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Capı́tulo 2

Resumen

A pesar de que es sabido que los efectos inductivos en compuestos orgánicos influ-
yen en propiedades quı́micas, tal como las constantes de ionización, la contribución
especı́fica a las propiedades y el comportamiento de aminoácidos y grupos funcionales
en péptidos ha sido poco explorado. En el presente trabajo modificamos un algorit-
mo que permite hacer cálculos ab initio de la magnitud de los efectos inductivos para
moléculas no aromáticas. El valor obtenido como resultado del algoritmo se denomina
Índice Inductivo. Observamos una correlación alta (R2=0.9427) entre nuestros cálcu-
los y los valores de pKa de los grupos α−amino de aminoácidos con cadenas laterales
no aromáticas. Usamos una serie de aminoácidos modificados y observamos correla-
ciones altas (R2 > 0.9600) entre los valores de Índices Inductivos y dos propiedades
quı́micas diferentes, a saber, el pKa de cadenas laterales ionizables y la fluorescencia
del grupo indol del triptófano. Después de evaluar la aplicabilidad del algoritmo a nivel
de aminoácidos, extendimos nuestro estudio a péptidos en los que el grupo indol del
triptófano es el grupo reportero y pudimos observar que las contribuciones inductivas
de las cadenas laterales vecinales son transmitidas a través de los enlaces peptı́dicos.
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(Resumen)
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Capı́tulo 3

Introducción

3.1. Motivación

El plegamiento de proteı́nas es uno de los problemas teóricos más importantes en la
bioquı́mica moderna. El plegamiento oxidativo, que siguiendo la definición presentada
en [3] se refiere al complejo proceso en el que la proteı́na llega a la conectividad nativa
de puentes disulfuro, puede ser pensado como un proceso subordinado al plegamien-
to de la proteı́na. Dentro del espacio de proteı́nas posibles existe un pequeño grupo
con poca estructura secundaria y terciaria, pero que sin embargo logra un plegamiento
oxidativo cuantitativo. La ausencia de estructura secundaria/terciaria en este grupo de
proteı́nas requiere de una explicación diferente al colapso hidrofóbico para justificar
el que se logre plegamiento oxidativo cuantitativo. Nos referiremos a este grupo de
proteı́nas como proteı́nas modelo.

Un primer acercamiento sugiere que, al menos para el caso de proteı́nas modelo,
es posible estudiar el plegamiento oxidativo de manera independiente al plegamiento
de la proteı́na. Es decir, podemos centrar nuestra atención en la formación de la co-
nectividad nativa he ignorar la formación de las estructuras secundaria y terciaria de
la proteı́na. Resulta necesario mencionar una suposición ampliamente aceptada en el
estudio del plegamiento oxidativo, a saber, que en general las cisteı́nas en una proteı́na
son quı́micamente indistinguibles entre sı́. De manera más precisa, esto significa que
si intentamos diferenciar de manera experimental entre dos o más cisteı́nas presentes
en una proteı́na desnaturalizada, su reactividad será la misma, y por lo tanto, serán
indistinguibles una de la otra. Esto es equivalente a decir que la única diferencia que
podemos esperar (a nivel teórico), es la posición que ocupan en la proteı́na. Es decir,
que para poder predecir la viabilidad de formación de un puente disulfuro la diferencia
se limita a consideraciones estéricas. Una de las afirmaciones centrales del presente
trabajo es que de hecho es posible diferenciar experimentalmente entre las cisteı́nas
presentes en una proteı́na, por lo que resulta necesario contar con un modelo teórico
adecuado para estudiar estas diferencias quı́micas, para posteriormente intentar prede-
cir la formación de puentes disulfuro a partir de propiedades intrı́nsecas de la proteı́na,
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3.2. Hipótesis (Introducción)

diferentes a meras consideraciones estéricas.
Gilbert Ling proporcionó un nuevo paradigma para estudiar los sistemas vivos [26],

[27], [28] y por lo tanto abrió la puerta para poder desarrollar una serie de hipótesis
novedosas sobre el estudio de estos sistemas. Las ideas de Ling sugirieron un posi-
ble camino teórico para estudiar el plegamiento oxidativo como consecuencia de un
fenómeno inductivo (fenómeno quı́mico). De manera más precisa, proponemos eva-
luar, mediante métodos computacionales, la contribución de los efectos inductivos de
las cadenas laterales a través del esqueleto peptı́dico, en particular para el estudio de la
formación de puentes disulfuro.

La suposición principal del presente proyecto es que el pKa de grupos ioniza-
bles de cadenas laterales se modifica como resultado del efecto inductivo ejercido por
los aminoácidos vecinales en una proteı́na. Esto serı́a en particular cierto para las cis-
teı́nas. Luego, es razonable suponer que tanto la conectividad nativa como el proceso de
plegamiento oxidativo es consecuencia de un fenómeno de reactividad y selectividad
quı́mica inducido por los efectos de los aminoácidos vecinales, por lo que las cisteı́nas
en una proteı́na serı́an quı́micamente distinguibles como consecuencia de este efecto.
Por esto, si logramos predecir de manera teórica las contribuciones inductivas de los
aminoácidos vecinales, en principio serı́a posible predecir el cambio de propiedades de
las cadenas laterales ionizables, en particular los valores de pKa .

El trabajo de Chiang y Tai [6] proporciona una herramienta teórica que permite
cuantificar (calcular) los efectos inductivos sobre un grupo reportero para una molécu-
la, en principio de cualquier tamaño1. Esto permite calcular y predecir los cambios de
pKa en grupos reporteros como función de los residuos vecinales en proteı́nas modelo.

Por lo anterior se vuelve indispensable que el presente trabajo cumpla con los si-
guientes requisitos:

1. mostrar que los efectos inductivos afectan el pKa de los grupos ionizables de
aminoácidos,

2. hacer los cálculos para los grupos ionizables de los aminoácidos usando el algo-
ritmo de Chiang y Tai (CT)

3. obtener una buena correlación entre los valores calculados y las mediciones de
pKa para ası́,

4. intentar predecir el pKa a partir de cálculos basados en la estructura primaria de
péptidos y proteı́nas, usando el algoritmo CT y por último,

El presente trabajo es parte de un programa mayor que busca estudiar desde principios
quı́micos el fenómeno del plegamiento de proteı́nas, y en particular, el plegamiento
oxidativo.

3.2. Hipótesis
Planteamos como hipótesis operativa que las cisteı́nas de una proteı́na con

1Siempre que la molécula no contenga un grupo aromático
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3.2. Hipótesis (Introducción)

aminoácidos vecinales diferentes serán quı́micamente distintas2, en la proteı́na
desnaturalizada, como resultado del efecto inductivo ejercido por dichos aminoáci-
dos vecinales. Esto será cierto hasta una distancia de separación entre la cisteı́na
y los aminoácidos vecinales.
Esto implicarı́a que para dos cisteı́nas con aminoácidos vecinales idénticos (y en el mis-
mo orden) esperamos observar un comportamiento similar en sus propiedades quı́mi-
cas. La expectativa de un comportamiento similar es porque hasta este punto no te-
nemos una medida precisa de la distancia, en número de residuos vecinales, en que
el efecto inductivo sigue influyendo de manera significativa para hacer predicciones
sobre propiedades quı́micas de los aminoácidos en cuestión, y en particular para las
cisteı́nas. La razón para referirnos a la proteı́na desnaturalizada es para descartar los
cambios en la reactividad aparente atribuible a efectos estéricos. La justificación de
nuestra hipótesis es consecuencia de la siguiente predicción exitosa. La influencia ejer-
cida por la cadena lateral de un aminoácido como consecuencia del efecto inductivo
sobre los grupos α−amino y α−carboxilo es la misma para aminoácidos con cadena
lateral no ionizable. Luego, si los valores de pKa de los grupos alfa amino y carboxilo
son mayoritariamente consecuencia del efecto inductivo ejercido por la cadena lateral,
entonces esperarı́amos observar una cierta proporcionalidad en los valores de pKa.
Como consecuencia de las diferencias reportadas en los valores de pKa para aminas
y carboxilos no es razonable esperar que sean iguales pues, en general los grupos car-
boxilos son más ácidos que las aminas, además de que después de la desprotonación
del grupo α−carboxilo, podemos esperar que la presencia de la carga formal negativa
modifique (por efecto inductivo) el valor de pKa del segundo grupo. Este comporta-
miento es común para todos los aminoácidos con cadena lateral no ionizable, por lo
que la única diferencia para este grupo de aminoácidos es el efecto que cada cadena
lateral ejerce sobre su respectivo esqueleto peptı́dico3. De manera sorprendente, en una
primera exploración de los datos publicados de pKa encontramos inconsistencias im-
portantes en los valores reportados [14], [29], [30], [32] para el mismo grupo alfa del
mismo aminoácido4. Es posible que sea por esta razón que la mencionada proporcio-
nalidad no haya sido observada con anterioridad. Esto evidenció la necesidad de hacer
las titulaciones correspondientes para poder validar o descartar nuestra predicción. En
la figura 3.1 y la tabla 3.1 se evidencia la comprobación de nuestra predicción, a saber,
que los valores de pKa de los grupos alfa son proporcionales.

2Como se mencionó previamente, esto significa que sus propiedades quı́micas son distinguibles experi-
mentalmente.

3Hasta donde sabemos, al momento de hacer esta predicción no existı́a una explicación satisfactoria de
por qué los valores de pKa deban ser proporcionales, o por qué existen diferencias entre los valores de
pKa de los grupos alfa de los diferentes aminoácidos.

