el cambio 

de entalpía de desnaturalización, ∆H. Tm es la temperatura a la que se localiza el máximo de la 

transición y ∆Cp es el incremento de capacidad calorífica que existe entre ambos estados, 

nativo (N) y desplegado (D).     

 

            

 En principio, el cambio de capacidad calorífica en el proceso de 

desnaturalización también se puede determinar desde el perfil de DSC, y por lo tanto los 
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valores de ,  y  a cualquier temperatura T se pueden calcular usando 

ecuaciones termodinámicas estándar: 

GD
N∆ HD

N∆ SD
N∆

 

 

                                                                        (2.12) ( ) ( ) ∫ ∆+∆=∆
T

mT p
D
Nm

D
N

D
N dTCTHTH ·

 

                                     ( ) ( )
∫

∆
+

∆
=∆

T

mT

p
D
N

m

m
D
ND

N dT
T
C

T
THTS ·                                     (2.13) 

 

                                       ( ) ( ) ( )TSTTHTG D
N

D
N

D
N ∆−∆=∆ ·                                         (2.14) 

 

 Si se considera el cambio de capacidad calorífica constante con la temperatura 

las ecuaciones (2.12), (2.13) y (2.14) pasarían a ser: 
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 La dependencia de ∆G con la temperatura se conoce como curva de estabilidad. 

Un ejemplo de esta curva se puede ver en la figura 2.6. Las propiedades fundamentales 

de la curva de estabilidad son (Becktel y Schellman, 1987; Schellman, 1987): 

 

- La curvatura viene dada por  T
C

T
G p

D
N

D
N ∆−

=
∂

∆∂
2

2
, que tiene siempre valores 

negativos porque el cambio de capacidad calorífica de desnaturalización es 

siempre positivo.  

 

- La pendiente de la curva es ST
G D

N

D
N ∆=∂

∆∂−  y presenta un único extremo (un 

máximo) a la temperatura, TS, a la que  (figura 2.6, tomada de Sanchez-

Ruiz, 1995). La temperatura T

0=∆ SD
N

H, a la que la entalpía de desnaturalización es cero, 

es ligeramente inferior a TS. La proteína nativa es estable en el rango de 

temperatura en que . Según se puede ver en la figura 2.6 la curva de 

estabilidad cruza la línea de  en dos puntos diferentes, siendo la 

temperatura más alta la correspondiente a la temperatura de desnaturalización, 

T

0>∆ GD
N

0=∆ GD
N

m, usada en el cálculo de la curva de estabilidad. El punto de corte menor es el 

resultado de la extrapolación de la curva e indica que es posible desnaturalizar la 

proteína también por frío (desnaturalización fría), según predijo Brandts 

(Brandts, 1964) y se demostró experimentalmente con posterioridad (véase por 

ejemplo Privalov et al., 1986; Ibarra-Molero et al., 1999b) 
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Figura 2.6.  (A) Dependencia con la temperatura de los incrementos de entalpía, entropía y 

energía libre de Gibbs de desnaturalización de una proteína hipotética. (B) ampliación que 

muestra las principales características de la curva de estabilidad (representación de ∆G frente 

a T); se indican las temperaturas correspondientes a la desnaturalización caliente Tm, y fría, 

Tm
*, así como las temperaturas de inversión de entalpía TH y TS a las que ∆H y ∆S se hacen 

cero, respectivamente.  
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 En la mayoría de los casos, la temperatura predicha para la desnaturalización fría 

está cerca o por debajo de 0 ºC, aunque es posible detectarla experimentalmente si se 

sobreenfría la disolución de proteína o por adición de urea o cloruro de guanidinio, de 

forma que se desplace la temperatura a valores superiores. 

 

 Numerosos estudios de DSC (Privalov et al., 1986; Griko et al., 1988, 1989; 

Tamura et al.,1991; Griko y Privalov, 1992; Azuaga et al., 1992) sugieren que la 

desnaturalización fría es una propiedad común a las proteínas globulares, confirmando 

así las características mencionadas de la curva de estabilidad de proteínas. 

 

 La aplicabilidad del modelo de dos estados es posible a partir de un análisis 

directo de la transición de DSC. Si realizamos simulaciones dando diferentes valores al 

cambio de entalpía de desnaturalización en la ecuación (2.8), veremos que ésta 

determina el área bajo la transición así como su anchura. La entalpía de 

desnaturalización calculada a partir de la forma (anchura) de la transición se conoce 

como entalpía aparente o de van´t Hoff (∆HvH). Se puede derivar una expresión  para 

ésta a partir del término debido al desplazamiento del equilibrio de desnaturalización 

por efecto de la temperatura en la ecuación (2.8) y considerando T=Tm y por tanto K=1: 

 

                                              ⎥
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⎤
⎢
⎣

⎡
∆
∆
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m

D
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mpvH

H
C

RTH ,2 ·4                                               (2.18) 

 

donde  es la capacidad calorífica de exceso a la temperatura TmpC ,∆ m medida sobre la 

línea base química. El cociente /  no depende de la cantidad de proteína mpC ,∆ m
D
N H∆
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presente en la célula del calorímetro, pero sí es sensible a la forma (anchura) de la 

transición. 

             

 Obviamente, no puede haber dos cambios de entalpía para el mismo proceso. A la 

ecuación (2.18) se llega suponiendo un modelo de dos estados, de manera que si 

realmente el proceso de desnaturalización en estudio transcurre según este modelo, 

encontraremos que las entalpías de van´t Hoff y la calorimétrica son iguales dentro del 

error experimental. Si por el contrario existen diferencias significativas entre los valores 

se concluye que el proceso de desnaturalización no ocurre siguiendo un modelo de dos 

estados. Los resultados de este test del modelo de dos estados se suelen dar como la 

relación entre las entalpías calorimétrica y de van´t Hoff: r = / m
D
N H∆ vHH∆ . Así, si 

estados intermedios llegan a poblarse significativamente durante el proceso, entonces la 

transición de DSC será más ancha que la predicha por el modelo de dos estados, y por 

consiguiente, la entalpía de van´t Hoff será menor que la calorimétrica. Otro caso que 

puede conducir a un parámetro r aparentemente distinto de la unidad, es la presencia de 

desnaturalización fría en la traza calorimétrica, ya que en este caso la entalpía de van´t 

Hoff y la calorimétrica podrían no estar bien determinadas con las ecuaciones 

habituales. 

 

 Privalov y colaboradores han encontrado una relación de r = 1.05±0.03 para 

diversas proteínas globulares pequeñas (Privalov, 1979), indicando una baja proporción 

de estados intermedios, y por tanto, una buena concordancia con el modelo de dos 

estados.  
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2.2.5.5  Modelo de equilibrio multiestado. 

 

 En ocasiones existen transiciones calorimétricas reversibles que no pueden ser 

explicadas con un modelo tan sencillo como el de dos estados. Son los casos en los que 

aparecen varias transiciones separadas, o bien, aquellos en los que aún existiendo un 

sólo pico, las entalpías calorimétrica y de van’t Hoff no coinciden. Es aquí donde el 

parámetro r resulta de gran utilidad. Si r<1 indica que existe cooperatividad 

intermolecular, es decir, la unidad cooperativa no es un monómero sino un dímero u 

otro estado de agregación superior al que se suponía inicialmente. Si r >1 debemos 

considerar la presencia de estados intermedios en la desnaturalización térmica de la 

proteína en estudio. En este apartado nos centraremos en este último caso. 

 

 Esquema multiestado 

 

 Un mecanismo general para la desnaturalización térmica de proteínas en 

equilibrio fue propuesto por Freire y Biltonen (1978). Estos autores sugieren que el 

estado nativo (I0) pasa al estado desnaturalizado (In) a través de n-1 estados intermedios: 

 

nn IIIII ⇔⇔⇔⇔⇔ −1210 ........  

 

 El análisis se simplifica si usamos el formalismo de la función de partición. 

Tomamos como referencia el estado nativo y definimos los pesos estadísticos (ωi), para 

cada uno de los estados, como el cociente entre su concentración y la del estado de 

referencia: 
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                                     )/exp(
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0

RTGK
I
I i

Ni
i

i ∆∆−===ω                                      (2.19) 

 

 Toda la información relevante sobre el sistema está contenida en la función de 

partición (Z) que se define como la suma de los pesos estadísticos: 

 

                                  (2.20) ∑ ∑ ∑
= = =

∆−+=∆−==
n

i

n

i

n

i

i
N

i
Ni RTGRTGZ

0 0 1

)/exp(1)/exp(ω

 

 La fracción de proteína (xi) presente en un determinado estado Ii, viene dada por el 

cociente entre el peso estadístico de ese estado y la función de partición: 

 

                                                                      (2.21) )/)·exp(/1(/ RTGZZx i
Nii ∆−== ω

 

 La entalpía de exceso, promedio de las contribuciones de todos los estados 

presentes, viene dada por: 
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y la capacidad calorífica de exceso: 

 

                    (2.23) >∆<+>∆<−>∆<=>∆<= P
ex
P CRTHHTHC )/()(/ 222δδ

donde <∆H2> es el valor medio de ∆H2 [= Σ xi·(∆i
N H)2]. El primer término de la 

ecuación (2.23)  se debe al desplazamiento del equilibrio de desnaturalización inducido 
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por la temperatura, mientras que el segundo término es la capacidad calorífica media de 

la proteína y corresponde a la línea base química. 

 

 A partir de la ecuación (2.22)  y mediante una doble integración es posible 

obtener la función de partición como función de la temperatura: 
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donde T0 es una temperatura en la que toda la proteína está presente en estado nativo. 

 

 Vemos cómo un perfil de DSC contiene toda la información requerida para 

caracterizar completamente el proceso de desnaturalización en equilibrio, como ya 

señalaron Freire y Biltonen. Estos autores desarrollaron un procedimiento recursivo por 

pasos para determinar el número de estados intermedios significativamente poblados y 

caracterizados termodinámicamente. También es posible encontrar en la bibliografía 

modos alternativos de deconvolucionar un perfil de DSC (Filimonov et al., 1982; Gill et 

all., 1985). 

 

Es posible generalizar el formalismo de la función de partición descrito para 

incluir efectos de unión de ligando y oligomerización (Thorolfsson et al., 2002) 
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2.2.5.6  Determinación de las capacidades caloríficas absolutas de los estados 

nativo y desnaturalizado a partir de los termogramas experimentales. 

 

Es posible obtener valores de capacidad calorífica absoluta a partir de la 

dependencia con la concentración de proteína de la función de capacidad calorífica 

aparente ∆Capp, que es la capacidad calorífica de la proteína tomando como referencia la 

línea base tampón-tampón. ∆Capp es un número negativo ya que en la célula de muestra 

la cantidad de agua es menor, y ésta tiene  una capacidad calorífica mayor que la 

proteína. ∆Capp de una proteína puede expresarse como: 

 

                                       ⎟⎟
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donde C es la concentración de proteína expresada en mM, V0 es el volumen de la célula  

del calorímetro en ml, Cp,P y Cp,W son las capacidades caloríficas de la proteína y el agua 

(tampón) respectivamente y VP y VW son los volúmenes molares de la proteína y el 

agua. El volumen específico de la proteína se puede calcular mediante procedimientos 

descritos (Makhatadze et al., 1990). A partir de la ecuación anterior se puede calcular la 

capacidad calorífica absoluta mediante la representación de ∆Capp  frente a la 

concentración de proteína, la cual es lineal pasando por el origen y con una pendiente 

⎟⎟
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2.2.5.7  Estimación teórica de las capacidades caloríficas de los estados nativo 

y desnaturalizado: 

 

A partir de la composición de aminoácidos es posible determinar la capacidad 

calorífica teórica de los estados nativo y desnaturalizado. Para el caso del estado 

desnaturalizado podemos emplear (Privalov y Makhatadze, 1990): 

 

                                         (2.26) ∑
=

− ++−+=
20

1
,.,, 2

)·1(·
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COOHpNHpCONHpipi
D
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donde N es el número de aminoácidos de la proteína, el subíndice i se refiere a los 20 

aminoácidos naturales, ni es el número de aminoácidos del tipo i, y Cp,NH-CO, Cp,COOH y 

 son las capacidades caloríficas de la unidad peptídica y los grupos carboxilo y 

amino terminal para los que se emplean los valores de representaciones polinómicas de 

los datos de Privalov y Makhatadze (1990) dados por Freire (1995).  

2.NHpC

 

 Los valores estimados para la capacidad calorífica de las proteínas en estado 

nativo se pueden obtener en función de la temperatura a partir de la ecuación dada por 

Freire (1995): 

 

                                                                                      (2.27) r
N
p MTC )··0067.0323.1( +=

 

donde Mr es la masa molecular de la proteína y el resultado se obtiene en J·K-1·mol-1. 
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2.2.6 Dicroísmo Circular 

 

2.2.6.1 Generalidades. 

 

El dicroísmo circular es una técnica instrumental muy útil en la determinación 

de la estructura de macromoléculas. Las moléculas quirales, entre las que están las 

proteínas, interaccionan de distinta manera con la luz polarizada circularmente hacia la 

derecha y hacia la izquierda en ausencia de campos magnéticos (Woody, 1996). 

Concretamente, el dicroísmo circular (CD, de las siglas en inglés  Circular Dichroism) 

se define como la diferencia entre la absorción de luz polarizada circularmente hacia la 

derecha y hacia la izquierda. 

 

 La luz polarizada circularmente se consigue con dos haces de luz ortogonales 

que están polarizados en el plano y que se encuentran fuera de fase en 90º. El vector 

eléctrico de la luz polarizada circularmente se puede expresar matemáticamente (Michl 

y Thulstrup, 1986; Kliger et al., 1990) como: 

 

                                       [ ])/(2exp)(0 λνπ ztiiE −±=± jiE                                      (2.28) 

 

donde + indica luz circular polarizada a la derecha y – indica luz circular polarizada a la 

izquierda, E0 es la amplitud de la onda, i y j son los vectores unidad en las coordenadas 

x e y respectivamente en un sistema de coordenadas cartesiano hacia la derecha en el 

que + z es la dirección de propagación, i es (-1)1/2 y ν y λ son la frecuencia y la longitud 

de onda de la luz. 
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 La absorbancia de luz polarizada hacia la izquierda se puede expresar como: 
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⎛
=

0

10log                                          (2.29) 

 

 Y hacia la derecha: 

 

                                                        Cl
I
I

A d
d

d
d ε=⎟⎟

⎠

⎞
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⎝

⎛
=

0

10log                                     (2.30) 

 

donde I0 e I son las intensidades de luz polarizada que inciden y que salen de la muestra 

respectivamente, l es la distancia que recorre la luz a través de la muestra, C es la 

concentración de soluto quiral y ε es el coeficiente de extinción molar del soluto para la 

luz polarizada hacia el lado correspondiente. En consecuencia, según la definición de 

CD: 

 

                             ClClClClAAA dididi ·)·(·· εεεεε ∆=−=−=−=∆                    (2.31) 

 

donde ∆ε es el CD decimal molar. 

 

 Además de expresar el CD en forma de ∆ε, en bioquímica también se utiliza el 

método de medida original propuesto por Lowry (Lowry, 1935). Cuando una luz 

polarizada circularmente pasa a través de un medio circularmente  dicroico, la absorción 

diferencial de las dos componentes circulares hace que a la salida de la muestra cada 
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componente siga estando circularmente polarizada, pero los radios de los círculos 

trazados por los vectores eléctricos son ahora diferentes, y cuando estas dos ondas 

luminosas opuestas, polarizadas circularmente, se combinan, el resultado sea luz 

polarizada elípticamente. Cuando los vectores eléctricos de las dos componentes 

circulares van en el mismo sentido, la suma de sus magnitudes es el eje mayor de la 

elipse, y cuando van en sentidos opuestos, la resta de sus magnitudes nos da el valor del 

eje menor de la elipse. Ahora el CD se puede caracterizar por la relación entre los ejes 

mayor y menor, que es la tangente de un ángulo θ, al que se denomina elipticidad. 

Como θ es normalmente muy pequeño, puede expresarse como: 
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 Expandiendo las exponenciales, teniendo en cuenta el valor despreciable de ∆A 

frente a la unidad y convirtiendo a grados: 

 

                                     AAgrad ∆=π∆=(θ 98.324/·10·ln180)                                (2.33) 

 

de donde obtenemos que la elipticidad es proporcional al dicroísmo circular. 

 

 La elipticidad molar se define como: 
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              [ ]
Cl
θ

=θ 100                                                   (2.34) 

o bien la elipticidad molar normalizada: 

 

                                                        [ ]
A

r
MRW NlC

M
··

·100 θθ =                                          (2.35)  

 

donde Mr es la masa molecular y NA el numero de aminoácidos. 

 

Si se sustituyen las ecuaciones (2.31) y (2.33) en la (2.34) obtenemos: 

 

                                                            [ ] εθ ∆= 3298                                                  (2.36) 

 

2.2.6.2 Dicroísmo circular y  la estructura secundaria de proteínas: 

  

El espectro de ultravioleta lejano de CD, por debajo de 250 nm es muy sensible 

a los cambios estructurales, fundamentalmente a los de estructura secundaria, ya que la 

contribución de la estructura terciara a la señal de CD en estas longitudes de onda es 

despreciable. 

  

En concreto el espectro de CD de una proteína con estructura de hélice α 

presenta un doble mínimo a 222 y a 208-210 nm y un máximo más intenso a 191-193 

nm (figura 2.7). La intensidad de las tres bandas da una idea de la cantidad de contenido 

helicoidal que tiene la proteína. 
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Las proteínas con estructura β suelen presentar  un único pico negativo y un 

único pico positivo cuyas intensidades son menores que las de las hélices. El mínimo se 

encuentra normalmente entre 210 y 225 nm aunque se han descrito algunos ejemplos 

(Manavalan y Johnson, 1983; Wu et al., 1992) donde proteínas que por resonancia 

magnética nuclear se ha determinado que son todo β tienen una banda negativa intensa 

alrededor de 200 nm, como los péptidos con estructura no regular. La explicación que se 

ha dado a estos casos es que, según los datos de difracción de rayos X, estas proteínas 

tienen hojas β cortas y bastante irregulares. El pico positivo es de mayor intensidad que 

el negativo y aparece entre 190 y 200 nm (figura 2.8). 

 

Los péptidos y proteínas con estructura no regular presentan habitualmente una 

banda negativa intensa cerca de 200 nm (véase la figura 2.9) y algunas bandas débiles 

entre 220 y 230 nm que pueden ser tanto positivas como negativas. 

 

2.2.6.3 Métodos para la estimación de las estructuras secundarias presentes 

en proteínas mediante dicroísmo circular. 

 

 La estimación de los tipos de estructura secundaria que se encuentran presentes 

en proteínas (hélice  α, hoja β, o estructura no regular) es un proceso empírico para el 

que se han propuesto numerosos modelos (Alder et al., 1973; Woody, 1985, 1992; 

Johnson, 1985, 1988, 1990; Yang et al., 1986). 
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Figura 2.7 Espectro de CD de una proteína con estructura de hélice α (Chen et al., 1972)
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Figura 2.8. Espectro de CD de una proteína con estructura de hoja β (Chen et., 

1972)
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Figura 2.9. Espectro de CD de una proteína con estructura no regular (Chen et al., 1972) 
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La determinación de los espectros base de las estructuras secundarias puras Bk(λ) 

se puede hacer  a partir de espectros de péptidos modelo y/o proteínas de estructura 

conocida (Greenfield y Fasman, 1969; Brahms y Brahms, 1980; Chen et al., 1972; 

Saxena y Wetlaufer, 1971; Baikalov, 1985). 

 

En todos los procedimientos que se han propuesto hasta el momento se hacen 

una serie de suposiciones (Venyaminov y Yang, 1996): 

 

 - La estructura tridimensional obtenida por cristalografía de rayos X es la misma 

que presentan las proteínas en disolución acuosa, ya que la asignación de los espectros 

base se ha hecho comparando con estructuras obtenidas con esta técnica. 

 - Las contribuciones de los distintos tipos de estructura secundaria a la señal de 

CD es aditiva, mientras que la contribución de la estructura terciaria es despreciable. 

 - En el espectro de CD de ultravioleta lejano sólo contribuyen los cromóforos 

peptídicos, y la contribución de los cromóforos no peptídicos presentes en la proteínas 

es despreciable. 

 - Cada elemento estructural, como la hélice α o la hoja β, se puede describir con 

un único espectro de CD. 

 

 El espectro de CD de una proteína, S(λ), se puede analizar como la combinación 

lineal de k espectros base, Bk(λ): 

 

                                                                                                  (2.37 ∑
=

λ=λ
N

k
kk BfS

1
)()(
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donde N es el número de estructuras secundarias diferentes que pueden estar presentes y 

fk es la fracción de la estructura secundaria k. Las restricciones para fk son: 

 

                                                            y                                        (2.38) ∑
=

=
N

k
kf

1
1 0≥kf

 

2.2.6.4  Análisis de perfiles  de desnaturalización térmica determinados 

mediante dicroísmo circular. 

 

 El análisis de los datos de CD correspondientes a la desnaturalización térmica de 

una proteína se puede hacer con los mismos modelos que se han mencionado 

anteriormente. La única particularidad que debe ser tenida en cuenta es que la señal de 

elipticidad molar es: 

 

                                                        ∑=
i

iix ]·[][ θθ                                                  (2.39) 

 

donde la sumatoria debe aplicarse sobre todas las especies que puedan estar pobladas en 

el modelo termodinámico que se esté utilizando;  es la fracción de cada especie y [ ]ix iθ  

es la elipticidad molar correspondiente, que normalmente se considera linealmente 

dependiente de la temperatura. 

 

 En el caso de un proceso de desnaturalización siguiendo un modelo de dos 

estados, tendremos: 
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                                                   NNDD xx ][][][ θθθ +=                                             (2.40) 

 

donde las fracciones molares quedan definidas en términos de la constante de equilibrio 

como 
K

KxD +
=

1
 y 

K
xN +

=
1

1  y considerando la ecuación (2.9). La elipticidad molar 

para cada una de las especies puede definirse, para el estado nativo y desnaturalizado, 

respectivamente como: 

                                                         TbaN ·][ +=θ                                                   (2.41) 

 

                                                         TdcD ·][ +=θ                                                   (2.42) 

 

donde a, b, c y d son los parámetros del ajuste lineal.  A partir de este análisis se pueden 

obtener parámetros termodinámicos como la temperatura de desnaturalización, el 

cambio de entalpía o el cambio de energía libre. 

 

2.2.7 Fluorescencia 

 

2.2.7.1 Generalidades. 

 

La fluorescencia es una técnica altamente sensible que comúnmente es utilizada 

en el estudio de proteínas para analizar cambios conformacionales y más concretamente 

cambios en el ambiente de los fluoróforos. 
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Tiorredoxina posee dos triptófanos en las posiciones 27 y 31, cuyo espectro de 

excitación está centrado entorno a 276 nm. El espectro  de emisión está centrado 

aproximadamente a 345 nm, lo cual es propio de triptófano; este máximo se desplaza 

desde 345 a 355 nm en presencia de urea (figura 2.10).     
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Figura 2.10 Espectros de emisión de fluorescencia característicos para tiorredoxina en estado 

nativo y desnaturalizado a 25 ºC. Longitud de onda de excitación 280 nm y de emisión 350 nm. 

La proteína en estado nativo se preparó en HEPES 5 mM pH 7 y la proteína desplegada se 

preparó en el mismo tampón a 8 M urea. La concentración de proteína fue 0.05 mg/mL. La 

cubeta utilizada fue de cuarzo y de paso de luz 1 cm.  La velocidad de barrido fue de 500 

nm/min y las rendijas de excitación y emisión 10 nm. 

 

Se han realizado experimentos de desplegamiento y replegamiento en presencia 

de urea a 25 ºC, excitando a 276 nm y tomando datos de intensidad de fluorescencia a 

medida a 350 nm, que corresponde al máximo de emisión.  El procedimiento para la 

realización de estos experimentos será descrito a continuación. 
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2.2.7.2 Cinéticas de desplegamiento y replegamiento de tiorredoxina y 

formas mutantes y análisis de los perfiles cinéticos. 

 

 Tanto para tiorredoxina forma silvestre como para las formas mutantes, se 

realiza la diálisis en tampón HEPES 5 mM, pH 7. Además, se prepara una disolución 

concentrada de urea más o menos 10 M de la forma expuesta en el apartado 2.2.4.2 

 

2.2.7.2.a Cinéticas en la dirección del desplegamiento. 

 

 Para estos experimentos se parte de una disolución de proteína de alrededor de 

0.7 mg/mL en el tampón de la diálisis y se transfiere una alícuota directamente a la 

cubeta en el fluorímetro en la cual hay una disolución 5 mM HEPES pH 7 y a una 

determinada concentración de urea, de forma que la concentración final de proteína sea 

0.05 mg/mL. Una vez añadida la proteína se homogeniza la disolución con la pipeta 

automática y acto seguido se comienza a medir el aumento de la intensidad de 

fluorescencia en función del tiempo. Para evitar efectos de fotodescomposición se mide 

de forma intermitente de forma que la radiación no incida continuamente en la muestra 

todo el tiempo. Cuando la cinética ha terminado medimos el índice de refracción y 

determinamos la concentración de urea mediante la ecuación 2.3. Se realizaron 

numerosas cinéticas que van desde  5.7 hasta 9.7 M Urea. 

 

Todos los perfiles de desplegamiento, han sido ajustados según la ecuación 

exponencial (algunos ejemplos se dan en la figura 2.12): 
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                                                                                                     (2.43) )/(· τteIII −
∞ ∆+=

 

donde  es la intensidad de fluorescencia a tiempo infinito, ∆I la amplitud de la 

exponencial y τ el tiempo de relajación que se define como el tiempo requerido para que 

la concentración de reactivo disminuya 1/e de su valor inicial. τ viene dado por la 

inversa de la constante de velocidad:           

∞I

                                                                      
k
1

=τ                                                     (2.44)      
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Figura 2.11.  Perfiles cinéticos representativos de desplegamiento a diferentes concentraciones 

de urea para tiorredoxina WT a 25 ºC, en HEPES 5 mM pH 7 y concentración de proteína 0.05 

mg/mL. Las líneas continuas representan el ajuste a los datos experimentales, círculos,  según 

la ecuación (2.43). 
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2.2.7.2.b Cinéticas en la dirección del replegamiento. 

 

 El procedimiento es muy similar al descrito para el desplegamiento, pero en esta 

ocasión se parte de proteína desnaturalizada. Se pone una alícuota de proteína en urea a 

alta concentración, ~10 M de forma que las condiciones finales de esta disolución sean 

de 0.7 mg/mL de proteína y ~8 M urea al igual que antes, así los volúmenes a utilizar 

son los mismos para conseguir en la cubeta una concentración de 0.05 mg/mL. Para 

estar seguros de que la proteína se encuentra en estado desnaturalizado, se deja esta 

disolución a 25 ºC durante al menos 3 horas, ya que según se determinó en las cinéticas 

de desplegamiento, el valor de τ para las cinéticas más lentas es aproximadamente 40 

minutos y esto corresponde a la fracción 1/e (~37 %) del tiempo total para el proceso de 

desnaturalización completo. En este caso las cinéticas se siguen mediante el 

decrecimiento de la señal de fluorescencia en función del tiempo. En el caso de 

tiorredoxina forma silvestre, el rango de concentraciones de urea que se sigue es más o 

menos de 7 a 4.5 M.  

 

En este caso los perfiles cinéticos se ajustan mediante la siguiente ecuación 

(algunos ejemplos se dan en la figura 2.12): 

 

                                                                                                       (2.45) )/(· τteIII −
∞ ∆−=
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El análisis de los perfiles tanto de desplegamiento como de replegamiento fue 

realizado con los programa MLAB y MatLab, y en todos los casos los ajustes fueron 

excelentes. 

 

En la sección 5 se hace un análisis de los resultados obtenidos mediante los 

experimentos cinéticos, basado en el modelo de dos estados, tanto para tiorredoxina WT 

como para diversas formas mutantes. 
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Figura 2.12. Perfiles cinéticos representativos de replegamiento a diferentes concentraciones 

de urea para tiorredoxina WT a 25 ºC  después de transferir una alícuota de proteína 

desplegada a 8.5 M urea en HEPES 5 mM pH 7 y concentración de proteína 0.05 mg/mL. Las 

líneas continuas representan el ajuste a los datos experimentales, círculos,  según la ecuación 

(2.45). 
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2.2.8 Cristalización de  formas mutantes de tiorredoxina en medios 

difusivos. 

 

2.2.8.1 Conceptos 

 

 El conocimiento de la estructura de las formas mutantes de tiorredoxina es de 

gran importancia en nuestras investigaciones. En el caso de tiorredoxina forma silvestre,  

podemos encontrar la estructura determinada por difracción de rayos X (Katti et al., 

1990), a una resolución de 1.68 Å. Las coordenadas espaciales están depositadas en el 

Protein Data Bank (PDB) con el código 2trx.pdb. Para obtener las estructuras de las 

formas mutantes vamos a emplear también la difracción de rayos X que nos permite 

conocer la estructura a escala atómica. No obstante, el primer paso es obtener los 

cristales de proteína para lo cual se requieren multitud de experimentos, hasta encontrar 

las condiciones óptimas. 

 

 Básicamente, al cristalizar una proteína lo que se hace es favorecer la ordenación 

de las moléculas en un entramado periódico. En esta ordenación existen dos procesos 

que juegan un papel fundamental; por un lado, el transporte de las moléculas de proteína 

hacia las caras del cristal mediante procesos de difusión o convección, y por otro lado, 

la incorporación de las moléculas de proteína a las posiciones adecuadas del cristal. La 

velocidad relativa de los dos procesos determina la obtención de cristales y la calidad de 

los mismos. Para obtener un buen cristal, es necesario que la velocidad de transporte de 

las moléculas al cristal sea inferior a la velocidad de incorporación de las moléculas al 

entramado. Para conseguir esto, se han desarrollado técnicas (García-Ruiz et al., 2003) 
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basadas en la difusión. La difusión consiste en un flujo direccional que se produce 

debido al movimiento aleatorio de las moléculas a escala microscópica dentro de un 

gradiente de concentración. Una posibilidad para conseguir que el transporte de materia 

esté dominado por procesos difusivos y no convectivos, que son mucho más rápidos y 

caóticos, es hacer que las fuerzas gravitatorias sean de menor intensidad que otras 

fuerzas no direccionales. En la práctica esto se consigue empleando capilares, geles, 

medios viscosos,  condiciones de gravedad reducida o combinación de todos estos 

métodos. En nuestro caso el procedimiento que hemos utilizado es la cristalización en 

capilar en combinación o no con geles de agarosa. 

 

2.2.8.2 Procedimiento experimental. 

 

 Para la realización de los experimentos de cristalización de proteínas en 

capilares, se emplearon capilares de 0.1 mm de diámetro, que podemos considerar 

espacialmente divididos en tres cámaras. Como agente precipitante MPD (2, metil-2,4-

pentanediol), cuya misión es disminuir la solubilidad de la proteína. Además, para 

favorecer la precipitación de la proteína, al contacto con el agente precipitante, es 

necesario utilizar concentraciones de proteína elevadas, entorno a 30 mg/mL. La 

proteína se dializó en tampón acetato sódico 15 mM a pH 3.5 y posteriormente se 

concentró.  

 

 Lo más difícil a la hora de producir cristales es encontrar las condiciones 

óptimas de cristalización, por esto, se realizaron un gran número de experimentos 

probando diferentes condiciones de pH y reactivos. Como punto de partida se tomaron 
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las diferentes condiciones que encontramos en la bibliografía (Holgrem y Söderberg, 

1970; LeMaster y Richard, 1988; Katti et al., 1990; Nikkola et al., 1993; Rudresh et al., 

2002). 

 

 Para montar cada condición se necesitan unos 5 µL de disolución de proteína, los 

cuales, por capilaridad, se introducen en el capilar por la parte más fina; esto 

corresponde a la cámara de proteína. Por la parte superior, más ancha y con ayuda de 

una pipeta, se ponen 3 mL de disolución de agarosa al 0.5 % en el tampón de trabajo, 

conformando la cámara de gel, y por último se añade sobre la cámara de gel la cámara 

de sal, compuesta de 40 µL de la mezcla de reactivos.  Los capilares se sellan por los 

extremos con cera para evitar la evaporación. La aparición de cristales puede requerir 

desde varios días hasta varias semanas. Además de las condiciones obtenidas de la 

bibliografía, se ensayaron diferentes condiciones empleando un kit comercial con 50 

disoluciones diferentes que representan las más efectivas en la cristalización de 

proteínas. En nuestro caso, no tuvimos éxito empleando este kit comercial. 

 

 Después de muchos experimentos, hemos conseguido cristales de la forma 

mutante de tiorredoxina L7V a pH 3.8 10 mM acetato sódico, 25 % etanol y 10 mM 

acetato cúprico, en la cámara de sal y con una cámara de gel formada por una disolución 

de agarosa al 0.5 % en tampón acetato sódico pH 3.5. Para L7V podemos ver un  cristal 

en la imagen de la figura 2.13. También se han conseguido cristales de las formas G74S 

y P34H.  
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 No obstante, a la dificultad de conseguir cristales se une el hecho de que para 

obtener estructuras por difracción de rayos X, los cristales tienen que ser de calidad. 

Hasta el momento sólo los cristales de la forma L7V han tenido la calidad suficiente 

para ser difractados, resultados que se muestran en el apartado 4.4.  

 

 Los experimentos de cristalización se han realizado en colaboración con el 

laboratorio del Dr. García Ruiz y bajo la supervisión del Dr. Gavira Gallardo. 

 

 
Figura 2.13. Cristal de tiorredoxina, mutante L7V, en condiciones 10 mM acetato sódico, pH 

3.8, 25% etanol, 10 mM acetato cúprico con una cámara de gel formada por una disolución de 

agarosa al 0.5 % en tampón acetato sódico pH 3.5 
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3. Interacciones electrostáticas 

 
3.1  Introducción 

 

 Las interacciones entre grupos cargados juegan un papel realmente importante 

en los procesos moleculares en proteínas, incluyendo uniones proteína-ligando, 

interacciones entre proteínas y procesos de plegamiento y desplegamiento. De hecho, 

trabajos recientes sostienen que las interacciones carga-carga son determinantes en los 

valores de pK de grupos ionizables expuestos en la superficie de la proteína (Pace et al., 

2002; Sunnd et al  ., 2002; Laurents et al., 2003) y que la distribución superficial de 

carga puede ser racionalmente diseñada para incrementar la estabilidad y para optimizar 

las interacciones intermoleculares (Grimsley et al., 1999; Ibarra-Molero et al., 1999a; 

Loladze et al., 1999; Pace 2000; Perl et al., 2000; Spector et al., 2000; Lee y Oidor, 

2001; Nohaile et al., 2001; Peral y Schmid, 2001; Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001; 

Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 2002; Marshall et al., 2002; Martin et al., 2002; 

Makhatadze et al., 2003). La estimación experimental de las interacciones carga-carga 

en proteínas es de gran importancia. Esta estimación es usualmente llevada a cabo 

considerando la dependencia de los parámetros termodinámicos de los procesos en 

estudio con la concentración de cloruro sódico, asumiendo que las interacciones carga-

carga son efectivamente apantalladas a concentraciones moderadas de NaCl, 

normalmente por debajo de 1 M. No obstante, a lo largo del tiempo se han acumulado 

evidencias que demuestran que en muchos casos, puentes salinos en la superficie 

pueden ser insensibles al NaCl, incluso cuando existe una clara interacción carga-carga 

(Perutz et al., 1985; Yu et al., 1996; Kao et al., 2000; Luisi et al., 2003). También, un 

trabajo de Dominy et al., (2002) mantiene que el NaCl apantalla de forma más efectiva 

interacciones de larga distancia que interacciones de corta distancia. Parece, por lo 
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tanto, que el apantallamiento completo de las interacciones carga-carga en proteínas por 

concentraciones moderadas de una sal, como NaCl, no puede darse por hecho. 

 

 Es por esto, que en la presente tesis nos planteamos estudiar la eficiencia de 

sales de diferente naturaleza en el apantallamiento de cargas. 

 

Existen trabajos experimentales que sostienen  que la tendencia de los agentes 

desnaturalizantes es interaccionar con la superficie de la proteína, mientras que los 

estabilizantes tienden a quedar excluidos de la superficie (Arakawa y Timasheff, 1984, 

1985; Makhatadze y Privalov, 1992; Bolen y Baskarov, 2001; Courtenay et al., 2001). 

Parece probable que sales desnaturalizantes, como el cloruro de guanidinio, se 

acumulan cerca de la superficie de la proteína, y como resultado, son muy eficientes en 

el apantallamiento de las interacciones carga-carga en proteínas.  Para algunas 

proteínas, la dependencia del cambio de energía libre de desnaturalización con la 

concentración de cloruro de guanidinio, muestra abruptas desviaciones de la linealidad a 

bajas concentraciones de desnaturalizante (< ~ 1M), lo cual ha sido atribuido al 

apantallamiento de interacciones que implican grupos cargados (Santoro y Bolen, 1992; 

Monera et al., 1994; Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 1996; Ibarra-Molero et al., 1999a; 

Bolen y Yang, 2000; Garcia-Mira y Sanchez-Ruiz, 2001). En algunos casos las 

desviaciones han sido interpretadas en términos de uniones iónicas (Greene y Pace, 

1974; Santoro y Bolen 1988; Pace et al., 1990; Hagihara et al., 1993; Mayr y Schmid, 

1993; Makhatadze et al., 1998). 
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 El estudio presentado aquí, está basado en la caracterización experimental del 

efecto de diferentes sales en la estabilidad termodinámica de tiorredoxina de E. coli y la 

variante T14K, diseñada, como veremos más adelante, mejorando las interacciones 

carga-carga en la superficie de la proteína, resultando ligeramente más estable que la 

forma silvestre. Como se verá, los resultados muestran un significativo apantallamiento 

de la sal desnaturalizante, cloruro de guanidinio, al contrario de lo que ocurre con NaCl, 

sugiriendo que la eficiencia de diferentes sales para apantallar las interacciones carga-

carga está correlacionada con la fuerza desnaturalizante y en último extremo con la 

posición de los iones constituyentes en la serie de Hofmeister (Baldwin, 1996) que para 

aniones y cationes es: 

 

- Aniones:  −−−−−−− >>>>>>> SCNClOIBrClCOOCHPOHSO 4342
2
4

- Cationes: ++++++++− >>>>> GdnBaCaMgLiNaKCsNH 222
4 ,,,  

 

  Además de cloruro sódico y cloruro de guanidinio se han realizado 

experimentos con tiocianato de guanidinio, una sal con un poder desnaturalizante mayor 

al del cloruro de guanidinio. 

 

 El estudio de las interacciones electrostáticas y de su contribución a la 

estabilidad de tiorredoxina ha sido realizado  empleando un modelo simple de cálculo 

que será descrito en la sección siguiente. 

 

 Para la estimación de la eficiencia de apantallamiento de diferentes sales se usa 

un proceso experimental basado en la premisa de que el apantallamiento de las 
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interacciones está reflejado en una clara dependencia no lineal del cambio de energía 

libre de desnaturalización en el rango ~ 0-1 M de concentración de sal. La 

comprobación experimental de esta dependencia es sencilla en el caso de las sales no 

desnaturalizantes como el NaCl. En el caso de las sales desnaturalizantes como el 

cloruro de guanidinio y el tiocianato de guanidinio, la contribución del apantallamiento 

al cambio de energía  libre de desnaturalización se superpone a un gran descenso del 

cambio de energía libre de desnaturalización con la concentración de sal, asociado con 

el carácter desnaturalizante de estas sales. La detección del apantallamiento en estos 

casos puede ser más convenientemente llevada a cabo a partir del cálculo de valores de 

m, que no son más que las derivadas –∂∆G/∂ [sal]. Estos valores se pueden obtener a 

partir de experimentos de calorimetría diferencial de barrido (Ibarra-Molero y Sanchez-

Ruiz, 1996). 

 

3.2 Estimación teórica de las interacciones carga-carga en la molécula de 

tiorredoxina. 

 

Los cálculos electrostáticos fueron llevados a cabo con programas realizados en 

nuestro laboratorio. Estos programas están basados en el modelo simple de Tanford-

Kirkwood (Tanford y Kirkwood, 1957; Matthews y Gurd, 1986) junto con la 

aproximación de Bashford-Karplus (1991), para el cálculo de fracciones de protonación. 

 

Las energías de interacción entre cargas positivas unidad situadas en los sitios de 

protonación de grupos ionizables i y j vienen dadas por: 
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                            ( ij
ijijij

ij SA
a

C
b

BA
E −⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−

−
= 1

22
2ε )                                     (3.1) 

 

donde ε es la carga unidad, Aij, Bij y Cij son funciones de la posición de las cargas, las 

constantes dieléctricas de la proteína y el disolvente y en el caso de Cij de la fuerza 

iónica, b es el radio de la esfera que representa la proteína, considerando que los iones 

de disolvente no pueden penetrar una esfera de radio mayor que a. Para los cálculos se 

ha tomado a = b +1.4, siendo 1.4 el radio promedio en Å, para el catión y el anión de 

una sal típica como cloruro sódico. b se obtuvo a partir del volumen de la proteína  

calculado a partir de la masa molecular usando un valor típico para el volumen 

específico de 0.72 mL/g. Finalmente SAij representa la accesibilidad media al disolvente 

de los grupos i y j. La accesibilidad de un grupo se calcula como la relación entre el área 

superficial accesible al disolvente de la cadena lateral del grupo en la proteína nativa y 

en un tripéptido Gly-X-Gly en el cual la conformación de la cadena lateral es la misma 

que en la proteína nativa. Para los cálculos se empleó 78.5 y 4 como valores de 

constante dieléctrica para el disolvente y la proteína, respectivamente. Es importante 

hacer notar que en todos los cálculos se asume que las cargas están en posiciones 

superficiales en la proteína. 

 

Para el cálculo de las fracciones de protonación de grupos ionizables se ha 

seguido el procedimiento descrito por Bashford y Karplus, el cual será expuesto a 

continuación. 
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Para una proteína con n grupos ionizables hay 2n estados de protonación 

diferentes, los cuales están representados por los 2n valores del vector de protonación χ, 

vector cuyos  xi elementos son 0 ó 1 dependiendo del estado de protonación del grupo 

correspondiente. El cambio de energía libre de Gibbs para un estado de protonación 

dado viene dado por: 

 

                ∑ ∑
= =

++++−=∆
n

i

n

ji
jjiiijiii xqxqEpKxqRTG

1 1,
int, ))·((

2
1)·()10(ln)(χ             (3.2) 

 

donde qi es la carga del grupo i en el estado no protonado y pKint,i (pK intrínseco) es el 

pK del grupo i si todos los demás grupos tuvieran carga cero. Es importante hacer notar 

que de acuerdo con nuestro criterio, ∆GN(χ) = 0 cuando las cargas de todos los grupos 

ionizables son cero, esto es, qi + xi = 0. Por lo tanto, se está considerando la proteína en 

estado neutro, es decir, con todos los grupos ionizables en su forma no cargada, para el 

cálculo del cambio de energía libre de Gibbs.  

 

 La fracción de proteína nativa presente en un estado de protonación dado viene 

dada por: 

 

                            ⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡ −

∆
−= pH

RT
G

Z
N

N
N )·10)·(ln()(exp1)( χνχχρ                              (3.3) 

 

siendo ν(χ) el número de grupos ionizables protonados en ese estado de protonación y 

ZN la función de partición de protonación de la proteína nativa: 
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                                     ∑ ⎥⎦
⎤
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RT
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N )·10)·(ln()(exp                            (3.4) 

 

donde la suma está extendida a los 2n valores del vector de protonación χ. 

 

 La fracción de protonación de un grupo i en la proteína nativa (θi), la energía de 

interacción carga-carga entre dos grupos ionizables (‹Wij›) y la energía de interacción 

total en la proteína nativa (‹Wq-q›) son promedios de todos los estados de protonación. El 

valor de la energía de interacción total viene dado por: 

 

                     ∑∑ ∑
==

− =⎥
⎦

⎤
⎢
⎣
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++−=

n

ji
ijN

n

ji
jjiiijqq WxqxqEW
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1)(·))·(( χρ

χ

                  (3.5) 

 

 Las ecuaciones (3.3) y (3.4) están referidas al estado nativo. Asumiendo que los 

valores de pK intrínseco son iguales en ambos estados, nativo y desplegado, entonces 

para el estado desplegado tenemos: 

 

                                                                   (3.6) ∑
=

+−=∆
n

i
iiiU pKxqRTG

1
int,)·()10·(ln)(χ

 

ecuación muy similar a (3.2) pero en la cual no se ha incluido el término  de interacción 

carga-carga. Entonces, la fracción de proteína desplegada presente en un estado de 

protonación determinado [ρU(χ)] y la función de partición de la proteína desplegada ZU 

pueden ser calculadas como en las ecuaciones (3.3) y (3.4) pero usando ∆GU. 

Finalmente, como las formas neutras son tomadas como referencia para las funciones de 
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partición ZN y ZU, la contribución de las interacciones carga-carga al cambio de energía 

de Gibbs de desplegamiento viene dada por: 

 

                                                     ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−=∆ −

N

U
qq Z

ZRTG ·ln                                             (3.7) 

 

Las ecuaciones anteriores implican sumatorias extendidas a los 2n estados de 

protonación, lo cual supone una tarea prácticamente imposible. Para solucionar este 

problema se ha usado la aproximación de Bashford-Karplus con límites máximos y 

mínimos para las fracciones de protonación de 0.999 y 0.001, respectivamente. 

 

Si hacemos el cálculo de las energías de interacción carga-carga para el caso de 

tiorredoxina a pH 7 obtenemos el resultado expuesto en la figura 3.1. 

 

 En la gráfica de barras de la figura 3.1 valores positivos de Wq-q  indican que el 

residuo en cuestión está implicado en interacciones predominantemente destabilizantes 

con grupos de igual carga; por el contrario, valores negativos de energía de interacción 

indican interacciones estabilizantes con grupos de carga opuesta. A la vista de los 

resultados expuestos en la figura 3.1, la mayoría de las interacciones carga-carga son 

claramente estabilizantes a pH 7. Parece pues, que en este caso, la distribución de carga 

ha sido optimizada para estabilizar de forma significativa la proteína. La energía de 

interacción carga-carga, calculada como la suma de todas las parejas de energías de 

interacción, resulta ser para tiorredoxina nativa ~ -22 kJ/mol. Este es un valor 

significativo comparado con valores típicos de cambio de energía de Gibbs de 

 88



3. Interacciones electrostáticas 

desnaturalización. Las interacciones electrostáticas pueden también ocurrir en el estado 

desnaturalizado (Pace et al., 2000; Guzman-Casado et al., 2003) y contribuir al cambio 

de energía libre de Gibbs  de desnaturalización. Sin embargo, parece razonable asumir 

en este caso, que las interacciones electrostáticas en el estado desnaturalizado no 

cancelan completamente las fuertes interacciones estabilizantes en el estado nativo. Por 

tanto, podemos esperar una contribución significativa de las interacciones carga-carga a 

la estabilidad termodinámica de tiorredoxina.  

NÚMERO DE RESIDUO
0 20 40 60 80 100

W
q-

q (
kJ

·m
ol

-1
)

-8

-6

-4

-2

0

2

4

S1

D2

K3 K18

D10 D15
D9

K96

K100

H6 D13

K36

D43

D48K52

K57
K69

E101

A108
D104

K90

E85

K82

R73

D47E44

D61
D20

 

 

 

Figura 3.1. Gráfica de barras de las energías de interacción carga-carga para todos los grupos 

ionizables de tiorredoxina calculadas a pH 7. Los valores positivos, indican aminoácidos 

involucrados en interacciones desestabilizantes, por el contrario valores negativos, se refieren 

a animoácidos que interaccionan de forma estabilizante. 
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3.3 Diseño del mutante T14K. 

 

El procedimiento de cálculo de interacciones electrostáticas puede ser utilizado 

con fines prácticos para diseñar distribuciones de carga estabilizantes.  Para tal fin, se 

pueden llevar a cabo varias estrategias. Una puede ser la mutación de grupos cargados 

que estén involucrados en interacciones desestabilizantes introduciendo en su lugar 

residuos de inversión de carga. Otra estrategia sería la sustitución de residuos neutros 

por residuos cargados que produzcan interacciones estabilizantes. 

 

Como se ha dicho antes, la distribución de cargas para el caso de tiorredoxina 

parece haber sido diseñada para estabilizar, por tanto, y a la vista de la figura 3.1 no 

encontramos ninguna posición en la que una inversión de carga produzca un efecto 

notable en la estabilidad. Es por ello por lo que decidimos crear interacciones nuevas 

mediante la mutación de residuos neutros por residuos cargados con el fin de producir 

un incremento en la estabilidad (Sanchez-Ruiz y Makhatadze, 2001).  Para tal fin, la 

estrategia que se llevó a cabo fue la de mutar (primero de forma virtual), con ayuda del 

programa comercial Swiss Viewer v3.7b2, residuos polares neutros en posiciones 

superficiales por glutamato y lisina y hacer los cálculos de energías de interacción con 

objeto de comprobar cuales de todas las mutaciones realizadas eran estabilizantes. Los 

residuos polares neutros que se intercambian poseen en todos los casos un área 

supeficial accesible al disolvente (ASA) superior a 0.5. El cálculo del ASA se realiza 

usando una modificación del algoritmo de Shrake-Rupley (Shrake y Rupley, 1973), el 

cual aleatoriamente coloca 2000 puntos en la esfera de van der Waals que representa 

cada átomo. En el cálculo de la energía de interacción se tuvieron en cuenta todos los 
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posibles rotámeros estéricamente permitidos de los nuevos residuos introducidos. El 

resultado de los cálculos se muestra en la figura 3.2, como la diferencia entre la energía 

de interacción carga-carga total calculada para la forma mutante y la correspondiente a 

la forma silvestre. 

 

Como puede verse en la figura 3.2 los valores obtenidos son moderados, no 

obstante, la variante T14K presenta un valor de energía de interacción en el estado 

nativo de ~ 2.5 kJ/mol menor que el correspondiente a la forma silvestre, siendo esta 

variante la mejor candidata en términos de estabilización. Esta variante ha sido obtenida 

experimentalmente y caracterizada mediante calorimetría diferencial de barrido, 

resultando ser, de acuerdo con las predicciones teóricas, más estable que la forma 

silvestre, como puede verse en la figura 3.3. Los experimentos de calorimetría se 

realizaron en HEPES 5 mM pH 7 a concentración de proteína 0.5 mg/mL, y en ambos 

casos se encontró una alta reversibilidad, ~ 95 %, calentando hasta justo después de la 

transición. Para las formas WT y T14K las temperaturas de desnaturalización son 

88.8±0.4 ºC y 89.9±0.4 ºC, respectivamente 

 

La diferencia en la temperatura de desnaturalización entre T14K y WT es 

pequeña pero reproducible. Esta diferencia  se calcula como ∆Tm =Tm(T14K)-Tm(WT). 

Se llevaron a cabo tres experimentos con cada una de las formas y las diferencias 

encontradas estuvieron entorno a 1.1 K. 

 

 Es importante hacer notar que la lisina introducida en posición 14 está altamente 

expuesta al disolvente, con un valor de área expuesta a disolvente de 0.81±0.04, valor 
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calculado como media de todos los rotámeros. Por tanto la comparación de la 

estabilidad de la variante T14K con tiorredoxina WT ofrece un modelo apropiado para  

el estudio de la eficiencia de las sales en el apantallamiento de una carga expuesta. 
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Figura 3.2. Diferencia en las energías de interacción carga-carga calculadas para mutantes de 

tiorredoxina en los cuales se han intercambiado residuos superficiales neutros por Lys y Glu. 

∆W es la diferencia de energía entre la energía de interacción total calculada para los 

mutantes y la correspondiente a la forma silvestre. Los cálculos fueron llevados a cabo para 

todos los rotámeros estéricamente permitidos de la nueva cadena. 
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Figura 3.3. Perfiles de capacidad calorífica absoluta frente a temperatura para las 

desnaturalizaciones térmicas de tiorredoxina WT y mutante T14K a pH 7 en HEPES 5 mM y 

concentración de proteína 0.5 mg/mL. El desplazamiento en la temperatura de 

desnaturalización de T14K con respecto a WT es de 1.1 ºC 

 

 Merece la pena destacar que la desnaturalización térmica de tiorredoxina WT se 

adapta a un escenario de dos macroestados basado en el análisis de barreras de energía 

variable  recientemente propuesto por Muñoz y Sanchez-Ruiz (2004). 

 

3.4 Estudios de Dicroísmo Circular de tiorredoxina WT y mutante T14K. 

 

De ambas formas, tiorredoxina  WT y mutante T14K, se realizaron experimentos 

de CD tanto en el ultravioleta cercano como en el lejano y en condiciones en las cuales 
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ambas proteínas se encontraban en estado nativo, pH 7 en HEPES 5 mM a 20 ºC y 

concentración de cloruro de guanidinio en el rango 0-1.6 M. La concentración de 

proteína fue 0.8 mg/mL en el ultravioleta cercano y 0.2 mg/mL en el lejano. Como 

puede verse en la figura 3.4, parece que tanto la presencia del cloruro de guanidinio 

como el efecto de la mutación tienen un bajo efecto en los espectros en estado nativo.  

 

Debido a limitaciones técnicas no se pudieron realizar espectros a temperaturas 

superiores a 90 ºC. Los espectros de los estados desnaturalizados, tanto de la forma 

silvestre como de la variante T14K, fueron obtenidos a 85 ºC y concentraciones de 

cloruro de guanidinio de 1M y 1.6 M, concentraciones a las cuales las temperaturas de 

desnaturalización en ambos casos se encuentran por debajo de los 70 ºC (ver figura 3.5). 

Los espectros del estado desnaturalizado en el ultravioleta lejano son bastante similares 

para las dos formas y sugieren algún tipo de estructura residual en el estado 

desnaturalizado. Realmente sólo una pequeña diferencia  entre el estado nativo y 

desnaturalizado puede ser observada en los espectros de ultravioleta lejano en la región 

comprendida entre 210-260 nm. En el caso de los espectros en la región del ultravioleta 

cercano, la señal está esencialmente ausente para el caso del estado desnaturalizado para 

ambas proteínas, como puede verse en la figura 3.4.  

 

La medida del cambio en la elipticidad a 280 nm puede usarse para el 

seguimiento de la desnaturalización térmica (ver figura 3.5). Estos perfiles pueden 

analizarse de acuerdo con el modelo de dos estados, ecuaciones (2.40), (2.41) y (2.42), 

expuesto en el apartado 2.2.6.4. 
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Figura 3.4. Espectros de CD, UV-cercano (arriba);  UV- lejano (abajo), para tiorredoxina  WT 

(símbolos rellenos) y mutante T14K (símbolos huecos) en estados nativo y desnaturalizado. Los 

diferentes símbolos se refieren a las concentraciones de cloruro de guanidinio: 0 M, círculos; 

0.5 M, hexágonos; 1M, cuadrados y 1.6 M, triángulos. Los espectros del estado nativo fueron 

obtenidos a 20ºC y los espectros de estado desnaturalizado a 85ºC. El tampón empleado fue 

HEPES 5mM pH 7 y concentración de proteína 0.8 mg/mL en UV-cercano y 0.2 mg/mL en UV-

lejano. La velocidad de barrido fue de 50 nm/min. 
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Figura 3.5. Desnaturalización térmica de tiorredoxina WT y mutante T14K a pH 7  seguidas 

mediante el cambio de la elipticidad a 280 nm. Las concentraciones de cloruro de guanidinio 

están indicadas. Las líneas continuas representan en ambos casos el mejor ajuste al modelo de 

dos estados para los perfiles de desnaturalización a 1.6 M guanidina, para los cuales se 

observan las líneas base de la pre- y post-transición. De estos ajustes, ecuaciones (2.40), (2.41) 

y (2.42), se obtuvieron Tm = 58ºC y ∆Hm = 223 kJ/mol para WT y Tm= 58ºC  y ∆Hm= 235 

kJ/mol para la forma T14K. El tampón empleado fue HEPES 5mM pH 7 y concentración de 

proteína 0.8 mg/mL. 
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3.5 Efecto del cloruro de guanidinio en la desnaturalización térmica de 

tiorredoxina WT y mutante T14K seguido por DSC. 

 

Se han llevado a cabo experimentos de calorimetría diferencial de barrido con 

tiorredoxina WT y el mutante T14K a pH 7 y en presencia de cloruro de guanidinio a 

concentraciones comprendidas dentro del rango 0-2M y concentración de proteína 0.5 

mg/mL. Las figuras 3.6 y 3.7 muestran los perfiles de DSC, para ambas proteínas a 

diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio. Las tablas 3.1 y 3.2 muestran los 

valores de temperatura de desnaturalización y  cambio de entalpía, obtenidos para estos 

experimentos. Los ajustes de todos los termogramas se realizaron siguiendo el modelo 

de dos estados expuesto en la sección 2.4. No obstante, la ecuación (2.8) da la 

dependencia de la capacidad calorífica de exceso, tomando el estado nativo como 

referencia, con la temperatura, de manera que si pasamos el término   al segundo 

miembro, resulta: 

N
PC

 

                              ( )
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N
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D
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∆
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                        (3.8) 

 

 Para los ajustes hemos considerado  y además de la 

ecuación (2.9).  Teniendo en cuenta estas consideraciones, se pueden realizar los ajustes 

de todas las trazas calorimétricas mediante la ecuación (3.8). 

TbaC N
P ·+= TdcC D

P ·+=

 

 Los datos obtenidos de estos análisis fueron consistentes con los datos obtenidos 

mediante los experimentos de dicroísmo circular en la región de ultravioleta cercano.  
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En las condiciones estudiadas, las desnaturalizaciones térmicas de tiorredoxina 

WT y mutante T14K fueron altamente reversibles, por encima del 90 %, no obstante a 

concentraciones altas de cloruro de guanidinio el tanto por ciento de reversibilidad 

disminuye hasta ~ 80%.  

 

Como es sabido (Plaza del Pino y Sanchez-Ruiz, 1995; Ibarra-Molero et al., 

1999b), la reproducibilidad de líneas base instrumentales en presencia de codisolventes 

como cloruro de guanidinio es bastante pobre, por lo que el cálculo de capacidades 

caloríficas absolutas a partir de termogramas de DSC no es posible. No obstante, la 

reproducibilidad de las líneas base en tampones acuosos es bastante alta y para el caso 

de la mutación T14K no se encontró efecto de la mutación en los valores de capacidad 

calorífica absoluta de los estados nativo y desnaturalizado, si bien el mutante es 

ligeramente más estable que la forma silvestre, como se ha mostrado en la figura 3.3. 

 

Más adelante, en la figura 3.11, se muestra una representación de temperatura de 

desnaturalización frente a concentración de desnaturalizante. Como era de esperar, el 

valor de Tm decrece de forma notable con la concentración de cloruro de guanidinio.  

 

En la figura 3.12, se muestran valores de cambio de entalpía de 

desnaturalización, obtenidos de los ajustes, para ambas proteínas. Cada punto de esta 

representación corresponde a diferentes concentraciones de desnaturalizante. Es por esto 

que las pendientes de estas representaciones no deben ser relacionadas con los 

correspondientes cambios de capacidad calorífica. 
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        Temperatura (ºC)
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Figura 3.6. Perfiles de DSC de tiorredoxina WT a diferentes concentraciones de cloruro de 

guanidinio, en tampón HEPES 5 mM pH 7 y concentración de proteína 0.5 mg/mL. Los círculos 

representan los valores experimentales y las líneas el ajuste de los datos experimentales según 

el  modelo de dos estados empleando la ecuación (3.8). 
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   Temperatura (ºC)
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Figura 3.7. Perfiles de DSC de tiorredoxina  variante T14K a diferentes concentraciones de 

cloruro de guanidinio, en tampón HEPES 5 mM pH 7 y concentración de proteína 0.5 mg/mL. 