4El principal problema con los valores de pKa reportados de grupos alfa es que son recopilaciones
de valores reportados por separado, algunas veces de publicaciones en la que se reporta el resultado de
la titulación de uno o dos aminoácidos, por lo que es probable que la diferencia de valores se deba a la
realización de las titulaciones usando diferentes instrumentos y bajo diferentes condiciones experimentales.
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3.2. Hipótesis (Introducción)

Aminoácido α−NH3 α−COOH
Ala 9.80± 0.02 2.40± 0.04
Val 9.55± 0.01 2.33± 0.05
Gly 9.68± 0.01 2.40± 0.04
Ile 9.69± 0.01 2.38± 0.04
Gln 9.15± 0.01 2.22± 0.05
Met 9.15± 0.02 2.24± 0.05
Ser 9.11± 0.02 2.25± 0.05
Thr 9.01± 0.01 2.23± 0.05
Asn 8.80± 0.02 2.19± 0.05
Phe 9.15± 0.03 2.23± 0.05
Trp 9.42± 0.02 2.35± 0.04

Cuadro 3.1: Mediciones de valores de pKa de grupos α−amino y α−carboxilo de los 12 aminoácidos con cadenas
laterales no ionizables (± desviación estándar). Todos los valores de pKa fueron determinados usando el mismo equipo,
procedimientos y reactivos, tal como se menciona en el apéndice A.
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Figura 3.1: Gráfica de los valores de pKa (± desviación estándar) de grupos α−amino (ordenada) contra α−carboxilo
(abscisa) para todos los α−aminoácidos con cadenas laterales no ionizables junto con la recta de regresión lineal. Las
barras de error más grandes para los valores de pKa para los grupos α−carboxilo es consecuencia de la concentración
mayor de iones de hidrógenos (y por lo tanto de una mayor fuerza iónica) en el punto de ionización (ver [1]).

Los efectos inductivos se definen como la polarización de un enlace causada por
la diferencia de electronegatividades entre átomos de enlaces adyacentes. Estos efec-
tos se propagan a través de la estructura de enlaces de la molécula, y son diferentes a
los efectos electrostáticos o a los efectos de campo que por definición no se transmi-
ten a través de los enlaces quı́micos. El objetivo del proyecto es realizar predicciones
sobre las contribuciones inductivas de los aminoácidos vecinales sobre grupos reporte-
ros adecuados. En particular proponemos correlacionar el cálculo ab initio de ı́ndices
inductivos de Chiang y Tai [6] con los valores medidos de pKa de grupos ionizables
de los aminoácidos, para posteriormente estudiar de manera teórica las contribuciones
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3.3. Contribuciones (Introducción)

inductivas sobre los grupos tioles de las cisteı́nas. El algoritmo CT original funciona ra-
zonablemente bien, sin embargo el ajuste (R2) no es suficientemente bueno como para
hacer predicciones in silico. Por lo que fue necesario hacer modificaciones al algoritmo
original para intentar mejorar las correlaciones.

1. Para esto fue necesario hacer una revisión profunda del concepto de electrone-
gatividad, central en el cálculo de ı́ndices inductivos,

2. para mejorar la correlación entre los valores de ı́ndices inductivos calculados y
los valores de pKa medidos en el laboratorio,

3. y el planteamiento formal de cálculo de la proporción de tiol/tiolato como fun-
ción del pH del amortiguador (buffer) y del pKa de las cisteı́nas presentes en la
proteı́na.

A raı́z del trabajo pionero de Gregorio Weber sobre la fluorescencia de aminoácidos
aromáticos, principalmente el triptófano y la tirosina, es sabido que sus propiedades de
fluorescencia se modifica siguiendo de cerca el estado de ionización de sus grupos al-
fa. Aumenta cuando los grupos se desprotonan y disminuye cuando se protonan. Esto
sucede de tal manera que es posible determinar sus constantes de ionización a partir
de los cambios de fluorescencia al realizar una titulación [44], [45]. Los mecanismos
propuestos para explicar esta relación no han prestado suficiente atención a las contri-
buciones que los efectos inductivos puedan realizar, salvo algunos casos aislados [7],
[8], [9]. El mencionado efecto también se ha observado y reportado para péptidos que
contienen triptófano. En [15] se estudia el efecto de alejar el grupo reportero del grupo
alfa ionizado al agregar residuos glicil. De estos experimentos se observa que el efecto
disminuye con la distancia, medida en número de enlaces. A pesar de que en general se
ha favorecido una explicación a partir de los efectos de campo, una explicación a partir
de efectos inductivos es también consistente con los datos reportados.

Los resultados que se obtuvieron fueron los que se esperaban de acuerdo a las
predicciones teóricas y a continuación se presenta el avance logrado.

3.3. Contribuciones
Las principales contribuciones del presente trabajo son:

1. importantes modificaciones al algoritmo propuesto por Chiang y Tai (CT),

2. la realización de experimentos para respaldar una explicación de variaciones en
los valores del pKa como consecuencia de los efectos inductivos,

3. el uso del algoritmo CT y el algoritmo CT mejorado (CTM) para predecir los
cambios de pKa en grupos alfa y grupos ionizables de cadenas laterales de alfa
aminoácidos,

4. realizar experimentos para observar si los efectos inductivos se transmiten a
través del esqueleto peptı́dico en péptidos,

13



3.3. Contribuciones (Introducción)

5. uso del algoritmo modificado (CTM) para hacer predicciones sobre la influencia
de las contribuciones inductivas de residuos vecinales sobre grupos funcionales
en péptidos,

6. uso del algoritmo modificado (CTM) para hacer predicciones sobre los cambios
de fluorescencia y pKa en grupos reporteros adecuados como consecuencia de
las contribuciones inductivas presentes en la molécula.
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Capı́tulo 4

Cálculo de Proporciones de
Tiol/Tiolato en Proteı́nas
Modelo

4.1. Probabilidades individuales
Como primer paso en el estudio del comportamiento de las cisteı́nas durante el pro-
ceso de plegamiento oxidativo estudiaremos la probabilidad de encontrar una cisteı́na
en el estado protonado/desprotonado1. Para esto definiremos dicha probabilidad como
función del pHdel medio y del pKa de la cisteı́na. Por la ecuación de Henderson-
Hasselbalch se tiene que para una cisteı́na Cys1,

pH = pKa1 + log
[RS−]

[RSH]
, (4.1)

en donde pKa1 se refiere al pKa de la cisteı́na, [RS−] y [RSH] denotan las concen-
traciones de la cisteı́na desprotonada y protonada respectivamente. Despejando de la
ecuación 4.1 se obtiene que

pH = pKa1 + log
[RS−]

[RSH]

pH − pka1 = log
[RS−]

[RSH]

10(pH−pka1) =
[RS−]

[RSH]
. (4.2)

1El desarrollo y las ecuaciones en el presente capı́tulo fueron desarrolladas completa e independientemen-
te por el autor. La ecuación 4.6 aparece sin justificación en [46]. Considerando que la publicación precede
por tres décadas al presente trabajo, el autor considera adecuado mencionar que el resultado ya era conocido.
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4.2. Probabilidad de formación de puentes disulfuro (Cálculo de Proporciones de
Tiol/Tiolato en Proteı́nas Modelo)

Para poder asignar una probabilidad a partir de esta ecuación serı́a necesario que las
concentraciones cumplieran con lo siguiente

[RSH] + [RS−] = 1. (4.3)

Observemos que si reexpresamos la ecuación 4.3, no como concentraciones sino como
la fracción molar χH de RSH y χ− de RS−, entonces en efecto se tiene que

χH + χ− = 1. (4.4)

Sustituyendo de manera apropiada χH por [RSH] y χ− por [RS−] en la ecuación 4.2
y observando que de la ecuación 4.4 se sigue que χ− = 1− χH , entonces

10(pH−pka1) =
1− χH

χH

10(pH−pka1)χH = 1− χH

χH + 10(pH−pka1)χH = 1

χH(1 + 10(pH−pka1)) = 1

χH =
1

1 + 10(pH−pka1)
. (4.5)

Por último, sustituyendo este resultado en la ecuación 4.4 se tiene que

χ− = 1− 1

1 + 10(pH−pka1)
. (4.6)

Las ecuaciones 4.5 y 4.6 nos dan la fracción molar de RSH y RS− como función del
pH y con parámetro pKa1. Como estos números están entre 0 y 1, esto es igual a la
probabilidad de encontrar a la Cys1 en alguno de los dos estados. Luego, podemos
definir

P (RSH) = χH , (4.7)

y
P (RS−) = χ−. (4.8)

Se sigue del desarrollo anterior que si podemos predecir de manera exitosa el pKa de
una cisteı́na en una proteı́na, entonces podemos calcular la probabilidad de que se en-
cuentre protonada/desprotonada y, por lo tanto, su disponibilidad para formar un puente
disulfuro con otra cisteı́na que se encuentre en el estado de protonación adecuado 2.

4.2. Probabilidad de formación de puentes disulfuro
Notación: Para una cisteı́na Cysi, denotaremos por RSHi y RS−

i sus estados proto-
nado y desprotonado respectivamente. Al puente disulfuro formado entre Cysi y Cysj

2En [47] se presenta un estudio sobre la formación de puentes disulfuro en péptidos como función de
la distancia en número de residuos entre dos cisteı́nas mientras que en [46] aparece la ecuación 4.5 como
afirmación, sin desarrollo o justificación.
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lo denotaremos por SSij . A la probabilidad de RSHi la denotaremos por PiH y la
probabilidad de RS−

i por Pi−.

Nota: En adelante, y a menos de que explı́citamente se mencione lo contrario, al re-
ferirnos a dos cisteı́nas Cysi y Cysj nos estaremos refiriendo a dos Cys en el mismo
péptido o proteı́na.

Supongamos que tenemos dos cisteı́nas Cys1, Cys2 cuyas probabilidades de estar pro-
tonadas/desprotonadas están dadas por las ecuaciones 4.5 y 4.6. Entonces, asumiendo
que no existen otras fuerzas que determinen la formación del puente SS12, éste se pue-
de formar mediante la interacción de RSH1 con RS−

2 si ambas cisteı́nas se encuentran
en el estado adecuado. Observemos que si suponemos que el estado de Cysi es inde-
pendiente del estado de Cysj , entonces la probabilidad condicional de que ambas Cys
estén en el estado adecuado para formar un puente SS se reduce al producto de sus
probabilidades individuales3, luego la probabilidad de encontrar a las Cys en el estado
adecuado para formar un puente SS como función de pH y con parámetros pKai estará
dada por:

P (SS12) = (P1H · P2−) + (P1− · P2H), (4.9)

En donde los PiH y Pi− estarán dados por las ecuaciones 4.7 y 4.8. Si además supo-
nemos que siempre que dos Cys estén en el estado adecuado formarán un puente SS,
entonces la ecuación 4.9 nos da precisamente esa probabilidad.