Los círculos representan los valores experimentales y las líneas el ajuste de los datos 

experimentales según el modelo de dos estados empleando la ecuación (3.8). 
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0 88.8 427
0.11 85.3 421
0.25 83.2 386
0.51 79.4 360
1.02 70.5 305
1.58 61.1 232
1.98 50.3 169

0 89.9 426
0.25 84.3 408
0.51 79.6 366
0.95 72.1 300
1.51 62.9 224

[GdnHCl] (M)    Tm(ºC)    ∆Hm(kJ/mol)

[GdnHCl] (M)    Tm(ºC)      ∆Hm(kJ/mol)

Tabla 3.1. Valores de temperatura de desnaturalización y  cambio de entalpía para 

WT en GdnHCl, determinados por calorimetría diferencial de barrido y ajustando los 

datos experimentales según el modelo de dos estados, ecuación (3.8). Asumimos ± 0.4 

ºC como error para Tm y ±10 kJ/mol como error para ∆Hm.

Tabla 3.2. Valores de temperatura de desnaturalización y cambio de entalpía para la 

forma T14K en GdnHCl, determinados por calorimetría diferencial de barrido y 

ajustando los datos experimentales según el modelo de dos estados, ecuación (3.8). 

Asumimos ±0.4ºC como  error para Tm y ±10 kJ/mol como error para ∆Hm.
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3.6  Efecto del tiocianato de guanidinio en la desnaturalización térmica de 

tiorredoxina WT seguido por DSC . 

 

Al igual que con cloruro de guanidinio, para el caso de tiorredoxina WT se han 

realizado experimentos de desnaturalización térmica en presencia de tiocianato de 

guanidinio, en el rango de concentración 0-0.8 M. Los perfiles de DSC para 

tiorredoxina WT se muestran en la figura 3.8, los cuales también fueron ajustados según 

el modelo de dos estados empleando la ecuación (3.8). La tabla 3.3 muestra los 

parámetros termodinámicos obtenidos del ajuste. 

 

El tiocianato de guanidinio posee un poder desnaturalizante muy superior al del 

cloruro de guanidinio. De hecho, concentraciones por encima de 1 M dan como 

resultado temperaturas de transición cercanas a la temperatura ambiente. Los cambios 

de entalpía de desnaturalización obtenidos son bastante pequeños, lo cual se refleja en 

transiciones bastante anchas, por lo que la información obtenida de los termogramas de 

calorimetría diferencial de barrido no es muy útil. 

 

 Por supuesto, todo lo anteriormente mencionado acerca de la reproducibilidad de 

líneas base es aplicable también con el tiocianato de guanidinio. En la figura 3.11 están 

representados los valores de temperatura de desnaturalización frente a concentración de  

desnaturalizante. Por otro lado, los valores de cambio de entalpía de desnaturalización 

frente a concentración  se muestran en la figura 3.12. 
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Figura 3.8. Perfiles de DSC de tiorredoxina WT a diferentes concentraciones de tiocianato de 

guanidinio, en tampón HEPES 5 mM pH 7 y concentración de proteína 0.5 mg/mL. Los círculos 

representan los valores experimentales y las líneas el ajuste de los datos experimentales según 

el  modelo de dos estados empleando la ecuación (3.8). 
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0.10 83.5 372
0.25 77.1 329
0.35 72.5 300
0.50 65.9 274
0.60 61.5 248
0.80 52.3 217

[GdnSCN] (M)    Tm(ºC)    ∆Hm(kJ/mol)

Tabla 3.3. Valores de temperatura de desnaturalización y  cambio de entalpía para 

WT en GdnSCN, determinados por calorimetría diferencial de barrido y ajustando los 

datos experimentales según el modelo de dos estados, ecuación (3.8). Asumimos ±0.4 

ºC como error para Tm y ±10 kJ/mol como error para ∆Hm.
 

3.7 Efecto del cloruro sódico en la desnaturalización térmica de 

tiorredoxina WT y mutante T14K seguido por DSC. 

 

Además de los experimentos anteriormente mencionados, también se llevaron a 

cabo experimentos en presencia de distintas concentraciones de cloruro sódico, tanto 

para tiorredoxina WT como para la variante T14K, también en HEPES 5mM a pH 7.  

 

 Las concentraciones de cloruro sódico empleadas estuvieron en el rango 0-2M, 

y al igual que en los casos anteriores, los ajustes también se realizaron según el modelo 

de dos estados, ecuación (3.8). En el caso del cloruro sódico la desnaturalización 

térmica se mostró altamente reversible, por encima del 90 %. Los perfiles de los 

termogramas se muestran en las figuras 3.9 y 3.10 y los valores de los parámetros 
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termodinámicos obtenidos, en la tabla 3.4. El efecto en los perfiles de DSC de la 

concentración de cloruro sódico, fue realmente pequeño. Como puede verse en la figura 

3.11 el efecto en la temperatura de desnaturalización es poco apreciable, y puede 

traducirse en un pequeño incremento lineal. Los valores de cambio de entalpía de 

desnaturalización no sufren prácticamente cambio en el rango entre 0 y 1 M, si bien 

parecen decrecer ligeramente a concentraciones de cloruro sódico por encima de 1 M. 

Temperatura (ºC)
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20 kJ·K -1·mol-1

 

Figura 3.9. Perfiles de DSC de tiorredoxina WT a diferentes concentraciones de cloruro sódico, 

en tampón HEPES 5 mM pH 7 y concentración de proteína 0.5 mg/mL.  Los círculos 

representan los valores experimentales y las líneas el ajuste de los datos experimentales según 

el  modelo de dos estados empleando la ecuación (3.8) 
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Figura 3.10. Perfiles de DSC de tiorredoxina  variante T14K a diferentes concentraciones de 

cloruro sódico, en tampón HEPES 5 mM pH 7 y concentración de proteína 0.5 mg/mL. Los 

círculos representan los valores experimentales y las líneas el ajuste de los datos 

experimentales según el  modelo de dos estados empleando la ecuación (3.8). 
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0.1 89.2     89.7           433        460
0.5 88.8     88.6           409        419
1.0 89.9     90.2           420        421
1.5 89.8     90.3           378        371
2.0 89.9     90.4           382        380

[NaCl] (M)           Tm(ºC)                ∆Hm(kJ/mol)

WT    T14K          WT       T14K

Tabla 3.4. Valores de temperatura de desnaturalización y  cambio de entalpía para 

WT y T14K en NaCl, determinados por calorimetría diferencial de barrido y ajustando 

los datos experimentales según el modelo de dos estados, ecuación (3.8). Asumimos 

±0.4 ºC como error para Tm y ±10 kJ/mol como error para ∆Hm.

 
3.8 Cálculo del cambio de energía libre de Gibbs.  

 

Los experimentos de DSC realizados nos permitirán obtener parámetros 

termodinámicos  para construir las curvas de estabilidad que, como se explicó en el 

apartado 2.2.3, son las representaciones de ∆G frente a temperatura. Para hacer estas 

representaciones se han hecho dos suposiciones diferentes. En primer lugar, que el 

cambio de capacidad calorífica de desnaturalización es independiente de la temperatura. 

Para el cálculo del cambio de energía libre, se usa la ecuación integrada de Gibbs-

Helmholtz considerando ∆Cp constante. El cálculo de ∆Cp se realiza por extrapolación a 

la Tm de las líneas base de la pre- y post-transición. En segundo lugar, teniendo en 

cuenta la dependencia de ∆Cp con la temperatura, y asumiendo para el cálculo de ∆Cp 

(T), que la capacidad calorífica del estado desnaturalizado es igual a la esperada para un 

estado desplegado totalmente solvatado estimada a partir de las contribuciones de 
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grupos (Makhatadze y Privalov, 1990). Es importante señalar que los procedimientos 

señalados consideran dos  suposiciones diferentes y que la comparación de las dos 

curvas de estabilidad obtenidas ofrece una estimación de la incertidumbre en el cálculo 

de ∆G a partir de datos de DSC. 

     C (M)
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

T m
 (º

C
)

50
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70

80

90
NaCl

GdnHCl

GdnSCN

 

 

Figura 3.11. Temperatura de desnaturalización frente a concentración de sal (cloruro sódico, 

cloruro de guanidinio y tiocianato de guanidinio)  a pH 7. Los círculos rellenos corresponden a 

WT y los huecos a T14K  y son los datos experimentales obtenidos del ajuste de trazas de DSC. 

Las líneas representan, en cada caso, el mejor ajuste a los datos experimentales, a un 

polinomio de primer orden para cloruro sódico y tiocianato de guanidinio, y de tercer orden 

para cloruro de guanidinio. 
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Figura 3.12. Representación de cambios de entalpías de desnaturalización, procedentes del 

ajuste de trazas de DSC, frente a concentración de desnaturalizante para tiorredoxina WT 

(símbolos rellenos) y variante T14K (símbolos huecos). Los círculos representan experimentos 

realizados con cloruro de guanidinio. Los valores obtenidos en presencia de cloruro de 

guanidinio para tiorredoxina WT y la variante T14K son muy similares dentro del rango de 

incertidumbre experimental (± 10 kJ/mol).Las líneas continuas son el ajuste lineal a los datos 

experimentales de WT y T14K. Los cuadrados representan experimentos realizados en 

presencia de tiocianato de guanidinio, y la línea discontinua es el mejor ajuste, a un polinomio 

de segundo grado, a  estos datos. Las pendientes de estas representaciones no deben de ser 

asignadas a valores de ∆Cp, ya que cada punto corresponde a una concentración diferente de 

codisolvente.  
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 Los efectos de la mutación T14K  y de la concentración de cloruro sódico en ∆G 

de desnaturalización son realmente pequeños, por lo que se puede utilizar la ecuación de 

Schellman para calcular sin demasiado error dichos efectos. Podemos escribir la 

ecuación de Schellman como: 

 

                                                  0
0

m

m
m T

THG ∆
∆=∆∆                                                     (3.9) 

 

donde ∆∆G es la perturbación en el cambio de energía libre,  y  son la 

temperatura de desnaturalización y el cambio de entalpía de desnaturalización a la 

temperatura  de desnaturalización  para la proteína no perturbada, y ∆T

0
mT 0

mH∆

m es el efecto de 

la perturbación en la temperatura de desnaturalización. Si se considera como 

perturbación la mutación T14K, la proteína no perturbada es WT y entonces ∆Tm = Tm 

(T14K) - Tm (WT). Si se considera como perturbación la presencia de cloruro sódico, la 

proteína no perturbada es tiorredoxina WT en ausencia de cloruro sódico y ∆Tm es la 

diferencia Tm (WT en presencia de sal) - Tm (WT en ausencia de sal). La aplicación de la 

ecuación (3.9) permite calcular ∆∆G = ∆G (WT en presencia de sal) – ∆G (WT en 

ausencia de sal). El cálculo produce valores de ∆G (WT en presencia de sal), ya que a la 

temperatura de desnaturalización ∆G (WT en ausencia de sal) = 0. La dependencia de 

∆G con la concentración de cloruro sódico para la desnaturalización de tiorredoxina 

WT, fue obtenida de esta forma. 
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3.9 Determinación de los valores de m a partir  de experimentos de DSC 

 

La pendiente de la representación de ∆G de plegamiento frente a la 

concentración de desnaturalizante es conocida como m (Greene y Pace, 1974; Myers et 

al., 1995). Este parámetro es de gran utilidad en el estudio de plegamiento de proteínas. 

Los valores de m pueden ser obtenidos a partir de experimentos de calorimetría  

diferencial de barrido a diferentes concentraciones de desnaturalizante, usando un 

procedimiento sencillo cuyas características serán expuestas a continuación. 

 

Si tomamos todos los cambios para un proceso de desnaturalización en 

equilibrio, como función de la temperatura (T) y la concentración de desnaturalizante 

(C), entonces el cambio en la energía libre de Gibbs de desnaturalización puede 

expresarse como:  

 

                                             ),( TCG∆                                                           (3.10) 

 

 Los valores de T y C para los cuales ∆G es cero, y por tanto la constante de 

equilibrio para el proceso es uno, definen una línea de equilibrio C frente a T o T frente 

a C. Esta línea de equilibrio puede ser vista de dos formas equivalentes: 1), como el 

efecto de la concentración de desnaturalizante en la temperatura de desnaturalización, 

esto es, efecto de C en Tm; y 2) como el efecto de la temperatura en la concentración de 

desnaturalizante para la cual ∆G=0, efecto de T en C1/2.  
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La derivada parcial de ∆G respecto a la concentración es, por definición, el valor 

de m: 

                                             ( TCm
C
G

T

,−=⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

∂
∆∂ )                                          (3.11) 

 

la cual es estrictamente función de C y T, como se indica en el término a la derecha de 

la ecuación (3.11). Si para un valor dado de temperatura, el valor de m no depende 

significativamente de la concentración de desnaturalizante, entonces la representación 

de ∆G frente a C para esa temperatura será lineal hasta C = 0, y el método de 

extrapolación lineal será válido. Es importante recalcar, que no se ha hecho ninguna 

suposición respecto a la dependencia de los valores de m con la concentración de 

desnaturalizante. 

 

En adelante nos referiremos a los valores de m correspondientes a la línea de 

equilibrio como valores de m1/2. Estos valores de m1/2  pueden ser calculados a partir de 

datos experimentales de calorimetría usando la expresión (Ibarra-Molero y Sanchez-

Ruiz; 1996): 

 

                                     ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛∆

−=
dC
dT

T
Hm m

m

m
2/1                                             (3.12) 

 

La ecuación (3.12) es rigurosa y no está basada en la aproximación por 

extrapolación lineal. El cálculo de los valores de m1/2 empleando la ecuación anterior 

sólo requiere valores de cambio de entalpía de desnaturalización a la temperatura de 
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desnaturalización y el efecto de la concentración de desnaturalizante en la temperatura 

de desnaturalización. Para este cálculo no se requiere el valor de capacidad calorífica. 

 

La ecuación (3.12) puede ser usada para calcular valores de m1/2 para diferentes 

concentraciones de desnaturalizante. Podemos encontrar en la bibliografía que para 

lisozima de clara de huevo los valores de m1/2 son constantes, dentro de la dispersión 

experimental, para concentraciones de cloruro de guanidinio > ~ 1 M. Para 

concentraciones < 1 M los valores de m1/2  se incrementan cuando la concentración de 

desnaturalizante se acerca a cero. Estos resultados indican que la dependencia de ∆G 

con la concentración de cloruro de guanidinio para lisozima a pH 4.5 es lineal en un 

amplio rango de concentración, y también que hay una fuerte desviación de la linealidad 

a bajas concentraciones de desnaturalizante debida al apantallamiento de las 

interacciones carga-carga (Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 1996; Ibarra-Molero et al., 

1999a). Como veremos más adelante, un comportamiento similar ha sido observado en 

tiorredoxina. 

 

3.10 Determinación de los valores de m1/2 para tiorredoxina WT y el 

mutante T14K en presencia de cloruro de guanidinio y tiocianato de 

guanidinio. 

 

Empleando la ecuación (3.12) y los valores de ∆Hm  y Tm mostrados en la figura 

3.12, se pueden calcular los valores de m1/2 para tiorredoxina WT y la variante T14K. 

En ambos casos el cálculo  de la derivada dT/dC está realizado a partir del ajuste 

polinómico  de la representación de Tm frente a C, mostrado en la figura 3.11. Este 
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ajuste para WT y T14K se realizó  a un polinomio de tercer grado cuya derivada 

dT/dC=a+2bx+3cx2 tiene los coeficientes a=-24.12±0.50 K·M-1, b=10.61±3.47 K·M-2 y 

c= -4.16±1.15 K·M-3 para WT y a=-25.15±0.27 K·M-1, b=9.39±3.36 K·M-2 y c= -

3.12±1.48 K·M-3 para T14K.  

 

Los valores de m1/2 se muestran en las tablas 3.5, 3.6 y 3.7 y una representación 

de ellos frente a C1/2 en la figura 3.13. Como puede observarse los valores de m1/2 

cambian a lo largo de la línea de equilibrio, en particular para concentraciones de 

desnaturalizante inferiores a 1 M. Asimismo, es importante destacar que los valores de 

m1/2  para altas concentraciones de desnaturalizante están en consonancia con el valor 

obtenido de la bibliografía a partir de estudios de desnaturalización química (Kelley et 

al., 1987; Santoro y Bolen, 1992), que es 13.85 kJ·mol-1·M-1.  

 

Los valores de m1/2 obtenidos para ambas proteínas, WT y T14K en cloruro de 

guanidinio, parecen ser muy parecidos, dentro de la dispersión experimental y pueden 

ser descritos a partir de la ecuación empírica: 

 

                       ( )2/12/1 ··exp Cm γβα −+=                             (3.13) 

 

con α = 13.6 ± 1.2 kJ·mol-1·M-1,  β = 13.7 ± 3.6 kJ·mol-1·M-1, y γ = 2.3 ± 0.6 M-1. 
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0 26.87±3.59
0.25 21.57±1.10
0.51 17.14±0.57
1.02 13.83±1.04
1.58 15.07±1.10
1.98 16.18±1.35

[GdnHCl](M)    m1/2(kJ·mol-1·M-1)

Tabla 3.5. Valores de m1/2 para tiorredoxina WT en GdnHCl 

determinados mediante la ecuación (3.12).

 

 

 

 

0 26.56±3.48
0.25 23.93±0.92
0.51 17.62±1.24
0.95 13.83±1.04
1.51 13.72±0.60

[GdnHCl](M)   m1/2(kJ·mol-1·M-1)

Tabla 3.6. Valores de m1/2 para tiorredoxina T14K en GdnHCl 

determinados mediante la ecuación (3.12).
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0.1 45.42±1.99
0.25 40.95±1.67
0.35 38.06±2.02
0.50 34.42±1.04
0.60 32.33±1.16
0.80 29.91±1.21

[GdnSCN](M)    m1/2(kJ·mol-1·M-1)

Tabla 3.7. Valores de m1/2 para tiorredoxina WT en GdnSCN

determinados mediante la ecuación (3.12).
 

 
 

Es importante destacar de nuevo que C1/2 cambia con la temperatura, como 

muestra la figura 3.11, y por lo tanto, podría dudarse si la ecuación (3.13) refleja la 

dependencia de los valores de m1/2 con la concentración de cloruro de guanidinio, o más 

bien, el efecto de la temperatura en ellos. Esta última interpretación está desfavorecida 

por el siguiente razonamiento: 

 

Asumamos que la ecuación (3.13) refleja exclusivamente un efecto de la 

temperatura y por tanto los valores de m son independientes de la concentración de 

desnaturalizante a una temperatura dada. Entonces el método de extrapolación lineal 

será valido y el cambio de energía de Gibbs de desnaturalización a concentración cero 

de desnaturalizante puede ser calculada como m1/2 ×  C1/2: 
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Figura 3.13. Representación de valores de m frente a concentración de desnaturalizante para 

tiorredoxina WT (símbolos rellenos), y variante T14K (símbolos huecos). Los círculos están 

referidos a experimentos de DSC realizados con cloruro de guanidinio, los triángulos están 

referidos a experimentos con tiocianato de guanidinio. Las líneas representan los ajustes de la 

ecuación (3.13) a  los datos experimentales. El cuadrado es el valor de m para tiorredoxina WT 

obtenido de la bibliografía (Kelley et al., 1987; Santoro y Bolen, 1992).  
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       ( ) [ ]))(exp()(0, 2/12/1 TCTCCTGLEM ×−×+×==∆ γβα            (3.14) 

 

donde ∆GLEM (T, C = 0) es la extrapolación lineal de ∆G a la temperatura T y 

concentración cero de desnaturalizante, y C1/2(T) es el valor de C1/2 a la temperatura T. 

      

Asumamos ahora que la ecuación (3.13) representa el efecto de la concentración 

de desnaturalizante; entonces el efecto de la temperatura no es significativo y los 

valores de m1/2 y C1/2 en la ecuación (3.13) pueden ser simplemente tomados como m y 

C y la integración de ∆G  sería:  

 

[ ]∫ ×−−×−+−×−=×−=∆
C

TC
TCCTCCdCmCTG

)( 2/12/1
2/1

))(exp()exp())((),( γγ
γ
βα         

(3.15) 

y sustituyendo C = 0 en esta ecuación obtenemos ∆G a concentración cero de 

desnaturalizante: 

 

                          [ ]))(exp(1)()0,( 2/12/1 TCTCCTG ×−−+×==∆ γ
γ
βα                    (3.16) 

 

Las ecuaciones (3.14) y (3.16) ofrecen valores de ∆G de desnaturalización a 

concentración cero de desnaturalizante, y ambas están basadas en suposiciones 

diferentes. La validez de estas suposiciones puede ser comprobada comparando los 

valores de ∆G calculados con estas ecuaciones con los valores obtenidos a partir de 

experimentos de calorimetría en ausencia de desnaturalizante, utilizando procedimientos  

termodinámicos comunes. Estas comparaciones se muestran en la figura 3.14 y como 
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puede verse, se demuestra la validez de la suposición que genera la ecuación (3.16). En 

el apéndice A1 se hace un análisis más riguroso acerca del efecto de la concentración de 

desnaturalizante en los valores de m.  

 

3.11 Estimación de los errores de los parámetros termodinámicos  

mediante el método Monte Carlo. 

 

Todos los intervalos de error presentados en el análisis de datos se calcularon 

usando el método Monte  Carlo.  De forma aleatoria, se generaron varias réplicas de 

cada conjunto de datos usando funciones de distribución adecuadas para los errores 

asociados a los datos originales. Cada una de las réplicas generadas, se procesa de la 

misma forma que los datos originales y el análisis estadístico de los resultados 

obtenidos lleva a los errores asociados a los parámetros energéticos.  Como ejemplo se 

explicará la obtención del error asociado a la determinación de los valores de m1/2 para 

cloruro de guanidinio. Los datos originales de m1/2 se obtienen a partir de los valores de 

Tm y ∆Hm a diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio.  Los valores de Tm 

frente a C y los valores de ∆Hm frente a C pueden ser adecuadamente descritos por 

polinomios de tercer y primer grado, respectivamente. Estos polinomios se toman como 

punto de partida para la generación de réplicas. Con estos polinomios generamos 

valores de Tm  y ∆Hm, para cada valor de C. A estos valores se les añaden errores 

generados aleatoriamente de acuerdo a una distribución Gaussiana, tomando para la Tm 

una desviación estándar de 0.4 ºC y para ∆Hm de 10 kJ/mol, valores obtenidos a partir 

de varios experimentos de calorimetría sin desnaturalizante. 
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Figura. 3.14. Dependencia con la temperatura de ∆G de desnaturalización en ausencia de 

desnaturalizante. Las líneas etiquetadas DSC  son las curvas de estabilidad calculadas a partir 

de datos calorimétricos usando  dos suposiciones diferentes para la dependencia con la 

temperatura del cambio de capacidad calorífica. La línea continua es la curva de estabilidad 

calculada con valores de ∆Cp independientes de la temperatura. La línea discontinua es la 

curva de estabilidad teniendo en cuenta la dependencia con la temperatura de ∆Cp y usando 

como valores de capacidad calorífica para el estado desplegado los valores calculados como 

suma de las contribuciones de los grupos. Los círculos representan los valores de ∆G obtenidos 

de los valores de m1/2 y C1/2 usando dos suposiciones diferentes: los círculos huecos son valores 

calculados asumiendo que m es constante con la temperatura, “extrapolación lineal”. Los 

círculos rellenos son los valores calculados asumiendo que m cambia con la concentración de 

desnaturalizante.  
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De los ajustes a  un polinomio de tercer orden de la dependencia de Tm con C, se 

pueden obtener las derivadas dTm/dC, las cuales junto con los valores de Tm y ∆Hm se 

usan para obtener los valores de m1/2, de acuerdo con la ecuación (3.12). De esta forma 

se obtuvieron 20 valores de m1/2 para cada concentración de desnaturalizante, de los 

cuales se puede obtener las desviaciones estándar, que son los errores dados para los 

valores originales de m1/2.  

 

3.12 Dependencia del cambio de energía de Gibbs de desnaturalización 

para tiorredoxina con la concentración de cloruro de guanidinio. 

 

De los cálculos realizados en la sección 3.10 podemos concluir, con aceptable 

grado de aproximación, que la dependencia de m1/2 con C1/2 mostrada en la figura 3.13, 

refleja la dependencia de los valores de m con la concentración de desnaturalizante. Por 

tanto, podemos emplear la ecuación (3.15) para calcular la dependencia de ∆G con la 

concentración de desnaturalizante a temperatura constante. Los resultados de este 

cálculo se muestran en la figura 3.15 (parte superior), para la temperatura de 

desnaturalización a concentración cero de desnaturalizante (C1/2 = 0). Como era de 

esperar a partir de los datos de m1/2, la dependencia de ∆G con C es lineal en un amplio 

rango de concentración de desnaturalizante, pero hay una clara desviación de la 

linealidad para concentraciones por debajo de 1 M. Un comportamiento similar ha sido 

observado ya previamente para otras proteínas (Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 1996; 

Ibarra-Molero et al., 1999a). 

 

 121



3. Interacciones electrostáticas 

Las desviaciones de la linealidad a bajas concentraciones de cloruro de 

guanidinio pueden ser también observadas a partir de los valores de Tm.   Así,  de la 

ecuación (3.12)  el efecto de la concentración de desnaturalizante en la temperatura de 

desnaturalización viene dado por: 

 

                                                 
m

mm

H
Tm

dC
dT

∆
×

−= 2/1                                          (3.17) 

 

 Como muestra la figura 3.12, el cambio de la entalpía de desnaturalización a lo 

largo de la línea de equilibrio puede ser descrito como una dependencia lineal con la 

temperatura de desnaturalización: 

 

                                             )( Hmm TTH −×=∆ δ                                          (3.18) 

 

con δ = 7.0 kJ·K-1·mol-1 y TH = 300 K. TH se interpreta como la temperatura a la cual 

∆Hm es cero a una concentración de desnaturalizante, CH. Por otro lado, no se interpreta 

δ como un cambio en la capacidad calorífica, ya que, tanto la temperatura como la 

concentración de cloruro de guanidinio cambian a lo largo de la línea de equilibrio, y los 

codisolventes pueden afectar el valor de entalpía de desnaturalización. Sustituyendo la 

ecuación (3.18) en la ecuación (3.17), separando variables e integrando desde (TH, CH) a 

cualquier punto en la línea de equilibrio (Tm, C), tenemos: 

 

                                            ∫∫ −=
−

×
C

Cm

T

T
m

Hm

H

m

H

dCmdT
T

TTδ                               (3.19) 
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donde se ha introducido la aproximación lineal, es decir, se ha asumido que m es 

constante y por eso aparece fuera de la integral en el miembro derecho de la ecuación y 

se ha llamado simplemente m, en lugar de m1/2. El resultado de la integral anterior es: 

 

                                     CmCm
T
TTTT H

H

m
HHm ×−×=⎥

⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
×−−× lnδ                    (3.20) 

 

 Nos referiremos al miembro izquierdo de la ecuación (3.20) como F(Tm). Debido 

a que  conocemos los valores de δ y de TH, podemos calcular F(Tm) para varios valores 

experimentales de Tm y representar la gráfica F(Tm) frente a C. De acuerdo con la 

ecuación (3.20), si la dependencia lineal de ∆G frente a C se mantiene, esta 

representación debe ser lineal con pendiente igual o menor que m. La representación de 

F(Tm) frente a C para tiorredoxina WT se muestra en la figura 3.15 (parte central). Los 

datos corresponden a tres concentraciones altas de cloruro de guanidinio. La pendiente 

de la representación es -14.6 kJ·mol-1·M-1 que está en consonancia con el valor de m 

obtenido a altas concentraciones de  desnaturalizante, como muestra la figura 3.13 y con 

los valores de m obtenidos de la bibliografía. 

 

 La extrapolación lineal en la grafica de la figura 3.15 (parte central)  da un valor 

de F(Tm) de 35.3, consistente con una temperatura de desnaturalización de 84ºC, 

mientras que el valor de Tm es de 88.8ºC en ausencia de desnaturalizante. Esto es, la 

extrapolación lineal subestima el valor de Tm. 
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 De todo lo anterior no hay duda de que hay una desviación de la linealidad de 

∆G  con la concentración de cloruro de guanidinio a concentraciones inferiores a 1 M, y 

que esta desviación es tal que la extrapolación lineal desde altas concentraciones de 

desnaturalizante subestima la estabilidad de tiorredoxina en ausencia de 

desnaturalizante. En 1992, Santoro y Bolen presentaron un trabajo en el que  exponían 

un comportamiento opuesto para tiorredoxina en similares condiciones. Mostraban una 

desviación de la linealidad en la representación  de  ∆G  frente a  C, pero en este caso la 

extrapolación lineal sobrestimaba la estabilidad de la proteína en ausencia de 

desnaturalizante. No está clara la razón de esta discrepancia, pero puede ser debida al 

hecho de que Santoro y Bolen llevaron a cabo una  extrapolación larga usando la 

ecuación de Gibbs-Helmholtz con ∆Cp constante para obtener los valores de ∆G a 25ºC 

y valores bajos de C, y también al hecho de que ellos tomaron una estimación de ∆Cp 

basada en la dependencia con la temperatura de los valores de ∆Hm obtenidos 

cambiando la composición del disolvente. 

 

Es importante destacar, que los cálculos de m1/2 dados en esta tesis no se basan 

en las extrapolaciones de Gibbs-Helmholtz y no requieren el uso de valores de ∆Cp.  

 

La desviación de la linealidad de ∆G frente a C encontrada, no puede ser 

explicada en términos de uniones específicas de los iones del agente desnaturalizante a 

la proteína nativa ya que debería incrementar los valores de ∆G en ausencia de 

desnaturalizante obtenidos como extrapolación lineal  desde altas concentraciones de 

desnaturalizante, lo cual es el efecto opuesto a lo que observamos en la figura 3.15 

(parte superior). 
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Figura 3.15. (Parte superior), representación de ∆G a 88.8 ºC  frente a concentración de sal. 

Para NaCl, los símbolos rellenos representan los datos experimentales y la línea es el ajuste 

lineal. Para cloruro de guanidinio la línea continua representa ∆G frente a C calculado usando 

la ecuación (3.15) y basada en la datos de m1/2 frente a C, figura 3.13 . También se muestra 

para cloruro de guanidinio la dependencia dada por la extrapolación lineal desde  altas 

concentraciones de desnaturalizante (línea discontinua). (Parte central), representación de 

F(Tm) frente a concentración de cloruro de guanidinio para tiorredoxina WT. Los símbolos 
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rellenos representan concentraciones de cloruro de guanidinio de 1M o superiores; la línea 

continua representa el ajuste lineal a los datos. Los tres valores correspondientes a 

concentraciones de desnaturalizante <1M se muestran con círculos huecos. (Parte inferior), 

efecto del NaCl (círculos rellenos) y cloruro de guanidinio (círculos huecos) en el efecto de la 

mutación T14K en la estabilidad de tiorredoxina. El error asociado con el  valor de ∆∆G en 

ausencia de sal (cuadrado relleno)  se obtuvo a partir de tres experimentos de calorimetría con 

las dos proteínas y es representativo para los otros valores de ∆∆G en presencia de sal.  

 

  El decrecimiento de los valores de ∆G podría ser, en principio, explicado 

mediante el modelo de unión desnaturalizante: 

 

                                     ( )CKnRTCGG b+∆−=∆=∆ 1ln)0(                                   (3.21) 

 

donde ∆n es la diferencia en el número de sitios de unión entre los estados nativo y 

desnaturalizado, y Kb es la constante de unión. De todas formas, este modelo  no es 

consistente con los datos experimentales de m para la desnaturalización de tiorredoxina. 

Usando la definición de m y la ecuación (3.21) es fácil llegar a la expresión que da la 

dependencia de m con C predicha por el modelo de unión de desnaturalizante: 

 

                                                           
CK

nRTm
b+

∆
=

1
                                                (3.22) 

 

 Esta ecuación predice que los valores de m se acercan a cero a elevadas 

concentraciones de desnaturalizante, lo cual está en desacuerdo con las evidencias 

experimentales que muestran que el valor de m se acerca a ~ 15 kJ·mol-1·M-1 a altas 
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concentraciones de desnaturalizante. No obstante, se muestra un análisis más riguroso 

acerca de las uniones específicas en el apéndice A2 

 

 Por supuesto, el análisis realizado no considera todos los posibles modelos de 

acción de desnaturalizantes. El hecho de que estos modelos no concuerden con nuestros 

resultados experimentales sugiere que la desviación de la linealidad de ∆G frente a C a 

bajas concentraciones de desnaturalizante, está probablemente asociada al 

apantallamiento de las interacciones carga-carga. Esta suposición está apoyada por dos 

hechos: 1), para varias proteínas se han observado cambios en los valores de m 

determinados por calorimetría a bajas concentraciones de cloruro de guanidinio, pero no 

en la desnaturalización inducida por urea (Ibarra-Molero et al., 2004) y 2), para 

ubiquitina las desviaciones de la linealidad de ∆G frente a C a bajas concentraciones de 

cloruro de guanidinio cambian con el pH de la forma esperada para una contribución 

carga-carga a la estabilidad de proteínas (Ibarra-Molero et al 1999a). 

 

 No obstante, el valor de la desviación de ∆G es ~7 kJ/mol, bastante menor que la 

energía total de las interacciones carga-carga en la estructura nativa de tiorredoxina que 

es de ~22 kJ/mol, obtenida mediante el modelo de Tanford-Kirkwood (figura 3.1). 

Varias razones pueden ser atribuidas a esta discrepancia: 1), el modelo de Tanford-

Kirkwood es realmente un modelo muy simple, y quizás sólo podemos esperar 

predicciones cualitativas o semicualitativas. 2), Las interacciones electrostáticas pueden 

ser considerables en el estado desnaturalizado (Pace et el., 2000; Guzman-Casado et al., 

2003). Por lo tanto, si aceptamos como exacto el valor total de la energía de interacción 

carga-carga calculado mediante este modelo, este valor ofrecería sólo un límite superior 
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de la contribución de las interacciones carga-carga al cambio de energía de Gibbs de 

desnaturalización. 3), El cloruro de guanidinio puede no apantallar todas las 

interacciones carga-carga. Esta posibilidad está apoyada por el análisis del efecto del 

tiocianato de guanidinio que veremos más adelante. 

 

3.13 Dependencia del cambio de energía de Gibbs de desnaturalización 

para tiorredoxina con la concentración de cloruro sódico.  

 

Los experimentos realizados con cloruro sódico en el rango de concentración 

entre 0-2 M muestran un pequeño efecto en la entalpía de desnaturalización y en la 

temperatura de desnaturalización para tiorredoxina WT y la variante T14K, como se 

puede ver en las figuras 3.11 y 3.12. El cálculo de ∆G frente a concentración de cloruro 

sódico para una temperatura igual a la temperatura de desnaturalización en ausencia de 

sal, se realiza según se describe en la sección 3.8. El resultado se representa en la parte 

superior de la figura 3.15 y como puede verse no hay prácticamente efecto del cloruro 

sódico en ∆G  y, en particular, hay un pequeño cambio a concentraciones por debajo de 

1 M que podría ser asociado al apantallamiento de las interacciones carga-carga. Por 

tanto, parece claro que el efecto del cloruro sódico en la estabilidad de tiorredoxina a pH 

7 no ofrece evidencia de un apantallamiento significativo de las interacciones carga-

carga. 
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3.14 Efecto de la mutación T14K en la estabilidad de tiorredoxina. 

 

El efecto del cloruro sódico y el cloruro de guanidinio en el valor de ∆∆G para 

la mutación T14→K (∆∆G = ∆G (T14K) – ∆G (WT)) puede ser calculado de los datos 

experimentales de temperatura y  entalpía de desnaturalización usando el procedimiento 

descrito en la sección 3.8. El resultado de estos cálculos se muestra en la parte inferior 

de la figura 3.15. Parece que ambas sales pueden apantallar gran parte de la 

estabilización producida por la mutación T14K, y que ambas son igual de efectivas, 

reflejando el hecho de que la lisina introducida en la posición 14 está muy expuesta al 

disolvente. 

 

La estabilización producida por la mutación T14K en ausencia de sales es ∆∆G 

= 1 kJ/mol, que es menos de la mitad de la predicha por los cálculos realizados usando 

el modelo de Tanford-Kirkwood, que como se muestra en la figura 3.2 es de ~ 2.5 

kJ/mol. Esta discrepancia es aproximadamente del mismo factor que la mencionada 

anteriormente (apartado 3.12) entre la estimación de la contribución total de las 

interacciones carga-carga a la energía de Gibbs de desnaturalización y la 

correspondiente predicha por los cálculos basados en el modelo de Tanford-Kirkwood, 

y probablemente sea debida a las mismas razones, excepto, claro está,  a la referente al 

apantallamiento del cloruro de guanidinio. 

 

Por último, destacar que un valor de ∆∆G de ~ 1kJ/mol, en ausencia de sal, se 

traduce en un aumento de la temperatura de desnaturalización de sólo 1º. Con un buen 
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grado de aproximación los efectos de la mutación en ∆G y Tm  están relacionados 

mediante la ecuación de Schellman (Schellman, 1987): 

 

                                      WT
m

WT
m

WT
m

m H
GT

S
GT

∆
∆∆

=
∆
∆∆

=∆
·                                         (3.23) 

 

donde el superíndice WT se refiere al valor para tiorredoxina forma silvestre y el 

subíndice m se refiere a los valores de ∆H y ∆S a la temperatura de desnaturalización. 

De acuerdo con la ecuación (3.23) el valor pequeño de ∆Tm está asociado a un alto valor 

de cambio de  entalpía a la temperatura de desnaturalización, que para tiorredoxina es ~ 

430 kJ/mol. Realmente, es sabido que proteínas con un valor pequeño de cambio de 

entalpía de desnaturalización, son más sensibles a los efectos producidos por 

mutaciones y con frecuencia muestran altos valores de Tm (Alexander et al., 1992; 

Ibarra-Molero et al., 2000). Por tanto, la obtención de altos incrementos en el valor de 

Tm en proteínas no demasiado pequeñas mediante la optimización de las interacciones 

carga-carga debe producirse mediante la acumulación de varias mutaciones (Sanchez-

Ruiz y Makhatadze, 2001), es decir, mediante el diseño de la distribución superficial de 

carga (Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 2002). 

 

3.15 Valores de m1/2 para tiorredoxina WT en presencia de tiocianato de 

guanidinio. 

 

Originalmente sólo  cloruro de guanidinio y cloruro sódico fueron empleados 

para la caracterización energética de sus efectos en la desnaturalización de tiorredoxina 
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para determinar la eficiencia relativa en el apantallamiento de las interacciones carga-

carga. No obstante, y debido a que los resultados mostraron una relación entre la 

eficiencia en el apantallamiento y el poder desnaturalizante, se creyó conveniente 

realizar experimentos para la caracterización del efecto del tiocianato de guanidinio en 

la estabilidad de tiorredoxina. 

 

La determinación de los valores de m1/2 para la desnaturalización de tiorredoxina 

WT con tiocianato de guanidinio, se hizo de la misma manera que en el caso de cloruro 

de guanidinio. Estos valores están representados en la figura 3.13. Debido al pequeño 

rango de concentración estudiado, por dificultades técnicas,  no se puede caracterizar 

completamente la dependencia de m frente a C. No obstante, parece claro, que los 

valores de m para tiocianato de guanidinio son mucho mayores que para el caso del 

cloruro de guanidinio y que éstos decrecen notablemente, lo cual sugiere una alta 

eficiencia en el apantallamiento. 

 

3.16 Conclusiones 

 

Las representaciones del cambio de energía de Gibbs de desnaturalización frente 

a concentración de cloruro sódico con frecuencia muestran una dependencia 

exponencial en el rango de concentraciones entre 0 y 1 M, atribuida al apantallamiento 

de las interacciones carga-carga por las sales, y una gradual y casi lineal dependencia a 

altas concentraciones. En el caso de tiorredoxina a pH 7 sólo se observa un moderado 

incremento lineal en ∆G al incrementar la concentración de cloruro sódico, es decir,  no 

se ha encontrado evidencia experimental de un significativo apantallamiento de las 
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interacciones carga-carga. La explicación más simple para esto es que no existe 

realmente apantallamiento en este caso. No obstante existe una explicación alternativa. 

En 2002 Dominy y colaboradores, apuntaron que el cloruro sódico apantalla más 

eficientemente las interacciones de largo alcance que las interacciones de corto alcance 

y  esto está relacionado con la carga total de la proteína, que en el caso de tiorredoxina a 

pH 7 es ~ -5 unidades. El desigual apantallamiento de las interacciones de corto alcance, 

predominantemente estabilizantes, y las interacciones de largo alcance, 

predominantemente desestabilizantes, puede producir un balance de energía libre 

cercano a cero en el rango de bajas concentraciones de cloruro sódico, de manera tal que 

el apantallamiento no sería aparente en la dependencia con el cloruro sódico de la 

estabilidad termodinámica. 

 

Nuestros resultados mantienen una relación entre el apantallamiento y la 

accesibilidad al disolvente de los grupos cargados. Así, una concentración 1M de 

cloruro sódico, así como de cloruro de guanidinio, parece apantallar las interacciones de 

la lisina introducida en la variante T14K. Como ya se ha dicho antes, la lisina en 

posición 14 de esta variante está altamente expuesta al disolvente, con una accesibilidad 

mayor que la de los otros grupos  inmersos en fuertes interacciones estabilizantes en 

tiorredoxina (las accesibilidades de K3, K18, K36, K57, K69, K82, K90, K96 y K100 

en la estructura nativa de tiorredoxina WT son, 0.34, 0.67, 0.59, 0.19, 0.58, 0.39, 0.41, 

0.37 y 0.41, respectivamente). 

 

Finalmente, en la presente tesis se sugiere que la eficiencia de las sales 

estudiadas en el apantallamiento de las interacciones carga-carga sigue el orden 
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tiocianato de guanidinio > cloruro de guanidinio > cloruro sódico, que es también el 

orden del poder desnaturalizante de estas sales. Cabría esperar una alta eficiencia en el 

apantallamiento para las sales desnaturalizantes debido al hecho de que éstas tienden a 

interaccionar preferentemente con la superficie de las proteínas, mientras que las 

estabilizantes tienden a quedar excluidas de la superficie. (Es importante enfatizar que 

no se está proponiendo que el efecto desnaturalizante de determinadas sales es debido a 

su carácter apantallante de las cargas, sino que la eficiencia en el apantallamiento es alta 

para sales desnaturalizantes). De hecho, Courtenay y colaboradores (2001) propusieron 

que la serie de Hofmeister de cationes y aniones tiene su origen en el grado de 

acumulación o exclusión del soluto en la superficie de la proteína (por ejemplo, para 

SCN- es mayor que  para Cl- en la serie de Hofmeister para aniones). Esto sugiere que la 

eficiencia de diferentes sales para apantallar interacciones carga-carga en proteínas 

puede también reflejar la posición de los iones constituyentes en la serie de Hofmeister. 
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4. Alineamiento de secuencias 

 
4.1 Introducción 

 

 Los alineamientos de secuencias son una poderosa fuente de información, 

que podemos emplear en el diseño de proteínas. Una de las preguntas que 

podemos hacernos, es si podemos obtener información acerca de la estabilidad a 

partir de los alineamientos de secuencias. Recientemente se ha sugerido (Godoy-

Ruiz et al., 2004) que existe una correlación entre el efecto en la estabilidad 

producido por mutaciones conservativas, con la frecuencia de aparición de 

residuos en el alineamiento de secuencias y que estos efectos pueden estar 

relacionados con el hecho de que la naturaleza distingue entre residuos, es decir, 

conserva los ambientes de cada residuo, de forma que la mutación produce un 

efecto en la estabilidad. 

 

 Como veremos a continuación, de los alineamientos de secuencias, 

además de la información anterior, que se daría por contactos entre residuos, es 

posible obtener información sobre acoplamiento a larga distancia entre residuos. 

  

  La existencia de acoplamiento cooperativo entre mutaciones distantes, ha sido 

ya observada y se piensa que está implicada en procesos moleculares. Así, este 

acoplamiento se ha empleado en la obtención de fármacos contra el VIH-1 (Ohkata et 

al., 2003). Además, estudios de intercambio hidrógeno/deuterio muestran que el efecto 

de una mutación en el núcleo de ribonucleasa HI de E. coli se comunica a regiones fuera 
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del núcleo (Spudich et al., 2002). Otro ejemplo, es el hecho de que la señalización 

intramolecular en el complejo tRNA sintetasa se extiende a distancias de 40 Å (Uter y 

Perona, 2004). Podemos encontrar otros muchos ejemplos de comunicaciones a larga 

distancia en proteínas nativas en un trabajo de Clarkson y Lee (2004). Además, otros 

trabajos recientes muestran que los procesos cooperativos y las interacciones a larga 

distancia pueden darse incluso en el estado desnaturalizado (Klein-Seetharaman et al., 

2002; Guzman-Casado et al., 2003; Robic et al., 2003) y de hecho, se ha propuesto que 

la estructura residual en el estado desnaturalizado tiene influencia en la estabilidad de 

proteínas (Robic et al., 2003). Por tanto, se podría considerar posible que algunas 

mutaciones correlacionadas en el alineamiento de secuencias reflejen efectos en el 

estado desnaturalizado y ofrezcan información sobre estructura residual en el estado 

desnaturalizado (Godoy-Ruiz et al., 2004). 

 

A pesar de su origen, estado nativo o desnaturalizado, de los mecanismos 

moleculares involucrados y su función (regulación alostérica, por ejemplo), la 

comunicación a larga distancia puede conducir a mutaciones correlacionadas entre 

grupos alejados. De hecho, se ha detectado acoplamiento a larga distancia en el análisis 

de alineamientos de secuencias dirigido a la determinación de caminos de conectividad 

energética en proteínas (Lockless y Ranganathan, 1999; Süel et al., 2003). 

 

 Sin embargo, de nuevo podríamos preguntarnos si existe efecto en la estabilidad 

de las mutaciones correlacionadas a larga distancia que se deducen del alineamiento de 

secuencias y, en caso de tenerlo, si ese efecto sería en el estado nativo o 

desnaturalizado.  
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 La manera de comprobar si el acoplamiento a larga distancia tiene efecto en la 

estabilidad es mediante la realización de  los llamados ciclos de dobles y triples 

mutantes (Horovitz y Fersht, 1990), que conllevan la realización de numerosas formas 

mutantes, simples, dobles y triples. 

 

 Como veremos a continuación, determinaremos para el caso de tiorredoxina, y 

mediante un análisis estadístico de covarianzas, la existencia de mutaciones 

correlacionadas a larga distancia. Su efecto en la estabilidad se caracterizó mediante 

experimentos de calorimetría diferencial de barrido. Asimismo, se realizaron medidas 

de la actividad de las formas mutantes obtenidas. 

 

4.2 Análisis de covarianza del alineamiento de secuencias de tiorredoxina. 

 

 Para realizar el alineamiento de secuencias se usó el programa BLAST 2 (Gish 

W. (1996-2003) http://blast.wust1.edu) para buscar en la base de datos 

Uniprot/TrEMBL (http://www.ebi.ac.uk/trembl) con la secuencia de la proteína, que 

puede ser tiorredoxina, o cualquier otra como veremos más adelante. Las opciones del 

programa se dejaron en los valores que por defecto se ofrecen. Las secuencias 

encontradas son alineadas individualmente con la secuencia dada usando el algoritmo 

Smith-Waterman y con una similaridad con la secuencia de partida superior a 0.25. La 

similaridad se calcula como el número de coincidencias entre las secuencias de la base 

de datos y la secuencia de partida divida por el número de residuos en ésta última. 
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 Para el caso de tiorredoxina,  el alineamiento de secuencias produjo un set de 

490 secuencias (sin contar la secuencia de tiorredoxina) (ver figura 4.1). Partiendo de 

este set de secuencias y con la ayuda de programas informáticos creados para facilitar el 

cálculo, podemos calcula el valor de  covarianza para cada pareja de posiciones (X, Y), 

que viene dado por la expresión: 

 

      ( ) ( )
><><−>=<

><−><−
= ∑ YXYX

uencias S

YYXX
XY N

δδδδδδδδσ ···
sec

         (4.1) 

 

donde   δP (con P igual a X o Y) toma valor 1 para la secuencia dada si el aminoácido en 

la posición P en la secuencia es el mismo que en la secuencia de tiorredoxina (y toma 

obviamente un valor de 0 en el caso contrario), < δP > es el valor medio de δP (Σ δP/NS),  

NS es el número total de secuencias y la suma es sobre todas las secuencias. Los valores 

de covariaza pueden ser positivos o negativos. Se toman valores suficientemente 

grandes de σXY, independientemente de su signo, como indicación de mutaciones 

correlacionadas en las posiciones X e Y.  

 

  Es importante destacar, que los valores de covarianza calculados de acuerdo con 

la ecuación (4.1) son cero si una de las posiciones está perfectamente conservada, es 

decir, no cambia a lo largo del alineamiento. 

 

  El cálculo anterior produce 5778 valores de covarianza correspondientes, claro 

está, a 5778 parejas de residuos posibles en tiorredoxina que posee 108 aminoácidos 

(108·107/2=5778). En la figura 4.2 se muestra la representación de la distancia entre 
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residuos frente a valores de covarianza (|σ|). La figura 4.2 A es para distancias entre 

residuos medidas entre átomos más cercanos; por su parte, la figura 4.2 B, muestra las 

distancias medidas entre carbonos-α. Si nos fijamos, las representaciones de la figura 

4.2 tienen forma triangular, es decir, para un valor de covarianza dado, se observa un 

cierto rango de distancias entre residuos; la distancia promedio y el rango muestra una 

tendencia a decrecer cuando los valores de covarianza crecen por encima de 0.08, 

aproximadamente. Este resultado sugiere que, al menos en este caso, la relación entre la 

estructura y el alineamiento de secuencias está determinada de forma significativa, por 

un acoplamiento a larga distancia. Es importante destacar, que si la relación entre 

estructura-alineamiento estuviera dominada por interacciones de contacto (típicamente 

~5 Å), deberíamos esperar que la representación de la distancia residuo-residuo frente a 

la covarianza (en valor absoluto) tuviera forma de “L”, con la mayoría de las distancias 

entre residuos cortas para un valor de covarianza. 

 

 Otra característica sorprendente que surge al examinar las representaciones de 

distancia entre residuos frente a valor absoluto de covarianza, en particular la 

representación basada en las distancias entre carbonos-α, es que distancias 

correspondientes a altos valores de covarianza parecen estar organizadas en capas 

correspondientes a distancias de 6, 12, 18, 24 y 30 Å. 
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Figura 4.1 Fragmento del alineamiento de secuencias para tiorredoxina de E. coli realizado 

mediante BLAST 2 (Gish W. (1996-2003) http://blast.wust1.edu) y tomando secuencias de 

la base de datos Uniprot/TrEMBL (http://www.ebi.ac.uk/trembl). Para el caso de tiorredoxina 

se obtuvieron 490 secuencias, tomando como límite de similaridad 0.25. 
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Figura 4.2. Representación de distancias entre residuos frente a valor absoluto de covarianza 

para tiorredoxina. Los valores de covarianza están calculados a partir del alineamiento de 

secuencias empleando la ecuación 4.1. Los valores negativos de covarianza se muestran con 

símbolos huecos, los valores positivos con símbolos rellenos. Las distancias entre residuos 

están medidas entre átomos más cercanos, A; y entre carbonos-α, B. Las líneas horizontales en 

el panel B son para valores de distancia de: 6, 12, 18, 24 y 30 Å. En ambas gráficas se indican 

las parejas que implican a los residuos 7, 34 y 74. 
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Estas distancias entre residuos podrían verse como múltiplos de distancias 

típicas entre carbonos-α para residuos en contacto (5-6 Å), lo cual sugiere una 

comunicación a larga distancia a través de una red lineal de residuos conectados en el 

estado nativo, o quizás en el estado desnaturalizado, con alguna estructura residual. 

 

4.3 Análisis de la estabilidad mediante los ciclos de dobles y triples 

mutantes. 

 

El análisis anterior sugiere un acoplamiento a larga distancia entre residuos. 

Como se ha dicho antes, para comprobar esto experimentalmente se pueden realizar los 

ciclos de dobles mutantes. En concreto, para este caso vamos a realizarlos para las 

interacciones 34-74 y 34-7. El valor absoluto de covarianza para estas parejas de 

residuos es alto, 0.125 y 0.110, respectivamente, y como puede verse en la figura 4.3, 

están en posiciones alejadas espacialmente, con lo cual no hay contacto en la estructura 

nativa. 

 

Además de los anteriormente mencionados, se realizó el análisis de la 

interacción 7-74 así como el triple mutante, pudiendo completar así el ciclo de triple 

mutante. Todas las mutaciones se realizaron según los procedimientos descritos en el 

apartado 2.2.1. En todos los casos , las mutaciones realizadas fueron al aminoácido que 

con más frecuencia aparecía en la posición dada en el alineamiento de secuencias, que 

como puede verse en la figura 4.4, para las posiciones en estudio son: P34→H, G74→S, 

L7→V. 
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Es importante destacar que, la vista de la figura 4.2 podemos ver que existen otros 

acoplamientos que poseen valores de covarianza mayores a los acoplamientos señalados  

L7

P34 

G74 

 

 

Figura 4.3. Representación de la estructura de rayos X de tiorredoxina WT (2trx.pdb)  

mostrando los tres residuos usados en el análisis de covarianzas, L7, P34 y G74 
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y que se encuentran en posiciones también alejadas. No obstante, estos acoplamientos 

implican al residuo aspartato 26 que es un residuo catalítico y se tomó la decisión de no 

modificarlo. 

 

 La estabilidad de todos los mutantes realizados para completar el ciclo de triple 

mutante (L7V, P34H, G74S, L7V/P34H, L7V/G74S, P34H/G74S y L7V/P34H/G74S) 

se determinó por calorimetría diferencial de barrido. Los experimentos se realizaron de 

la misma forma que se ha descrito en la sección 3, en HEPES 5 mM pH 7. Se realizaron 

experimentos a diferentes concentraciones de proteína en el rango 0.1-0.5 mg/mL con 

objeto de comprobar si existe efecto de concentración en la temperatura de 

desnaturalización, el cual no fue detectado.  

 

 La desnaturalización térmica de todos los mutantes se mostró altamente 

reversible, por encima del 90% cuando la muestra se calienta hasta justo después de la 

transición, y todos los perfiles se ajustaron perfectamente siguiendo el modelo de dos 

estados mediante la ecuación (3.8). 

 

  Los perfiles de  DSC se muestran en la figura 4.5 Los valores de temperatura de 

desnaturalización y cambio de entalpía obtenidos del ajuste, se recogen en la tabla 4.1. 

A partir de todos los experimentos hechos a diferentes concentraciones para cada 

proteína, se obtienen los parámetros termodinámicos y los valores de error estándar. 

Como puede verse el valor de Tm de WT difiere ligeramente del expuesto en la sección 

3. Estos experimentos fueron realizados en un calorímetro diferente y una variación de 

0.3-0.4 ºC es normal. No obstante, los valores son iguales considerando los errores. 
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Figura 4.4. Distribución por similaridad con la secuencia de partida de las 491 secuencias 

alineadas con tiorredoxina usando el programa BLAST2 y empleando como base de datos 

UniProt/TrEMBL (http://www.ebi.ac.uk/trembl). Las representaciones dan los números de 

secuencias por  debajo de un valor umbral de similaridad (s), frente a 1 menos la similaridad. 

La parte de arriba da el número total de secuencias por debajo de la similaridad umbral, 

mientras que en las otras representaciones el número de secuencias está clasificado de acuerdo 

al aminoácido presente en la posición indicada (7, 34 ó 74). En cada caso, el tipo de 

aminoácido presente en la secuencia de tiorredoxina se muestra con letra en negrita y de mayor 

tamaño. Con estas gráficas se deciden las mutaciones a realizar, que son: L7V, P34H  y G74S.  
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Figura 4.5. Perfiles de DSC para los mutantes simples L7V, P34H y G74S, los mutantes dobles 

y el mutante triple que generan en tampón HEPES 5 mM pH 7 y concentración de proteína 0.5 

mg/mL. Los círculos representan datos experimentales y las líneas son los ajustes de los datos 

experimentales según el modelo de dos estados empleando la ecuación (3.8). 
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Tabla 4.1. Relación de temperaturas de desnaturalización y cambios de entalpía de 

desnaturalización para WT, los mutantes simples L7V, P34H y G74S, así como los mutantes 

dobles y el mutante triple que generan, obtenidos mediante experimentos de DSC. Los valores 

se han obtenido a partir del análisis según el modelo de dos estados empleando la ecuación 

(3.8). Para todos los casos se realizaron varios experimentos en el rango de concentración 0.1-

0.5 mg/mL. Los errores se obtienen a partir de todos los experimentos como desviación 

estándar. 

 

 

 La figura 4.6 muestra una representación de entalpía de desnaturalización frente 

a temperatura de desnaturalización para todos los mutantes en estudio. La pendiente 

obtenida es el cambio de capacidad calorífica, obteniendo un valor de 6.2 ± 2.2 kJ·K-

1·mol-1, consistente con el valor de ∆Cp de 6.1 ± 0.4 kJ·K-1·mol-1 que fue determinado de 

manera precisa a partir de medidas de capacidad calorífica absoluta de los estados 

nativo y desnaturalizado de tiorredoxina WT (Georgescu et al., 2001).  

 

WT 
P34H 
G74S 
L7V 
L7V/P34H 
P34H/G74S 
L7V/G74S 
L7V/P34H/G74S 

89.2±0.1 
83.6±0.2 
91.6±0.1 
89.7±0.1 
85.0±0.1 
87.6±0.1 
92.4±0.1 
87.6±0.1 

430±10 
409±1 
461±2 
461±14 
479±1 
435±3 
430±5 
469±2 

VARIANTE Tm(ºC) ∆Hm(kJ/mol) 
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 Para obtener el efecto de las mutaciones en la estabilidad termodinámica 

(valores de ∆∆G) primero obtenemos el cambio de energía libre a 361 K mediante la 

extrapolación de Gibbs-Helmholtz: 

 

                   ( )
⎭
⎬
⎫

⎩
⎨
⎧

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛−−∆+⎟

⎠
⎞⎜

⎝
⎛ −∆=∆

m
mP

m
m TTCTHKG 361·ln3613613611·361         (4.2) 

 

El hecho de que tomemos 361 K como temperatura de referencia hace más bien 

corta la extrapolación de temperaturas para todas las variantes en estudio. De la misma 

forma que ya vimos para el caso del mutante T14K (sección 3.14), los valores de ∆∆G 

se calculan como: 

 

                                    ( ) ( )KGKGG WTVARIANTE 361361 ∆−∆=∆∆                                 (4.3) 

 

Para los cálculos se empleó un valor de ∆Cp de 6.1 kJ·K-1·mol-1; no obstante se 

realizaron cálculos cambiando el valor de ∆CP en ±2 kJ·K-1·mol-1, encontrando en 

efecto muy pequeño en los valores de ∆∆G, de aproximadamente una décima de kJ/mol. 