Esto equivale a suponer que:

1) el experimento es independiente del tiempo (o de manera alternativa que el sis-
tema se encuentra en equilibrio),

2) el estado de protonación de las cisteı́nas es independiente para cada una, salvo
en el caso de que sean vecinales (y como ya se mencionó, esto se considera en
nuestro análisis),

3) que todos los puentes que se pueden formar lo van a hacer ,

4) que la formación de un puente (SS) sólo depende de la proporción de cisteı́nas
que se encuentran en el estado adecuado (una protonada y la otra desprotonada),

5) estas probabilidades representan de manera teórica (y bajo las 3 suposiciones an-
teriores) la proporción de puentes que se formarı́an si no fuera posible el rearre-
glo 4.

Empı́ricamente sabemos que las suposiciones anteriores no son compatibles con la
realidad pues 1) los experimentos no son independientes del tiempo, 2) no todos los

3Para el caso en que las cisteı́nas sean vecinales, la expresión se vuelve más compleja pues es necesario
contemplar la influencia inductiva mutua. Este desarrollo se contempla para un trabajo futuro.

4Rearreglo significa que una vez que se forma un puente disulfuro, puede ser modificado mediante la
reacción con una tercera cisteı́na, modificando de esta forma la conectividad que se puede observar en un
instante dado del experimento.
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puentes que son teóricamente posibles se forman (como en el caso de BPTI5), 3) la
necesidad de tioles catalı́ticos durante el plegamiento oxidativo para la mayorı́a de las
proteı́nas modelo y, 4) sabemos que existe rearreglo. Luego, los cálculos de la proba-
bilidad de formación de puentes disulfuro muestran lo que podemos esperar en una
situación en la que la formación sólo depende del estado de protonación de las cis-
teı́nas. La discrepancia entre los cálculos y los resultados experimentales sugieren la
necesidad de incluir, o al menos considerar, hipótesis adicionales (ver capı́tulo 7).

A continuación se presentan las gráficas de las probabilidades para dos cisteı́nas. La
idea es presentar un análisis de los diferentes estados que podemos esperar, suponien-
do que nos es posible modificar los valores de pKa de las cisteı́nas correspondientes.
Cada gráfica muestra la probabilidad de encontrar dos cisteı́nas en el estado de proto-
nación/desprotonación adecuado para formar un puente disulfuro como función de los
valores de pKa de cada cisteı́na.

Figura 4.1: En esta figura suponemos la existencia de una cisteı́na Cys1 con pKa igual a 6, mientras que suponemos que
el de la Cys2 varı́a desde 0 hasta 12. Los valores de la gráfica muestran la probabilidad de encontrar ambas Cys en el
estado de ionización adecuado para formar un puente disulfuro. La probabilidad se calcula usando la ecuación 4.9.

5En principio la formación del puente SS = (14− 38) debe tener probabilidad no nula, sin embargo no
aparece de manera cuantitativa dentro de las rutas observadas en los experimentos de plegamiento oxidativo
[3].
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Figura 4.2: En esta gráfica se representan las probabilidades de formación de un puente disulfuro para dos Cys con valores
simétricos con respecto a su pKa y como función del pH . La gráfica azul es de dos Cys con pKa igual a 8, la gráfica
verde de dos Cys con pKa s de 7 y 9 respectivamente, y la gráfica roja con pKa s de 6 y 10. Observar que el máximo se
alcanza en el promedio de ambos pKa s.

Figura 4.3: Gráficas para dos Cys (un sólo puente SS posible) en donde el pKa de una de las Cys es de 8 y el de las demás
varı́a de la siguiente manera: azul = 8.1, verde = 8.4 y rojo = 8.9
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Figura 4.4: Gráficas para dos Cys (un sólo puente SS posible) en donde los pKa s varı́an de la siguiente manera: azul = 8
y 8.2; verde = 8.2 y 8.5; rojo = 8.4 y 9.
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Capı́tulo 5

El Algoritmo CT

5.1. El algoritmo CT

El algoritmo original de Chiang y Tai [6] permite calcular un valor numérico denomi-
nado Índice Inductivo (ii) sobre un átomo de una molécula dada, y que es una cuan-
tificación de los efectos inductivos ejercidos por el resto de los átomos presentes en
la molécula sobre el átomo en cuestión. Recordemos que los efectos inductivos son
las modificaciones de la nube de electrones de cada átomo que conforma una molécu-
la como resultado de las diferencias de electronegatividad de estos átomos. Como se
explica en [35], esto impacta en las propiedades quı́micas de los restos1, y como se
muestra en [6], los cálculos de ii correlacionan con diversas medidas experimentales.
Se sigue entonces que si tenemos una manera de cuantificar los efectos inductivos, en
principio, podrı́amos predecir de manera cuantitativa los cambios en las propiedades
quı́micas de los restos, y en general de los sitios activos de una molécula. En el artı́culo
original de Chiang y Tai [6] se muestran ajustes lineales entre el valor calculado de ii
con diferentes propiedades quı́micas, por lo que resulta razonable esperar que el algo-
ritmo modificado CTM no sólo presente ajustes lineales con los datos obtenidos en el
laboratorio, sino que esperamos que las modificaciones mejoren de manera importante
el ajuste entre los cálculos y los datos experimentales. El objetivo de contar con una
herramienta de cálculo mejor calibrada es el poder usar el resultado de los cálculos
en sustitución de datos experimentales, que en general son más costosos y difı́ciles de
obtener. Es por esta razón que enfocamos nuestros esfuerzos en mejorar la correlación
entre valores medidos y calculados, al punto en que nos resultara posible usar los valo-
res calculados con suficiente confianza de que presentarı́an una fuerte correlación con
los valores experimentales2.

El cálculo original de ii depende de tres parámetros, a saber, la electronegativi-
dad de los átomos presentes en la molécula, la longitud de cada enlace presente en la
molécula y un valor constante llamado factor de transmisividad que es igual a 1

α , en

1En inglés, moiety.
2En el capı́tulo 7 se discute un posible siguiente paso en el uso de estos datos calculados para intentar

predecir conectividades nativas en proteı́nas modelo.
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donde α = 2.7. El valor de ii se calcula como la suma de tres componentes (valores)
diferentes. i0 representa la contribución del átomo adyacente al átomo sobre el que se
realiza el cálculo. i representa las contribuciones del resto de los átomos de la molécu-
la y por último, i± es la suma de las contribuciones de las cargas formales presentes
en la molécula. Estos tres valores dependen de los parámetros antes mencionados, a
saber, la electronegatividad, la longitud de los enlaces y el factor de transmisividad. A
continuación se define formalmente cada uno de los valores:

i0 =
δAB

rAB
,

en donde rAB representa la longitud del enlace entre los átomos A y B medida en
Ángstroms (Å), y tal que δAB es

δAB =
χB − χA

χB + χA
,

y χA representa la electronegatividad del átomo A. Sea lj el número de enlaces de
orden3j, entonces
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en donde los δ correspondientes son las diferencias ponderadas entre las electronegati-
vidades de los átomos involucrados en los enlaces en el orden correspondiente.
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en este caso r± es la longitud del enlace en el grupo ionizado, y ±N es igual a 1 o −1
(i.e. los valores correspondientes de las cargas formales) 4.

5.2. Introducción
El algoritmo de cálculo de ı́ndices inductivos ab initio de Chiang y Tai (CT) presenta
un problema sistémico, a saber la incapacidad del algoritmo CT para distinguir los
diferentes estados en los que puede aparecer un átomo en una molécula, i.e. su estado
de oxidación y/o hibridación. La consecuencia de este problema es que la correlación
entre valores de pKa de los grupos alfa amino y el valor ii calculado mediante el
algoritmo CT resulta poco satisfactoria 5.

3El orden se refiere a la distancia, en número de enlaces, entre el átomo sobre el que se realiza el cálculo
de ı́ndice inductivo, y el enlace del cual se está considerando su contribución. El exponente y el subı́ndice de
este componente del cálculo indica la distancia en número de enlaces con respecto al átomo sobre el que se
está realizando el cálculo. r es la longitud del enlace correspondiente.

4Observemos que se puede usar una notación más precisa para estos valores, a saber, representar cada va-
lor como función de los tres parámetros mencionados, es decir, i0(χj , α, δj)+i(χj , α, δj)+i±(χj , α, δj),
sin embargo consideramos que el contexto es suficiente para clarificar la dependencia de los valores i0, i, i±
de los parámetros mencionados, por lo que evitamos el uso de esta notación más extensa.

5con un R2 menor a 0.6 para ser más precisos.
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Una consecuencia de la mencionada incapacidad es que el algoritmo no permite
distinguir entre una amina primaria y una secundaria, lo que resulta especialmente
relevante para el cálculo eficiente de ı́ndices inductivos para la prolina en proteı́nas
modelo. Esto se traduce en valores calculados poco confiables y que presentan una
correlación con las mediciones de pKa que no es suficiente para hacer predicciones
teóricas.

N⊕

CH2

H

H Cα

R

H

C

O

OH

Estructura del esqueleto petı́dico de la Prolina.