De la misma manera se modificaron los valores de ∆Hm, en este caso en ±20 kJ/mol, y 

los efectos fueron similares en ∆∆G. Como test adicional de la precisión de nuestros 

cálculos, se determinaron los valores de ∆∆G a partir de la ecuación de Schellman, 

ecuación (3.9), la cual sólo requiere valores de cambio de entalpía de desnaturalización 

y temperatura de desnaturalización de WT y valores del efecto de la mutación en la 

temperatura de desnaturalización. Los resultados así obtenidos diferían en unos 0.2 

kJ/mol de los valores de ∆G obtenidos a partir de la extrapolación de Gibbs-Helmholtz. 
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Por tanto, el valor de 0.2 kJ/mol es razonable como error asociado a los valores de ∆∆G 

obtenidos. 

 

Las energías de acoplamiento se calcularon a partir de los valores de ∆∆G 

(Horovitz y Fersht, 1990): 

 

                     )0,00,(),0,(),( →∆∆−→∆∆=∆ iGjjiGjiGI                          (4.4) 

 

donde i,j→0,j se refiere a la mutación en i cuando j no ha sido cambiado, i,0→0,0 se 

refiere a la misma mutación cuando el sitio j ha sido previamente mutado, y ∆GI(i,j) es 

el cambio de energía libre de acoplamiento entre los sitios i y j. 

 

 En la figura 4.7 se muestran los efectos de las mutaciones, valores de ∆∆G, 

correspondientes al ciclo del triple mutante que generan las mutaciones en las 

posiciones 7, 34, 74. Las energías de acoplamiento obtenidas de todos los ciclos de 

dobles mutantes se muestran en la figura 4.8, calculados mediante la ecuación (4.4) para 

dos posibles casos: 1) el tercer residuo permanece en el forma WT (figura 4.8 A); 2) el 

tercer residuo ha sido mutado (figura 4.8 B). 

 

 Se obtienen valores de entorno a - 0.8 kJ/mol y 0.5 kJ/mol para ∆GI(7,34), 

∆GI(7,74), respectivamente y -1.7 kJ/mol para ∆GI(34,74) cuando el tercer residuo en 

cada caso no está mutado (figura 4.8 A). Estos valores son significativos en este 

contexto, ya que se ha encontrado efectos de mutaciones en la estabilidad 
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termodinámica del mismo orden de magnitud, que correlacionan con la frecuencia de 

aparición de residuos en el alineamiento de secuencias (Godoy-Ruiz et al., 2004). 
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Figura 4.6. Representación de ∆Hm frente a Tm para todas las formas mutantes sugeridas en el 

alineamiento de secuencias. La línea representa el ajuste lineal de estos datos, dando una 

pendiente de 6.2 ±2.2 kJ·K-1·mol-1, consistente con el valor de ∆Cp de 6.1 ± 0.4 kJ·K-1·mol-1 de la 

bibliografía (Georgescu et al., 2001). 
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Figura 4.7. Cubo con los resultados del análisis del triple mutante a partir de los residuos 7, 34 

y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el número de residuo o ceros en caso de que 

el residuo haya sido mutado. Los números cerca de cada variante, en negrita, son los cambios 

de energías libres a 361 K en kJ/mol. El efecto de las mutaciones en la energía libre (valores de 

∆∆G en kJ/mol) esta dado en las flechas que conectan las variantes. Para los valores de ∆∆G  

asumimos un error de 0.2 kJ/mol. 

 

 

Figura 4.8. Energías de acoplamiento (en kJ/mol) calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles 

mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para dos posibles casos: 1) el tercer residuo 

permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El número en la doble 

flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en la energía de 

acoplamiento de los otros dos. 
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Las energías de acoplamiento entre dos residuos se hacen positivas cuando el 

tercer residuo está mutado (figura 4.8 B) y el efecto de mutar un residuo  en la energía 

de acoplamiento entre los otros dos (diferencia entre valores de ∆GI(i,j)), ∆∆GI(i,j,k) es 

1.94 ± 0.40 kJ/mol, lo cual es un valor significativo.  

 

Por lo tanto, como sugiere el análisis de covarianza, existe un acoplamiento  

entre los residuos 7, 34 y 74, a pesar de que no se encuentran en contacto en la 

estructura nativa. Es concebible que este acoplamiento esté relacionado, al menos en 

parte, con efectos en el estado desnaturalizado, una posibilidad sustentada por el hecho 

de que las mutaciones en posición 34 y 74 eliminan una prolina y una glicina, 

respectivamente. Es importante destacar que el residuo en posición 34 se encuentra en 

un pequeño giro cerca del puente disulfuro entre las cisteinas 32 y 35, por lo que los 

efectos en la entropía conformacional del estado desnaturalizado  asociados a la 

eliminación de la prolina no son esperados en este caso. En cualquier caso, estamos 

llevando a cabo experimentos de cristalización para determinar la estructura por rayos X 

de las variantes implicadas en el ciclo de triple mutante. Así se podrá determinar si 

existen cambios conformacionales en la estructura del estado nativo. 

  

4.4 Caracterización estructural de las formas mutantes mediante CD y 

cristalografía de rayos X. 

 

La integridad estructural de los mutantes L7V, P34H, G74S y de los dobles y el 

triple que generan, se determinó mediante dicroísmo circular de la misma forma y en las 

mismas condiciones en las que se determinó para tiorredoxina WT y la variante T14K 
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(apartado 3.4). Como puede verse en la figura 4.9 sólo se detectan cambios moderados 

en la señal de elipticidad con respecto a la forma WT, que también está incluida en esta 

figura.  
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Figura 4.9. Espectros de CD, cercano (arriba) y lejano (abajo), para tiorredoxina WT y las 

variantes en estudio en tampón HEPES 5 mM pH 7 y concentración de proteína 0.8 mg/mL 

para UV-cercano y 0.2 mg/mL para UV-lejano. El significado de los símbolos es: WT (círculos 

rellenos), L7V (cuadrados rellenos), P34H (triángulos rellenos), G74S (hexágonos rellenos), 

L7V/P34H (círculos huecos), L7V/G74S (cuadrados huecos), P34H/G74S (triángulos huecos), 

L7V/P34H/G74S (hexágonos huecos). La velocidad de barrido fue de 50 nm/min. 
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Para obtener información estructural a nivel atómico vamos a emplear la 

cristalografía de rayos X. Como ya se comentó en el apartado 2.2.8, la obtención de 

cristales de proteína de calidad suficiente para ser difractados es compleja y requiere 

numerosos experimentos. Hasta el momento se han obtenido cristales de los tres 

mutantes simples. La obtención de las estructuras de estos tres mutantes, debería de ser 

suficiente para constatar que estas mutaciones no producen efectos considerables en el 

estado nativo, tal y como sospechamos. No obstante, sólo los cristales del mutante L7V, 

tienen, en el momento de escribir esta tesis, la calidad suficiente para ser difractados. En 

la figura 4.10 podemos ver la estructura del mutante L7V, obtenida por 

reemplazamiento molecular a partir de datos de difracción del cristal mostrado en la 

figura 2.13. La figura 4.11 muestra la estructura del mutante L7V junto con la de 

tiorredoxina WT, obtenida del Protein Data Bank. 

V7 

 

Figura.4.10. Representación de la estructura de rayos X de tiorredoxina mutante L7V. 
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Figura. 4.11 Comparativa de estructuras de rayos X de tiorredoxina WT (azul), 2trx.pdb, y 

mutante L7V (rojo). Los efectos de la mutación parecen no  afectar al estado nativo. 
 

A partir de las estructuras de tiorredoxina WT y la variante L7V se ha 

determinado el valor RMSD (desviación estándar), mediante el programa Xtalfit, 

resultando ser de 0.5 Å para todos los carbonos α y 1.0 Å para todos los átomos, 

demostrando que ambas estructuras son muy similares. Esto sugiere que los efectos de 

esta mutación, y posiblemente de las mutaciones P34H y G74S, no afectan a la 

estructura del estado nativo. 

 

4.5 Ensayos de actividad de los mutantes sugeridos por el alineamiento de 

secuencias. 

 

 Uno de los factores que se pueden ver influenciados al realizar estas mutaciones 

y que es de importancia en el diseño de proteínas, es la actividad. Para todos los 

mutantes implicados en los acoplamientos a larga distancia sugeridos por el 
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alineamiento de secuencias, se han hecho medidas de actividad de la forma descrita en 

el apartado 2.2.3. Se puede determinar mediante el ensayo con DTNB (Slaby y 

Holgrem, 1979) que la actividad de todos los mutantes es similar a la actividad de WT, 

excepto en el caso del mutante P34H y las variantes que lo contienen, las cuales 

muestran unos valores significativamente mayores. Este incremento de actividad de la 

forma mutante P34H, ya había sido observado con anterioridad (Lundström et al., 

1992). Se ha propuesto que la introducción de la histidina juega un papel importante 

desde un punto de vista catalítico aumentando la actividad. La figura 4.12 muestra una 

representación de la actividad frente a los mgs de proteína, de cuya pendiente podemos 

obtener la actividad específica de cada mutante (ver tabla 4.2). 
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Figura 4.12. Actividad de tiorredoxina WT y formas mutantes a diferentes concentraciones de 

proteína. Los símbolos representan los datos experimentales: WT (círculos rellenos),  y formas 

mutantes, L7V (cuadrados rellenos), P34H (triángulos rellenos), G74S (hexágonos rellenos), 

L7V/P34H (círculos huecos), P34H/G74S (cuadrados huecos), L7V/G74S (triángulos huecos) y 

L7V/P34H/G74S (hexágonos huecos). Las líneas representan los ajustes a un polinomio de 

primer grado, en cada caso. 
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Tabla 4.2. Actividades de tiorredoxina WT y formas mutantes por mg de proteína, determinadas 

mediante ensayos con DTNB (Slaby y Holgrem, 1979). 

 

4.6 Empleo de mutaciones no sugeridas por el alineamiento de secuencias 

como control. 

 

 Una duda que puede surgir es si existe acoplamiento entre residuos en el caso de 

que alguna pareja de residuos no presente un alto valor de covarianza, es decir, que 

existan acoplamientos no sugeridos por el alineamiento de secuencias.  Para comprobar 

esto, se ha realizado el análisis del ciclo del triple mutante introduciendo la mutación 

T14K en combinación con los mutantes L7V y G74S.  EL valor de covarianza de las 

parejas 7-14 y 14-74 es 0.0051 y 0.0057, respectivamente, que es considerablemente 

más bajo que en el caso de las parejas 7-34, 34-74 y 7-74. 

 

 El hecho de elegir la mutación T14K, además de por el bajo valor de covarianza 

que presenta la posición 14 con las otras posiciones, es porque tenemos la sospecha de 

WT 
P34H 
G74S 
L7V 
L7V/P34H 
P34H/G74S 
L7V/G74S 
L7V/P34H/G74S 

0.238±0.007 
0.494±0.008 
0.277±0.012 
0.220±0.008 
0.569±0.002 
0.594±0.011 
0.297±0.010 
0.476±0.011 

VARIANTE Actividad/mg 
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que esta mutación de carga puede estar afectando a la electrostática del estado 

desnaturalizado. Esta variante fue ampliamente caracterizada en la sección 3. Si 

consideramos el hecho de que las mutaciones sugeridas por el alineamiento de 

secuencias también pueden estar afectando al estado desnaturalizado, la combinación de 

ambos tipos de mutaciones, por un lado nos puede ayudar al estudio del estado 

desnaturalizado y, por otro lado y desde un punto de visto práctico, también puede ser 

útil en el diseño de proteínas de alta estabilidad.  

 

 Es importante destacar que los residuos en las posiciones 7, 14 y 74 se 

encuentran alejados en la estructura nativa, a distancias superiores a 10 Å, evitando así 

cualquier posible interacción en el estado nativo. La figura 4.13 muestra la estructura de 

tiorredoxina WT indicando los residuos en las posiciones 7, 14 y 74 

 

 De la misma forma que para las mutaciones sugeridas por el alineamiento de 

secuencias, podemos realizar un estudio de estabilidad de los mutantes simples, dobles 

y el triple que generan las mutaciones en los residuos especificados L7V, T14K, G74S, 

L7V/T14K, L7V/G74S, T14K/G74S y L7V/T14K/G74S. Los valores de temperatura de 

desnaturalización y cambio de entalpía se recogen en la tabla 4.3, obtenidos mediante 

experimentos de DSC y analizados  según el modelo de dos estados mediante la 

ecuación (3.8). 

 

  El tratamiento de los datos obtenidos para el cálculo de valores de energía libre 

necesarios para la elaboración del cubo de triple mutante se hace de la misma forma que 

en el caso anterior (apartado 4.3), se calcula el cambio de energía libre según la 
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extrapolación de Gibbs-Helmholtz a 361 K  usando como valor de ∆Cp 6.1 kJ·K-1·mol-1, 

y el efecto de las mutaciones en la estabilidad termodinámica (valores de ∆∆G), como 

la diferencia entre el valor del cambio de energía libre para el mutante y la forma sin 

mutar. 

 

 

T14

L7 
G74 

 

Figura 4.13 Representación de la estructura de rayos X de tiorredoxina WT mostrando los 

residuos en posiciones 7, 14, 74. 
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El nuevo ciclo de triple mutante se representa en la figura 4.14 y los valores de energía 

de acoplamiento en la figura 4.15 Es importante destacar, que todo lo que se dijo 

anteriormente acerca del ciclo y de las energías de acoplamiento es aplicable en este 

caso. 

 

 

 

                

 

 

Tabla 4.3 Relación de temperaturas de desnaturalización y entalpía de desnaturalización 

obtenidos mediante experimentos de DSC, de WT, T14K,  los mutantes simples y dobles y el 

mutante triple generados a partir de los mutantes simples L7V, T14K y G74S. Los datos se han 

obtenido a partir del análisis según el modelo de dos estados empleando la ecuación (3.8). 

 

 

WT 
L7V 
T14K 
G74S 
L7V/T14K 
L7V/G74S 
T14K/G74S 
L7V/T14K/G74S 

89.2±0.1 
89.7±0.1 
90.3±0.1 
91.6±0.1 
90.8±0.1 
92.4±0.1 
94.0±0.1 
93.6±0.1 

430±10 
461±14 
426±8 
461±2 
493±9 
430±5 
490±6 
499±6 

VARIANTE ∆Hm(kJ/mol) Tm(ºC)
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Figura 4.14. Cubo con los resultados del análisis del triple mutante a partir de los residuos 7, 

14 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el número de residuo o ceros en caso de 

que el residuo haya sido mutado. Los números cerca de cada variante, en negrita, son las 

energías libres a 361 K en kJ/mol. El efecto de las mutaciones en los cambios de energía libre 

(valores de ∆∆G en kJ/mol) está dado en las flechas que conectan las variantes. Asumimos un 

error de 0.2 kJ/mol para los valores de ∆∆G. 

 

 

Figura 4.15. Energías  de acoplamiento (en kJ/mol) calculadas a partir de los 6 ciclos de 

dobles mutantes que conforman el ciclo de triple mutante generado a partir de las mutaciones 

simples L7V, T14K y G74S , para dos posibles casos: 1) el tercer residuo permanece igual que 

en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El número en la doble flecha que conecta A y B 

es el efecto de la mutación en un residuo en la energía de acoplamiento de los otros dos. 
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 Como puede verse en la figura 4.15, el efecto de mutar un residuo  en la energía 

de acoplamiento entre los otros dos, ∆∆GI(i,j,k) es 0.73 ± 0.40 kJ/mol. Este resultado 

apoya, en cierta medida, que sería posible detectar acoplamiento a larga distancia a 

partir de los alineamientos de secuencias por comparación con el valor de 1.94 para 

∆∆GI(i,j,k) obtenido anteriormente. No obstante, llama la atención el hecho de que el 

valor de ∆∆GI(i,j,k), empleando T14K como control, no es cero, dentro del error 

experimental, como cabría esperar, lo cual será discutido en el siguiente apartado. 

 

4.7 Conclusiones 

 

 De los datos expuestos en las tablas 4.1 y  4.2, podemos deducir que a partir de 

la información obtenida de los alineamientos de secuencias, hemos obtenido formas 

mutantes más estables que tiorredoxina WT como G74S y L7V/G74S en las cuales la 

actividad respecto a WT no se ve afectada. Además, hemos visto que la  mutación P34H 

produce un aumento notable de la actividad con respecto a WT si bien, es menos estable 

que WT y que es posible recuperar gran parte de esa estabilidad perdida combinando la 

mutación P34H con las mutaciones L7V y G74S sin que  la actividad de se vea 

perjudicada. Por tanto, esto sugiere que sería posible emplear los alineamientos de 

secuencias para el diseño de proteínas de alta estabilidad sin perjudicar la actividad. 

Este es uno de los objetivos más ampliamente perseguidos en el diseño de proteínas con 

aplicaciones biotecnológicas. En nuestro caso, lo novedoso es que partimos del 

alineamiento de secuencias para el diseño de proteínas de alta estabilidad. 
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 Asimismo, la  información obtenida en los alineamientos de secuencias puede 

ayudarnos a estudiar el estado desnaturalizado ya que es posible que estas interacciones 

estén presentes en dicho estado. En la siguiente sección se realizará una caracterización 

cinética de los procesos de replegamiento y desplegamiento de tiorredoxina WT y de las 

formas mutantes con objeto de determinar cambios estructurales producidos por las 

mutaciones tanto en el estado desnaturalizado como en el estado de transición. 

 

 Por otro lado, y en relación a la mutación T14K realizada como control, si 

tomamos el ciclo de doble mutante que conforman las mutaciones T14K y G74S (figura 

4.16), podemos comprobar que la mutación T14K estabiliza más en presencia de la 

mutación G74S, llevando el valor de ∆∆G desde 1.25±0.2 kJ/mol hasta 2.13±0.2 

kJ/mol, siendo la energía de acoplamiento de este ciclo de -0.88±0.28 kJ/mol. El valor 

de ∆∆G de 2.13 está más cercano al valor teórico de la mutación individual T14K, que 

es aproximadamente 2.5 kJ/mol (figura 3.2) 

 

                                         

Figura 4.16. Ciclo de doble mutante para las mutaciones en los residuos 14, 74. Los números a 

lo largo de las líneas son lo valores de ∆∆G  y el valor en el centro es la energía de 

acoplamiento, ambos en kJ/mol. Asumimos un error de ±0.2 kJ/mol para los valores de ∆∆G.  
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 Estos resultados sugieren que es posible que la mutación G74S pueda estar 

modificando las interacciones electrostáticas y que esta modificación se puede estar 

produciendo en el estado desnaturalizado, ya que son residuos que se encuentran 

alejados en la estructura nativa y según los alineamientos de secuencias no existe 

acoplamiento. Es posible que está modificación se esté dando por la alteración de algún 

tipo de estructura residual en el estado desnaturalizado.  

 

 No obstante, los efectos observados son pequeños, apenas 1 kJ/mol, así, la idea  

sería combinar diferentes mutaciones tanto de carga  como sugeridas por el 

alineamiento de secuencias para  intentar conseguir efectos mayores en la estabilidad, lo 

cual ha abierto una nueva vía de investigación  que actualmente es seguida en nuestro 

grupo  por otros miembros.                             

 

 A la vista de los resultados experimentales, podemos concluir que sería posible  

utilizar la información obtenida en el alineamiento de secuencias para el diseño de 

proteínas y que esta información puede ser utilizada desde el punto de vista de la 

estabilidad.  
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tiorredoxina y formas mutantes 
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5.1 Estudio mediante medidas de fluorescencia de las cinéticas de 

replegamiento y desplegamiento inducido por urea. 

 

 En esta sección se realizará un estudio cinético para completar el análisis de las 

formas mutantes sugeridas por los alineamientos de secuencias. A partir de cinéticas de 

replegamiento y replegamiento podremos conocer como afectan las mutaciones 

realizadas, entre otras cosas, la estructura del estado de transición. 

 

5.1.1 Análisis de los perfiles cinéticos de los ensayos de replegamiento y 

desplegamiento. 

 

 En la sección 2.2.7 de materiales y métodos se describió el procedimiento 

experimental para llevar a cabo las cinéticas de plegamiento y desplegamiento seguidas 

por  medidas de fluorescencia y de cómo a partir de estas cinéticas se podían obtener los 

valores de τ mediante el ajuste de los perfiles cinéticos a las ecuaciones (2.43) y (2.45). 

Allí se realizó la descripción para tiorredoxina WT. De la misma forma se pueden 

realizar las cinéticas de desplegamiento y replegamiento para todas las formas mutantes 

sugeridas por los alineamientos de secuencias, obteniendo similares perfiles que se 

deben de analizar con las mismas ecuaciones.  

 

 En las figuras 5.1 a 5.7 podemos ver algunas cinéticas de plegamiento y 

desplegamiento seguidas mediante medidas de fluorescencia para todas estas formas 

mutantes, así como los correspondientes ajustes.  



5. Estudios cinéticos de tiorredoxina y formas mutantes 
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Figura.5.1 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 ºC de replegamiento para G74S después de transferir 

una alícuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles de 

desplegamiento a 25 ºC después de transferir una alícuota de proteína en condiciones nativas 

(tampón acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la 

concentración de proteína fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitación 276 nm y la de 

emisión 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las líneas los ajustes a las 

ecuaciones (2.43) y (2.45). 
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Figura 5.2 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 ºC de replegamiento para L7V después de transferir una 

alícuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles de 

desplegamiento a 25 ºC después de transferir una alícuota de proteína en condiciones nativas 

(tampón acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la 

concentración de proteína fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitación fue 276 nm y la de 

emisión 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las líneas los ajustes a las 

ecuaciones (2.43) y (2.45). 
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Figura 5.3 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 ºC de replegamiento para P34H después de transferir 

una alícuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles de 

desplegamiento a 25 ºC después de transferir una alícuota de proteína en condiciones nativas 

(tampón acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la 

concentración de proteína fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitación fue 276 nm y la de 

emisión 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las líneas los ajustes a las 

ecuaciones (2.43) y (2.45). 
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Figura 5.4 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 ºC de replegamiento para P34H/G74S después de 

transferir una alícuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles 

de desplegamiento a 25 ºC después de transferir una alícuota de proteína en condiciones nativas 

(tampón acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la 

concentración de proteína fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitación fue 276 nm y la de 

emisión 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las líneas los ajustes a las 

ecuaciones (2.43) y (2.45). 
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Figura 5.5 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 ºC de replegamiento para L7V/G74S después de 

transferir una alícuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles 

de desplegamiento a 25 ºC después de transferir una alícuota de proteína en condiciones nativas 

(tampón acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la 

concentración de proteína fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitación fue 276 nm y la de 

emisión 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las líneas los ajustes a las 

ecuaciones (2.43) y (2.45). 
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Figura 5.6 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 ºC de replegamiento para L7V/P34H después de 

transferir una alícuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles 

de desplegamiento a 25 ºC después de transferir una alícuota de proteína en condiciones nativas 

(tampón acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la 

concentración de proteína fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitación fue 276 nm y la de 

emisión 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las líneas los ajustes a las 

ecuaciones (2.43) y (2.45). 

 175



5. Estudios cinéticos de tiorredoxina y formas mutantes 

       
Tiempo (s)

0 1000 2000 3000 4000 5000

I (
U

ni
da

de
s 

ar
bi

tra
ria

s)

50

100

150

200

250

300

6.75 M

4.72 M
5.40 M

6.32 M

L7V/P34H/G74S

 

       
Tiempo (s)

0 1000 2000 3000 4000 5000

I (
U

ni
da

de
s 

ar
bi

tra
ria

s)
 

100

200

300

400

500

600

700

800

6.83 M

6.33 M

7.33 M

7.70 M

5.87 M

L7V/P34H/G74S

 
Figura 5.7 (Arriba). Perfiles cinéticos a 25 ºC de replegamiento para L7V/P34H/G74S después de 

transferir una alícuota incubada en 9 M urea a las disoluciones de urea indicadas. (Abajo).Perfiles 

de desplegamiento a 25 ºC después de transferir una alícuota de proteína en condiciones nativas 

(tampón acuoso HEPES 5mM pH 7) a las disoluciones de urea indicadas. En ambos casos la 

concentración de proteína fue de 0.05 mg/mL, la longitud de onda de excitación fue 276 nm y la de 

emisión 350 nm. Los puntos representan los datos experimentales y las líneas los ajustes a las 

ecuaciones (2.43) y (2.45). 
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5.1.2 Análisis según el modelo cinético de dos estados. 

 

 La representación del logaritmo neperiano de las constantes de velocidad 

aparentes obtenidas a partir de los perfiles cinéticos en función de la concentración de 

desnaturalizante, posee forma de “V” y recibe el nombre de Chevron (figura 5.8), cuyo 

mínimo coincide de manera aproximada con C1/2, donde kD=kF. La rama 

correspondiente a alta concentración de desnaturalizante corresponde al proceso de 

desplegamiento de la proteína inducido por saltos a concentraciones de urea superiores a 

C1/2, y se cumple que kD>>kF, mientras que la rama para bajas concentraciones de 

desnaturalizante corresponde al proceso de replegamiento que tiene lugar al transferir la 

proteína  desplegada a concentraciones menores que C1/2. En esta rama, al contrario que 

anteriormente, se cumple   kD<<kF.   

 

Numerosas son las referencias que obtenemos de estudios de este tipo en la 

bibliografía, tales como Beasty et al., 1986; Kelley et al., 1986 a y b; Matthews y Hurle, 

1987; Perry et al., 1989; Chen et al., 1989 a y b; Chen et al., 1992; Ibarra-Molero y 

Sanchez-Ruiz, 1997. 

 

La gráfica en chevron se interpreta de acuerdo al modelo cinético de dos estados, 

para el cual el proceso de plegamiento y desplegamiento se produce solo entre estado 

nativo y desplegado sin que ningún intermedio cinético llegue a poblarse 

significativamente. Esto es así ya que, en nuestras condiciones de trabajo el 

desplegamiento y replegamiento de tiorredoxina se describen bien mediante una única 

exponencial. Para el caso de tiorredoxina se observa una ligera curvatura en la rama de 
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replegamiento a concentraciones de urea por debajo de 4 M lo cual podría deberse a la 

presencia de intermedios cinéticos. En nuestro caso el límite inferior es 4.5 M (el dato 

representado a 4.2 M en el chevron, es ilustrativo y no se considera en el análisis). 

       [Urea] (M)
3 4 5 6 7 8 9 10 11

ln
 (k

/s
-1

)

-8.0

-7.5

-7.0

-6.5

-6.0

-5.5

-5.0

-4.5

 

Figura 5.8. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y replegamiento con la 

concentración de urea para tiorredoxina WT, representación denominada Chevron. Los 

círculos representan los experimentos en la dirección del desplegamiento, los cuadrados en la 

dirección del replegamiento. La línea continua representa el ajuste mediante las ecuaciones 

(5.2), (5.4) y (5.5). 

 

Según el modelo de dos estados: 

N           D 
kF

kD  

                                            
F

D

k
k

N
DK ==

][
][                                (5.1) 
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kF y kD son las constantes de velocidad de los procesos de plegamiento y 

desplegamiento, respectivamente. La constante de velocidad aparente viene dada por la 

suma de las dos: 

 

                                          )ln(ln DF kkk +=                              (5.2) 

 

Los datos cinéticos se analizan de acuerdo con la teoría del estado de transición 

mediante la ecuación de Eyring: 

 

                                         
RT
Gctek

‡

ln ∆
−=                          (5.3) 

 

donde ∆G‡ es el cambio de energía de Gibbs de activación.  

 

 Si observamos las dos ramas del chevron vemos que existe una linealidad de lnk 

con C, lo cual implica una dependencia lineal del cambio de energía de Gibbs de 

activación con la concentración. Las expresiones que relacionan kF y kD con la 

concentración de urea se deducen de la teoría del estado de transición (Chen et al., 

1992): 

 

                                          ( 2/1
‡

2/1 ·lnln CC
RT

m
kk D

F −+= − )                               (5.4) 

 

                                          ( 2/1
‡

2/1 ·lnln CC
RT

m
kk N

D −+= − )                               (5.5) 
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donde k1/2 es el valor de kF y kD cuando C=C1/2. mD-‡ y mN-‡ describen el efecto de la 

concentración de urea en las energías de Gibbs de activación para el plegamiento y 

desplegamiento, respectivamente, de forma que:  

 

                                       ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
∂

∂
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m D
D

‡
*                                (5.6) 

 

                                       ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
∂
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−= −

− C
G

m N
N

‡
*                                (5.7) 

 

Se ha supuesto una dependencia lineal del cambio en las energías de Gibbs de 

activación con la concentración de urea, esto es, mD-‡ y mN-‡ se han tomado como 

constantes. 

 

 El ajuste de los datos del chevron, empleando las ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5) ha 

sido realizado usando los programas MLAB y Matlab. 

 

 El valor  de m1/2 correspondiente al equilibrio se puede calcular  a partir de los 

valores cinéticos mD-‡ y mN-‡ dado que: 

 

                                                      (5.8) ‡‡
DN GGG ∆+∆=∆

 

entonces: 

                           ‡‡2/1 −− −= DN mmm                            (5.9) 
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 Esta ecuación constituye un test de dos estados en cinética. 

 

 El estudio de los valores de m1/2,  mD-‡ y mN-‡   es de gran interés, ya que éstos 

están relacionados con los cambios de área expuesta de los estados implicados 

producidos por las mutaciones. Para el caso de m1/2, ésta se relaciona con el cambio de 

área expuesta en el paso de estado nativo a desplegado, mD-‡ se relacionan con el 

cambio de área expuesta producido en el paso desde el estado desplegado al estado de 

transición, es decir en el proceso de plegamiento, y mN-‡  se relaciona con el cambio de 

área expuesta en el proceso de desplegamiento desde el estado nativo al estado de 

transición. Por esto, este análisis nos será útil en el estudio estructural del estado de 

transición y del estado desnaturalizado. 

 

 Al igual que hemos hecho para la forma WT, podemos obtener  representaciones  

chevrons para todas las formas mutantes. Estas representaciones se muestran en las  

figuras 5.9 a 5.15 junto con el chevron correspondiente a la forma WT pudiéndose 

observar así los cambios. 

 

 Los resultados para los valores de m1/2,  mD-‡ y mN-‡   se muestran en la tabla 1. 
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Figura 5.9. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con 

la concentración de urea. Los símbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al 

mutante G74S. Las líneas corresponden a los ajustes según el modelo cinético de dos estado, 

(ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)). 
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Figura. 5.10. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con 

la concentración de urea. Los símbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al 

mutante L7V. Las líneas corresponden a los ajustes según el modelo cinético de dos estados 

(ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)). 
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Figura. 5.11. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con 

la concentración de urea. Los símbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al 

mutante P34H. Las líneas corresponden a los ajustes según el modelo cinético de dos estados 

(ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)). 
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Figura. 5.12. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con 

la concentración de urea. Los símbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al 

mutante P34H/G74S. Las líneas corresponden a los ajustes según el modelo cinético de dos 

estados (ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)). 
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Figura. 5.13. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con 

la concentración de urea. Los símbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al 

mutante L7V/G74S. Las líneas corresponden a los ajustes según el modelo cinético de dos 

estados (ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)). 
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Figura. 5.14. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con 

la concentración de urea. Los símbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al 

mutante L7V/P34H. Las líneas corresponden a los ajustes según el modelo cinético de dos 

estados (ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)). 
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Figura 5.15. Dependencia de las constantes de velocidad de plegamiento y desplegamiento con 

la concentración de urea. Los símbolos rellenos corresponden a la forma WT y los huecos al 

mutante L7V/P34H/G74S. Las líneas corresponden a los ajustes según el modelo cinético de 

dos estados (ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5)). 
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WT 7.10±0.09 -2.33 ±0.13           3.09 ±0.19          5.42 ±0.08
L7V 7.19±0.17 -2.29 ±0.26           2.90 ±0.25          5.19 ±0.11
P34H 6.30±0.12 -1.37 ±0.27           3.41 ±0.13          4.78 ±0.09
G74S 7.49±0.06 -3.02 ±0.11           2.84 ±0.13          5.86 ±0.09
P34H/G74S 6.79±0.13 -2.20 ±0.30           3.31 ±0.20          5.51 ±0.22
L7V/G74S 7.72±0.16 -3.24 ±0.29           2.63 ±0.40          5.87 ±0.16  
L7V/P34H 6.40±0.16 -2.09 ±0.44           3.43 ±0.22          5.52 ±0.15
L7V/P34H/G74S 7.00±0.06 -2.46 ±0.12           3.11 ±0.10          5.57 ±0.09

Variante C1/2 mD-‡ mN-‡ m1/2
(M)              (kJ·mol-1·M-1)      (kJ·mol-1·M-1)      (kJ·mol-1·M-1)

WT 7.10±0.09 -2.33 ±0.13           3.09 ±0.19          5.42 ±0.08
L7V 7.19±0.17 -2.29 ±0.26           2.90 ±0.25          5.19 ±0.11
P34H 6.30±0.12 -1.37 ±0.27           3.41 ±0.13          4.78 ±0.09
G74S 7.49±0.06 -3.02 ±0.11           2.84 ±0.13          5.86 ±0.09
P34H/G74S 6.79±0.13 -2.20 ±0.30           3.31 ±0.20          5.51 ±0.22
L7V/G74S 7.72±0.16 -3.24 ±0.29           2.63 ±0.40          5.87 ±0.16  
L7V/P34H 6.40±0.16 -2.09 ±0.44           3.43 ±0.22          5.52 ±0.15
L7V/P34H/G74S 7.00±0.06 -2.46 ±0.12           3.11 ±0.10          5.57 ±0.09

Variante C1/2 mD-‡ mN-‡ m1/2
(M)              (kJ·mol-1·M-1)      (kJ·mol-1·M-1)      (kJ·mol-1·M-1)

 

 

Tabla. 5.1. Valores de C1/2, mD-‡, mN-‡ y m1/2 obtenidos a partir del ajuste de los chevrons según 

el modelo cinético de dos estados. Los errores proceden del ajuste. 

 

 A la vista de los valores de m1/2 podemos ver que, de todos los mutantes, la 

forma P34H es la que presenta un valor significativamente menor que el resto.  En 

concreto esta disminución se atribuye al bajo valor de mD-‡ que se relaciona con la 

pendiente de la rama de replegamiento (rama izquierda del chevron).  

 

5.2 Desplegamiento de P34H, WT y G74S inducido por urea seguido 

mediante ensayos de doble salto. 

 

5.2.1 Conceptos y procedimiento experimental. 

 

 Se podría pensar que el menor valor de m1/2 de P34H podría deberse a la 

presencia de intermedios cinéticos, por lo que el ajuste según el modelo de dos estados 

no sería apropiado. Para salir de esta duda podemos realizar ensayos de desplegamiento 

de doble salto y comparar los resultados obtenidos con los del análisis del chevron. En 
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estos ensayos partimos de proteína incubada a diferentes concentraciones de urea,  y la 

llevamos hasta condiciones fuertemente desnaturalizantes, que en nuestro caso 

estuvieron en el rango de 9.44 - 9.57 M, según el experimento. Por esto, este ensayo es 

específico de estado nativo, ya que cualquier estado parcialmente desplegado 

desnaturaliza más rápido (Schmid, 1992) y el proceso observado es realmente el 

desplegamiento desde estado nativo hasta estado desnaturalizado. 

 

 Para realizar estos experimentos transferimos una alícuota de la muestra a la 

célula de medida del fluorímetro termostatizada a 25 ºC, y seguimos la cinética de 

desplegamiento mediante el cambio en la señal de intensidad de fluorescencia con el 

tiempo. La concentración de proteína final en la cubeta fue de aproximadamente 0.02 

mg/mL. Es importante que las condiciones finales sean exactamente iguales en todos los 

experimentos, es decir, igual concentración de proteína y urea, pero sobre todo en este 

último aspecto ya que al tener diferentes concentraciones de urea en las muestras 

iniciales, estamos alterando de forma diferente la concentración final de 

desnaturalizante en la célula de medida al añadir la alícuota de proteína en cada caso. 

Para que las condiciones finales en la cubeta sean similares, evitando así una variación 

de las constantes de velocidad de las cinéticas como consecuencia, debemos añadir un 

volumen igual en todos los casos que contenga la cantidad de urea necesaria para 

compensar la añadida en la muestra más concentrada.  

 

 Es necesario realizar un experimento control partiendo de proteína en tampón 

acuoso hasta exactamente las misma condiciones, obtendremos una cinética con una 

amplitud ∆I0 que corresponde al 100% de estado nativo (xN=1). La comparación de este 

control con el resto de las muestras nos da una doble información: 
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 1). Si el valor de τ de todas las cinéticas permanece constante dentro de la 

incertidumbre experimental, entonces las moléculas  en estado nativo que existen en el 

rango de concentración de urea en el cual se produce la transición, son indistinguibles 

de aquellas que existen en condiciones nativas. 

 2). La amplitud de la cinética de desplegamiento con respecto al control es una 

medida directa de la fracción de moléculas en estado nativo: 

 

                                                     0I
IxN ∆

∆
=                                                        (5.10) 

 

 Por tanto, podemos disponer tanto de los perfiles de ∆I frente a C como de los 

perfiles de xN frente a C. Estos últimos perfiles pueden compararse con los obtenidos 

por el cambio de cualquier propiedad espectroscópica con el disolvente. Si las curvas 

coinciden, entonces la presencia de intermedios de características diferentes al estado 

desnaturalizado es poco probable. Por el contrario, si la concentración de moléculas en 

estado nativo disminuye a más velocidad que la propiedad física medida, entonces 

podríamos tener un intermedio significativamente poblado diferente del estado 

desnaturalizado en esa propiedad y que desnaturaliza más rápido en el ensayo de 

desplegamiento. 

 Es importante destacar que mediante estos ensayos no es necesario presuponer 

ningún tipo de mecanismo de desplegamiento ya que lo que medimos es directamente la 

fracción de moléculas en estado nativo. Además, no se necesita hacer extrapolación de 

las líneas base ya que éstas son 1 y 0 antes de la transición y después de la transición, 

respectivamente. 
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5.2.2 Análisis de los perfiles de ∆I frente a C según el modelo de dos 

estados. 

 

 Para obtener los perfiles de ∆I frente a C primero es necesario analizar los 

perfiles de intensidad de fluorescencia frente a tiempo obtenidos a partir de los ensayos 

de doble salto, los cuales se pueden analizar mediante la ecuación (2.43). De estos 

experimentos podemos obtener el tiempo de relajación τ, la intensidad a tiempo infinito 

I∞  y la amplitud de la cinética de desplegamiento ∆I.  Como hemos visto antes, la 

fracción molar de moléculas en estado nativo es  xN =∆I/∆I0 y también sabemos que la 

fracción molar se relaciona con la constante de equilibrio según: 

  

                                                          
K

xN +
=

1
1                                                        (5.11) 

y K viene dada por: 

                                                         
⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ ∆−

= RT
G

eK                                                       (5.12) 

 

donde  

                                                    )·( 2/12/1 CCmG −−=∆                                            (5.13) 

 

Sustituyendo las ecuaciones (5.12) y (5.13) en la ecuación (5.11) y considerando la 

ecuación (5.10), podemos obtener la relación de  ∆I con C,  que es: 

                                         RTCCme
II /)·(

0

2/12/11 −+
∆

=∆                                             (5.14) 
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donde ∆I0, m1/2 y C1/2 son parámetros ajustables. 

 

 Por tanto, si disponemos de los perfiles de ∆I frente a concentración de urea 

podemos obtener los valores de m1/2 y C1/2.  En esos ajustes  las líneas base de los 

estados nativo y desplegado están perfectamente definidas, con lo que se evita la 

incertidumbre asociada a la determinación de éstas. En las figuras 5.16 a 5.18 se 

muestran los perfiles de intensidad de fluorescencia frente a tiempo y ∆I frente a 

concentración de urea para WT,  G74S y P34H, respectivamente.  

 

 Aunque nuestro primer objetivo era comprobar la validez del modelo de dos 

estados para P34H, se creyó conveniente realizar los experimentos de doble salto para 

WT (a modo de control) y G74S (ya que posee una mayor estabilidad y un valor de m1/2 

algo mayor que el de WT).   

 

 EL valor de τ para WT, P34H y G74S permanece constante dentro del error 

experimental. No obstante, se realizó un ajuste global de todas las cinéticas para cada 

variante fijando el valor de τ para todos los perfiles. Para el cálculo del τ óptimo, se 

realizaron los ajustes, mediante la ecuación (2.43), fijando diferentes valores de τ. La 

representación de la suma de los cuadrados de los errores de todos los ajustes frente a 

los diferentes valores de τ, nos permite obtener el τ óptimo que se corresponde con el  

mínimo de dicha representación, tal y como podemos ver en las figuras 5.19 y 5.20. No 

obstante los ajustes son buenos también con diferentes valores de τ. 
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Figura 5.16. (Arriba) Perfiles de intensidad de fluorescencia frente al tiempo tomados después 

de transferir una alícuota de WT a condiciones fuertemente desnaturalizantes (9.44 M Urea, pH 

7, T= 25 ºC, concentración final de proteína 0.02 mg/mL). Las concentraciones de urea en las 

disoluciones de partida fueron: 7.59 M (círculos); 7.33 M (cuadrados); 6.59 M (triángulos); 

5.61 M (diamantes). Las líneas representan los ajustes mediante la ecuación (2.43). (Abajo) 

Amplitudes de desplegamiento frente a concentración de urea. La línea representa el ajuste 

según la ecuación (5.14). 
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Figura 5.17 .(Arriba) Perfiles de intensidad de fluorescencia frente al tiempo tomados después 

de transferir una alícuota del mutante G74S  a condiciones fuertemente desnaturalizantes (9.44 

M Urea, pH 7, T= 25 ºC, concentración final de proteína 0.020 mg/mL). Las concentraciones 

de urea en las disoluciones de partida fueron: 8.12 M (círculos); 7.98 M (cuadrados); 7.65 M 

(triángulos); 6.40 M (diamantes). Las líneas representan los ajustes mediante la ecuación 

(2.43). (Abajo) Amplitudes de desplegamiento frente a concentración de urea. La línea 

representa el ajuste según la ecuación (5.14). 
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Figura 5.18 .(Arriba) Perfiles de intensidad de fluorescencia frente al tiempo tomados después 

de transferir una alícuota del mutante P34H  a condiciones fuertemente desnaturalizantes (9.44 

M Urea, pH 7, T= 25 ºC, concentración final de proteína 0.020 mg/mL). Las concentraciones 

de urea en las disoluciones de partida fueron: 7.08 M (círculos); 6.34 M (cuadrados); 5.65 M 

(triángulos); 4.88 M (diamantes). Las líneas representan los ajustes mediante la ecuación 

(2.43). (Abajo) Amplitudes de desplegamiento frente a concentración de urea. La línea 

representa el ajuste según la ecuación (5.14). 
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Figura. 5.19.  Suma de los cuadrados de los errores de los ajustes  de los perfiles de intensidad 

de fluorescencia frente a tiempo obtenidos mediante ensayos de doble salto (ecuación (2.43)), 

frente a diferentes valores de τ. El mínimo de la curva representa el τ óptimo que se seleccionó 

para realizar el ajuste global de las cinéticas. Arriba se representa para WT y abajo para el 

mutante G74S. Las líneas representan el ajuste a un polinomio de grado 4. 
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Figura 5.20. Suma de los cuadrados de los errores de los ajustes  de los perfiles de intensidad 

de fluorescencia frente a tiempo obtenidos mediante ensayos de doble salto (ecuación (2.43)), 

frente a diferentes valores de τ. El mínimo de la curva representa el τ óptimo que se seleccionó 

para realizar el ajuste global de las cinéticas, para el mutante P34H. La línea representa el 

ajuste a un polinomio de grado 4. 

 

 EL análisis para la determinación del τ óptimo arroja unos valores de 177.4 s 

para WT; 565.5 s para G74S y 22.7 s para P34H. Estos valores se emplearon para 

realizar el ajuste global de las cinéticas. 

 

 Los valores de m1/2 obtenidos mediante los experimentos de doble salto, se 

muestran en la tabla 5.2 y como se puede observar concuerdan, dentro del error  

experimental, con los valores de m1/2 obtenidos en los chevrons (tabla 5.1). Esto 
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apoyaría la validez del modelo de dos estados. Hay que destacar que los errores de los 

valores de m1/2  obtenidos mediante los experimentos de doble salto son algo mayores 

que los obtenidos a partir de los chevrons. 

            

WT 6.88±0.06 5.68±0.36
G74S 7.41±0.06 6.03±0.50
P34H 5.91±0.04 5.06±0.40

Variante C1/2 m1/2
(M)          (kJ.mol-1·M-1)

WT 6.88±0.06 5.68±0.36
G74S 7.41±0.06 6.03±0.50
P34H 5.91±0.04 5.06±0.40

Variante C1/2 m1/2
(M)          (kJ.mol-1·M-1)

 

 

Tabla 5.2. Valores de C1/2 y m1/2 obtenidos a partir de los experimentos de doble salto. Los 

ajustes se realizaron según el modelo de dos estados mediante la ecuación (5.14). 

 

5.2.3 Análisis global de los perfiles de ∆I frente a C y de los chevrons. 

 

 Como quiera que disponemos de valores de C1/2 y m1/2 obtenidos de dos 

procedimientos distintos, podemos realizar un ajuste global de ambos empleando las 

ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5) y (5.14) que tienen como parámetros ajustables comunes 

C1/2 y m1/2. Mediante el ajuste global se consigue el mejor ajuste para ambos conjuntos y 

se puede comprobar si nuestro análisis es robusto. No obstante, y debido a que los 

puntos de los dos conjuntos de datos no están afectados del mismo error, el ajuste global 

se conviene que se haga con peso. Este ajuste se realizó con el programa MLAB y 

aparte de tener las dos matrices de datos, debemos  introducir dos vectores, uno para 

cada conjunto, que sean la inversa de la varianza. Con estos vectores podremos pesar los 

ajustes. Los ajustes globales fueron buenos como puede observarse en las figuras 5.21, 

5.22 y 5.23. 
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Figura 5.21. Ajuste global para los conjuntos de datos, amplitud frente a concentración de urea 

(arriba) y constantes de velocidad aparentes frente a concentración de urea para WT (abajo) 

empleando las ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5) y (5.14). Los ajustes se realizaron con peso 

empleando el vector de varianza. Las líneas representan el ajuste y los puntos los datos 

experimentales. 
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Figura 5.22. Ajuste global para los conjuntos de datos, amplitud frente a concentración de urea 

(arriba) y constantes de velocidad frente a concentración de urea para G74S (abajo) 

empleando las ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5) y (5.14). Los ajustes se realizaron con peso 

empleando el vector de varianza. Las líneas representan el ajuste y los puntos los datos 

experimentales. 
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Figura 5.23. Ajuste global para los conjuntos de datos amplitud frente a concentración de urea 

(arriba) y constantes de velocidad frente a concentración de urea para P34H (abajo) 

empleando las ecuaciones (5.2), (5.4), (5.5) y (5.14). Los ajustes se realizaron con peso 

empleando el vector de varianza. Las líneas representan el ajuste y los puntos los datos 

experimentales. 
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 A partir de los ajustes globales podemos obtener de nuevo los valores de C1/2 y 

m1/2 los cuales se muestran junto con su error en la tabla 5.3 

 

       

WT 6.90±0.03 5.63±0.20
G74S 7.40±0.03 5.96±0.17
P34H 5.91±0.03 5.06±0.23

Variante C1/2 m1/2
(M)          (kJ.mol-1·M-1)

WT 6.90±0.03 5.63±0.20
G74S 7.40±0.03 5.96±0.17
P34H 5.91±0.03 5.06±0.23

Variante C1/2 m1/2
(M)          (kJ.mol-1·M-1)

 

 

Tabla 5.3. Valores de C1/2 y m1/2 obtenidos a partir de los ajustes globales de los experimentos 

de doble salto y de los chevron. 

 

5.3 Análisis de los valores de m1/2, mD-‡ y mN-‡. 

 

  Los resultados anteriores, muestran que los valores de m1/2, mD-‡ y mN-‡, para los 

mutantes P34H, G74S y WT, obtenidos mediante cinéticas de desplegamiento y 

replegamiento, concuerdan, dentro del error experimental, con los valores obtenidos 

mediante ensayos de doble salto. Esto avala, en estos casos (y en el resto de mutantes 

también) el análisis según el modelo cinético de dos estados. 

 

 A partir de los datos de la tabla 5.1, podemos realizar una representación de m1/2, 

mD-‡ y mN-‡  frente a C1/2 para todos los mutantes sugeridos por el alineamiento de 

secuencias, la cual se muestra en la figura 5.24.  
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Figura 5.24. Valores de m1/2 (A), mN-‡ (B) y mD-‡ (C) para tiorredoxina WT y las formas 

mutantes del ciclo de triple mutante frente a C1/2. Los puntos corresponden a los valores 

obtenidos de los ajustes de los chevrons según las ecuaciones (5.2), (5.4) y (5.5) (tabla 5.1). Las 

líneas corresponden a los ajustes lineales de los datos experimentales y los errores se obtienen 

de los ajustes de los chevrons. Las unidades de las pendiente indicadas son kJ·mol-1·M-2. 
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 De la misma manera que hicimos en la sección 4 con los valores de ∆G para las 

mutaciones, podemos realizar un cubo con los valores de m1/2  (tabla 5.1) y obtener los 

valores de ∆m1/2. De esta forma podemos determinar cómo cambian los valores de m1/2 

con las mutaciones (ver figura 5.25). Así, podemos hablar de valores de ∆ m1/2  y 

valores de acoplamiento ∆ m1/2,I (i,j) (figura 5.26), definidos como: 

 

                    )0,00,(),0,(),( 2/12/1,2/1 →∆−→∆=∆ imjjimjim I                         (5.15) 

 

7,34,74

7,0,74

7,0,0 0,0,0

7,34,0 0,34,0

0,0,74

0,34,745.42±0.08 5.19±0.11
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5.57±0.095.51±0.22

4.78±0.09 5.52±0.15
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-0.23±0.14

0.68±0.19
0.44±0.12

0.01±0.32

0.74±0.17

-0.35±0.23

0.33±0.18

0.05±0.17

 

Figura 5.25 Cubo con valores de  m1/2 (tabla 5.1), situados en los vértices y en negrita. Los 

valores de ∆m1/2 están situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones en 

posiciones 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el número de residuo o 

ceros en caso de que el residuo haya sido mutado Los valores están expresados en kJ·mol-1·M-1. 
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Figura 5.26. Valores de acoplamiento ∆m1/2,I (i,j)  calculados a partir de los 6 ciclos de dobles 

mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para dos posibles casos: 1) el tercer residuo 

permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El número en la doble 

flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en ∆m1/2  de acoplamiento de 

los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1·M-1. 

 

 

 Como ya hemos visto, a partir del ajuste de los chevrons mediante las 

ecuaciones (5.2), (5.4) y (5.5) también podemos calcular los valores  de mD-‡ y mN-‡ 

(tabla 5.1). De manera análoga, podemos realizar los cubos para el caso de mD-‡ y mN-‡ 

(figuras 5.27 a 5.30).  

 

 A partir de los valores de ∆m1/2, ∆ mD-‡ y ∆mN-‡ que obtenemos de los cubos del 

triple mutante, podemos realizar una representación de ∆ mD-‡ y ∆mN-‡ frente a ∆m1/2 

para cada una de las mutaciones (ver figura 5.31). Esta representación implica tres 

conjuntos de mutaciones, ya que si tenemos en cuenta que tenemos WT y tres mutantes 

simples L7V, P34H y G74S, cada mutación se puede realizar sobre 4 formas diferentes 

(por ejemplo, la mutación L7V se puede realizar sobre WT, P34H, G74S y 

P34H/G74S), de ahí que en total tengamos 12 puntos. Cada uno de estos conjuntos de 

mutaciones representa las cuatro aristas en la misma dirección de los cubos de las 

figuras 5.27 y 5.29 frente a las correspondientes aristas del cubo de la figura 5.25. 
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Figura 5.27 Cubo con valores de  mD-‡ (tabla 5.1), en los vértices y en negrita. Los valores de 

∆mD-‡, están situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones en posición 7, 34 y 

74. Las diferentes variantes se especifican dando el número de residuo o ceros en caso de que 

el residuo haya sido mutado. Los valores están expresados en kJ·mol-1·M-1. 
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Figura 5.28. Valores de acoplamiento ∆mD-‡,I (i,j)  calculados a partir de los 6 ciclos de dobles 

mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para dos posibles casos: 1) el tercer residuo 

permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El número en la doble 

flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en ∆ m D-‡  de acoplamiento 

de los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1·M-1
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Figura 5.29 Cubo con valores de  mN-‡ (tabla 5.1), en los vértices y en negrita. Los valores de 

∆mN-‡, están situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones en posición 7, 34 y 

74. Las diferentes variantes se especifican dando el número de residuo o ceros en caso de que 

el residuo haya sido mutado. Los valores están expresados en kJ·mol-1·M-1. 
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34

7 740.02±0.35
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Figura 5.30. Valores de acoplamiento ∆mN-‡,I (i,j)  calculados a partir de los 6 ciclos de dobles 

mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para dos posibles casos: 1) el tercer residuo 

permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El número en la doble 

flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en ∆ m N-‡  de acoplamiento 

de los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1·M-1
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Figura 5.31 Valores de  ∆mN-‡ frente a ∆m1/2  (A) y ∆mD-‡   frente a ∆m1/2 (B) para los mutantes 

que implican a P34H (círculos negros); L7V (cuadrados rojos) y G74S (triángulos rojos) (ver 

texto). Los símbolos sólidos representan los valores obtenidos a partir de los cubos de triple 

mutante,  figuras 5.25, 5.27 y 5.29. Las barras de error se obtienen por procedimientos 

estándar de cálculo de errores a partir de los errores, obtenidos de los ajustes de los chevrons, 

de mN-‡, m1/2  y mD-‡.. 
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 Como puede verse en la figura 5.31, los valores de ∆mN-‡ y ∆mD-‡ frente a ∆m1/2  

se disponen fundamentalmente en los cuadrantes superior izquierdo e inferior derecho. 

A partir de los cubos de los diferentes valores de m podemos hacer una gráfica del valor 

absoluto de ∆m1/2 frente al menor valor de m1/2 de las dos formas involucradas en una 

mutación (figura 5.32). Como puede observarse se llega a un valor máximo de m1/2, en 

torno a 5.9 kJ·mol-1·M-1, para el cual ∆m1/2 se hace cero. Estos resultados serán 

discutidos en el apartado  5.6 de conclusiones. 

       Menor valor de m1/2 por pareja (kJ·mol-1·M-1)

4.5 5.0 5.5 6.0

|∆
m

1/
2| 

(k
J·

m
ol

-1
·M

-1
)

-0.5

0.0

0.5

1.0

 

 

Figura 5.32 Valor absoluto de ∆m1/2 (figura 5.25) frente al menor valor de m1/2 de las dos forma 

implicadas en cada mutación (tabla5.1). Las formas que implican la mutación P34H se 

muestran con círculos negros, cuadrados rojos para la mutación L7V y triángulos rojos para la 

mutación G74S. 
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5.4 Análisis de los valores de ∆G obtenidos a partir de cinéticas de  

replegamiento-desplegamiento inducido por urea. 

 

 Para obtener los valores de ∆G a diferentes concentraciones de urea, podríamos 

emplear la ecuación (5.13). No obstante, para hacerlo con un menor grado de error 

podemos introducir ∆G, considerando la ecuación (5.8), en la ecuación que describe la 

dependencia de la constante de velocidad aparente con la concentración de urea (ajuste 

de los chevrons); la diferencia en este caso es que en lugar de emplear C1/2 las 

ecuaciones están escritas en términos de una  C* general.  Debemos de considerar que 

para C≠C1/2  kF ≠ kD, quedando las ecuaciones (5.4) y (5.5) definidas, respectivamente 

como: 

 

                                               ( *‡* ·lnln CC
RT

m
kk D

FF −+= − )                             (5.16) 

 

                                              ( *‡* ·lnln CC
RT

m
kk N

DD −+= − )                            (5.17) 

 

donde  y  son las constantes de plegamiento y desplegamiento a C=C*
Fk *

Dk *, 

respectivamente. Como quiera que a alta concentración de desnaturalizante el estado 

desnaturalizado está favorecido; K es mucho mayor de 1, kD>>kF y por tanto  la 

constante de velocidad aparente es aproximadamente kD. Por el contrario, a baja 

concentración el estado favorecido es el estado nativo y kD<<kF, ahora  la constante de 

velocidad aparente es aproximadamente kF. El ajuste de los chevrons a un valor alto y 

bajo de C* empleando las ecuaciones (5.2), (5.16) y (5.17), permite obtener los valores 
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de kF y kD con mayor exactitud ya que ambas serían parámetros ajustables y podemos 

conocer sus errores a partir del ajuste. 

 

 Realizamos los ajustes de los chevrons a las concentraciones C*=5.2M y C*=8.2 

M. También se realizan estos ajustes a C*=7.1 M, que es C1/2 de WT. Obviamente, para 

el caso de WT, el ajuste a C*=7.1 M, da valor cero para ∆G. Estos ajustes los podemos 

hacer para todas las formas. Con los valores de ∆G obtenidos, de nuevo podemos 

confeccionar los cubos del triple mutante para las tres concentraciones y obtener los 

correspondientes valores de ∆G de acoplamiento. Los cubos y las energías de 

acoplamiento, determinadas mediante la ecuación (4.4) para las tres concentraciones, 

5.2 M, 7.1 M y 8.2 M se muestran,  en las figuras 5.33 a 5.38.  

 

 Además de los valores de ∆G, resulta de interés para el estudio del estado de 

transición, el cambio de energía de activación ∆G‡. No obstante, no es posible 

determinar el valor de ∆G‡ ya que según la ecuación (5.3), existe una constante de 

integración que a priori no conocemos su valor. Sin embargo, y empleando la ecuación 

(5.3), sí podemos determinar el cambio en la energía de activación asociado a una 

mutación, ∆∆G‡, tanto para los procesos de desplegamiento como de replegamiento, a 

partir de los valores de kF y kD que obtenemos de los ajustes para las tres mencionadas 

concentraciones. Al igual que con los valores de ∆G podemos hacer los cubos con los 

valores de  y  y determinar las energías de acoplamiento también mediante 

la ecuación (4.4). Estos cubos se muestran en las figuras 5.39 a 5.50. 