La prolina presenta un problema especial en el cálculo de ı́ndices inductivos pues, a
diferencia del resto de los aminoácidos, la cadena lateral se enlaza al esqueleto peptı́di-
co en dos puntos y por lo tanto hace una contribución inductiva en dos puntos diferen-
tes. Esto convierte al grupo alfa amino en una amina secundaria que tiene una carga
formal positiva. Por lo anterior, el grupo alfa amino de la prolina resulta especialmente
complicado de tratar mediante el algoritmo CT cuando es el grupo reportero6. La con-
secuencia que esto tiene es que los cálculos para la prolina no puedan ser comparados
con plena confianza con los cálculos para el resto de los aminoácidos7. Como ya se
mencionó, los valores de ii dependen de tres parámetros, ası́ que nuestra estrategia ini-
cial para intentar mejorar las correlaciones entre valores calculados y valores medidos
fue probar haciendo modificaciones en alguno de los tres parámetros, en este caso se
exploró el efecto de usar diferentes escalas de electronegatividad. En principio no hay
razón para comprometerse con la escala de Pauling para realizar los cálculos. Después
de explorar diferentes escalas, la conclusión fue que no habı́a razón para preferir la
escala de Pauling sobre otras disponibles. Después de revisar y compara diferentes es-
calas de electronegatividad, nos inclinamos por usar la escala de electronegatividad que
se deriva del concepto de electronegatividad de orbital, tal como lo presentan Hinze y
Jaffé [22]. La razón principal para usar esta escala es que en lugar de asignar un valor
único a cada átomo, asigna diferentes valores, dependiendo del estado de los orbitales.
Esto nos permitió refinar los cálculos, y eventualmente sugirió una de las modificacio-
nes adicionales. Después de fijar los valores de electronegatividad a usar, organizamos
los aminoácidos en función de su parecido estructural para ver de qué manera serı́a
necesario modificar el algoritmo CT para mejorar el ajuste entre los datos experimen-
tales y los valores calculados. Para esto fuimos observando cómo se ajustaban nuestros
nuevos valores de electronegatividad para cadenas laterales progresivamente más com-
plejas.

6Es decir que los cálculos se hacen sobre el grupo alfa amino, además de las mediciones de pKa sobre
ese grupo.

7Las modificaciones que más adelante proponemos al algoritmo CT no resuelven plenamente los proble-
mas mencionados con respecto a la Prolina, sin embargo, este fue el primer problema que sugirió que era
necesario hacer modificaciones importantes en el algoritmo CT.
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A continuación se presenta el orden adoptado para los grupos de aminoácidos. En
el primer caso se trabajó con los aminoácidos alifáticos y con la glicina (V,A,L,I,G).
Se realizaron los cálculos con el algoritmo CT original y eso se graficó contra el valor
medido de pKa sobre el grupo α−amino. Después de hacer alguna modificación al
algoritmo, se volvı́an a realizar los cálculos para ver si la correlación habı́a mejora-
do. Cada que logramos alguna mejora, se conservaba la modificación y se agregaba el
siguiente grupo de aminoácidos, de tal forma que el grupo 2 contiene a los aminoáci-
dos del grupo 1 más los propios del grupo 2. Es decir, cada caso contiene a todos
los aminoácidos del caso anterior más los del nuevo grupo8. A lo largo del texto nos
referiremos al caso correspondiente por el número en el que aparece:

1. alifáticas + Gly (5 aa)

2. + Ser y Thr (7 aa)

3. + Asn y Gln (9 aa)

4. + Met (10 aa)

5. + 5 ionizables (15 aa)

6. + Pro (16 aa)

Para simplificar la etapa de cálculo sólo se consideró la contribución de la cadena
lateral sobre el carbono alfa, ignorando por el momento la contribución del esqueleto
peptı́dico (BB) que es constante para los 15 aminoácidos que podemos calcular.

N⊕

H

H

H Cα

R

H

C

O

OH

El objetivo es mejorar tanto como sea posible la correlación entre los valores de ii
calculados con las modificaciones propuestas al algoritmo CT con nuestras mediciones
de pKa sobre el grupo alfa amino. El mejorar la correlación nos indica que las modifi-
caciones que realizamos nos dan una herramienta de cálculo mejorada, en comparación
con el algoritmo original.

5.3. Invariantes estructurales
La suposición inicial presente en el algoritmo CT, y por lo tanto en nuestro trabajo,

es que un grupo CH3 tiene la misma contribución en donde sea que aparezca, y que lo
único que se modifica es el orden (la distancia en número de enlaces), mediante la cual

8Cuando consideramos que era necesario hacer alguna modificación en los valores de electronegatividad,
esa modificación se conservaba para los casos más complejos. Es decir que las modificaciones realizadas en
el algoritmo CT se aplican de manera consistente para todos los aminoácidos.
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ejerce su contribución. Luego, la diferencia en la contribución de acuerdo al algoritmo
original sólo puede variar por efecto de la distancia. En otras palabras, que la intensidad
del efecto depende de la distancia pero no de la estructura.
A manera de ejemplo, el grupo

Cα CH

CH3

CH3

de la cadena lateral de la valina es igual que el mismo grupo de la leucina,

Cα CβH2 CH

CH3

CH3

pero alejado en un orden del carbono alfa por el carbono beta de la leucina. La
suposición implı́cita en el algoritmo CT es que la contribución es constante salvo en el
caso de grupos ionizables, y que sólo aplica para el quinto caso.

Las cadenas laterales de los aminoácidos alifáticos muy pronto evidenciaron la
necesidad de modificar este supuesto.

5.4. La aparente paradoja
Los casos que estaremos revisando tienen la siguiente forma:

Cβ B

A

Cα

D

en donde A, B y D pueden representar un átomo (hidrógeno, oxı́geno, etc.) o un grupo
funcional (CH3, CH2, OH , etc.).

El contraste entre los valores de pKa de la alanina y la valina llamó nuestra atención
por la incompatibilidad con los valores esperados. De acuerdo a la hipótesis inducti-
va, la modificación en el pKa del grupo alfa amino (o carboxilo) viene dada por las
propiedades inductivas de la cadena lateral, a saber, la capacidad de donar o sustraer
electrones. En este caso el pKa del grupo amino de la alanina es 9.80, el más alto de
los alifáticos, Lo que significarı́a que el grupo metilo (CH3) de la cadena lateral de la
alanina

Cα CH3

es donador de electrones. Luego, parece razonable esperar que para la valina, con
un grupo metilo más que la alanina

25



5.4. La aparente paradoja (El Algoritmo CT)

CH

CH3

CH3

el pKa sea parecido, o inclusive mayor. Sin embargo el pKa del grupo amino de la
valina es de 9.54, el más bajo de los aminoácidos alifáticos. Luego, los datos parecen
sugerir que un grupo metilo es donador de electrones pero dos grupos son sustractores,
lo que suena más a una hipótesis ad hoc que a una explicación de lo que realmente
sucede. Como este no es el único caso en el que los datos experimentales parecen
contradecir los supuestos básicos del presente proyecto, las mediciones experimentales
hicieron evidente la necesidad de refinar o modificar nuestros supuestos.

A continuación se exponen los demás casos pues la consistencia en la distribución
de los valores experimentales de pKa de grupos amino guiaron el desarrollo de las
modificaciones que permitieron mejorar las correlaciones entre las predicciones y los
datos experimentales.

El siguiente caso que consideramos fue el de la leucina, que podemos pensar como
una valina pero con el grupo C3H7 alejado en un orden por el CβH2. Luego, en este
caso parece que el grupo C3H7 efectivamente funciona como un donador de electrones,
pero una vez más, el grupo donador se encuentra más alejado que para el caso de la
valina, luego, alejar el grupo donador aumenta su capacidad donadora. Esto es una clara
contradicción pues en [6], Chiang y Tai muestran que a mayor distancia (i.e. mayor
número de enlaces que debe transitar el efecto) se aprecia una disminución importante
de los efectos inductivos.

En resumen, el grupo CH3 parece ser donador, pero el grupo C3H7 parece ser
sustractor, a pesar de tener dos grupos CH3. Para concluir el argumento, observemos
que el grupo amino de la isoleucina tiene un pKa de 9.68 y su cadena lateral la podemos
pensar como una valina, sólo que con un grupo CH3 en lugar de un hidrógeno. De
nuevo, al parecer alejar el grupo donador aumenta la capacidad donadora, lo cual es
una clara contradicción.

CβH2 CH

CH2 CH3

CH3

El comportamiento mencionado no se limita a los aminoácidos alifáticos. Observe-
mos el caso de la serina:

CH

CH3

OH

y la treonina:

26



5.4. La aparente paradoja (El Algoritmo CT)

CH

H

OH

Aquı́ la diferencia es también un grupo metilo en lugar de un hidrógeno, por lo que
esperarı́amos que subiera el pKa (por el carácter de donador de electrones del grupo
metilo), sin embargo, una vez más, el pKa de la treonina es más bajo por 0.1 unidades
de pH .

La aparente paradoja sobre la contribución del grupo metilo y los valores de pKa

medidos se resuelve agregando el siguiente refinamiento a nuestros supuestos iniciales.
Observemos que en realidad las cadenas laterales (alifáticas o no) están formadas por
tres grupos diferentes de carbonos, a saber, los que aparecen en los grupos CH3, CH2

y CH , y que el orden9 en el que aparecen determina su contribución.
Un grupo CH3 efectivamente es un buen donador de electrones, siempre y cuando

esa donación no tenga que pasar por un carbono terciario adyacente que amortigüe
su efecto como donador. De hecho, parecerı́a que cuando esto sucede, el efecto es el
opuesto y no sólo se ve amortiguado el efecto donador, sino que el sistema CH −
CH3 se vuelve sustractor de electrones. Considerando que el valor ii arrojado por
algoritmo CT es una función de la longitud de enlace (rab), la electronegatividad (χa) y
la transmisividad (α), los ajustes necesarios se deben hacer en alguno de estos valores.
Primero evaluamos qué tan pronunciado era el efecto de la longitud de enlace en el
cálculo final. Para aminoácidos, todos los valores de rab fluctúan en un rango reducido,
cercano a la unidad y, en general, no se percibió una mejora en la correlación final,
con o sin el valor de la longitud de enlace como un parámetro más del algoritmo CT.
Por esta razón se decidió adoptar una versión simplificada que sólo depende de la
transmisividad (α) y de la electronegatividad (χa).

La observación de que un grupo CH − CH3 se vuelve un sustractor de electrones
sugirió el primer cambio de valores de electronegatividad pues eso significa que la
nube electrónica es más densa hacia el CH3 y por lo tanto, la electronegatividad del
carbono CH debe ser menor. En la tabla 5.2 se presenta la lista completa de valores de
electronegatividad usados en nuestros cálculos, y que son una versión modificada de
los propuestos por Hinze y Jaffé en [22].

Es necesario mostrar que la estrategia usada para los otros 15 aminoácidos no puede
ser aplicada a la prolina pues no es posible calcular de manera independiente la con-
tribución de su cadena para después sumarle la contribución de la unidad BB. En este
caso se piensa en la contribución de toda la molécula sobre los grupos (alfa) ionizables
y se compara con los cálculos para los otros 15 aminoácidos más su unidad BB, i.e. la
contribución de la molécula completa a sus grupos (alfa) ionizables. Con estas modifi-
caciones en el algoritmo CT mediante la eliminación del valor de longitud de enlace y
los ajustes en los valores de electronegatividad lograron una mejora sustancial10 en la
correlación de los valores de pKa e ii. Esta mejora permitió refinar los cálculos de ii

9En este caso es necesario aclarar que la palabra orden se refiere a la distancia en número de enlaces, de
acuerdo a la forma en la que Chiang y Tai usan el término orden en [6], y no necesariamente se refiere a que
los grupos, átomos o enlaces respeten un ordenamiento determinado.

10Ver la sección 5.5.
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5.5. Mejoras al Algoritmo CT (El Algoritmo CT)

en péptidos para, de esta manera, tener datos calculados más confiables al momento de
hacer predicciones.

5.5. Mejoras al Algoritmo CT
Se realizaron cuatro modificaciones importantes para mejorar el Algoritmo original
de Chiang y Tai, y al que en adelante nos referimos como el algoritmo de Chiang y
Tai Modificado (CTM)11. Todas estas modificaciones se fueron haciendo de manera
gradual (una a la vez) hasta lograr optimizar el ajuste. A continuación se describen los
cambios:

1. usamos la escala de electronegatividad de Hinze-Jaffé en lugar de la escala de
Pauling,

2. dejamos de considerar las longitudes de enlace en los denominadores de los
términos que componen el algoritmo,

3. modificamos el valor de las cargas formales dando un valor de +1.2 a las positi-
vas, y de −0.9 a las negativas,

4. y modificamos el valor del factor de transmisividad a 0.5263 (α = 1.9).

La expresión para el cálculo del CTM queda de la siguiente forma: el Índice Inductivo
(ii) se compone de las mismas tres magnitudes que el algoritmo original:

i0 + i+ i±,

tal que i0 = δAB . Para la contribución de los átomos con orden mayor a 1 la expresión
queda igual, salvo por la desaparición de las longitudes de enlace12:

i =
1

α

l1∑
1

(δ)1 +

(
1

α

)2 l2∑
1

(δ)2 +

(
1

α

)3 l3∑
1

(δ)3 + · · ·+
(
1

α

)n ln∑
1

(δ)n .

Para las contribuciones de las cargas formales, la expresión tuvo la misma modificación
que para el caso de las contribuciones de orden superior (i):

i± = (±N1)0+
1

α

l1∑
1

(±N2)1+

(
1

α

)2 l2∑
1

(±N3)2+ · · ·+
(
1

α

)n ln∑
1

(±Nn+1)n .

Con esas modificaciones se logró mejorar de manera considerable la correlación (R2)
entre nuestros cálculos y los datos experimentales. A continuación se muestra la com-
paración de los resultados previos con el algoritmo CT y con el algoritmo CTM.

11La “M” también puede significar “Mejorado”.
12De manera alternativa se puede interpretar como que consideramos todas las longitudes iguales a 1.
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5.5. Mejoras al Algoritmo CT (El Algoritmo CT)

AA pKa α−amino I Std I Std + BB I Re Mull I Re Mull + BB

Val 9.54 -0.0628 1.1544 -0.0600 1.1464
Leu 9.63 -0.0622 1.1544 -0.0263 1.1510
Gly 9.67 -0.0526 1.1558 -0.0531 1.1473
Ile 9.68 -0.0636 1.1543 -0.0395 1.1492
Ala 9.80 -0.0584 1.1550 -0.0943 1.1417
Ser 9.11 0.0154 1.1651 0.0781 1.1653
Thr 9.01 0.0277 1.1668 0.0907 1.1671
Asn 8.80 0.0487 1.1697 0.1567 1.1762
Gln 9.15 -0.0209 1.1602 0.0539 1.1621
Met 9.15 -0.0503 1.1561 0.0369 1.1597
Asp 9.76 -0.0694 1.1535 -0.0817 1.1435
Glu 9.74 -0.0540 1.1556 -0.0344 1.1499
Cys 10.33 -0.5760 1.0840 -0.2399 1.1219
Lys 9.15 -0.0418 1.1573 0.0156 1.1568
Arg 9.08 -0.0515 1.1560 0.0625 1.1632
Pro 10.64 1.0245 1.0245 1.1205 1.1205

Cuadro 5.1: Valores de pKa y cálculos de Índices Inductivos (ii) para cada aminoácido. I Std se refiere al cálculo de la
contribución de la cadena lateral sobre el carbono alfa con el algoritmo CT; I Std + BB se refiere al cálculo anterior más
la contribución del esqueleto peptı́dico. En ambos casos se usa la escala de electronegatividad de Pauling. I Re Mull se
refiere al cálculo de la contribución de la cadena lateral sobre el carbono alfa; I Re Mull + BB se refiere al mismo cálculo
más la contribución de la unidad constante del esqueleto peptı́dico. En ambos casos se usa la escala de electronegatividad
de Hinze-Jaffé y se omite el uso de la longitud de enlace. Para el caso de la prolina se calcula la contribución de toda la
molécula sobre el grupo α−amino y se reporta este valor en ambas columnas. En las columnas marcadas como Re Mull
se usó el algoritmo CTM.
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5.5. Mejoras al Algoritmo CT (El Algoritmo CT)

Elemento Pauling Hinze-Jaffé
Cα tetra tetra
C tetra 2.48 15.95
C tri 11.19
CH3 17
CH2 14.5
CH 13
O tetra 5.93 30.5
O tri 33.47
O− 4.43 14
N tetra 3.68 23.08
N sec 35
N+ 5.18 24
S tetra 3.21 20.27
S sec 45
S− 2.93 25
H 2.21 14.34

Cuadro 5.2: Comparación de los valores de electronegatividad usados en el algoritmo CT tomados de la escala de Pauling
contra los valores usados en el algoritmo CTM tomados de la escala de Hinze-Jaffé. En negritas aparecen los valores que
se agregaron a los presentados por Hinze-Jaffé a partir de lo presentado en la sección 5.3.

Nota: Las siguientes gráficas muestran las correlaciones entre los valores calculados
por el algoritmo CT y el CTM para grupos alfa de aminoácidos contra el valor medido
de pKa del mismo grupo. Los casos siguen la misma numeración que la lista que apa-
rece en la página 24.
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5.5. Mejoras al Algoritmo CT (El Algoritmo CT)

Figura 5.1: Gráfica del caso 1 con R2 = 0.13. Algoritmo CT. Además de la baja correlación, la pendiente de la recta
indica una correlación negativa. En este caso los aminoácidos más alcalinos tienen valores de I mayores, en contra de lo
que debe ocurrir.

Figura 5.2: Gráfica del caso 1 con los valores modificados y con R2 = 0.32. Algoritmo CTM. Una baja correlación que
sin embargo es una mejora considerable con respecto a la que se tenı́a antes de hacer las modificaciones pues ahora la
pendiente indica una correlación positiva.
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5.5. Mejoras al Algoritmo CT (El Algoritmo CT)

Figura 5.3: R2 = 0.91. Algoritmo CT. Caso 1 más Ser y Thr.

Figura 5.4: R2 = 0.93. Algoritmo CTM. Caso 1 más Ser y Thr.
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5.5. Mejoras al Algoritmo CT (El Algoritmo CT)

Figura 5.5: R2 = 0.91. Caso 2 más Gln y Asn.

Figura 5.6: R2 = 0.96. Caso 2 más Gln y Asn.
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5.5. Mejoras al Algoritmo CT (El Algoritmo CT)

Figura 5.7: R2 = 0.71. Caso 3 más Met.

Figura 5.8: R2 = 0.95. Caso 3 más Met.
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5.6. Correlaciones de ii con diferentes mediciones (El Algoritmo CT)

Figura 5.9: Caso 5 con los 15 aminoácidos, incluidos los cinco ionizables y con R2 = 0.55. Esta gráfica hace evidente el
problema con el algoritmo CT, y la falta de correlación una vez que se consideran los aminoácidos ionizables. Esto resulta
particularmente importante pues las cisteı́nas son el actor principal en la dinámica del plegamiento oxidativo.

Figura 5.10: Caso 5 usando el algoritmo CTM para los 15 aminoácidos, incluidos los cinco ionizables y con R2 = 0.94.