‡
NG∆∆ ‡

DG∆∆

   

 212



5. Estudios cinéticos de tiorredoxina y formas mutantes 

7,34,74

7,0,74

7,0,0 0,0,0

7,34,0 0,34,0

0,0,74

0,34,7410.28±0.68 10.33±0.92

14.82±1.39

9.78±0.318.74±0.68

5.24±0.46 6.65±0.72

13.43±0.44

-5.04±1.42

1.04±0.56

3.50±0.82

-5.04±0.82

0.05±1.14

4.49±1.67
3.15±0.81

1.39±1.45

1.41±0.85

-4.69±0.73

-3.68±1.17

3.13±0.78

Figura 5.33. Cubo con valores de  ∆G  obtenidos a partir de los ajustes de los chevrons, para 

C*=5.2 M (ver texto), en los vértices y en negrita. Los valores de ∆∆G están situados a lo largo 

de las flechas, para todas las mutaciones a partir de los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes 

variantes se especifican dando el número de residuo o ceros en caso de que el residuo haya 

sido mutado Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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34

7 74

∆∆GI(7,34,74)=  1.71±1.94

34

7 74-1.34±1.84

∆GI(i,j)
-0.35±1.10-1.36±1.10

0.37±1.03

0.35±1.60 1.36±1.83

A B

∆GI(i,j)

 

Figura 5.34. Energías de acoplamiento calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles mutantes 

que conforman el ciclo de triple mutante para C*=5.2 M, para dos posibles casos: 1) el tercer 

residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El número en la 

doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en la energía de 

acoplamiento de los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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Figura 5.35. Cubo con valores de  ∆G obtenidos a partir de los ajustes de los chevrons, para 

C*=7.1 M (ver texto), en los vértices y en negrita. Los valores de ∆∆G están situados a lo largo 

de las flechas, para todas las mutaciones a partir de los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes 

variantes se especifican dando el número de residuo o ceros en caso de que el residuo haya 

sido mutado. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 

34

7 74

∆∆GI(7,34,74)=  0.68±2.13

34

7 74-0.88±1.36

∆GI(i,j)
-0.55±1.290.50±1.59

-0.20±1.50

1.18±1.42 0.13±1.70

A B

∆GI(i,j)

 
Figura 5.36. Energías de acoplamiento calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles mutantes 

que conforman el ciclo de triple mutante, para C*=7.1 M, para dos posibles casos: 1) el tercer 

residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El número en la 

doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en la energía de 

acoplamiento de los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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Figura 5.37. Cubo con valores de  ∆G obtenidos a partir de los ajustes de los chevrons, para 

C*=8.2 M (ver texto), en los vértices y en negrita. Los valores de ∆∆G están situados a lo largo 

de las flechas, para todas las mutaciones a partir de los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes 

variantes se especifican dando el número de residuo o ceros en caso de que el residuo haya 

sido mutado. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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34
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Figura 5.38. Energías de acoplamiento calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles mutantes 

que conforman el ciclo de triple mutante, para C*=8.2 M, para dos posibles casos: 1) el tercer 

residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El número en la 

doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en la energía de 

acoplamiento de los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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Figura 5.39. Cubo con valores de  ∆∆G‡
D obtenidos a partir de las constantes cinéticas para 

C*=5.2 M (ver texto),  situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de 

los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el número de residuo o 

ceros en caso de que el residuo haya sido mutado. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 

 

34

7 74

∆∆G‡
D,I(7,34,74)= -0.10±0.48

34

7 74-0.24±0.39

∆G‡
D,I(i,j)

-0.83±0.36-0.28±0.24
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Figura 5.40. Energías de acoplamiento ∆G‡

D,I, calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles 

mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C*=5.2 M, para dos posibles casos: 1) 

el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El 

número en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en la 

energía de acoplamiento de los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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-3.20±0.81
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Figura 5.41. Cubo con valores de  ∆∆G‡
N, obtenidos a partir de las constantes cinéticas para 

C*=5.2 M (ver texto),  situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de 

los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el número de residuo o 

ceros en caso de que el residuo haya sido mutado. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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Figura 5.42. Energías de acoplamiento ∆G‡
N,I, calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles 

mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C*=5.2 M, para dos posibles casos: 1) 

el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El 

número en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en la 

energía de acoplamiento de los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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Figura 5.43. Cubo con valores de  ∆∆G‡

D, obtenidos a partir de las constantes cinéticas para 

C*=7.1 M (ver texto), situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de 

los residuos 7, 34 y 74. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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34
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Figura 5.44. Energías de acoplamiento ∆G‡

D,I, calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles 

mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C*=7.1 M, para dos posibles casos: 1) 

el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El 

número en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en la 

energía de acoplamiento de los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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Figura 5.45. Cubo con valores de  ∆∆G‡
N, obtenidos a partir de las constantes cinéticas para 

C*=7.1 M (ver texto), situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de 

los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el número de residuo o 

ceros en caso de que el residuo haya sido mutado. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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Figura 5.46. Energías de acoplamiento ∆G‡

N,I, calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles 

mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C*=7.1 M, para dos posibles casos: 1) 

el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El 

número en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en la 

energía de acoplamiento de los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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Figura 5.47. Cubo con valores de  ∆∆G‡

D, obtenidos a partir de las constantes cinéticas para 

C*=8.2 M (ver texto), situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de 

los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el número de residuo o 

ceros en caso de que el residuo haya sido mutado. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 

 

34

7 74

∆∆G‡
D,I(7,34,74)=  2.07±1.80

34

7 74-0.52±1.02

∆G‡
D,I(i,j)

-1.24±1.22-2.57±1.53

1.55±1.04

-0.50±1.08 0.83±1.50

A B

∆G‡
D,I(i,j)

 
Figura 5.48. Energías de acoplamiento ∆G‡

D,I, calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles 

mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C*=8.2 M, para dos posibles casos: 1) 

el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El 

número en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en la 

energía de acoplamiento de los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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7,34,74

7,0,74

7,0,0 0,0,0

7,34,0 0,34,0

0,0,74

0,34,74

-4.63±0.32

1.59±0.15

2.87±0.17

-5.35±0.17

0.45±0.28

2.17±0.17
3.29±0.39

1.57±0.33

1.44±0.14

-4.65±0.17

-4.36±0.27

3.02±0.13

 

 
Figura 5.49. Cubo con valores de  ∆∆G‡

N, obtenidos a partir de las constantes cinéticas para 

C*=8.2 M (ver texto), situados a lo largo de las flechas, para todas las mutaciones a partir de 

los residuos 7, 34 y 74. Las diferentes variantes se especifican dando el número de residuo o 

ceros en caso de que el residuo haya sido mutado. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 

34

7 74

∆∆G‡
N,I(7,34,74)=  0.97±0.24

34

7 74-1.52±1.43

∆G‡
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-0.70±0.23-0.99±0.32

-0.15±0.20

-0.02±0.36 0.27±0.41

A B

∆G‡
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Figura 5.50. Energías de acoplamiento ∆G‡
N,I, calculadas a partir de los 6 ciclos de dobles 

mutantes que conforman el ciclo de triple mutante, para C*=8.2 M, para dos posibles casos: 1) 

el tercer residuo permanece igual que en WT (A); 2) el tercer residuo está mutado (B). El 

número en la doble flecha que conecta A y B es el efecto de la mutación en un residuo en la 

energía de acoplamiento de los otros dos. Los valores están expresados en kJ·mol-1. 
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 Empleando los valores de ∆G obtenidos mediante el ajuste de los chevrons para 

C*=7.1 M urea, (figura 5.35), podemos hacer una representación de éstos frente a los 

valores determinados por calorimetría (figura 4.7), aplicando la ecuación de Gibbs-

Helmholtz integrada, calculados empleando la Tm de WT, resultado mostrado en la 

figura 5.51. 

              
∆G (kJ/mol) DSC

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6

∆G
 (k

J/
m

ol
)

-6

-4

-2

0

2

4

6

pendiente: 0.70±0.04

 

Figura 5.51 Valores de ∆G determinados a partir de los ajustes de los chevrons  frente a 

valores de ∆G determinados por calorimetría mediante la ecuación de Gibbs-Helmholtz 

integrada para todas las formas mutantes a partir de los residuos 7, 34 y 74. Las barras de 

error se obtienen de los ajustes de los chevrons. 

 

 Como podemos ver, la pendiente de la representación de la figura 5.51 es menor 

de la unidad, que sería el valor esperado. No obstante, podemos hacer la misma 

representación pero recalculando los valores de ∆G, obtenidos de los chevrons, 

extrapolando linealmente a concentración cero de desnaturalizante, con lo cual la 

ecuación 5.13 quedaría como:  
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                                                            2/12/1 ·CmG =∆                                            (5.18) 

 

 La representación de los valores de ∆G determinados mediante extrapolación 

lineal, ecuación (5.18) tomando valores de la tabla 5.1 y considerando ∆G=0 para WT, 

frente a los valores de ∆G determinados por calorimetría, da lugar a una línea react de 

pendiente cercana a uno dentro del error experimental (figura 5.52). Este resultado 

sugiere que los valores de ∆G determinados a partir de las cinéticas de desplegamiento 

y replegamiento concuerdan con los valores calorimétricos. 

                 
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6

∆ G
 (k

J/
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-12

-9
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-3

0
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12

pendiente: 1.18±0.19

 

 

Figura 5.52 Valores de ∆G determinados a partir los ajustes de los chevrons calculados 

mediante extrapolación lineal, empleando la ecuación (5.18)  frente a valores de ∆G 

determinados por calorimetría mediante la ecuación de Gibbs-Helmholtz integrada para las 

todas las formas mutantes a partir de los residuos 7, 34, 74. 
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  Además, podemos realizar  representaciones de ∆∆G‡
N (figuras 5.33, 5.35 y 

5.37) y ∆∆G‡
D (figuras 5.39, 5.43 y 5.47) frente a valores de ∆∆G (figuras 5.33, 5.35 y 

5.37) de equilibrio (también ∆∆GN-D). Estas representaciones se conocen como  

representaciones de Leffler (Leffler, 1953). De estas gráficas podemos obtener 

información acerca de la estructura del estado de transición. Las figuras 5.53, 5.54 y 

5.55 muestran estas gráficas para las tres concentraciones estudiadas, 5.2, 7.1 y 8.2  M, 

respectivamente. Si comparamos estas representaciones, vemos que las pendientes 

crecen a medida que lo hace la concentración de urea. Para el caso de 7.1 M la 

pendiente de ∆∆G‡
N  frente a ∆∆GN-D es uno y la de  ∆∆G‡

D frente a ∆∆GN-D es cero, lo 

cual relaciona la estructura del estado de transición con la estructura del estado 

desnaturalizado para las mutaciones realizadas. Esto está relacionado con los valores de 

Φ que analizaremos en la sección siguiente. 

 

 Por otro lado, y también a partir de los datos obtenidos de los cubos, podemos 

realizar  representaciones de las energías de acoplamiento ∆GI(i,j) frente a valores de 

energías de acoplamiento determinados calorimétricamente (figura 4.8). Estas 

representaciones, para las tres concentraciones en estudio, se muestran en la figura 5.56. 

De la misma forma, podemos representar ∆G‡
D,I(i,j) y ∆G‡

N,I(i,j) frente a energías de 

acoplamiento determinadas por calorimetría para las tres concentraciones (ver figuras 

5.57 y 5.58, respectivamente).  Por último, podemos realizar graficas de valores de 

∆G‡
N,I(i,j) frente a ∆G‡

D,I(i,j) para las tres mismas concentraciones, expuestas en las 

figuras 5.59, 5.60 y 5.61 para 5.2, 7.1 y 8.2 M urea, respectivamente. Como podemos 

ver el error experimental arrastrado dificulta la interpretación de todas estas gráficas. No 

obstante los efectos deberían reflejarse en los valores de  ∆mN-‡ y ∆mD-‡  y ∆m1/2  de la 

figura 5.31. 
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Figura 5.53. Valores de  ∆∆G‡
N  frente a ∆∆GN-D  (A) y ∆∆G‡

D frente a ∆∆GN-D (B) a C*=5.2 

M  para las mutaciones que involucran a P34H (círculos negros); L7V (cuadrados rojos) y 

G74S (triángulos rojos). Los símbolos  representan los valores obtenidos a partir de los cubos 

del triple mutante (figuras 5.33, 5.39 y 5.41). Las líneas, el ajuste a un polinomio lineal. 
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Figura 5.54. Valores de  ∆∆G‡
N  frente a ∆∆GN-D  (A) y ∆∆G‡

D frente a ∆∆GN-D (B) a C*=7.1 

M  para las mutaciones que involucran a P34H (círculos negros); L7V (cuadrados rojos) y 

G74S (triángulos rojos). Los símbolos  representan los valores obtenidos a partir de los cubos 

del triple mutante ( figuras 5.35, 5.43 y 5.45). Las líneas, el ajuste a un polinomio lineal. 
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Figura 5.55. Valores de  ∆∆G‡
N  frente a ∆∆GN-D  (A) y ∆∆G‡

D frente a ∆∆GN-D (B) a C*=8.2 

M  para las mutaciones que involucran a P34H (círculos negros); L7V (cuadrados rojos) y 

G74S (triángulos rojos). Los símbolos representan los valores obtenidos a partir de los cubos 

del triple mutante (figuras 5.37, 5.47 y 5.49). Las líneas, el ajuste a un polinomio lineal. 
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Figura 5.56. Valores de energía de acoplamiento ∆GI(i,j), para: (A), C*=5.2 M (figura 5.34); 

(B), C*=7.1 M (figura 5.36) y (C), C*=8.2 M (figura 5.38), frente a valores de energías de 

acoplamiento determinados calorimétricamente, (figura 4.8). 
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Figura 5.57. Valores de energía de acoplamiento ∆G‡

D,I(i,j), para: (A), C*=5.2 M (figura 5.40); 

(B), C*=7.1 M (figura 5.44) y (C), C*=8.2 M (figura 5.48), frente a valores de energías de 

acoplamiento determinados calorimétricamente, (figura 4.8).  
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Figura 5.58. Valores de energía de acoplamiento ∆G‡
N,I(i,j, para: (A), C*=5.2 M (figura 5.42); 

(B), C*=7.1 M (figura 5.46) y (C), C*=8.2 M (figura 5.50), frente a valores de energías de 

acoplamiento determinados calorimétricamente, (figura 4.8). 
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Figura 5.59. Valores de energía de acoplamiento ∆G‡
N,I(i,j), (figura 5.42) frente a energía de 

acoplamiento ∆G‡
D,I(i,j), (figura 5.40),  para C*=5.2 M. 
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Figura 5.60. Valores de energía de acoplamiento ∆G‡
N,I(i,j), (figura 5.46) frente a energía de 

acoplamiento ∆G‡
D,I(i,j), (figura 5.44),  para C*=7.1 M. 
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Figura 5.61. Valores de energía de acoplamiento ∆G‡
N,I(i,j), (figura 5.50) frente a energía de 

acoplamiento ∆G‡
D,I(i,j), (figura 5.48),  para C*=8.2 M. 

 

 

5.5 Análisis de los valores de Φ. 

  

 El conciente entre  ∆∆G‡ y ∆∆G  se conoce como parámetro Φ (Matouschek et 

al., 1989) y puede ser empleado para determinar cambios estructurales, producidos por 

mutaciones, en el estado de transición en procesos de desplegamiento y replegamiento 

de proteínas. Este parámetro se puede determinar tanto para el proceso de replegamiento 

como de desplegamiento. No obstante, es más frecuentemente utilizado el valor de Φ 

para procesos cinéticos de desplegamiento ya que los procesos de replegamiento son 

generalmente más complejos debido a la posible existencia de estructura residual en el 

estado desnaturalizado y esto dificulta se interpretación. 
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 Existen dos valores extremos de Φ. Un valor de Φ=0 implica que la estructura en 

el residuo mutado está en el estado de transición en un ambiente similar en el que se 

encuentra en el estado nativo. Por el contrario, un valor de Φ=1 muestra que la 

estructura en el residuo mutado está en el estado de transición en un ambiente similar en 

el que se encuentra en el estado desnaturalizado. No obstante, con frecuencia se 

obtienen valores fraccionarios de Φ, que generalmente se asocian a la formación parcial 

de enlaces no covalentes o la mezcla de estados. 

 

 En nuestro, caso podemos tomar los valores de ∆∆G‡
N  y  ∆∆GN-D y calcular los 

valores de Φ. Estos datos se muestran en las tablas 5.4, 5.5 y 5.6 para las 

concentraciones en estudio, 5.2, 7.1 y 8.2 M urea, respectivamente.  

 

 Si nos fijamos en los valores de Φ obtenidos de valores de ∆∆G‡
N  y  ∆∆GN-D 

calculados tomando C*=7.1 M urea, podemos ver que la mayoría de los valores de Φ se 

aproximan a 1 dentro del error experimental. No obstante existen valores que se alejan 

notablemente de los valores clásicos. Esto sucede cuando el valor de ∆∆GN-D  se acerca 

a cero con lo cual además, el error diverge a infinito. 
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WT→L7V

WT →P34H

WT →G74S

G74S →L7V/G74S

P34H →L7V/P34H

L7V →L7V/P34H

L7V →L7V/G74S

P34H →P34H/G74S

G74S →P34H/G74S

L7V/P34H →L7V/P34H/G74S

L7V/G74S →L7V/P34H/G74S

P34H/G74S →L7V/P34H/G74S 

-3.00±512

0.87 ± 0.17

0.44 ± 0.19

0.69 ± 1.54

1.06 ± 1.04

0.74 ± 0.32

0.56 ± 0.29

0.73 ± 0.24

0.68 ± 0.14

0.66 ± 0.24

0.63 ± 0.24

0.95 ±1.20

Φ (5.2 M urea)Mutación

 
 

 

Tabla 5.4 Valores de Φ (cociente ∆∆G‡
N /∆∆GN-D  ) para las mutaciones indicadas, obtenidos a 

partir de los valores de ∆∆G‡
N y  ∆∆GN-D  de las figuras 5.41 y 5.43, respectivamente, tomando 

C*=5.2 M urea 
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WT→L7V

WT →P34H

WT →G74S

G74S →L7V/G74S

P34H →L7V/P34H

L7V →L7V/P34H

L7V →L7V/G74S

P34H →P34H/G74S

G74S →P34H/G74S

L7V/P34H →L7V/P34H/G74S

L7V/G74S →L7V/P34H/G74S

P34H/G74S →L7V/P34H/G74S 

Φ (7.1 M urea)Mutación

0.48±2.95

1.30±0.31

0.47±0.23

0.98±1.26

-73±5387

0.87±0.29

0.94±0.46

1.32±0.73

1.02±0.26

0.88±0.34

0.91±0.25

1.45±1.66

 

 

Tabla 5.5 Valores de Φ (cociente ∆∆G‡
N /∆∆GN-D  ) para las mutaciones indicadas, obtenidos a 

partir de los valores de ∆∆G‡
N y  ∆∆GN-D  de las figuras 5.45 y 5.35, respectivamente, tomando 

C*=7.1 M urea 
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WT→L7V

WT →P34H

WT →G74S

G74S →L7V/G74S

P34H →L7V/P34H

L7V →L7V/P34H

L7V →L7V/G74S

P34H →P34H/G74S

G74S →P34H/G74S

L7V/P34H →L7V/P34H/G74S

L7V/G74S →L7V/P34H/G74S

P34H/G74S →L7V/P34H/G74S 

Φ (8.2 M urea)Mutación

0.60±1.32

1.71±0.55

1.18±0.42

1.13±0.99

-1.73±3.48

0.92±0.32

1.35±0.77

2.22±2.25

1.27±0.34

1.01±0.51

1.11±0.32

1.84±2.65

 

 

Tabla 5.6 Valores de Φ (cociente ∆∆G‡
N /∆∆GN-D  ) para las mutaciones indicadas, obtenidos a 

partir de los valores de ∆∆G‡
N y  ∆∆GN-D  de las figuras 5.49 y 5.37, respectivamente, tomando 

C*=8.2 M urea 
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5.6 Conclusiones 

 

 Los experimentos de desplegamiento y replegamiento seguidos por medidas de 

fluorescencia, ofrecen información acerca de cambios estructurales producidos por las 

mutaciones realizadas tomando como base los alineamientos de secuencias. Como se 

puede observar en la figura 5.31 estos cambios están producidos tanto en el estado de 

transición como en el estado desnaturalizado, asumiendo que no se producen cambios 

en el estado nativo.  La observación detenida de la figura 5.31 sugiere que los datos 

experimentales se agrupan, fundamentalmente en dos conjuntos, uno el formado por 

valores de  ∆mN-‡  positivos y valores de ∆m1/2 negativos, y otro formado por valores de 

∆mN-‡  negativos y valores de ∆m1/2 positivos. Si se tiene en cuenta que los valores de m 

se pueden relacionar con cambios estructurales, estos resultados sugieren que los efectos 

estructurales producidos por las mutaciones se transmiten al estado de transición y son 

opuestos en éste y en el estado desnaturalizado, es decir, cuando los valores de ∆m1/2 

aumentan, los valores de ∆mN-‡  disminuyen y viceversa. Realmente se trata del mismo 

efecto, y esto se puede entender si consideramos que el estado de transición representa 

un mínimo de energía frente a exposición al disolvente y el estado desnaturalizado un 

máximo. 

  

 Además, el intervalo en el que varía ∆m1/2  es amplio, es decir, estos valores 

dependen de la forma de partida en la que se realiza una mutación, lo cual sugiere un 

acoplamiento en los valores de m1/2. No sucede lo mismo en el caso de ∆mN-‡, que varía 

en un intervalo muy pequeño, para cada conjunto de mutaciones, en comparación con 

∆m1/2, lo cual puede ser atribuido a que los acoplamientos no se transmiten al estado de 

transición. Asimismo, el hecho de que el rango para los valores de ∆mD-‡ sea amplio, y 
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que se modifique para cada conjunto de mutaciones, sugiere que las mutaciones están 

afectando a los procesos de replegamiento y que existe un acoplamiento en el estado 

desnaturalizado. Esto supondría que la Naturaleza podría estar diseñando los estados 

desnaturalizados  y que esto puede estar reflejado en el alineamiento de secuencias. El 

hecho de que la Naturaleza pueda estar diseñando los estados desnaturalizados ya ha 

sido propuesto (Robic et al., 2003) y supondría que los estados desnaturalizados pueden 

estar jugando  un  papel importante en los procesos  biológicos y moleculares. 

 

 Por otro lado, y a la vista de la figura 5.32 existe una correlación entre los 

valores del valor absoluto de  ∆m1/2 y el menor valor de m1/2 implicado en cada una de 

las mutaciones, y se observa que los valores de ∆m1/2  llega a cero a la  vez que los 

valores de m1/2  llegan a un máximo. No obstante, no podemos determinar si éste es un 

efecto relacionado con el hecho de que estas mutaciones estén sugeridas por los 

alineamientos de secuencias o es un efecto general que puede darse realizando un 

conjunto de mutaciones relacionadas o no.  
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6. Relación estructura-alineamiento 

  
6.1  Introducción 

 

 Sólo la mitad de las secuencias en genomas conocidos son homólogas de 

proteínas de estructura conocida (Chotia et al., 2003). La predicción de la estructura a 

partir de la secuencia es uno de los grandes retos de  la Biología Estructural. Debido al 

rápido crecimiento del número de secuencias, el desarrollo de procedimientos que 

permitan la derivación de características estructurales a partir de los alineamientos de 

secuencias puede tener un gran impacto en la predicción de estructuras. De hecho, la 

posibilidad de obtener contactos terciarios entre residuos a partir del análisis de 

mutaciones correlacionadas en el alineamiento de secuencias ha sido sugerida y 

estudiada (Gobel et al., 1994; Shindyalov et al., 1994; Ortiz et al., 1998 y 1999; Larson 

et al., 2000; Fariselli et all., 2001; Fodor and Aldrich, 2004). Idealmente, lo deseable 

sería poder obtener mapas de contacto  a partir del análisis del alineamiento de 

secuencias, ya que partiendo de un gran número de contactos entre residuos se podría 

predecir una estructura, de manera similar al cálculo de estructuras 3D en estudios de 

resonancia magnética nuclear (Aszodi et al., 1995). Varios estudios (Ortiz et al., 1998 y 

1999) han demostrado que es factible el empleo de restricciones derivadas del 

alineamiento de secuencias en la predicción de estructuras ab initio. Por otra parte, 

resultados obtenidos en algunos estudios recientes son algo menos alentadores. Así un 

estudio del análisis de covarianza del alineamiento de secuencia del dominio SH3 

(Larson et al., 2000), concluyó que este análisis de covarianza tiene una utilidad 

limitada en la predicción de estructura terciaria, y en un reciente estudio empleando 

redes neuronales y realizando un gran número de pruebas, se obtuvo una precisión  del 
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20% en la asignación de contactos, mientras que se requiere al menos una exactitud del 

50% para la determinación de la estructura 3D. 

 

 Uno de los factores principales que limita la obtención de contactos entre 

residuos a partir del alineamiento de secuencias, es la existencia de interacciones a larga 

distancia, que como se vio anteriormente podría darse tanto en el estado nativo como 

desnaturalizado. Este aspecto se trató detenidamente en la sección 4. 

 

 En esta sección vamos a estudiar el impacto de las interacciones a larga distancia 

en la relación entre la estructura de proteínas y el alineamiento de secuencias. Veremos 

como un análisis simple de covarianza del alineamiento de secuencias, junto con los 

datos de estabilidad expuestos en la sección 4, corrobora que, al menos en el caso de 

tiorredoxina y muy probablemente en muchas otras proteínas, la relación entre la 

estructura y el alineamiento de secuencias puede estar significativamente determinada 

por acoplamientos a larga distancia. Asimismo, proponemos un procedimiento para 

describir la relación estructura-alineamiento, el cual, está basado en la dependencia del 

número de residuos acoplados por encima de un umbral de covarianza dado con la 

distancia entre residuos. El análisis de 24 proteínas obtenidas de la base de  datos 

CATH (Orengo et al., 1997) usando este procedimiento, produce resultados consistentes 

con un significativo papel del acoplamiento a larga distancia que sugiere que nuestra 

descripción estadística puede ser una simple y eficiente herramienta para estudiar la 

distribución de distancias de mutaciones correlacionadas y las diferencias en las 

características estructurales reflejadas en el alineamiento de secuencias. 
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6.2 Descripción estadística de la relación entre estructura y alineamiento 

de secuencias: aplicación a tiorredoxina. 

 

 Para estudiar la relación entre la estructura de proteínas y el alineamiento de 

secuencias vamos a realizar un análisis basado en la siguiente función: 

 

                    ( ) ( ) ({ }*|*
·2

*),( σσσσσρ ≥−∆±≥
∆

)∆±
= PrrP

r
rrNr                   (6.1) 

 

donde N(r±∆r) es el número de distancias entre residuos (entre carbonos-α) en el rango 

{r-∆r, r+∆r}; P(|σ|≥σ*) es la probabilidad de encontrar parejas de residuos con valores 

absolutos de covarianza iguales o superiores que un valor umbral dado (σ*) y 

P(|σ|≥σ*,r±∆r) es la misma probabilidad pero condicionada al hecho de que las 

distancias entre residuos estén en el intervalo r±r∆. Estas probabilidades se calculan 

como: 

 

                                              ( ) ( )
N

N
P

*
*

σσ
σσ

≥
=≥                                             (6.2) 

 

                                    ( ) ( )
( )rrN

rrN
rrP

∆±

∆±≥
=∆±≥

,*
|*

σσ
σσ                            (6.3) 

 

donde N es el número de parejas de residuos, que para el caso de tiorredoxina con 108 

aminoácidos es 5778; N(|σ|≥σ*) es el número de parejas de residuos con |σ| igual o 
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mayor que el valor umbral (σ*) y N(|σ|≥σ*,r±∆r) es el número de parejas para las cuales 

simultáneamente |σ|≥σ* y la distancia entre residuos está en el intervalo {r-∆r, r+∆r}. 

 

 La diferencia entre las dos probabilidades multiplicada por N(r±∆r) da el 

número de parejas con |σ|≥σ* y en el rango {r-∆r, r+∆r} que es mayor del número 

esperado si la probabilidad de encontrar parejas con |σ|≥σ* no depende del rango de 

distancia considerado. Por ejemplo, el número de parejas de residuos con valores 

absolutos de covarianza mayores que el umbral  de σ*=0.01 es 3331 (este número se 

obtiene a partir del cálculo realizado en la sección 4.2 mediante la ecuación (4.1)) y, por 

consiguiente, P(|σ|±0.01) es 0.576. El número de parejas de residuos para los cuales la 

distancia entre residuos está dentro del intervalo 12±0.5 Å es 290; si la probabilidad de 

encontrar parejas con |σ|≥0.01 no depende  de la distancia entre residuos, el valor de 

probabilidad de 0.576 se aplicaría al intervalo 12±0.5 Å y el número de parejas con 

|σ|≥0.01 dentro de ese intervalo sería 0.576·290 ≈ 167. De cualquier manera, el número 

real es significativamente mayor, 190, indicando un exceso de parejas sobre el umbral 

de 23. Este es el mismo resultado que sería obtenido por sustracción de las dos 

probabilidades de las ecuaciones (6.2) y (6.3) y multiplicando por el número total de 

parejas entre el intervalo de distancias. Esto es, P(|σ|≥0.01 , 12±0.5)=190/290=0.655, 

P(|σ|≥0.01)=3331/5778=0.576, N(12±0.5 Å)=290 y 290·(0.655-0.576)≅23. Es 

importante destacar que si bien en este ejemplo particular el exceso es un número 

positivo, puede en general tener cualquier signo. La indeterminación asociada  al 

cálculo del  número de parejas de residuos exceso puede ser estimada asumiendo la 

distribución binomial para N(|σ|≥σ*) y N(|σ|≥σ*,r±∆r) y usando procedimientos 
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estándar de cálculo de propagación de errores. Para el ejemplo dado aquí, el resultado 

incluye la incertidumbre asociada 23±8. 

 

 En la ecuación (6.1) el número exceso está dividido  por el tamaño del intervalo 

de distancia (2·∆r) para acercarse a un número de exceso de parejas por Å (densidad). 

Rigurosamente en la ecuación (6.1) esta densidad vendría dada para el límite ∆r→0. En 

la práctica, los errores estimados para ρ llegan a ser elevados para valores pequeños de 

∆r. Los cálculos presentados aquí emplean valores de ∆r de 5 Å y 0.5 Å, los cuales 

ofrecen un aceptable compromiso entre la resolución y el error asociado, si bien ∆r=5 Å 

origina perfiles de ρ frente a r más suavizados. 

 

 El resultado del cálculo de ρ depende del valor elegido de σ*. Si σ*=0, las dos 

posibilidades (ecuaciones (6.2) y (6.3)) se hacen uno y el valor de ρ es cero para todas 

las distancias. Si σ* es elevado, habrá pocas parejas con |σ|≥σ* y los valores de ρ serán 

necesariamente pequeños. Se podrían esperar valores de ρ elevados para muchas σ* 

intermedias. Para determinar el valor de σ* óptimo (σopt), se calcula la integral de los 

valores absolutos de ρ: 

 

                                     ( ) ( )∫= drr ·*,*)( σρση                              (6.4)         

 

y tomamos como σopt  el valor de σ* que maximiza η(σ*). 