5.6. Correlaciones de ii con diferentes mediciones

La predicción inicial que motivó el presente trabajo, a saber, que si la influencia ejercida
por la cadena lateral de un aminoácido como consecuencia del efecto inductivo sobre
los grupos α−amino y α−carboxilo es la misma para aminoácidos con cadena lateral
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5.6. Correlaciones de ii con diferentes mediciones (El Algoritmo CT)

Cadena Lateral ii de cadena lateral sobre Cα (x103) α−NH+
3 pKa

Cys (tiol ionizado) −339.6 10.33± 0.02
Asp (β−carboxilo ionizado) -162.5 9.76± 0.02
Ala -134.0 9.80± 0.02
Val -127.1 9.55± 0.01
Ile -96.8 9.69± 0.01
Glu (γ−carboxilo ionizado) -91.3 9.74± 0.01
Leu -72.8 9.64± 0.01
Gly -53.2 9.68± 0.01
Met 19.7 9.15± 0.02
Arg (guanidino ionizado) 46.5 9.08± 0.01
Lys (ϵ−amino ionizado) 62.8 9.16± 0.01
Ser 81.5 9.11± 0.02
Gln 89.3 9.15± 0.01
Thr 92.3 9.01± 0.01
Asn 180.8 8.80± 0.02

Cuadro 5.3: Valores calculados de Índices Inductivos (ii) para cada cadena lateral sobre el carbono alfa de los 15
α−aminoácidos no aromáticos y valores de pKa determinados experimentalmente para grupos α−amino. Los valores
de pKa son los mismos que en la tabla 3.1. Los estados de ionización de cadenas laterales se muestran entre paréntesis.

no ionizable, esperarı́amos observar una cierta proporcionalidad en los valores de pKa

de los grupos α. Después de comprobar la proporcionalidad mediante mediciones expe-
rimentales, buscamos una herramienta que nos permitiera calcular de manera teórica la
magnitud de los efectos inductivos. La herramienta que elegimos fue el algoritmo CT,
que muestra ajustes lineales en todos los casos que se estudian en el trabajo original [6].
Para poder calcular el efecto inductivo de las cadenas laterales de aminoácidos sobre
sus grupos α, para posteriormente extenderlos a péptidos y proteı́nas, serı́a necesario
que el algoritmo CT permitiera realizar los cálculos para moléculas aromáticas. Como
el algoritmo CT no es aplicable para moléculas aromáticas, resultó necesario interpolar
los valores de los tres aminoácidos aromáticos. Esto fue posible por la proporcionali-
dad que muestran los valores de pKa de los grupos α. Luego, al lograr obtener ajustes
lineales entre nuestros cálculos y los datos experimentales, se sigue que es posible ha-
cer la interpolación para los aminoácidos aromáticos con un error aproximado al error
experimental que se observa en la figura 3.1. Las modificaciones que se propusieron
para el algoritmo CTM son en los valores numéricos y no en la forma del algoritmo de
cálculo, por lo que podemos esperar un mejor ajuste, pero no un cambio en la forma
del ajuste13.

13Es decir, que los ajuste no pueden pasar de ser lineales a ser polinomiales o exponenciales.
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5.6. Correlaciones de ii con diferentes mediciones (El Algoritmo CT)

pKa de Cadena Lateral τ(ns)de

Grupos α ii on Cα Asp Glu His Cys Trp

Zwitterion 653.0 3.81± 0.02 4.27± 0.01 6.02± 0.02 8.27± 0.01 2.55

N−Ac (α−COO−) −338.2 4.72± 0.01 4.83± 0.01 6.98± 0.01 9.66± 0.01 4.24

C−NH2(α−NH+
3 ) 1305.2 2.94± 0.02 3.88± 0.01 5.35± 0.01 − 1.44

C−OMe(α−NH+
3 ) 1385.7 − − 5.26± 0.01 6.58± 0.01 −

N−Ac/C−NH2 314.0 4.01± 0.01 4.34± 0.02 − − 2.71

N−Ac/C−OMe 394.6 − − − 8.78± 0.01 −
N−Ac/C−NHMe 304.9 − − 6.42± 0.01 − −

Cuadro 5.4: Valores de Índice Inductivo (ii) calculados sobre el carbono α de aminoácidos con cadena lateral ionizable y
triptófano, con y sin modificaciones covalentes en los grupos α amino y carboxilo; valores de pKa medidos para la cadena
lateral (Asp, Cys, Glu y His), y Vida Media Fluorescente (estos valores de τ son los usados en la figura 6.2)
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Figura 5.11: Valores medidos de pKa (± desviación estándar) contra valores calculados de Índices Inductivos (ii sobre
Cα de cada aminoácido modificado o Zwiterión: Cys (cı́rculos), His (cuadrados), Glu (triángulos), y Asp (triángulos
invertidos). Z es el aminoácido en su estado zwiteriónico (sin modificaciones) y N − Ac indica acetilación del grupo
α−amino. C − NH2 y C − OMe indican amidación y esterificación del grupo α−carboxilo, respectivamente. Los
aminoácidos con doble modificación se indican con la combinación correspondiente (Ac/NH2, Ac/OMe). En el caso
de la His doblemente modificada, el grupo α−carboxilo fue N−metil amidado (Ac/NHMe).
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Capı́tulo 6

Mediciones de Fluorescencia

6.1. Introducción
Después de los éxitos obtenidos en la predicción de pKa al nivel de grupos alfa de
aminoácidos y de cadenas laterales ionizables, se decidió explorar la transmisión de los
efectos inductivos a través del esqueleto peptı́dico en péptidos que tuvieran un grupo
reportero adecuado, para ası́ poder validar la capacidad predictiva del algoritmo CTM
con respecto a los cambios de pKa como función de las contribuciones inductivas de
los aminoácidos vecinales.

Inicialmente, se propuso realizar mediciones de pKa por métodos potenciométri-
cos sobre el grupo tiol de una cisteı́na que apareciera en un péptido dado. El objetivo
general de estos experimentos era evaluar si el algoritmo CTM lograba hacer buenas
predicciones con respecto a la transmisión del efecto inductivo a través del esqueleto
peptı́dico, es decir, ver si existı́a una buena correlación entre valores de pKa medidos
para cada cisteı́na e ı́ndices inductivos. En particular, los cálculos realizados con el al-
goritmo de Chiang y Tai predicen una diferencia en los valores de pKa medidos para
cada cisteı́na como función de los aminoácidos vecinales en la estructura primaria del
péptido. Luego, la medición de diferencias en los pKa que estuvieran de acuerdo con
las predicciones teóricas representarı́an un fuerte argumento en favor de la hipótesis
central del presente trabajo. Al final se optó por realizar mediciones de fluorescencia
tomando el triptófano como grupo reportero en lugar de la cisteı́na, para entonces inten-
tar encontrar alguna correlación entre los valores de ı́ndice inductivo y algún parámetro
de fluorescencia. La razón por la que nos inclinamos por realizar mediciones de fluo-
rescencia son:

1. las concentraciones necesarias para realizar los experimentos son del orden de
10 micromolar, dos o tres órdenes de magnitud por debajo de lo necesario para
mediciones por métodos potenciométricos, por lo que se minimiza la probabi-
lidad de interacción intermolecular y de esta forma se reduce la posibilidad de
tener artefactos experimentales;

2. la existencia de al menos un trabajo previo en el que se reporta una respuesta
acorde con nuestras predicciones teóricas [15];
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6.2. Diseño experimental (Mediciones de Fluorescencia)

3. el tener un conjunto de mediciones diferentes al pKa , pero consistentes con la
teorı́a para de esta manera, tener un segundo grupo de datos que sirvieran como
comprobación independiente y que permitiera calibrar los cálculos mejorados de
Chiang y Tai.

4. como ya se mencionó, es posible determinar las constantes de ionización a partir
de los cambios de fluorescencia, por lo que es razonable esperar una correlación
fuerte entre la fluorescencia y el pKa .

La teorı́a explica las diferencias de pKa de grupos ionizables de péptidos o proteı́nas,
como el resultado de la modificación de la nube electrónica del grupo reportero como
función o resultado de las diferencias en electronegatividad de los átomos que com-
ponen a la molécula (péptido o proteı́na) en cuestión. Luego, si se observa una modi-
ficación en la fluorescencia del triptófano en un péptido suficientemente pequeño tal
que podamos garantizar la ausencia de estructura terciaria1, y bajo condiciones simi-
lares (medio, temperatura, etc.) podemos concluir que las diferencias en fluorescencia
son consecuencia de la contribución inductiva de los aminoácidos vecinales, y no del
microambiente alrededor del grupo reportero como se interpretan comúnmente las di-
ferencias de fluorescencia en proteı́nas.

6.2. Diseño experimental
Para esto se diseñaron 7 tetrapéptidos y 4 dipéptidos, todos con los grupos amino y
carboxilo terminal bloqueados (acetilados y amidados respectivamente).

los de la “familia D” (GGWD, GWGD y WGGD);

los de la “familia N” (GGWN, GWGN y WGGN);

un tetrapéptido que sólo contenı́a glicinas, además del triptófano (GGWG);

los 4 dipéptidos (WN, WM, WV y WA).

El diseño de los péptidos responde a las siguientes directrices:

1. los grupos alfa ionizables aparecen bloqueados para eliminar el efecto de las
cargas formales sobre el grupo reportero y poder observar sólo el efecto de las
cadenas laterales;

2. todos los tetrapéptidos tienen un grupo reportero común (W), y un mismo aminoáci-
do vecinal (G). Esto con la idea de homogeneizar al máximo las condiciones de
cada sistema. Además se eligió como aminoácido vecinal a la glicina por te-
ner la cadena lateral más pequeña, y por lo tanto, la que menos efecto estérico
contribuye;

3. en general se busca ver el efecto de diferentes cadenas laterales sobre la fluores-
cencia del grupo reportero variando la distancia (en número de enlaces);

1Y posiblemente secundaria también.
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6.3. Resultados: Vida Media Fluorescente (Mediciones de Fluorescencia)

4. las “familias D y N” aportan datos sobre el efecto de la distancia en enlaces al
alejar progresivamente el grupo reportero de la cadena lateral diferente (D y N);

5. para el caso de la “familia D”, la fluorescencia debe modificarse como función
del pHcomo resultado de la ionización de la cadena lateral, y para el caso de la
“familia N” la fluorescencia deberı́a de mantenerse constante;

6. los aminoácidos (N, M, V, A) siguen una progresión ascendente de valores de
pKa

2, luego, esperamos un comportamiento similar en la emisión de fluores-
cencia del triptófano enlazado a cada uno de estos aminoácidos.