 Desde un punto de vista práctico, para los cálculos es conveniente definir el 

valor de σ* en términos de la fracción de parejas de residuos por debajo del umbral, f*: 
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El valor de f* especifica σ*. La figura 6.1 muestra una representación de η frente 

a f* para tiorredoxina con ∆r=5Å. Como puede verse claramente en esta figura, existe 

un máximo para f*=0.44 (correspondiente a σopt = 1.03·10-2) y η=137.5, lo cual indica 

un número total de exceso de parejas de residuos del orden de cien. Esto es un resultado 

estadístico, por tanto no podemos asignar ese exceso a unas parejas específicas.  

 

La representación de ρ frente a r para este valor de σopt , figura 6.2 A, indica que 

ρ tiende a valores positivos por debajo de 15 Å y negativos por encima de esa distancia 

entre residuos. Esto es, los valores pequeños de distancia entre residuos están 

favorecidos frente a los grandes para altos valores de covarianza. El valor máximo de ρ 

se sitúa para una distancia de 10 Å, claramente por encima de la distancia de contacto. 
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Figura 6.1. Representación de η(σ*) frente a f* para tiorredoxina (2trx). El máximo del pico da 

el σ* usado para el cálculo de ρ. 
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Figura 6.2. Análisis estadístico de la relación estructura-alineamiento para tiorredoxina 

basado en la función ρ. A) Representación de valores de ρ frente a distancia entre residuos 

(entre carbonos-α). Los símbolos se refieren al intervalo de distancia usado en el cálculo, 

símbolos rellenos para ∆r=5Å y símbolos huecos para  ∆r=0.5 Å. B) Representación de la 

diferencia entre valores de ρ calculados con ∆r=5Å y valores a ∆r=0.5Å. La línea conecta los 

puntos y se representa para guiar la visión. 

 248 



6. Relación estructura-alineamiento 

El perfil de ρ frente a r calculado para ∆r=0.5Å (figura 6.2 A) es similar al 

obtenido para ∆r=5Å aunque con un mayor nivel de ruido. La diferencia entre los dos 

perfiles, mostrada en la figura 6.2 B parece estar modulada, con máximos sobre las 

distancias preferidas mostradas en la figura 4.1 B. Una posibilidad es que algo de este 

“ruido” realmente refleje las distancias preferidas para interacciones de largo alcance si 

éstas son transmitidas por una red de residuos conectados. 

 

6.3 Análisis estadístico de la relación estructura-alineamientos para un 

set de 24 proteínas. 

 

 Para comprobar la aplicabilidad general del análisis de la relación entre la 

estructura y el alineamiento de secuencias basado en la función ρ, se ha llevado acabo el 

análisis descrito anteriormente para un set de 24 proteínas extraídas de 41 arquitecturas 

representativas en la base de datos CATH, eliminando aquellas de más de 400 residuos 

para facilitar el cálculo. Es importante destacar que si bien la base de datos ofrece 

secuencias para dominios de proteínas, para los cálculos se usaron las secuencias 

completas para las cuales encontramos las coordenadas atómicas en el Protein Data 

Bank (archivos pdb). En la tabla 6.1 se muestran para estas proteínas, el número de 

aminoácidos, nombre de los ficheros pdb, y otros datos de interés. Los perfiles de ρ 

frente a r obtenidos con ∆r=5 Å y los  valores de σ* (Tabla 6.1) se muestran en la figura 

6.3. 

 

Para las 24 proteínas analizadas podemos ver las representaciones de η frente a f* y 

ρ frente a las distancias con ∆r=5Åy ∆r=0.5Å en los apéndices B y C, respectivamente. 
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Tabla 6.1. Set de proteínas analizadas. El número de residuos se refiere a los residuos para los 

cuales las coordenadas atómicas se dan en los archivos pdb. El número de secuencias está 

referido a los residuos en el alineamiento con similaridad con respecto a tiorredoxina mayor a 

0.25. Se muestra el valor de la covarianza óptima para los cálculos de ρ con ∆r=5Å, el 

correspondiente valor de f*, ecuación (6.5) y el valor de la integral η ecuación (6.4). 

1pdc 
1cdf 
1ahl 
1npo 
2hgf 
2trx 
1jpc 
1ytf 
2cy3 
1hcd 
1rie 
1div 
1cuk 
1lrv 
3aah 
1bg5 
1plq 
1lxa 
3daa 
1fl2 
1ppr 
1aa8 
3bcl 
1cem 
1f8d 

45 
46 
49 
81 
97 
108 
108 
115 
117 
118 
127 
149 
203 
233 
237 
252 
258 
262 
277 
310 
312 
340 
350 
362 
388 
 

83 
28 
44 
214 
10 
491 
99 
5 
7 
68 
69 
48 
5 
5 
20 
38 
34 
36 
89 
285 
57 
29 
33 
9 
629 
 

2.56·10-3

4.68·10-3

6.17·10-2

2.17·10-2

3.13·10-2

1.03·10-2

3.36·10-2

6.25·10-2

4.00·10-2

2.08·10-2

1.85·10-2

2.22·10-2

6.25·10-2

0.125 
1.13·10-2

7.81·10-4

3.67·10-2

1.68·10-2

3.18·10-2

3.14·10-2

4.39·10-4

3.87·10-2

0.1055 
2.50·10-2

6.71·10-4

0.24 
0.14 
0.77 
0.55 
0.43 
0.44 
0.62 
0.82 
0.77 
0.63 
0.45 
0.45 
0.76 
0.63 
0.36 
0.40 
0.79 
0.46 
0.75 
0.75 
0.44 
0.54 
0.83 
0.93 
0.36 

31.5 
50.7 
29.9 
49.2 
57.3 
137.5 
102.8 
44.17 
172.0 
157.3 
401.0 
156.2 
228.32 
988.6 
778.0 
3951.0 
526.9 
604.6 
727.0 
657.6 
1062.4 
1196.0 
3344.58 
346.0 
2483.0 

Número de Número de σopt η(σopt) Código pdb f*optresiduos secuencias 
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Figura 6.3. Análisis estadístico  de la relación estructura-alineamiento para un set de 24 

proteínas extraídas de las arquitecturas representativas de la base de datos CATH. Los perfiles 

de ρ frente a distancias entre residuos, carbonos-α, mostradas fueron calculadas con ∆r=5Å y 

el valor de σ* de acuerdo con el criterio de η (Tabla 6.1). 
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 Es importante destacar que parece no haber una correlación fuerte entre la 

cantidad de información derivada del análisis y el tamaño de la proteína o el número de 

secuencias en el alineamiento (Tabla 6.1).  En la figura 6.3 podemos observar que hay 4 

tipos de comportamientos: 1) Para 5 proteínas (2hgf, 1ahl, 1vdf, 1pdc y 1npo) el perfil 

es esencialmente plano, dentro de la incertidumbre de los valores de ρ. En este caso, no 

se obtiene información de la relación entre la estructura y el alineamiento de secuencias 

derivada del análisis. 2) Para 6 proteínas (3bcl, 1ppr, 3daa, 1bg5, 1lrv y 1rie) los perfiles 

son similares al calculado para tiorredoxina, es decir, se observa un pico positivo para 

bajas distancias y un pico negativo para distancias mayores. 3) Para 9 proteínas (1jpc, 

1f8d, 1cem, 1aa8, 1plq, 3aah, 1cuk, 1hcd y 2cy3) el comportamiento es contrario al 

anterior, el pico positivo para valores de ρ se observa para largas distancias y negativo 

para distancias cortas. 4) Para 4 proteínas (1fl2, 1lxa, 1div y 1ytf ) se observan dos picos 

positivos separados. 

 

 Para comprobar la validez del procedimiento descrito, se puede hacer el cálculo 

y la representación de ρ frente a la distancia, pero con las distancias aleatorizadas, es 

decir, las distancias entre carbonos-α de los residuos, se toman al azar. Esto, en 

principio debería de producir perfiles de ρ frente a r esencialmente planos, y como 

podemos comprobar en las representaciones del apéndice C (en la representación para 

tiorredoxina, figura 6.2 A, se han omitido para mayor claridad), es lo que efectivamente 

sucede. En estas gráficas se representan cinco ejemplos de perfiles con las distancias 

aleatorizadas, todos ellos esencialmente planos. 
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6.4 Conclusiones 

 

 Los cálculos realizados sugieren que la relación entre la estructura de una 

proteína y el alineamiento de secuencias puede estar significativamente determinada por 

acoplamiento a larga distancia de residuos. Esto está reflejado en la existencia de 

mutaciones correlacionadas que implican posiciones alejadas en la estructura nativa. Un 

hecho que probablemente dificulte la derivación de contactos terciarios (mapas de 

contacto) a partir del alineamiento de secuencias. El adecuado procesamiento de datos 

puede conducir a altas precisiones en la asignación de contactos en proteínas a partir del 

alineamiento de secuencias. En tiorredoxina, se ha determinado una precisión de 60-70 

% en la predicción de contactos a partir de correlaciones en el alineamiento de 

secuencias  que implican ácidos carboxílicos (Godoy-Ruiz et al., 2004). Por tanto, 

parece conveniente desarrollar procedimientos para analizar la relación entre la 

estructura y el alineamiento de secuencias, los cuales tengan en cuenta la posibilidad de 

acoplamientos a larga distancia. En este sentido, los perfiles de ρ frente a la distancia 

entre residuos que hemos presentado, ofrecen representaciones de distribución de 

distancias de mutaciones correlacionadas en el alineamiento de secuencias. Este tipo de 

descripción estadística de la relación entre la estructura y el alineamiento ofrece una 

simple, pero eficiente herramienta para el estudio de diferentes características 

estructurales reflejadas en el alineamiento de secuencias. Por ejemplo, podría ser 

esgrimido que en algunos casos, la preferencia estadística para las correlaciones a larga 

distancia podría realmente ser debida a una alta conservación de un cierto número de 

residuos en el centro de la proteína (las distancias entre estos átomos en el centro y otros 

residuos en la proteína serán comparativamente cortas y los valores de covarianza para 
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parejas de residuos que implican estos residuos serán pequeñas, debido a la 

conservación). Esta característica estructural puede ser probada eliminando residuos 

altamente conservados previo cálculo de valores de covarianza y ρ. En la misma línea, 

se pueden multiplicar los valores de covarianza por funciones relacionadas con valores 

publicados de energías de contacto entre residuos (Hinds y Levitt, 1994; Miyazawa y 

Jeringan, 1999) para incrementar el peso de las interacciones en la descripción 

estadística. También, con las adecuadas definiciones de valores de δ en la ecuación de la 

covarianza, ecuación (4.1), sería posible estudiar la distribución de distancias de 

correlaciones para parejas de aminoácidos de un tipo específico. Pueden, además, 

emplearse otros tipos de análisis de valores de covarianza  (Fodor y Aldrich, 1994). 

Finalmente, citar que diferentes subconjuntos de secuencias pueden contener diferente 

información estructural, una hipótesis que puede ser comprobada por agrupamiento de 

secuencias, previo al análisis estadístico, de acuerdo con la similaridad. 

 

 Los tipos de cálculos mencionados anteriormente pueden ayudar a determinar 

características estructurales a partir del alineamiento de secuencias y conducir a 

parámetros que describan la relación estructura-alineamiento (tales como valores de η) 

suficientemente sensibles a la estructura para ser usados en predicción.    
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7. Resumen y conclusiones 

En este trabajo hemos llevado a cabo diferentes estudios que pueden resultar de 

gran interés en el diseño de proteínas y mejora de sus propiedades. 

 

 El primer aspecto que se abordó está relacionado con la línea de investigación 

principal del grupo en la actualidad, el estudio de  las interacciones electrostáticas en 

proteínas. En concreto hemos explorado la eficiencia de diferentes sales en el 

apantallamiento de interacciones de carga en proteínas. El estudio del apantallamiento 

de dichas interacciones por sales tiene interés por dos razones. En primer lugar, el 

apantallamiento intercelular por concentraciones de sal puede modular tanto la 

estabilidad como las interacciones de las proteínas in vivo; por otro lado, la estimación 

experimental in vitro de las contribuciones debidas a las interacciones carga-carga en 

los procesos moleculares que implican proteínas se lleva generalmente a cabo mediante 

el estudio del efecto de sales en los procesos energéticos, asumiendo que estas 

interacciones están totalmente apantalladas a concentraciones moderadas de sal.  

 

 En esta tesis hemos explorado experimentalmente hasta qué punto la eficiencia 

de apantallamiento depende de la naturaleza de las sales. Para ello, hemos llevado a 

cabo una caracterización energética del efecto del NaCl (una sal no desnaturalizante), 

cloruro de guanidinio (una sal desnaturalizante), y tiocianato de guanidinio (un 

desnaturalizante aún más fuerte) sobre la estabilidad de la forma silvestre y variante 

T14K de tiorredoxina de E. coli. Nuestros resultados sugieren una posible relación entre 

el orden de las sales en las series de Hofmeister y su capacidad de ser 

acumuladas/excluídas de la superficie de la proteína. Esto sugiere, por tanto, que la 

eficiencia de diferentes sales para apantallar interacciones carga-carga en proteínas 

 257



7. Resumen y conclusiones 

podría reflejar la posición de los iones constitutivos de dicha sal en las series de 

Hofmeister. 

 

 Por otra parte, hemos explorado la relación entre correlaciones en alineamientos 

de secuencias y características físicas de las proteínas. En concreto, un análisis del 

alineamiento de secuencias usando tiorredoxina de E. coli como secuencia de partida 

sugiere la existencia de acoplamiento a larga distancia entre tres posiciones. Hemos 

tomamos esta información como punto de partida para llevar a cabo una caracterización 

termodinámica, cinética y estructural de los mutantes simples, dobles y triples que se 

generan en las posiciones seleccionadas. Los resultados más relevantes son: 

 

 - El estado de transición para el plegamiento refleja los mismos efectos 

asociados a estructura residual que se observan en el estado desnaturalizado. Así, el 

efecto de la mutación sobre los valores cinéticos de m es opuesto en el estado de 

transición y el estado desplegado. El resultado es un gran efecto mutacional sobre las 

cinéticas de replegamiento. 

 

 - El estudio mutacional llevado a cabo parece sugerir que existe un valor 

máximo para el m de equilibrio de tiorredoxina, valor que podría relacionarse con la 

estructura global de estado desnaturalizado en términos de área expuesta al disolvente. 

Además el hecho de que exista este valor máximo explicaría la no aditividad que se ha 

encontrado en los mutantes múltiples. 
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 El último punto de la tesis aborda el interés del estudio de mutaciones 

correlacionadas en alineamientos de secuencias en relación a la predicción de 

estructura en proteínas. La relación entre estructura  y alineamientos puede estar 

determinada, hasta cierto punto, por el acoplamiento a larga distancia. La existencia 

de mutaciones correlacionadas que implican posiciones alejadas en la estructura 

nativa, contamina la información sobre contactos terciarios que se extrae del 

alineamiento de secuencias. En este sentido hemos desarrollado una herramienta 

general para explorar la distribución de distancias de mutaciones correlacionadas 

que podría, potencialmente, conducir a descriptores estructura-alineamientos de gran 

utilidad en predicción de estructura. 
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Apéndice A.1. Determinación del efecto de la concentración de 

desnaturalizante en los valores de m. 

 

Los valores de m determinados en los apartados 3.9 y 3.10 son valores de m1/2 

pertenecientes a la línea de equilibrio C-T, definida por parejas de valores (C, T) para 

los cuales el cambio en la energía de Gibbs es cero. El análisis llevado a cabo sugiere 

que no hay efecto de la temperatura en los valores de m. En este apéndice se hará un 

análisis más formal y riguroso. 

 

El efecto de la concentración de desnaturalizante en la determinación de los 

valores de m mediante calorimetría puede ser descrito por la siguiente derivada: 

 

                                                    
0=∆

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

GdC
dm                                                  (A1.1) 

 

donde el subíndice ∆G = 0 quiere decir que el efecto de C en m es calculado a lo largo 

de la línea de equilibrio C-T ( T cambia con C para mantener ∆G = 0). 

Nuestro interés se centra en la derivada: 

 

                                                                      
TC

m
⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛
∂
∂                                                 (A1.2) 

 

la cual describe las desviaciones de la linealidad de la dependencia de ∆G frente a C a 

una temperatura dada. Si ∆G cambia linealmente con C, m es constante, independiente 
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de C, y la derivada anterior es cero. Por consiguiente las desviaciones de la linealidad 

son transmitidas por valores de (∂m/∂C)T diferentes de cero. 

 

 Las ecuaciones (A1.1) y (A1.2) pueden ser relacionadas fácilmente mediante: 

 

                                             ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛
∂
∂

+⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛
∂
∂

=⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

=∆ dC
dT

T
m

C
m

dC
dm m

CTG

·
0

                          (A1.3) 

 

donde la pendiente de la línea de equilibrio [(∂T/∂C)∆G=0] es, de hecho, el efecto de la 

concentración de desnaturalizante en la temperatura de desnaturalización [(dTm/dC)]. 

 

 El problema es la evaluación del segundo término del miembro derecho de la 

ecuación (A1.3) ya que no conocemos el valor de la derivada (∂m/∂T)C. No obstante el 

cambio de energía de Gibbs de desnaturalización es función tanto de C como de T y 

debe de cumplirse: 

 

                                                      ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
∂∂
∆∂

=⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
∂∂
∆∂

CT
G

TC
G 22

                                           (A1.4) 

 

Teniendo en cuenta esto y sabiendo que m y el cambio de entropía  son las primeras 

derivadas de ∆G (∆S= −(∂∆G/∂T)C y m está descrita según la ecuación (3.11), tenemos: 

 

                                            
TC C

S
T
m

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛
∂
∆∂

=⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛
∂
∂                           (A1.5) 
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y entonces la ecuación (A1.3), queda como: 

 

                 ⎟
⎠
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⎟
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⎞

⎜
⎝
⎛
∂
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dT

C
S

C
m

dC
dm m

TTG

·
0

                  (A1.6) 

 

 Los valores de ∆S pueden ser fácilmente calculados como ∆Hm/Tm, pero Éstos 

corresponden a la línea de equilibrio. La pendiente de una representación de ∆S 

(=∆Hm/Tm) frente a Tm, para diferentes concentraciones de desnaturalizante, es: 

 

                                                                 
0=∆

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ ∆

GdT
Sd                                                (A1.7) 

 

 Podemos obtener una expresión para esta derivada empleando las derivadas 

parciales: 

 

                                          
dCdT

C
S

T
S

dT
Sd

m

T

CG
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=∆ 0

                                   (A1.8) 

 

resolviendo para (∂∆S/∂C)T, 

 

                  ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

⎭
⎬
⎫

⎩
⎨
⎧ ∆

−⎟
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C
S mP

GT

·
0

                          (A1.9) 

 

donde se ha empleado la relación termodinámica: (∂∆S/∂T)C=∆CP/T. 
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Sustituyendo la ecuación (A1.9) en (A1.6) y resolviendo para (∂m/∂C)T 

obtenemos: 

 

               
2

00

· ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

⎭
⎬
⎫

⎩
⎨
⎧

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ ∆

−
∆

+⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛
∂
∂

=∆=∆ dC
dT

dT
Sd

T
C

dC
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C
m m

G

P

GT

                 (A1.10) 

 

que permite calcular la derivada (∂m/∂C)T, en el límite de baja concentración de 

desnaturalizante (C→0). 

 

 Para evaluar el segundo término del miembro derecho de la ecuación (A1.10), 

primero se hace la representación de ∆S (calculada como ∆Hm/Tm) frente a Tm para el 

rango de concentración de cloruro de guanidinio entre 0-1 M. La pendiente obtenida es  

1.71 × 10-2 ± 0.06 × 10-2 kJ·K-2·mol-1, y es una estimación de la derivada (d∆S/dT)∆G=0 

en la región de bajas concentraciones de desnaturalizante. El valor de ∆Cp se obtuvo de 

la bibliografía (Georgescu et al., 2001), donde se determinan varios valores, siendo el 

valor medio 6.1 ± 0.4 kJ·K-1·mol-1 y usando como valor de temperatura Tm, en ausencia 

de desnaturalizante, obtenemos para ∆Cp/T un valor de 1.69 × 10-2 ± 0.11  kJ · K-2·mol-1. 

Por lo tanto, el corchete {∆Cp/T-(d∆S/dT)∆G=0} en la ecuación (A1.10) resulta ser cero 

con una incertidumbre de ~ ± 0.13 × 10 kJ·K-2·mol-1. Finalmente, la derivada dTm/dC a  

baja concentración de desnaturalizante puede ser calculada de los datos representados 

en la figura 3.11. El resultado es -18.3 ± 2.7 K·M-1 del ajuste lineal de Tm frente a C en 

el rango de concentración de desnaturalizante 0-1 M. Usando todos estos valores, el 

segundo término de la ecuación (A1.10)  es cero con una incertidumbre de                     

± 0.6 kJ·mol-1·M-2. 
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 La derivada (dm/dC)∆G=0 a baja concentración de desnaturalizante puede ser 

calculada a partir de los datos de m1/2 mostrados en la figura 3.13 siendo del orden de    

–30 kJ·mol-1·M-2. Queda claro que el segundo término del miembro derecho de la 

ecuación (A1.10) no es significativo comparado con (dm/dC)∆G=0. Podemos concluir 

que: 

 

                                                            
0=∆

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛≅⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛
∂
∂

GT dC
dm

C
m                                      (A1.11) 

 

a baja concentración de  cloruro de guanidinio, y por tanto, el acusado descenso de m 

observado a bajas concentraciones de desnaturalizante refleja la dependencia con la 

concentración de m y revela que la dependencia de ∆G frente a C es claramente no 

lineal  a bajas concentraciones de desnaturalizante. Estos mismos cálculos pueden 

aplicarse para el tiocianato de guanidinio. 
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Apéndice A.2. Desviación de la linealidad de la dependencia de ∆G frente a 

concentración de desnaturalizante causada por uniones específicas de 

desnaturalizante al estado nativo. 

 

La unión específica de moléculas de desnaturalizante, o iones, al estado nativo 

de la proteína causa desviaciones de la linealidad de la dependencia de ∆G con la 

concentración, de manera tal que la extrapolación lineal desde altas concentraciones de 

desnaturalizante sobreestima el valor de la energía libre de Gibbs a concentración cero 

de desnaturalizante. La razón es que, las uniones al estado nativo siempre tienen un 

efecto estabilizante. Así, a baja concentración de desnaturalizante, el efecto estabilizante 

de las uniones específicas de desnaturalizante, cancelará hasta cierto punto el efecto 

desnaturalizante, dando lugar a un menor valor de m. A continuación se demuestran 

estas ideas mediante el análisis de un modelo de unión simple. 

 

Aceptando que la proteína  nativa puede existir como forma ligada (NL) y no 

ligada (N), donde el ligando es, en este caso, una molécula de desnaturalizante o ion, 

entonces: 

 

                                                  NLLN ⇔+                                             (A2.1) 

 

siendo la unión, fuerte, específica y estequiométrica, pudiendo ser descrita por una 

constante de equilibrio en la forma: 
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                                                          [ ]
[ ] CN

NLKL ×
=                                              (A2.2) 

 

donde C es la concentración de ligando, en nuestro caso el desnaturalizante. 

 

 Ya que estamos interesados en las desviaciones de la linealidad que resultan de 

la unión, tomamos, como punto de partida para el análisis, que el cambio en la energía 

libre de Gibbs para la desnaturalización de la proteína no ligada cambia linealmente con 

la concentración de desnaturalizante: 

 

                                                          [ ]
[ ]N
DK =*                                                       (A2.3) 

 

                                                                                                      (A2.4) ** ·ln KRTG −=∆

 

                                                                                                   (A2.5) CmGG W ·** −∆=∆

 

donde se han usado asteriscos para designar parámetros pertenecientes a la 

desnaturalización de la proteína no ligada, ∆GW es el cambio de energía de Gibbs en 

ausencia de desnaturalizante, y m* se ha tomado constante (independiente de la 

concentración de desnaturalizante). 

 

 No obstante, la constante de equilibrio que se puede determinar 

experimentalmente no es K*, sino: 
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                                                      [ ]
[ ] [ ]NLN

DK
+

=                                                 (A2.7) 

 

la cual incluye la concentración total de proteína nativa (ligada más no ligada). Y el 

cambio de energía de Gibbs: 

  

                                                 KRTG ln×−=∆                                                (A2.7) 

 

 La relación entre ∆G y ∆G* puede ser determinada a partir de la ecuación 

(A2.2), así tenemos que [NL]=KL·[N]·C, por lo que K (ecuación A2.6) puede ser escrita 

como K*/(1+KL·C) y ∆G como: 

 

                                                                            (A2.8) )1ln(* CKRTGG L ×+×+∆=∆

 

 La expresión de m se puede obtener a partir de su definición (ecuación 3.11): 

 

                                               
CK

KRTmm
L

L

×+
×

−=
1

*                                              (A2.9) 

 

 Para altos valores de C, el segundo término del miembro derecho, se aproxima a 

cero y m = m*. Para C = 0, m tiende a m*-RT × KL, el cual es menor que el valor a altas 

concentraciones  de desnaturalizante. La ecuación (A2.9) predice un crecimiento de m al 

incrementar la concentración de desnaturalizante, y por tanto, las desviaciones de la 

linealidad de ∆G con C son tales que la extrapolación lineal sobreestima el valor del 
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cambio de energía de Gibbs en ausencia de desnaturalizante. Esta conclusión puede 

verificarse como sigue: 

 

 Sea C’ la concentración de desnaturalizante para la cual ∆G es cero a la 

temperatura de interés. Asumamos que hemos realizado un experimento de 

desnaturalización química del cual podemos determinar el valor de C’ y el efecto de la 

concentración de desnaturalizante en ∆G en las cercanías  de C’, es decir, podemos 

determinar C’ y el valor de m correspondiente a C’. La estimación de ∆G por la 

extrapolación lineal sería: 

 

                                                           '                                    (A2.10) )'( CCmG LEM
W ×=∆

 

y usando la ecuación (A2.9): 

 

                                                 
'1
''*

CK
CKRTCmG

L

LLEM
W ×+

××
−×=∆                             (A2.11) 

 

 Aplicando la ecuación (A2.5) a la concentración C’, tenemos: 

 

                             ( )'1ln)'(' ** CKRTGCGGCm LWW ×+×+∆=∆−∆=×             (A2.12) 

 

donde se ha usado para ∆G*(C’) la expresión dada por la ecuación (A2.8) (para C = C’, 

∆G=0, y ∆G*(C')=-RT·ln(1+KL·C')]). Sustituyendo (A2.12) en (A2.11), tenemos: 
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                         ( )
⎭
⎬
⎫

⎩
⎨
⎧

×+
×

−×+×+∆=∆
'1

''1ln
CK

CKCKRTGG
L

L
LW

LEM
W                   (A2.13) 

 

La diferencia entre corchetes en la ecuación anterior es necesariamente un número 

positivo ya que, ln(1 + x) es siempre mayor que x/(1+x) para cualquier valor positivo de 

x; aquí x = KL × C`. Concluimos pues que: 

 

                                                                                                         (A2.14) W
LEM

W GG ∆>∆

 

y la extrapolación lineal sobreestima el valor del cambio de  energía de Gibbs en 

ausencia de desnaturalizante. 
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Apéndice B:  Representaciones de η frente a f* 
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Apéndice C: Representaciones de ρ frente a distancia 
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8. Apéndices 

Apéndice D: Realización de ajustes con MLAB. 

 

 Los ajustes empleando MLAB, para los casos estudiados en esta tesis, siguen 

una serie de pasos que son: la creación de la matriz de datos, introducción de las 

funciones de ajuste, realización del ajuste y creación de la matriz de los parámetros del 

ajuste. Las instrucciones son: 

 

M=READ(“nombre del fichero”, número de filas, número de columnas) 

FUNCTION F(X) Se detallan todas las funciones implícitas en el ajuste  

FIT(parámetros ajustables separados por comas), F TO M 

Z=POINTS(F(X), valor inicial:valor final:separación entre valores) 

 

 Antes de la instrucción FIT se deben dar valores aproximados a los parámetros 

ajustables 

 

 Funciones para el ajuste  de trazas de calorimetría diferencial de barrido, según 

el modelo de dos estados: 

 
FUNCTION K(T) = EXP(((-DH)/R)*(1/T-1/TM)) 

FUNCTION CPU(T) = C+D*(T-330) 

FUNCTION CPN(T) = A+B*(T-330) 

FUNCTION CP(T) = CPN(T)+(CPU(T)-

CPN(T))*(K(T)/(1+K(T)))+(DH^2/(R*T*T))*(K(T)/(1+K(T))^2) 

R=0.008314 

 

 

 Funciones para el ajuste  de perfiles de desnaturalización térmica seguidos por 

CD, según el modelo de dos estados: 
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FUNCTION K(T) = EXP(((-DH)/R)*(1/T-1/TM)) 

FUNCTION XN(T) = 1/(1+K(T)) 

FUNCTION XD(T) = K(T)/(1+K(T)) 

FUNCTION ED(T) = C+D*(T-330) 

FUNCTION EN(T) = A+B*(T-330) 

FUNCTION E(T) = EN(T)*XN(T)+ED(T)*XD(T) 

R= 0.008314 

 

 Funciones para el  ajuste global de la dependencia de las constantes de velocidad 

de plegamiento y replegamiento con la concentración de desnaturalizante (chevrons) y 

la amplitud de la cinética frente a concentración de desnaturalizante, según el modelo de 

dos estados: 

 
FUNCTION F1(X) = DI/(1+EXP((M*(X-C))/(R*T))) 

FUNCTION F1(X) = LN(EXP(A)*EXP((MU/(R*T))*(X-C))+EXP(A)*EXP(((MU-

M)/(R*T))*(X-C))) 

R=0.008314 

 

 Las funciones F1  (amplitudes frente a concentración de desnaturalizante) y F2 

(chevron) se pueden ajustar por separado a sus correspondientes perfiles. 

 
 
 Para hacer un ajuste global con peso, se crea un vector V que sea la inversa de 

las varianzas, para cada caso. La instrucción FIT ahora es: 

 

FIT(parámetros ajustables separados por comas), F1 TO M1 WITH WEIGHT V1, F2 

TO M2 WITH WEIGHT V2 
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