6.3. Resultados: Vida Media Fluorescente
En la literatura ([36], [7], [8], [9]) se reporta que los cambios en eficiencia cuántica
(quantum efficiency) correlacionan con la diferencia de electronegatividad de los sus-
tituyentes de la molécula en cuestión, y por lo tanto con el efecto inductivo ejercido
por estos. Como ya se mencionó, originalmente pensamos en medir eficiencia cuántica
tomando como base estas publicaciones, sin embargo posteriormente nos inclinamos
por mediciones de Vida Media Fluorescente (τ ) para que nuestros resultados fueran in-
dependientes de concentración. A continuación se presentan los resultados de nuestros
experimentos de medición de τ para péptidos con grupos alfa modificados de manera
covalente contra los valores calculados de ii de los péptidos correspondientes.

Figura 6.1: Correlación entre vida media fluorescente (τ ) de todos los péptidos con ii (R2 = 0.9498). La correlación
aumenta cuando se analizan por separado los péptidos correspondientes a las diferentes familias. Para la familia D (cı́rcu-
los), se tiene un R2 = 0.9985; para la familia N (cuadrados), se tiene un R2 = 1; y para los dipéptidos (triángulos), se
tiene un R2 = 0.9423. Los valores se presentan en la tabla 6.1.

En este caso, el microambiente es esencialmente el mismo para todos los péptidos,

2Como ya se mostró, los valores de pKa de grupos alfa amino y carboxilo son proporcionales para cada
aminoácido no ionizable, salvo la prolina.
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6.4. Dipéptidos y tetrapéptidos (Mediciones de Fluorescencia)

Péptido ii en Cα de Trp (x103) τ (ns)
WM −7.8 1.55
WM −31.3 1.71
WV −52.7 1.91
WA −53.7 1.82
GGWD− 229.9 1.08
GWGD− 164.5 1.26
WGGD− −86.1 1.80
GGWN 279.9 0.95
GWGN 171.8 1.21
WGGN −85.1 1.80
GGWG 245.8 1.21

Cuadro 6.1: Valores calculados de Índice Inductivo sobre el carbono alfa del triptófano presente en los péptidos contra
valores de Vida Media Fluorescente (τ ). Todos los péptidos fueron modificados de manera covalente en los grupos alfa
(C−amidación y N−acetilación). La carga negativa del ácido aspártico en los péptidos de la familia D indica que los
experimentos fueron realizados a un pHadecuadamente superior al pKa del grupo β−carboxilo.

por lo que cualquier variación debe ser consecuencia de la diferencia en contribución
inductiva de las cadenas laterales presentes en el péptido.
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Figura 6.2: Correlación de Vida Media Fluorescente (τ ) del grupo indol del triptófano contra valores de Índice Inductivo
(ii) calculado sobre el carbono alfa del triptófano en diferentes estados, i.e., Zwiteriónico y con grupos alfa con diferentes
modificaciones covalentes (R2 = 0.9678). Las modificaciones y los valores de ii son los mismos que en la tabla 5.4.
N − Ac indica N−acetil-Trp, C − NH2 indica Trp-amida y Ac/NH2 indica N−acetil-Trp-amida (NATA).

6.4. Dipéptidos y tetrapéptidos

Para los 4 dipéptidos (WN, WM, WV, WA) se esperaba una importante correlación
entre los valores de τ y los valores de pKa para grupos alfa amino (y por la proporcio-
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6.4. Dipéptidos y tetrapéptidos (Mediciones de Fluorescencia)

nalidad también para los grupos alfa carboxilo) de los residuos que forman el dipéptido,
y que no son el grupo reportero (N, M, V, A). Como en este caso todos los péptidos
presentaban las mismas modificaciones, a saber, bloqueos covalentes en sus grupos al-
fa, la única diferencia presente es la cadena lateral del residuo vecinal al triptófano,
por lo que cualquier modificación en la fluorescencia del triptófano se le puede atribuir
a la influencia de la cadena lateral vecinal. Aunque la explicación que se favorece es
la de la desactivación de fluorescencia (quenching), los resultados presentados no sólo
son consistentes con una interpretación basada en los efectos inductivos, sino que el
algoritmo CTM nos permite predecir la magnitud de esa influencia.

Para el caso de los tetrapéptidos, se intentó observar la influencia de las cadenas
laterales vecinales conforme se modificaba la distancia (en número de enlaces) sobre
la fluorescencia del grupo reportero. La asparagina fue seleccionada por ser una ca-
dena lateral con un fuerte poder atractor de electrones, además de tener una cadena
lateral que no es ionizable, por lo que su contribución debe de ser estable a diferen-
tes valores de pH . Su parecido estructural con el ácido aspártico permite suponer que
la diferencia en los valores de pKa y/o fluorescencia entre ambos péptidos no depen-
de principalmente de relaciones estéricas, por lo que la explicación de los cambios de
fluorescencia se alejan de la interpretación estándar de desactivación de fluorescencia.
Las decisiones experimentales respondieron a la necesidad de minimizar la necesidad
de usar modelos o explicaciones tradicionales, y mostrar que una interpretación basada
en la transferencia de efectos inductivos es plenamente consistente con los datos.

Con la “familia” del ácido aspártico esperábamos poder observar la influencia de
la carga formal negativa presente en una cadena lateral sobre aminoácidos vecinales.
Evidentemente la contribución inductiva será dependiente del estado de ionización de
la cadena lateral. Observemos que en principio se deberı́a poder deducir el pKa de la
cadena lateral del aspartato cuando forma parte de un péptido/proteı́na3 y la distancia
a la que se sigue detectando el efecto de la carga formal negativa presente en la cadena
lateral de D.

Los resultados confirmaron que las modificaciones que hicimos al algoritmo CT
mejoran considerablemente las correlaciones y la capacidad del algoritmo CTM para
hacer predicciones. Observamos una fuerte correlación entre nuestros valores calcula-
dos y las mediciones de pKa y Vida Media Fluorescente.

Sin embargo el algoritmo CTM dista mucho de ser un producto terminado. El algo-
ritmo sigue siendo incapaz de calcular valores de ii para moléculas o grupos aromáti-
cos, además de que el factor de transmisividad es un valor constante que no depende
del tipo de enlace o de los átomos o grupos involucrados y no es evidente que deba
ser ası́. La idea es que el valor α sea una función de los átomos que forman el enlace
tal que si los átomos en cuestión son A y B, el valor serı́a un valor variable depen-
diendo de las propiedades de A y B, i.e., α(A,B). Evidentemente que sea un valor
constante simplifica de manera importante la facilidad para realizar los cálculos, por lo
que este punto requiere de una revisión con mayor detalle. También es relevante men-
cionar que los ajustes que realizamos tenı́an el objetivo de mejorar las correlaciones
para aminoácidos y péptidos, y no queda claro que las modificaciones realizadas sean

3En este caso por efecto inductivo esperamos que el pKa de la cadena lateral sea diferente cuando D
forma parte de un péptido/proteı́na al medido sobre el aminoácido individual.
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6.4. Dipéptidos y tetrapéptidos (Mediciones de Fluorescencia)

una mejora universal que permita simplemente remplazar al algoritmo CT para cual-
quier caso posible. Remediar esta situación también requiere de una revisión detallada
y contrastada con las respectivas mediciones.

Con esto concluimos la parte de predicción y cuantificación de los efectos induc-
tivos para aminoácidos y péptidos del programa de investigación mencionado en la
Introducción, cuyo objetivo es explorar la influencia de los efectos inductivos en el
plegamiento oxidativo y de manera general, en el plegamiento de proteı́nas.
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Capı́tulo 7

Perspectivas

El primer objetivo del presente proyecto se logró con éxito, a saber, el mejorar las
correlaciones entre los valores experimentales y calculados usando el algoritmo CTM.

A continuación se listan algunos puntos que quedan pendientes y que se planea
retomar en el futuro.

1. Plantear la expresión adecuada para calcular la probabilidad de formación de un
puente disulfuro a partir de las probabilidades individuales de las cisteı́nas en
cuestión para cuando las cisteı́nas sean vecinales, o en su defecto, determinar a
partir de cuantos aminoácidos vecinales podemos dejar de considerar el efecto
ejercido por una cisteı́na vecinal.

2. Una de las modificaciones realizadas al algoritmo CT fue el usar un valor dife-
rente para α. La modificación ayudó a mejorar las correlaciones pero seguimos
usando un único valor de α. En principio no hay razón para esperar que la trans-
misividad de los efectos inductivos sea constante, por lo que suena razonable
explorar los efectos de calcular ii tomando α no como una constante sino co-
mo una función que dependa de: 1) las electronegatividades de los átomos en
cuestión, 2) los estados de hibridación de los orbitales en cuestión, 3) de si los
átomos forman o no parte de un grupo funcional particular, 4) buscar algún otro
parámetro que pueda influir en la transmisividad de los efectos inductivos1.

3. Realizar los ajustes necesarios para poder usar con confianza el algoritmo CTM
en moléculas cı́clicas.

4. Chiang y Tai anunciaron que pronto publicarı́an una extensión del algoritmo CT
que permitiera realizar cálculos para moléculas aromáticas. Ese trabajó nunca se
publicó y serı́a una extensión bienvenida y necesaria para ampliar la aplicabilidad
de los resultados presentados tanto en su trabajo original como en el presente
trabajo.

1Históricamente los primeros sistemas en los que se estudiaron los efectos inductivos fueron los sistemas
aromáticos [19], [20], [21] pues se consideraba que la resonancia fomentarı́a la transmisividad. Posterior-
mente se mostró [41], [42], [43] que no era necesario tener sistemas resonantes para que se manifestaran de
manera apreciable los efectos inductivos.
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(Perspectivas)

5. Uno de los objetivos del presente proyecto es el poder partir de los valores cal-
culados de ii en cisteı́nas de proteı́nas modelo para después buscar alguna dife-
rencia numérica entre la conectividad nativa de puentes disulfuro y el resto de
las posibilidades.

6. Explorar la pertinencia de extender los resultados del punto anterior (en caso
de ser prometedores) para estudiar la formación de puentes de hidrógeno en la
estructura secundaria de proteı́nas pequeñas (posiblemente buscar un equivalente
de proteı́nas modelo para puentes de hidrógeno).
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Apéndice A

Materiales y Métodos
Experimentales

A.1. Aminoácidos y reactivos para titulaciones poten-
ciométricas

Todos los l-aminoácidos fueron estándares analı́ticos de Sigma-Aldrich. Los aminoáci-
dos modificados fueron de la mayor pureza disponible de Sigma-Aldrich y Research
Organics. El agua fue doblemente destilada y de grado cristalográfico. Los titulado-
res (0.1 N NaOH o 0.1 N HCl) fueron soluciones estandarizadas de JT Baker. Los
amortiguadores (buffers) de pHestándar para calibrar el electrodo fueron adquiridos
de Hannah (HI 6000 series: pH1.679, pH4.010, pH6.862, pH7.010, pH10.010).

A.2. Péptidos y reactivos para medidas de fluorescencia
Todos los péptidos se obtuvieron de JPT Peptide Technologies (Berlı́n, Alemania) y
fueron de una pureza > 95 %. Todos los péptidos contenı́an Trp como fluoróforo, y
los grupos alfa modificados de manera covalente, con el grupo amino acetilado y el
grupo carboxilo amidado. Todos los tetrapéptidos tenı́an a la Gly como aminoácido
estructural.

A.3. Determinación de constantes de ionización
Determinación de constantes de ionización de grupos alfa y cadenas laterales io-

nizables en aminoácidos modificados y no modificados por medios potenciométricos.
Las titulaciones fueron realizadas de manera rigurosa bajo condiciones experimenta-
les idénticas en una unidad automática de titulación Metrohm 853 equipada con un
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A.4. Mediciones de fluorescencia (Materiales y Métodos Experimentales)

recipiente de titulación recubierto para control de temperatura (25 ℃ ± 0.1℃), con
agitador magnético y un electrodo de pHMetrohm Biotrode. El volumen inicial fue de
10 ml para todos los casos; las titulaciones fueron realizadas bajo un flujo de nitrógeno
húmedo y se usó una trampa de CO2. La variación del electrodo se estabilizó a < 0.5
mV/min y el electrodo fue calibrado cada dı́a con cinco amortiguadores estándar. Para
la titulación de los grupos alfa amino y cadenas laterales ionizables, se disolvió inicial-
mente los aminoácidos en 0.1 N HCl a 20mM y luego se titularon con 0.1 N NaOH;
las constantes de Ionización (expresadas como pKa ) fueron determinadas por análisis
de la curva de titulación mediante cálculos estándar de segunda derivada implementa-
dos con el software propio del sistema de titulación. Para el caso de las constantes de
ionización de los grupos alfa carboxilos, los aminoácidos fueron inicialmente disueltos
en agua a 20mM y se titularon agregando de manera secuencial 0.1 equivalentes de
titulador, que en este caso fue 0.1 N de HCl. Los métodos experimentales y cálculos
fueron realizados tal como se describe en [1]. Todas las titulaciones fueron replicadas
al menos tres veces en dı́as diferentes, y con dos lotes independientes para la mayorı́a
de los aminoácidos.

A.4. Mediciones de fluorescencia
Las mediciones de Vida Media Fluorescente fueron realizadas en un fluorı́metro Chro-
nos ISS de cambio de fase de multifrecuencia y modulación (Champaign, IL, EUA)
usando un LED de 280 nm (ISS modelo 90101) como excitador y p-terfenilo en EtOH
(τ = 1.05 ns) como referencia. Para eliminar la dispersión causada por la luz de ex-
citación la emisión de fluorescencia fue colectada a través de un filtro de paso largo
WG320. Se colectaron datos hasta que la desviación estándar de cada medición de
retraso de fase (ϕ) y modulación (M) fueron a lo más 0.2◦ y 0.004 respectivamente.
La frecuencia de modulación del diodo fue barrida de manera logarı́tmica de abajo
hacia arriba del punto de cruce con ϕ y la modulación M en al menos 8 pasos (tı́pica-
mente entre 20 MHz y 200 MHz), y para cada péptido fue analizado con el programa
Vinci (ISS) asumiendo un único tiempo de vida con una distribución Lorentziana (en
ambos casos el tiempo de vida y la longitud fueron variables). Los valores de χ2 es-
tuvieron por debajo de 1.40 y en general por debajo de 1. Un caso especial fue el del
triptófano amida que fue el único compuesto que mostró dos tiempos de vida diferentes
(τ = 1.44 ns con una fracción de 0.71 y τ = 6.94 ns con una fracción de 0.29). Para
análisis subsecuente, se usó el tiempo de vida τ = 1.44 ns, ya que ésta fue la contribu-
ción primaria. De manera similar se usó un sólo tiempo de vida para el triptófano pues
el análisis usando dos no mejoró los resultados, y las fracciones de otros tiempos de
vida resultaron despreciables. Todas las mediciones fueron realizadas usando agua de
calidad Milli-Q a una temperatura de 25℃ ± 0.1 ℃, y a un pHde 6.81.
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Apéndice B

Probabilidades de Formación

B.1. Probabilidad de formación de SS para 3 Cys
Ahora extendemos el cálculo de probabilidades para 3 Cys. Observemos que para este
caso el porcentaje de la Cys1 desprotonado puede interactuar con el porcentaje proto-
nado tanto de la Cys2 como de la Cys3. Luego, para obtener la proporción real de las
Cys2 y Cys3 que pueden interactuar con cada estado de la Cys1 es necesario tomar
P2H +P3H como el nuevo total contra el que puede interactuar la población represen-
tada por P1−. Además las fracciones molares se modifican de la siguiente manera:

χ1H + χ1− =
1

3

χ2H + χ2− =
1

3

χ3H + χ3− =
1

3
.

(B.1)

Luego, despejando χi− en cada caso y sustituyendo de la misma manera que para una
Cys en la ecuación 4.2 se tiene que

PiH = χiH =
1

3

(
1

1 + 10(pH−pka)

)
, (B.2)

y

Pi− = χi− =
1

3

(
1− 1

1 + 10(pH−pka)

)
. (B.3)

Bajo esta lógica se tiene que la probabilidad de encontrar a ambas cisteı́nas en el
estado adecuado para formar el puente SS12 estará dada por

P12 = P1− ·
(

P2H

P2H + P3H

)
+ P1H ·

(
P2−

P2− + P3−

)
. (B.4)

La ecuación B.4 nos da, Mutatis Mutandis, el planteamiento “general” para el cálculo
de probabilidades de encontrar a dos de tres Cys en el estado adecuado para la forma-
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B.1. Probabilidad de formación de SS para 3 Cys (Probabilidades de Formación)

ción de un puente disulfuro. Observemos que las suposiciones de la sección anterior
también se aplican aquı́.

En general se tiene que

Pij = P (SSij) = Pi− ·
(

PjH

PjH + PkH

)
+ PiH ·

(
Pj−

Pj− + Pk−

)
, (B.5)

para i, j, k distintos entre sı́ y que cumplen con i, j, k ∈ {1, 2, 3}.

Ahora presentamos las gráficas correspondientes para la probabilidad de formación
de puentes para 3 Cys.

Figura B.1: Gráfica para 3 Cys con pKa s respectivos de 6, 7 y 8.

50



B.1. Probabilidad de formación de SS para 3 Cys (Probabilidades de Formación)

Figura B.2: Gráfica para dos Cys con pKa igual a 8 y la tercera con pKa igual a 8.5.

Figura B.3: Gráfica para 3 Cys con pKa s igual a 8, 8.2 y 8.7.
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B.2. Probabilidad de formación de SS para 4 Cys (Probabilidades de Formación)

B.2. Probabilidad de formación de SS para 4 Cys

En este caso se hace el cálculo de la misma manera que para la sección anterior. Como
el número de puentes posibles es mayor, las gráficas se vuelven más complejas y un
tanto difı́ciles de interpretar, por lo que se introduce una modificación en los algoritmos
para hacer más limpias las gráficas. Esto realmente es una suposición necesaria para
que las gráficas representen las hipótesis con las que se ha estado trabajando. La forma
general de Pij queda de la siguiente manera:

Pij = Pi− ·
(

PjH

PjH + PkH + PlH

)
, (B.6)

y para Pji se tiene que

Pji = PjH ·
(

Pi−

Pi− + Pk− + Pl−

)
. (B.7)

Luego, definimos entonces la probabilidad de interacción entre la Cysi y la Cysj como

SSij = Pij + Pji.

Los cálculos se realizan de la siguiente manera:

1. calculamos la probabilidad de encontrar a la Cysi en sus estados protonada/desprotonada
(ecuaciones 4.7 y 4.8)

2. calcular las probabilidades de interacción entre 2 de 4 Cys (sumando las ecua-
ciones B.6 y B.7)

3. suposición adicional: si se formó el puente SS12, entonces el puente SS34 tam-
bién lo hace (en las proporciones adecuadas). Por otro lado, si el puente que se
formó fue el SS13, entonces no queda más que la posibilidad de que se forme el
puente SS24 y de hecho lo hace.

A continuación se presentan las gráficas del cálculo de probabilidades para la for-
mación de puentes SS para 4 Cys.
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B.2. Probabilidad de formación de SS para 4 Cys (Probabilidades de Formación)

Figura B.4: Gráfica para 4 Cys con pKa s de 6,7,8,9 respectivamente y donde se supone que si se forma el puente SS12

entonces se forma también el SS34 y de igual manera para las demás combinaciones.

Figura B.5: Gráfica de probabilidad para 4 Cys con valores de pKa de 8, 8.1, 8.3, 8.9 y bajo la suposición de que si se
forma el puente SS12 entonces se forma también el SS34 y de igual manera para las demás combinaciones.
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